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l. RESUMEN

A lo largo de los afios, el sector agricola ha buscado alternativas para mejorar los métodos
tradicionales de propagacion, la multiplicacion acelerada de nuevas especies y el
mejoramiento genético a través de la biotecnologia del cultivo in vitro. Sin embargo, el uso
del gelificante Agar ha aumentado y dificultado la expansion de esta biotecnologia debido
a su alto costo y demanda, la cual que ha llegado afectar su ecosistema. En consecuencia,
las investigaciones se han enfocado en buscar sustitutos parciales o totales que se
encuentren de forma natural y que sean de facil extraccion. Por ello, en este proyecto se
presenta el uso de hidrocoloides de pectina y mucilago de dos especies de nopal (O. ficus-
indica y O. robusta) que fueron estudiados como agentes gelificantes en medios de cultivo
in vitro. Estos hidrocoloides fueron obtenidos mediante una hidrdlisis alcalina y estudiados
por FTIR para su caracterizacion quimica. Posteriormente, estos fueron utilizados en
proporciones de 0.8%, 0.6%, 0.4% y 0.2% en combinacion con Agar para estudiar el tiempo
de gelificacion, color, textura (TPA), germinacion de semillas bajo luz y condiciones de
oscuridad, y un estudid enoldgico del cultivo de Orchidea cattleya, incluyendo los andlisis
de hojas y raices, largo de raices y hojas, altura de plantula y ancho del tratamiento mejor
disefiado. Nuestros resultados demuestran que el tratamiento compuesto por 0.4% de
pectina de O. ficus-indica y 0.4% de Agar mejora el tiempo de germinacion, el crecimiento
de las plantas, el nimero de hojas y raices, resultando un bioestimulante para el cultivo in
vitro de Orchidea cattleya. Si bien los hidrocoloides presentados en el nopal no funcionaron
como sustitutos totales del Agar, son una alternativa natural y de facil extraccion que puede

ser utilizada en la industria biotecnol6gica para cultivo in vitro.



Il SUMMARY

Over the years, the agricultural sector has sought alternatives to improve traditional
propagation methods, the accelerated multiplication of new species, and genetic
improvement through in vitro culture biotechnology. However, the use of Agar gelling agents
has increased and hindered the expansion of this biotechnology due to its high cost and the
high demand that has affected the ecosystem. Consequently, research has tended to search
for partial or total substitutes found naturally and easily extracted. This project presents the
use of pectin and mucilage hydrocolloids from two species of nopal (O. ficus-indica and O.
robusta) to study as a gelling agent in vitro culture media. These hydrocolloids were obtained
by alkaline hydrolysis and studied by FTIR for their chemical characterization. Subsequently,
these were used in proportions of 0,8%, 0,6%, 0,4%, and 0,2% in combination with Agar to
study the gelation time, color, texture (TPA), seed germination under light and dark
conditions, and a phenological study of the culture of Orchidea Cattleya, including the
analyses of leaves and roots, roots and leaves length, seedling height, and width of the best-
designed treatment were studied. Our results demonstrate that the treatment composed of
0,4% O. ficus-indica pectin and 0,4% Agar improves the germination time, plant growth, the
number of leaves and roots, resulting in a bio-stimulant for the in vitro culture of Orchidea
Cattleya. Although the hydrocolloids presented in the nopal did not function as total
substitutes for Agar, they are a natural and easily extracted alternative that can be used in

the biotechnology industry for in vitro cultivation.
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1. Capitulo I = Introduccién

1.1 Antecedentes Cientificos

Con el paso de los afios el sector agricola ha buscado alternativas para mejorar
los métodos tradicionales de propagacion, acelerar la multiplicacion y realizar un
mejoramiento genético mediante la biotecnologia (Ardisana et al., 2016). Una de las
técnicas biotecnolégicas es la micropropagacion vegetal in vitro, también llamada
biotecnologia de cultivo in vitro o vegetal. Esta es definida como una técnica en la
cual el objetivo es clonar plantas de manera artificial en un ambiente de laboratorio
dentro de un frasco (Connolly et al., 2019). Esta técnica cuenta con dos
caracteristicas particulares la asepsia que es la ausencia de gérmenes y el control
de los factores que afectan el crecimiento reproduciendo estos en condiciones de
laboratorio 6ptimas (Chanamé et al., 2019). Esta técnica consiste en la produccién
vegetal a partir de apendicés o explantes de una planta madre en un medio nutritivo
solidificado. El cultivo in vitro es una técnica que ha sido ampliamente utilizada en
aspectos para el desarrollo agricola y la investigacion vegetal, evolucionando con
ello los sistemas de produccion agricola, teniendo ventajas como la reproduccion
de plantas en espacios reducidos, ser una fuente alterna de almacenamiento de
recursos genéticos y ser una alternativa para la produccion de alimentos de alta
calidad para la creciente poblacion mundial (Vala et al., 2021). Sin embargo, la
técnica de cultivo in vitro es mas costosa que los métodos tradicionales de
produccion de plantas, esto debido a los componentes utilizados para la elaboracién
del medio de cultivo (Romay et al., 2006; Gordo et al., 2012; Yabada et al., 2017).
Los medios de cultivo deben de cumplir con los requerimientos nutricionales
necesarios para el desarrollo de la planta y estos dependen del cultivo empleado,
sin embargo, el medio Murashige & Skoog (MS) (1962), permite ser utilizado para
diversas especies (Flores-Hernandez et al.,, 2017). Eventualmente este es
solidificado para proporcionar sostén al explante mediante un agente gelificante

(Perales et al., 2020). El agente gelificante mayormente utilizado es el agar, esto



debido a sus caracteristicas fisico-quimicas tales como porosidad, termo-
reversibilidad, estabilidad, fuerza del gel, textura, elasticidad y trasparencia
(Marsuhashi, 1998; Montillo Escudero et al., 2011). El agar debido a su
sobrexplotacion generada por la alta demanda ha incrementado su precio,
aumentando con ello un 70% el costo total del medio (Romay et al., 2006; Sanchez-
Cardozo et al., 2019). Actualmente, en la inquietud por superar las limitaciones que
esta biotecnologia presenta las investigaciones se han enfocado en la basqueda y
desarrollo de alternativas y sustitutos al agar que no afecten el crecimiento y
desarrollo de los cultivos in vitro. Buscando materias primas que se encuentren
presentes de maneras locales, atractivas desde el punto de vista econémico y que
cumplan con caracteristicas quimicas, principalmente que el gel obtenido permita la
disponibilidad del agua para las semillas. Es por ello que el estudio de los polimeros
naturales de origen vegetal ha surgido como una alternativa sustentable por sus
propiedades, almidones y gomas han sido investigados por su alta disponibilidad en
mercados locales y bajo costo (Babbar et al., 2020), concluyendo que estos pueden
ser potenciales sustitutos parciales o totales del agar y funcionar como agentes
gelificantes por su composicion fisico-quimica disminuyendo hasta en un 70% los
costos de esta tecnologia (Gordo et al., 2012).

1.2 Antecedentes Tecnologicos

Existe una cantidad considerada de patentes relacionadas con el desarrollo de
agentes gelificantes, las cuales utilizan nuevos hidrocoloides o polimeros naturales,
algunas de las importantes y recientes que se pueden mencionar son las patentes
de Espafia ES2228040T3, en donde se realizé un hidrocoloide a partir de almidén
como agente gelificante, viscosificador y estabilizador en productos lacteos
alimenticios (Whaley et al., 1998), la patente ES2120486T3 la cual presenta la
elaboracion de un gel en una solucion acuosa a partir de goma algarrobas y una
mezcla de polisacéaridos (Hart et al., 1992), la ES23176557T3 para la elaboracion
de un gel en solucién inyectable para la formacién de matrices de trasplante de

células hecho a partir de alginato modificado (Bounhadir et al., 2009). En Estados
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Unidos encontramos las patentes US7816341B2 la cual describe un gel homogéneo
termorreversible a base de carragenina y una serie de productos fabricados a partir
de él como capsulas y tabletas (Sewall et al., 2010), la patente US3956173A para
un método mejorado para formar un gel firme y eldstico basado en kappa-
carragenina el cual gelifica a temperatura ambiente (Towle, 1976), la patente
ES1075341U9 la cual describe el uso de un gel estéril transparente y nutritivo,
formado por micro y macronutrientes, como agente gelificante goma gellan o agar,
el cual sirve a la vez para dar soporte para el desarrollo de la planta como fuente de
alimentacion (Fontanie, 2012). La patente WO2006044342A2, protege un kit para
producir un gel de alginato que tiene un proceso de gelificacion retardado mediante
un alginato insoluble y particulas de un ion gelificante (Melvik et al., 2005). Un
polisacarido gelificado que se encuentra dentro de los poros de una espuma para
aplicaciones biomédicas como el cultivo celular e implantes, aplicaciones
industriales alimentarias y cosméticas se patenta en US9028872B2 (Gaserod et al.,
2007). WO2008098109A2 el uso de hidrogeles con propiedades mecanicas
mejoradas para cultivos biolégicos, con base en alginato oxidado particularmente
para el cultivo de foliculos in vitro (Shea y Woodruff, 2008). La patente
WO02011057131A1 la cual protege un hidrogel derivado del quitosano para uso
médico que funciona como un biomaterial que actia como una barrera de infeccion
en la bioingenieria de tejidos (Gong et al., 2010). La patente ES2275838T3 usa
gelificantes e hidrocoloides orgénicos para realizar autoespumantes en la industria
cosmeética (Bleckmann et al., 2001). ES2717178T3 protege un gel termoreversible
formado por 6xido de polietiieno y polipropileno (Lu y Lu, 2011). La patente
ES8505698A1 la cual protege el procedimeinto para hacer un agente gelificante y
espumante que contiene Cassia galactomanas, carragenano, agar o xantana
ademas de su preparacion para su uso en alimentacion, agentes de floculacion y
espesantes (AG, 1983).

Otros usos de los agentes gelificantes en productos finales podemos
encontrarlos en las patentes, con numero ES2229225T3 de Espafia, que consta de
un aposito de heridas que comprende un material fibroso impregnado con un agente

gelificante natural (de cascara de limén), un hidrocoloide, un alquilenglicol y agua
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(Curt et al., 2005), y por ultimo la patente con nimero ES1075341U9 de Espafia se
relaciona directamente con un gelificante para un objeto de decoracion vegetal con
condiciones asépticas donde se patenta el gel estéril transparente y nutritivo

formado por micro y macronutrientes (Fontanie, 2012).

1.3 Monitoreo tecnoldgico

De acuerdo a la historia en 1898, Herbertland pionero del cultivo in vitro y padre
de la técnica comenzo por decir que las plantas eran capaces de reproducir sus
crecimientos a partir de células aisladas. El propuso que en soluciones que
contuvieran nutrientes de extractos vegetativos o fluidos embrionarios era posible
plantar células vegetativas (Philips y Gardana, 2019). En los afios 30's White y
Gautheret expusieron la posibilidad de cultivar células vegetales in vitro, con dos
caracteristicas importantes, la identificacion de las auxinas como reguladoras del
crecimiento vegetal y la importancia de las vitaminas para el crecimiento de las
plantas, estos investigadores, asi como Nobecourt se consideran precursores de la

técnica del cultivo de células y tejidos vegetales (Yadab et al., 2022).

Dentro de la micropropagacion vegetal in vitro el agente gelificante mas usado
en los medios de cultivo es el agar, que es un polisacarido de galactosa y
galactomanano obtenido de algas rojas (Echema spp., Gelidium spp., Gracilaria
spp.), descubierto en Japén en 1658 por Minoya, el cual fue introducido en 1882
como medio para cultivos microbiolégicos por Robert Kotch. Walter Hesse lo
introdujo como agente solidificante para dar soporte al explante en un medio de
cultivo semisélido adicionado con los nutrientes adecuados que permiten el
crecimiento y desarrollo de tejidos vegetales (Jiménez-Mejia, 2019). Posteriormente
en 1986, la carragenina fue utilizada como agente gelificante en los cultivos de
tejidos vegetales, descrito por Ichi et al., (1986) los cuales plantearon que de
acuerdo a sus resultados los tejidos crecieron mejor sobre este gel que cuando el

medio se solidificd con agar (Rodriguez et al., 2002).

Actualmente las investigaciones buscan disminuir los costos de esta

biotecnologia, por ello, en Cuba el Centro de Investigaciones y Desarrollo de
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Medicamentos (CIDEM) investigaron acerca del uso del Aloe vera (Aloe
barbadensis miller) y harina de sagu (Maranta arundinacea) como soporte sélido en
medios de cultivo para plantas medicinales. La investigacion demostré que es
posible la sustitucion parcial o total del agar por el gel de A. vera o harina de sagu
(Torres y Alfredo, 2021). Almidones de yuca (Manihot esculenta), maiz (Zea mays)
y arroz (Oryza sativa) han sido investigados por su alta disponibilidad en mercados
locales y bajo costo. El uso de almidones en el remplazo parcial de Phytagel® en el
medio basa MS modificado, para cultivos de camote (Ipomoea batatas) y yuca
(Manihot esculenta), fue investigado en Honduras, en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales. Resultando que estos pueden remplazar hasta en un 72 % la
dosis de Phytagel® en los cultivos de camote (Ipomoea batatas) y yuca (Manihot

esculenta) (Perez Navarro, 2021).

El isabgol, que es la semilla de Plantago psyllium una especie herbacea
proveniente de Espafia y Marruecos, usadas comercialmente para la produccién de
mucilago para fibra dietética, en conjunto con azucar comercial fue usado como
alternativa de agar en medios de cultivo in vitro para platano. Los resultados
mostraron que no solo puede ser el isabgol un solidificante en medios de cultivo,

sino un medio de conservacién para bancos de germoplasma (Agrawal et al., 2010).

En el afio 2012 en un estudio realizado en Etiopia se investigo la eficiencia del
almidon de ensete (bulla) como agente gelificante mejorando significativamente el
namero de brotes y ahorrando alrededor de un 72.5 % en costos (Polo y Torres,
2021).

Para las perspectivas futuras en el desarrollo de esta biotecnologia, se dirige
hacia la disminucion de la desigualdad de los avances obtenidos y la distribucién de
los beneficios (Ardisana et al., 2016). La sustitucion parcial o total del agar como
agente gelificante por solidificantes que puedan ser usados con mayor eficiencia,
de facil extraccion y adquisidon (Gordo et al.,, 2012). Ademas de mejorar la
produccion vegetal real en espacios reducidos y los recursos derivados para
enfrentar los desafios futuros con micropropagacion liquida sin el riesgo de

contaminacion del cultivo.
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1.4 Mercado

En el mercado se pueden encontrar agentes gelificantes como el agar-agar,

phytagel®, gelrite® o gellam gum, natugel®, la agarosa, el alginato y el isabgol, y

gomas que han sido combinadas para ser sustitutos del agar como la goma guar,

cassia, xantana y goma katira que funcionan como agentes espesantes,

gelificantes, espumante y estabilizantes (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Productos utilizados como sustitutos de agar en medios de cultivo in vitro actualmente

comercializados.

Gelificante / Composicion Categoria Aplicacion Imagen Costo
Hidrocoloide Quimica
Phytagel / Producto de la Heteropolisacaridos Medio de 2509
Gelrite/ fermentacion de secretados por cultivo de i - $1995.00
Gellam gum  varias especies de bacterias del tejidos Rl
Pseudomonas género vegetales. Phytagel 250 g
Sphinogomonaso Sustituto de
agar
Natugel Alga marina Aumento de Agentes - -
Kappaphycus viscosidad y formadores de
alvarezii consistencia geles,
utilizacion en
diferentes
areas de
investigacion
Agarosa Constituido por Polisacarido de las  Geles que 100g
unidades repetidas algas de los permitan $4963.20
de una molécula géneros Gellidiumy separar
llamada agarobiosa Gracillaria moléculas de
ADN mediante
electroforesis,
cultivos
celularesy en
microbiologia.
Alginato Polimeros organicos  Polisacarido Gelificante y 4549
derivados del acido anionico de algas para hacer $1488.00

alginico.

marrones

esferificaciones
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Isubgol

Guar

Cassia

Xantana

Agar

Goma Katira

Proviene del
mucilago de las
semillas de Plantago

ovata

Galactosa (unida por
al-6) vy
(unidas por 31-4)

manosa

Galactosa (unida por
al-6) vy
(unidas por 31-4)

manosa

Cadena de D-
glucopiranosilo unido
enlace B1-4,
ramificacion de
trisacaridos de D-
manopiranosilo y de
acido D-
glucopiranosilurénico
Agarosa (galactos) y
agaropectina
(anhidrogalactosa
parcialmente
esterificada con

acido sulftrico)

D-galactosa, acido
D-galacturonico y L-

ramnosa en
proporcion molar
2:1:3

Cascaras de
semillas de
Plantago Ovata,
ricas en fibra con
alto contenido en
mucilagos

Harinas de semillas
Cyamopsis

tetragonolobus

Semilla Sennao

btsifolia

Fermentacion
Exudado de Ila
bacteria
Xanthomonas

campestris B-1459

Extracto de algas
Gelidium
cartilagineum,
Gracilaria
confervoides y
Peteroclaia
capillacea

Extracto de planta
Exudado de
Cochlospermun

religiosum

Agente
gelificante,
diurético,
pérdida de
peso.

Estabilizante,
espesante y
emulsificante.
Gelificante

junto con el
isubgol.

Espesante vy
gelificante  en
combinacion

con agar.

Estabilizante,
espesante,
emulsificante,
agente

para dar cuerpo
y agente
espumante y
gelificante.
Estabilizante,
espesante,
emulsificante y
gelificante.

Emulsificante o
espesante y
gelificante.

220gr
$476.4

227g
$199.00

150g
$203.31

250g
$256.00

759
$6588.00

100g
$13737.6

1.5 Problema

Elaboracion propia (Capote Rodriguez, et al., 2002).
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El problema radica principalmente en el alto costo del agente gelificante agar en
los medios de cultivos para la implementacion de la micropropagacion vegetal in
vitro. Esto debido a la sobre explotacién de su fuente de origen el alga marina
(Geliudium spp.), su proceso de cultivo y extraccidén que es complejo e incluye varios
quimicos. Por ello, es importante la blsqueda de alternativas que puedan
encontrarse de manera local, de facil acceso y extraccion es una de las soluciones
planteadas y probadas por diferentes investigadores, para reducir costos en la
produccion de plantas in vitro con compuestos que puedan sustituir a los gelificantes
que son el 90% del costo del medio de cultivo. Estos sustitutos que permiten el
crecimiento y propagacion del cultivo seleccionado de manera inocua, que cuentan
con caracteristica similares como la alta temperatura de gelificacion (37 °C), la
textura lo que incorpora su baja adhesividad (g-s), alta firmeza (g), y la transparencia

gue en conjunto los hacen una alternativa costeable.

1.6 Justificacién

Los componentes del nopal han sido estudiados en humerosas investigaciones
por sus propiedades ya que poseen nutrientes esenciales para el ser humano como
son la fibra dietaria, vitamina C y A, calcio, potasio, magnesio, clorofila,
carotenoides, compuestos fendlicos y antioxidantes (Globalmedia, 2017). La fibra
dietaria del nopal ha sido la que mayores beneficios ha contribuido a distintas
industrias, entre ellas: la farmacéutica, construccion, agrotecnoldgica, bioenergética

y la biotecnologica (Samaniego, 2006; Romay et al., 2006; Ponce et al., 2015).

La fibra dietaria es fuente rica en hidrocoloides (pectina y mucilago), llamados
asi por su gran capacidad para captar y retener agua. La pectina se compone
principalmente por cido D-galacturonico y es definida como una sustancia de bajo
metoxilo como un fluido no newtoniano (Alcantar et al.,, 2022). ElI mucilago
compuesto por arabinosa, galactosa, xilosa, ramnosa y &acido galacturénico
clasificado como un mucilago acido (Vargas-Solano et al., 2018). Esto son

hidrocoloides que tienen la capacidad de gelificar y forman geles en combinacion
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con la solucién indicada (Otero et al.,, 2021). Ademas, el mucilago presente en
algunas semillas presente como una capa humeda, ha logrado demostrar que
facilita la germinacion y la protege de dafios externos (Mascot-Gémez et al., 2020;
Villa-Uvidia et al., 2020). Recientemente los hidrocoloides del nopal han sido
utilizados como agentes espesantes, estabilizantes, encapsulantes y humectantes
en diferentes investigaciones. No obstante, no han sido usados como agentes

geleficantes.

Ademads, actualmente alrededor de 60 mil toneladas de nopal son
desperdiciadas, donde destacan el Opuntia ficus-indica usado para la produccion
de nopal verdura y el Opuntia robusta usado para produccion de tuna. Esto debido
al alto costo para remover el material podado, las malas précticas agricolas y el no
cumplimiento de las normas NMX-FF-068-SCFI-2006 para la produccion de
hortaliza fresca y la norma mundial CODEX STAN 185-1993 para la calidad de venta
(Snadoval-Trujillo et al., 2019). A pesar de las diversas aplicaciones que se les han
atribuido a las mermas del nopal, solo se aprovecha el 5 % de estas mermas. Lo
cual muestra que existen propiedades, compuestos y elementos contenidos en las
mermas de nopal que se demanda investigar, para su aplicacion en diferentes

industrias con el objetivo de explotar estos residuos (Mejia-Lépez, 2020).

Por lo anterior, el presente trabajo plantea mediante el aprovechamiento de
mermas de nopal investigar, caracterizar y determinar si los hidrocoloides obtenidos,
funcionan como un agente gelificante que de soporte a los medios de cultivo en la
micropropagacion in vitro y permita el desarrollo de las plantas, siendo una
alternativa costeable, encontrada de manera local y que logra revalorizar las

mermas de poda de nopal que en conjunto sea una alternativa al uso del agar.

1.7 Hipotesis

Los hidrocoloides (pectina y mucilago) presentes en mermas de nopal (Opuntia
ficus-indica u Opuntia robusta) producen un soporte solido por sus propiedades

reolégicas como agente gelificante en los medios de cultivo de micropropagacion

vegetal in vitro, sin afectar las condiciones para el desarrollo de especies vegetales,
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teniendo como caracteristicas la asepsia, alto poder gelificante, baja viscosidad y

alta trasparencia que en conjunto lo hacen una alternativa al uso del agar.

1.8 Objetivos

Objetivo general:

Desarrollar y evaluar un agente gelificante para los medios de cultivo in vitro
a partir de hidrocoloides presentes en mermas de nopal (O. ficus-indica y O.

robusta).

Objetivos especificos:

1. Identificar, proponer y evaluar la metodologia para la extraccion y separacion
de los hidrocoloides (pectina y mucilago) presentes en pencas mermadas de
dos especies de nopal (O. ficus-indica y O. robusta).

2. Analizar y caracterizar los hidrocoloides extraidos de pencas mermadas de
dos tipos de nopal mediante un FTIR (O. ficus-indica y O. robusta) para su
aplicacién como agentes gelificantes.

3. Definir la formula para el uso de los hidrocoloides extraidos como agentes

gelificantes en los medios de cultivo in vitro.

2.  Capitulo Il = Revision de la literatura

2.1 Micropropagacién vegetal in vitro

La regeneracion de plantas mediante induccion in vitro ya sea por callegénesis
u organogénesis indirecta, es llamada micropropagacion. El término “cultivo in vitro
de tejidos”, significa cultivar dentro de un frasco en un ambiente artificial, donde el
desarrollo de tejidos y su crecimiento son el objetivo principal (Huerta-Olalde, 2022).
Un explante es un fragmento de una planta madre, el cual es tomado para realizar

la micropropagacion, de la cual obtendremos descendencia de calidad uniforme,
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plantas genéticamente iguales denominadas clones. Las yemas vegetativas de las
plantas suelen ser los explantes mas usados en la propagacion in vitro, ademas
pueden ser usados segmentos de tallo, raices o semillas. El cultivo in vitro tiene
base en la division mitética de las células vegetales y su totipotencialidad, que es la
capacidad de las platas de generar un individuo idéntico a partir de una célula

simple. Comunmente este tipo de reproduccién es llamado reproduccion asexual.

Las células vegetales in vitro son crecidas en medios de cultivo solidificados con
agar, y estan adicionados con hormonas vegetales (auxinas y citosinas) que son las
dos principales fitohormonas del crecimiento vegetal, las cuales inciden el
crecimiento y desarrollo de la planta. Estos pueden dividirse dando dos tipos de
respuesta la organogénesis o embriogénesis directa e indirecta (Marangelli, 2022).
Donde la organogénesis indirecta se define por ser una des diferenciacion celular la
cual va acompafiada de un crecimiento tumoral denominada callo, que tienen la
capacidad de generar 6rganos o embriones somaticos y la organogénesis directa
es donde se forman directamente 6rganos o embriones somaticos (Hoxtermann,
1997).

El procedimiento consiste en inocular un pedazo de tejido u érgano vegetal
(explante) previamente tratado mediante agentes desinfectantes como hipoclorito
de sodio o calcio y cloruro mercuroso, en un medio de cultivo gelificado que se
incuba bajo condiciones controladas de luz que van de 0 a 12.00 Lx, temperatura
de 25 a 28 °C y humedad pH 5.2 a 6.5, que en conjunto dan como resultado el
desarrollo del explante el cual provoca la formacién de una masa celular
denominada callo que producira embriones u drganos. Se identifican seis etapas en
el proceso de micropropagacion: 1) seleccion y preparacion de la planta madre, 2)
desinfeccién de las yemas o semillas, 3) introduccion del material seleccionado in
vitro, 4) embriogénesis somética (de un embrion cigético inmaduro a un estado de
corazén y un estado torpedo para pasar a un embrion cigético maduro), 5) la
multiplicacion de los brotes y 6) el enraizamiento y la aclimatacion (Figura 2.1)
(Castillo, 2004).
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Figura 2.1 Esquema de las etapas de propagacion in vitro a partir de un explante. Modificado a partir de
Lindsey y Jones, 1989.

2.2 Medios de cultivo

El material nutritivo en el que crecen los microorganismos funge como medio de
crecimiento. Los medios de cultivo se encuentran compuestos por macronutrientes
(N, P, K, Ca, Mg, S) y micronutrientes (Fe, Zn, B, Mn, Cu, Ni, Co, Al, Mo, I), ademas
de sustancias organicas como azUcares, aminoacidos, vitaminas, auxinas,
citocininas y giberelinas. Partiendo de una mezcla de componentes liquida se
modifica su consistencia para tener un medio semisolido con productos como
albumina, gelatina y el mas usado el agar. La concentracion usual del agar es de
0.6 % a 0.8 %, si se utiliza una concentracion mas baja (0.4 %) el medio nutritivo
permanece sin gelificar, sobre todo cuando el pH es bajo y si la concentracion es
elevada (1.0 %) queda muy sdlido, haciendo dificil la inoculacion (Pierik, 1990).
Ademas, es necesario controlar el pH, luz (25 a 35 umol/m? s) con un fotoperiodo
de 12 a 16 h de luz y temperatura (25 °C) para el éxito del cultivo (Gomez, 2019).

El medio més utilizado para los cultivos in vitro es el Murashige y Skoog (MS)
(Tabla 2.1), ya que contiene 19 nutrientes esenciales para la mayoria de plantas,
incluyendo los briofitos, asi como los micro y macronutrientes basicos necesarios
para el crecimiento de varias especies de plantas, este medio ademas se

caracteriza por tener una elevada concentracion salina.

Tabla 2.1 Composicion del medio de cultivo MS
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Macronutrientes

NH4NOs3 1.65 g/l
KNOs 1.9/
MgSO47H20 0.37 g/l
CaClaaq 0.33 g/l
KHsPO4 0.17 g/l
Micronutrientes
Kl 0.83 mg/l
HsBOs 6.2 mg/l
MnSO4.4H20 22.3 mg/l
ZnSo04.7H20 8.6 mgl/l
Na2M004.2H20 0.25 mgl/l
CuS04.5H20 0.025 mg/l
Hierro
Na-EDTA 37.3mgl/l
FeS04.7H20 27.8 mg/l
Vitaminas
Inositol 100
Acido Nicitinico 0.5
Prioxina HCI 0.5
Tiamina HCI 0.1
Glicina 2

(Hernandez et al., 2017).

2.3 Geles

El gel es definido como un coloide de polimeros sélidos, el cual esta formado por
una estructura llamada red macromolecular tridimensional en donde un liquido (fase
dispersa) es atrapado formando un sélido (fase continua) y esto conforma un
sistema semisélido difasico (Coach, 2011). Existen diferentes tipos de geles,
hidrogeles, organogeles, xerogeles, lipogeles, geles monofasicos, bifasicos,
elasticos, no elasticos, organicos, fisico, quimico y termorreversibles. Sin embargo,
el tipo de componentes y la interaccion de las moléculas en la estructura de red dara
las propiedades al sistema final. Para la formacion de un gel es necesario la adicion
del agente gelificante, proceso que es comunmente llamado gelacién (Andrade, et
al., 2021). La gelacién que es una reaccion de las sustancias en cuestion puede ser

inducida fisca (calor, presion) o quimicamente (&cido, ibnica, enzimatica). Sin
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embargo, existen factores importantes para la formacién de un gel que son las
temperaturas y presion altas, un pH bajo sin cambios, alta fuerza idnica, presencia
de iones 0 una enzima, calidad solvente, concentracion del agente gelificante y

masa molar, los cuales pueden afectar la inestabilidad del gel (Nishinari, 1993).

Las caracteristicas reologicas mas importantes de un gel son su viscosidad
relacionada con su viscoelasticidad, el tamafio de la particula y el coeficiente de
difusion de las particulas en suspension usando la dispersién de Rayleigh para su
medicion (Romero, 2015).

2.4 Agentes gelificantes

Los agentes espesantes o gelificantes tienen la capacidad de formar geles o
soluciones viscosas y son conocidos como: gomas, hidrocoloides, mucilagos, o aun
polisacéaridos solubles en agua (Lozano et al., 2018). Los agentes gelificantes en
general son llamados hidrocoloides y son moléculas de alto peso molecular con
caracteristicas hidrofilicas, con propiedades coloidales, que al combinarse con el
solvente apropiado puede formar geles, y se encuentran compuestos por dos fases
(solido-liquida) (Martin et al., 2013). Crean una estructura coloidal de aspecto sélido,
constituido en la fundamental por una fase liquida dispersa embebida en la
estructura coloidal -fase solida-, esto ayuda a evitar que ocurra la separacion de
fases de las emulsiones (Brizuela, 2018), son muy variados en cuanto a su
procedencia desde la modificacion de polisacaridos naturales hasta las naturales

obtenidas de exudados y semillas de plantas terrestres o algas.

Los almidones, celulosa, goma guar, goma algarrobo, pectina, alginina,
carragenina, xantana, goma arabiga son las principales gomas que se emplean en
la industria cosmética, de construccién, farmacéutica, etc. como agentes
gelificantes o viscosantes (Velasco y Forero, 2018). Sin embargo, las
investigaciones se han inclinado en la busqueda de formulaciones de mezclas que

den como resultado nuevas gomas con mejores efectos sinérgicos para ser
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comercializadas. En estas investigaciones se ha tenido como resultado diversas

propiedades debido a la estructura molecular Uunica de cada goma.

El agente gelificante agar es catalogado como un polisacarido natural no soluble
en agua fria pero disolvente en agua caliente, no ramificado y con un alto peso
molecular, el cual es extraido de algas rojas Rhodoficeas del género Gelidium spp.
Con un tamafio de particula de 98 % pasa por un poro de 250 um, con una humedad
de < 10 %, cenizas <5 %, pH 0.3 % max., con un contenido de sulfato entre 0.84
% + 0.15 %, con una firmeza de 141.208 g, con un punto gelificacion entre los 32-
38 °C, resultando un gel fuerte >750 g/cm? (Laboratorio Britania S.A., 2018) 6 1521
+ 54.5 g/cm? (Xiao et al., 2018), con un color claro < 0.300 y termorreversible que
sélo se licua si la temperatura llega a 85 °C y una adhesividad de 0.311 g-s con agar
al 2 % (Sanchez-Cardozo et al., 2019). La reologia que es el estudio de la
deformacion y comportamiento de la materia, menciona que formar un gel y la
termoreversibilidad son propiedades reoldgicas del agar, esto debido a la
interaccion de las doble hélices que forma, en donde tiene la capacidad de retener

moléculas de agua en sus intersticios.

2.5 Hidrocoloides

La palabra hidrocoloides deriva del término griego hydro, que significa agua, y
kolla, pegamento (Bolivar, 2020). Estos son definidos como sustancia heterogénas
poliméricas formados principalmente polisacaridos y algunas proteinas. Los
hidrocoloides forman unidades de glicosil, compuestas por cadenas lineales o
ramificadas de unidades de azucar (Whistler y Be Miller, 1993). Los hidrocoloides
pueden ser sintéticos como la celulosa o naturales de origen vegetal, animal, algas
e incluso sintetizados por microorganismos. Estos son definidos como compuestos
hidrofilicos ya que al entrar en contacto con agua forman dispersiones
microscopicas viscosas 0 geles, es decir que atrapan el agua dentro de su
estructura ramificada y polimérica. De esta manera, generan diferentes texturas,

viscosidad y elasticidad, propiedades que son aprovechadas en la industria de los
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alimentos, farmacéutica y en el campo de la investigacion en general. Los
hidrocoloides son polimeros de cadena larga que se disuelven o dispersan en agua
para dar un efecto viscoso o espesante, esta propiedad es comun en todas las
gomas y es la razon basica de sus usos (Malone et al., 2003). El valor del uso de
los hidrocoloides en diferentes industrias y mayormente en la alimentaria, esta
basada en sus caracteristicas organolépticas, en donde resaltan sus caracteristicas
fisicas que los sentidos pueden percibir como el olor, color, texturay sabor (OCETIF,
2019), ademas de sus propiedades quimicas, que son el producto de la interaccién
de moléculas del polisacarido con las moléculas del ambiente (generalmente con
las moléculas del agua que abundan en el medio) y sus funcionalidades. En estado
sélido los polisacaridos que tienen una fuerte afinidad por el agua, tienen regiones
amorfas donde sus moléculas en cadena estan desorganizadas, consecuentemente
en estas regiones se tienen numerosas posiciones para enlaces de hidrégeno
disponibles, las cuales pueden hidratarse facilmente (Whistler y Be Miller, 1993).
Dentro de la hidratacion de las moléculas de los polisacaridos se encuentra la etapa
intermedia, la cual se identifica por ser un estado transitorio de disolucién de la
molécula polimérica en donde el polisacéarido soluble continua hidratandose hasta
llegar a ser monodisperso en donde su encuentra rodeado de moléculas de agua
parcialmente inmovilizadas, y un menor nimero de segmentos que no han sido
solvatados se unen a otras cadenas de polisacaridos (Diaz et al., 2004), es sabido
que esta etapa de gel intermedio se encuentra presente en muchos polisacaridos.
Por esto, es importante estudiar las propiedades fisicas de los geles, ya que estas
dependen del grado de hidratacion o del grado de union interpolisacarido de las

cadenas de moléculas (Mesbahi et al., 2005).

El principal uso de los hidrocoloides en diferentes industrias como la alimentaria
y farmacéutica, es su capacidad para modificar la reologia de los sistemas. Las
caracteristicas reolégicas del comportamiento de los hidrocoloides, pone especial
atencion en las interacciones que desarrolla con el solvente elegido. Estrechamente
relacionado con el esfuerzo y deformacion de los materiales, medidas mediante un
redmetro en donde el material es sometido a diferentes tipos de deformaciones

controladas. Entre las principales propiedades reoldgicas esté la viscosidad definida
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como una medida de la resistencia a la deformacién del fluido, para fluidos no
newtonianos esta depende de la temperatura, presion y rapidez de la deformacion
medida con un viscosimetro (Méndez-Sanchez, et al., 2009). Otras propiedades
importantes son la estabilidad, la suspendabilidad, la accion emulsificante y la
gelacion.

2.6 Generalidades del género Opuntia spp.

El género Opuntia spp. son plantas de la familia de las Cactaceae,
dicotiledoneas, faner6bgama, angiosperma, perenne con un mecanismo de
fotosintesis C4 o Metabolismo Acido de las Crasulaceas (CAM) (Mondragoén, 2002).
El metabolismo CAM, consiste en fijar el CO2 por la noche con el uso de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), donde el producto de la reaccion de cuatro
carbonos es acumulado en las vacuolas; posteriormente, durante el dia el CO2 es
asimilado en los cloroplastos por el ciclo C3 (Taiz y Zeiger, 2002; Larcher, 2003;
Andrade et al., 2007). Esto permite que este tipo de plantas ahorren grandes
cantidades de agua y poder crecer y desarrollarse en condiciones hostiles donde
viven. La fotosintesis CAM consiste en cuatro fases cuando existen las condiciones
climéticas ideales, en caso de no haberlas la fase Il y IV llegan a ser omitidas (Figura
2.2).

|FASE 1 | FASE Nl FASEIN | FASE IV
PEPC PEPC Rubisco fRubisco
Rubssco |PEPC
]
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¢ ‘1 o ®

* I.\

Figura 2.2 Curva de asimilacién de CO2 de una planta CAM bien irrigada. Se muestran las cuatro fases
tipicas de la fotosintesis CAM con las enzimas fijadoras de CO2 correspondientes (Andrade et al., 2007;
Alanis, 2002).
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Dentro del territorio mexicano encontramos entre 100 a 150 de especies de
Opuntia spp., de la cuales veinticuatro son de produccién para alimento en donde
se encuentra el nopal forrajero (15), nopal tunero (6) y nopal verdura (3), siendo este
altimo el mayormente producido con tres variedades: Opuntia ficus-indica, Opuntia
robusta, Nopalea cochellinifera (CONABIO, 2015).

El nombre de Opuntia deriva de la antigua ciudad griega, que crecio alrededor
de la ciudad de Opus en Grecia (Robledo, 2004), con la siguiente descripcion
taxondémica (Tabla 2.2). ElI Opuntia spp. es conocida comunmente chumbera, nopal,
higo de las Indias o tuna. Su estructura se describe como una planta erecta,
arbustiva o rastrera, generalmente espinosas con tronco bien definido, con varios
tallos llamados cladodios o pencas, en forma de globo, cilindrica o aplanada,
carnosos, lefiosos y ramificables que llegan a alcanzar una altura de 3 a 5 m, cuenta
con areolas que son las unidades basicas meristematicas, en donde nacen las
espinas y por consecuencia las flores aunque no todas las especies poseen esta
cualidad, las caracteristicas de los nopales se encuentran estrechamente
relacionadas con el entorno de aridez en el que han evolucionado (Mondragdn,
2002; Vela, 2015.).

Tabla 2.2 Taxonomia del género Opuntia spp.

Taxonomia del nopal

Opuntia
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllidae
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntieae
Género Opuntia

(EcuRed, 2012)

Es reconocido que el género Opuntia spp. es cultivado con diferentes
propésitos durante su proceso de maduracion, la cual consta de cuatro etapas:
comenzando por el cladodio inmaduro, verde sazon, intermedio, maduro y
sobremaduro. Aunque suele dividirse por afios comenzando por aquellos que

tienen seis meses 0 menos llamados renuevos o0 nopalitos, de uno a tres afos
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llamados pencas y méas de cuatro afios son tallos suberificados (Cepeda et al.,
2008). Las caracteristicas fisicas que cambian en esta evolucion integran el
peso, diametro, profundidad de receptaculo floral, contenido de pulpa, firmeza,

la acidez, el pH y contenido de minerales y vitaminas (Tabla 2.3).

Tabla 2.3 Composicion Quimica de cladodios de distintas edades.

Estado de  Peso Diametr Pulpa pH Fibra Prote Gras Ceni Vitami Extracto

madurez y kg o] (%) cruda ina a za nacC no

afos Min-Max nitrogena
(cm) do

Inmaduro 86 42-44 44 5.2 * * * * 12 *

Verde 102 47-49 57 6.1 8.0 9.4 1.00 21.0 18 60.6

sazon- 0.5

afios-

nopalitos

Intermedi 105 49-53 63 6.2 12.0 54 1.29 18.2 18 63.1

o- 1 afio-

penca

Maduro- 2 112 50-54 65 6.3 14.5 4.2 1.40 13.2 26 66.7

afios-

penca

Maduro- 3 108 49-53 75 6.0 17.0 3.7 1.33 142 42 63.7

afos-

penca

Sobre +110 +53 * * * * * * * 63.9

Maduro- 4

afios-

tallos

suberifica

dos
(Porcentaje en materia seca) (Cepeda et al., 2008; Mondragdn, 2002; Pimienta, 1990).

El nopal es producido en el centro y norte del Altiplano, el noroeste, el Bajio,
el Eje Neovolcanico y el valle de Tehuacan-Cuicatla, debido a su gran
distribucion es una planta de importancia agroeconémica en México (Hollis,
1995). Opuntia ficus-indica variedad copena V1, copena F1 (cultivados) y de
Opuntia ficus-indica (silvestre) son los utilizados para la produccién de nopal o

nopalito y son conocido como nopal manso.

2.6.1 Composicion Quimica de Opuntia spp.

En general se reportan para Opuntia spp. los siguientes componentes:

humedad, proteina, grasa, fibra, cenizas, sales minerales como el calcio, sodio,
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fésforo y hierro, carbohidratos tanto monosacaridos, disacéaridos y polisacaridos y
vitamina (A, B, B2, B6 C y K) que se ven afectados con la edad (Tabla 2.4). Mufioz
de Chavez et al. (1995) mencionan que los nopales del género Opuntia spp. tienen
un alto contenido de agua (90.1 %), bajo contenido de lipidos, hidratos de carbono
y proteina, asi como un alto contenido en fibra. Los nopalitos son ricos en minerales
como el calcio y el potasio (93 y 166 mg/100g), con un abajo contenido de sodio (2
mg/100 g) y cantidades moderadas de carotenoides (30 pg/ 100 g) y de vitamina C
(11 mg/ 100 g) (Cepeda et al., 2008).

Tabla 2.4 Composicion quimica de cladodios de nopal de un mes y un afio de vida. Expresado en base
humeda.

Componente Cladodio de un mes Cladodio de un afio
Humedad (%) 92.57 94.33
Proteina (x6,25) % 0.94 0.48
Grasa (%) 0.17 0.11
Fibra (%) 0.30 1.06
Cenizas (%) 0.08 1.60
Carbohidratos (%) 5.96 2.43
Vitamina C (mg/100g*) 37.27 23.11
Ca% 0.042 0.339
Na % 0.0018 0.0183
K % 0.00098 0.145
Fe % 0.0792 0.322

(Chévez, 2007)

Una caracteristica importante del nopal es su alto contenido de fibra, 1-2 g /
100 g de nopal fresco. La Fibra Dietaria (FD) es definida como sustancias de origen
vegetal, compuesta de celulosa, hemicelulosa, sustancias pécticas, almidon,
inulina, lignina, gomas y mucilagos. La FD es dividida en fibra insoluble, que en su
mayoria no se disuelve en agua y no es metabolizada y la fibra soluble, la cual
aproximadamente es el 0.17 g/100g de nopal fresco (Valdivia y Urdaneta, 2006). La
fibra dietaria soluble (FDS) se encuentra formada por componentes como inulina,
pectinas, gomas Y fructo oligosacéaridos y mucilagos, estos son capaces de captar
agua y formar geles viscosos, llamados polisacéridos no almidén o estructurales.
Esta incluye polisacaridos, oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas a la
planta, que promueve efectos fisiologicos benéficos, entre los que se incluyen el
laxante, la disminucion del colesterol plasmatico y/o de la glucemia (Alvarez y
Sanchez, 2006; Cruz et al. 2015; Tapia et al. 2017; Pérez y Perales, 2017).
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Los polisacaridos son biomoléculas formadas por la unién de una gran
cantidad de monosacaridos unidos mediante enlaces glucosidicos. Los
polisacéaridos son clasificados en, polisacaridos de reserva y estructurales, donde
los primeros se distinguen por ser una forma de almacenamiento de azucares. Los
segundos que son los llamados polisacaridos estructurales, se identifican por ser un
glicido que participa en la construccion de estructuras organicas. Estos
polisacéaridos estructurales (pectina y mucilago) son llamados hidrocoloides debido
a su capacidad de retencion de agua. La pectina de nopal representa el 0.6 % en
tejido fresco, y por cada planta de nopal se produce 3 % de pectinay 1 % de
mucilago (Sosa, 2019).

2.7 Pectina hidrocoloide presente en la FDS del Opuntia spp.

La pectina es un polisacarido que tiene la capacidad de formar geles muy
Viscosos, es localizada en la pared celular primaria (piel) y en la lamina media de
las células de ciertos frutos o vegetales (la manzana, vegetales como los citricos, la
fresa, el membrillo y la zanahoria, entre otros), actualmente es utilizada para dar
ciertas caracteristicas de textura a los alimentos. De acuerdo a su estructura
guimica es definida como el polimero de acido metil D-galacturénico conformado
por largas cadenas de a-D- (1—4) acido galacturénico unidas a residuos de L
ramnosa con cadenas laterales de azlcares neutrales (Aguero et al., 2019). Las
pectinas pueden ser clasificadas de acuerdo a su grado de esterificacion (GE), alto
GE (> 50 %) y bajo GE (< 50 %) mediante el método descrito por Yu et al., (1996).
Las pectinas de alto GE gelifican bajo condiciones &cidas, mientras que las de bajo
GE forman geles ionicos o en presencia de calcio en donde este logra un
acoplamiento de cadenas formando una estructura llamada caja de huevo (Chu-
Rascon et al. 2016). Factores como el pH y la concentracion de sélidos son factores
que influyen en la velocidad, la temperatura de gelificacion y la textura de ambos
tipos de geles (Braccini y Pérez, 2010).
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El contenido de pectina en el nopal es alto y tiene mas rendimiento cuando el
estado de madurez es mayor, ademas que entre menor temperatura para Su
extraccidén sera mayor su rendimiento. El contenido de pectina en cladodios de nopal
puede variar de 5.32 % a 14.19 %. El grado de esterificacion de la pectina del nopal
es inferior al 50 %, es decir, que pertenece a un tipo de pectina de bajo metoxilo con
valores entre los 28.74 % a 29.25 % dependiendo de factores como el estado de
madurez, la temperatura y el tiempo de extraccién (Espinosa et al., 2011) (Tabla
2.5).

La calidad de la pectina obtenida tiene una relacion directa con parametros como
el grado de esterificacién para determinar si es alto o bajo (Ferreira, 1976). Los
sélidos solubles sirven para determinar la cantidad de azlcares mediante el método
refractométrico (Gamboa, 2009). La refractometria se basa en los cambios de
refraccion que sufre una sustancia cuando otra es disuelta en ella, y se usa la tabla
de indice de refraccion y grados Brix a distintas temperaturas. Si no se tiene acceso
al material, el estudio de composicion e identificacién de azucares reductores y no
reductores, mediante el reactivo de Fehling. La acidez libre para el conteo de acidos
grasos no saturados, entre mayor sean estos valores mayores sera su calidad
(Less, 1984). La cantidad de pectina pura se determina por el porcentaje de acido
anhidrourénico y galacturénico (Schultz, 1965). Se ha concluido que la mayor
calidad de pectina se obtiene con pencas de 12 meses, a una temperatura de 80

°C, con tiempo de extraccion de 30 min (Espinoza y Arellano, 2011; Ruales, 2015).

Tabla 2.5 Contenido de pectina en algunas especies de Opuntia.

Especie Pectina Total (%) Protopectina (%) Pectina Soluble (%)
PH PS PH PS PH PS
Opuntia ficus IndicaVvl 1.91 13.84 0.097 3.56 1.418 10.28
O. robusta 3.30 26.61 0.653 5.26 2.64 23.87
0. megacantha 0.80 5.06 0.586 3.43 0.279 1.63
O. steptracantha 0.97 6.59 0.605 4.38 0.365 2.21
O. amylacea 1.40 9.58 0.685 4.69 0.715 4.89

*PS= peso himedo, PH= Peso himedo. (Goycoolea y Cardenas, 2003).

2.8 Mucilago hidrocoloide presente en la FDS del Opuntia spp.
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El hidrocoloide mucilago de Opuntia spp. ha sido altamente estudiado, presenta
especies quimicas de pentaheteroglicano determinado como un heteropolisacarido
fibroso (Saag et al., 1975; McGarvie y Parolis, 1981; Trachtenberg y Fahn, 1981;
Trachtenberg y Mayer, 1982; Gibson y Nobel, 1986; Saenz et al., 1992; Forni et al.,
1994). Es de naturaleza viscosa y forman parte de las fibras solubles, entre sus
propiedades se encuentran su capacidad para retener agua y formar suspensiones
coloidales lo que lo lleva a tener una funcion laxante (Dugarte et al., 2020), se
localiza en los espacios extracelulares (Bayar et al., 2016, Gonzalez et al., 2014).
Esta conformado de 30,000 subunidades son la arabinosa (35-40 %), galactosa (20-
25 %), ramnosa (7-8 %), xilosa (7-8 %) y acidos urénicos (19-31 %), y las moléculas
de tienen numerosas cargas negativas de la unién Ca?* (Figura 2.3) (Dugarte et al.,
2020)., conjuntamente con calcio, magnesio y potasio por ello este tipo de mucilago
es catalogado como &cido (Villa-Uvidia et al., 2020). La composicion de sustancia
del mucilago depende del grado de maduracion del nopal, a mayor maduracion,
mayor es la cantidad de celulosa y lignina, y menor la de mucilagos y gomas (Torres
et al., 2005).

Algunos investigadores han referido al mucilago como una pectina o pectinoide
debido a la presencia de D-acido galacturdnico en su cadena principal (Goycoolea
y Céardenas, 2003). El mucilago tiende a funcionar como estabilizador y a formar
suspensiones (Gonzalez, 2010) y debido a su nula capacidad para gelificar debido
que al entrar en contacto con el agua se hincha y forma soluciones viscosas y geles
no adherentes y al bajo contenido de este azucar acido (<15 %) se le ha dado una
identidad propia, diferente a las pectinas (=50 % de galacturénico) (Rodriguez,
2012). En la formacion de geles no adherentes del mucilago en su estructura interna
la cual es capaz de absorber agua se forman estructuras reticulares lineales con un

mecanismo de hinchamiento a nivel molecular (Dugarte et al., 2020).
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Figura 2.3 Estructura parcial del mucilago de Opuntia ficus-indica (McGravie & Parolis, 1981).

El mucilago presente en cladodios tiene un rendimiento de 1.2 % (Cepeda et al.,
2008), sin embargo, se tiene registro de un rendimiento de porcentaje del 0.8235 %
respecto a una hoja de nopal (Vargas et al., 2019). Un estudio llevado menciona
que el de contenido de mucilago en cladodios puede variar de 3.78 % a 8.5 % (Pefia-
Valdivia et al. 2006).

El mucilago tiene la capacidad de formar soluciones con un alto grado de
viscosidad y elasticidad cuando se mezcla con agua, asi como la formacion de geles
cuando es extraido de nopal maduro. Este presenta una composicidon quimica
similar al de las pectinas, siendo el resultado del aumento del peso molecular con

la edad de maduracion (Lopez, 2016).

2. 9 Generalidades Opuntia ficus-indica

En el trabajo de Espinosa-Sanchez et al., (2014) se concluyd que O. ficus-indica
podria ser considerada como la forma domesticada de O. megacantha, debido a
que la Unica diferencia es la presencia de espinas, debido a que su mejoramiento
genético se remota a la época prehispénica (Kiesling, 1998). Los tallos son de color

verde medio y poseen dos clases de espinas reunidas en gloquidos (especie de
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cojincillo) en las areolas, unas largas y duras y otras, cortas y finas con aspecto
velloso, conocidas como penepes. Las flores en forma de corona nacen en las
areolas en los bordes de los segmentos, y pueden ir de un color amarillo a rojo y
solo florecen una vez al afio. Especificamente para esta especie de Opuntia los
recuentros cromosomicos muestran que tanto la forma inerte como la espinosa tiene
2n=8, ambas octaploides (Sosa y Acosta 1966). El Opuntia ficus-indica la variedad
Copena V1 se encuentra entre las variedades de mayor importancia
agroecondmica, ya que tantos sus frutos como sus tallos pueden ser consumidos.
Los tallos sirven como forraje o como verdura. Los criterios de seleccién para su
venta van desde el color, el tamafio y la ausencia de deformaciones visuales por los

productores al momento de la cosecha (Diaz et al., 2015).

2.10 Generalidades de Opuntia robusta

Opuntia robusta, también llamado nopal camueso o tapona. Fue descrita por J.C.
Wendl. y publicado en Cat. Hort. Herrenh., en el afio 1835. Es endémico del altiplano
meridional de México y su distribucién se encuentra en los estados del centro del
pais. Tiene una altura de 1 a 1.5 m de alto, con un tronco bien definido, ramificado
desde la base y grueso llegando a medir hasta 2.5 m de espesor y de crecimiento
erguido (CONABIO, 2015). Sus pencas van de un color verde claro a azulado, tiene
una epidermis de provisto de pelos y cerosa. Con aréolas ovadas, ligeramente
hundidas, de 7 a 8 series, distantes de 4 a 5.5 cm, variables de tamafo; gléquidias
amarillentas pardas, setosas, delgadas de 1 a 18 mm de largo. Espinas de tamafios
variables hasta 5 cm de largo y de 5 a 6 por areola largas, de color blanco, semi-
erectas y de consistencia flexible. Flores tanto unisexuales como hermafroditas de
5a 7 cmdelargo y 8 cm de diametro en la antesis, amarillo intenso (AFDP, 2008).
Sus frutos son comestibles ya que son muy dulces, es por ellos que su produccién
se inclina a la tuna llamada tuna camuesa o tapona, su piel de color rojo vino y en
algunos casos morada y contiene una gran cantidad de semillas (Vazquez et al.,
2010).
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3.  Capitulo Ill — Materiales y métodos

A continuacion, se muestra el diagrama general de la metodologia (Figura 3.1).

DIAGRAMA DE METODOLOGIA

Planitc acion Trabajo de Laboratorio Estudio Laboratoria Formultaciones
vinculacion reologico SUSTItUCION
agente
getficante

Figura 3.1 Diagrama general de la metodologia.

3.1 Descripcion del area de estudio

Medios Resuitados
de cultive finales
n vitro

El presente proyecto se llevo a cabo en el Laboratorios de Gestion Industrial de

la Universidad Autonoma de Querétaro, campus Amazcala, Facultad de Ingenieria.

El trabajo de campo para la recoleccion de la materia prima se llevo a cabo con

asociaciones privadas, Xata y la Asociacion de Productores de Nopal Coldn,

dedicadas al cultivo y comercializacion de nopal (O. ficus-indica y O. robusta),

localizadas en los municipios de Corregidora, Colon y Toliman respectivamente en

el estado de Querétaro.

Las materias primas recolectadas fueron mermas de poda de cultivos, las cuales

tenian un afio de edad y no cumplian con las normas para ser comercializadas como

forraje para animales, ni como alimento para el ser humano.
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3.2 Objetivo 1. Identificar, proponer y evaluar la metodologia para la extraccion
y separacion de los hidrocoloides (pectina y mucilago) presentes en pencas
mermadas de dos especies de nopal (O. ficus-indica y O. robusta).

La metodologia utilizada para la extraccion y separaciéon de los hidrocoloides
pectina y mucilago presentes en mermas de nopal de las especies de O. ficus-indica
y O. robusta se tomé de Gooycolea et al. (2007), ademas, se realizaron
adaptaciones tomando como base las recomendaciones dadas para la optimizacién

de rendimiento documentadas por Gonzalez et al. (2014) (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Diagrama de extraccion y separacion de hidrocoloides presentes en mermas de nopal.

A continuacién, se describe cada una de las etapas, de la metodologia de
extraccion y separacion de hidrocoloides.
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Etapa 1: Recoleccion y limpieza de la materia prima

El material vegetal fue recolectado entre las 8 y 10 am, posteriormente fue
pesado por primera ocasion en fresco realizando anotaciones de los datos en la
bitdcora. Para la limpieza de la materia prima se utiliz6 una tina con agua corriente
1Ly 1mL de NaClO por 15 s, en donde fueron remojadas las pencas, posterior
pasaron a ser desespinados con cuchillo. La materia prima fue cortada en trozos de
2 cm, se realiz6 un segundo pesado del material para mantener un control de

rendimientos.

Posteriormente, se realizaron cortes uniformes (2+0.5 cm) de las pencas con un
cuchillo casero. 300 g de penca mermada y cortada fueron pesados, para ser
utilizados como materia prima del experimento. Los 300 g de penca mermada y
cortada fueron colocados en un vaso de precipitado en una relacion 1:2 (m/v) con
agua destilada. Durante 20 min. los vasos de precipitados con agua y las pencas
fueron colocados en un plato caliente a 85 °C. Pasados los 20 min. se quitaron las
muestras del plato caliente y se dejaron enfriar a temperatura ambiente, el pH fue
ajustado a 7 — 7.5 (con NaOH 3N 3 mL).

Posteriormente, fue usada una licuadora casera para moler la muestra, con
una velocidad constante durante 3-4 min y con nivel 3, sin agregar agua. Posterior,
la suspensién se centrifugd a 3500 rpm por 20 min a 23 °C para inducir la separacion
de la parte liquida y soélida, también llamadas parte sobrenadante (mucilago) y

precipitante (pectina).
Etapa 2: Separacion de pectina

Para la separacion del material precipitante (pectina), primeramente, fue
separado del material sélido y colocado en vasos de precipitados. El material
recolectado fue mezclado con una suspension conteniente de NaOH 50mM y sodio
de hexametafosfato 0.75 % (50 g/ 1 L) (pH 12) para ser agitado durante una hora,
esto con la intencion de iniciar la purificacion y separacion de la pectina.
Posteriormente la suspension fue filtrada con una tela de algodon, al liquido

recuperado se ajusté pH 2 (HCI 6N) y se agitdé por 10 min.

36



Para promover la precipitacion de la pectina la muestra se llevo a refrigeracion
5 °C durante toda la noche. Al dia siguiente la pectina precipitada fue recolectada
mediante una centrifugacién (8000 rpm por 15 min a 20 °C). Posteriormente, para
la obtencion de pectina purificada, el precipitante fue pesado y resuspendido en
agua con pH ajustado a 8 (HCI 0.325), después esta solucién se mantuvo en

agitacion constante durante una hora.

Por ultimo, a la solucién agitada le fue agregado etanol (96 %) para obtener la
suspensién de la pectina (300 g de muestra/ 7 L de etanol), para la mayor obtencion
de la pectina se dejo reposar (5 h aprox.). Para la recuperacion de esta se filtré en
una bomba de vacio (Chemker 300 presion 300A, AC110V, 60Hz. con una
manguera de alta y filtro Whatman 1), ademas de utilizar cucharas para su

recuperacion.

El material recolectado (pectina purificada) se secé en estufa a 60 °C. Por
ultimo, se molié en mortero y fue pesada para realizar el estudio del rendimiento,

posterior fue envasada a temperatura ambiente en frascos de color ambar.
Etapa 3: Separacion de mucilago.

El liguido conteniente del mucilago es recuperado mediante una decantacion
y separado del residuo soélido. Al liquido recuperado se le agregd 1 L de soluciéon
de cloruro de sodio y es agitado constantemente durante 20 min. Posteriormente,
se agrego etanol hasta la precipitacion del mucilago, el cual es observado

notoriamente en la solucidn realizada.

Para la recuperacion de este es necesario la esperar de 10 a 16 h, para su
total suspension. EI mucilago suspendido es recuperado con cucharay colocado en
recipientes de aluminio para pasar a su secado. Por ultimo, el material se coloc6 en
estufa de secado a una temperatura constante de 60 °C por 16 h en donde se obtuvo
una muestra dura que paso a ser molida en mortero y envasada a temperatura

ambiente en frascos color ambar.
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3.3 Objetivo 2. Analizar y caracterizar los hidrocoloides extraidos de pencas
mermadas de dos tipos de nopal (O. ficus-indica y O. robusta) para su
aplicaciébn como agentes gelificantes.

3.3.1 Rendimientos

Los rendimientos de pectina y mucilago extraidos se calcularon de acuerdo al

método de Seggiani y col. (2009), utilizando la Ec. (1).

o.p _ POM(9)
SR = 5> x 100 (Ec.1)

%R (Porcentaje de Rendimiento), P (Pectina), M (Mucilago), PS (Peso promedio de Pencas en Base Seca).

3.3.2 Grado de Esterificacion

Para obtener el grado de esterificacion (GE) de las pectinas recuperadas, el
método de titulacion propuesto por Santos et al., (2020) por triplicado fue utilizado.
Se obtuvo un promedio de cada muestra y se usé la Ec. (1) para conseguir el
porcentaje de grado de esterificacion y con esto tener la caracterizacion adecuada

de los hidrocoloides (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Metodologia para obtencién del grado de esterificacion.

3.3.3 Anélisis ATR-FTIR

Fue utilizado un analisis FTIR o método de transmisién (muestra laminada) de
lectura directa, para determinar los grupos funcionales presentes en las pectinas y
mucilagos extraidos de las dos especies de nopal. Con un espectro IR de onda
entre los 4000-400 cm™, fueron recorridas con un tensor de espectro Bruker 27
(Ettlingen, Germany) con una resolucién nominal de 4 cm™, usando un accesorio

de reflexion total atenuada (ATR) con un diamante de cristal.

3.3.4 Disefo experimental para formulacion de geles

Obtenidos los resultados de caracterizacion de las sustancias extraidas se realizo
el siguiente disefio experimental para la sustitucion parcial y total del agar como
soporte sélido en medios de cultivo in vitro por diferentes porcentajes de mucilago

y agar de dos especies de Opuntia (O. robusta y O. ficus-indica) (Rodriguez & Sosa,

39



2006). Se realiza un disefio experimental totalmente aleatorizado con 18
tratamientos y 3 repeticiones (56 tratamientos). Los tratamientos empleados
corresponden a combinaciones de los productos vegetales (agar, mucilago y
pectina) que se prueban como soporte soélido solos y en combinacibn como
sustitutos parciales o totales con el agar bacteriologico, este ultimo tomado como

tratamiento control (Tabla 3.1).

Tabla 3.1 Formulacién para la sustitucién parcial y total del agar con hidrocoloides de pencas mermadas de
nopal.

TRATAMIENTOS AGAR MUCILAGO PECTINA

% % %
TC 0.8 0.0 0.0
T1 0.0 0.0 0.8 OFl
T2 0.2 0.0 0.6 OFI
T3 0.4 0.0 0.4 oFl
T4 0.6 0.0 0.2 OFl
T5 0.0 0.8 OFI 0.0
T6 0.2 0.6 oFl 0.0
T7 0.4 0.4 oFI 0.0
T8 0.6 0.2 OFl 0.0
T9 0.0 0.0 0.8 OR
T10 0.2 0.0 0.6 OR
T11 0.4 0.0 0.4 OR
T12 0.6 0.0 0.2 OR
T13 0.0 0.8 OR 0.0
T14 0.2 0.6 OR 0.0
T15 0.4 0.4 OR 0.0
T16 0.6 0.2 OR 0.0
T17 0.0 0.4 oFl 0.4 oFl
T18 0.0 0.4 OR 0.4 OR

Para la elaboracion del gel del tratamiento control (TC) se realizé la siguiente
metodologia. Los materiales necesarios fueron: Agar Bacteriol6gico, Medio MS,
sacarosa 30 g / L, cajas Petri, KOH (hidroxido de potasio), Calcio, agua destilada.
pH metro. Posteriormente se colocd la mitad del volumen deseado de agua

destilada en un elmeyer (Vi: 150 mL/2 = 75 mL), se afiadieron 30 g / L de sacarosa
(0.15L = 4.5 g) y se mantuvo en constante agitacion hasta su disolucion. Se afiadié
agua destilada hasta alcanzar el volumen final que se requeria. Al alcanzar el

volumen final pasamos a ajustar el pH en un valor entre 5.7 y 5.8 con KOH (hidréxido
de potasio) y NaOH. Ajustado el pH afiadimos a la solucion 7 0 8 g/ L de agar (1.05
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g de agar en el caso de 7 g/L) y la solucion fue calentada hasta 75 ° C con agitaciéon
constante y mantenido asi durante 20 minutos, para posteriormente pasar a ser
repartida en cajas Petri, las cuales se dejaron enfriar a temperatura ambiente hasta
su gelificacion. Para los geles de pectina y agar la metodologia fue misma
mencionada anteriormente, solo modificando el paso de pH, en el cual el este fue
necesario tenerlo en un rango de 3.5 posterior a la mezcla de todas las sustancias

con volumen final y antes del calentamiento hasta la ebullicion.

Para las formulaciones donde fue usado mucilago la metodologia fue la siguiente:
Se colocé la mitad del volumen deseado de agua destilada en un Erlenmeyer (25
mL) y fueron afiadidos 30 g / L de sacarosa (0.15 L = 4.5 g) mantenidos en agitacion
constante hasta su disolucion. La mezcla de polisacaridos (agar y mucilago) se
pusieron en agitacion magnética durante 10 min con el agua restante para alcanzar
el volumen final, posteriormente fueron calentados hasta 75 ° C con agitacion y
mantenido asi durante 20 minutos. Después de esto, se agregd la cantidad
adecuada de iones de calcio a las soluciones calientes para proporcionar la fuerza
i6nica deseada. Se pueden obtener buenos geles con un 30% de solidos solubles,
sin embargo, la cantidad de calcio para formar geles depende de la cantidad de
sélidos solubles. Por ejemplo: para 30% de solidos solubles se requieren 40-100 mg
de calcio y para 45% de solidos solubles 20-40 mg de calcio (Medina-Torres et al.,
2003). Para terminar las muestras se vertieron en cajas Petri, enfriadas a 25 °C o

temperatura ambiente esperando su gelificacion.

Para descartar los tratamientos que no gelificaron, se realiz6 una prueba cualitativa
en donde las cajas Petri fueron inclinadas y aquellos tratamientos que no se
derramaron fueron caracterizados para posterior uso como medios de cultivo y

soporte solido para plantas.

3.3. 5 TPA para la caracterizacion de geles
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Los geles que no fueron descartados por andlisis cualitativo por no gelificar, fueron
llevados al Texture Analyzer TPA para la medicion de sus propiedades de
compresion para los componentes de los sistemas de los geles realizados fue
llevado a cabo con un Brookfield’s CT3 Texture Analyzer. Las muestras realizadas
fueron colocadas en la plataforma del analizador de textura y compresion con una
plataforma de 36 mm y una velocidad de 1 mm/s y una profundidad de 5 mmy una
carga de celda de 5g de sensibilidad uniaxial para experimentos de compresion y
su relacion con el stress y la memoria. La prueba utilizada fue esférica, seguida por
la medicibn de parametros mecanicos que incluyeron: primer ciclo de dureza,
segundo ciclo de dureza, cohesividad, fuerza adhesiva, adhesividad, elasticidad y

gomosidad de cada uno de los geles realizados.

Los tratamientos resultantes fueron analizados, para obtener una mejor
caracterizacion y ser comparados con el tratamiento control, marcando con ellas
diferencias en los medios de cultivo, la germinacion y desarrollo de la plantula. El
experimento fue realizando por triplicado, seleccionando el gel de manera aleatoria,
llevando a cabo un analisis ANOVA de una variable y una prueba TUKEY-KRAMER

para cada una de ellas.

3.40Dbjetivo 3. Definir la formula para el uso de los hidrocoloides extraidos
como agentes gelificantes en los medios de cultivo in vitro.

3.4.1 Desarrollo de medios de cultivo

Para el desarrollo de los medios de cultivo y germinaciéon de semillas, fueron
seleccionados los medios que gelificaron y pudieron ser medidas sus propiedades
mecanicas: primer ciclo de dureza, segundo ciclo de dureza, cohesividad, fuerza

adhesiva, adhesividad, elasticidad y gomosidad.

Se selecciond la orquidea catleya para caracterizar el funcionamiento de los medios
de cultivo seleccionados, por medio de una germinacion asimbidtica. Este tipo de
germinacion necesita que el medio de cultivo tenga todos los nutrientes organicos y
e inorganicos y azucares disponibles para la germinacion y desarrollo de la plantula.

Por ello se us6 el medio Murashige y Skoog (1962), adicionado con agua de coco y
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carbdn activado nutrientes organicos. Para el desarrollo de los medios de cultivo se
tomd como base la siguiente metodologia propuesta por Flores-Escobar (2008). Se
colocaron 100 mL de agua destilada a la cual se le quitaron de 15 a 20 mL,
posteriormente se agregaron 10 mL de agua de coco y 2 g de sacarosa, posterior
se agrego el medio MS (.221 g) y el carbon activado (0.2 g) el cual tiene la capacidad
de atrapar compuestos de desecho que exudan las plantas al gel, ademas que
promueve una lenta liberacién de nutrientes. Posteriormente se agregd el agua
faltante para completar 100ml, y fue llevado a agitacion continua para mezclar por
10 min. Posteriormente, el pH de la solucion se coloco en 5.5 — 6, se agrego6 el agar
(8 g) (el cual fue sustituido por las formulaciones que gelificaron), fue importante
recordar medir el pH 3.5 si era pectina y agregar calcio si era mucilago, para la
correcta gelificacion. Posterior se llevaron a agitacion continua durante 10 min y
calentados a 75 ° C durante 20 minutos. Posteriormente cada tratamiento fue
depositado en los tubos de ensayo los cuales fueron autolavados 1.06 kg cm2y 121
°C por 15 min en conjunto con el material a utilizar para la colacion de las semillas

en los medios de cultivo.

3.4.2 Medio de cultivo y desarrollo de plantula

Cada tratamiento tuvo 3 repeticiones y cada repeticion consistié de un tubo de
ensayo con al menos 2 semillas. Para la desinfeccién de semillas se llevé a cabo la
siguiente metodologia, dentro de una campana de flujo laminar fueron llevados los
instrumentos necesarios previamente esterilizados (tijeras, agua destilada, vasos
de precipitados, mechero, semillas, guantes y pinzas). Posterior dentro de la
campana de flujo laminar se esterilizaron las semillas, para ello se prepard una
solucion del 1 a 1.5% de concentracion de cloro, se tomé 20 cc aforando a 100 cc
con agua destilada y se sacudio por un tiempo corto. Con la intencion de que la
semilla no formara grumos y toda ella tuviera contacto con la solucion y lograr una
buena esterilizacion se realizaron tres vacios durante 2 min., El vacié consistié en
colocar las semillas en 5 mL de la solucién de cloro preparada anteriormente dentro

de un frasco, y se procedié a sacudirlo rigurosamente. Posteriormente, pasamos a
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la camara de flujo laminar en donde las semillas fueron colocadas en un filtro estéril
dentro de una caja de Petri, realizando tres cambios de agua esterilizada cada tres
minutos para la eliminacién total del cloro; finalmente las semillas fueron tomadas
con pizas y colocadas en los diferentes tubos de ensayo, los cuales posteriormente
pasaron por el mechero para ser esterilizados y etiquetados.

Los tubos de ensayo fueron colocados de acuerdo al estudio de dos variables de
condiciones de germinacion, la mitad de los tubos fueron colocados en condiciones
de ausencia de luz y la otra mitad en condiciones de luz (25 £ 1 ° fotoperiodos de
16 horas de luz y 8 horas de oscuridad con intensidad 41 uMm2s—1 proveniente de

una lampara de luz fluorescente de marca Phillips ® 30 watt.).

A los datos de cada variable se les realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) vy la

comparacién de medias mediante la prueba de Tukey (< 0.05).

3.4.3 Formulacién resultante

El estudio de las formulaciones resultantes consistié en experimentos separados:
Germinacion de las semillas, generacion de raices y crecimiento de plantula. El
porcentaje de germinacion fue considerado cuando se observé que el embrion hizo
el rompimiento de la testa. El nUmero de semillas germinadas fue contabilizado 5y
10 dias después de su puesta en condiciones de germinacion (luz y oscuridad).
Para el desarrollo de raices y crecimiento de plantula todos los tubos fueron
colocados después de diez dias a condiciones de fotoperiodos de 16 h de luzy 8
horas de oscuridad observados diariamente. Después de 10 dias los mejores
tratamientos fueron seleccionados para evaluar el desarrollo fenolégico de las
plantas, donde las variables evaluadas fueron el nimero de hojas, numero de
raices, longitud de la raiz, altura de la plantula, ancho de la hoja y longitud de la
hoja. A los datos de cada variable se les realizé un analisis de varianza (ANOVA) y

la comparacién de medias mediante la prueba de Tukey (< 0.05).

Posteriormente, para el desarrollo de la plantula se realizé un estudio exvitro, en
donde la planta fue sustraida del tubo de ensayo después de tres meses de estar

en condiciones de fotoperiodos. La planta fue sustraida y colocada en envases de
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plastico con sustrato de orquideas, enraizados y desinfectante para su aclimatacion

ex vitro y desarrollo en condiciones habituales de luz.

4.  Capitulo IV — Resultados y discusion.

4.1 Recoleccién de pencas

Las pencas recolectadas son diferenciadas por sus caracteristicas fisicas, tales
como color, forma, tamafio, forma de las espinas, color de fruto y tamafio del fruto.

A continuacion, la Figura 4.1 nos muestran lo anterior mencionado.

a) Opuntia ficus-indica b) Opuntia robusta

Figura 4.1 Pencas de 1 a 2 afios de edad de diferentes especies de nopal.

De la produccion total por hectarea de nopal la merma generada es alrededor de
4.5%, lo que equivale a 450 kg con un precio de $9.35 x kg, lo que se asemeja a un
total de $4,207.5 (SMATTCOM, 2020), generando una perdida en los agricultores
nopaleros. Para las caracteristicas fisicas de las pencas recolectadas pordemos
decir que, el peso de la penca de nopal para venta nacional es del.6 kg y para
exportacion de 1.2 kg. Las pencas que recolectamos de nopal mermadas tuvieron

entre 1 a 2 afios de edad, con un peso promedio de 1.1 kg; concordando con lo

45



reportado por Lefsih y col. (2015). Las pencas de O. ficus-indica tuvieron las
siguientes medidas: una media de 28.27 + 2.62 cm de alto y 16.2 £ 2.81 cm de
ancho debido a su forma ovalada. A diferencia de la especie O. robusta que tuvieron
las siguientes medidas: un promedio de 22.1 £ 3.6 cm de alto y 19.6 =+ 3.4 cm de
ancho debido a su forma casi redonda, y concertando Valdez y col. (2008) y Galicia-

Villanueva y col. (2017) tienen un peso que oscila entre 1.08 + 1.12 kg (Tabla 4.1).

Tabla 4.1 Bitacora de medidas para la recoleccién de dos tipos de nopales.

UE Opuntia ficus-indica Opuntia Robusta
Largo Ancho Largo Ancho
1 21 115 24 23
2 28 19 23 235
3 29 17 28 28
4 28 195 29 26
5 35 19 20 20.5
6 28 19 17 17.5
7 27 19 26 21.5
8 28 14 15 11
9 32 15.5 125 16.5
10 30 19 22 23
11 26.5 18 20 19.5
12 29 135 23 18
13 30 14.5 215 16.5
14 34 19 24 20
15 31 10 21.5 16
16 33 13 21 15
17 25 18 24 17.5
18 29 20 25 18
19 28 115 23 16.5
20 29 18 21.5 17.5
21 28.5 15 28 20
22 29 19 26 16
23 30 18 24 15
24 29 19 23 18
25 28 155 215 19
26 29 19.5 26 22
27 26.5 19 21.5 19
28 27 18 23 18
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Las cactaceas como los nopales pueden desarrollarse en condiciones hostiles de

clima o terreno debido a que ahorran grandes cantidades de agua por su

Metabolismo acido de crasulaceas (CAM), el cual permite la formacion de

polisacéaridos estructurales como la pectina (Cardenas et al., 2019).

Como resultados obtuvimos que el rendimiento de Pectina Total (PT) en base seca

obtenido a partir de pencas mermadas de O. ficus-indica fue de 0.58 + 0.14 %, y

para la especie O. robusta fue de 1.25 + 0.18 % (Tabla 4.2). Con los resultados

obtenidos determinamos la siguiente hipotesis: Existe una diferencia entre en el

rendimiento de pectina respecto a la especie de nopal, con una p <0.0075 de

acuerdo con Tukey-Kramer.

Tabla 4.2 Datos para la extracciéon de pectina de dos especies de nopal por triplicado.

UE Pectina
1 0.64
2 0.68
3 0.42
PROM 0.58
4 1.26
5 1.43
6 1.06
PROM 1.25

Especie

OFlI

OFI

OFI

DES.ESTAN 0.14
OR

OR

OR

DES.ESTAN 0.18

De acuerdo a los resultados obtenidos, concordamos con Tripodo et al., 2013, el

cual menciona que la pectina de nopal representa un rendimiento que va desde el

0.6 %. Podemos referir que para obtener 68 gramos de pectina de nopal
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necesitariamos alrededor de 10 kg de pencas mermadas, usando un medio alcalino

en presencia de un agente secuestrante.

Con los resultados obtenidos, podemos mencionar que el tiempo de secado con la
misma temperatura 60 °C de las muestras fue diferente, esto relacionado con el
contenido de humedad de cada una de las muestras: 3.30 h para O. ficus indica y
16 h, lo que sugiere, que O. robusta contiene un mayor porcentaje de humedad
95%, concordando con Torres et al., (2016). Se propone que para disminuir el
tiempo de secado se sugiere aumentar la temperatura para el secado, sin embargo,
debemos estudiar si esto no altera las caracteristicas y propiedades mecanicas de

los componentes. Concluyendo que a menor rendimiento menor tiempo de secado.

El contenido y rendimientos de pectinas en himedo y seco en diferentes especies
de nopal va de 0.13 a 2.14 % en base humedo que equivale a 1.00 a 23.87 % en
peso seco, tomando en cuenta variables como especie, estado de madurez,

temperatura y método de extraccion (Villareal et al.,1963) (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Contenido de PT en diferentes especies de Opuntia spp. El rendimiento reportado para O. ficus-
indica y O. robusta es el obtenido en este estudio (Ros et al., 1996; Bayar et al., 2017; Bayar et al., 2018).

3.5Rendimientos de mucilagos
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Los rendimientos obtenidos con la metodologia mencionada en el presente trabajo
fueron de: O. ficus-indica fue de 0.97 + 0.05% y para O. robusta de 1.5 £ 0.09% con
una diferencia significativa (p <0.000524) (Tabla 4.3). En el presente trabajo se
mejoraron los rendimientos obtenidos por autores como Rodriguez-Gonzélez et al.,
(2011) un rendimiento en peso seco maximo de 0.5 — 0.6%, este se incrementd en
un 0.3 % para O. ficus-indica, sin embargo, un estudio menciona un rendimiento
maximo de mucilago de 6.91% (Felkai-Haddache et al., 2015). Para el tiempo de
secado al igual que la pectina fue de: 3.30 h para O. ficus-indica y 16 h para O.

robusta.

Tabla 4.3 Datos para la extraccién de mucilago de dos especies de nopal por triplicado.

UE Mucilago Especie

1 0.92 OFlI

2 1.02 OFlI

3 0.98 OFlI

PROM 0.97 DES. ESTAN 0.05
4 15 OR

5 1.68 OR

6 1.57 OR

PROM 15 DES. ESTAN 0.09

Como se observa en la Figura 4.3 los rendimientos dependen de la especie, sin
embargo, el porcentaje de rendimientos de O. robusta sobresale por ser el mayor.
(Figura 4.3). Actualmente, la mayoria de los estudios sobre el contenido de mucilago
se realizan en O. ficus-indica, seria recomendable comenzar a estudiar en otras
especies con mayor contenido de fibra soluble donde estan presentes los
compuestos, en O. rubusta el contenido de fibra soluble es de (17.63 %), por lo
tanto, su contenido de hidrocoloides en mayor (Bernardino-Nicanor et al., 2018) (Du
Toit et al., 2018). Con el estudio realizado comprobamos que lo mencionado
anteriormente es una verdadera hipotesis. O. robusta es una variedad de Nopal que
no ha sido domesticado para su venta, es un nopal mayormente encontrado de

manera silvestre.

49



= ==
N B~ OO
—

O\o ‘|’
()
2 T
= 1
§ 0.8 1
O
& 0.6 . .
Porcentaje de Mucilago
0.4 Promedio
0.2
0
o 4 > > @é‘
© &600 db‘é\ ’bg@ &
o
O N\ &
O o

Especie de Opuntia

Figura 4.3 Contenido de mucilago en diferentes especies de Opuntia spp. (Felkai-Haddache et al., 2015;
Vasquez et al., 2018; Lopez-Palacios et al. 2019).

4.4 Grado Esterificacion

En el estudio del grado de esterificacion algunas pectinas pueden estar
parcialmente acetilados (Turquois et al., 1999), debido a esto pueden ser
clasificadas en pectinas de alto o bajo grado de esterificacion. Los hidrocoloides
extraidos fueron clasificados depende su %. Como LDM o pectina de bajo grado de
esterificacion los mucilagos, es decir, que formara un gel idnico en presencia de
calcio o cationes divalentes. Como HDM o pectina de alto grado de esterificacion
las pectinas extraidas, en donde es necesario el control pH. La pectina extraida
puede ser comparada con aquella que es usada comercialmente, la cual es obtenida
de céascara de naranja y tiene un GE de 70.49% (Ramirez-Gavidia et al., 2020)
(Tabla 4.4).

Tabla 4.4 Grado de esterificacion de pectina y mucilago de dos especies de Opuntia.

Muestra Sustitucion Férmula Resultado Clasificacion
OFI-P 4.5ml 71.42% HDM
DM (%) = —— x 100
)= tsmisr1a ™
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OFI-M 0.4ml 12.5% LDM

DM (%) = ——— x 100
)= Sami+28 "

R-P 3.9ml 2% HDM
o DM (%) = —— % __ +100 °8.2%

39ml+ 28
OR-M 0.2 ml 7.14% LDM
DM (%) = ————x 1
(%) 0.2ml+ 2.6 x 100

La importancia del presente estudio es relacionada con la importancia que tiene la
pectina en las caracteristicas biomecanicas del gel, tal como la porosidad, rigidez o
relajacion, permeabilidad y elasticidad, las cuales son factores de gran importancia
para el desarrollo vegetal (Rascon-Chu et al., 2016). Ademas, el GE se vincula con
propiedades del gel como la velocidad para la solidificacion del gel, en donde, los
grupos carboxilos de los &cidos galacturdnicos presentaran un grado variable de
esterificacion con metanol y a su vez pueden estar parcial o completamente

neutralizados por iones de sodio, potasio 0 amonio.

Pectinas de alto metoxilo (HDM) son caracterizadas por tener 50% de los grupos
carboxilos del acido galacturonico del polimero se encuentran esterificados con
metanol. A mayor GE es mayor la temperatura de gelificacion, el pH es entre 2.8 y

3.5 y un contenido de solidos solubles (azucar) entre 60 y 70% (Rankes, 2000).

Pectinas de bajo metoxilo (LDM) son caracterizadas por formar geles en
presencia de iones, a diferencia de la HDM el pH puede ser neutro y la
concentracion de solidos no influye en la formacién del gel, sin embargo, si influyen
en la textura final, la cual se forma con base en una estructura reticular de pectinatos
de calcio (Hui, 1996).

4.5Analisis ATR-FTIR

El ATR-FTIR fue utilizado como herramienta de caracterizacion, debido a que este
ha sido utilizado por afios como instrumento para el estudio de los azucares. Las
muestras de pectina y mucilago liofilizadas fueron colocadas en la celda de ATR sin
ninguna preparacion ni dilucion, se utilizé para procesar los espectros el programa
ORIGIN. La espectroscopia FTIR se ha aplicado ampliamente para determinar si los

grupos funcionales dentro de una estructura polimérica extraida de la parte
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precipitante concuerdan con la espectroscopia de pectina. De acuerdo con la
extraccion alcalina realizada en este estudio y comparada con la realizada por
Goycoolea & Cardenas (2003), Cardenas et al., (2008) y Bayar et al., (2017), el

andlisis FTIR muestra las siguientes vibraciones.
PECTINA FTIR

El FTIR de pectina se realizd con la intencion de confirmar el tipo de extracto
obtenido. De acuerdo a los resultados y comparados con la estimacion del grado de
esterificacion, se confirmo que el precipitante puedo ser llamado pectina, ya que su
patrén de transmitancia concord6é con los espectros de una pectina comercial.
Fueron localizados los principales grupos quimicos en la longitud de onda 1200 y
850 cm? la cual es considerada como la regién de huella digital para los
carbohidratos, lo que sugiere, que el extracto es una pectina, en ambas especies
estudiadas. Para comprobar y estimar su HDM en el nimero de onda 1650 cm™ se
localizaron los grupos carboxilo libres y en el nimero de onda 1800 cm™ los grupos
esterificados. Sin embargo, el nimero de onda 1630 cm™ esta vinculada con el
estiramiento de los iones carboxilato y la relativa banda éster, que es mas intensa

en pectinas de alto grado de esterificacion, como en este caso.

En la Figura 4.4, se realiza una descripcion de la vibracion molecular relacionado

con el nimero de onda.

Se observé una primera vibracién en el nimero de onda 3283 cm involucrados en
los enlaces de hidrogeno intermoleculares e intramoleculares del polimero de acido
galacturénico, relacionada con las vibraciones de estiramiento de los grupos OH,
NH del alcohol y el &cido carboxilico. Una banda que une el éster metilico del 4cido
galacturénico debido a la extension de los grupos hidroxilo se localizé en el nUmero
de onda 2968 cm, correspondiente a la absorciéon de la extensién O-CHs. La
vibracion localizada en 1720 cm™ se relacioné con el estiramiento de los grupos

carboxilo esterificados con metilo C=0O. EIl estiramiento antisimétrico y COO-

simétrico caracteristico de las sales de acidos carboxilicos fueron localizados entre
las bandas 1600 a 1400 cm.
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El nimero de onda 1530 cm™ muestré la presencia de anillos aromaticos, ademas,
indico la presencia de grupos carboxilo que en algunos casos pueden ser originados
a partir de compuestos fendlicos, (Wang et al., 2015). Otras de las vibraciones que
se localizaron entre 1250 a 1140 cm™ relacionados al estiramiento del éter C-O-C
(Canteri et al., 2012). Ademas, se encontré alcoholes secundarios C-O- y
estiramiento C-O- del H en los alcoholes ciclicos (Bayar et al., 2017). Con el
espectro obtenido confirmamos la hipétesis: Las mermas de nopal contienen

pectina de alto grado de esterificacion, las cuales forman geles.
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Figura 4.4 Andlisis FTIR de pectinas de dos especies de Opuntia. a) Vibracion de grupos funcionales, b)
Vibracion en el nUmero de onda.

MUCILAGO FTIR

Para confirmar la identidad del extracto supernadante, se encontré que los
espectros del extracto exhibieron similitudes en su patron de transmitancia con el

de los estandares comerciales de mucilago de Opuntia (Figura 4.5).

El analisis FTIR del mucilago de O. ficus indica y O. robusta realizado en este
estudio, comparado con el realizado en otras especies como O. jonostle, O.
streptacantha, O. tomentosa, O. atropes y O. hyptiacantha muestra que los grupos
funcionales presentes en todos los mucilagos de nopal son: bandas de absorcion a
3500-3200 cm™ que representan los grupos &cido carboxilico -OH involucrados en
el enlace intermolecular como lo menciona Contreras-Padilla (2016). En la vibracion
2975-2919 cm? puede apreciar una banda que esta relacionada con el estiramiento

de los grupos -CH pertenecientes a los grupos piranosa, luego una banda de
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absorcion mas suave a 2850 cm™ que esta relacionada con el estiramiento de los
grupos -CH: de los grupos piranosa del grupo carboxilico (Monroy et al., 2017). Se
muestra la falta de una vibracién de onda a 1749 cm la cual esta ligada al bajo
grado de esterificacién, como lo menciona Rodriguez-Gonzalez et al., (2014) que
indica que los grupos carboxilo estan libres y disponibles para interactuar con
moléculas de agua y esto se traduce en su alta capacidad para absorber agua; asi
como si los carboxilos libres se mezclan con Ca?* en presencia de agua, pueden
formar redes estructurales viscosas. Sin embargo, para O. robusta y O. atropes se
puede identificar una ligera vibraciéon a 1730 cm relacionada con el estiramiento
C=0. Ademas, se encontraron dos bandas a 1593 y 1388 cm! relacionadas con el
estiramiento COO- simétrico y asimétrico, lo que confirma el bajo grado de
esterificacion del mucilago. Finalmente, se encontr6é una banda a 1030 cm-%, debido
a la vibracion de las moléculas de C-O atribuida al estiramiento de los alcoholes
ciclicos secundarios. Las bandas por debajo de 1000 cm™ corresponden a B-D-
glucosa y por debajo de 800 cm™ se atribuyen a vibraciones de los grupos N-H y O-
H (Zhao et al., 2007).
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Figura 4.5 Analisis FTIR de mucilago de dos especies de Opuntia. a) Vibracion de grupos funcionales, b)
Vibracion en el nimero de onda.

45.1 Modelado de molécula

MUCILAGO

De acuerdo a las vibraciones obtenidas en el FTIR, deducimos que la estructura
quimica del mucilago esta considerada como una sustancia amorfa, la cual es
caracterizada por que sus moléculas estan distribuidas de forma igual de aleatoria
qgue en la fase liquida, pero son inmoviles, es decir, estas no siguen una estructura,
la cual suele ser compleja como lo habia mencionado (De Andrade et al., 2021). En
general, existen dos azucares que forman las moléculas de un mucilago, pero en
ocasiones podemos encontrar cinco o mas. Como se observa en el modelado de la
estructura quimica general del mucilago en la Figura 4.6 esta corresponde a
polisacaridos heterogéneos con un alto contenido en galactosa, manosa, glucosa y
derivados de osas (principalmente acidos). Sin embargo, es bien sabido que las
gomas y mucilagos difieren de la pectina en que las unidades de galactosa se

alternan con glucosa y polisacaridos (Dugarte et al., 2020). El mucilago de Opuntia

56



es distinguido como un mucilago acido, el cual es representado por tener derivados
de acidos de osas como acidos carboxilicos, ésteres, anhidridos de acido y amidas,
los cuales le dan la caracteristica mas importante, relacionada con la capacidad de
absorcion de agua para la formacion de disoluciones altamente viscosas y geles no
adherentes. Esto mediante una estructura interna reticular que aloja agua, mediante

el hinchamiento a nivel molecular.

Figura 4.6 Modelado en 2D y 3D de la molécula de mucilago de Opuntia (Elaboracion propia).

PECTINA

La estructura quimica de las pectinas se encuentra compuesta por una mezcla de
polimeros acidos y neutros muy ramificados. Al igual que el mucilago la pectina
tiene la propiedad de absorber una gran cantidad de agua. A continuacion, en la
Figura 4.7 se muestra la estructura principal de la pectina extraida, en donde se
observa la homogalacturona es una cadena lineal de 1,4-aD-acido galactorénico
(AgalD), en el cual algunos de los grupos carboxilos estan metil esterificados,
encontrando con ello esteres metilicos y estéres-o-acetilos. Debido a que dentro de
sus moléculas encontramos polisacaridos pépticos, oligosacéaridos lineales y
ramificados como rhamnogalacturona-l, rhamnogalacturona-Il, a-L-Arabinofuranosil
(Araf) y B-D-Galactopiranosil, la pectina extraida tiene caracteristicas de importancia
industrial para actividades inmunoldgicas, ingrediente funcional en la industria de

alimentos, fuente de fibra dietética y aplicaciones en la industria farmacéutica,
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cosmética. Y recientemente su aplicacibn como membranas biopoliméricas
cicatrizantes, intolerancia a la glucosa y para evitar el crecimiento de cancer de
prostata (Chasquil et al., 2008).
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Figura 4.7 Modelado de la estructura molecular de la pectina de Opuntia (Elaboracién propia).

4.6Gelificacion de formulaciones y caracterizacion TPA

Primeramente, se realizd un descarte mediante una observacion cualitativa de
aguellos tratamientos los cuales no gelificaron, esto con la intencion de descartar y
llegar a la formulacion indicada y final para la elaboracion del medio de cultivo. A
continuacion, se muestra la tabla en donde las variables cualitativas y cuantitativas
estudiadas fueron: facilidad de derrame o soporte estables, color, temperatura de
gelificacion y tiempo de gelificacién y pH inicial, el experimento fue realizado por
triplicado variables de importancia para el desarrollo y germinacion de plantulas de
manera in vitro (Tabla 4.5) (Fig. 4.8).
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Figura 4.8 Concentraciones para formulaciones en laboratorio. a) Formulacién para el tratamiento control, b)

Formulacién de mucilagos y pectinas, c) Formulacion de mucilagos, d) Formulacién de pectinas.

Tabla 4.5 Respuestas de gelificacion de tratamientos.

TRAT

TC
T1
T2
T3
T4
TS5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18

*Las abreviaciones de color hace referencia a: Tr, Transparente con residuos, To, Transparente opaco, Transparente, A, ambar.

FACILIDA
D DE
DERRAME

X X X
X X X

SOPORTE
ESTABLE

Tr
Tr

COLOR

Tr
Tr

Tr
Tr

TIEMPO DE
GELIFICACION

Min.

73 7.3

10 10
8 8

15 15

10 10
8 8
7 7
20 20
20 20

7.3

15
10

20
20

TEMP. DE GELIFICACION

90

80
90

75
75

90
90

75
75

90

80
90

75
75

90
90

75
75

90

80
90

75
75

90
90

75
75

PH INICIAL

5.8
3.7
3.7
5.2
5.6
57
5.6
55
5.6
3.7
3.7
57
57
5.8
5.8
57
57
3.7
3.7
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A continuacion, en la Figura 4.9 se muestra de manera visual la gelificacion y
colorimetria del experimento realizado con pectina. En la Figura 4.10 se muestra la

experimentacion realizada en combinacion con ambos hidrocoloides del nopal, con

la intencién de descartar el tratamiento.

Figura 4.9 Experimentacion para gelificacion con pectina de dos especies de Opuntia. a) TC, b) T1, c) T2, d)
T3,e) T4,) T9, g) T10, h) T11, i) T12.

a) b)

Figura 4.10 Experimentacion de gelificacion con combinacion de pectina y mucilago de dos especies de
Opuntia. a) T17, b) T18.
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En la Figura 4.11 se observan los tratamientos realizados con mucilago de dos
especies de nopal. Ademas, en la Figura 4.12 se realizaron tratamientos con mayor
concentracion el T19 compuesto por OFIM 3.335 g + CaCl2 0.276 g + Sacarosa 1.5
g a 60° C y refrigeracién por 17 h a 10 °C y el T20 compuesto por ORM 3.335 g +
CaCl20.276 g + Sacarosa 1.5 g a 60° C y refrigeracion por 17 h a 10 °C, sin obtener

buenos resultados.

Figura 4.12 Tratamientos realizados con diferentes condiciones y mayor concentracion.

Como observamos en la tabla anterior 10 tratamientos fueron descartados (T1, T2,
T5, T6, T9, T10, T13, T14, T17 y T18) estos tratamientos no son deseables por su
facilidad de derrame y falta de soporte estable lo que es vital para el desarrollo de
la plantula y germinacion de las semillas en la técnica in vitro. Los tratamientos
mencionados tienen en comun que a sustitucion del agar es total, es decir,
totalmente mucilago o totalmente pectina en proporcién de 0.8 %. De igual manera

los tratamientos que no formaron soporte estable son formulaciones en donde se
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hizo una sustitucion parcial del agar en proporciones de 6 % del respectivo
hidrocoloide (pectina o mucilago) + 2 % de agar. Lo que da como resultado que los
hidrocoloides pectina o0 mucilago de pencas mermadas de nopal no son sustitutos
totales del agar. Sin embargo, los tratamientos con soporte estable tienen en comun
una sustitucién parcial del agar en proporciones de 4 % agar + 4 % hidrocoloide o
mayor en proporciones de 6 % agar + 2 % hidrocoloide, sin importar si este ultimo
es mucilago o pectina, estos gelifican. Los hidrocoloides de nopal al ser combinados
con la sustancia correcta y con el tratamiento adecuado de extraccion estos llegan
a formar geles de diferentes caracteristicas (Rodriguez & Sandoval, 2003). Tanto el
mucilago como la pectina con el tratamiento realizado no forman sistemas
coloidales, sin embargo, al hacer la combinacidén con el agar en proporciones de
2%, 4% y 6% se permite formar un efecto sinérgico de ambos polimeros que
modifican sus propiedades mecanicas y funcionales lo que permite formar sistemas
coloidales que en este caso pueden ser usados para el cultivo de plantas in vitro
(Mejia, 2022). Sin embargo, esto también se relaciona con que ambas sustancias
tienen propiedades de retencidbn de agua lo cual es una de las principales

caracteristicas de un gel.

Los mejores tiempos de gelificacidon los observamos en los tratamientos T3, T4, T11,
y T12, los cuales tiende a concluirse que a mayor temperatura de calentamiento la
gelificacion se dara en menor tiempo (Figura 4.11), esto debido a la formacion de
un gel termorreversible los cuales se dan por cambio de temperaturas lo cual
repercute en el agente activante el cual produce un cambio significativo en la
estructura (Lorenzo, 2012). Los hidrocoloides al interactuar con el agua la retienen
mediante enlaces de hidrogeno directos y la formacion de puentes de hidrégeno
entre las cadenas de polisacaridos y el agua, provocando un cambio de estructura
molecular (Nieto, 2014). Sin embargo, en esta tesis proponemos para trabajos a
futuro estudiar el modelo de hidratacion de los polisacaridos el cual esta
relacionado, pero con la velocidad de hidratacion de las moléculas, el azucar
disponible y el pretratamiento de calentamiento como se observo en los
experimentos (Castafieda-Ovando, 2020). La histéresis del agar gelificante se

define por la diferencia entre su temperatura de gelificacion (38°C) y de fusién
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(85°C) (Hickson & Polson, 1968). En la Figura 4.13, podemos observar los graficos
de relacion de temperatura y tiempo para los geles formulados. Muestra un tiempo
menor para gelificar cuando la temperatura estda mas cerca de la ebullicion. Asi, se
ha comprobado que la temperatura de gelificacion esta influenciada por el grado de
metoxilacion del C6 de las agarobiosas presentes en el agar y la forma de puente

de union (Armisén & Gaiatas, 2009).

s Temp

82 4 TC

Min

Figura 4.13 Temperatura y gelificacion para tratamientos realizados.

Para la gama de colores observamos que la escala va de trasparente a color ambar
haciendo referencia a las siguientes tonalidades. Sin embargo, la trasparencia del
agar (TC) lo hace un medio de alta pureza por su gran visibilidad en el crecimiento
de baterias (Ramirez, 2021). El agar identificado como un gel incoloro e insipido es
una variable importante porque para los medios de cultivo in vitro es vital ver la
germinacion y crecimiento de la planta (Oztiirk-Kerimoglu, 2021). Los geles
elaborados con agar, agarosa y pectina a menudo tienen pequefios cambios de
color casi imperceptibles (Matsushima et al., 2002). Transparente (T) en donde se
percata la ausencia de color el cual es identificable para el TC, Transparente con
residuos (Tr) en donde se logra observar residuos de los hidrocoloides agregados,
es decir que estos no fueron disueltos en su mayoria dejando ver partes visibles de
estos en los geles. Posteriormente tenemos el Transparente opaco (To) en donde

él se logra ver un color amarillo que puede nublar la vista para el desarrollo de las
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plantulas, y por Gltimo tenemos el color Ambar (A), en donde el color amarillo nubla

por completo el gel, dificultando la vista para el desarrollo de plantas (Figura 4.14).

TRANSPARENTE
M

Figura 4.14 Colorimetria en diferentes tratamientos formulados.

TRANSPARENTE
CON RESIDUOS
(Tr)

OPACO
(To)

TRANSPARENTE

Para finalizar los tratamientos con mejores condiciones y gelificaciones fueron

seleccionados en donde nueve tratamientos fueron analizados para su
caracterizacion (T3, T4, T7, T8, T11, T12, T15 y T16). Se establece que los

tratamientos seleccionados esta formados por formulaciones con contenidos

iguales 0 menores de agar (Tabla 4.6).

Tabla 4.6 Tratamientos resultantes para caracterizacion.

Tratamiento

Formulacion 0.8%

Caracterizacion

TC
T3
T4
T7
T8
T11
T12
T15
T16

100 agar
50 agar / 50 OFIP
80 agar / 20 OFIP
50 agar / 50 OFIM
80 agar / 20 OFIM
50 agar / 50 ORP
80 agar / 20 ORP
50 agar / 50 ORM
80 agar / 20 ORM

TPA
TPA
TPA
TPA
TPA
TPA
TPA
TPA
TPA
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Las formulaciones fueron realizadas debido a que la textura mayormente utilizada
es la textura muy blanda (0,8 g / 500 ml), debido a la intencién de uso tuvo en el
proyecto (medios de cultivo in vitro) y siguiendo los pasos de dispersion, hidratacion
y disolucién del agar. Existen otros tipos de textura y de eso depende los g de agar
a utilizar, textura blanda 1,5 g / 500 ml, textura dura 5 g / 500 ml, textura muy dura
7 g/ 500 ml (Porto-Muifios, 2017).

Ademas, se dejaron algunos tratamientos en resguardo con la intencion de analizar
posibles usos futuros, en donde se observé el crecimiento de hongos y patégenos
indicios que estos medios sirven para el crecimiento de bacterias y usos

farmacoldgicos y de investigacion (Figura 4.21).

Figura 4.15 Crecimiento de hongos en tratamiento realizado.

4.6.1 Analizador de Textura TPA para propiedades mecanicas.

Figura 4.16 Analisis de texturas de geles.
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Dentro de los polisacaridos naturales como la pectina y el mucilago los grupos
hidroxilo, grupos carboxilo, acetatos, o éster sulfarico o fosforico se encuentran
presentes lo que se ven reflejados en las propiedades mecanicas del gel final. Estas
propiedades son analizadas mediante un TPA (Perfil de analisis de textura) (Figura
4.16), el cual permite obtener siete parametros texturales muy bien correlacionados

con la evaluacion sensorial y de funcionamiento de las formulaciones realizadas.

En la Tabla 4.7 encontramos la media y la desviacién estdndar para cada uno de
los tratamientos realizados. Ademas, se observa que aquellos tratamientos con
mayor porcentaje de agar en su formulacion mantienen una dureza que sobre pasa
el tratamiento control, con una cohesividad estable al igual que su adhesividad y
elasticidad. Sin embargo, presentan una fuerza adhesiva alta, al igual que la
gomosidad. Ambas caracteristicas no son ideales para el desarrollo de medios de
cultivo. Sin embargo, fueron probados. Se menciona que la gelificacion del agar
ocurre solo por su contenido de agarosa que se produce exclusivamente por enlace
de hidrogeno (Armisén & Gaiatas, 2009), las moléculas de agar se convirtieron de
espiral aleatoria en doble hélice al principio cuando la solucién de agar se enfrid,
luego se reunid la doble hélice y genero el gel duro con gel con mas enfriado (Zhang
et al.,, 2014). Si bien, el agar no necesita otra sustancia para gelificarse, la
sustitucion parcial de esta en el presente proyecto fue exitosa, pues se crearon
“geles fisicos™ y geles con presencia de cationes. Geles fisicos significa que estos
geles acuosos se formaron por la agregacion de las moléculas de polimero a través
de enlaces de hidrégeno, y la reversibilidad es la caracteristica principal. En el caso
de los geles formados con cationes nos encontramos ante geles totalmente

irreversibles que no se funden por calentamiento.

Los geles disefiados y formulados crearon redes internas con diferentes
caracteristicas que fueron estudiadas con el siguiente TPA. A continuacion, se

muestra analisis estadistico detallado para cada una las variables a estudiadas.
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Tabla 4.7 Tabla de condensacion de resultados obtenidos para el estudio TPA para cada tratamiento.

Tratamiento

Unidad de

TC

T3

T4

T7

T8

T11

T12

T15

T16

Valores con distintos superindices presentan diferencias significativas. TC: 100agar, T3: 50 agar/500fip, T4: 80agar/200fip, T7: 50agar/500fim, T8: 80agar/200fim, T11: 50agar/500rp, T12:

medida

Dureza

96.33 £ 0.07¢

72.0 £ 0.86

163.33 £ 0.70°

44.33 £ 1.44"

225.33 £2.82°

54.16 + 0.359

133.66 + 3.21¢

33.83 + 3.88

333.16 + 2.47°2

a) DUREZA

Dureza Ciclo 2

30.16 + 1.41°

23.0 £ 3.53

41.50 + 1.06¢

1500

99.66 + 0.70%

17.83 +0.28"

71.50 £ 0.5°

20.33 £ 1.449

60.83 + 0.70°

Cohesividad

0.35+0.16%

0.11 + 0.03¢

0.29 +0.16%

0.30 +0.272

0.33+0.13%

0.27 +0.05%

0.28 + 0.14%

-0.20 + 0.55°

0.18 + 0.005°

Fuerza
Adhesiva

g/cm2

5.0 £0.70°

5.33 + 1.06°

6.33 +3.01°

3.0+1¢

6.83 £ 0.70°

4.0 £ 0.5%

5.5+1.32°

4.5+1.32°

10.6 £ 1.412

80agar/20orp, T15: 50agar/50orm, T16: 80agar/20orm.

Adhesividad

Mj

0.05 +0.03?

0.09+0.04%

0.05+0.03%

0.05+0.04%

0.10+0.06%

0.06 +0.01%

0.06 +0.01%

0.11+0.05%

0.06 +0.01%

Gomosidad

64.40 + 0.88°

32.36 +1.13¢

52.2+9.26°

19.76 + 4.45°

145.53 + 14.56%

37.5+0.92°

110.4 + 35.63%

-18.7 £ 0.49°

150.03 + 6.292

Elasticidad

1.87 £0.042

1.48 £0.21°

152 +0.12¢

1.03 +0.27"

1.53 +0.01¢

1.59 £0.13°

1.47 £0.14°¢

1.20+0.11°

1.73+0.08°

La dureza es la propiedad relativa a la fuerza requerida para deformar el alimento o

para hacer penetrar un objeto en él, lo cual es importante para la penetracion de

semillas o partes de la plantula en el gel o medio de cultivo. Ademas, la dureza es

definida como la fuerza minima en g/cm2 a declinar sobre la estructura del Agar.

Este es un control fisicoquimico para caracterizar la dureza del agar. Los resultados

de dureza permitieron denominar a estos agares “medios blandos” (<36 g/cm2),

“medios semiduros” (70 a 200 g/cm2), “medios duros” (>200 g/cm2) (Qiao et al.,
2022).

ElI TC tiene una media de 96.3 GPa de dureza tratamiento conformado por un 100%

agar. el T11, T15, T3y T7 se encuentra por debajo de esta media, podemos decir
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que la sustitucién parcial del agar en porciones del 0.4 %, es decir, 0.4 % del total
mucilago o pectina de cualquier especie de nopal mas 0.4 % de agar, disminuye la
dureza del gel. Sin embargo, el unico tratamiento que tiene una dureza menor a 50
GPa es el T15, el cual esta constituido por 0.4 % agar y 0.4 % mucilago de la especie
robusta, lo que nos indica que el mucilago de esta especie suele brindarle menores
caracteristicas de dureza. Los tratamientos que se encuentran por encima de la
media son T12, T4, T16 y T8, tratamientos en donde se disminuye la proporcion de
hidrocoloides de nopal. en estos ultimos la proporcion es de 0.6 % agar mas 0.2 %
del hidrocoloide de nopal. Se observa, que el tratamiento T16 seguido del
tratamiento T8, los cuales estan compuestos por 0.6 % agar y 0.2 % mucilago de
Su respectiva especie son los que mas dureza aportan al gel, es decir, su uso puede
ser llevado a areas como la industria de alimentos. Realizando la prueba ANOVA
de una via con una F de 24.08, ademas de la prueba Tukey Kramer se observa que
todas las medias de los tratamientos son diferentes, rechazando con ello la hipétesis

nula y aceptando la hipotesis alterna donde todos los tratamientos son diferentes.

De acuerdo al método utilizado se lograron activar las caracteristicas gelificantes de
la pectina, esto debido a la conveniente ebullicion lenta y progresiva en donde esta
se hidrat6 correctamente, obteniendo con ello la gelificacion durante el proceso de
enfriado. Cuando el agar es combinado en mismas proporciones la dureza tiende a
estar en el rango para generar un soporte estable (30 — 180 GPa). Al utilizar el agar
en mayor proporcion con la pectina de Opuntia spp. la dureza incrementa a niveles
entre los 130 a 165 GPa. Y cuando el agar es combinado en mayor proporcién con
mucilago de Opuntia spp. la dureza incrementa en niveles mayores a los 220 GPa.
Segun el analisis realizado, la formulacién de mucilago para su gelificacion contiene
una concentracion de calcio, en donde el calcio interactia de manera ionica con los
grupos carboxilicos del acido galacturénico que forman cadenas, es decir, la
concentracion de calcio utilizada influyé en incrementar la dureza de la solucién
influyendo asi en la conformacién de la cadena al disminuir la participacion de
puentes de hidrogeno durante la formacion de gel (Braccini y Pérez, 2001; Rascon-

Chu et al., 2015). Ademas, se indica que la pectina de Opuntia spp. tiene menores
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caracteristicas para brindar dureza en los geles, lo que facilitaria la absorcién de

nutrientes y agua por parte de las semillas.

b) DUREZA CICLO 2

El TC tiene una dureza en el ciclo dos (C2) de 30.1 g. Las muestras que resultan
por debajo de este son el T1l, T15, T3 y T7 formulaciones compuestas por
porcentajes de 0.4 % hidrocoloide de nopal y 0.4 % agar. Lo que se vincula con la
sustitucion parcial del agar, lo cual ofrece caracteristicas con menor grado de dureza
tanto en el primer ciclo como el segundo. Sin embargo, la gelificacion se mantiene
dando un soporte estable. Los tratamientos T12, T16, T4 y T8 son los tratamientos
gue resultan con mayor dureza en el ciclo dos, estos son los que se encuentran
conformados por 0.6 % agar y 0.2 % del respectivo hidrocoloide de nopal.
Concordando con el factor dureza las métricas se mantienen. El T8 resulta con ser
el que mayor dureza mantiene, a comparacion del T16 que a pesar que en el factor
dureza era uno de los de mayor grado, esta tiene una disminucién importante. Se
Realizo un ANOVA de una via con nivel 0,5, las medias de las poblaciones tienen
una diferencia significativa del valor F 6,94. Y una comparacion de medias con

Tukey, resultando en que todas las medias son diferentes.

c) COHESIVIDAD

La cohesividad es la propiedad relativa al grado de deformacion de un producto
antes de romperse, lo cual es importante para mantener un soporte estable en
la planta. La relaciébn entre las areas de fuerza positiva de la segunda
compresién a la primera compresion se conoce como cohesividad, esto
determina qué tan homogéneo es y cuanto se puede deformar antes de
romperse. Para un medio de cultivo estable y funcional, la cohesion puede
oscilar entre 0,35 y 0,42 N (Singh et al., 2013). El TC dentro del factor de
cohesividad tiene una media de 0.35 N. El T15 resulto el que menor grado de
cohesividad reportada, esto debido a que como se habia mencionado el

hidrocoloide mucilago de la especie O. robusta es el que menor grado de dureza
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aporta (50 GPa) y esto repercute en la baja cohesividad. Es importante
mencionar que un grado menor de cohesividad en un agente gelificante es una
cualidad de mejor calidad. Ademas, el grado de metilacion tiene un papel
importante en la firmeza y cohesion de los tejidos vegetales, la reduccion del
grado de metilacion tiene como consecuencia un aumento de la cohesién, como
sucede en el mucilago (Gilabert, 2001). Podemos ver que ninguno de los
tratamientos o formulaciones realizadas llega a tener la alta cohesividad que
maneja el TC, es decir, las formulaciones realizadas mejoran esta caracteristica
para el agente gelificante agar, tomando como base que una baja cohesividad
mejor calidad para el agente gelificante, el rango maximo de cohesividad
aceptable para los medios de cultivo es de 0.40 N (Maldonado y Singh, 2008).
Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos, podemos observar que la
sustitucion parcial del agar por hidrocoloides de nopal disminuye la cohesion de
los geles, esto podria atribuirse a que los poros de las estructuras esqueléticas
porosas tienden a ser mas grandes y menos densos. atributo que indica una
union interna del gel realizado, permitiendo con ello un mejor movimiento de las
moléculas de agua lo que permite una mejor absorcibn de esta para la
germinacion de las semillas en los medios de cultivo de tejidos (Banerjee et al.,
2013; Zhang et al., 2014). Ademas, se realizé un ANOVA con un valor f de 0.70,
lo que muestra que no existe una diferencia significativa entre los tratamientos,
debido a que estas son menores al TC. El uso de un estadistico Tukey nos
muestra que a pesar que las medias se acercan a la media del TC no existe

diferencia significativa con valor p 0.5.

d) FACTOR FUERZA ADHESIVA

La fuerza adhesiva es definida como la presion en grs/cm? de superficie, que resiste
un gel, lo cual es impoértate para mantener un soporte estable a temperatura
ambiente en los medios de cultivo. El agar es considerado un adhesivo vegetal en

su estado humedo, debido a que las moléculas de agua también tienen la capacidad
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de pegarse a muchos tipos de sustancias. El TC tiene una fuerza adhesiva de 5
g/cm? refiriéndose esto a una fuerza adhesiva media, sin llegar a ser un pegamento
(Moreno et al., 2022). Ademas, se menciona que la fuerza adhesiva debe estar en
un parametro de 5 a 15 g/cm2 para mantener la estabilidad sin ser una cualidad
negativa (Arham et al., 2018). Resultando con el analisis el T16 supera por el doble
al TC dandonos como referencia que agregar el mucilago de la especie O. robusta
en proporciones de 0.6 % agar y 0.2 % incrementa la fuerza, relacionado con las
variables anteriores vemos que este tratamiento tiende a tener una mayor dureza lo
que repercute en la fuerza. Vinculando lo anterior a que, es posible deducir, que la
fuerza adhesiva depende de la relacion entre los contenidos de amilosa y
amilopectina, es decir, a mayor contenido de amilosa, puede significar una mayor
fuerza adhesiva (Orofio, 2006). En lo que se infiere que mezclar agar y mucilago
tiene a crear un solido duro y fuerte. Resultando que esta formulacion podria servir
como referencia para productos como alimentos o productos en la industria de la
construccion que necesitan una fuerza adhesiva de mayor grado. Ademas, se
realizé un ANOVA de una via el cual nos indica que las medias de los tratamientos
no son diferentes con un valor F de 1.15, esto debido a la comparacién por grupos
realizada. Ademas, se realiz6 una prueba Tukey para comparacion de medias,

confirmando que no existen diferencias significativas.

e) FACTOR ADHESIVIDAD

La adhesividad es definida como una propiedad fisica, relacionada con la fuerza y
el trabajo necesarios para resistir la fuerza de atraccién de una superficie. Es una
caracteristica que depende la industria y el uso del gel puede ser deseada o no, por
ejemplo desea pegar dos superficies juntas, adherencia de los recubrimientos y
peliculas o la sujecion de cintas adhesivas y médicas. También puede ser
indeseable, ya que es un problema importante en la industria alimentaria,
especialmente en las industrias de panaderia y confiteria, donde puede causar

considerables dificultades durante el procesado. La adhesividad tiene parametros
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de 0a 0,12 MJ alocal en el rango de bajo. Sin embargo, la mayoria de los hidrogeles
duros existentes tienen una adhesion superficial débil, o los hidrogeles altamente
adhesivos tienen una baja resistencia mecanica. Sigue siendo un desafio de larga
data desarrollar hidrogeles con propiedades altamente mecanicas y adhesivas
(Zheng et al., 2020). El TC tiene una media de adhesividad de 0.05 Mj la cual se
cataloga como una baja adhesividad. Los tratamientos T7 y T4, muestran una
media similar al TC, lo que se vincula con el uso de la especie O. ficus-indica, la
cual nos indica que esta especie no aporta mayor adhesividad a la formulacién. El
tratamiento T15 resulta con una mayor adhesividad. Sin embargo, el valor del T15
no es un valor que afecte de manera continua el crecimiento y desarrollo de las
plantulas. Los valores de los tratamientos entran en los rangos de 0.5 a 0.11, lo que
nos refiere que todas las formulaciones tienen propiedades mucho-adhesivas,
abriendo la posibilidad para su uso en la industria farmacéutica (Sanchez-Cardos,
2018). Ademaés, se realiz6 un ANOVA de una via, el cual nos indica que no existe
una diferencia significativa debido a su comparacion entre grupos. Sin embargo, en
su analisis individual vemos que si existe una diferencia minima. Ademas, se realizo
un analisis Tukey para la comparaciéon de medias muestra que estas no se

encuentran alejadas de manera extrema de la media del TC.

f) FACTOR GOMOSIDAD

La gomosidad es una propiedad mecanica, definida como el producto de dureza por
cohesividad. En la cual el agar TC es definida como una gelatina o producto
gelatinoso. los parametros pueden variar desde menos de 4 hasta mas de 150 g,
dependiendo y ligado a la fuerza y cohesividad y al material (LOpez-Ramirez et al., 2020),
para agar el rango maximo es de 274,46 g (Diop et al., 2022). El TC tiene una media para
el factor gomosidad de 64.40 (g) referido como un valor que tiene falta de pastosidad
en la muestra (Maldonado y Singh 2008)., El T16 sobre pasa este valor, lo que nos
indica que el mucilago de la especie O. robusta al ser combinado en proporciones
menores con el agar genera una especie de goma que le brinda una caracteristica

particular a la formulacion. El T15 en donde el agar es combinado en proporciones
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del 0.4 % agar mas 0.4 % mucilago brinda una caracteristica totalmente diferente
bajando la gomosidad hasta el punto de desaparecerla, teniendo el mismo resultado
con combinaciones similares de la especie O. ficus-indica. Coincidiendo que, si la
formulacion tiene una proporcién de hidrocoloide de nopal ya sea mucilago o pectina
igual a la proporcion de agar, la gomosidad es baja respecto al TC. Lo que beneficia
al agente gelificante ya que menor gomosidad, mejor calidad de agente gelificante.
Y de manera contraria a menor proporcion de hidrocoloide de nopal y mayor
proporcién de agar la gomosidad resulta mayor, lo cual brinda caracteristicas
diferentes para su usé en producto de indole alimentaria. Ademas, se realizé un
ANOVA, el cual confirma una diferencia significativa entre los tratamientos, (p<0.05)

con un valor F 7.67.

g) FACTOR ELASTICIDAD

La elasticidad propiedad de la textura relativa a la rapidez de recuperacion de la
deformacion después de la aplicacion de una fuerza y al grado de dicha
recuperacion. El agar es catalogado como un material reversible, es decir que
adquiere rigidez y en pocos casos elasticidad, por esta caracteristica es ocupado
en la industria de materiales de impresion bucal. El agar se clasifica como un
material reversible, es decir que adquiere rigidez y en pocos casos elasticidad, por
esta caracteristica se utiliza en la industria de materiales de impresion oral, los
parametros pueden variar de 0 a 2 Kpa (Teng et al., 2018). ElI TC tiene una
elasticidad de 0.79 Kpa, lo cual se refiere a una elasticidad entre el rango
mencionado, valor conveniente para la reproduccion de plantas in vitro, debido a
que al ser una elasticidad alta podria afectar el desarrollo y crecimiento de planta
por su dificultad para ser retirado de la planta, se observa que cualquier tratamiento
baja esta propiedad, es decir disminuye el valor, lo que resulta en que los
hidrocoloides presentes en las mermas de nopal mejorar la calidad del medio de
cultivo. EI T7 y T15 las cuales las formulaciones se encuentran con una sustitucion

parcial del 0.4 % mucilago (del respectivo nopal) + 0.4 % agar, tienden a ser las que
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menor valor tienen. Podemos decir que el mucilago contiene un alto contenido de
agua lo que hace que la viscosidad se eleve y la elasticidad disminuya. Se realiz6
un ANOVA de una via en donde a pesar que no existe una diferencia significativa,
se observa en el analisis individual que los tratamientos tienen valores relativamente
bajos a comparacion del TC Ademas, un analisis TUKEY de las medias, en donde

se observa que todas las medias son mas bajas que el TC.

4.7Medios de cultivo

Los tratamientos seleccionados para el desarrollo de pantas in vitro fueron el T3,
T4,7T7, T8, T11, T12, T15, T16. Tratamientos seleccionados por su caracterizacion

TPA la cual pudo ser comparada con el TC (Figura 4.17).

Figura 4.17 Protocolo para la micropropagacion in vitro de semillas de Orchidae cattleya.
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En la tabla 4.8 podemos ver que se realiz6 la incubacion de los medios de cultivo
para la germinacion de semillas, tomando como referencia dos variables con luz y
sin luz, esto debido a la diferencia encontrada en las referencias sobre las
condiciones de mantenimiento para germinacion de semillas in vitro, alcanzando los
siguientes resultados a 5, 10 y 15 dias después de su colocacién en condiciones
Optimas. El tratamiento T3 y T11 presentan una germinacion en menor cantidad de
dias que el TC, sin importar las condiciones de luz u oscuridad. Ademas, se observa
gue el TC se mantiene en germinacion a los 15 dias, sin que las plantulas generen
un crecimiento. Sin embargo, en el T3, T11 y T12 se observa que las semillas
germinan y comienzan su crecimiento después de 5 dias de evaluacion lo que indica
una bioestimulacién por parte del complemento formulado. El tratamiento T3 tiene
un mayor crecimiento a partir de 10 dias sin importar las condiciones en las que

estas se encuentren

Tabla 4.8 Resultados de germinacién a 5, 10 y 15 dias en diferentes condiciones.

TRATAMIENTO CONDICIONES DE LUZ CONDICIONES DE OSCURIDAD
DIAS GERMINACION

5 10 15 5 10 15
TC X G G X G G
T3 G Cc C G C C
T4 X X X X X X
T7 X X X X X X
T8 X X G X X G
T11 G C X G C X
T12 X G C X G C
T15 X X X X X X
T16 X X X X X X

*G= GERMINO, C= CRECIMIENTO DE PLANTULA, X= Nula germinacion o crecimiento TC: 100agar, T3: 50 agar/500fip, T4: 80agar/200fip, T7:50agar/500fim, T8:

80agar/200fim, T11: 50agar/500rp, T12: 80agar/20orp, T15:50agar/500rm, T16:80agar/20orm.

Figura 4.18 Germinacién y crecimiento de plantas en condiciones de luz y oscuridad.
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El efecto del medio de cultivo en la germinacion asimbiética de semillas de Orchidae
Cattleya en los nueve tratamientos evaluados, fue, en promedio del 53.33 % (Tabla
4.9). E decir que hubo una diferencia significativa entre los tratamientos, mostrando
que algunos de ellos como el T7, T8, T15 y T16 los cuales estan compuestos en
diferentes proporciones por agar y mucilago no dieron una respuesta positiva a
ninguna de las variables estudiadas, descartando con ello la hipotesis planteada “El
mucilago del Opuntia ficus-indica u Opuntia robusta extraido de pencas mermadas
sirve como agente gelificante en los medios de cultivo in vitro™ (Figura 4.18). Sin
embargo, con el estudio realizado rescatamos que las formulaciones planteadas en
los tratamientos seleccionados conformados con mucilago y agar tienen la
factibilidad de formar geles y soportes estables, los cuales pueden ser utilizados en
otras industrias como la cosmética, médica o alimentaria por sus caracteristicas

mecanicas.

Tabla 4.9 Efecto del medio de cultivo en el porcentaje de germinacion, formacién de protocormos, raices y
hojas.

Porcentaje Formacién . .
Formacién Formacién
de de . ;
. - de raices de hojas
germinacion protocormos

TC 50 - - -

T3 100 66.66 66.66 33.33

T4 33.33 33.33 16.66 16.66

T7 - - - -

T8 - - - -
T11 66.66 66.66 66.66 16.66
T12 16.66 16.66 - -
T15 - - - -
T16 - - - -

Prom. 53.33 45.8275 49.99333333 16.66
Des. 28.67596764 21.65015401 23.57022604 0

estan
*Evaluacién realizada a los 15 dias cultivo.

Los tratamientos seleccionados por su capacidad de germinacién, formacion de
procormos, raices y hojas son los tratamientos 3, 4, 11 y 12. Los cuales se
encuentran formados por pectina y agar en proporciones del 50 % y 20 %. Dando
como resultado una afirmacion positiva para la hipotesis “La pectina del Opuntia
ficus-indica u Opuntia robusta extraido de pencas mermadas sirve como agente

gelificante en los medios de cultivo in vitro™. Al comparar la respuesta obtenida en
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los diferentes tratamientos, observamos que el T3 resulta ser una opcién mejorada
del TC, bioestimulando la germinacién, formacion de protocormos, raices y hojas en

el desarrollo in vitro de Orchidae Cattleya (Figura 4.19).

Figura 4.19 Resultados de tratamientos funcionales.

4.7.1 Evaluacion del mejor tratamiento

Figura 4.20 Evolucion del mejor tratamiento.

77



El tratamiento T3 conformado por 50 % agar + 50 % OFIP, resulta un producto
novedoso y bioestimulante para las semillas, el cual comparado con el TC mejora
desde la germinacion hasta el desarrollo de la plantula, disminuyendo tiempos.
Existen estudios donde el crecimiento in vitro de Orchideas se evallan desde 27
dias teniendo una respuesta de germinacion del 62.43 % hasta después de 4

semanas de su siembra (Ruiz et al., 2008; Salazar-Mercado, 2012) (Figura 4.20).

4.7.2 Anélisis Estadistico del mejor tratamiento VS tratamiento
control

Para finalizar la comprobacion de hipétesis se realiz6 un estudio fenologico del
mejor tratamiento (T3) vs el TC, en donde las variables evaluadas fueron el nimero
de hojas (NH), numero de raices (NR), longitud de la raiz (LR), altura plantula (AP),
ancho de la hoja (AH) y longitud de la hoja (LH) después de 4 semanas de su
siembra in vitro (Tabla 4.10), esto con ayuda de un milimetro y el uso de hojas

milimétrica para establecer medidas exactas (Figura 4.21).

Tabla 4.10 Tabla de respuestas fenoldgicas.

VARIABLE TC T3

NH 2 1 1 4 4 3
NR 1 1 1 6 5 3
LR 15 1.6 15 2.5 2.7 2.4
AP 4.2 4.0 3 6.16 6.2 5.55
AH 5 A4 5 .6 7 g
LH 1.1 1.0 1.19 1.8 1.6 1.2

Figura 4.21 Método de medicién de plantulas.
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NUMERO DE HOJAS (NH)

El TC tiene un promedio 1.33 con una varianza de 0.33, en comparacion con el T3
que tiene un promedio de 3.66 con una varianza 0.33 ambas con un nivel de
significancia de 0.05 obtenemos una suma de cuadrados total (SST) de 9.5,
mientras que la varianza del tratamiento queda en 8.16 y la varianza del error en
1.33 y con una F calculada de 24.5 y una F tablas de valor critico 7.70 (Tabla 4.11),
por lo tanto, sabemos que F calculado es mayor que F de tablas aceptando la Hila
cual es referida a que existe una diferencia significativa entre los tratamientos
(Figura 4.22). En donde el T3 se observa como bioestimulador para el crecimiento
y generacion de pantas, vinculando esto a una mayor sintesis de azlcares mediante
la fotosintesis, debido a la cantidad de estos presentes en la pectina del Opuntia
ficus-indica (Botero et al., 2008) y a la gran cantidad de agua presente en el gel del
T3 que puede ser absorbida debido a que tiene una menor dureza que el TC (72.0
<96.33).

[-m-TC|

[-m- T3]
1 1 T
2.5- |
= 0
2.0 - u
™
8 1.5+ -
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A

Figura 4.22 Andlisis estadistico del TC y el T3 para el nimero de hojas.

Tabla 4.11 ANOVA para el nimero de hojas
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RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 4 1.33  0.33333
Columna 2 3 11 3.66  0.33333

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio

. I Suma de Probabi  Valor critico
Origen de las variaciones de de los F .
cuadrados . lidad para F
libertad  cuadrados
0.00776

Entre grupos 8.167 1 8.167 24.5 26 7.7086474
Dentro de los grupos 1.333 4 0.333
Total 9.5 5

NUMERO DE RAICES (NR)

El TC tiene un promedio 1 con una varianza de 0, en comparacion con el T3 que
tiene un promedio de 4.25 con una varianza 2.25 ambas con un nivel de significancia
de 0.05 obtenemos una suma de cuadrados total (SST) de 26, mientras que la
varianza del tratamiento queda en 19.25 y la varianza del error en 6.75 y con una F
calculada de 14.25 y una F tablas de valor critico 6.60 (Tabla 4.12), por lo tanto,
sabemos que F calculado es mayor que F de tablas aceptando la Hi la cual es
referida a que existe una diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 4.23).
Se observa que el crecimiento de raices en el T3 de manera bioestimulante
formando raices primarias y laterales, en donde la raiza primaria crecié hasta 2.5
cm buscando agua y nutrientes los cuales son proporcionados en el gel, podemos
vincular la respuesta bioestimulante para el crecimiento de raices a la gran cantidad
de nutrientes presentes no solo por la presencia de pectina, si no del agua de coco
y el carbon activado. Sin embargo, estos ultimos estuvieron presentes en el TC sin

obtener la misma respuesta.
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Figura 4.23 Analisis estadistico del TC y el T3 para el nUmero de raices.
Tabla 4.12 ANOVA para el nimero de raices
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 3 1 0
Columna 2 4 17 4.25 2.25
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Promedio Valor
las Sumade  Grados de de los critico
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos 19.25 1 19.25 14.25 0.01 6.60
Dentro de
los grupos 6.75 5 1.35
Total 26 6

LONGUITUD RAICES (LR)

El TC tiene un promedio 1.53 con una varianza de 0.003, en comparacion con el T3
que tiene un promedio de 2.53 con una varianza 0.023 ambas con un nivel de
significancia de 0.05 obtenemos una suma de cuadrados total (SST) de 1.55,
mientras que la varianza del tratamiento queda en 1.5y la varianza del error en 0.05

y con una F calculada de 112.5 y una F tablas de valor critico 7.70 (Tabla 4.13), por
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lo tanto, sabemos que F calculado es mayor que F de tablas aceptando la Hi la cual

es referida a que existe una diferencia significativa entre los tratamientos (Figura

4.24). La longitud de las raices puede relacionarse con el contenido de flavonoides

en la pectina que mejoran la disponibilidad del oxido nitrico, el cual afecta

directamente a las células madres responsables del crecimiento de la raiz de las
plantas (Abrajan, 2008; Mufioz, 2014).
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Figura 4.24 Andlisis estadistico del TC y el T3 para la longitud de raices.
Tabla 4.13 ANOVA para la longitud de raices.
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 4.6 1.53 0.003
Columna 2 3 7.6 2.53 0.02
ANALISIS DE VARIANZA
Grados Promedio de
Origen de las Suma de de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1.5 1 1.5 112.5 0.00 7.70
Dentro de los
grupos 0.05 4 0.013
Total 1.55 5

ALTURA PLANTULA (AP)
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El TC tiene un promedio 3.73 con una varianza de 0.41, en comparacién con el T3
que tiene un promedio de 5.97 con una varianza 0.13 ambas con un nivel de
significancia de 0.05 obtenemos una suma de cuadrados total (SST) de 5, mientras
que la varianza del tratamiento queda en 1 y la varianza del error en 4 y con una F
calculada de 27.48 y una F tablas de valor critico 7.70 (Tabla 4.14), por lo tanto,
sabemos que F calculado es mayor que F de tablas aceptando la Hi la cual es
referida a que existe una diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 4.25).
De acuerdo a la experimentacion podriamos decir que un factor importante para el
crecimiento de las plantas fueron los fotoperiodos de luz en los que se mantuvieron,
ya que esto proporcidon mayor niamero de horas luz haciendo que estas crecieran
de manera mas rapida. Ademas, podemos vincular el crecimiento de las plantulas
con la disponibilidad de nutrientes y agua presentes en la formulacion realizada,
debido a la baja dureza que facilita la movilidad y absorcion de estos por las raices
(Paredes et al., 2022).

TC
T3

Figura 4.25 Andlisis estadistico del TC y el T3 para la altura de la plantula.

Tabla 4.14 ANOVA para la altura de la plantula.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 11.2 3.73 0.41
Columna 2 3 17.91 5.97 0.1327

ANALISIS DE VARIANZA
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Origen de Grados  Promedio Valor

las Suma de de de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre
grupos 7.50 1 7.50 27.48 0.00 7.70
Dentro de
los grupos 1.09 4 0.27
Total 8.59 5

ANCHO HOJA (AH)

El TC tiene un promedio 0.46 con una varianza de 0.003, en comparacion con el T3
que tiene un promedio de 0.66 con una varianza 0.003 ambas con un nivel de
significancia de 0.05 obtenemos una suma de cuadrados total (SST) de 5, mientras
gue la varianza del tratamiento queda en 1y la varianza del error en 4y con una F
calculada de 18 y una F tablas de valor critico 7.70 (Tabla 4.15), por lo tanto,
sabemos que F calculado es mayor que F de tablas aceptando la Hi la cual es
referida a que existe una diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 4.26).
El tamafio de las hojas esta determinado por la diferencia de temperatura entre la
planta y el entorno durante el dia y la noche. Sin embargo, a pesar que vemos una
diferencia entre los tratamientos, analizando los datos por separado la diferencia

entre ellas no suele ser grande.

e TC
" T3

TC
T3
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Figura 4.26 Analisis estadistico del TC y el T3 para la anchura de la plantula.

Tabla 4.15 ANOVA para la anchura de las hojas.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 14 0.46 0.00
Columna 2 3 2 0.66 0.00

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados Promedio

las Suma de de de los Valor critico
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos 0.06 1 0.06 18 0.01 7.70
Dentro de
los grupos 0.01 4 0.00
Total 0.07 5

LONGUITUD HOJA (LH)

El TC tiene un promedio 1.09 con una varianza de 0.009, en comparacion con el T3
gue tiene un promedio de 1.53 con una varianza 0.09 ambas con un nivel de
significancia de 0.05 obtenemos una suma de cuadrados total (SST) de 5, mientras
que la varianza del tratamiento queda en 0.28 y la varianza del error en 0.20 y con
una F calculada de 5.58 y una F tablas de valor critico 7.70 (Tabla 4.16), por lo tanto,
sabemos que F calculado es mayor que F de tablas aceptando la Hi la cual es
referida a que existe una diferencia significativa entre los tratamientos (Figura 4.27).
Al igual que la variable anterior la longitud de las hojas pueden vincularse con los
fotoperiodos establecidos y la gran cantidad de luz recibida. Analizando de manera
individual los datos se observa una poca diferencia entre los tratamientos,
concluyendo que el T3 no es bioestimulador ni catalizador en estas dos Ultimas

variables estudiadas.
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Figura 4.27 Andlisis estadistico del TC y el T3 para la longitud de hojas.
Tabla 4.16 ANOVA para la longitud de hojas.
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 3.29 1.09 0.00
Columna 2 3 4.6 1.53 0.09
ANALISIS DE VARIANZA
Grados Valor
Origendelas  Suma de de Promedio de critico
variaciones  cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.28 1 0.28 5.58 0.07 7.70
Dentro de los
grupos 0.20 4 0.05
Total 0.49 5

5. Conclusiones

A pesar, gue la sustitucion de agar se ha realizado durante varios afos, el uso de
pectina de nopal no habia sido probado para el tema de la biotecnologia. Con los
resultados obtenidos y confirmando la hipétesis propuesta, se observa un camino
hacia la innovacién tecnolégica con materia prima desechada que puede ser

aprovechada y revalorizada para su usé en industrias con potencial econémico
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mayor que para los fines anteriormente propuestos. Ademas, se propone abrir
lineas de investigacion con el uso del producto formulado para la micropropagacion
in vitro de diferentes especies y plantas de importancia econémica. Es importante
estudiar a profundidad los componentes bioestimulantes en las variables de nimero
de hojas, numero de raices, altura de la plantula y la longitud de raices, para
confirmar el tipo de flavonoides, nutrientes o contenido de agua en el gel realizado.
A pesar, de solo poder rescatar una plantula para su crecimiento ex vitro a
continuacion se muestra los resultados obtenidos a 6 meses de produccion in vitro
(Figura 5.1).

Figura 5.1 Aclimatacién ex vitro de plantula y crecimiento.
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ANOVA variable dureza.
- ANOVAOneWay (15/06/2022 13:55:14)
« Notes -]
« Input Data |
= Descriptive Statistics ~|
N Analysis = N Missing Mean Standard Deviation = SE of Mean
tc 3 0 83 26.26688 1517674
t3 3 0 8533333 12.00347 6.93021
t4 3 0 128 55.3805 31.97395
t7 3 0 3433333 18.08545 10.44164
t8 3 0 158.66667 58.04596 33.51285
t11 3 0 58.5 8.26136 4.7697
t12 3 0 167 32.04684 18.60225
t15 3 0 33.83333 18.536 10.70177
t16 3 0 32816667 27.71432 16.00087
- ANOVA  ~|
= Overall ANOVA -~
DF  Sum of Squares Mean Square | F Value Prob=F
Model 8 209901.12063 26237.6412 24.08248 4.20219E-8
] Error| 18 19610.83333 1089.49074
Total| 26 2289511.96296
Mull Hypothesis: The means of all levels are equal.
1 Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
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ANOVA variable dureza en un segundo ciclo.

I ANOVAOneWay (15/06/2022 14:16:24)
* Notes -]

% Input Data  ~|

= Descriptive Statistics |

M Analysis = N Missing Mean Standard Deviation = SE of Mean

tc 3 0 3016667 3.05505 1.76383
t3 3 0 23 5 2 88675
t4 3 0 415 826136 4 7697
t7 3 0 15 3.4641 2
t8 3 0 89.66667 44 63556 2577035
t11 3 0 1783333 0.28868 016667
t12 3 0 615 17.32772 10.00417
t156 3 0 19 327872 1.89297
t16 3 0 7083333 20 25669 11.6952

- ANOVA -

= Overall ANOVA  ~|
DF  Sum of Squares | Mean Square = F Value Prob>F
Model 8 17451 2181.3756 694132 3.29976E-4
Error 18 5656.66667 314.25926
Total 26 23107 66667
Mull Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are differant.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.

ANOVA variable cohesividad.

7 ANOVAOneWay (15/06/2022 14:27:14)

* Notes -]
+ Input Data  ~|
= Descriptive Statistics ~|
M Analysis = N Missing Mean Standard Deviation  SE of Mean
tc 3 0 035867 0.12503 0.07219
t3 3 0 11.06867 18.99485 10.96668
t4 3 0 029333 0.16042 0.09262
t7 3 0 0.30867 0.27025 0.15603
t8 3 0 1518333 2582213 14.90841
t11 3 0 133333 1.87663 1.08347
t12 3 0 224667 3.25054 1.8767
115 3 0 181667 3.40227 1.9643
t16 3 0 462333 768742 443833
= ANOVA  ~|

= Overall ANOVA  ~|

DF ' Sum of Sqguares Mean Square F Value Prob>=F
Model 8 695.38705 86.92338 070323 068523
Error 18 22249214 123 60674
Total 26 292030845

Mull Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are not significantly different.

ANOVA variable adhesividad.
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7 ANOVAQneWay (15/06/2022 15:15.:54)

< Notes  ~|
“ Input Data ~ ~|
= Descriptive Statistics ~|
M Analysis | N Missing Mean = Standard Deviation = SE of Mean
tc 3 0| 0.05333 0.02082 0.01202
t3 3 0 0.09 0.04583 0.02646
t4 3 0| 0.05333 0.03512 0.02028
t7 3 0 0.05 0.04359 0.02517
t8 3 0 010333 0.06658 0.03844
t11 3 0 0.06 0.01732 0.01
t12 3 0 0.06 0.01 0.00577
t15 3 0 0.11 0.05568 0.03215
t16 3 0| 0.06667 0.01528 0.00882
- ANOVA -
- Overall ANOVA  ~|
DF | Sum of Squares | Mean Square F Value Prob>=F
L Model 8 0.01274 0.00159 1.03614| 044594
Error 18 0.02767 0.00154
Total 26 0.04041

L MNull Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.

ANOVA variable gomosidad.
1 ANOVAOneWay (16/06/2022 09:56:10)

At the 0.05 level, the population means are not significantly different.

« Notes -
© Input Data |
= Descriptive Statistics ~|

N Analysis | M Missing Mean Standard Deviation | SE of Mean

tc 3 0 27356687 0.88636 051174
t3 3 0 11.96667 10.19281 5.88482
t4 3 0 324 926337 534821
t7 3 0 77 6.3 363731
t8 3 0 526 26.18626 15.11864
t11 3 0 1576667 092376 053333
12 3 0 4748667 2565158 14.80994
t15 3 0 -556667 14 23599 821915
t16 3 0 61.76667 4 56326 26346
- ANOVA  +~|

= Overall ANOVA  ~|

DF @ Sum of Squares = Mean Square  F Value | Prob=F
_ Model 8 12268.7199 1533.58999 767545 1.7575E-4
Error 18 3596 4846 199 8047
Total 26 15865.2045

L Mull Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are significantly different.
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ANOVA variable elasticidad.

I - ANOVAOneWay (16/06/2022 10:40:41)

< Notes -
# Input Data  ~|
= Descriptive Statistics ~|

N Analysis = N Missing  Mean @ Standard Deviation SE of Mean
fc 3 0 0.79 0.04 0.02309
13 3 0 065333 0.21079 01217
4 3 0 069333 0.12097 0.06984
t7 3 0 081333 0.07095 0.04098
18 3 0 066333 0.01528 0.00882
t11 3 0 069867 0.13051 0.07535
112 3 0 0.65 0.14933 0.08622
t15 3 0 0.498667 0.11547 0.06667
t16 3 0 0.76867 0.08505 0.0491
- ANOVA  ~|
- Overall ANOVA -]
DF @ Sum of Squares = Mean Square F Value Prob=F
L Madel 8 0.17692 0.02211 158172 0.19912
Error 18 0.25167 0.01398
Total 26 0.42859

Null Hypothesis: The means of all levels are equal.

Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are not signiﬂcantly different.
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