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El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de un extracto de
fermentacion rico en &cido kojico (AK) sobre el oscurecimiento enzimatico en nopal sin
espinas, y su efecto en la vida de anaquel, mediante un proceso de fermentacion en medio
liquido con el hongo Aspergillus oryzae utilizando como fuente de carbono desechos de
meldn, se produjo un fermento rico en AK. Dicho fermento se aplico a pencas de nopal
verdura con la finalidad de evitar el pardeamiento causado por la oxidacion. La produccion
de nopal verdura posee gran importancia en México por sus propiedades nutricionales.
Sin embargo, para vender el producto deben retirarse sus espinas, lo cual propicia manchas
oscuras causadas por la oxidacion en donde participa la enzima polifenol oxidasa (PPO).
El mejor tratamiento para producir AK fue con las condiciones de pH 5.5, 36°C, 2.5 g de
melon, 2.5 g de fuente de nitrégeno y 100 rpm para obtener un valor maximo a las 72
horas de 1.6 g/L de KA. Se present6 una disminucion de azucares debido a la fuente de
carbono, ya que la glucosa es de facil asimilacion se consumi6 en las primeras 48 horas,
la biomasa aumentd en las primeras horas al estar en fase de crecimiento, en la fase
estacionaria empez0 la produccion del metabolito secundario AK con un aumento 1.33
g/L aun tiempo de 72 h, y 1.54 g/L a 120 h. En los datos de color en nopal, el tratamiento
1 muestra valores L*54.53, a*-16.75 y b*26.87. Los datos en el espacio de color L* a* b*
dando un color verde claro, en los datos evaluados para la inhibicion de enzima polifenol
oxidasa el tratamiento el T1 fue el mejor retardo el pardeamiento enziméatico aun tiempo
de 144 horas. En conclusion, los factores de temperatura y pH afectan y maximizan la
sintesis de KA en la cepa Aspergillus oryzae, a un tiempo de 0.5 minutos de inmersion en
KA, el T1 retardd por 6 dias la presencia de manchas oscuras en nopal, y evito la presencia

de hongos.

Palabras clave: Aspergillus oryzae, Color, fermentacion, polifenol oxidasa, Opuntia
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The objective of this work was to evaluate the effect of the application of a fermentation
extract rich in kojic acid (KA) on enzymatic browning in spineless cactus, and its effect
on shelf life, by means of a fermentation process in liquid medium with the fungus
Aspergillus oryzae using melon laste as a carbon source, a ferment rich in KA was
produced. This ferment was applied to prickly pear cactus stalks to prevent browning
caused by oxidation. The production of nopal verdura is of great importance in Mexico
because of its nutritional properties. However, in order to sell the product, the spines must
be removed, which causes dark spots caused by oxidation in which the enzyme polyphenol
oxidase (PPO) participates. The best treatment to produce KA was with the conditions of
pH 5.5, 36°C, 2.5 g of melon, 2.5 g of nitrogen source and 100 rpm to obtain a maximum
value at 72 hours of 1.6 g/L of KA. There was a decrease in sugars due to the carbon
source, since glucose is easily assimilated and was consumed in the first 48 hours, the
biomass increased in the first hours as it was in the growth phase, in the stationary phase
the production of the secondary metabolite KA began with an increase of 1.33 g/L at 72
h and 1.54 g/L at 120 h. In the cactus color data, treatment 1 shows values L*54.53, a*-
16.75 and b*26.87. The data in the color space L* a* b* gives a light green color, in the
data evaluated for the inhibition of polyphenol oxidase enzyme, the T1 treatment was the
best at retarding the enzymatic browning even at 144 hours. In conclusion, temperature
and pH factors affect and maximize KA synthesis in the Aspergillus oryzae strain, at a
time of 0.5 minutes of immersion in KA, T1 delayed for 6 days the presence of dark spots

in nopal, and prevented the presence of fungi.

Keywords: Aspergillus oryzae, Color, fermentation. polyphenol oxidase, Opuntia,
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INTRODUCCION

En México en el afio 2021 la produccion de nopal alcanzo las 892 mil toneladas métricas,
generando ganancias por exportacion alrededor de los 20.9 millones de ddlares
americanos (Navarro, 2023). La demanda en paises extranjeros como Estados Unidos,
Canada, China entre otros, ha requerido de tecnologia de conservacion a largo plazo para
poder llevar el producto a estos paises (Saenz y Berger, 2006).

Sin embargo, para comercializar este producto en fresco es necesario retirar las espinas
del cladodio, con un pelador o un cuchillo, y de manera manual. El realizar los cortes en
el cladodio para retirar las espinas, origina la presencia de manchas oscuras que provocan
la pérdida del color verde brillante que lo caracteriza. Las manchas oscuras u
oscurecimiento enzimatico se presentan en la superficie de cortes y heridas, esta reaccion
se produce por la enzima polifenol oxidasa (PPO) (Denoya et al., 2012).

La PPO en presencia de oxigeno actla sobre los sustratos fenolicos, formando las
quinonas, compuestos altamente reactivos que polimerizan, formando melanosis de
coloracion parda, esto afecta la calidad visual del producto, limita la vida util y la
preferencia del consumidor, afectando principalmente la economia de los productores. Por
lo anterior, no es posible mantener por mucho tiempo el nopal desespinado al aire libre,
debido a que se reduce el tiempo de exhibicion para su venta, se disminuyen las
propiedades organolépticas, y por lo tanto la calidad del producto final (Apodaca-Pérez et
al., 2016).

El &cido kojico (AK) es una molécula que se ha utilizado desde hace tiempo en la industria
cosmética debido a su efecto anti manchas (Uchino et al., 1988). También se ha utilizado
para evitar la formacién del pardeamiento durante el almacenamiento y procesamiento de
fideos crudos, esto se debe al efecto inhibidor del acido kéjico sobre la polifenol oxidasa,
lo anterior asociado a la inhibicion de la melanosis al interferir en la captacion de oxigeno
necesaria para el pardeamiento enzimatico (Saruno et al., 1979).

El AK es producido por especies de Aspergillus spp., a través del metabolismo de la
glucosa en un proceso fermentativo (Garcia et al. 2020). El uso de glucosa pura como
unica fuente de carbono durante la fermentacion, hace que se eleven los costos de

produccion de metabolitos microbianos, por lo que, para que el proceso sea redituable y



sostenible se requieren fuentes de carbono de bajo costo. Estas fuentes de carbono de bajo
costo las podemos encontrar en los residuos agroindustriales, el meldn, presenta valores
de carbohidratos entre el 8 y 13%, siendo el 97% de éstos carbohidratos azucares solubles,
y de los cuales el 50% es sacarosa (Bouzo et al., 2015).

Lo anterior vuelve a los desechos de meldn una excelente fuente de glucosa para la
produccion de otros compuestos de valor agregado mediante fermentacion. Trabajos
previos en postcosecha, mencionan que la aplicacion de AK antes del almacenamiento
retrasa el pardeamiento del pericarpio, y mantiene la actividad antioxidante de la fruta de
litchi (Shah et al., 2017). Aplicaciones en tratamiento combinado de los floretes de brécoli
con AK y cloruro de calcio, mantiene la calidad postcosecha e inhibe la produccion de
mal olor (Yan et al., 2020). Ademas, se ha utilizado el AK para inducir resistencia contra
Colletotrichum brevisporum y mejorar las propiedades antioxidantes de la papaya en
postcosecha (Wang et al., 2023).

Respecto al comercio del nopal, se han aplicado técnicas de conservacion en nopal con
espina y despeinado en postcosecha, encontrando que los nopales con espina envasados
en bolsas de polietileno y almacenados a 5°C, prolongaron su vida de anaquel hasta por 3
semanas (Cantwell et al., 1992). Otro estudio sobre la conservacién del nopal verdura
‘Milpa Alta’ (Opuntia ficus-indica Mill.) desespinado, en envases con atmosfera
modificada, mostraron una conservacion de la calidad hasta por 20 dias (Osorio-Cordoba
et al., 2011). Sin embargo, los estudios sobre la conservacion de nopal sin espinas son
limitados. Una posible alternativa para reducir el oscurecimiento del producto nopal
verdura desespinado, seria la aplicacion del AK, dado que este compuesto actta en la
inhibicidn de la enzima PPO, previniendo el pardeamiento o melanosis indeseable (Chen
etal., 1991) .



Objetivos

Objetivo general
Evaluar el efecto del extracto de fermentacion rico en acido kojico sobre el oscurecimiento

enzimaético en nopal verdura sin espinas y su efecto en la vida de anaquel.

Objetivos especificos

1. Producir un extracto de fermentacion rico en AK con el uso de residuos de melén
como fuente de carbono.

2. Aplicar el extracto de fermentacién rico en AK en cladodios de nopal para evitar
el pardeamiento por oxidacion.

3. Evaluar vida de anaquel de cladodios de nopal tratados con el fermento rico en
AK.

Hipotesis
La aplicacion de un extracto fermentado rico en &cido kojico inhibira la oxidacion

enzimatica en nopales pelados, retardando el pardeamiento.



REVISION DE LITERATURA

Origen del cultivo de nopal (Opuntia spp.)

Esta cactacea del género Opuntia y de la cual se conocen mas de 300 especies, es
originaria de Mesoamérica, sin embargo, hoy en dia es conocida en todo el mundo,
principalmente en lugares o areas que tienen poca disponibilidad de agua. Opuntia ficus
indica posiblemente fue domesticada hace 9,000 afios en la parte central de México
(Griffith, 2004).

Mesoamérica es uno de los centros de domesticacion de plantas mas importantes del
mundo. Varias especies de Opuntia, asi como cactus columnares, se encontraban entre los
recursos vegetales mas importantes domesticados durante la Mesoamérica prehistorica,
sin embargo, este tipo de cactus nopal de Opuntia spp. son originarios de regiones aridas
0 semiéridas de México y fueron introducidos al norte de Africa entre el siglo XVI 'y XIX
(Casas y Barbera, 2002).

Importancia a nivel mundial

El nopal verdura posee gran importancia a nivel mundial, no solo por sus frutos, sino
también por sus cladodios, los cuales son usados maduros como forraje o para consumo
humano cuando son tiernos. Por otra parte, se ha incrementado la demanda en paises
extranjeros debido a sus propiedades nutricionales, contenido en fibra dietética, fosforo,
calcio, bajo contenido de lipidos, hidratos de carbono, proteinas y alto contenido de zinc
(Rodriguez, 2009). Por otra parte, el nopal posee propiedades medicinales, ayuda en el
control de la diabetes, funciona como antioxidante, antiviral, anticancerigeno y

anticolesterolémico.

Importancia nacional

México cuenta con una amplia diversidad en nopales, tanto silvestres como cultivados,
sobre todo cabe mencionar que tiene una extensa variedad de nopales en el mercado. Por
otro lado, las variedades mas consumidas son Criolla tipo italiana, Criolla, Tlaconopal,
Copena F1, y como variedades de excelente calidad tenemos Atlixco, Copena F1 y Milpa
Alta (Mucifio Castillo, 2014).



Dentro de Opuntia ficus-indica se encuentra la variedad de nopal verdura Milpa Alta
siendo una de las méas importantes en México por los volimenes producidos y
consumidos. México cuenta con una distribucion geografica en zonas aridas y semiaridas,
debido a que el nopal se adapta a climas extremos el cual permite resistir las sequias. El
nopal verdura tiene gran importancia al estar presente en la mesa del pueblo mexicano,
aumentado cada vez mas su presencia en platillos gourmet (Mucifio Castillo, 2014).

Los estados productores del cultivo de nopal verdura a nivel nacional son los siguientes:
Aguascalientes, Baja California, Baja California Sur, Coahuila, Colima, Durango,
Guanajuato, Guerrero, Chihuahua, Ciudad de México, Hidalgo, Jalisco, México,
Michoacéan. Teniendo un total de superficie sembrada de 12, 490.87 hectareas, con un
volumen de produccion de 872, 334.23 ton, con un valor de produccion en miles de pesos
de 2,981, 136.16 el cual representa una ganancia, y sobre todo, una fuente de ingreso para
muchos productores de este cultivo (SIAP, 2023).

El nopal es un recurso que cuenta con un potencial agrotecnoldgico, debido a su utilizacién
como cultivo alimenticio, como base para productos derivados en la industria alimentaria
(humana y animal), en la medicina, en la industria agropecuaria y cosmética entre otros
(Anaya-Pérez & Bautista-Zane, 2008).



Tabla 1. Composicién nutrimental del nopal verdura fresco en 100 g de peso neto (Ulloa
Leitdn, 2020).

CONCEPTO CONTENIDO
Porcion comestible (%) 78.00
Energia (Kcal) 27.00
Proteina (g) 1.70
Grasas (Q) 0.30
Carbohidratos () 5.60
Calcio (mg) 93.00
Hierro (mg) 1.60
Fibra (mg) 18.2
Tiamina (mg) 0.03
Riboflavina (mg) 0.06
Niacina (mg) 0.03
Ascorbico (mg) 8.00
Retinol (mcg/eq) 41.00

Tabla 2. Taxonémica del nopal verdura (Perez & Lourdes, 2018).

Reino Vegetal

Sub Reino Embryophita
Division Angioespermae
Clase Magnoliopsida
Subclase Dialipetalas
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntiae

Geénero Opuntia




La calidad y la inocuidad de los productos es importante principalmente en
hortofruticolas, considerdndose como la clave del éxito para su comercializacion en los
mercados nacionales e internacionales, dentro de ello se encuentran dos normas que se
aplican en México normas de calidad oficiales, la mexicana NMX-FF-068-SCFI1-2006
Esta Norma Mexicana establece las condiciones y caracteristicas que debe reunir el nopal
verdura de los géneros Opuntia spp. y Nopalea spp. destinados para el consumo humano
que se comercializan en el territorio nacional (Codex Alimentarios, 2006). La primera
incluye la clasificacion del nopal por grado de calidad (México extra, México 1, México
2), tamafio (A: 25.1 0o mas, B: 18.1a 25.0, C: 11.1 a 18.0, y Cambray: 7.0 a 11.0 cm) y
variedad; sobre todo deben ser frescos, limpios, libres de cualquier pudricién, enteros y
bien formados, con coloracién que lo caracteriza al nopal, el sabor, olor caracteristico de
la especie y variedad, con consistencia firme y estar exentos de humedad exterior anormal,
la segunda norma es la internacional indica que los nopales deben estar exentos de espinas,
manchas, dafios causados por plagas y temperaturas bajas, olor y sabor extrafos, y deben
estar suficientemente desarrollados, con grado de madurez satisfactorio segin la
naturaleza del producto (Maki-Diaz et al., 2015).

En nopal verdura la apariencia es uno de atributos mas utilizados por los consumidores al
momento de adquirir el producto, principalmente por el color, ya que el nopal se
caracteriza por tener un color verde brillante. La presencia de manchas oscuras resultan
de las reacciones de pardeamiento enzimatico, siendo uno de los principales problemas
que afecta la calidad y limita la vida Gtil de frutas y hortalizas minimamente procesadas
(Reyes-Terrazas et al., 2023).

En la actualidad el pardeamiento enzimatico es causado por la enzima polifenol oxidasa
(PPO) se considerada uno de los principales problemas que afecta a los productores de
nopal verdura minimamente procesado, esta enzima PPO actua donde el tejido celular es
dafado, ya sea por la propia manipulacion o por el corte de la fruta, se pierde la
compartimentalizacion, se pone en contacto con la enzima polifenol oxidasa, actuando
sobre los difenoles con el oxigeno como receptor, esto forma quinonas esta su vez
desencadenan las reacciones de pardeamiento (Pizzocaro et al., 2007).

En la actualidad debido al problema antes mencionado que se presenta en nopal verdura

se han utilizado métodos de conservacion, una de las técnicas realizadas es el envasado



en bolsas de polietileno y almacenados a 5°C, prolongaron su vida de anaquel hasta por 3
semanas en nopal con espina y despeinado en poscosecha, (Cantwell et al., 1992). Otro
estudio sobre la conservacion del nopal verdura ‘Milpa Alta’ (Opuntia ficus-indica Mill.)
desespinado, en envases con atmosfera modificada, mostraron una conservacion de la
calidad hasta por 20 dias (Osorio-Cordoba et al., 2011). Otro trabajo realizado por
(Quevedo-Preciado et al., 2005) donde aplicaron acido ascorbico en nopal sin espinas
donde observaron y llegando a concluir que es factible extender la vida de anaquel de
nopal verdura minimamente procesado a 11 dias a 10°C y 20 dias a 5°C. Sin embargo, los
estudios sobre la conservacion de nopal sin espinas son limitados. Una posible alternativa
para reducir el oscurecimiento del producto nopal verdura desespinado, seria la aplicacion
del AK, dado que este compuesto actla en la inhibicion de la enzima PPO, previniendo el

pardeamiento o melanosis indeseable (Chen et al., 1991)

Acido kojico

El nombre "acido kéjico' (AK) que originalmente se conocia como &cido Koji se derivo de
"Koji", el hongo iniciador o indculo utilizado en las fermentaciones de alimentos
orientales durante muchos siglos, la estructura quimica de AK se determiné como 5-
hidroxi-2-hidroximetil- y -pirona, (Yabuta, 1924). El 4cido kojico cristaliza en forma de
incolora y prismatica agujas, caracteristicas del acido kojico es soluble en sustancias
polares como el agua, etanol, acetato de etilo, presenta multiples funciones ,tiene débiles
propiedades &cidas es un acido organico conocido como un metabolito secundario
producido por diferentes hongos filamentosos, principalmente por los géneros Aspergillus
y Penicillium mediante fermentacion liquida y sélida, comercialmente es producido por
la fermentacion aerdbica por la especie de Aspergillus (Garcia et al., 2020).

Este acido puede producirse a partir de diversas fuentes de carbohidratos y nitrogeno en
condiciones aerobicas, y es producido por una gama limitada de microorganismos,
incluidos A. oryzae, A. flavus, A. tamari y varias otras especies durante la fase estacionaria
de crecimiento. Sin embargo, en la produccién de AK, especialmente por Aspergillus spp.
es indispensable contar con fuentes baratas de carbono y nitrégeno mediante el uso de
desechos agricolas (El-Kady et al., 2014). En los procesos agroindustriales, los

microorganismos que no son patdgenos y que generan moléculas son generalmente



reconocidos como seguros (GRAS). Aspergillus oryzae es un género de hongos
ascomicetos de la familia Aspergillaceae, que contiene un gran nimero de especies y esta
ampliamente distribuido en ambientes naturales, por otra parte es un microorganismo
importante en la industria biologica y alimentaria; por otra parte, integra el mecanismo
subyacente a la regulacion de su metabolismo secundario donde garantiza su utilizacion
segura (Quiterio-Gutiérrez et al., 2023). Caracteristica A oryzae, es un hongo filamentoso
muestra un color blanquecino, luego pasa a verde amarillento en medio de cultivo, las
esporas asexuales (conidios) son faciles de distinguir y se liberan en el aire, temperatura

de crecimiento 6ptima es de 32-36°C (Garcia et al., 2020).

Aplicaciones del acido kojico

La industria cosmética ha tenido un aumento significativo en el uso del acido kojico como
reemplazo de la hidroquinona, molécula que blanquea y posiblemente dafia la piel en los
productos cosméticos. Ademas, el &cido kéjico y sus complejos de manganeso y zinc
pueden usarse potencialmente como agentes radio protectores, particularmente contra los
rayos (Ammar et al., 2017). Por otra parte, el acido kdjico se estd convirtiendo en una
molécula inicial importante en la investigacién de la quimica medicinal, en el cual
numerosos derivados del AK han demostrado tener propiedades anticancerigenas,
antiinflamatorias, insecticidas, antifingicas, antibacterianas y antivirales. Ademas,
algunos usos del AK en la industria alimentaria son como conservantes y aditivos
alimentarios para prevenir la decoloracién enzimatica de verduras, cangrejos y camarones
(R. Yuetal., 2021).

Actualmente se han realizado trabajos en poscosecha, en donde mencionan que la
aplicacion del AK antes del almacenamiento retrasa el pardeamiento del pericarpio, y
mantiene la actividad antioxidante de la fruta de litchi (Shah et al., 2017). Aplicaciones
en tratamiento combinado de los floretes de brocoli con acido kdjico y cloruro de calcio,
mantiene la calidad postcosecha e inhibe la produccion del mal olor (Yan et al., 2020).
Ademas, se ha utilizado el AK para inducir resistencia contra Colletotrichum brevisporum
y mejorar las propiedades antioxidantes de la papaya en postcosecha (Wang et al., 2023).
Por otra parte la produccion de frutas y hortalizas minimamente procesadas (FyHMP) ha

crecido notoriamente, sin embargo el pardeamiento enzimatico se presentan en alguna de
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ellas causando dafios severos y afectando la calidad visual, el acido kojico tiene la de
funcion de inhibir la degradacion de clorofila, reduce el pardeamiento capturando o
quelando el cobre del sitio activo de la PPO actla como agente quelante de minerales
como Fe*®, AlI*® Cu*?y Zn*?, (Ammar et al., 2017).
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JUSTIFICACION

Debido a la importancia internacional que ha ganado el nopal verdura, este proyecto busca
implementar un proceso para mejorar la calidad de exportacion y alargar la vida de
anaquel del nopal verdura minimamente procesado, trabajando con la agricultura
sustentable dando un valor agregado a los desperdicios del melén.

Sin embargo, para poder satisfacer la creciente demanda del mercado, es necesario
optimizar la produccion de AK mediante la busqueda de alternativas que resulten mas
econdmicas y sean amigables con el medio ambiente.

Por otra parte, la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) proponen Obijetivos de
desarrollo sostenible donde cada uno se interrelacionan entre si e incorporan los desafios
globales a los que nos enfrentamos dia a dia dentro la agenda 2030 de la ONU. Los
objetivos que se aplican en el presente trabajo de investigacion se mencionan a
continuacion:

Obijetivo 9. Pretende construir infraestructuras resilientes, promover la industrializacion
sostenible y fomentar la innovacion.

Objetivo 12. Pretende garantizar modalidades de consumo y produccion sostenibles, algo
fundamental para sostener los medios de subsistencia de las generaciones actuales y
futuras.

Con lo anterior, se busca reducir los residuos generados y fomentar practicas de economia
circular. El desperdicio de alimentos es otro indicio del consumo excesivo, pese a que una
gran parte de la poblacién mundial pasa hambre, cada afio se desperdicia la cantidad de
931 millones de toneladas de alimentos (ONU, 2024).

Obijetivo 13. Accidn por el clima.

Fomentar acciones para ayudar a mitigar el cambio climatico, ya que la actividad humana
realizada a diario afecta la vida en la tierra de manera negativa en los ecosistemas y sus
efectos serdn aun peores, el cual provocara migraciones masivas que derivaran en
inestabilidad (Miluska, 2024).
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MATERIALES Y METODOS

La fase experimental se dividié en dos etapas, donde en la primera etapa se realizé la
produccién de acido kojico mediante fermentacion liquida, utilizando residuos de melén
como fuente de carbono. En la segunda etapa, el extracto de fermentacion obtenido se
aplico a cladodios de nopal pelados, los cuales fueron evaluados principalmente por la

actividad enzimatica relacionada con el pardeamiento y su vida util.

Ubicacion
El presente estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Fermentaciones y Biomoléculas,
del Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, dentro de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro, en la ciudad de Saltillo Coahuila México.

Obtencion de la materia prima para fermentacion

La materia prima utilizada fueron melones cantalupos (Cucumis melo var. reticulatus)
considerados residuos, los cuales fueron adquiridos en tiendas de autoservicio locales.
Una vez obtenido el material, se lavaron y cortaron (incluida la piel) en trozos pequefios.
El material cortado se llevé en una bandeja de aluminio al horno de secado (Biobase
Biodustry, modelo BOV-T70C) y se coloc6 a una temperatura de 80°C durante 72 h.
Transcurrido el tiempo, las muestras fueron retiradas y molidas en una licuadora
comercial, después se tamizo para eliminar grumos que pudiera presentarse, el polvo

obtenido fue considerado como materia prima para el proceso de fermentacion.

Microorganismo

Se utilizd la cepa Aspergillus oryzae (ATCC 10124) propiedad del Laboratorio de
Fermentaciones y Biomoléculas. La cepa se conserv0 a -20°C en un medio
crioconcervante que contenia leche descremada en polvo (5% p/v) y glicerol (10% p/v).
La reactivacion del hongo se realizd en placas de Petri que contenian agar papa dextrosa
(PDA, Bioxon México), las cuales se dejaron en incubacion durante 7 dias a 30°C, con la

tapa hacia abajo para evitar condensacion (como prevencion de contaminacion). En la



13

preparacion del inoculo se colectaron las esporas utilizando una solucién esterilizada de
Tween-80 (Hycel, México) al 0.1%.

Fermentacion liquida para la produccion de acido kojico

Se realizd un disefio factorial fraccionado 2°, donde se evaluaron el pH, la temperatura,
cantidad de meldn, cantidad de extracto de levadura y RPM en 2 niveles. La cinética de
fermentacion consistio en el establecimiento de ocho cinéticas diferentes con los
parametros como se muestra en la Tabla 3. Se realiz6 un proceso de fermentacion en
liquido, empleando la cepa Aspergillus oryzae. El medio liquido consistio en extracto de
levadura como fuente de nitrégeno, melén como fuente de carbono, en las cantidades
mostradas en la Tabla 3. EI medio fue complementado con 1 g/L de KH2PO4y 0.5 g/L de

MgSO4 para todos los tratamientos.

Tabla 3. Tratamientos de la cinética de fermentacion en diferentes condiciones segun el

disefio experimental realizado.

Tratamien oH Temperatura Fuente de carbono  Fuente de nitrogeno  RP
tos (°C) (melon) (g/L) (levadura) (g/L) M

1 35 28 5 2.5 100

2 55 28 2.5 0 100

3 55 36 2.5 2.5 100

4 35 36 5 0 100

5 35 28 2.5 2.5 200

6 55 28 5 0 200

7 55 36 5 2.5 200

8 35 36 2.5 0 200

La fermentacion se realizé considerando como reactores los matraces Erlenmeyer de 250
mL, con un volumen de 50 mL de medio. Se adicion0 1% de la solucion de esporas de
Aspergillus oryzae por mL de medio. Cada tratamiento consto de un total de 18 réplicas
(matraces con muestra), los cuales se incubaron de acuerdo con su temperatura y agitacién

correspondiente (Incubadora Orbital INNOVA 44). El periodo de evaluacion fue de un
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total de 120 h, tomando muestras cada 24 h para las determinaciones analiticas. Cada
reactor (matraz) se tom6 como muestra correspondiente, y se consideraron intervalos de
24 h como el tiempo experimental, el cual se realizd por triplicado para un total de 144

reactores evaluados.

Determinaciones analiticas de la fermentacion

Para la cuantificacion de la biomasa de cada cinética, se tomaron en su respectivo tiempo
de fermentacion los matraces con el medio liquido y fueron filtrados (Whatman N°42)
utilizando un matraz Kitasato y una bomba de vacio. EI micelio obtenido fue secado en
horno (Biobase Biodustry, modelo BOV-T70C) a temperatura de 80°C durante 24 h, para
determinar la biomasa por diferencia de peso. El filtrado obtenido se almacend en
refrigeracion a una temperatura a -20°C para continuar los analisis. Todas las muestras se

analizaron por triplicado y se determinaron los promedios obtenidos de cada tratamiento.

Los azucares totales se determinaron por el método de Dubois (DuBois et al., 2002)
colocando 400 pL de la muestra en tubos de ensayo. Se afiadieron 400 pL de fenol al 5%
en agua, se agito y se dejo en bafio de agua con hielo por 5 minutos. Se afiadié 1 mL de
acido sulfarico H2SO4 concentrado, y se dej6 reposar en bafio frio durante 15 minutos. Se
agito levemente y se calent6 a 30°C por 5 min, se dejo enfriar a temperatura ambiente por
5 minutos. Se ajustd el espectrofotometro con el blanco-sustrato, y se ley6 a una

absorbancia de 480 nm. Se realiz6 la curva de calibracion con glucosa a 100 mg/L.

La cuantificacidn del acido kéjico (AK) se realizé mediante la técnica espectrofotométrica
descrita por Bentley (1957). EI método consistié en afiadir 1 mL de la muestra (extracto
de fermentacion) previamente filtrada, y 2 mL de cloruro férrico 1% (FeCl3) en una
solucion de é&cido clorhidrico HCI (0.1 N), diluyendo la mezcla con 5 mL de agua
destilada. Las lecturas se tomaron a 505 nm utilizando un espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific, modelo G10S, Waltham, MA, EE. UU.). La curva de
calibracion se prepar6 utilizando acido kojico estandar (Sigma-Aldrich) a 1000 pg/L. Los

datos analizados se expresaron en gramos de AK por litro de fermentacion (g/L).



15

Parametros asociados al proceso de fermentacion

Para obtener los valores tedricos de las cinéticas, se utilizé el modelo de crecimiento de
Verhulst, y el factor de rendimiento de producto descritos por Robledo et al., (2017) . El
crecimiento microbiano se evalu6 en cuanto al nimero de células (X) con respecto al
tiempo (t), tomando en cuenta la maxima biomasa posible (X méaximo) y la tasa maxima

de crecimiento (L maximo):

_ Xmax XO
X0= Ry ey )

El rendimiento del producto en términos de biomasa (Yr/x) se determind con la relacion

de producto formado sobre la biomasa producida:

_ Pfinai-Pinicial
Yp/x=—r = (2)

Xfinal-Xinicial

Segunda etapa

Se evalué la aplicacién del acido kojico obtenido en la etapa uno sobre cladodios de nopal
verdura variedad Atlixco. Se analizaron diferentes concentraciones para evaluar el efecto
del AK sobre el nopal y la reaccién de la enzima polifenol oxidasa (PPO). Los cladodios
se pelaron manualmente con un cuchillo afilado adecuado. Se tomaron 7 muestras de
nopales sin espinas, contando el control, cortando cada cladodio en 4 partes. Para las dosis
y pruebas se realizaron inmersiones tomando como factor la concentracién de acido kojico
(2 g/L), tiempo de inmersion en valores de 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 y 8.0 minutos y tiempo de
almacenamiento a una temperatura de 28°C, evaluando las muestras a las 48, 96 y 144
horas. Las variables de respuesta para la optimizacién del proceso fueron la cuantificacién
de la actividad de PPO, contenido de fenoles, contenido de proteinas totales y la coloracion

de los cladodios tratados.

Determinaciones analiticas en el nopal (Opuntia spp.)

Para determinar el color se utilizo el colorimetro CHROMA METER CR-400 MARCA
KONICA MINOLTA. La medicion se realizo a 7 cladodios (3 medicion por cladodio). Se
uso la colorimetria del sistema L*, a* y b*. Donde L corresponde a la luminosidad, a* la
coordenada de color entre verde y rojo, y b* la coordenada de color entre amarillo y azul
(Moritsuka et al., 2019).
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Extraccion y cuantificacion de Polifenol oxidasa (PPO). La preparacion del polvo de
acetona y la extraccion de PPO se realizaron de acuerdo con el procedimiento indicado
por Sciancalepore & Longone, (2002), descrito por Apodaca-Pérez et al., (2016). Con
algunas modificaciones, se pesaron 5 g de vegetal finamente picado y se le agregaron 100
mL de acetona fria (-20°C) y 0.035 g de polietilenglicol, y se homogenizo en una
licuadora.

El homogeneizado obtenido se filtrd con bomba de vacio utilizando papel Whatman N° 1,
considerando el residuo en el filtro como pulpa. Al residuo (pulpa) se le realizaron 3
lavados con 100 mL de acetona fria (-20°C) c/u, agitando esta mezcla a 120 rpm durante
10 minutos por cada lavado. La pulpa se filtr y se recuperd en cada lavado hasta que se
obtiene un polvo de color blanco (polvo de acetona). El polvo de acetona se dejo secar a
temperatura de 25°C por 24 horas, y posteriormente se colocaron en frascos de plastico
sellados y se almacenaron a -20°C, hasta su uso.

Para la extraccion de la PPO se pesaron 0.3 g de polvo de acetona y se le agrego 40 mL
de buffer fosfatos 0.05 M. A un pH de 6.5. Esta mezcla se someti6 a agitacion constante
por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, la muestra fue filtrada con gasas y fue centrifugada
a4000* g a 4°C por un tiempo de 15 min. El sobrenadante obtenido representd el extracto
enzimatico, que se utiliz6 para la medicién de actividad especifica de PPO.

Medicion de actividad PPO. La actividad especifica de PPO se determind midiendo la
velocidad inicial de formacién de quinona. A 1 mL del extracto enzimatico se le agrego
0.25 ml de catecol 0.02 M en buffer de acetatos 0.05 M y un pH de 7.0. Se midio la
velocidad a los 0, 3 y 8 minutos de formacion de quinona, indicada por el incremento en
absorbancia a 325 nm. Se calcul6 la pendiente de la parte inicial de la curva, expresando
los resultados como unidades de actividad por miligramo de proteina. Una unidad de
actividad de la enzima se definié como la cantidad de enzima que causa un cambio en
absorbancia de 0.01/min.

La determinacion de proteinas totales se realizd por el método de Bradford (Bradford,
1976). En un tubo de ensaye se colocaron 0.100 mL de muestra con una concentracion de
100 a 1000 ppm de proteina, después se le agregaron 5 mL del reactivo Bradford, se agito

y se dejé reposar a temperatura ambiente por 10 min. Simultaneamente se prepard un tubo
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blanco con 0.100 mL de H>O y 5 mL de reactivo Bradford, se leyo la absorbancia a 595
nm. Utilizando albumina de suero de bovino como estandar.

La cuantificacion de fenoles totales se realizé por el método de Yu y Dahlgren ( Yu &
Dahlgren, 2000). Con modificaciones, se tomd cada muestra de nopal de acuerdo con las
horas anteriormente mencionadas. Se pesaron 3 gramos Yy se licuaron con 200 mL de agua
destilada, colocando 50 pL de extracto (muestra) en tubos de ensayo, adicionando 200 uL
de reactivo de Folin-Ciocalteu. A cada tubo se le afiadieron 500 uL de carbonato de sodio
(Na2CO3) al 20% (p/v). Finalmente se agregaron 5 mL de agua destilada, y se dejo reposar
30 minutos. Para el blanco se afiadieron 50 uL de solucién agua H»O: acetona (1:1 v/v),
200 pL del reactivo Folin Ciocalteu. 500 uL de carbonato de sodio (Na.COs3) al 20% y 5
mL de agua destilada. Se leyo la absorbancia por espectrofotometria a 750 nm. Para la
curva de calibracion se utilizé el acido galico (AG) a 1000 ppm. Los resultados se

expresaron como mg de equivalentes de &cido galico (EAG)/ g de peso seco.

Anélisis estadistico

Los datos reportados son el promedio de 3 repeticiones + su desviacion estandar. Los datos
fueron procesados por el software estadistico Minitab version (17.1.017). Se realizaron
analisis de varianza unidireccional (ANOVA unidireccional) y un analisis de prueba de

medias de Tukey (p<0.05), para identificar grupos homogéneos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Del andlisis de mercado en tiendas de autoservicio de la ciudad de Saltillo, Coahuila,
México. En nopal se logroé estimar que la variacion ronda entre los 3 kg hasta los 25 kg de
desechos de nopal verdura por dia (Figura 1). En meldn la variacion ronda entre los 2 kg
hasta los 100 kg de desechos por dia (Figura 2). EI melon Cucumis melo var. reticulatus
es producido en la zona de la comarca lagunera de Coahuila México, sin embargo, se
observa que los consumidores urbanos han cambiado con el tiempo sus habitos de
consumo; exigiendo productos de mayor calidad, siendo lo visual uno de los atributos mas
importantes. Sin embargo, en las cadenas comerciales, para responder a estas demandas,
han implementado procesos mas estrictos de calidad con sus proveedores, una de estos es
mejorar la infraestructura.

Desde el almacenamiento y la distribucion, se utiliza una cadena de frio para poder
cumplir con la demanda y sobre todo hacer llegar el producto al mercado (Espinoza-
Arellano et al., 2019).

Sin embargo, en tiendas autoservicio locales una parte del melén se pierde por rajaduras,
podredumbre y sobre maduracion, considerandolos como desechos, los cuales generan a
la vez una pérdida econdmica, pero sobre todo genera desperdicios, los cuales llegan a ser

una fuente contaminante para el medio ambiente.
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Figura 1. Cantidad de desechos de nopal que se generan en algunas tiendas de

autoservicio de la Ciudad de Saltillo, Coahuila, México.
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Figura 2. Cantidad de desechos de meldn que se generan en algunas tiendas de

autoservicio de la Ciudad de Saltillo, Coahuila, México.
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La adaptabilidad de A. oryzae para la produccion de metabolitos secundarios esta
relacionada con su crecimiento. En la produccion de AK se evaluaron 8 tratamientos
diferentes que se muestran en Figura 3. En todos los tratamientos evaluados se mostré una
produccién de AK, sin embargo, en el tratamiento 3 se presentaron los valores mas altos
de produccion de AK. En el ANOVA realizado para los tratamientos, se muestra que los
factores de pH, temperatura, y contenido de nitrégeno, afectan la produccion de AK (Tabla
4). Para las interacciones entre los factores, se mostro que la interaccion temperatura-
nitrégeno, y la concentracion de melon-RPM, afectan la produccion de AK en los

tratamientos evaluados (Figura 4).
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Figura 3. Tratamientos evaluados para la induccién de produccién de &cido kéjico en
medio liquido por Aspergillus oryzae, utilizando desechos de melén en polvo como fuente
de carbono. Se muestran las medias + y las barras de error muestran la desviacidn estandar.
Las letras minusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos (Tukey p=0.05).
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Tabla 4. Analisis de varianza para los factores evaluados en el disefio factorial
fraccionado que afectan la produccion de &cido kojico (p<0.05).

Fuente DF Suma cuadrada Media cuadrada valor f valor p
Modelo 5 241163 0.48233 42.22 0.023
Lineal 5 241163 0.48233 42.22 0.023
pH 1 1.00347 1.00347 87,85 0.011
Temperatura 1 0.77847 0.77847 68,15 0.014
Cucumis 1 0.07605 0.07605 6.66 0,123
Nitrogeno 1 0.55359 0.55359 48,46 0.020
Rpm 1 0.00005 0.00005 0 0.953
Error 2 0.02285 0.01142
Total 7 243448
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Figura 4. Interaccion de los tratamientos evaluados para la induccion de produccion de
acido kajico en medio liquido por Aspergillus oryzae, utilizando desechos de melén en

polvo como fuente de carbono.
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De acuerdo con el anélisis estadistico se determind que el tratamiento 3 presento los
mayores valores en cuanto a produccion de acido kéjico (Figura 3). El tratamiento 3
consistio en un pH de 5.5, fuente de carbono 2.5 g/L, fuente de nitrégeno 2.5 g/L,
temperatura 36°C, 100 RPM, obteniendo un valor de produccion de 1.6 g/L de AK. El
tratamiento 8 fue el que presentd un menor rendimiento con 0.2 g/L de AK. En el anélisis
de varianza para los factores evaluados (Tabla 4), los factores que influyen en la
produccién de AK fueron el factor pH, temperatura y fuente de nitrogeno. Los valores del
tratamiento 3 estan relacionados con las condiciones del medio y la fuente de nitrégeno.
Estudios realizados por Sanjotha et al., (2019) mencionan que los metabolitos secundarios
y las enzimas producidas por diversas especies de hongos estan sujetos a las condiciones
de cultivo, la temperatura y el pH del medio, la composicién del sustrato, los tipos de
inductores y el indculo utilizado durante los experimentos.

Otro estudio realizado por Kwak & Rhee, (1992) hace referencia a los valores de pH y
temperatura, donde el intervalo de temperaturas dptimas para la fermentacion del acido
kojico esta entre los 29 y los 35°C, y para las especies de Aspergillus oryzae se utilizan
valores alrededor de los 30°C para maximizar la produccién del acido kojico. Para el caso
del pH 6ptimo de crecimiento, el mas usado es cercano a 5.0. Un estudio realizado por
Promsang et al., (2019) mostré que el pH éptimo para la produccién de &cido kéjico por
una cepa de A. oryzae oscilaba entre 3.0 y 5.0. Otros estudios realizados por Rosfarizan
& Ariff, (2000), mencionan que el tipo de fuentes de nitrégeno influye tanto en el
crecimiento del hongo como en la produccién del &cido kojico, donde las fuentes de
nitrogeno organico fueron preferibles a las fuentes de nitrégeno inorganico, concluyendo
que con 5 g/L de extracto de levadura tuvieron una produccion maxima de acido kojico
(39.9 g/L).

El trabajo realizado por El-Aasar (2006) menciona que, la fuente de nitrégeno es uno de
los factores méas eficaces para la produccion de &cido kéjico; en su investigacion, el
extracto de levadura y las fuentes de nitrogeno de peptona promovieron la produccion de
acido kojico, en comparacion con el sulfato de amonio y el nitrato de amonio; el uso de
extracto de levadura al 1% result6 en la mayor produccién de acido kojico (28.41 g/L).
La induccion de produccion de acido kojico en medio liquido por Aspergillus oryzae
(Figura 4), se vio afectada por la interaccion que se dio entre el factor temperatura-
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nitrégeno, y meldn-RPM. Trabajos realizados por Futamura et al., (2001) mencionan que
las diferencias en la produccién de acido kéjico y la capa micelial, pueden atribuirse a las
condiciones de cultivo o a diferencias entre especies, donde la optimizacion de diferentes
condiciones del medio de fermentacion genera cambios en el rendimiento de acido kojico
en cultivo con agitacion estatica y rotatoria.

Los resultados de este estudio mostraron que en términos de produccion general de AK
mediante FML, las mejores condiciones son las que a continuacion se describen: pH de
5.5, temperatura de 36°C, 2.5 g de materia seca de melon, 2.5 g de levadura, a 100 RPM.
Para validar las condiciones antes mencionadas en la produccion de AK, se evalu6 una
cinética de fermentacién monitoreando la formacion de biomasa, azucares totales, y la
produccién de AK. El proceso de crecimiento del microorganismo alcanzé un maximo a
las 48 horas de la fermentacion, para posteriormente tener una disminucion (Figura 5). La
fase exponencial de crecimiento se presenta en las primeras 24 horas de proceso, con una
velocidad maxima de 4.442/h, un tiempo de duplicacién de 0.16 h, y un ajuste a la

ecuacion logistica de Verhulst (Ecuacién 1) de R2 = 0.998.
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Figura 5. Cinética de formacion de biomasa en medio liquido por Aspergillus oryzae, a
las 120 h utilizando 2.5 g/L de extracto de levadura como fuente de nitrégeno, y 2.5 g/L
de meldn como unica fuente de carbono. Se muestran las medias * su desviacion estandar.
La linea punteada representa los valores de la biomasa modelada con la ecuacion logistica
de Verhulst.

En la cinética de formacion de biomasa en medio liquido por A. oryzae, se alcanz6 un
maximo a las 48 horas de la fermentacién obteniendo un valor de 1.9 g/L de biomasa, para
posteriormente tener una disminucién como se muestra en la Figura 5. La fase exponencial
de crecimiento se obtuvo en las primeras 24 horas de proceso con un valor de 1.7 g/L, con
una velocidad maxima de 4.442/h, y un tiempo de duplicacién de 0.16 h. EIl rapido
crecimiento se debe al consumo de azucares de facil asimilacion, que en este caso la fuente
de carbono sustrato fue el melén, que contiene un 97% de azucares solubles, de los cuales
el 50% es sacarosa (Bouzo et al., 2015). La cantidad de azlcares solubles presentes en el
medio permite al microorganismo tener una duplicacion celular mas rapida, siendo el
carbono una fuente de energia para formar nuevas células, debido a esto la generacion de
biomasa incrementa en las primeras horas, teniendo el pico mas alto a las 48 horas. En
una publicacion realizada por Sauer et al., (2013), menciona que bajas cantidades de

glucosa se emplean mayoritariamente para la formacion de biomasa.
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Figura 6. Cinética de produccion de &cido kéjico, consumo de azlcares totales y
formacion de biomasa en medio liquido por Aspergillus oryzae, a las 120 h utilizando 2.5
g/L de extracto de levadura como fuente de nitrégeno y 2.5 g/L de mel6n como Unica
fuente de carbono. Se muestran las medias y las barras de error muestran la desviacion

estandar.

La presencia de glucosa actia como precursor de la sintesis del AK, por otro lado, la
sintesis de AK comenzd a partir de las 24 horas, teniendo los mayores valores a partir de
las 72 horas y un maximo a las 120 horas (Figura 6). Asi mismo, el comportamiento del
consumo de azucares totales comenz6 a disminuir desde el inicio de la fermentacion,
siguiendo una tendencia en decremento. El microorganismo comienza a metabolizar la
fuente de carbono desde las primeras horas del bioproceso, y cuando se agotd la fuente de
glucosa en el medio el crecimiento alcanzo la fase estacionaria, generando en respuesta
un incremento de produccion de AK. Por otra parte, en un estudio realizado por Quiterio-
Gutiérrez et al., (2023) mencionan que los metabolitos secundarios se forman en las fases
logaritmica tardia y estacionaria, durante las cuales la fermentacion ya ha sido acidificada
por metabolitos primarios.

El consumo de azucares totales en las primeras 48 horas, tiene un comportamiento muy

acelerado en cuanto al consumo por el hongo A. oryzae, ya que, para su formacién de
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biomasa y crecimiento, requiere glucosa como la fuente de carbono. La mayor tasa de
crecimiento para la biomasa también se da a las 48 horas, mientras que la produccion de
acido kojico anterior a las 48 horas es muy baja. El hongo al estar en condiciones de
crecimiento, primero producira metabolitos primarios para su biomasa, y en condiciones
de estrés producira metabolitos secundarios como el acido kéjico. Otra posible explicacion
a la alta produccion de acido kojico después de las 72 horas pudiera ser que, debido a que
la fuente de carbono es a base de azlcares de melon (sacarosa, glucosa y fructosa), la
glucosa libre de facil asimilacion se consumié durante las primeras 48 horas, y la sacarosa
y fructosa durante las horas posteriores. Lo anterior pudo ocasionar un tipo de estrés hacia
el microorganismo, desencadenando la mayor tasa de produccién acido kéjico, siendo a
las 72 h, y 120 h con 1.33 g/L y 1.54 g/L de AK respectivamente. Trabajos realizados por
Navarro, Villa et al., (2004) menciona que el contenido de azlcares del melon, esta
directamente relacionado con la presencia de K en el floema, que interviene en el
transporte de sacarosa a los frutos. Algunas investigaciones (Ariff et al., 1997) reportan
que la produccion de AK y la biomasa fungica de Aspergillus oryzae aumentaron a medida
que avanzaba la fermentacion, alcanzando un valor maximo de biomasa en el dia 12,
reduciendo la glucosa hasta en un 42% coincidentemente con la produccion de acido
kojico. Estudios realizados por El-Kady et al., (2014) observaron un consumo de mas del
90% de glucosa en el dia 12 por la cepa Aspergillus oryzae, y la produccion de AK
comenz6 a aumentar a partir del dia 6. Otra investigacion realizada por Rosfarizan & Ariff,
(2000) consideraron los parametros de biomasa (crecimiento fungico), sustrato (azlcares
reductores) y producto (&cido kdjico) para la simulacion de la produccién de AK durante
los procesos de fermentacion, y sugirieron que los modelos propuestos basados en

ecuaciones logisticas son suficientes para describir el crecimiento fungico.
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Segunda etapa

Para la evaluacion del efecto de la aplicacion del AK sobre los cladodios de nopal, se
determinaron el color, presencia/ausencia de microrganismos, contenido de proteinas,
contenido de fenoles totales, actividad enzimatica polifenol oxidasa (PPO). Evaluando a
las 48, 96 y 144 horas, a una temperatura de 28°C y a un tiempo de inmersion de cada
tratamiento con &cido kojico. A continuacion, se describen los tratamientos: T1 (0.5 min),
T2 (1.0 min), T3 (2.0 min), T4 (4.0 min), T5 (8.0 min), T6 (16 min). EI numero de

repeticiones por cada tratamiento fueron 3.

En la Tabla 5 se muestra el valor de L* luminosidad, donde se observd diferencias
significativas (p<0.05) en el tratamiento 3 en el dia 6 mostr6 un valor de 57.57+ 0.58 con
un incremento del 11.87 % comparado con el testigo. En el valor de croma (C*ab) se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el dia 6 el T1, muestra valores de 31.68
+ 1.19, que representa un color verde claro incrementando 23.33% comparado con el
testigo, En el valor tono (H*ab) en el dia 4, no se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre los tratamientos. Los resultados fueron similares a los reportados por
Rodriguez-Felix et al., (2016) donde evaluaron la calidad del nopal verdura fresco cortado
mostrando un valor de L* de 52.2 a 55.3, un angulo de tono (AT) entre 123 y 124° y un

croma de 22.1 a 24.2 que representa un color verde claro.
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Tabla 5. Datos del color en nopal en la escala CIELab, valores de croma (C) y tono (°h).

En nopal verdura sin espinas tratados con &cido kojico, Tiempo de inmersion T1(0.5 min),
T2 (1.0 min), T3 (2.0 min), T4 (4.0 min), T5 (8.0 min), T6 (16 min). Se muestran las

medias + su desviacion estandar. Medias con una letra comun no son significativamente

diferentes (Tukey p<0.05) evaluando las filas entre dia.

Tratamientos  L* a* b* C h

Testigo  52.85£1.52 be 15.93+031ab 25.70£0.69b  30.24£0.51bh 58.21+1.03b
T1 §211+1.20cd 1488+1.37be  23.66+1.02¢  2795+159¢ 57.89+1.30bec
T2 55.85+0.86a 16.81:0.66a 2012+£0.70 a2  33.62+0.835a 60.00+0.70 ab

da2 T3 55.74+£1.06a 17.70+£0.49a 28.08+40.90a 33.20+£097a 57.76+0.48 be
T4 52.60+£0.57ed 13.55:0.78¢ 24.78+1.03be  28.26+1.00c¢ 61314161 a
T5 5445+091ab 16.84+1.57a 27.99+40.76 a2  32.68+0.15a 59.04+3.05ab
Té6 50.94+0.68d 1495+£1.23bc 21.36+0.88d 2551+1.08d 55.04+2.34c
Testigo 53.60£1.58c¢ 14.04+2.74a 2420+145¢  28.10+240b  60.15+4.08 ab
T1 5712+1.54ab 14.78+2.28a 26.30+4.54bc  3022+491ab 60.59+2.52 ab
T2 §7.32+1.27ab  14.65+£2.83a  31.52+3.02a 34.87+238a 6497+550a

dad T3 57.98+0.35a 1694+ 131a 20.3840.63ab 33.92+080a  60.05+2.05ab
T4 51.00+£0.26d 14.88x0.21a 22.38+0.58¢  26.88+0.36bh 56.36+1.06b
TS 5557+£1.98be 15.61+£2.62a 25.65+3.53bc  30.11+341ab 58.56+5.44 ab
Té6 5831+£1.55be  13.04£3.10a 2341+£358¢  2681+4.60b 61.13+£253ab
Testigo  50.74£2.63c¢ 11.41+3.23a 2141+£3.20b  2429+430h  6234+347a
T1 5453+2.28b 1675+ 047a 26.87+1.63a 31.68+1.19a 58.01+2.18a
T2 5510+£1.38ab 1248+211a 24.89+1.91ab 27.86+2.66ab 63.50+£2.02a

daé T3 57.57+0.58a  13.09+5.63a 26.02+3.31ab  29.29+535ab 64.23+7.74a
T4 5241+£127he 13912752 25.03£0.27ab  28.69+1.47ab 61.10+£4.72a
TS 53.00+£0.67he 13.02+3.05a 22.34+4.53ab 2596 +4.66ab  59.53+6.39a
Té6 53.52+£0.69h 1159+ 411a 2347+3.23ab  2629+4.24ab 64.13+0647a

Formulas utilizadas para determinar los valores de cromaticidad (C) y valor de tono (°h).

Férmula Croma C* = (a*2 + b*2)1/2 El valor de C* es cero, centros de un color

acromatico (gris), e indica colores grisaceos, el incremento de los valores (20 a 40) indican

colores apagados y valores superiores sefialan colores vivos.

Férmula AT tono (h°) h = arctan (b* / a*) se expresa como grados en una escala de 0 a
360° (McGuire, 1992).
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A continuacion, se muestran los datos del color en nopal verdura sin espinas tratados con
acido kdjico en la escala de espacio de color (CIELab), los datos de los tratamientos
obtenidos de la prueba de comparacion de medias por Tukey de la tabla 5, en el dia 6,
tiempo de 144 horas, el T1 muestra valores significativos, a* -16.75 + 0.47, b* 26.87
1.63, el valor del Croma 31.68 £ 1.19. Al colocar los valores de a* y b* en el espacio de
color (CIELab), al interceptarse los valores en el cuadrante nos da una coloracion verde

claro.

Escala (CIELab,) L* a* b*. L luminosidad, a y b son coordenadas de cromaticidad. En el
diagrama de cromaticidad a* (-) verde y a* (+) indica el color rojo, b* (+) indica el color

amarillo y b (-) indica el color azul.

Yellow
+b*
0

— Tratamiento 1

a*-16.75 £ 0.47

b* 26.87 £ 1.63

+a*
Red

Croma (C*ab)

(C) Croma 31.68 +1.19

)
-b*
Blue a*b* chromaticity diagram

Figura 7. Datos del color en nopal en nopal verdura sin espinas tratados con acido

kojico, espacio de color (CIELab)
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Presencia de microorganismos

La calidad es uno de los atributos usados por el consumidor sobre todo en la industria
como criterio de seleccidn, por lo tanto indicador de la calidad general.

En la Figura 8 no se observo la presencia de microorganismo en las muestras de nopal
tratados con &cido kéjico del dia 2 al dia 6, esto podria deberse a la accion que realiza el
acido kojico. El AK tiene la funcion de actuar como un agente anti fungico, Sin embargo,
en el campo de la agricultura, ha sido preferido por su actividad biodegradable debido a
sus diversas actividades bioldgicas como antibacteriano, anti fangico, antioxidante.
Ademaés exhibe actividades bioplaguicidas y biofungicidas en la agricultura (Wang et al.,
2023) .

Figura 8. Muestras de nopal tratados con acido kojico, evaluando las muestras a 144 h,
dia 6, a una temperatura de 28°C. Tiempo de inmersién T1(0.5 min), T2 (1.0 min), T3
(2.0 min), T4 (4.0 min), T5 (8.0 min), T6 (16 min).

Por otra parte, la presencia de manchas oscuras aparece en los tejidos expuestos donde las
espinas se eliminaron, el dafio fue mas intenso en el control donde la deshidratacion fue
mas severa. Este resultado es similar al estudio de Guevara et al., (2003) quienes
reportaron que el oscurecimiento en las zonas desespinado del nopal fue mas severo en la

muestra control que no estuvo en envases con atmosfera modificada.
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Contenido de proteinas

El contenido de proteinas en el nopal puede variar segun la variedad y el método de
preparacion. En general, se estima que el nopal contiene alrededor de 1.5 gramos de
proteina por cada 100 gramos de porcién comestible (Rodriguez-Felix & Cantwell, 1988).
En la Figura 9, se muestra el contenido de proteina en muestras de nopal sin espinas
tratados con &cido kdéjico donde indica que el T6 a un tiempo de 96 horas incremento un
44%, comparado con el testigo, esto se debe al tiempo de concentracion y tiempo de
inmersion ya que el acido kojico protegio eficazmente la estructura de la proteina evitando
asi la degradacion. Sin embargo estudios realizados J. Rodriguez, (2012) donde evaluaron
la calidad nutritiva y densidad microbiana de nopal duraznillo (Opuntia leucotricha)
fermentado en estado solido, durante 24 h, con aditivo y sin chamuscar, los resultados que
obtuvieron fue que el contenido de proteina no se vio afectada, presento una buena calidad
nutricional, que puede ser utilizado para complementar la alimentacién del ganado ovino
0 caprino en pastoreo, ya que se sabe que el nopal es un alimento que es utilizado en la
dieta para el consumo humano y como forraje para ganado debido a su contenido de
proteina. Otro este estudio realizado por Hou et al., (2023) donde investigaron el efecto
del &cido kojico sobre los cambios en la microestructura y la proteina miofibrilar de la
carne de pato durante el almacenamiento superrefrigerado, observaron que las muestras
tratadas con acido kojico, al 0,8% (m/v) aumento la capacidad de retencion de agua, redujo
el contenido de carbonilo y la degradaciéon de proteinas, y disminuy6 la pérdida de
contenido de a-hélice de las proteinas miofibrilares, reduciendo la oxidacion de la proteina

y prolongar su vida til hasta por 6 semanas.
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Figura 9. Contenido de proteina total en muestras de nopal tratadas con acido kdjico.
Tiempo de inmersion en valores de T1 (0.5 min), T2 (1.0 min), T3 (2.0 min), T4 (4.0 min),
T5 (8.0 min), T6 (16 min), evaluando las muestras a las 48, 96 y 144 horas. Medias con
una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey p<0.05)

Inhibicion de la actividad polifenol oxidasa (PPO)

Las enzimas oxidativas como la polifenol oxidasa (PPO) y la peroxidasa (POD) causan la
oxidacion de los compuestos fendlicos debido a la ruptura de la compartimentacién celular
y conducen a la formacion de quinonas dentro de la célula, sin embargo, el oscurecimiento
enzimatico ocurre cuando los sustratos fendlicos, la PPO y el oxigeno molecular se unen
bajo condiciones apropiadas de pH, temperatura y actividad de agua (Apodaca-Pérez
et al., 2016).

La aplicacion del acido kojico ayuda a la inhibicién de la actividad de la enzima PPO. La
Figura 10, muestra los resultados de la comparacién de medias por Tukey (p<0.05), donde
en la determinacion de la actividad especifica del extracto (AE) de la enzima polifenol
oxidasa (PPO) en cada uno de los tratamientos con AK. Los resultados muestran que el
tratamiento T1, comparado con el testigo muestran diferencias significativas. EI T1 aun
tiempo de inmersion 30 segundos en AK, a las 144 horas, muestra valores mas bajos de

1.29 unidades de actividad por miligramo de proteina, en pencas de nopal desespinado
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tratados con &cido kéjico, donde la actividad de PPO disminuyo logrando un mayor grado
de inhibicion de la enzima. Los resultados del estudio fueron similares a los realizados por
Apodaca- Pérez et al., (2016) donde evaluaron la actividad especifica de PPO en cuatro
diferentes variedades de nopal Opuntia ficus indica de variedades comerciales COPENA
F-1, COPENA V-1, Milpa Alta y Atlixco, donde la variedad de nopal Atlixco presento los
valores més bajos de absorbancias, atn después de 48 h con valores de absorbancia a 420
nm de 0 a 0.2, teniendo asi menor tendencia a oscurecerse y un menor contenido de acido
ascorbico. Estudios realizados por Denoya et al., (2012) donde evaluaron la actividad
enzimética PPO en manzanas cv. Granny Smith minimamente procesadas, las rodajas de
manzanas sometidas a los distintos tratamientos, demostro que los tratamientos | y 11, aun
tiempo evaluado de 16 dias, ayudaron a retardar el pardeamiento de la enzima PPO. Los
tratamientos aplicados fueron: 1. 2% &cido ascorbico + 1% é&cido citrico + 0.5% EDTA,;

I1. 1% éacido ascérbico + 0.5 % &cido citrico + 0.25%.
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Figura 10. Actividad de la enzima polifenol oxidasa (PPO). Tiempo de inmersion en
valores de T1 (0.5 min), T2 (1.0 min), T3 (2.0 min), T4 (4.0 min), T5 (8.0 min), T6 (16
min) tiempo de almacenamiento a una temperatura de 28°C, evaluando las muestras a las
48, 96 y 144 horas. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes
Tukey p<0.05
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Contenido de fenoles

El contenido de fenoles totales en muestras de nopal variedad Atlixco. Los resultados se
expresaron como mg de equivalentes de acido galico (EAG)/ g de peso seco, como se
muestran en la Figura 11. Los resultados muestran diferencias significativas entre
tratamientos (p< 0.05). El testigo mostro un incremento del 43% de fenoles totales en
comparacion con el T2 a un tiempo de 48 horas, sin embargo, a las 96 horas el T3 present6
una disminucion de un 33% comparado con el testigo, a un tiempo de 144 horas, el testigo
sigue mostrando los valores mas altos con un incremento de 55 % comparado con el T6,
esto pudo deberse a que el testigo sin ser tratado con &cido kdjico mantuvo por méas tiempo
su contenido en antioxidantes, los resultados difieren con lo mencionado por Apodaca-
Pérez et al., (2016) donde evaluaron cuatro variedades de nopal y donde la variedad
Atlixco presentd el menor contenido de fenoles totales (12.12mgEAG/g peso seco). Sin
embargo estudio realizado por Corral-Aguayo etal., (2008) donde determinaron la
cantidad de compuestos fendlicos, en la variedad de nopal silvestre Morado, mostraron un
contenido (19.9 mg EAG/ g peso seco), la cantidad de los compuestos fendlicos, asi como
la capacidad antioxidante de éstos puede variar dependiendo del cultivar, la temperatura

y regién de cultivo.

Los fenoles son compuestos quimicos que se encuentran ampliamente distribuidos en las
frutas y vegetales y considerados metabolitos secundarios, se caracterizan por tener un
anillo aromatico, son solubles en agua, alcohol y muchos éteres, contribuyen a la
pigmentacion de muchas partes de la planta, y actdan como colorantes, antioxidantes y

proporcionan sabor (Gimeno Creus, 2004).
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Figura 11. Contenido de fenoles totales en nopal variedad Atlixco. Tratadas con &cido

kojico. Tiempo de inmersién en valores de T1 (0.5 min), T2 (1.0 min), T3 (2.0 min), T4
(4.0 min), T5 (8.0 min), T6 (16 min), evaluando las muestras a las 48, 96 y 144 horas.

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes Tukey p<0.05.
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CONCLUSION

Los objetivos planteados si se lograron.

La hipotesis planteada si se aprueba.

Se logro6 producir un extracto de fermentacion rico en acido kéjico (AK) con el uso de
residuos de melén como fuente de carbono.

La aplicacion del extracto de fermentacion AK en cladodios de nopal verdura
minimamente procesados retarda el pardeamiento por oxidacion, mejora el color y retarda
la melanosis indeseable, y asi mismo, prolonga su vida de anaquel por més tiempo y evita
que se presente crecimiento de hongos y microorganismos.

Este proyecto tiene la vision de alargar la vida de anaquel del nopal verdura, mejorar la
calidad de exportacion y sobre todo dar un valor agregado a los desperdicios del melén

trabajando con la agricultura sustentable.
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