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RESUMEN

La produccion de biocombustibles de segunda generacion requiere de materias primas
que retnan ciertas caracteristicas, entre las que destacan disponibilidad, precio, rapido
crecimiento, facil manipulacion, entre otras. Opuntia ficus-indica fue analizada en
este trabajo dada su amplia distribucion en México, tolerancia a ambientes extremos
de sequia y temperatura, asi como su alto rendimiento como cultivo; aunado a esto,
en periodos de poda, los cladodios son abandonados en el sitio generando problemas
de contaminacion por lo que es necesario generar propuestas de aprovechamiento. Se
utilizaron cladodios de nopal como materia prima para la produccion de etanol, utili-
zando un pretratamiento hidrétérmico (PTH) en un reactor de alta presion (RAP) para
favorecer la hidrdlisis de mucilago y fibras. Se estudio el efecto de la temperatura (150,
175, 185y 205 °C), la adicion de H2SO4 (0, 0.5, 1, 1.5 y 2 %) y el tiempo de residen-
ciaen el RAP (1, 5y 15 min). El residuo solido obtenido del PTH fue sometido a un
tratamiento enzimatico, a fin de mejorar la hidrolisis y aprovechar en su totalidad esta
materia prima. Finalmente se realizo una fermentacion alcohdlica con Saccharomyces
cerevisiae. En los resultados obtenidos destaca el ahorro de tiempo por la aplicacion
del PTH en comparacion con el pretratamiento tradicional, alcanzandose una hidrolisis
final del 70.4 % de los cladodios de nopal (combinacion de los pretratamiento térmico
e hidrolisis enzimatica) y una produccion de bioetanol de 6.6 g/L.
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ABSTRACT

The production of second-generation biofuels requires raw materials that meet certain
characteristics, among which stand out availability, price, fast growth, easy manipula-
tion, among others. Opuntia ficus-indica was analyzed in this work given its wide world
distribution, tolerance to extreme environments of drought and temperature, as well as
its high yield as a crop. In addition, in times of pruning, the cladodes are abandoned
on the site generating pollution problems so it is necessary to generate usage propos-
als. The production of bioethanol from cactus cladodes has been previously proposed
but a hydrothermal pretreatment (HTP) in a high-pressure reactor (HPR) has not been
applied. The use of high pressures is a method used with relative success in the pretreat-
ment of other lignocellulosic substrates. In this work, the effect of temperature (150,
175, 185 and 205 ° C), the addition of H2SO4 (0, 0.5, 1, 1.5 and 2 %) and the residence
time in a HPR (1, 5 and 15 min) was studied. The solid residue obtained in the HTP
was subjected to an enzymatic treatment to improve high-pressure hydrolysis of this
raw material; finally, an alcoholic fermentation was carried out with Saccharomyces
cerevisiae. The results showed significant time saving by applying a HTP compared to
a conventional pretreatment (carried out in autoclaves). A final hydrolysis of 70.4 %
of the nopal cladodes (combination of thermal pretreatment and enzymatic hydrolysis)

and bioethanol production of 6.6 g/L were achieved.

INTRODUCCION

Los problemas ambientales y de salud generados
por el uso intensivo de combustibles de origen fosil
han estimulado el desarrollo de las energias denomi-
nadas alternativas, y varios gobiernos se han planteado
metas de sustitucion por combustibles renovables a fin
de disminuir la dependencia del petroleo (Buruiana et
al. 2014, Tacias et al. 2016). Dentro de los diferentes
tipos de combustibles renovables destaca el bioetanol,
producto que puede sustituir parcial o totalmente a la
gasolina en automotores y que ha mostrado un au-
mento constante en su produccion en los Gltimos afios,
especialmente en Estados Unidos y Brasil (Soccol
et al. 2010, Boucher et al. 2015). EI surgimiento del
bioetanol y el biodiesel ocurri6 a la par que la de sus
hermanos de tipo fosil, sin embargo, su desarrollo no
ha sido facil y sélo desde hace algunos afios se han
considerado como una alternativa viable. Actualmente
los biocombustibles se clasifican como combustibles
de primera generacion en los que se emplea biomasa
facilmente fermentable, con métodos de pretratamien-
to sencillos que generan subproductos con alto valor
agregado (Alvarez 2009, Serna et al. 2010). Entre los
cultivos mas utilizados para la produccion de bioetanol
de primera generacion se pueden mencionar el maiz,
la cafia de azlcar, el arroz, el trigo y la cebada.

Como consecuencia, el uso de estos cultivos como
fuentes de combustibles ha provocado el aumento de
precio y el de sus productos derivados, poniendo en
riesgo la seguridad alimentaria de algunos paises (de

la Torre y He 2007). Aunado a lo anterior, se estima
que para sustituir por completo a la gasolina y el dié-
sel con biocombustibles liquidos a nivel mundial, es
necesario producir diariamente 30 millones de barriles
de bioetanol y 23 millones de biodiesel, lo que impli-
caria cultivar 15 veces la superficie que actualmente
se planta de cafia de azucar, cinco veces la superficie
de maiz y 20 veces la superficie de palma de aceite.
Las consecuencias de este hipotético escenario serian
un aumento en el precio de los cultivos, un impacto
econodmico y social y ambiental, pues seria necesario
desarrollar monocultivos, probablemente manipulados
genéticamente, disminuyendo la biodiversidad en las
areas donde se desarrollen, ademas del excesivo consu-
mo de agua y uso de la tierra que no estaria destinado
a otros productos para consumo humano (de la Torre
y He 2007, HLPE 2013).

Por ello ha surgido la necesidad de producir
combustibles renovables con materias primas que no
compitan con los cultivos primarios, desarrollando
una segunda generacion de biocombustibles, donde
los esfuerzos se enfoquen a cultivos secundarios y
otro tipo de biomasa lignoceluldsica (Sims et al.
2010). Algunos de los sustratos mas estudiados son
el bagazo de cana de azucar (Cardona et al. 2010),
cultivos forestales de rotacion corta (alamos, sauces,
eucaliptos) (Porzio et al. 2012), hierbas perennes
(pasto elefante, pasto varilla y alpiste) (Kallioinen et
al. 2012), remolachas (Jiménez et al. 2012), residuos
de la industria de la madera, la silvicultura y la agri-
cultura (Jafari et al. 2011, Sarkar et al. 2012, Mood
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etal. 2013, Tayeh etal. 2014, Dominguez-Bocanegra et
al. 2015) y hasta desechos de billetes (Sheik et al.
2013). Sin embargo, se han presentado algunos in-
convenientes en la obtencion de biocombustibles de
segunda generacion por vias bioquimicas, como son
el escaso desarrollo de tecnologias de pretratamiento
para la liberacion de los azucares (Naik 2010), el in-
cipiente estudio de subproductos de interés comercial
(Feria et al. 2012) y la naturaleza bioquimica de los
mismos (Jiménez et al. 2012). También tiene una
fuerte influencia el desconocimiento de compuestos
que puedan inhibir o retardar las reacciones enzima-
ticas de hidrolisis (Ximenes et al. 2010).

El nopal (Opuntis spp.) ha sido utilizado como
fuente de energia renovable para la producciéon de
biogés, obteniéndose buenos rendimientos (Ramos
etal. 2014); ademas, esta planta presenta bajos costos
de mantenimiento y una amplia distribucion mundial.
Por otra parte, debido a las caracteristicas de la planta
y su rapida regeneracion, los productores de tuna y
nopalito realizan podas periddicas generando miles de
toneladas de biomasa que no tienen un uso especifico,
por lo que su deficiente eliminacion puede implicar
problemas de contaminacién y generacion de plagas.
En 1923 se propuso la utilizacion de etanol obtenido
de Opuntia ficus-indica (OFI) como combustible para
aeroplanos (Engineering 1923). Se han desarrollado
pocos estudios subsecuentemente: Retamal (1987)
produjo etanol a partir de frutos (tuna) y cladodios de
Opuntia ficus-indica. En este trabajo se emplearon
condiciones de hidrdlisis acidas en el pretratamiento
del sustrato, con un tratamiento enzimatico (celulasas
comerciales) subsiguiente. Santos et al. (2016) y Ku-
loyo et al. (2014) resaltaron que el éxito de la fermen-
tacion alcoholica depende de una mayor hidrdlisis de
los residuos, la cual estara directamente relacionada
con una mayor concentracion de aziicares. En general,
para la produccion de biocombustibles de segunda ge-
neracion es necesario desarrollar técnicas que ayuden
aaprovechar los residuos lignocelulésicos (entre ellos
los de Opuntia ficus-indica) con miras a desarrollar
una bioindustria que integre operaciones unitarias y
procesos biotecnologicos eficientes (Hamdi 1997).

Relacionado con lo anterior, se han desarrollado
varios tipos de pretratamientos de la biomasa de
origen lignocelulésico con el objetivo de mejorar
el acceso a las fibras de celulosa y hemicelulosa y
mejorar el tratamiento enzimatico. Amiri y Karimi
(2015) desarrollaron un proceso de autohidrdlisis de
residuos lignocelulésicos, obteniendo mayores ren-
dimientos de oligosacaridos y bajas concentraciones
de compuestos como furfural, 5-hidroximetilfurfural
(HMF) y acido acético. Taherzadeh y Karimi (2007)

y Zhu et al. (2015) aplicaron el concepto de auto-
hidrdlisis complementado con la adicion de bajas
concentraciones de 4cido (0.07-1.5 %). Estos autores
observaron un aumento en la concentracion de carbo-
hidratos libres, ademas de que el residuo resultante
fue mas susceptible de ser hidrolizado por métodos
enzimaticos. Por otra parte, Vargas y Pereira (2010)
encontraron que en el pretratamiento hidrotérmico de
residuos ligniocelulosicos el principal factor que in-
fluye en la liberacion de monosacaridos es la presion.

En este trabajo se plante6 como objetivo desa-
rrollar una metodologia que mejore la liberacion de
los carbohidratos presentes en los cladodios de OFI
para que puedan ser utilizados como sustrato en la
producciéon de etanol de segunda generacion, ade-
mas de generar una alternativa que pueda utilizarse
para el aprovechamiento de los residuos de poda en
cultivares de OFI y la disminucion de su impacto
contaminante. Con lo anterior, se pretende contribuir
a disminuir la emision de gases de efecto invernadero.
Como primera etapa se analizo el efecto del pretrata-
miento hidrotérmico (PTH); posteriormente se reali-
76 de un tratamiento enzimatico utilizando celulasas
y xilanasas comerciales, y se analizo la liberacion de
azucares de cladodios de O. ficus-indica; finalmente,
los hidrolizados fueron sometidos a fermentacion al-
coholica con Sacharomyces cereviceae. Las variables
que se analizaron para el PTH fueron temperatura,
concentracion de acido y tiempo de residencia, todo
a presion constante de 10 atm.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se trabajo con un lote de cladodios jovenes con
edad promedio de 3 meses (brotes de alrededor de 18
a 25 cm de longitud) de Opuntia ficus-indica obte-
nidos de un vivero en el estado de Hidalgo, México
(19°41°50.4” N, 98°47°20.5” W) en septiembre de
2015. Los cladodios fueron segmentados en cubos
de 1 cm’, los cuales se deshidrataron a una tempe-
ratura de 60 °C. La muestra deshidratada se molio
y se cribé en una malla del nimero 60 (tamafio de
particula de 250 pm). La harina obtenida se guard6 en
bolsas plasticas que fueron almacenadas en un lugar
fresco y seco. Los analisis fisicoquimicos realizados
a esta muestra fueron los siguientes: determinacion
de humedad, determinacion de extracto étereo por el
método de Soxhlet, cenizas (AOAC 2016), lignina
(TAPPI 2009), celulosa (Browning 1967) y el por-
centaje de mucilago como parte de los compuestos
solubles en agua (Rodriguez et al. 2011).
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Pretratamiento hidrotérmico (PTH)

La harina de nopal deshidratada fue resuspendida
en agua en una relacion liquido-solido (L:S) de 15
(agua:harina, mL/g). Para el tratamiento hidrotérmi-
co se empleod un reactor de acero inoxidable de alta
presion (RAP) (Prendo RAP-2000™) de 2 L. Se
llevé a cabo un primer PTH con el fin de determinar
la temperatura donde se liberaran mas azucares, se
utiliz6 s6lo agua y se ensayaron las siguientes tem-
peraturas: 150, 175, 185 y 205 °C durante 5 min. Una
vez determinada la temperatura en la que se libero la
mayor cantidad de azucares reductores totales (ART),
se procedio a analizar el efecto combinado del H>SO4
(0.5, 1, 1.5y 2 %) y la temperatura sobre la libera-
cion de ART a diferentes tiempos de reaccion (1, 5
y 15 min). Al final de cada tratamiento, las muestras
obtenidas fueron filtradas con papel Whatman niim.
1 y lavadas con agua destilada. El residuo solido se
seco a 60 °C y se mantuvo en un lugar fresco y seco
hasta su uso.

Tratamiento enzimatico

El residuo fue sometido a un tratamiento enzi-
matico con la enzima -glucanasa (Sigma-Aldrich,
(G4423), para lo cual se midio la actividad endo-B-1,4-
glucanasa de acuerdo con Ghose (1987). Las activi-
dades enzimaticas de este catalizador se expresaron
en unidades internacionales (UI), donde una unidad
de actividad se definid como la cantidad de enzima
capaz de liberar 1 umol de azticar (equivalente a glu-
cosa) por minuto. Se ensayaron 1, 5, 10, 20 y 40 U,
a una relacion L:S de 15 en buffer de acetatos
(100 mM, pH 4.8) a 40 °C y 175 rpm. Al final del
tratamiento se realizo una filtracion para obtener la
fraccion liquida con los ART obtenidos.

Fermentacion alcoholica

Con los azucares obtenidos en el pretratamiento
hidrotérmico con acido diluido y en el tratamiento
enzimatico, se llevo a cabo una fermentacion a 30 °C
con S. cereviceae obtenida del cepario del Laborato-
rio de Agrobiotecnologia de la Universidad Politéc-
nica de Pachuca, la cual fue aislada de residuos de
nopal. El indculo inicial fue de 1 x 10° células/mL,
sin agitacion y con un pH de 4.5. Esta levadura
previamente fue activada por cultivo en caldo YPD
(Bioxon™), incubada a 30 °C, 150 rpm, durante 24 h.

Métodos analiticos y analisis estadisticos

Para la determinacion de los ART se empleo
la técnica propuesta por Miller (1959), utilizando
una longitud de onda de 525 nm (Biochrom Libra
S11™). Para la caracterizacion de los azucares se

usé un equipo HPLC (Thermo Scientific Ultimate
3000) acoplado a un detector de indice de refraccion
(Refractomax 520™) con la columna Rezex™ RPM-
Monosaccharide Pb™2 8 %, a una velocidad de flujo
de 0.6 mL/min y agua como fase movil. Para deter-
minar el etanol se utiliz6 un cromatografo de gases
(Thermo Scientific Trace 1310™) con un detector de
ionizacion de flama (FID) acoplado a una columna
zebron ZB-Bioethanol ™ de 15 m de longitud. Las
condiciones de inyeccion fueron las siguientes: tem-
peratura de 250 °C; temperatura del detector FID,
350°C, y 1.5 mL/min de Helio como gas acarreador.
Las muestras fueron previamente filtradas con mem-
branas de 0.22 um. Se utiliz6é una rampa de tempera-
tura de 45 a 250 °C con incrementos de 5 °C. Todas
las pruebas se trabajaron por triplicado. Se realiz6é un
analisis de varianza y una comparacion entre medias
con el programa estadistico SigmaPlot™ v. 11.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion de la materia prima

Los resultados de los analisis fisicoquimicos
realizados a los cladodios de OFI se presentan en
el cuadro I. Como caracteristicas principales se
observan alto contenido de agua (94.7 %), bajo
contenido de lignina (2.65 %) y alta concentracion
de compuestos solubles en agua (63 %). En estas
condiciones se estimo una relacion L:S de alrededor
de 19 (94.735:5.265), valor que puede compararse
con lo descrito en otros trabajos (Ginestra et al. 2009,
Yang et al. 2015). El alto porcentaje de humedad es
tipico de plantas con metabolismo CAM, pues pro-
ducen hidrocoloides que permiten almacenar agua
en los tejidos de estos vegetales (Saenz et al. 2004).
Esta caracteristica puede tener una ventaja a nivel
industrial, ya que representaria un ahorro conside-
rable de agua si se realizara una hidrélisis quimica
de los cladodios.

Las variaciones observadas en la caracterizacion
fisicoquimica puede ser resultado de factores edafi-
cos de los sitios de cultivo, la época de cultivo y la
edad de la planta (Stintzing y Carle 2005, Ribeiro
etal. 2010).

Comparacion del PTH sin acido y con acido di-
luido

En la figura 1a se presenta el efecto del tiempo
sobre la liberacion de los ART por accion del PTH
empleando s6lo agua. En esta primera prueba se fijo
una temperatura de 175 °C, la cual es cercana a la
empleada en el PTH de biomasa (Chen et al. 2014,
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CUADRO I. CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE CLADODIOS DE Opuntia ficus-indica*

Autor Humedad Extracto etéreo Cenizas Lignina soluble Solubles en Celulosa
(%) (%) (%) e insoluble (%) agua (%) (%)
En este trabajo 94.735 (£ 0.21 %) 3.897 (+ 0.365) 15 (£ 0.146) 2.65 (£0.115)  63.077 (+1.571) 18.876 (+ 0.565)
Malainine et al. 2003 N.R. 72 19.6 3.6 48 21.6
Kuloyo et al. 2014 88-95 N.R. 16.8 7.9 24.3 23.1
Yang et al. 2015 93.9 N.R. 23.7 12.3 25.0 13.1
Ginestra et al. 2009 N.R. 0.63 nr 16 17.7 13.5
*Los resultados se presentan en base seca, a excepcion de la humedad
N.R.: no reportado
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Fig. 1. (a) Liberacion de ART en la fase liquida en un PTH empleando solo agua a diferentes tiempos de coccion. (b)
ART liberados a diferentes temperaturas con un tiempo fijo de 5 min

Gongalves etal. 2015, Vallejos et al. 2015). Como se
puede observar, entre los tiempos de tratamiento de
5y 15 min no se detect6 una diferencia significativa,
por lo cual se eligi6 el tiempo de 5 min (por ahorro de
energia) para estudiar el efecto de la temperatura so-
bre la liberacion de ART. Las temperaturas probadas
fueron de 150, 175, 185y 205 °C (Fig. 1b). La mayor
liberacion de ART en el intervalo de temperatura
estudiado se detectd entre 175 y -185 °C con 0.0429
y 0.0449 g ART/g materia seca respectivamente, no
observandose diferencias significativas entre ambas
condiciones.

A 150 °C se presentd una menor liberacion de
azucares, debido posiblemente a que hay un por-
centaje muy bajo de hidrdlisis de la celulosa. Este
comportamiento se ha observado con otros sustratos
y probablemente se deba a que no se retine la energia
suficiente para ionizar el agua del medio (H") y liberar

el acido acético de las cadenas de este biopolimero
(Carvalheiro et al. 2009). Por otra parte, se observo
que a 205 °C también se tienen bajas cantidades de
ART, resultado que puede deberse a que a temperatu-
ras mas elevadas, los azlicares comienzan un proceso
de degradacion por pirolisis, con la consecuente for-
macion de furfurales, CO2 y H>O (Baéta et al. 2016).

Al comparar los resultados entre el grupo con
temperaturas de 175 y 185 °C, no se encontr6 di-
ferencia significativa (p < 0.05), por lo que se fijo
175 °C como la temperatura de proceso. A continua-
cion se estudio la influencia del acido sulfurico (0,
0.5 %, 1%, 1.5 % y 2 %) y el tiempo de reaccion
(1, 5 y 15 min) sobre la liberacion de ART (Fig. 2).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se con-
cluye que al utilizar s6lo agua en el PTH se liberan
menos de 0.05 g ART/g de materia seca. Y en un
PTH con acido sulftrico diluido se demuestra que,
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Fig. 2. ART liberados con diferentes porcentajes de HoSO4 y
tiempos en un RAP a 175 °C

independientemente del tiempo y la temperatura, la
liberacion de ART aumenta en aproximadamente
336 % en el tratamiento con 0.5 % de acido, 480 %
en el tratamiento con 1 % de acido y 520 % en los
tratamientos con 1.5y 2 % de acido. Otros autores
han obtenido resultados similares, observando que
al adicionar mas 4cido se tiene un aumento en la
concentracion de monosacaridos (Boucher et al.
2015, Kim et al. 2016). Es posible que este efecto
esté relacionado con una hidrolisis de las cadenas de
polisacaridos con el consecuente aumento de mono-
sacaridos. Por otra parte, el aumento en la liberacion
de ART se puede deber al hecho de que al adicionar
acido a la fase acuosa aumenta la concentracion de
iones H" que no solamente hidrolizan la celulosa,
sino también las cadenas de oligosacaridos que se van
desprendiendo, lo cual no ocurre si s6lo se aplicaun
pretratamiento con agua.

Por otra parte, el tiempo y la concentracion de
acido también mostraron un efecto muy importante
sobre la liberacion de ART: a 1 min con 2 % de H2SO4
se obtuvo, en promedio, 0.294 g ART/g de materia
seca, pero a los 15 min hay una disminucion de
hasta 0.240 g ART/g de materia seca. Es importante
sefalar que un tratamiento acido prolongado tiene un
efecto negativo en la concentracion de ART, ya que
a ciertas condiciones de temperatura y alta acidez
los azlcares se comienzan a degradar a furfurales

(Ojumu y Ogunkunle 2005). Este efecto también se
observo en los tratamientos de 5y 15 mincon 1.5y
2 % de H2SO4, donde se obtuvieron 0.25,0.26 y 0.27
g ART/g de materia seca, respectivamente (Fig. 2).

Al final de esta etapa se observé que 175 °C, 1 %
de H2SO4 y 5 min fueron las condiciones de mayor
porcentaje de hidrolisis, ya que con ellas se obtuvo
la mayor cantidad de ART por gramo de harina de
nopal pretratada. El analisis estadistico no indico
diferencias significativas entre los otros tratamien-
tos (p < 0.05). Se procedio a evaluar el efecto de la
concentracion de acido sobre la cantidad de materia
hidrolizada (Fig. 3); los resultados obtenidos sefialan
que con un PTH sin la adicidon de H2SO4 se tiene en
promedio 64.36 % de materia hidrolizada y el resto
son residuos solidos (35.64 %). El porcentaje de hi-
drolisis de la harina aumenta conforme se incrementa
la concentracién de &cido sulftrico; sin embargo,
como ya se ha mencionado, a mayor exposicion de la
materia prima a condiciones 4cidas, se corre el riesgo
de menor rendimiento de los azucares. Este resultado
suguiere que primeramente hay una hidrolisis del
mucilago y compuestos solubles y parte de la celulosa
amorfa, y el residuo resultante es la celulosa cristalina
que necesita de condiciones de hidrolisis mas severas
para liberar monosacaridos. A medida que se agrega
acido, el porcentaje de materia hidrolizada aumenta
hasta cierto punto, al igual que los ART liberados en
la fase liquida, ya que como se indic6 anteriormente,
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Fig. 3. Porcentajes de materia hidrolizada con PTH con y sin
acido diluido a 175 °C y 5 min de reaccion
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una mayor concentracion de iones H parece tener un
mayor efecto positivo sobre la hidrélisis de las cade-
nas de polisacaridos presentes en los cladodios que
cuando se emplea s6lo agua. Para la siguiente etapa
de este trabajo y con las condiciones de hidroélisis
acida elegidas (1 % de HoSO4y 5 min de tratamiento
a 175 °C), se observo que queda un residuo solido
que representa el 27.11 % del material lignocelulo-
sico sin hidrolizar. Este material fue sometido a un
tratamiento enzimatico para aumentar el rendimiento
de los azucares liberados.

Respecto a la fraccidon acuosa, se determiné el
perfil de azucares por cromatografia liquida y se
observd que alrededor de un 57.14 % correspondio
a galactosa, seguido de arabinosa (20.51 %), glucosa
(13.18 %) y xilosa (9.17 %). Estos azlicares estan
presentes en las cadenas de polisacaridos que com-
ponen los mucilagos de nopal (Dominguez 1995),
que al hidrolizarse se liberaron al medio.

Por otra parte, una de las ventajas que se tienen al
emplear un RAP para aplicar el PTH y el PTH con
acido en harina de OF], es el ahorro significativo de
tiempo y acido, ya que en condiciones de 121 °C y
1 atm de presion durante 27.25 min con 3.47 % de
H>SO4 (datos sin publicar) con esta misma mate-
ria prima. Al comparar este resultado con trabajos
similares para tratamientos de OFI, se tiene que se
han empleado 50 min y 1.5 % de H,SO4 (Kuloyo et
al. 2014), 60 min y 1.25 % de H>SO4 (Santos et al.
2016) y 30 min con 3.65 % de HCI (Retamal 1987).

Tratamiento enzimatico

El residuo solido resultante del PHT fue someti-
do a un tratamiento enzimatico para determinar su
efecto sobre la liberacion de azuicares. Los resultados
obtenidos mostraron que se obtuvo un hidrolizado
final que represento el 70.4 % del total del sustrato
empleado (1.66 g) después de 36 h de tratamiento
(Fig. 4), resultado similar al obtenido por Arantes y
Saddler (2011). En este proceso se utiliz6 una can-
tidad de enzima de 200 mg/g sustrato, mientras que
dichos autores utilizaron 63 mg/g sustrato. El hecho
de haber utilizado mas enzima se puede deber a varios
factores, como pueden ser: a) una afinidad diferente
de la enzima por sustrato; b) una fuente diferente
de la enzima utilizada; c) factores de inhibicion por
sustrato debido a que la complejidad del hidrolizado
en cuanto a su composicion de azucares es muy alta;
o d) la presencia de compuestos inhibitorios en el
residuo, propios de OFI, que inhiben la accion de la
celulasa, tal como lo describe Ximenes et al. (2010).

El anélisis por HPLC, mostré principalmente
la presencia de glucosa, fructosa y xilosa a una
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Fig. 4. Obtencion de ART mediante un tratamiento enzimatico

concentracion de 52.32, 3.47 y 1.73 g/L que repre-
senta el 89.54, 5.95 y 2.96 %, respectivamente. En
menor concentracion se detectd galactosa y arabi-
nosa. Es probable que la reaccion que ocurre en las
condiciones ensayadas favorezca el rompimiento de
los enlaces endo-B-1,4 de la celulosa; asimismo, es
posible que el PTH con acido diluido genere fibra
reactiva que es mas susceptible a un tratamiento en-
zimatico. Se han observado resultados similares con
residuos lignocelulodsicos de otro origen en los cuales
se ve favorecida la hidrolisis enzimatica al recibir un
PTH con o sin 4acido agregado (Taherzadeh y Karimi
2008, Amiri y Karimi 2015, Gongalves et al. 2015).

Fermentacién alcohdlica

La fermentacion alcoholica se llevo a cabo con S.
cerevisiae durante 72 h (Fig. 5a), con una concen-
tracion inicial de azucares de 21.269 g/L. El balance
estequiométrico sugiere un rendimiento teoérico de
10.87 g/L de etanol si todos los aztcares son glucosa
y/o fermentables. Al cabo del periodo sefialado se
produjeron alrededor de 6.681 g/L de etanol, es decir,
un rendimiento real del 61.46 %. Por otra parte, el
azucar residual fue de 4.295 g/L, lo que generd un
consumo de azucares del 77 % que es muy cercano a
la concentracion de glucosa y fructosa detectadas en
el proceso de hidrolisis, que ademas fueron los azu-
cares mayoritariamente consumidos. Se observo que
los azucares como galactosa, xilosa y arabinosa no
fueron asimilados por la levadura empleada (Fig. Sb).

Son pocos los trabajos en que se ha estudiado la
posibilidad de producir etanol a partir de azucares
obtenidos de OFI. Cabe resaltar que en casi todos
estos trabajos se ha empleado S. cerevisiae como or-
ganismo fermentador. Por otro lado, a fin de comparar
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Fig. 5. (a) Produccion de etanol a partir de los azticares obtenidos en el PTH con é4cido diluido y con el tratamiento enzimatico
al residuo sélido. (b) Consumo de los aztcares durante la fermentacion alcohdlica

los resultados obtenidos es muy importante conocer
la relacion solido-liquido de la cual se parti6 en cada
trabajo, pues esta variable gobierna directamente la
liberacion de azicares e indirectamente la produccion
de alcohol. Retamal et al. (1987) observaron que en un
pretratamiento con acido clorhidrico y uno enzimatico
de cladodios de Opuntia se obtenia hasta 17.7 g/L
de etanol; sin embargo, no se especifica la relacion
solido-liquido utilizada. En un trabajo similar, Kuloyo
et al. (2014) probaron una relacion solido-liquido de
3.36, produciendo 25.8 g/L de etanol. Al comparar
este resultado con el obtenido en el presente trabajo, se
observa que al haber mayor concentracion de azucares
en el medio de produccion (hidrolizados de Opuntia),
se pueden obtener mayores rendimientos. Por otra
parte, Santos et al. (2016), produjeron con hidrolizados
de Opuntia, 3.5 g/L de etanol con una relacion S:L de
13.33, lo que sugiere que independientemente de la
relacion S:L empleada, la complejidad en la compo-
sicion de carbohidratos del hidrolizado es un factor
que impide obtener altos rendimientos de etanol. Un
factor a tomar en cuenta al utilizar PTH para hidro-
lizar cladodios de Opuntia spp. es la generacion de
xilooligosacaridos, que tienen gran importancia en las
industrias alimenticia y farmacéutica, principalmente
(Gullon et al. 2011, Xiao et al. 2013). Esta puede ser
una alternativa atractiva de uso del hidrolizado.

En general, los rendimientos de alcohol consegui-
dos en esta investigacion imponen otro tipo de retos
debido a la complejidad del hidrolizado obtenido, ya
que se requieren microorganismos altamente especia-
lizados capaces de fermentar las pentosas y hexosas
presentes. Stintzing y Carle (2005) desarrollaron
productos de Opuntia spp. enfocados a la industria

farmacéutica, cosmética y alimentaria, ya que esta
planta es un fuente potencial de otros productos
con interés biotecnologico, que van de pectinas
(Goycooleay Cardenas 2003), fibras solubles (Saenz
y Sepulveda 2001), compuestos antioxidantes y fibra
insoluble, a compuestos con propiedades anticance-
rigenas (Serra et al. 2013), entre otros.

Se le han atribuido varios beneficios a esta planta,
muchos de los cuales se pueden derivar de las cadenas
de oligosacaridos que se liberan durante un PTH,
como los xilooligasacaridos, que recientemente han
tenido aplicaciones en las industrias antes menciona-
das (Gullon etal. 2011, Xiao etal. 2013). Aunado a lo
anterior, el residuo s6lido, compuesto principalmente
por celulosa (del cual se obtiene una importante can-
tidad de glucosa), podria utilizarse para la produccion
de etanol y —a reserva de analizar su factibilidad—
concentrar estos azlicares para manejar porcentajes
mas elevados en una fermentacion alcohdlica.

CONCLUSIONES

Con lametodologia generada se alcanzo un 70.4 %
de hidrolisis de los cladodios de OFI empleando
5 min de proceso. Un PTH sobre OFI utilizando
unicamente agua (autohidrolisis) produjo bajos ren-
dimientos de ART (0.05 g/L) y altos rendimientos de
oligosacaridos. Por ello, para mejorar la liberacion
de monosacaridos es necesario agregar acido a una
concentracion de 1 %. Ademas, el tiempo y el gasto
de 4cido disminuyen al emplear un PTH sobre este
sustrato. Por otro lado, la hidrolisis enzimatica del
residuo solido resultante increment? la liberacion de
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azucares, liberando glucosa como principal azuicar,
lo que podria mejorar la producciéon de etanol. Sin
embargo, la complejidad del hidrolizado en cuanto a
su composicion quimica tuvo como principal efecto
una baja produccién de etanol si se compara con lo
obtenido con otro tipo de residuos estudiados. Por lo
anterior se requiere integrar a este proceso microor-
ganismos capaces de metabolizar no s6lo glucosa,
sino tambien otro tipo de azicares como pentosas, o
utilizar microorganismos genéticamente modifica-
dos capaces de fermentar los azlicares presentes en
el hidrolizado para hacer rentable la produccion de
bioetanol a partir de cladodios de Opuntia spp.
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