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Opuntia ficus-indica, comunmente conocida como nopal, es un cultivo de gran importancia y
abundancia en México; el género Opuntia en el continente americano es muy diverso,
biodisponible y sus numerosas propiedades no unicamente medicinales demuestran su alto
potencial de aprovechamiento en diferentes sectores industriales. En este contexto, el objetivo
del proyecto fue disefiar y evaluar un modelo de biorrefineria integral que permitiera la
valorizacion de la biomasa de O. ficus-indica mediante la extraccion de compuestos antioxidantes,
la obtencién de hidrocoloides, y la produccion de hidrégeno y biometano.

El proyecto consistié en tres etapas orientadas a generar informacién para la evaluacién de
escenarios de biorrefineria. En la primera etapa se obtuvieron bioproductos, especificamente
antioxidantes y polisacaridos, a partir de cladodios secos de O. ficus-indica mediante extraccién
con solventes organicos y solventes eutécticos profundos (DES). En la segunda etapa se llevaron
a cabo procesos complementarios: la produccion de biohidrogeno a partir de nopal por
fermentacion oscura (FO), y la digestion anaerobia (DA) de efluentes de la FO en régimen semi-
continuo. En la tercera etapa se evaluaron escenarios de biorrefineria para estimar el
aprovechamiento integral del nopal.

En la etapa 1, la extraccion de compuestos fendlicos se realizé en dos fases. En la primera
se empled la maceracion con solventes organicos (acetona, metanol y etanol) a diferentes
concentraciones. Los mejores resultados se obtuvieron con metanol y con acetona al 50 %,
siendo acetona la que extrajo compuestos con mayor capacidad antioxidante DPPH y ABTS. Por
otro lado, se evalud el uso de los DES como alternativa a los solventes organicos, destacando
los DES de cloruro de colina:xilitol y cloruro de colina:glicerol los cuales lograron incrementar la
extraccion de flavonoides 1.5 veces en comparacion a los solventes organicos.

En esta etapa se obtuvieron hidrocoloides mediante extraccion acuosa a temperatura
ambiente y a 80 °C, la cual presenté mayor rendimiento, posiblemente debido a la solubilizacién
simultanea del mucilago y una fraccion de la pectina que esta presente en la matriz vegetal.

Durante la segunda etapa, la produccién en lote de biohidrégeno a partir de nopal fresco
alcanzo un rendimiento de 96 mL H2/gSV el cual es aproximadamente el 20 % del rendimiento
tedrico. La biomasa residual fue sometida a diferentes tratamientos para evaluar su uso como
in6culo en un nuevo ciclo de FO; la biomasa sin tratar tuvo un mayor rendimiento a aquellos con
tratamiento. Posteriormente, se utilizé la biomasa residual para alimentar un reactor de DA en
semi-continuo para la produccion de biogas; la alimentacion de lodo digerido alcanzé un
rendimiento superior al de la alimentacion con nopal fresco.

Finalmente, en la etapa 3, se observé el indice de transformacion mas alto en el escenario
de biorrefineria que integré los cuatro procesos presentados (Ax-C-H-M), esto en comparacién
con los escenarios de uno o dos procesos. La DA fue el proceso que mas contribuyé al indice de
transformacion, mientras que la obtencién de hidrocoloides aporté el mayor rendimiento.

Se considera que la reutilizacién de efluentes y la integracion de procesos favorecen en gran
manera la eficiencia y el rendimiento de los productos de la biorrefineria, lo cual posiciona al nopal
como una alternativa sustentable atractiva para el desarrollo de bioprocesos. O. ficus-indica es
una materia prima altamente viable para su aprovechamiento bajo un enfoque de biorrefineria, la
cual permite la obtencién en paralelo de bioproductos con alto valor agregado y biocombustibles.

FIRMA DEL ASESOR:
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1 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La sociedad ha contribuido a la mayoria de los problemas ambientales que
combatimos hoy en dia, como el calentamiento global, el cambio climatico, el
deterioro de los suelos, la escasez de agua y la disminucién de recursos fosiles.
Cerca del 40 % de la superficie terrestre esta conformada por zonas aridas y se
espera que, debido tanto a las actividades antropogénicas como los fendmenos
meteoroldgicos, esta proporcion aumente conforme el paso de los afos (FAO,
2021). Los paises con mayor extension territorial de zonas climaticas aridas son
Australia, Rusia, Estados Unidos de América y los paises de la zona norte del

continente africano (Figura 1).

Tipos de
tierras secas

Subhimedas

Figura 1. Distribucion de las tierras secas en el mundo. Tomado de SEMARNAT (2019).

En el Informe de la Situacién del Medio Ambiente en México, publicado por
la SEMARNAT (2019) se resumen los tipos y cambios de suelo importante del
pais; entre lo mas destacable, y a pesar de la gran diversidad de climas que tiene
México, cerca de dos tercios del pais son tierras secas, dividiéndose en zonas
semiaridas (34.7 %), aridas (18.9 %), subhumedas secas (10.8 %) e hiperaridas
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(0.7%). Las tierras aridas se extienden desde la peninsula de Baja California, la
costa de Sonora, una zona del desierto chihuahuense; las semiaridas se ubican
en el centro del pais y sube por las Sierras Madre Oriental y Occidental hasta
Nuevo Leon y Tamaulipas; las subhumedas secas se encuentran en las sierras
de Guerrero, Oaxaca y Chiapas; por ultimo, las hiperaridas se concentran al

noreste de Baja California (Figura 2).

,,,,,,
Semiaridc

. Subhumedo seco

Otros climas

Figura 2. Distribucién de las tierras secas en México. Tomado de SEMARNAT (2018).

Debido a las principales caracteristicas de las tierras secas, bajas
precipitaciones y por consecuencia, sequias, olas de calor, vulnerabilidad a la
erosion hidrica y edlica, baja fertilidad a causa de la falta de materia organica en
el suelo, la flora nativa de estas zonas ha evolucionado para combatir estos
problemas a la hora de su crecimiento. Estas plantas son llamadas suculentas y
se diferencian de la mayoria debido a su metabolismo acido de las crasulaceas
(CAM, por sus siglas en inglés). Las plantas CAM tienen una oportunidad en el
mercado global debido al futuro al que nos acercamos, donde hay poca
accesibilidad a grandes cantidades de agua y los suelos deteriorados no-fértiles
abundan debido a la sobreexplotacion de los campos de cultivo (FAO, 2021).

Aunado a esto, en la actualidad tanto a nivel mundial como en el pais, se han

propuesto cambios para el aprovechamiento sustentable de la energia (Ley de
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Transicion Energética, 2015; SENER, 2018) de su produccion y utilizacion, y se
han descrito obligaciones para la generacién de energias limpias (Masera Cerutti
et al.,, 2011). De las fuentes de energia renovables que se conocen (como la
ellica, hidraulica, geotérmica y solar) la bioenergia tiene la particularidad de
provenir de la biomasa; esta se puede transformar y procesar de diferentes
maneras, no solo aplicadas a la generacion de energia, sino también a la

obtencion de productos de interés industrial.

1.1 BIORREFINERIAS

Las fuentes de energia alternativas y sustentables se estan investigando debido
al incremento en el precio de los combustibles fosiles y el decremento de recursos
naturales para su obtencién. Los biocombustibles se encuentran entre las
alternativas prometedoras de energia renovable, ya que se pueden producir a
partir de una amplia variedad de materias primas y tienen un buen potencial para
reducir las emisiones de gases de efecto invernadero, ademas de aumentar
oportunidades comerciales y laborales (Ng et al., 2017; Rodriguez-Valderrama et
al., 2020).

La produccion concomitante de bioenergia, biocombustibles vy
bioproductos a partir de fuentes sustentables de materia prima es un tema que
ha ganado gran atencion recientemente debido a la importancia de aplicar los
conceptos de economia circular en productos ampliamente utilizados en la actual
era.

Las biorrefinerias comprenden la integracion de procesos fisicos, quimicos,
bioquimicos y térmicos con el fin de degradar biomasa para convertirla en
productos con valor agregado (Moncada et al.,, 2016). La definicion de una
biorrefineria es “la integracion de procesos fisicos, quimicos, bioquimicos y
térmicos que, usando biomasa como materia prima, dan como productos
bioenergéticos y quimicos de valor agregado de manera simultanea” (Rodriguez-
Valderrama et al., 2022).
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1.1.1 Procesos aplicados a biorrefinerias y sus productos principales
Existen multiples vias para la conversion de biomasa en productos de valor
agregado, por lo que es importante integrar diversos tipos de procesos (Figura 3)

para su conversion, como los térmicos, biolégicos, cataliticos/quimicos vy

fisicos/mecanicos, para producir una amplia gama de productos (BioPlat &
SusChem, 2017; Cherubini, 2010; Platt et al., 2021).

Extraccion Hidrdlisis (acida, Combustion Digestién
Fraccionamiento alcalina) Pirdlisis anaerobia
Adsorcion Esterificacion Licuefaccion Fermentacion
Secado Pulpaje Gasificacion Enzimaticos
Tamizado Cataliticos Reformado con Deslignificacion
Destilacién QOrganosolv vapor bioldgica

Figura 3. Tipos de procesos que se pueden incluir en biorrefinerias. Modificado de BioPlat &
SusChem (2017).

1.1.1.1 Fisicos o mecanicos

1.1.1.1.1 Fraccionamiento mecanico

El propésito de este pretratamiento es reducir el tamafio de particula de la materia
organica e incrementar el area superficial para mejorar los procesos de
transferencia de masa en las siguientes etapas (Jedrzejczyk et al., 2019). Los
procesos mas utilizados para el fraccionamiento de la biomasa son la molienda,

troceado y extrusion.

1.1.1.1.2 Extraccion
Es un proceso en el que se separan uno o mas compuestos (la(s) sustancia(s)
objetivo) de una mezcla de sustancias (matriz multicomponente) utilizando un

disolvente que tenga mayor compatibilidad con el compuesto objetivo. Los

Pagina | 4



procesos de extraccion pueden llevarse a cabo con una matriz sélida (sélido-

liquido) o en una matriz liquida (liquido-liquido).

1.1.1.2 Procesos quimicos y cataliticos

1.1.1.2.1 Hidrdlisis

En la hidrdlisis de la materia organica (mas utilizada en biomasa lignoceluldsica)
ocurre una descomposicion de los polisacaridos complejos de la pared celular
vegetal en sus monosacaridos o moléculas mas simples (Verardi et al., 2012).
Este proceso se lleva a cabo con agua y, en ocasiones, con un catalizador

quimico (acido o alcalino).

1.1.1.2.2 Organosolv

Los pretratamientos con solventes a alta temperatura (140 — 200 °C) y presion
(para evitar la evaporacién del solvente) se utilizan principalmente para la
deslignificacion de la biomasa lignoceluldésica (Kumari & Singh, 2018). Los
solventes mas utilizados son etanol, metanol, acetona o etilenglicol y usualmente

son usados junto a un catalizador organico o inorganico, acidos o basicos.

1.1.1.3 Procesos termoquimicos

1.1.1.3.1 Pirdlisis

La pirdlisis es un proceso de degradacion térmica de materia organica en
ausencia de oxigeno a altas temperaturas (mayor a 400 °C) para la obtencion de
hidrocarburos ligeros, gas de sintesis, bioaceites y biocarbén (Mailaram et al.,
2021).

1.1.1.3.2 Tratamiento hidrotermal

Los tratamientos hidrotermales aprovechan el agua a altas temperaturas y
presiones para convertir la biomasa en productos como el biocarbon y el biocrudo.
La carbonizacion hidrotermal es llevada a cabo entre 180 y 250 °C con el fin de

obtener carbones con propiedades fisicoquimicas especificas; las principales
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reacciones en este tratamiento son hidrolisis, deshidratacion, descarboxilacion,
polimerizacién, aromatizacién y condensacion. En la licuefaccion hidrotérmica,
ocurren estas reacciones a una temperatura mayor a 280 °C, y generalmente se

obtiene como producto principal un biocrudo (Jedrzejczyk et al., 2019).

1.1.1.4 Procesos biolégicos

1.1.1.4.1 Digestion anaerobia

La digestion anaerobia es un proceso en el cual una comunidad microbiana
degrada la materia organica en ausencia de oxigeno; este consiste en cuatro
etapas (Figura 4): la hidrdlisis de macromoléculas, la acidogénesis (donde los
monomeros resultantes de la etapa anterior se transforman en acidos volatiles
intermediarios), la acetogénesis (donde estos intermediarios se convierten en
hidrogeno y acido acético) y la metanogénesis. Algunas referencias de la
digestion anaerobia en lote se muestran en la Tabla 1; se destaca el trabajo de
Lueangwattanapong et al. (2020) en el que evaluan distintas plantas con el

metabolismo distintivo de O. ficus-indica.

Materia organica compleja
(Carbohidratos, proteinas, grasas)

h 4

Moléculas organicas solubles
(AzUcares, aminoacidos, acidos grasos)

A 4
Acidos grasos volatiles

v v

Acido acético H, + CO,

| |
v

CH, + CO,

Figura 4. Etapas de la digestién anaerobia y especies de microorganismos involucrados.
Modificado de Bhatia et al. (2020).
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Tabla 1. Parametros de operacion de digestién anaerobia en lote de sustratos lignoceluldsicos.

Sustrato Inéculo Condiciones de Resultados Referencias
operacion
Ananas comosus  Lodo Vop = 150 mL Bmax = 298.3 mL/gSV (Lueangwatta
anaerobio RIS =2 (base SV) Rmax=17.75mL/gSV-d  napong et al.,
Top=39 °C A=1.02d 2020)
Agave 120 rpm Bmax = 376.9 mL/gSV
angustifolia Rmax = 21.18 mL/gSV-d
Opuntia fragilis Bmax = 296.9 mL/gSV
Rmax = 16.81 mL/gSV-d
Kalanchoe Bmax = 326.1 mL/gSV
daigremonitana Rmax = 26.54 mL/gSV-d
Zea mays Bmax = 312.5 mL/gSV
Rmax = 15.71 mL/gSV—d
A=1.45d
Residuos de Lodo Vr=5L Bmax = 152 mL CH4/g SV (Gandhi et
comida anaerobio Vop=35L al., 2022)
Top =37 °C
RIS =1
Desperdicios Estiércol Vop=250L B = 382 mL CH4/g SV (Rosas-
sélidos de la Top=35°C Mendoza et
industria citricola al., 2021)

Notas: Vr, volumen de reactor; Vop, volumen de operacién; Top, temperatura de operacion; RIS,
relacion indculo-sustrato; Bmax, rendimiento maximo acumulado; Rmax, tasa maxima de
rendimiento

1.1.1.4.2 Fermentacion oscura

La fermentacion oscura consiste en la digestion anaerobia limitada en su ultima
etapa, es decir, se evita la produccion de metano inhibiendo las arqueas
metanogénicas existentes en el indculo anaerobio. Se le llama fermentacion
oscura para diferenciarlo de los otros procesos biolégicos de produccion de
hidrogeno ya que la luz no es un requisito indispensable. Los productos
principales son el hidrégeno, acidos organicos volatiles y alcoholes, entre otros
biocompuestos. El rendimiento tedrico de hidrogeno es aproximadamente 500
mL H2/g SV, sin embargo, en la practica los rendimientos alcanzados llegan
maximo a 300 mL Hz/g SV; en la Tabla 2 se muestran algunos parametros mas
utilizados para la fermentacion oscura de residuos agroindustriales, ademas de

los resultados mas relevantes.
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Tabla 2. Parametros de operacion de fermentacion oscura de residuos agroindustriales.

Sustrato Inéculo Condiciones de Resultados Referencias
operacion

Hidrolizado Lodo Vr=05L Hmax = 223.8 mL H2/g SV (Rodriguez-
de residuos anaerobio Vop=04L Rmax = 2.6 mL Ha2/g SV-h Valderrama
decomiday (96°Cpor2 RIS=1.2 et al., 2020)
rastrojo de h)
maiz
Residuo de Lodo Vr =250 mL Hmax = 123.3 mL H2/g (Argun &
pulpa de anaerobio Vop =150 mL COD Dao, 2017)
durazno (hervido por 5 % v/vdeindculo Rmax =35.6 mL Hz/h

1h pH 5.9)
Puré de Efluente de Vr =235 mL Hmax = 151.6 mL H2/g SV (Panin et al.,
residuo de digestor Vop=70g 2021)
cebolla productorde 10 % ST

hidrégeno T=35°C

120 rpm

Suero de Lodo Vop =400 mL Hmax = 135.45 mL H2/g (Policastro et
queso y anaerobio RIS=0.4 COD al., 2022)
aguas (105 °C por T=35°C
residuales de 1.5h)
molienda de
aceituna

Notas: Vr, volumen de reactor; Vop, volumen de operacion; RIS, relacion indculo-sustrato; Hmax,
rendimiento acumulado maximo de hidrégeno; Rmax, tasa maxima de rendimiento; SV, sélidos
volatiles; COD, demanda quimica de oxigeno

1.1.1.4.3 Fotofermentacion

Este es un proceso biolégico en el que algunas bacterias fotosintéticas
(Rhodobium, Rhodobacter, Rhodospirillum, Rhodopseudomonas) utilizan la luz
como fuente de energia para convertir el sustrato (usualmente acidos organicos,
alcoholes y azucares) en hidrégeno. Es una gran area de oportunidad para
aprovechar las corrientes de la biorrefineria con alto contenido de acidos
organicos, ademas de ser un proceso ampliamente investigado, eficiente y

amigable con el medio ambiente (Hitam & Jalil, 2020).

1.1.2 Biomasa para biocombustibles y biorrefinerias

Nava-Garcia y Doldan-Garcia (2014) definen los cultivos energéticos como
“cualquier cultivo agricola, forestal o acuatico, cuya produccion parcial o total se
utiliza como materia prima para generar energia aprovechable”. En los cultivos

especificamente energéticos, tedricamente se aprovecharia el total de su
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produccion, incluidos sus residuos. Sin embargo, en cultivos con excedentes,
como los agricolas alimentarios, solamente dicho excedente se destinaria para
uso energético. De los cultivos industriales también se puede usar toda o parte
de su produccion, sea o no excedente, dependiendo de las decisiones de los
productores agricolas o de las condiciones del mercado.

Si bien no existe un nombre definido para la materia prima de biorrefinerias,
asi como “cultivo energético” lo es para la produccién de biocombustibles, el
término biomasa es el mas acertado para su aplicacién. La biomasa es materia
organica, comunmente vegetal, que puede ser procesada para su transformacion.

Las biorrefinerias se pueden clasificar de diferentes maneras (Figura 5),
ya sea por la materia prima utilizada (por ejemplo: biorrefineria a base de maiz,
biorrefineria a base de algas, etc.), o dependiendo del tipo de biomasa utilizada:
de primera generacion (cultivos energéticos, semillas oleaginosas comestibles,
cultivos alimentarios, grasas animales), de segunda generacion (biomasa
lignoceluldsica) y de tercera generacion (algas y otros microorganismos)
(Cherubini, 2010; Ng et al., 2017).

-
—

De maiz ‘l’

De cafia de

azucar

De algas

De frijol de soya
Cultivos Residuos de Cultivos acuosos:
amilaceos Y ricos agricultura algas, microalgas
en azlcar Residuos u otros
Cultivos lefiosos agroindustriales microorganismos
Cultivos Residuos de la
oleaginosos industria forestal

Figura 5. Clasificacién de biorrefinerias. Adaptado de Moncada et al. (2016) y Platt et al. (2021).
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Las biorrefinerias que mas llaman la atencién de la industria y la
investigacion son aquellas de segunda generacion, ya que su alimentacion se
basa en biomasa obtenida a partir del procesamiento, conversion o
descomposicién de la biomasa primaria. Lo ideal para una biorrefineria de este
tipo de cultivos (aquellos que son de igual manera consumidos por los seres
humanos) es que sea una instalacion en la que se procese la parte de la planta
que es destinada a alimento y posteriormente repartir los residuos
agroindustriales a los diferentes procesos de “refinacion” de la biomasa para
aumentar su valor econémico; la biorrefineria podria también funcionar como un

cluster mas que una unica instalacion.

1.2 GENERALIDADES DE LAS ESPECIES DE OPUNTIA

El cactus Opuntia ficus-indica (nopal, como se le conoce comunmente) es uno de
los simbolos de identidad mas importantes de México. Pertenece a la familia
Cactaceae y en la actualidad ha recibido gran interés como cultivo energético
debido a su uso eficiente de agua vy fertilizante, ademas de ser un cultivo que
puede crecer y desarrollarse en condiciones adversas, como estrés hidrico, a
comparacion de otros cultivos.

En la época precolombina la planta se utilizaba principalmente para
cosechar el fruto (tuna); luego empezd a recolectarse también la grana cochinilla
usada para elaborar tintes. De esta manera, el cultivo de Opuntia evolucioné
segun las necesidades humanas hasta que, tanto las frutas como los cladodios
(pencas, hojas alargadas) redujeron el tamafio y cantidad de sus espinas, dando
lugar a la planta Opuntia ficus-indica que hoy en dia se consume en el pais y es
la especie mas importante para el comercio (Inglese et al., 2018).

Alrededor del mundo se conocen al menos 300 especies del género Opuntia,
pero solo 10 especies son las mas cultivadas con el fin de aprovecharse. Por
ejemplo, otras especies cultivadas en México son O. joconoxtle, O. megacantha
y O. streptacantha, ademas de O. robusta, O. leucotricha, O. hyptiacantha y O.
chavefia, las cuales conforman las especies silvestres (Saenz, 2006).
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El nopal es un cultivo perenne; su etapa productiva comienza a los 2 ainos
después de la plantacion, alcanza su potencial a los 5 afos y tiene un periodo de
produccion al menos de 20 afios. Lo que caracteriza a las especies de Opuntia
(en general, de la familia Cactaceae) es la habilidad para adaptarse al medio
ambiente aun en condiciones de escasa disponibilidad de agua, variaciones
extremas de la temperatura (zonas aridas y semiaridas) y en suelos con baja
fertilidad donde otros cultivos no pueden prosperar. Esto se debe a los cambios
morfoldgicos y fisiologicos tipicos del metabolismo CAM (metabolismo acido de

las crasulaceas).

1.2.1 Metabolismo acido de las crasulaceas

La mayoria de las plantas realizan su respiraciéon mediante el metabolismo C3,
en el cual la fijacién del carbono se da por un compuesto de tres carbonos (acido
3-fosfoglicérico); sin embargo, el crecimiento y adaptabilidad de plantas con este
metabolismo se limitan a ambientes frescos y humedos para evitar la
fotorrespiracion. Hay dos tipos de metabolismo en plantas que cubren este rubro.
En el metabolismo C4 existe una separacion fisica entre las reacciones
dependientes de la luz (célula del mesdfilo) y el ciclo de Calvin (célula de haz
vascular).

Las plantas con metabolismo acido de las crasulaceas (CAM) separan las
reacciones dependientes de la luz y el uso del CO2 en el tiempo; las células
“respiran” por la noche, capturando el CO2Yy fijandolo como oxalacetato, y por el
dia realizan la fotosintesis. La comparacién de los metabolismos se puede
observar en la Figura 6. Cabe resaltar que, en un cultivo bajo irrigacion, Agave y
Opuntia (plantas con CAM) requieren 5 veces menos cantidad de agua que
plantas C3 y C4, manteniendo la misma productividad masica (Cushman et al.,
2015).
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estomas abiertas

co,

Dia:
estomas cerradas
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C6
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C6

Figura 6. Diferencias entre el metabolismo de las plantas C3, C4 y CAM.

1.2.2 Produccioén en México y en el mundo
Debido a su alta adaptabilidad y diversidad ecoldgica, el nopal puede ser
encontrado en diferentes partes del mundo ademas de América Latina, como el
Mediterraneo, Africa, Oriente Medio, Australia e India. En América se encuentra
distribuido desde Canada hasta la Patagonia y se puede cultivar a diferentes
altitudes de hasta 5,100 msnm. También se considera que O. ficus-indica es la
cactacea de mayor valor econémico en el mundo. En América, México y Brasil
son los paises con una gran area de cultivo del cactus Opuntia. Brasil se dedica
en su mayoria a la obtencién de forraje siendo su proceso de produccion el mas
eficiente en Sudamérica (Inglese et al., 2018).

En México la diversidad de Opuntia es mas amplia y el uso para consumo
humano es el mas alto del mundo (6.4 kg per capita). La Financiera Rural (2011)
estima que, en areas semiaridas con suelos pobres, son cosechadas especies

silvestres de nopal (i.e. O. robusta, O. leucotricha, O. hypriacantha y O. chavena)
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que ocupan aproximadamente 3 millones de hectareas, distribuidas
principalmente en la zona norte del pais y que se utilizan como forraje para
ganado y procesamiento (Figura 7). La mayor produccion de los cladodios
jévenes para consumo humano se encuentra en la zona central de México,
especialmente en el estado de Morelos y la demarcacién Milpa Alta de la Ciudad
de México de donde proviene la variedad mas utilizada para este propésito (O.

ficus-indica Mill.) (Figura 8).

Zacatecas
15%

Aguascalientes
17%

Coahuila
68%

Figura 7. Produccién de nopal forrajero en México en 2019. Porcentajes por 167 mil toneladas.
Fuente: SIAP (2022)
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Figura 8. Produccion de nopal verdura en México en 2019. Fuente: SIAP (2022)

1.2.3 Caracteristicas fisicoquimicas

La pared celular vegetal varia dependiendo del tipo y especie de planta; por
ejemplo, la pared celular primaria de plantas superiores esta compuesta por
celulosas y hemicelulosas conectadas por puentes de hidrogeno y, en la [amina
media, donde una célula se une con otra, la pectina rodea la red de celulosa y
hemicelulosa para asegurar la adhesion entre células (Bayar et al., 2018).

La composicion del cladodio depende de factores de cultivo, como el sitio,
la temporada, la edad, la hora de cosecha, entre otros; y, debido a esto, sus
nutrientes varian entre especies y variedades (Davila-Avifia et al., 2019). En
promedio, su contenido de humedad es de 90%; tiene un alto contenido de fibra
soluble (18 %bs) y cenizas (20 %bs), donde los minerales esenciales mas
abundantes son potasio, calcio y magnesio. La fibra soluble incluye pectina,
mucilago y algunas hemicelulosas; mientras la fibra insoluble incluye
polisacaridos, hemicelulosas, celulosa y lignina (Pefa-Valdivia & Sanchez-
Urdaneta, 2006). Se ha reportado también que los cladodios de nopal son una

buena fuente de metabolitos antioxidantes, como los flavonoides, fenoles,
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vitaminas y carotenoides, ademas de acidos organicos, como el acido oxalico y
acido malico (Stintzing y Carle, 2005).

Las pencas del nopal (cladodios) estan compuestas por un parénquima
medular blanco en el tejido central, y el parénquima fotosintéticamente activo que
contiene clorofila ubicado en el tejido de la corteza. Sus cladodios tienen forma
de raqueta y esta cubierta con espinas y tricomas, que forman la areola,
caracteristica de la familia Cactaceae (Figura 9). Las areolas son el origen de las
flores y frutos. Los gloquidios (pequefas espinas foliares delgadas, ubicadas en
las areolas) estan compuestos al 100% de celulosa cristalina, mientras que las
espinas contienen 96% de polisacaridos, distribuidos en 49.7% de celulosa 'y 50.3%
de arabinano, y el resto siendo cenizas, lignina y acidos grasos (Stintzing et al.,
2001).

., )—> Fruto

(tuna)

— Espina

Areolas

Planta

Figura 9. Partes de la planta de O. ficus-indica.

1.3 PRINCIPALES BIOPRODUCTOS POTENCIALMENTE OBTENIDOS DE OPUNTIA
Si bien la utilizacion de los cultivos de Opuntia intensivos se basa en la
produccion de nopal verdura, tuna, nopal forrajero y el procesamiento de estos,
segun el estudio de Bravo-Vinaja y Mendez-Gallegos (2016) en los ultimos afios
el interés de investigacién para esta planta se enfoca en las propiedades
funcionales y actividades bioldgicas de ingredientes activos presentes en Opuntia;

ademas, concluye que la informaciéon contenida en esa revision bibliografica
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puede ayudar a la toma de decisiones y estrategias tanto en el area cientifica
como en la tecnologica, sobre todo en los paises donde esta especie es
importante.

Siguiendo esta linea de datos, en ese trabajo se reunieron las palabras
clave utilizadas en articulos cientificos entre 2006 y 2015. Los resultaros
demostraron que el estudio de antioxidantes, betalainas, mucilago, polisacaridos,
flavonoides, fendlicos, pigmentos, polifendlicos y glicésidos son de los que mas
se tienen presentes. Debido a esto, se pudo definir la primera parte del trabajo
que se enfoca en la obtencion de bioproductos por medio de extraccion con
solventes, principalmente compuestos fendlicos y flavonoides, y de igual manera

los polisacaridos.

1.3.1 Antioxidantes

Los antioxidantes son un sistema de defensa dentro del cuerpo que lo protege
del dafo de las especies reactivas de oxigeno, las cuales se producen con
normalidad durante varios procesos fisioldégicos. Existen tanto antioxidantes que
se forman dentro del cuerpo (llamados enddgenos) y antioxidantes que se
obtienen a partir de la comida que se consume (exdgenos).

En la actualidad, se ha recurrido a investigar nuevas formas de obtencion
de antioxidantes para consumo en alimentos debido a que la seguridad de los
antioxidantes sintéticos se ha puesto a prueba, mostrando ser alérgicos,
carcinogénico, provocan nausea y anormalidades en el ADN y esperma (Wojcik
et al., 2010). Este nuevo enfoque se trata de encontrar fuentes naturales de
antioxidantes que sean econdmicos y mas cercanos a la naturaleza.

Los flavonoides son metabolitos secundarios de plantas que tienen una
estructura polifendlica (Figura 10). Poseen miscelaneos efectos positivos
bioquimicos y antioxidantes asociados con varias enfermedades degenerativas

como: cancer, Alzheimer, ateroesclerosis, entre otras.
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Figura 10. Estructura basica de los flavonoides y sus clasificaciones. Modificado de Panche et

al. (2016).

Los flavonoides son parte importante de las actividades biolégicas de las

plantas, animales y las bacterias. Una de sus funciones principales es la

proteccion contra estreses biodticos y abidticos, ademas de funcionar como filtros

UV, como moléculas sefal, compuestos alopaticos, agentes desintoxicantes y

compuestos antimicrobianos (Winkel-Shirley, 2002).

La extraccion de compuestos fendlicos, en especifico de flavonoides, a

partir de Opuntia ya se ha estudiado anteriormente (Tabla 3). Habitualmente se

sigue una extraccion secuencial con dos o tres solventes, que pueden ser

metanol al 50 %, seguido de acetona al 70 % y finalmente agua. El orden difiere

a lo que se describe generalmente, que es primero utilizar el solvente menos

polar; se utilizan solventes ligeramente polares y mas polares debido a la
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naturaleza de los compuestos de interés. El extracto crudo total es aquel que esta

constituido por los extractos recuperados de los solventes utilizados.

Tabla 3. Métodos de extraccion de compuestos antioxidantes (fendlicos) del cladodio de
Opuntia spp.

Método de extraccion

Resultados

Referencia

4 g de muestra seca + 50 mL MeOH 50 %
x 2 h; 50 mL acetona 70 % x 2 h; 50 mL

CFT: 36.62 mg GAE/g
FT: 4.83 mg rutina/g

De Santiago et al.
(2021)

agua x 30 min. DPPH: 72 umol trolox/g

ABTS: 778 umol trolox/g

10 g de muestra + 50 mL MeOH 50% x 1 CFT: 929.8 mg GAE/mL Avila-Nava et al.

h; 50 mL acetona 70 % x 1 h; 50 mL agua
X 15 min.

10 g de muestra + 50 mL MeOH 50% x 1
h; 50 mL acetona 70 % x 1 h; 50 mL agua
X 15 min.

2 g de muestra + MeOH 80 % a relacién
solido:liquido 1:10 por 2 h a T ambiente y
150 rpm.

500 mg de muestra + 40 mL MeOH 50 %
x1h; 40 mL MeOH 70 % x 1 h a 25 °C.

0.2 g muestra + 10 mL MeOH 50 % en
bafio de agua fria con ultrasonido x 30

DPPH: 0.3 mg/mL

CFT: 11.65 mg GAE/g
DPPH: 12.24 mg/mL

FRAP: 94.67 umol Fe (I)/g

CFT: 0.9 mg GAE/g

CFT: 20.79 mg GAE/g
FT: 2.13 mg rutina/g

CFT: 1.5-9.2 mg GAE/g

FT:0.2-1.17 mg CE/g

(2014)

Aruwa et al. (2019)

Santos-Zea et al.
(2011)

Medina-Torres et
al. (2011)

Mabotja et al.
(2021)

min.

3 g muestra + 47 mL EtOH a T ambiente CFT: 1.7-20 mg GAE/g Guevara-Figueroa
por 48 h en agitacién mecanica. FT:0.5-9.8 mg QE/g et al. (2010)

Notas: RSL, relacion solido-liquido; MeOH, metanol; EtOH, etanol; CFT, compuestos fendlicos totales; FT,
flavonoides totales; DPPH, radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo; ABTS, acido 2,2°-azino- bis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonico; FRAP, poder antioxidante de reduccion férrica; GAE, acido galico equivalente;
CE, catequina equivalente; QE, quercetina equivalente.

1.3.1.1 Disolventes eutécticos profundos

Estos nuevos solventes son mezclas eutécticas (del griego “buena fusién”) de
sales (HBA, del inglés hydrogen bond acceptor) y donadores de enlaces de
hidrégeno (HBD, por sus siglas en inglés), las cuales tienen un punto de fusion
mas bajo del que tendian por separado. Segun estudios relevantes en la ultima
década (Ruesgas-Ramon et al., 2017), se ha demostrado que los disolventes
eutécticos profundos (DES) son una buena alternativa a los solventes organicos
tradicionales e incluso a los liquidos i6nicos (IL); a parte de su baja volatilidad,
baja inflamabilidad y bajo punto de fusién, los DES son mas faciles de preparary
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se componen principalmente de compuestos mas amigables al ambiente que
pueden provenir de materiales renovables (Xu et al., 2017).

El HBA mas comunmente utilizado es el cloruro de colina y los HBD mas
usados son urea, etilenglicol y glicerol (Figura 11). Los DES se pueden preparar
mediante tres métodos: 1) calentamiento con agitacion magnética hasta formar
un liquido traslucido o claro; 2) evaporacion, en la que primero se disuelven los
componentes en agua y posteriormente se lleva a un rotavapor hasta retirar toda
el agua; y 3) liofilizado, de igual manera comienza con la disolucion de los

componentes en agua y posterior liofilizacion.

N

Halogenuros Donadores de enlace de hidrégeno
HO/\/ Cl'\ )k )J\ \N " \N N/
Cloruro de colina H;N NH, _NH7 H 2 H H
| urea Acetamida 1-metilurea 1,3-dimetil urea
N’/\ o °

Ho C.-\ \NJL )ﬁi\

N-ethyl-2-hydroxy-N,N- NH; HoN NH;,
dimethylethanaminium chloride | N ]
1,1-dimetilurea Tiourea

i ‘
OH
- HO
)k N. \/\
/\/ ~N OH
Cl o or HO OH Etilenglicol

Glicerol

NH,

Benzamida

2-(chlorocarbonyloxy)-N.N,N-

trimethylethanaminium chloride (o] (o] C‘) HO
| s M oH Acido adipico
NZ HO OH 0
HO/\/ Acido malénico Aci .
cido benzoico
Cr O OH
lo} 0
HO HO
OH OH Ho OH
Ndbrgglzgy[]gl:gg;%yr;ﬁ,n’y- o Acido oxalico Io) Acido succinico OH Acidocitrico
i ini

Figura 11. Aceptores de enlaces de hidrogeno (HBA) y donadores de enlaces de hidrégeno
(HBD) mas utilizados para la preparacién de disolventes eutécticos profundos (DES). Tomado
de Smith et al. (2014).

Algunos de sus principales usos a lo largo de los ultimos 25 afos son la catalisis
enzimatica, purificaciéon molecular, electroquimica, administracién de farmacos,
alternativa a liquidos iénicos, sintesis de zeolitas, procesos biocataliticos, entre
otros. También se encuentran en aumento los estudios de biodegradabilidad y

toxicidad de los DES, biocatalisis, captura de diéxido de carbono, en biomedicina
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y en extraccion de compuestos de interés alimenticio y farmacolégico (Paiva et
al., 2014). En el caso del presente trabajo, nos enfocaremos en la extraccién de
flavonoides y de acidos fendlicos.

Unli (2021) reporto la extraccion de oleuropeina, acido cafeico y luteolina
a partir de hojas de oliva con el uso de NADES, ademas filtré las combinaciones
de éstos para maximizar la cantidad de polifenoles, flavonoides y aumentar la
actividad antiradical. También se realizé una optimizacion de las condiciones de
extraccion tomando como factores el % de NADES (disuelto en agua) y la relacion
soélido-liquido (RSL). Los mejores rendimientos se obtuvieron con cloruro de
colina-fructosa-agua (5:2:5) extrayendo 187 mg/g de fendlicos y 12.75 mg/g de
flavonoides; sin embargo, con glucosa-fructosa-agua (1:1:11) se obtuvieron
mayores cantidades de oleuropeina y acido cafeico (1630 mg/kg y 112 mg/kg,
respectivamente), extraido a 75 °C, 47 % NADES y 63 mL/g por 1 h en bano
ultrasoénico.

Un punto en comun que comparten la mayoria de los trabajos discutidos
es que la extraccion de estos compuestos fendlicos se favorece al afadir una
cantidad de agua conocida a la solucion del DES (Tabla 4). Esto permite que la
viscosidad disminuya y que haya una mejor transferencia de masa para permear
la materia organica. Por ejemplo, Unlii et al. (2021) destacd que los rendimientos
de fendlicos y flavonoides aumentaron al diluir el NADES a 50 %.

Podemos deducir entonces que, las condiciones de operacidon mas
influyentes en la extraccion de compuestos fendlicos utilizando DES son: i) la
disolucién del DES en agua, ii) la relacion liquido-sdlido, iii) la temperatura y iv)

la relacion molar del DES.
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Tabla 4. Extraccién de compuestos fendlicos (acidos fendlicos y flavonoides) utilizando
solventes eutécticos profundos.

Materia DES Condiciones de Resultados Compuestos Ref
prima operacion identificados
Hojas de Cloruro de 43 % DES 187 mg Oleuropeina, Unla,
olivo (Olea colina- 40 mL/g RLS GAE/g acido cafeicoy (2021)
europaea) Glucosa- 75°Cx1h 12.75 mg luteolina
Agua 5:2:5 140 W, 37 kHz ApE/g
Residuos Acido 55 % p/v DES 132 mg Kaempferol 3- Lakka et
de lactico- 60 mL/g RLS GAE/g O-soforosido, al.
procesado Glicina 5:1 800 rpm delfinidin 3,5- (2019)
de azafran 50 °C x 150 min di-O-glucosido
Scutellaria Acido 60 % DES 82 mg Baicalina, Oomen
baicalensis  citrico- 20 mL/g RLS wogonosido/g wogonina, et al.
prolina 1:1 40°Cx1h extracto wogonosido (2020)
Ultrasonido x 30
min
Rizoma Mentol- 20 g DES/g 13.5mg QE/g ND Oliveira
Curcuma acido lactico muestra etal.
longa L. 2:1 40 °C (2021)
Ultrasonido a 50 —
60 Hz x 2-3 h
Vegetales, Cloruro de 70 % DES ND Rutina, Bajkacz
frutas y acetilcolina- 3 mL/g naringina, &
especias Acido 60 °C x 45 min quercetina, Adamek,
lactico 2:1 Ultrasonido 400 hesperetina (2018)
w
Flos L-prolina- 90 % DES 126.7 mg Quercetina, Nam et
sophorae Glicerol 2:5 20 mL/g RLS QE/g kaempferol, al.
45 min 3.7 mg kae/g isorhamnetina  (2015)
Ultrasonido 330- 13.3 mg
450 W isor/g
Platycladi Cloruro de 90 % DES 5 mg QE/g Miricitrina, Zhuang
cacumen colina-Acido 40 mL/g RLS quercitrina, et al.
levulinico 30 min amentoflavona, (2017)
1:2 50 °C hinokiflavona
Ultrasonido 200
W, 40 kHz
Allium cepa  Acido 70 % DES 18.56 mg Quercetina Ciardi et
L. glicolico- 30g DES/ g QE/L al.
Prolina 3:1 muestra (2021)
50 °C x 30 min

Sonicacion 1 h

Notas: DES, solvente eutéctico profundo; RLS, relacién liquido-sdlido; GAE, &cido gaélico
equivalente; ApE, apigenina equivalente; kae, kaempferol; isor, isorhamnetina; QE, quercetina
equivalente; ND, no determinado.

1.3.2 Mucilago
Aunque mucilago y pectina se usan indistintamente para referirse a los
hidrocoloides tienen una diferencia composicional y biofuncional (Goycoolea &

Cardenas, 2003). El mucilago es un polisacarido constituido por moléculas de
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monosacaridos como la glucosa, arabinosa, xilosa, ramnosa, galatosa y manosa,

asi como por acidos uronicos unidos por enlaces glucosidicos. El mucilago se

puede extraer de diferentes partes de las plantas, incluyendo rizomas, raices y

endospermos de semillas. Los mucilagos no solubles en agua se hinchan y

absorben considerables cantidades de agua, pero solo los solubles en agua

pueden formar soluciones viscosas. Estos compuestos se utilizan ampliamente

en la industria farmacéutica, alimentaria y cosmeética, asi como en la agricultura,

la industria textil y la del papel (Ciudad-Mulero et al., 2019).

Tabla 5. Métodos de extraccion de mucilago de Opuntia reportados en la literatura.

Biomasa Preparacion Proceso de extraccion Rendimiento Referencia
de la muestra
Cladodios de  Extraccion con  Tres extracciones con agua 20.8 % Cruz-Rubio
O. ficus- acetona 5 desionizada a 80 °C por 1 h mucilago BS et al.
indicay O. mL/gx 12 h (35, 25y 20 mL/g). (2020)
joconostle tres veces.
Metanol 95 %
5mL/gx12h
tres veces.
Parénquima  Separacion 100 g de parénquima con 2.56 % en Vargas
medular de manual del 250 mL de agua destilada, BH de Rodriguez
cladodio de parénquima 100 rpm a Tamb por 12 h; parénquima et al.
O. spinulifera medulary filtrar y adicionar un volumen (2016)
trituracion. igual de agua (tres veces).
Precipitar: 100 mL del filtrado
con tres volumenes de EtOH.
Cladodios de  Secado en RSL 1/10 g/mL 10.24 % BS Bayar et al.
O. ficus- horno con flujo 25 °C por 90 min a 250 rpm (2016)
indica de aire a Filtrar y precipitar con dos
60 °C. volumenes de isopropanol
por12ha4-°C
El precipitado se lava con
EtOH y se seca a 50 °C por
24 h.
Parénquima  El parénquima Agua a temperatura ambiente NR Otalora et
medular de se corta en arelacién de 1:2 viv al. (2021)
O. ficus- piezas médula/agua por 24 h.
indica pequenas. Se filtra con una tela de

nylon, se centrifuga y se
precipita utilizando etanol en
relacion 3:1 etanol/gel.

El precipitado se seca a

105 °C en un horno.

Notas: BS, base seca; BH, base humeda; NR, no reportado.
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1.3.3 Pectina

La pectina es un copolimero compuesto por bloques diferenciables de
heteropolisacaridos (Figura 12). Estos polisacaridos se pueden identificar como
homogalacturonanos (mas abundante), xilogalacturoranos, apiogalacturonanos,
ramnogalacturonanos | (segundo mas abundante) y ramnogalacturonanos |l
(Harholt et al., 2010). Estos bloques de heteropolisacaridos se comprenden de
residuos de acido galacturonico unidos por enlace a(1-4) y ramnosa a(1-2), con
ramas laterales de (1-4)-D-galactosa o de L-arabinosa a(1-5). Ademas, algunas
de las unidades carboxilicas C-6 de la columna vertebral del acido galacturénico
estan esterificadas con grupos metoxilo, o existen como sal de acido urénico. En
general, el polimero de pectina contiene entre 300 y hasta unas 1000 unidades
de sacaridos (150 kDa).

Ramnogalacturonanoll Homogalacturonano Xilogalacturonano Ramnogalacturonano |

O =Acido D-Galacturénico @~ © @ =L-Arabinosa © =D-Apiosa é =0-Acetil
O =L-Ramnosa © =D-Galactosa © =L-Fucosa ? =0-Metil
@ =Acido Glucorénico @® =L-Acidoacérico @ =D-Xilosa = Borato

@ -=-KDO=4cido3-desoxi-D- @ =D-DHA=acido (O =L-Galactosa

mano-2-octulosénico 3-desoxi-D-lixo-
2-heptulosarico

Figura 12. Estructuras basicas de la pectina. Modificado de Harholt et al. (2010).
Es el principal componente de las paredes primarias de las células vegetales
no lefosas, y es abundante en la mayoria de los vegetales y frutas (Goycoolea y
Cardenas, 2003). Le confiere resistencia y flexibilidad a la pared celular, ademas
de tener una serie de funciones biolégicas fundamentales (sefalizacion,
proliferacion celular, diferenciacion y adhesion celular). Por ejemplo, las regiones
ricas en ramnosa de las cadenas de pectina mejoran las interacciones

moleculares entre las células y el polisacarido, mientras que las regiones ricas en
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galactosa la formacion de estructuras enredadas
(Ciriminna et al., 2015).

Actualmente la pectina se obtiene de cascaras de citricos, pulpa de manzana

ramificada promueven

y remolacha azucarera; estas se secan hasta tener menos del 10 % de humedad,
esto para evitar la degradacion de la materia previo a su extraccion. El
procedimiento se lleva a cabo mediante hidrdlisis acida con acidos minerales,
comunmente acido clorhidrico, nitrico o sulfurico, a 50-100 °C y pH 2-3. Después
se filtra, se concentra y se precipita con alcohol isopropilico; éste se recupera por
destilacidn y el residuo solido se seca para obtener la pectina. En la Tabla 6 se

enlistan trabajos de investigacion enfocados en la obtencién de pectina a partir

de Opuntia como materia prima.

Tabla 6. Extraccion de pectina a partir de Opuntia en la literatura.

Biomasa Preparacion de la Proceso de extraccion Rendimiento Referencia
muestra
Tunade O. Extraccion de Extraccién secuencial con PSA: 6.1 % Habibi et al.
ficus-indica  grasas con tolueno- agua a 60 °C y con una BS (2004)
etanol 38-62 por 24  solucion acuosa de EDTA
h. Extraccién de 0.5% a 60 °C.
mucilago con agua Precipitado: 4 volumenes
a temperatura EtOH.
ambiente.
Cladodios Secado en horno RLS 15 mL/g 6.13 % BS Bayar et al.
de O. ficus- con flujo de aire a pH 2.8 con acido clorhidrico (2016)
indica 60 °C. Extraccién de 90 °C en bafio de agua por 2
mucilago con agua h
a 25 °C. Precipitado: 2 volumenes de
isopropanol
Cladodios Secado a Pectinas solubles en agua: PSA:5.75 % Lefsih et al.
de O. ficus- temperatura 10 % p/v a 60 °C, 500 rpm x PSQ: 0.21 % (2016)
indica ambiente. 1.5 h; neutralizar con NaOH 5 PAS: 0.11 %
N y precipitar con EtOH BS
Pecinas solubles quelantes:
residuo + EDTA 0.5 %, 80 °C
x 1.5 h; neutralizar, luego
precipitar con EtOH
Pectinas acido-solubles:
segundo residuo + HCI 0.05
Ma50°Cx1h
Cladodios Secado en horno Extraccion asistida por 18.14 % BS Bayar et al.
de O. ficus- con flujo de aire a ultrasonido. RLS 30 mL/g (2017)
indica 60 °C. Extracciénde pH 1.5

mucilago con agua
a 25 °C por 90 min

70 °C por 70 min.

Notas: PSA, pectinas solubles en agua; PSQ, pectinas solubles quelantes; PAS, pectinas acido-
solubles; RLS, relacion liquido-sdlido
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1.3.4 Biogas

La produccion de biogas utilizando distintas especies de Opuntia como materia
prima ha sido investigada con anterioridad (Tabla 7), llevando incluso a una
patente mexicana para el proceso y equipo necesario para la digestién anaerobia,
en la cual se utilizan cactaceas diluidas del 3 al 5 % en agua (Aké Madera, 2015).

Opuntia comenzo6 a tomar aun mas relevancia en el area de la biotecnologia
cuando se evalud la produccion de metano mediante digestion anaerobia de
diferentes concentraciones de cladodios de O. ficus-indica y de estiércol de vaca
(Jigar et al., 2011). EI mayor rendimiento total de biogas fue de 14.2 L, utilizando
75 % de estiércol de vaca y 25 % de pencas de Opuntia en un reactor batch de
2.8 L,y el porcentaje de metano fue también el mas alto con 69 %. Concluyeron
que es ideal que los cladodios sean digeridos como co-sustrato junto al estiércol
para la produccion de biogas, sin embargo, si no hay disponibilidad de este ultimo
los cladodios pueden digerirse solos.

Quintanar-Orozco et al. (2018) evaluaron el efecto combinado de un
pretratamiento alcalino y el ajuste de la relacion C/N en el residuo de O.
heliabravoana Scheinvar con el fin de producir biogas y biofertilizante en
reactores anaerobicos. Se utilizé estiércol de conejo con agua en relacién 1:3 v/v
como inéculo. Debido al alto contenido de humedad presente en el nopal (90%)
no fue necesario adicionar mas agua para el proceso, en el entendido de que la
digestion anaerobia en sustrato sumergido se ha llegado a realizar hasta 15% de
solidos totales. Usaron un reactor control y un reactor con ajuste de C/N de 1.54
L de volumen de trabajo y se alimentaron cada dia con 2.31 kg-SV/(m3d) y tiempo
de retencion hidraulico de 36, durante 85 dias; estos produjeron 221y 257 mL/g-
SV de biogas con contenido de metano de 61 y 65 %, respectivamente.

Otro tipo de estudio que se encontré fue el efecto de los pretratamientos
térmicos, alcalinos y acidicos en la composicion quimica y el rendimiento de
metano de la biomasa de O. ficus-indica (Calabro et al., 2018). Los rendimientos
de metano oscilaron entre 289 y 604 NmL/gSV. A su vez, modelaron la
produccion acumulada de metano a través de la ecuacion de Gompertz
modificada.

Pagina | 25



La produccion de biogas puede tener como sustrato mezclas de materias
primas distintas, tipicamente residuos agricolas y agroindustriales (Valenti et al.,
2018). Este es el caso de la co-digestion de diferentes mezclas de pulpa de
citricos, orujo de aceituna, estiércol de aves de corral, ensilaje de esparceta
italiana y cladodios frescos de Opuntia. Los mejores potenciales de biometano
fueron de 250 y 260 Nm3CHa/tSV, sin embargo, las mezclas contenian tan solo
el 15 % en peso seco de cladodios de Opuntia.

Las microalgas son una fuente competitiva con los cultivos energéticos
debido a su alta captacion de CO2 durante su crecimiento, sin embargo, presenta
como desventaja que, en el caso de produccion de biogas, tiene baja
degradabilidad y un problema en el balance de nutrientes, especialmente debido
al alto contenido de nitrégeno. Debido a esto, en un articulo combinaron la
biomasa de microalgas de Scenedesmus y los cladodios de O. maxima para
optimizar la produccion de biometano por digestion anaerobia. Al combinar 75 %
(SV) de nopal y 25 % (SV) de biomasa de microalga se obtuvo el mayor

rendimiento de metano (Ramos-Suarez et al., 2014).

Tabla 7. Produccién de metano en lote utilizando Opuntia.

Sustrato Inéculo Condiciones de Resultados Referencias
operacion
O. ficus- Estiércol de vaca, Reactor: 1.1 L 424 — 604 Calabro et al.
indica residuos agricolas RIS: 3 £ 0.67 NmL/g SV (2018)
y residuos lacteos T=36 °C, 30d
O. sp Efluente de un Reactor: 1.5 L 249.9 - 260.1 Valenti et al.
digestor anaerobio  RIS: 2 Nm3/tSV (2018)
comercial T=38 °C,
O. maxima Efluente anaerobio  Reactor: 1 L 360 L/kg SV Ramos-Suarez
de PTAR RIS: 2 et al. (2014)
T=37°C,40d
O. ficus- Lodos anaerobios Reactor: 150 mL 300.8 mL/g SV  Lueangwattana
indica RIS: 2 pong et al.
T=39°C, 120 rpm, (2020)
40d
O. ficus- Rumen de vaca Reactor: 250 mL 315-702 Myovela et al.
indica T=31°C mL/g SV (2019)
30d

Notas: RIS, relacién indculo sustrato; T, temperatura; SV, soélidos volatiles

Ademas de articulos basados en la experimentacién en laboratorio, se

encontraron estudios que analizaban la viabilidad econémica de la produccion de
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biogas a partir de la digestion de nopal y estiércol, tomando en cuenta la
produccion de electricidad y la obtencion de metano resultante de este proceso
(Ramirez-Arpide et al., 2019). Otro estudio mas del mismo autor se enfocaba en
el analisis de ciclo de vida de la produccién de biogas a partir de las pencas de
nopal y de estiércol de vaca; evaluaron los impactos ambientales de un escenario
base y tres escenarios alternativos con diferentes sistemas agricolas vy
estrategias de almacenamiento del digestato (Ramirez-Arpide et al., 2018). Ellos
se enfocaron primordialmente en las emisiones directas del cultivo en el campo,
utilizando un sistema organico y uno convencional.

Por otro lado, los experimentos de produccién de biohidrogeno con Opuntia
son aun escasos. De manera especifica se ha estudiado la produccién
fermentativa de hidrégeno en reactores por lote de lecho empacado para evaluar
factores ambientales en el rendimiento de la produccién de hidrogeno a partir de
aguas residuales del procesamiento de lacteos (Moreno-Davila et al., 2011).
Como sustrato utilizaron tallos secos de O. imbricata junto a un cultivo mixto
pretratado para la formacion de biopeliculas.

Recientemente en nuestro grupo de investigacion (Carrillo-Verastegui et al.,
2022) se utilizaron tres tipos de Opuntia para su evaluacién como sustrato de
fermentacién oscura para la produccion de biohidrégeno; ademas, se evaluaron
la RIS y el uso de sodlidos de Opuntia extraidos. La mejor produccion de
biohidrogeno (438 mL H2) se obtuvo con O. ficus-indica var. Copena utilizando
una RIS de 0.2. Sin embargo, este trabajo todavia tiene areas de oportunidad con
el fin de mejorar la produccion de hidrogeno, como el ajuste de solidos y su

acoplamiento a un sistema de digestién anaerobia del sélido digerido.
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1.4 ANTECEDENTES

Anteriormente en el grupo de trabajo se analizé un modelo de biorrefineria (Figura
13) para nopal en el cual se evaluaron dos procesos principales: la extraccion de
compuestos antioxidantes y la produccion de biocombustibles (Carrillo-
Verastegui, 2021). Los resultados mas relevantes indican que se pueden obtener
mas de un compuesto antioxidante en la etapa de extraccién y, posteriormente
se puede utilizar el solido resultante (residuo) para un uso posterior en digestion
anaerobia sin disminuir en demasia el rendimiento de biometano
(aproximadamente un 5 %). Esto da lugar a nuevas propuestas de biorrefineria
de nopal, en las cuales mas productos de valor agregado se “refinen” de la
biomasa de O. ficus-indica; se pueden obtener antioxidantes e hidrocoloides,
mejorar la produccion de hidrégeno y acoplar este proceso a uno de digestion
anaerobia para maximizar la produccién de biocombustibles gaseosos, ademas
de aprovechar corrientes secundarias de “desecho” o de “residuos” para obtener

otros productos de valor agregado.

Concentracion Solvente
de
antioxidantes

T Antioxidantes
Sobrenadante
Solvente + solvente
Opuntia Molienda, sgcado >  Extraccion
spp. y pretratamiento
Precipitado
Materia Vll Biogéds
Proceso Lodos
anaerobios -3 FO/DA en lote _Lodps
digeridos

S

Figura 13. Modelo de biorrefineria de Opuntia spp. en Carrillo-Verastegui (2021).
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Tabla 8. Antecedentes del aprovechamiento de O. ficus-indica para la obtencion de productos
de valor agregado.

Referencia Alcance del trabajo
Bayar et al. Extraccion de polisacaridos a partir de cladodios de O. ficus-indica.
(2016) Obtencién de mucilago y pectina para su uso como suplemento

alimenticio o para la industria farmacéutica.

De Santiago et Métodos de extraccion de biocompuestos para cladodios de O.
al. (2021) ficus-indica: agua, etanol 80 %, etanol y extraccién sucesiva con
metanol 50 %, acetona 70 % y agua.

Calabro et al. Potencial de biometano de O. ficus-indica y el efecto de
(2018) pretratamientos térmicos, alcalinos y acidicos.

Volpe et al. Produccion de carbén a partir de la carbonizacion hidrotérmica de
(2018) O. ficus-indica. Enfoque a combustible.

Ramirez- Analisis de ciclo de vida para la produccion de biogas mediante la
Arpide et al. co-digestién de cladodios de nopal con estiércol de vaca.

(2018)

Avila-Lara Pretratamientos quimicos y enzimaticos de O. ficus-indica y Agave
(2019) salmiana para produccion de acido succinico.

Recuperacién de oxalato de calcio

Margain Sato Potencial de O. ficus-indica como biomasa capaz de suministrar
Matsumoto multiples productos: alimentos, productos de interés farmacéutico.
(2019) Valorizacién integral de la planta; modelo de biorrefineria.

Estos productos que se mencionan se han obtenido independientemente en la
literatura (Tabla 8). Por ejemplo, Bayar et al. (2016) obtuvieron mucilago, pectina
y una fraccion de mucilago péptico a partir de cladodios de O. ficus-indica, los
cuales concluyeron que pueden utilizarse como surfactante y antioxidantes
naturales para suplemento alimenticio o para su uso en la industria farmacéutica.
Por otro lado, Calabro et al. (2018) evalu6 el potencial de biometano de biomasa
de O. ficus-indica pretratada quimicamente; incluso utilizando los cladodios sin
pretratamiento, obtuvieron 420 NmL CHa4/g SV, lo cual ya es mayor que el
rendimiento tedrico de metano. Incluso se han evaluado los impactos
ambientales de la produccion de biogas con nopal con estiércol de vaca
(Ramirez-Arpide et al., 2018); el indicador del potencial de calentamiento global
de la produccion de biogas utilizando nopal fue menor que para los reportados
para otros sustratos similares como el maiz, desperdicios de cocina, residuos de

la industria de alimentos, remolacha azucarera y sus hojas, entre otros. Volpe et
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al. (2018) sometieron a carbonizacion hidrotermal los cladodios de O. ficus-indica
y evaluaron como la temperatura, el tiempo de reaccion y la relacion biomasa-
agua utilizada en la reaccion afectaba las propiedades del carbén obtenido.
Margain Sato Matsumoto (2019) en su trabajo concluye que las biorrefinerias de
nopal son viables ya que plantea el aprovechamiento totalmente integral de esta
planta, comenzando con sus productos principales de alimento (cladodios y
tunas), el uso de los residuos de nopal para digestion anaerobia y la recirculacion
de los lodos de esta etapa previa para cumplir su ciclo como fertilizante para el
propio cultivo; también demuestra otros productos que pueden ser importantes
dependiendo del mercado local donde se desarrolle el proyecto. Previamente, en
el grupo de trabajo Avila-Lara (2019) desarrollé la produccion de &cido succinico
utilizando cladodios de O. ficus-indica adicionando pretratamientos acidos vy
enzimaticos. Como se puede resumir en los antecedentes, mucho se ha
investigado de los métodos de aprovechamiento del nopal; sin embargo, ninguno
ha reunido estos métodos en un proceso operativo para su maximo

aprovechamiento, lo que se pretende lograr con este trabajo.
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2 APORTACION CIENTIFICA

El nopal es una planta versatil y con gran potencial de valorizacion; sus
principales ventajas son el uso eficiente del agua, la subsistencia en condiciones
adversas, la composicion quimica y la alta disponibilidad en tierras aridas y
semiaridas. O. ficus-indica se caracteriza por su alto contenido de fibra y
compuestos bioactivos, lo que hace esta planta un sustrato con potencial para la
produccion de biocombustibles y otros productos de valor agregado para el area
farmacéutica, cosmética y de alimentos.

Este proyecto explora nuevas rutas para el aprovechamiento del nopal con
el objetivo de valorizar cada una de las corrientes residuales de los procesos
involucrados. El enfoque de esta biorrefineria es hacia los compuestos
antioxidantes, hidrocoloides y bioenergéticos.

Se realizara una evaluacién de los solventes organicos mas utilizados y su
concentracion para la extraccion de compuestos fendlicos a partir de O. ficus-
indica. Se utilizaran por primera vez en el grupo de trabajo los disolventes
eutécticos profundos para la extraccion de compuestos fendlicos a partir de
Opuntia. Se obtendran hidrocoloides a partir de los residuos después de la
extraccion con solventes organicos. Se evaluara el procedimiento secuencial de
fermentacién oscura y digestion anaerobia como estrategia alternativa al uso de
Opuntia fresco, ademas de evaluar la refermentacioén oscura en lote.

Con el modelo de biorrefineria propuesto se buscara alcanzar rendimientos
similares a los de literatura para la extraccion de compuestos antioxidantes e
hidrocoloides con uso potencial en las industrias farmacéutica, de alimentos y
cosmeética, ademas de generar biocombustibles mediante la digestidn secuencial
de los residuos solidos de la extraccion.

Este proyecto se realiz a nivel laboratorio con el fin de evaluar en términos
de rendimiento el potencial de aprovechamiento de O. ficus-indica mediante
procesos biotecnolégicos en un modelo de biorrefineria, integrando un ciclo de

bioeconomia circular.
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3 HIPOTESIS

Existe un escenario de biorrefineria para la produccion de antioxidantes,

hidrocoloides, biohidrogeno y biometano de O. ficus-indica con un indice de

transformaciéon de sustrato equiparable o superior al existente para la sola

produccion de metano.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Disefiar un modelo de biorrefineria para la produccién de compuestos fendlicos

antioxidantes, hidrocoloides, materiales adsorbentes y bioenergéticos

(biohidrégeno y biometano) a partir de O. ficus-indica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extraer antioxidantes mediante extraccion secuencial con solventes
organicos y mediante extraccion con disolventes eutécticos profundos.
Extraer hidrocoloides a partir de la biomasa cruda y de la biomasa
residual de la extraccion de compuestos fendlicos.

Integrar los procesos de produccion secuencial de hidrégeno y metano
para Opuntia fresca.

Evaluar escenarios de biorrefineria a partir de O. ficus-indica utilizando

indicadores que consideren la eficiencia de procesos.
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5 METODOLOGIA

5.1 PLAN DE TRABAJO

El proyecto consta de tres etapas (Figura 14), cada una enfocada a la obtencién
de productos o evaluacion de la biorrefineria a partir de cladodios de O. ficus-
indica. La primera etapa se basa en procesos de acondicionamiento de la
biomasa, que consisten en la extraccion secuencial de compuestos antioxidantes
y pectina mediante el uso de solventes y métodos convencionales y verdes,
evaluando sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas. En la segunda etapa,
se analizé la produccion secuencial de hidrégeno y metano por medio de un
arreglo de biorreactores en lote-semicontinuo. En la tercera etapa, se considero
la evaluacién de escenarios de biorrefineria basados en la obtencion de los

bioproductos y biocombustibles.

Etapa 1. Obtencion de Etapa 2. Obtencién de Etapa 3. Evaluacion de
bioproductos. biocombustibles. escenarios.

* A1. Extraccion de * A3. Produccion de « AB6. Evaluacion de
compuestos hidrégeno por transformacion de O.
antioxidantes con fermentacion oscura de ficus-indica en
biomasa de O. ficus- O. ficus-indica en lote bioproductos para
indica « A4. Efecto del tipo de escenarios de

« A2. Extraccion de inéculo biorrefineria
hidrocoloides con hidrogenogénico
biomasa de O. ficus- sobre la fermentacion
indica oscura en lote

* A5. Produccion de
metano por digestién
anaerobia de lodos
fermentados de FO en
semi-continuo

Figura 14. Plan de trabajo.
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5.2 ACTIVIDAD 1. EXTRACCION DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES A PARTIR DE
LA BIOMASA DE O. FICUS-INDICA

5.2.1 Propésito
Comparar el rendimiento de compuestos fendlicos en la extraccion con dos
grupos de solventes: extraccidon convencional con solventes organicos y

extraccion con disolventes eutécticos profundos.

5.2.2 Diseno experimental

La actividad se dividioé en dos partes. La actividad 1A comprende la extraccién de
compuestos antioxidantes por maceracion de O. ficus-indica con tres diferentes
solventes organicos a tres concentraciones. Posteriormente, la actividad 1B
consiste en la preparacion de disolventes eutécticos profundos (DES) y la
extraccion de biocompuestos utilizando estos disolventes, evaluando los cuatro

DES obtenidos a partir de datos de la literatura.

5.2.3 Obtencidon y caracterizacion de cladodios de O. ficus-indica

Los cladodios de Opuntia ficus-indica var. Atlixco se recolectaron de un campo
(N19°33'37” 0101°25'32”) de cultivo al amanecer (entre 7 y 8 a.m.). Se
seleccionaron pencas de 6 meses a la misma altura de la planta, de color y
tamano uniforme (20-25 cm), sin imperfecciones, que no hayan dado fruto. Se
tomaron dos grupos de 5 plantas. Se recolectaron dos cladodios de la primera,
tercera y quinta planta de cada grupo; después se recolectaron tres cladodios
aleatoriamente de entre las cinco plantas del grupo.

Se lavaron y desinfectaron con cloro (Cloralex, 5 % de hipoclorito de sodio) y
etanol al 80 %. Se le retiraron las espinas y gloquidios manualmente con cuchillo,
se cortaron en cubos de aproximadamente 1 cm, se licuaron y se dejo en un
refractario hasta sequedad en un horno de conveccion forzada con recirculaciéon
a 60 °C para evitar cambios en su composicion quimica. Los cladodios secos se
molieron y tamizaron a un tamano de particula de 250 ym; se guardaron

Pagina | 34



herméticamente a temperatura ambiente hasta su uso y se caracterizaron

conforme a los siguientes métodos en la Tabla 9.

Tabla 9. Parametros para la caracterizacion de O. ficus-indica.

Parametro Método Referencia

Humedad y cenizas Gravimétrico (APHA-AWWA-WEF, 2017)

pH Potenciométrico (Secretaria de Comercio y
Fomento Industrial, 1992)

Celulosa, hemicelulosa y lignina  Gravimétrico (AOAC International, 2003)

Nitrégeno total Digestion y titulacion  (AOAC International, 2003)

Analisis elemental (Avila-Lara, 2019)

Metales pesados (K, Na, Ca, Fe, Absorcion (AOAC International, 2003)

Mn, Mg, Zn, Ni, Cu, Pb, Cd, Cr)  atémica/ICP

5.2.4 Actividad 1A. Extraccion de compuestos fendlicos a partir de O.

ficus-indica mediante solventes organicos

5.2.4.1 Propdésito
Evaluar el rendimiento de compuestos fendlicos en la extraccién con solventes

organicos habituales a partir de los cladodios de O. ficus-indica.

5.2.4.2 Diseno experimental

La biomasa seca de los cladodios de Opuntia se pes6 en vasos de precipitado vy,
a continuacion, se sometioé a extraccidén mediante maceracion con un disolvente
organico en una proporcion de biomasa-disolvente de 1:10 (g/mL) durante 1 h a
temperatura ambiente (25 °C) y agitacion orbital de 150 rpm. Posteriormente, se
centrifugd por 15 min a 10,000 rpm y el sobrenadante se filtré con papel Whatman
No. 1. El disefio experimental fue de dos factores con tres niveles: Se evaluaron
tres solventes organicos (acetona, metanol y etanol) a tres concentraciones (50,

80y 100 % v/v) (Figura 15) y los ensayos se realizaron por duplicado.
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Acetona 50 %
Metanol 80 %

Etanol 100 %
CFT

Solvente Extracto AR
. DPPH
organico (sobrenadante) ABTS

Centrifugacion

OFl seca Extraccion . iy
y filtracion
1h@25°C
150 rpm OFI
0.1 g/mL desgastada

(sélido)

Figura 15. Disefio experimental para la evaluacion de la extraccion de compuestos
antioxidantes a partir de O. ficus-indica mediante solventes organicos.
Notas: OFI, O. ficus-indica; CFT, compuestos fendlicos totales; AR, azicares reductores;
DPPH, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo; ABTS, acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico).

5.2.4.3 Programa de seguimiento y analisis

Los ensayos de extraccion se llevaran a cabo por duplicado. El sobrenadante de
cada extracto (nombrados con la primer letra del solvente y seguido del
porcentaje en volumen, e.g. A50, E80, etc.) se caracterizara segun lo estipulado
en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros para la caracterizacion de los extractos fendlicos.

Parametro Técnica Referencia

Compuestos fendlicos totales  Colorimétrica (Folin-Ciocalteu) (Kechebar et al., 2017)

Flavonoides totales Colorimétrica (AICl3) (Mabotja et al., 2021)

Actividad antioxidante DPPH, ABTS (Bobo-Garcia et al.,
2015) (De Santiago et al.,
2021)

Perfil de compuestos HPLC-DAD -

fendlicos (acidos fendlicos y
flavonoides)

5.2.4.4 Procedimientos y técnicas

5.2.4.4.1 Compuestos fendlicos totales (Folin-Ciocalteu)

La cuantificacion de compuestos fendlicos se llevé a cabo modificando el método
colorimétrico reportado por Kechebar et al., (2017). La muestra se diluye
apropiadamente en agua destilada y se toma una alicuota de 125 pL.
Posteriormente se afiaden 500 uL de agua destilada y 125 yL del reactivo Folin-

Ciocalteu; se agita previo a la adicién de 1 mL de Na2CO3 7 % y 1 mL de agua
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destilada. Finalmente, se agita en vortex y se deja reaccionar por 90 min a
temperatura ambiente en un lugar oscuro. La medicion se lleva a cabo a 760 nm,
el estandar utilizado es acido galico (curva de calibraciéon: 4—200 mg GAE/L) y los
resultados se expresan en mg de acido galico equivalente por gramo de muestra

en base seca (mg GAE/qg).

5.2.4.4.2 Flavonoides totales

Este método se baso en el realizado por Mabotja et al. (2021). Se utilizaron 250
ML de muestra diluida en 1.6 mL de agua destilada en un tubo de ensayo;
posteriormente se afiaden 75 L de nitrito de sodio al 5 % p/v y se deja reaccionar
por 5 min. Luego se afaden 75 uL de cloruro de aluminio al 10 % p/v y se deja
reposar por otros 5 min. Finalmente, se afnaden 500 uL de NaOH 1 M y se deja
reaccionar por 30 min. La absorbancia de las muestras se lee a510 nmy la curva

de calibracidn se realiza con quercetina.

5.2.4.4.3 Actividad antioxidante DPPH

Se llevo a cabo mediante el método en microplaca de Bobo-Garcia et al. (2015).
Una alicuota de 20 yL de muestra diluida apropiadamente se agrega a 180 uL de
una solucion de DPPH (0.15 mM en metanol; absorbancia de aproximadamente
0.7 a 515 nm). Se deja reaccionar por 40 min a temperatura ambiente en
oscuridad y la absorbancia se mide a 515 nm. El blanco es de 20 pL de agua con
180 pL de metanol y el control es de 20 uL de agua en 180 uL de solucion DPPH

después de 40 min. El % de captacion de DPPH se calcula de la siguiente manera:

Amuestra - Ablanco

% DPPH = 100 |1 — (1)

Acontrol - Ablanco

5.2.4.4 4 Actividad antioxidante ABTS
El método por seguir es el reportado por De Santiago et al. (2021). Para generar
la solucién de radicales libres ABTSe+, se combina la solucion de persulfato de

potasio 0.36 mM con una solucion de ABTS 0.9 mM preparada en buffer salino
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de fosfatos (PBS, pH 7.4); esta solucion se guarda en oscuridad por 12 h. Antes
de su uso, la solucion ABTSe<+ se ajusta con PBS hasta una absorbancia de 0.7
a 734 nm.

Se toma una alicuota de 100 pL del extracto diluido en agua
desmineralizada y se afnade a 2 mL de la solucién de ABTS++. Después de 18

min de reaccion, se mide la absorbancia a 734 nm.

5.2.4.4.5 Perfil de compuestos fendlicos por HPLC-DAD

Previo a la medicién por HPLC, los extractos se hidrolizaron con HCI 3.2 M por
30 min en bafio maria (85 °C) para liberar los flavonoides de su glicésido (Santos-
Zea et al., 2011); por cada mg de extracto seco, se utilizaron 100 pL de acido. A
continuacion, al extracto hidrolizado se le realizd una limpieza utilizando un
cartucho para separacion en fase sélida (SPE) HyperSep C-18 de 100 mg. El
procedimiento comenzo6 con el lavado del cartucho con 1 mL de MeOH y su
acondicionamiento con 1 mL de agua desionizada. A continuacion, se cargo la
muestra hidrolizada diluida (volumen del hidrolizado mas 1 mL de agua
desionizada); posteriormente, se lavé la muestra con 1 mL de MeOH 25 % en
agua desionizada y finalmente, los compuestos retenidos en la fase sdlida se
eluyeron con 1 mL de MeOH. Se llevo a sequedad y se resuspendié a 1 mg de
peso seco del extracto hidrolizado por mL de fase movil.

La cuantificacion de flavonoides se llevé a cabo en un cromatégrafo de
liquidos Waters equipado con una bomba binaria (Modelo 1525) con
degasificador, un automuestreador (Modelo 717plus), un detector con arreglo de
fotodiodos (PDA, Modelo 2996) y software Empower 3. La columna utilizada fue
una Phenomenex C-18 (100 A, 5 ym) con una precolumna C-18 (4 x 3 mm) y el
volumen de inyeccién de 20 yL. La fase movil fue acido férmico 0.1 % (A) y
metanol (B) a 0.5 mL/min. El método instrumental (Tabla 11) comenzo6 con 30 %
de A; a los 15 min, 60 % de A; a los 20 min, 63 % A; se mantuvo a 63 % de A
hasta los 30 min; a los 32 min, 70 % de A y se mantuvo asi hasta los 35 min.
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Tabla 11. Método instrumental (gradiente) para la identificacion de flavonoides de extractos
hidrolizados y lavados de O. ficus-indica.

Tiempo %A % B

0 30 70
15 60 40
20 63 37
30 63 37
32 70 30
35 70 30

La deteccion de los componentes se lleva a cabo a 330 nm para quercetina,
kaempferol e isorhamnetina. Se realizaron curvas de calibracion, a cinco niveles

por triplicado, de cada uno de los compuestos a cuantificar.

5.2.5 Actividad 1B. Extraccion de compuestos fendlicos a partir de O.

ficus-indica utilizando disolventes eutécticos profundos (DES)

5.2.5.1 Preparacioéon de DES

Para la preparacion de DES para la extraccion de compuestos fendlicos de O.
ficus-indica se consideré a aquellos con mejores rendimientos para diferentes
flavonoides de una variedad de plantas (Tabla 4). De acuerdo con lo reportado
por Nam et al. (2015), estos DES se prepararon mezclando sus componentes
HBA, HBD y agua a las relaciones molares definidas en la Tabla 12, en un vaso
de precipitado a 60 °C por 0.5-2 h, hasta formar un liquido homogéneo. Para
todos los casos, la relacion molar del agua es el 20 % en peso del DES

correspondiente.

Tabla 12. Solventes eutécticos profundos para evaluar en la extraccién de compuestos

fendlicos.
Relaciéon molar
DES HBA HBD (HBA:HBD:H.0)
ChCI-X Cloruro de colina  Xilitol 5:2:15
ChCI-G Cloruro de colina  Glicerol 1:1:3.5
Pro-X L-Prolina Xilitol 2:3:10.5
Pro-G L-Prolina Glicerol 2:5:10.5

Para la extraccion de flavonoides a partir de biomasa seca de O. ficus-indica se

utilizé una relacion sodlido-liquido de 1:20, es decir, se mezclaron en un tubo
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hermético 250 mg de nopal seco con 5 mL del DES apropiadamente preparado
y diluido al 80 %. Los tubos con la mezcla se colocaron en una plancha de
calentamiento a 70 °C por una hora. Posteriormente, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente, se trasvasaron a tubos de plastico para centrifugar la
mezcla a 10,000 rpm durante 15 min. El sobrenadante se recuperd con

micropipeta y las muestras se guardaron en refrigeracién hasta su analisis.

5.2.5.2 Programa de seguimiento y analisis

El analisis correspondiente del extracto sera el mismo que para la seccion 5.2.4.3.

5.2.5.3 Procedimientos y técnicas

Las técnicas se describen en la seccion 5.2.4.4, con un ligero cambio en la
hidrdlisis previo a la cuantificaciéon por HPLC. La hidrdlisis de los extractos de
DES se diluyeron 1:1 con agua destilada (287 uyL DES + 287 uL agua) y
posteriormente se agregaron 600 uL de HCI 3.2 M en un frasco hermético para

llevar a cabo la reaccién de hidrdlisis en bafio maria a 85 °C por 30 min.
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5.3 ACTIVIDAD 2. EXTRACCION DE HIDROCOLOIDES CON BIOMASA DE O.
FICUS-INDICA

5.3.1 Propésito

Comparar el rendimiento en la obtencion de hidrocoloides a partir de biomasa
cruda y biomasa residual de O. ficus-indica, empleando dos métodos de
extraccion: uno a temperatura ambiente y otro con calentamiento. Asimismo,
evaluar la viabilidad de integrar los procesos de obtencién de antioxidantes e
hidrocoloides, analizando tanto realizacién por separado como de su manera
secuencial, utilizando los residuos de extraccion de antioxidantes como materia

prima para la extraccion de hidrocoloides.

5.3.2 Diseno experimental

Esta actividad se dividid en dos etapas: en la primera se evalud la extraccion de
hidrocoloides a partir de O. ficus-indica utilizando agua a dos temperaturas
diferentes para calcular la cantidad de heteropolisacarido recuperado; mientras
que, en la segunda parte, se realizé la misma extraccion de hidrocoloides, esta
vez obtenidos de una biomasa residual mediante un tren de extracciones con

solventes organicos (acetona y metanol).

Extraccion .,
Extraccion de
con solventes . )
, . hidrocoloides
OF| seca organicos

Extraccion de
hidrocoloides

Figura 16. Etapas de la actividad 2 para la extraccién de hidrocoloides con O. ficus-indica.
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5.3.3 Procedimientos y técnicas

5.3.3.1 Extraccion de hidrocoloides con biomasa cruda de O. ficus-indica
Para la extraccion de hidrocoloides (Figura 17) a temperatura ambiente, se
colocaron 4 g de cladodios secos en un matraz Erlenmeyer con 40 mL de agua
destilada a 25 °C y se dejé por 2 h en agitacién constante a 200 rpm en una
plancha con agitacion magnética. En cuanto a la extraccién con calentamiento,
previo a la extraccion, se calentd el agua destilada a 80 °C en una plancha con
agitacion magnética; una vez mantenida la temperatura del agua, se agrego el
polvo de los cladodios a la misma relacion sélido-liquido de 1:10 (4 g de cladodios
secos y 40 mL de agua destilada) y se mantuvo en agitacion a 200 rpm por 2 h.

Al finalizar la extraccion (y dejar enfriar a temperatura ambiente), la mezcla
se llevo a centrifugar por 15 min a 9500 rpm. Posteriormente, el sobrenadante se
filtr6 al vacio con papel Whatman No. 1 y lo recuperado se precipit6 con 3
volumenes de etanol absoluto por 12 h. El precipitado se recuperé al filtrar al
vacio la solucion sobre papel Whatman No. 1y éste se llevd a sequedad en horno
a 60 °C por 24 h.

OFI
desgastada
(S%Iido) 12to mIL Solvente
Agua etano
40 mL agua . . Precipitacion de . Hidrocoloide
4 OF 25°C x 2 h Centrifugacion sobrenadante Filtrado @25 °C
seca PT . .
40 mL agua . ., Precipitacion de . Hidrocoloide
80°Cx2h Centrifugacion sobrenadante Filtrado @80 °C
Agua
OFI 120 mL Solvente
desgastada etanol

(s¢lido)
Figura 17. Disefio experimental para la evaluacion de la extraccion de hidrocoloides a partir

cladodios de O. ficus-indica.

Se calculé el rendimiento masico del hidrocoloide obteniendo el peso seco del
hidrocoloide obtenido y dividiéndolo entre la masa seca de O. ficus-indica

utilizada.
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5.3.3.2 Extraccion de hidrocoloides con biomasa de O. ficus-indica extraida
Se tomaron 10 g de muestra de cladodios secos y se extrajeron con 100 mL de
acetona por 1 h a temperatura ambiente en una incubadora orbital; al terminar
esta extraccion, la suspensidn se centrifuga por 15 min a 9500 rpm y el
sobrenadante se recupera y se guarda en refrigeracién. Por otra parte, el sélido
se resuspende en 100 mL de metanol para continuar con una segunda extraccion
por 1 h atemperatura ambiente y agitacion orbital; de igual manera, la suspension
se centrifuga por 15 min a 9500 rpm y el sobrenadante se guarda. El solido
resultante se somete a una tercera extraccion, esta vez separandose en
extraccion con agua a temperatura ambiente y extraccion con agua caliente. Esta
se llevd a cabo por 2 h a sus respectivas temperaturas y a finalizar de nuevo se
centrifuga y el sobrenadante se recupera para precipitar los hidrocoloides con 3

volumenes de etanol frio por toda la noche.

100 mL 100 mL
acetona metanol Hidrocoloide
@25 °C
10 g OFI Extraccion Extraccion Extraccién de
seca con acetona x con metanol x hidrocoloides
1h @25 °C 1h@25°C
Hidrocoloide
Extracto de Extracto de @80 °C
acetona metanol

Figura 18. Esquema de extraccion de hidrocoloides con biomasa de O. ficus-indica extraida.
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5.4 ACTIVIDAD 3. PRODUCCION DE HIDROGENO POR FERMENTACION OSCURA
DE O. FICUS-INDICA EN LOTE

5.4.1 Propésito

Escalar la produccion de hidrogeno en sistema por lotes a partir de OFI, utilizando
las condiciones Optimas previamente determinadas por el grupo de trabajo, con
el objetivo de evaluar su factibilidad a mayor escala y mejorar el rendimiento en

la generacion de hidrogeno.

5.4.2 Diseno experimental

Se realizé el escalado del proceso de fermentacion de biomasa de Opuntia,
pasando de una cantidad inicial de 50 a 150 g (Figura 19). Este escalado se lleva
a cabo para evaluar la reproducibilidad y eficiencia del proceso a mayor escala,
asi como para optimizar las condiciones operativas. Se realizé un incremento en
tres veces de la masa total del reactor, ademas del volumen del reactor utilizado
en Carrillo-Verastegui et al. (2022); cabe resaltar que este escalamiento no siguio
las reglas heuristicas de escalamiento de reactores, unicamente se escalo el

volumen del reactor (de 120 a 500 mL) y la masa de operacién (de 50 a 150 g).

Figura 19. Diagrama del reactor de fermentacion oscura de O. ficus-indica.
Notas: OFI, Opuntia ficus-indica; iMT, indculo metanogénico tratado térmicamente; iF,
fermentado; Vop, volumen de operacion

5.4.3 Programa de seguimiento y analisis
En la Tabla 13 se muestran los analisis que se llevaron a cabo en principalmente

en el lodo fermentado y el gas producido.
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Tabla 13. Parametros para analisis de sustrato y los sélidos digeridos de reactores de
fermentacion oscura.

Parametro Método Alimentaciéon Lodo Biogas Referencias
pH Potenciométrico  1/lote 1/lote NA NMX-AA-25-1984
Perfil de Gravimétrico 1/lote 1/lote NA APHA/AWWA/WEF,
solidos 2012
Alcalinidad Titulacion 1/lote 1/lote NA Anderson y Yang,
total 1992
Produccion Desplazamiento  NA NA 1/6 h Carrillo-Verastegui et
de hidrégeno  volumétrico con al., 2022

NaOH 1 M

5.4.4 Procedimientos y técnicas

5.4.4.1 Reactivacion inéculo UANL

El in6culo UANL es un lodo digerido del reactor madre operado en el CIByN,
Apodaca, Nuevo Ledn; se formé con el método “tres tercios” (Escamilla-Alvarado,
2014) utilizando lodos de antiguos digestores anaerobios, lodos de planta de
tratamiento de aguas residuales y estiércol de vaca en la misma proporcion. Fue
alimentado con residuos de frutas y verduras, se control6 el pH a 7.5 en promedio
y se ajusto la relacion Al/AP hasta 0.3 aproximadamente regulando con una

mezcla de bicarbonato de sodio y fosfato de potasio, durante 3 meses.

5.4.4.2 Preparacién de reactor inoculador “tres tercios”

Se preparé utilizando estiércol de vaca, tierra de jardin y lodos aerobios de planta
de tratamiento de aguas residuales. La tierra de jardin se obtuvo excavando
aproximadamente a 20 cm de profundidad en los jardines del Cinvestav Unidad
Zacatenco. Los lodos se obtuvieron del Centro de Tratado de Aguas Residuales
AGIVSA ubicada en Av. Acueducto de Guadalupe, Gustavo A. Madero, 07790,
Ciudad de México; estos se dejaron sedimentar y se decantd el agua separada
para dejar un lodo mas espeso. Este reactor se dejé en arranque un mes y se

aclimat6 con licuado de nopal.

5.4.4.3 Montaje de reactores hidrogenogénicos
El ensayo de produccién de hidrogeno en lote con O. ficus-indica se llevd a cabo

en matraces Kitasato de 500 mL adaptados con tapones de hule y mangueras a
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un frasco captador de CO2 (solucién de NaOH 2 M) y a otro frasco medidor de
biogas de 1000 mL.

Se prepararon tres reactores fermentadores en lote a las mismas
condiciones de operacion (triplicado) con un volumen de trabajo de 150 g. El
in6culo utilizado se pretraté térmicamente a 95 °C por 1 h. Los reactores se
alimentaron con una suspension en agua (10 % de ST) del lote seco de O. ficus-
indica a una RIS de 0.2 y se incubaron a 37 °C.

La medicion de hidrogeno se realizé mediante el método de
desplazamiento volumétrico, haciendo pasar el gas por la trampa de NaOH y
posteriormente desplazar una solucion de salmuera acidificada en un frasco
medidor. El volumen de hidrégeno registrado se normalizé (0°C y 1 atm)
utilizando la Ecuacion ( 2 ), donde 585 mmHg es la presion atmosférica promedio
de la Ciudad de México.

273 585
273 + Tpp . 760 (2)

Vn: volumen desplazado normalizado (NL)

VN:VDX

Vp: volumen desplazado (L)

Top: temperatura de operacion (°C)

La medicidn de la produccion de hidrégeno se realizé durante aproximadamente
70 h o hasta cuando la diferencia del volumen de produccion fuese minima. Una
muestra de cada reactor de FO se recolectd para analisis y posteriormente los

lodos se guardaron para la posterior Actividad 4.

5.4.4.4 Perfil de sdlidos

Se calcularon los soélidos totales (ST) y volatiles (SV) de las muestras mediante
el método gravimétrico. Se agregan entre 1 a 5 g de muestra (M) en un crisol de
porcelana previamente mantenido a peso constante (Po). Este se dispone en un
horno de secado a 105 °C por 3 horas o hasta alcanzar el peso constante (P1).
Después, el crisol con la muestra seca se lleva a calcinar en una mufla a 550 °C

por 3 horas; luego de apagar la mufla, se espera a que baje a temperatura
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ambiente para volver a pesar (P2). Todos los pesos se registraron con una

balanza analitica.

% ST = [ 95T 1_P=P 100

0 100 g BH M (3)
gsv 1 P —P

0 X

oSV = [100 stl= B, —p, <100 (4)

5.4.4.5 Determinacioén de pH
Se solubilizan 5 g de una muestra (humeda) en 25 mL de agua destilada, se
mezclan en un tubo Corning de 50 mL y se mide el pH en un potenciémetro

previamente calibrado (diario).

5.4.4.6 Determinacion de alcalinidad y acidos grasos volatiles

Posterior a la medicion de pH, la muestra se centrifugd a 9000 rpm por 15 min.
Se mezclaron 5 mL de la solucién sobrenadante y se mezclaron con 25 mL de
agua destilada en un vaso de precipitados (Vm = 30 mL). Este se colocé sobre
una plancha con agitacion magnética y se titulé con HCI 0.1 N hasta pH de 5.75;
el volumen de acido gastado hasta este punto se registré6 como V1 y este
corresponde a la alcalinidad por bicarbonatos o alcalinidad parcial. La titulacién
se continud hasta pH 4.3 y el volumen gastado de pH 5.75 a 4.3 se registré6 como

V2, alcalinidad por acidos grasos volatiles o alcalinidad intermedia.

Vp=Vi+V, (5)
Al V2
AP~ V1 (6)
i mg CaC05] V¢ X N X 50 x 1,000
Alcalinidad total = [ ] = - (7

Vr: volumen total de acido gastado hasta pH 4.3 (mL)
N: normalidad de la solucion estandar (0.1 N)

Vwm: volumen de la muestra (30 mL)

50: factor para convertir eq/L a mg CaCOa/L

1,000: factor para convertir mL a L
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Al finalizar la titulacion para alcalinidad, la muestra se baja a pH 3 con el mismo
HCI 0.1 N sin registrar el volumen. La muestra se vertié a un matraz bola de fondo
plano y se llevd a una plancha de calentamiento junto con un condensador; la
mezcla se calentd hasta hervir por 3 min y, al terminar, de inmediato se llevo a
enfriar el matraz en un bafo de agua fria. Una vez a temperatura ambiente, se
titulé la solucion desde pH 4.3 hasta 6.5 con NaOH 0.1 N; este volumen se

registr6 como Vp.

mg acido acético —eq] V, X N x 60 x 1,000

I v (8)
Vb: volumen total de NaOH 0.1 N gastado hasta pH 6.5 (mL)

N: normalidad de la solucién estandar (0.1 N)

Vm: volumen de la muestra (30 mL)

60: factor para convertir eq/L a mg acido acético-eq/L

1,000: factor para convertir mL a L

5.4.4.7 Ajuste cinético no-lineal de la producciéon acumulada de hidrégeno
Los datos de produccion se graficaron en SigmaPlot v.11 y se realizé un ajuste
no-lineal a la ecuacion de Gompertz modificada ( 9 ) para calcular la produccion

de hidrégeno maxima acumulada.

Rmax e

H = Hpqrexp {— exp [ 1=+ 1]} (9)

max
H: produccion de hidrégeno a tiempo t (mL H2)
Hmax: produccion de hidrégeno maxima acumulada (mL Hz)

Rmax: tasa de produccién de hidrégeno maxima acumulada (mL Hz/h)
\: fase de latencia (h)

e:es2.718
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5.5 ACTIVIDAD 4. EFECTO DEL TIPO DE INOCULO HIDROGENOGENICO SOBRE

5.5.1 Propésito

LA FERMENTACION OSCURA EN LOTE

Evaluar la estrategia de re-fermentacion los efluentes fermentados tratados en

un nuevo ciclo de produccion de hidrégeno.

5.5.2 Diseiio experimental

Se ensayaron los siguientes indculos en fermentacién oscura en lote (Figura 20)
de O. ficus-indica a una RIS de 0.2:

Inéculo F (iF): Biomasa fermentada de la hidrogenogénesis de O. ficus-

indica.

Inéculo F traterm (iFT): In6culo F tratado térmicamente

Inéculo F lavado (iFL): Inoculo F lavado con agua — extraccion de AOVs

Inéculo F lavado + traterm (iFLT): In6culo F lavado con agua y tratado

térmicamente

OFI

iF > F-iF

LC iFL > F-iFL
T iFT (> F-iFT
LC H TT | iFLT 9[5—) F-iFLT

Figura 20. Diagrama del proceso de la segunda fermentacion oscura utilizando como inéculos
los fermentados de la actividad 3 y evaluando tres tratamientos adicionales.
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5.5.3 Programa de seguimiento y analisis
Debido a que el experimento fue un sistema de fermentacion oscura en lote al
igual que la actividad anterior, se realizaron analisis similares. Estos se pueden

observar en la Tabla 14.

Tabla 14. Parametros para analisis de sustrato y sélidos digeridos de reactores de re-
fermentacion con indculos pretratados.

Parametro Método Alimentacion Lodo Biogas Referencias
pH Potenciométrico  1/lote 1/lote NA NMX-AA-25-1984
Perfil de Gravimétrico 1/lote 1/lote NA APHA/AWWA/WEF,
solidos 2012
Alcalinidad Titulacion 1/lote 1/lote NA Anderson y Yang,
total 1992
Produccion Desplazamiento  NA NA 1/6 h Carrillo-Verastegui et
de hidrégeno  volumétrico con al., 2022

NaOH 1 M

5.5.4 Procedimientos y técnicas

5.5.4.1 Preparacion de inéculos hidrogenogénicos

Los lodos fermentados de la etapa anterior (iH) se separaron en cuatro partes
iguales: indculo F (iF), inéculo F traterm (iFT), inéculo F lavado (iFL) e inéculo F
lavado + traterm (iFLT).

Para preparar el iFT se coloco el iF en un matraz y se realizé un choque
térmico en bano maria por 1 h.

El iFL se preparé lavando tres veces el iF con agua destilada. Primero se
centrifuga el iF y el sobrenadante se recupera (Li); se agregaron 20 mL de agua
destilada al sélido centrifugado y se mezclaron en vortex para posteriormente
centrifugar nuevamente y recuperar el sobrenadante (L1), asi sucesivamente
hasta tener 3 aguas de lavado mas el sobrenadante inicial. Terminando de
recuperar el L3, se agrega agua destilada hasta aproximar los ST a los del inéculo
inicial.

El iFLT se prepara con el mismo método de lavado anteriormente

explicado y posterior choque térmico en bafio maria por 1 h.
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5.5.4.2 Montaje de reactores hidrogenogénicos

Se prepararon tres reactores en lote con cada uno de los cuatro inéculos con un

volumen de operacion de 100 g utilizando el mismo montaje de la actividad 3.
Nuevamente, los reactores fueron alimentados con una suspension en

agua (10 % ST) del lote seco de O. ficus-indica a RIS de 0.2 e incubado a 37 °C

hasta las 70 h o cuando la diferencia del volumen de produccién fuese

despreciable en aproximadamente 5 %.
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5.6 ACTIVIDAD 5. PRODUCCION DE METANO POR DIGESTION ANAEROBIA DE
LODOS FERMENTADOS HIDROGENOGENICOS EN SEMI-CONTINUO

5.6.1 Propésito
Evaluar el efecto de la alimentacion de los lodos fermentados provenientes de la
FO de O. ficus-indica en la produccién de metano en régimen semicontinuo para

aplicar la estrategia de biorrefineria H-H-M.

5.6.2 Diseio experimental

Se trabajaron tres reactores utilizando como inéculo los lodos del reactor tres
tercios (ver anexos para mas informacion de los reactores inoculadores) en un
sistema semicontinuo de lote alimentado en el cual se mantuvo un volumen de
operacion de 500 g (Figura 21). La alimentacion de estos reactores se llevo a
cabo dos veces a la semana (cada 3 y 4 dias) y se analizaron las purgas en pH,
alcalinidad, AGVs y perfil de sélidos. El volumen de biogas se midié diariamente

mediante el método de probeta invertida.

Nopal Sustrato
A\ 4
——> F-iFi
1L
Vop=
iM 500¢g

Figura 21. Diagrama de digestion anaerobia de lodos fermentados de FO en régimen semi-
continuo.

5.6.3 Programa de seguimiento y analisis
En la Tabla 15 se muestran los analisis y la frecuencia de los analisis para los

lodos y el biogas obtenidos de la digestion anaerobia en semi-continuo.
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Tabla 15. Parametros para analisis de sustrato, indculo y solidos digeridos de reactores
metanogénicos.

Parametro Método Alimentacion Lodos Biogas Referencia
pH Potenciométrico  1/lote 2/sem NA NMX-AA-25-1984
Perfil de Gravimétrico 1/lote 1/sem NA APHA/AWWA/WEF,
solidos 2012
Alcalinidad  Titulacion 1/lote 2/sem NA Anderson y Yang,
total 1992
Produccion  Desplazamiento  NA NA 1/dia Carrillo-Verastegui
de biogas volumétrico con et al., 2022
salmuera
acidificada

5.6.4 Procedimientos y técnicas

5.6.4.1 Montaje y puesta en marcha de reactores metanogénicos
Se prepararon tres reactores con 500 g de inoculo del reactor tres tercios. La
alimentacion de estos reactores para la produccion de metano en semicontinuo
fue la mezcla de lodos digeridos de la Actividad 4 (lodos de los reactores iF, iFL,
iFT e iFLT) intercalada cada dos semanas con alimentacion de licuado de nopal
a 40 d de TRM en una incubadora a 37 °C.

Utilizando la Mteo (500 g) y el TRM (40 d) se calcula el flujo masico teérico

de alimentacion del sustrato (mi) en unidades de g BHaim/d:
. = Mteo
* TRM

La masa de alimentacién se calcula multiplicando el flujo masico de

(10)

alimentacion por la cantidad de dias hasta la siguiente alimentacién, en este caso
cada 3 o 4 dias:
Mgiim = m;At (11)
Debido a que estos reactores operaban con masa fija (500 g), antes de
cada alimentacion se realizaban purgas calculadas de la siguiente manera, Mexp
siendo la masa experimental del reactor antes de ser purgada y alimentada:
Mpurga = Mexp — Mteo + Maiim (12)
Con el fin de comparar resultados, se calculé la tasa de carga organica
utilizando el flujo masico en unidades de sdlido volatil alimentado y el volumen

de operacion del reactor:
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m Q XCs
= Ve = Ve (13)
Bv: Tasa de carga organica (g SVaim/kg-d)

B,

m: flujo masico (g SVaim /d)
Vr: volumen de operacion (kg)
Q: flujo de alimentacion (m3/d)

Cs: concentracion de sustrato (kg/m?)

La medicion del biogas se realizé con el método de desplazamiento
volumétrico y, en lugar de NaOH, se hizo pasar por una trampa de salmuera
acidificada antes de pasar hacia el frasco medidor. Diariamente se registro el
volumen desplazado por cada reactor individualmente (por triplicado) y se

normaliz6 (0 °C y 1 atm) utilizando la Ecuacion ( 2).
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5.7 ACTIVIDAD 6. EVALUACION DE TRANSFORMACION DE O. FICUS-INDICA EN
BIOPRODUCTOS PARA ESCENARIOS DE BIORREFINERIA

5.7.1 Propésito

Evaluar el aprovechamiento del nopal a partir de diferentes trenes de tratamiento
de O. ficus-indica posibles, tomando en cuenta los procesos presentados en este
trabajo para la obtencion de bioproductos y bioenergéticos, y la combinacion de

estos.

5.7.2 Diseno experimental

Se definieron tres escenarios de biorrefineria con base en los principales
resultados obtenidos en las actividades previas. Se realizaron balances de
materia correspondientes a cada escenario para calcular indicadores de
aprovechamiento del nopal, utilizando relacién de alimentacion, rendimiento,

produccion y extrapolaciones para cada proceso.

5.7.3 Definiciéon de escenarios de comparacion
Se propusieron los escenarios de biorrefineria (Figura 22) tomando en cuenta las

etapas en las que esta dividido este trabajo, i.e. biocombustibles y bioproductos:

—> H M Escenario BIOCOMB
OFl —+— Ax C Escenario BIOPROD
Escenario BIOPROD
— Ax c H M + BIOCOMB

Figura 22. Diagrama de escenarios de biorrefineria de O. ficus-indica (OF]I).
H: hidrogenogénesis (fermentacién oscura), M: metanogénesis (digestion anaerobia), Ax:
antioxidantes (extraccion de fendlicos), C: hidrocoloides (extraccion de hidrocoloides).
BIOCOMB: biocombustibles, BIOPROD: bioproductos.

e Escenario Biocombustibles (BIOCOMB o H-M):
o Produccion de hidrogeno y metano mediante un proceso secuencial

de fermentacioén oscura y digestion anaerobia
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e Escenario Bioproductos (BIOPROD o Ax-C):
o Extraccion secuencial de compuestos fendlicos e hidrocoloides
utilizando solventes organicos.
e Escenario Bioproductos y biocombustibles (BIOPROD + BIOCOMB o Ax-
C-H-M):
o Extraccion de biocompuestos, compuestos fendlicos e
hidrocoloides, con reutilizacion de biomasa para produccién de

biocombustibles, biohidrégeno y biometano.

Se evalud el aprovechamiento de cada escenario generando un nuevo indice de
transformacién de materia prima en el total de productos generados (Ecuacién
( 14 ), el indice de productos principales que se enfoca en los productos con
mayor valor comercial (Ecuacion ( 15)) y el factor ambiental nombrado por Ruiz-
Mercado et al. (2012) que muestra cuantos residuos se generan por masa de

producto obtenido (Ecuaciéon ( 16).

n
xim
£ . ./ i roductos
Indice de transformacién de sustrato = ot poees

mOFIalim,seca

n
Y m o
z . .. i roductos principales
Indice de productos principales = L LAl (15)

MoFralim

n
i Mpo producto—no agua fuera del proceso

Factor ambiental =
mproductos
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

Como materia prima principal, se utilizaron cladodios secos de O. ficus-indica. En
la Tabla 16 se muestra una caracterizacion del pulverizado de nopal. El secado
y pulverizado del nopal se realizé con el fin de preservar el sustrato, sin riesgos
de fermentacion indeseada ni degradacion de compuestos importantes para su
evaluacion. El porcentaje de humedad de los cladodios frescos fue de 93.6 %, lo
cual esta en el rango de lo ya reportado en literatura (Maki-Diaz et al., 2015). La
cantidad de sdlidos volatiles sugiere que el nopal es un buen sustrato para la
produccion de biocombustibles por fermentacion ya que, parecido a la demanda
quimica de oxigeno, estos pueden representar la materia organica disponible
para su degradacion. Los compuestos extraibles (pueden ser tanto polisacaridos
solubles como compuestos fendlicos, entre otros) representan mas de la mitad
del peso seco de la biomasa, lo que significa que la menor parte del nopal es

recalcitrante, por ejemplo, conteniendo un 9.14 % en sélidos totales de lignina.

Tabla 16. Caracterizacién de la biomasa de O. ficus-indica utilizada en el proyecto.

Unidades O. ficus-indica
cladodios secos

Sdlidos totales g ST/100gH 91.35+0.13
Solidos volatiles g SV/100g ST 81.36 £ 0.12
Celulosa g/100 g ST 10.60 £ 0.15
Hemicelulosa g/100 g ST 7.67 £0.10
Lignina g/100 g ST 9.14 £ 0.38
Extraibles g/100 g ST 53.95
pH - 5.09
Nitrogeno % p 2.06
Fosforo % p 0.22
Potasio % p 4.38
Cadmio mg/kg <0.5
Cromo mg/kg 9.8
Cobre mg/kg 54
Plomo mg/kg <2
Niquel mg/kg 29
Zinc mg/kg 19.1
Azufre % p 0.32
Arsénico mg/kg <1
Mercurio mg/kg <1
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6.1 ACTIVIDAD 1. EXTRACCION DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES CON
BIOMASA DE O. FICUS-INDICA

6.1.1 Actividad 1A. Extraccion de compuestos fendlicos a partir de O.
ficus-indica mediante solventes organicos

Se determiné la forma de secado de nopal mas adecuada, la secuencia de los

solventes para el tren de extraccion y la comparacion entre sistemas binarios y

ternarios de solventes organicos.

Al evaluar los compuestos fendlicos de la extraccidn de nopal seco en
horno y liofilizado con el mismo tratamiento de solventes, no hubo diferencia
significativa entre éstos; se puede ver el analisis de varianza para un factor en
los anexos. Esto también se muestra de manera grafica en la Figura 23A. Debido
a que no hay diferencias notables entre sus rendimientos, se decidio realizar los
experimentos siguientes utilizando nopal seco, bajo la consideracion de evitar los
mayores gastos energéticos de un liofilizado a comparacion con el secado al aire
libre o con horno solar.

En la Figura 23B se observa el efecto del orden de los solventes en un tren
de tratamiento de dos extracciones. Segun el analisis estadistico, existe una
diferencia ligeramente significativa (p = 0.0489) en el rendimiento total de
compuestos fendlicos obtenidos, siendo mayor con el tren de acetona-metanol.
Al analizar estos rendimientos por solvente, hay una diferencia significativa aun
mayor (p = 0.0002) siendo el solvente con mayor capacidad para extraccion de
compuestos el primero en el tren de tratamiento. Sin embargo, se prefiere el
orden acetona-metanol, ya que la acetona al extraer inicialmente remueve la
mayoria de las clorofilas (compuestos menos polares) previo a la extraccién de
compuestos fendlicos.

Similarmente, en la Figura 23C no hay diferencia significativa entre el
rendimiento de la extraccion de compuestos fendlicos utilizando una mezcla
binaria (metanol al 80 %) a una mezcla terciara de solventes organicos en fase

acuosa (incluyendo acetona) (p = 0.53).
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Figura 23. Extraccion de extraccion de compuestos fendlicos en: A) nopal seco (S) y nopal
liofilizado (L), B) alternando el orden de los solventes (acetona y metanol, MA o AM) en la
extraccion secuencial de nopal seco, y C) utilizando metanol al 80 % vs metanol-acetona-agua
40:40:20.

En la Tabla 17 se muestra la caracterizacion de los extractos obtenidos mediante
el disefio experimental factorial 3x3 propuesto en el que se evaluaron tres
solventes organicos a tres concentraciones. La primera letra en el cédigo de
muestra significa el solvente organico utilizado, mientras que el numero es la
concentracion de éste. La muestra extraida con metanol al 50 % dio la mas alta

concentracion de fendlicos totales (12.91 mg GAE/q).

Tabla 17. Caracterizacion de los extractos de O. ficus-indica segun el disefio experimental.

Muestra (mngEE/g) % DPPH % ABTS @ ISAERXIL)
A100 0.93+0.36 6.02 + 1.31 8.95+0.00 0.73+0.10
A80 7.94 + 0.60 25.17 +1.75 76.42 +3.19 5.95+0.18
A50 12.18 + 0.70 36.34 +1.82 97.67 £ 0.00 10.58 £ 0.38
M100 2.17 £ 0.02 12.15+1.24 52.45 +0.99 2.41 +0.08
M80 8.38 + 0.40 27.64 + 0.44 97.74 + 0.99 8.17 £ 0.08
M50 12.91 £ 0.39 29.18 + 1.16 95.41 +0.77 9.22 +0.31
E100 0.78 £ 0.04 5.82+1.02 31.52+1.76 0.41 £ 0.00
E80 6.55 + 0.42 17.45 £ 0.87 85.37 £ 2.86 5.84 + 0.06
E50 11.92 +1.39 29.90 + 0.00 96.19 + 1.65 7.88 + 0.07

Notas: TPC, compuestos fendlicos totales; GAE, acido gélico equivalente; AR, azucares
reductores; DEX, dextrosa equivalente; ND, no detectado.

Por otro lado, el extracto utilizando acetona al 50 % obtuvo las mas altas
actividades antioxidantes tanto DPPH como ABTS; esto puede deberse también

a la alta concentracion de kaempferol en el extracto. Si queremos proponer una
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extraccion secuencial para a mejorar la concentracion de compuestos fendlicos
extraidos a menor tiempo y menor temperatura de lo reportado en bibliografia, se
puede utilizar acetona al 50 % para extraer clorofilas y kaempferol, luego extraer
con metanol al 80 % para obtener quercetina, y finalmente, una maceracion con

agua para separar las fibras solubles o hidrocoloides.
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Figura 24. Efectos principales del solvente organico utilizado en la extraccién de compuestos
fendlicos; A) compuestos fendlicos totales, B) azucares reductores, C) actividad antioxidante
DPPH y D) actividad antioxidante ABTS.

Si bien los resultados numéricos permiten identificar una tendencia, a
continuacion, se presentan de manera grafica mediante el calculo de los efectos
principales los cuales se realizan promediando las respuestas de cada factor;
tomando de ejemplo el tipo de solvente como factor, el efecto principal es la
diferencia entre el rendimiento de fendlicos para acetona, etanol y metanol (por
separado), promediado entre las tres concentraciones. En la Figura 24 se
muestran dichos efectos principales del tipo de solvente organico utilizado en la

extraccion sobre las cuatro respuestas a analizar. No hay una diferencia a simple

Pagina | 60



vista entre los solventes, sin embargo, se pueden ver mejores resultados con
metanol para todas las respuestas. Cuando se analiz6 el disefio factorial, para
todas las respuestas, el tipo de solvente es un factor significante (p = 0.004), lo
que contrasta con el analisis de efectos principales.
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Figura 25. Efectos principales de la concentracion del solvente utilizado en la extraccion de
compuestos fendlicos; A) compuestos fendlicos totales, B) azucares reductores, C) actividad
antioxidante DPPH y D) actividad antioxidante ABTS.

En la Figura 25 se muestran los efectos principales de la concentracién de
solvente en la extraccion; el analisis de varianza muestra que este es significativo
para todas las respuestas (a < 0.0001). Se observa que, dentro del rango
evaluado, una menor concentracidon favorece una mayor obtencién de
compuestos fendlicos y azucares, asi como una mayor actividad antioxidante.
Esto puede deberse a la presencia de flavonoides glicosilados que son mas
polares y, por lo tanto, mas facilmente extraibles en soluciones acuosas.

Ademas, hay una diferencia notable entre los porcentajes de captaciéon de
radicales DPPH (Figura 25C) contra los ABTS (Figura 25D). Esto se puede
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relacionar con el medio de reaccion de cada método: el ensayo con radicales
libres DPPH se lleva a cabo generalmente en metanol o etanol, mientras que el
ensayo con radicales libres ABTS se realiza en condiciones acuosas. Esto quiere
decir que ciertos compuestos bioactivos pueden o no pueden ser solubles en el
medio de reaccion y por consiguiente expresan mayor o menor actividad
antioxidante dependiendo de la solubilidad compuesto.

También las propiedades de cada radical juegan un papel importante en
la captacién de radicales libres; por ejemplo, el ABTS es un radical que
inicialmente se tiene que formar mediante una reaccion, mientras que el DPPH
es un radical estabilizado por si solo. Estos pueden tener afinidades diferentes
lo son los

contra otros compuestos presentes en las muestras, como

carbohidratos y lipidos, entre otros.

Tabla 18. Comparacion con métodos de extraccion de compuestos fendlicos a partir de Opuntia
utilizando solventes organicos.

Muestra Extraccion TPC Referencia
O. ficus-indica 3 g+ 30 mL solvente al 50 % por 1 ha 12.34 mg GAE/g Este trabajo
var. Atlixco 150 rpm @ 25 °C

O. ficus-indica

O. ficus-indica
var. Milpa Alta

O. robusta var.

Turpin

O. ficus-indica

O. ficus-indica

O. ficus-indica

O. ficus-indica

5 g+ 50 mL EtOH 80 % por 12 h @ 22-
25°C

500 mg

+ 40 mL MeOH 50 % por1 h @ 25 °C
+ 40 mL MeOH 70 % por1 h @ 25 °C

0.2 g + 10 mL MeOH 50 % por 30 min
en ultrasonido

Extraccion de cladodios frescos con
agua 1:1

25 g + 300 mL EtOH por 6 h en soxhlet
4 g + 20 mL acido férmico 0.1 % en
MeOH 80 % por 3 min a 25,000 rpm

2 g+ 50 mL MeOH 80 % en bafo
ultrasénico por 30 min

10.16 mg GAE/g

Secado a 45 °C:
40.97 mg GAE/g
Secado a 65 °C:
17.34 mg GAE/g

9.19 mg GAE/g

4.5 mg GAE/g

24.84 mg GAE/g

33.9 mg GAE/g

14.47 mg GAE/g

Aruwa et al.
(2019)

Medina-Torres
etal. (2011)

Mabotja et al.
(2021)

de Wit et al.
(2019)

Msaddak et al.
(2015)

Rocchetti et
al. (2018)

Missaoui et al.
(2020)

Notas: TPC, compuestos fendlicos totales; GAE, acido galico equivalente; EtOH, etanol; MeOH,
metanol; rpm, revoluciones por minuto
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Los resultados de compuestos fendlicos totales (TPC) obtenidos con
solventes al 50 % son comparables con los resultados encontrados en literatura
(Tabla 18). Por ejemplo, Medina-Torres et al. (2011) realizé6 una extraccion en
dos partes, una con MeOH al 50 % y otra con MeOH al 70 % con los cladodios
de O. ficus-indica secados a 65 °C; la diferencia del rendimiento se puede deber
a la doble extraccién , especificamente de la maceracion al 70 % de MeOH y su
alta relacion sélido liquido, la cual hace mas disponible a extraccién los
componentes de la matriz de la planta. También se puede deducir que la
extraccion con unicamente agua (de Wit et al., 2019) no extrae compuestos
fendlicos totales competentes con los obtenidos con una solucion acuosa de
solventes organicos y son comparables con aquellos extraidos con solventes a
una concentracion del 80 %. Cabe resaltar que en algunos los métodos utilizados
en la literatura requerian una maceracion prolongada y temperaturas mayores a
la ambiente (Aruwa et al., 2019b; Msaddak et al., 2015).

Como ensayo exploratorio, se realizé un analisis cualitativo por HPLC-
DAD de los extractos de O. ficus-indica. Para todos los solventes y sus
concentraciones, se observaron picos con intensidades mayores a los
flavonoides que se buscaban (quercetina, isorhamnetina y kaempferol), pero que
presentaban espectro de absorcion UV-vis tipicos de flavonoides. Se pueden
identificar dos bandas principales; la primera esta relacionada con el anillo B de
la estructura del flavonoide o cinamoil (300-390 nm) y la segunda banda
pertenece al anillo A o benzoil (250-280 nm) (Nistor & Butnariu, 2023).

Debido a que en este primer ensayo no se observaron intensidades
cuantificables de los flavonoides cercanos a su esqueleto basico (C6-C3-C6), se
decidid realizar una hidrolisis de los extractos, ya que generalmente estos se
encuentran unidos a compuestos polimeéricos, principalmente a los carbohidratos
(Acosta-Estrada et al., 2014). Compuestos con mas anillos aromaticos tienden a
unirse mas fuertemente a macromoléculas como la celulosa mas que aquellos

compuestos aromaticos de un solo anillo aromatico.
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Tabla 19. Concentracién de agliconas de flavonoides en los extractos organicos hidrolizados de
O. ficus-indica.

Rendimiento (pg/g de nopal seco)

Muestra Quercetina Kaempferol Isorhamnetina
A100 9.90+1.23 16.49 + 0.52 101.65 £ 4.46
A80 2142 £2.30 39.08 £ 0.11 483.18 £ 0.93
AS50 16.60 + 2.44 35.64 + 2.27 272.72 + 32.22
E100 ND 10.00 £ 1.41 39.42 £ 4.93
E80 16.61 £ 1.43 40.26 + 2.83 495.00 £ 42.65
ESO0 15.03 £ 2.99 34.23+7.70 353.87 £ 63.58
M100 ND 11.19+£0.24 44.28 + 4.53
M80 11.44 £ 0.33 21.78 £ 0.36 218.84 £5.02

Los extractos con solventes organicos acetona y etanol al 80 %
hidrolizados obtuvieron las mayores concentraciones de flavonoides,
principalmente la isorhamnetina (Tabla 19). Segun literatura (Tabla 20), el
metanol al 80 % es el solvente mas utilizado para obtener quercetina (flavonoide)
para muchas de las plantas estudiadas, sin embargo, para esta especie y
variedad de O. ficus-indica utilizada, los extractos de metanol obtuvieron menores
rendimientos entre los tres solventes sin importar su concentracién; esto se
puede observar de manera grafica en la Figura 26.

También, hay una tendencia notable en el total de flavonoides extraidos,
en la que el mayor rendimiento se extrae con 80 % de solvente y, a continuacion,
el rendimiento parece disminuir junto a la concentracién de este. Esto quiere decir
que hay un maximo en este rango de pureza del solvente organico utilizado, el
cual podria optimizarse mediante un disefio experimental mas robusto como un

disefo central compuesto.
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Figura 26. Concentracion y perfil de agliconas de flavonoides en los extractos organicos
hidrolizados de O. ficus-indica.

Como se menciond anteriormente, la mayoria de los flavonoides presentes
en las plantas se encuentran en su forma glicosilada, por lo que es evidente que
su extraccion sea abundante cuando se utilizan solventes afines a los azucares,
es decir, ligeramente acuosos. Por ello, podemos observar que cuando los
solventes organicos se encuentran puros, hay una minima recuperacién de
flavonoides en comparacion a los del 80 y 50 %. El glicosil-rhamnosido de
isorhamnetina es el flavonoide glicosilado mas abundante en el extracto de O.
ficus-indica (Santos-Zea et al. 2011). También se encontraron otros flavonoides
glicosilados como quercetina 3-O-glucésido, kaempferol 3-O-glucdsido,
kaempferol 3-O-rutinésido, isorhamnetina 3-O-glucésido, isorhamnetina 3-O-
neohesperidésido (Msaddak et al., 2017).
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Tabla 20. Comparacion de cuantificacion de flavonoides en extractos de O. ficus-indica por

HPLC-DAD.
Muestra Extraccién Hidrolisis f(ituantlf_lcacmn de Referencia
avonoides (ug/g)
O. ficus-indica 3 g + 30 mL EtOH HCI3.2M,30 Q:16.61 Este trabajo
var. Atlixco 80 % por 1 ha 150 min @ 85 °C K:40.26
rem @ 25 °C I: 495
O. ficus-indica 2 g+ 20 mL MeOH HCI3.2M,20 K:475 Santos-Zea
var. Villanueva 80% por2ha 150 min @ 85 °C I: 654 etal. (2011)
(secado 60 °C  rpm
por 8-9 h)
O. ficus-indica 4 g + 50 mL MeOH HCI1.5M,2h Q:8.6 De Santiago
50% x2h;+50mL @90 °C K:10.2 etal. (2018)
acetone 70 % x 2 h; + I: 106.7
50 mL agua x 30 min
O. ficus-indica 2 g+ 10 mL EtOH +4 HCI Secado a 45 °C: Medina-
var. Milpa Alta  mL agua concentradox Q: 510 Torres et al.
3 h en reflujo K: 760 (2011)
I: 858
Secado a 65 °C:
Q: 13
I: 254

Notas: Q, quercetina; K, kaempferol; I, isorhamnetina; MeOH, metanol; EtOH, etanol; HCI, acido
clorhidrico

6.1.2 Actividad 1B. Extraccion de compuestos fendlicos a partir de O.
ficus-indica mediante solventes eutécticos profundos (DES)

La preparacion de los DES fue una parte crucial para la siguiente parte de la
actividad que es la extraccion. Por ello, primero se prepararon los siguientes DES
propuestos segun su afinidad para los flavonoides reportados en O. ficus-indica
como se explico en la revision de la literatura. Si bien cada uno de estos solventes
se lograron preparar a atmosfera abierta (Figura 27, en vasos de precipitado, sin
cerrar) a las condiciones que se muestran en la Tabla 21, se decidié preparar un
segundo lote de solventes, esta vez con atmdsfera controlada; sin embargo, el
tiempo a las condiciones reportadas excedid de lo descrito y los DES
conformados por xilitol no se formaron, en cambio, se cristalizaron (Figura 28).
Es importante que la preparacion de los DES sea en condiciones sumamente
controladas, ya que los componentes utilizados son altamente higroscopicos, eso
quiere decir que facilmente van a capturar humedad del ambiente.
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Tabla 21. Solventes eutécticos profundos para evaluar en la extraccion de compuestos

fendlicos.
HBA HBD Relacion Condlcwne_,? Apariencia
molar de preparacion
L-Prolina Glicerol 2:5 Agitacién x 2 h  Liquido transparente
claro
Cloruro de colina Glicerol 1:1 70°Cx3h Liquido transparente
claro
L-Prolina Xilitol 2:3 Agitacién x 2 h  Liquido transparente
amarillo
Cloruro de colina Xilitol 5:2 70°Cx3h Liquido transparente
amarillo

Figura 28. Segunda preparacién de disolventes eutécticos profundos a temperatura y ambiente
controlados.

Debido a esto y a la formacion de puentes de hidrogeno en los DES, se decidio

preparar éstos con una cantidad conocida de agua, de tal manera que el DES
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que se forme tenga un 20 % en peso de agua y 80 % en peso de sus
componentes. La cantidad en gramos y su relacion molar se observan en la Tabla
22. Estos DES necesitaron unicamente agitacion y, en el caso de los que

contenian xilitol, calentamiento leve a 60 °C por 1 h (Figura 29).

Tabla 22. Calculo de adiciéon de agua para preparar el DES al 80 % en solucién acuosa
(cantidad conocida de agua).
Cloruro de

DES colina L-prolina  Glicerol Xilitol Agua
ChCI-G 1:1:3.5 2.8425 - 1.8749 - 1.2826
ChCI-X 5:2:15 3.2919 - - 1.4349 1.2732
Pro-G 2:5:10.5 - 1.5704 3.1405 - 1.2890
Pro-X 2:3:10.5 - 1.5776 - 3.1274 1.2949

Figura 29. Preparacion de disolventes eutécticos profundos al 80 % en agua.

Los compuestos fendlicos se extrajeron de O. ficus-indica utilizando los cuatro
DES obtenidos al 80 % en agua; se macerd a 70 °C con agitacién magnética vy,
luego de la separacién del sobrenadante con centrifugacion, se hidrolizo el
extracto para cuantificar flavonoides por HPLC-DAD. Al comparar la extraccion
de flavonoides con la actividad anterior, se pude ver un aumento en la
recuperacion de isorhamnetina en aproximadamente 1.5 veces, 722.8 pg/g con
eChCI-X al 80 % (Tabla 23) y 495 ug/g con EtOH al 80 %; esto puede deberse a
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que los DES son capaces de extraer compuestos tanto hidrofébicos como

hidrofilicos debido a sus interacciones moleculares.

Tabla 23. Concentracion de agliconas en extractos hidrolizados de O. ficus-indica utilizando
solventes eutécticos profundos.

Rendimiento (pg/g de nopal seco)

Muestra Quercetina Kaempferol Isorhamnetina
eChCl-X 28.66 +0.87 74.47 + 5.81 722.82 + 80.31

eChCI-G 29.46+3.06 78.96+18.07 715.95 + 187.21
ePro-X  3215+376 4310%6.68  238.00 + 64.26
ePro-G 1965227 2863%6.70  150.66 + 78.32

Los mejores rendimientos para la extraccion de flavonoides fueron los DES que
se prepararon con cloruro de colina como HBA (Figura 30). Estos resultados
superaron en aproximadamente cuatro veces a los obtenidos con los DES
constituidos con L-prolina como HBA, lo cual se puede explicar observando las
caracteristicas hidrofilicas de las estructuras quimicas de los componentes de los
DES (Figura 31). El cloruro de colina es mas hidrofilico debido a que es una sal
idnica y, por lo tanto, forma enlaces de hidrogeno mas fuertes con el agua y con
el HBD correspondiente al DES; en cambio la L-prolina, si bien es hidrofilica, no
es ionica, ademas de contener un anillo ciclico que reduce parcialmente su
afinidad por el agua.

Como se mencioné en la extraccibn con solventes organicos, los
flavonoides encontrados fueron obtenidos de la hidrélisis del extracto debido a
que, en el nopal, éstos se encuentran en su mayoria unidos a uno o varios
azucares, i.e. son compuestos glicosilados. Es por esta razéon que los DES
constituidos con cloruro de colina como HBA fueron los mejores: porque, tanto
ChCI-X como ChCI-G son DES altamente polares y por consiguiente pueden
solubilizar a los flavonoides altamente polares como son los flavonoides

glicosilados.
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Figura 30. Concentracion y perfil de agliconas en extractos hidrolizados de O. ficus-indica
utilizando solventes eutécticos profundos.

Los DES con L-prolina como HBA seran mas afines para extraer
flavonoides de plantas que se constituyan de flavonoides libres, como sucedié en
el trabajo de Duan et al. (2016). Si bien analizaron una lista amplia de DES para
la extraccidon de metabolitos secundarios de plantas, concluyeron que la
extraccion de flavonoides (en plantas medicinales chinas, Epimedii Folium) fue
altamente influenciada por los DES con prolina como HBA. Estas observaciones
no son coincidentes con el presente trabajo ya que los rendimientos con cloruro
de colina como HBA fueron mayores que los de prolina; entonces se puede
teorizar que, al igual que la extraccidn con solventes organicos, la obtencién de
ciertos compuestos de interés depende de la composicion de la planta utilizada y
de qué tan accesibles sean éstos.
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Cloruro de colina

Glicerol
| OH
—N o~ | O Ho\)\/OH
/ OH
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OH HO OH
NH OH OH

Figura 31. Estructura quimica de los aceptores y donadores de enlaces de hidrogeno utilizados
para preparar los solventes eutécticos profundos. HBA: cloruro de colina y L-prolina. HBD:
glicerol y xilitol.

Segun la literatura (Tabla 24), después de elegir el mejor DES para la planta
de estudio, lo mas importante a elegir es la relacion sélido-solvente y el
porcentaje de dilucién del DES en agua. Por ejemplo, para Flos sophorae la mejor
concentracion de DES fue 90 % y para las hojas de aceituna fue de
aproximadamente el 50 %. Las razones principales por las que se diluye el DES
en agua es para controlar algunas caracteristicas fisicoquimicas como su
viscosidad y su polaridad con el fin de lograr una mejor afinidad con los
compuestos de interés (El Achkar et al., 2019).

Unli (2021) utilizaron NaDES para extraer oleuropeina y acido cafeico de
las hojas de aceituna. El NaDES que extrajo mayor cantidad de polifenoles fue el
de cloruro de colina-fructosa-agua (5:2:5) con 187 mg GAE/g. Sin embargo, con
el de glucosa-fructosa-agua (1:1:11) se obtuvieron 1630.8 mg/kg de oleuropeina
y 112.77 mg/kg de acido cafeico, lo cual es un aumento en la concentraciéon en

30 % de lo obtenido con MeOH, 1221.17 mg/kg de oleuropeina.
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Tabla 24. Comparacion del rendimiento de la extraccion de flavonoides utilizando solventes
eutécticos profundos en diferentes plantas.

Concentracion

Muestra DES Extraccién . Referencia
de flavonoides
O. ficus- Cloruro de 250 mg + 5 mL DES 800 g flav/g Este trabajo
indica var. colina:Xilitol:Agua 5:2:15 al 80 % por1h @
Atlixco Cloruro de 70 °C
colina:Glicerol:Agua (+ hidrdlisis y SPE)
1:1:3.5
Hojas de Glucosa:Fructosa:Agua 63 mL/g, DES 47 % 1631 ug Unli (2021)
aceituna 1:1:11 por1h@ 75 °C oleuropeinalg

Scutellaria  Acido citrico:Prolina 1:1 100 mg + 2 mL DES 152 mg flav/g de  Oomen et

baicalensis 60 % por1h@ extracto al. (2020)
40 °C + ultrasonido
(SPE)
Flos L-prolina:Glicerol 2:5 50mg+ 1 mLDES 140 mg flav/g Nam et al.
sphorae 90 % en ultrasonido (2015)
por 45 min
(+hidrdlisis y SPE)
Cacumen Cloruro de colina:Acido 25mg+1mLDES 5mg Zhuang et
platycladi levulinico 1:2 90% + ultrasonido a quercitrina/g al. (2017)
L-Prolina:Acido levulinico 50 °C por 30 min
1:2

Notas: DES, solvente eutéctico profundo; SPE, extraccion en fase sélida; flav, flavonoides
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6.2 ACTIVIDAD 2. EXTRACCION DE HIDROCOLOIDES CON BIOMASA DE O.

FICUS-INDICA

Esta actividad se dividio en dos partes; en la primera se evalua la temperatura de

extraccion del hidrocoloide del nopal mediante maceracién con agua a 25 y a

80 °C, y su efecto en el rendimiento y composicion de este polisacarido. De igual

manera para la segunda parte, se evalua la temperatura de extraccién del

hidrocoloide extraido de la biomasa proveniente de un tren de extracciéon con

solventes organicos, esto con el fin de recuperar en tres etapas los diferentes

compuestos obtenibles de esta planta. En la Tabla 25 se puede observar que,

para ambos casos, el hidrocoloide con mayor rendimiento fue aquel que se

extrajo a una temperatura de 80 °C. Esto se puede deber a que, ademas del

mucilago facilmente extraible con agua, la temperatura ayudé a la hidrdlisis

parcial de la pectina para su recuperacion.

Tabla 25. Hidrocoloides obtenidos a partir de la biomasa de O. ficus-indica.

Biomasa

Proceso de extraccion

Rendimiento (% p/p)

Referencia

Cladodios de O.
ficus-indica var.
Atlixco

Cladodios de O.

ficus-indica

Cladodios de O.
ficus-indica var.

1:10g/mLa25080°Cpor2hy
200 rpm

3 vol etanol por 12 h, filtrado y
secado

1:4 g/mL en peso fresco por 12 h a
T amb + 20 min a 80 °C

Etanol o isopropanol 2:3, filtrado y
secado

1:10 g/mL, pH 3290 °C por 1 h
1.5 vol de 2-isopropanol

H25: 10.8
H80: 134
AM25: 17.1
AMB80: 18.6
EtOH: 19

ISOP: 23.2

Mucilago: 7
Pectina: 13.9

Este trabajo

Mannai et al.
(2023)

Pena-Valdivia
& Sanchez-

Copena Urdaneta
(2006)
Cladodios de O. 1:1.5g/mL, 90 °C por 5 min Mucilago: 19.01 Reyes-Reyes
streptacantha Etanol, filtrado y secado et al. (2019)
Cladodios de O. Previa extraccion de mucilago Pectina: 18.64 Bayar et al.
ficus-indica 1:30 g/mL, 70 °C por 70 min en (2017)
sonicacién y pH 1.5
2 vol isopropanol por 12 h
Cladodios de O. Cladodios licuados, 80 °C y 500 Mucilago: 6.91 Felkai-
ficus-indica rpm por 120 min Haddache et
3 vol de etanol por 12 h al. (2016)

Notas: H25, extraido a 25 °C; H80, extraido a 80 °C; AM25, extraido a 25 °C después de
extraccion con acetona y metanol; EtOH, etanol; ISOP, isopropanol

Segun Pefa-Valdivia y Sanchez-Urdaneta (2006), la variedad Atlixco

presentaba la menor cantidad de mucilago y pectina a comparacién de otras
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variedades como Copena V y Mordaza. También se menciona que las variedades
preferidas por los consumidores suelen ser las que contienen menor cantidad de
mucilago como Atlixco, Copena F1, Polotitlan y Solferin o; por consiguiente, las
variedades con mayor rendimiento de hidrocolodes pueden ser utilizadas para su
uso industrial. También se discute que, al hervir los cladodios, el rendimiento de
pectina incrementaba en la variedad Milpa Alta.

De igual manera que la extracciéon de compuestos fendlicos, la extraccion
de hidrocoloides se ha llevado a cabo asistida por microondas y por ultrasonidos
para irrumpir la pared celular de las plantas. Por ejemplo, Felkai-Haddache et al.
(2016) tuvo un rendimiento del 8.8 % al extraer mucilago utilizando microondas
con una potencia de 700 W y 5 min de exposicion. Bayar et al. (2017) obtuvo un
mayor rendimiento de pectina utilizando sonicacién y un ajuste de pH, lo cual es
comun en la extraccion de pectina con el fin de hidrolizar parcialmente su unién
a la pared celular.

Por otro lado, Mannai et al. (2023) evalu6 etanol e isopropanol como
solventes para precipitar el mucilago obtenido de la extraccion acuosa de los
cladodios de O. ficus-indica; menciona que tanto el método de extraccién como
la purificacion, el secado y la molienda del sustrato o del producto pueden
modificar la estructura y composicion del hidrocoloide extraido. En ese trabajo,
se obtiene un mayor rendimiento al utilizar isopropanol como solvente
precipitante, sin embargo, la composicion bioquimica de los productos no fue
afectada significativamente.

Los rendimientos de hidrocoloides en este trabajo son comparables con
los discutidos anteriormente, incluso después de utilizar la biomasa extraida

previamente con solventes organicos para la extraccién de compuestos fendlicos.
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6.3 ACTIVIDAD 3. PRODUCCION DE HIDROGENO POR FERMENTACION OSCURA
DE O. FICUS-INDICA EN LOTE

Para arrancar los fermentadores productores de hidrégeno, se deben primero
asegurar reactores anaerobios inoculadores capaces de mantener una
produccion constante de biomasa y biogas. El inéculo UANL (R1) se reactivo por
un mes con un pulso de sacarosa y después se acondicion6 con nopal licuado
desde 100 de TRM hasta 50. De igual manera, se montd un reactor utilizando
lodos de planta de tratamiento de aguas residuales, tierra de jardin y estiércol de
vaca, llamado inéculo tres tercios (R2). Este se acondicioné por dos semanas sin
alimentacioén y un pulso de sacarosa. A partir del mes, se comenz6 a acondicionar
con nopal licuado para su posterior uso. La informacion completa de los reactores
madre, su alimentacion y produccion se pueden encontrar en los anexos.

Se realizé el escalamiento de la produccion de hidrégeno a partir de O.
ficus-indica utilizando las mejores condiciones de operacion reportadas en el
grupo de trabajo (Carrillo-Verastegui et al., 2022) haciendo uso del indculo UANL
reactivado y pretratado térmicamente. La produccion maxima acumulada de
hidrégeno (Figura 32) fue de 828.3 mL H2 correspondiente a un rendimiento
maximo de 96.47 mL H2/g SV (Tabla 26).

Tabla 26. Parametros de la fermentacion oscura escalada de O. ficus-indica y del ajuste no
lineal utilizando la ecuacién de Gompertz modificada.

Carrillo-Verastegui

Parametros Unidades iMT

et al. (2022)
Hmax NmL H; 828.3 435.6
NmL H2/g SV 96.47 41.02
Rmax NmL Hz/h 65.7 10.3
NmL Hx/g SV-h 7.66
A h 13.6 8.3
R? - 0.997
pHi — pHf - 6.7 -6.17 NR -6.2
AOVs mg/L 157 25.35
STi g ST/100 g BH 10.44 NR
SVi g SV/100 g ST 65.29 NR
STf g ST/100 g BH 7.82 16.74
SVf g SV/100 g ST 57.65 49.13

Notas: Hmax, producciéon maxima de hidrogeno; Rmax, tasa de produccion maxima de hidrégeno; A,
fase de latencia; AOVs, acidos organicos volatiles; STi, solidos totales iniciales; SVf, sélidos
volatiles finales; BH, base humeda; NR, no reportado.
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Con el escalamiento realizado (tres veces el volumen de operacién de la
referencia), se esperaba un aumento proporcional de la produccion maxima. Sin
embargo, tanto para la produccion como el rendimiento de hidrégeno,
aumentaron en 1.9y 2.2 veces, respectivamente, a comparacion con lo reportado
en Carrillo-Verastegui et al. (2022). Por lo contrario, se observd una relacion
indirecta con la concentracion de AOVs, la cual fue 157 mg/L y esta fue 6.28
veces mayor al reactor con volumen de operacion de 50 g, lo cual corresponde a
aproximadamente al doble del escalamiento realizado. Esto podria explicarse con
la humedad del reactor, ya que en este trabajo se utilizé aproximadamente 10 %
de ST iniciales, mientras que en el trabajo anterior los sdlidos iniciales fueron

mayores a los reportados como finales (>16.74 % ST).
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Figura 32. Produccion acumulada de hidrogeno (NmL Hz) a partir de O. ficus-indica. Ajuste de
datos: Ecuacion de Gompertz modificada.
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Debido a que no hay suficiente documentacion en la fermentacion oscura de
nopal, se realizd una comparacion con la produccion de hidrogeno utilizando
sustratos facilmente fermentables (Tabla 27). El rendimiento maximo de
hidrogeno es comparable con el obtenido por Panin et al. (2021) utilizando
residuos de cebolla; en su trabajo utilizan la misma concentracion de ST del
reactor y RIS de 0.63, con los cuales obtuvieron 151.67 mL Hz2/g SV. De manera
similar, Thi Nguyen et al. (2021) evaluaron desperdicios alimenticios como
sustrato a RIS 0.13; obtuvieron 137.73 mL H2/g SV después de una fase de
latencia equivalente a aproximadamente un cuarto de aquella obtenida en este
trabajo al utilizar nopal. La razon principal es la composicion de los desperdicios
de comida, ya que comunmente son sustratos facilmente degradables y con

bajos contenidos de lignina y otros compuestos recalcitrantes.

Tabla 27. Produccion de biohidrégeno por fermentacion oscura en lote de sustratos facilmente
degradables (bajo contenido de lignina).

Sustrato Condiciones de Resultados Referencia
operacion
Cladodios secos Batch 37 °C Hmax = 90.76 mL H2/g SV Este trabajo
de O. ficus-indica pH6 RIS 0.2 Rmax = 65.7 mL Hz/h
150g STr10 % A=136h
Residuo de Batch 35°C Hmax = 151.67 mL Hz/g SV Panin et al.
cebolla pH7 RIS 0.63 (2021)
70g STr10%
120 rpm
Desperdicios de Batch 35°C Hmax = 137.73 mL H2/g SV Thi Nguyen
alimentos pH7.2 RIS 0.13 A=39h et al. (2021)
60 mL
Desperdicios de Batch 55°C Hmax = 61 mL H2/g SV Ghimire et
alimentos pH4.5 RIS 2 R=0.7 mL/h al. (2016)
600 mL 3.4 g SV/L sustrato A =113.6h
Cascara de Batch 35°C Hmax = 68.94 mL H2/g SV Lopez
naranja pH7 RIS0.6 Hernandez
70 mL (2023)
Fraccion organica Batch 55 °C Hmax = 62.5 mL Hz/g SV Alavi-
de residuos pH7 RIS0.5 Borazjani et
sélidos urbanos 500 mL 6 g SV/L sustrato al. (2021)

Notas: Hmax, produccién maxima de hidrégeno; Rmax, tasa de producciéon maxima de hidrégeno; A,
fase de latencia; RIS, relacion inéculo sustrato; STr, sélidos totales del reactor
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6.4 ACTIVIDAD 4. EFECTO DEL TIPO DE INOCULO HIDROGENOGENICO SOBRE
LA FERMENTACION OSCURA EN LOTE
En la Figura 33 se demuestra que la utilizacion del in6culo fermentado
directamente (iF; sin tratamiento posterior a la primera FO) en un segundo
proceso de fermentacion oscura fue el inéculo que tuvo mayor produccion
maxima de hidrogeno (268.5 NmL H2) y rendimiento maximo (40.82 NmL H2/g
SV); el analisis de varianza muestra que hay una diferencia significativa entre los
tratamientos (a = 0.003) y, con la prueba t por pares, confirmamos que iF es la
que mas demuestra esta diferencia a comparacion de los otros tratamientos. El
lavado del inéculo (iFL), el tratamiento térmico (iFT) y la combinaciéon de estos
dos (iFLT) alcanzaron alrededor de 120 NmL H2 'y 18 NmL H2/g SV, lo cual es la

mitad de la produccion y rendimientos obtenidos con iF.
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Figura 33. Produccion acumulada de hidrégeno a partir de O. ficus-indica reutilizando el lodo

fermentado como indculo.

A) iF: inéculo sin tratamiento; B) iFL: indculo fermentado lavado con agua destilada y
centrifugado; C) iFT: indculo fermentado tratado térmicamente; D) iFLT: in6culo fermentado
lavado con agua destilada, centrifugado y tratado térmicamente.
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Por otro lado, considerando la re-fermentacién (las dos etapas o ciclos de
fermentacién oscura), la produccion y el rendimiento acumulado total para el ciclo
F-iF fue de 1096.65 NmL H2; y 131.58 NmL H2/g SV; la segunda etapa aporta
cerca del 24 % y 31 % de la produccién y el rendimiento acumulado total,

respectivamente.

Tabla 28. Parametros del ajuste no lineal de los datos de la produccion acumulada de hidrégeno
utilizando la ecuacion de Gompertz modificada.

Parametros Unidades iF iFL iFT iFLT
Hmax NmL H2 268.35 12599 11221 131.69
NmL H2/g SV 40.82 19.12 17.03 19.99
Rmax NmL Hz/h 26.02 10.52 16.11 27.90
NmL H2/g SV-h  3.95 1.6 2.45 4.24
A h 20.22 7.33 17.32 16.20
R? - 0.998 0.999 0.996 0.999

Notas: Hmax, produccion maxima de hidrégeno; Rmax, tasa de produccion maxima de hidrégeno;
L, fase de latencia; AOVs, acidos organicos volatiles; SV, solidos volatiles.

La produccién acumulada maxima de los tres pretratamientos del iF, i.e. iFL,
iFT, e iFLT, fue aproximadamente el 50 % de la obtenida con el iF (Tabla 28), por
lo que no es necesario hacer un tratamiento adicional al lodo fermentado de la
primera etapa de fermentacion oscura para aumentar el rendimiento de
hidrogeno en la segunda etapa. Los inéculos iFL e iFLT generaron un
subproducto adicional que consiste en wuna solucion de AOVs con
concentraciones de entre 119 y 200 mg/L (Tabla 29). Estos AOVs pueden ser
aprovechados en procesos de fotofermentacion (Lopez-Hernandez, 2022) para
obtener un mayor rendimiento total de hidrégeno o como sustrato para obtencion
de otros productos de valor agregado con la aplicacién de distintos procesos
biotecnolégicos, como la obtencidon de polihidroxialcanoatos con bacterias
fotosintéticas (Liang et al., 2024), produccién de electricidad con celdas de
combustible microbianas o conversién de AOVs a lipidos para la produccion de
biodiesel (Sekoai et al., 2021).
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Tabla 29. Propiedades iniciales del lodo del reactor y finales del fermentado para los cuatro
reactores evaluados.

Inicial Final
Parametros RiF RiFL RiFT RiFLT RiF RiIFL RiFT RiFLT
ST (g ST/M00gBH) 10.02 8.76 9.61 8.38 8.6 8.55 9.43 7.04
SV (g SV/100g ST) 65.61 77.32 7542 7949 7226 7898 7492 7472
SV (g SV/100 g BH) 6.57 6.77 7.25 6.66 6.21 6.75 7.06 5.26

pH 533 524 573 5.2 4.84 4.8 5.54 5.59
AOVs (mg/L) NA NA NA NA 83.57 17.32 109.05 33.23
AOVs L (mg/L) NA 118.93 NA 199.74 NA NA NA NA

Notas: el prefijo R en los ensayos significa “reactor”, i.e. la mezcla del inéculo y del sustrato; AOVs,
acidos organicos volatiles; STi, solidos totales iniciales; SVf, sélidos volatiles finales; BH, base
humeda; NA, no analizado/no aplica.

De las referencias con sistemas similares (Tabla 30) , Mufioz-Paez et al. (2012)
exploraron el potencial de la fermentacion hidrogenogénica en sustrato solido con
venteo intermitente en dos etapas con lavado de su segundo sustrato; esto se
debid a que, al finalizar su primera fermentacion oscura, se determiné una alta
concentracion de biomasa en los sdélidos gastados y supusieron que los
metabolitos organicos inhibian la produccién de hidrégeno en un determinado
tiempo. La re-fermentacion de los solidos gastados y lavados lograron producir
14.5 % de lo obtenido con la primer reactor. En comparacion con el presente
trabajo, lo que se reutilizé fue el inéculo y no el sustrato; en la re-fermentacién
utilizando iF como in6culo se obtuvo 32.4 % del biohidrégeno producido en la
primera etapa.

Lunprom et al. (2019) realizaron un proceso en lote secuencial utilizando
fermentacién anaerobia en fase sélida y fermentacién oscura utilizando Chlorella
sp.; se encontré que ceca del 70 % del rendimiento total de hidrogeno provenia
de la fermentacion en fase sdlida, lo cual convierte a este tipo de proceso en lo
mas viable cuando se requiera de la operacion de reactores hidrogenogénicos a
partir de microalgas.

Regueira Marcos et al. (2025) utilizé el proceso de fermentacion oscura
impulsada por lactato en su primer reactor, sin embargo, no hubo produccién

detectada. Observaron que a medida que disminuian el tiempo de residencia
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hidraulico, la productividad del sistema de lactato-hidrogeno aumentaba a 4.4 L

H2/L-d (HRT = 6 h). Sin embargo, se logré mayor rendimiento al utilizar una sola

etapa (alimentacion del reactor de hidrogeno) 39.5 mL Hz/g SV a HRT 12 h.

Tabla 30. Produccion de biohidrégeno en dos etapas de fermentacion utilizando sustratos

organicos.

Sustrato Primer etapa Segunda etapa Referencia
Cladodios de  FO de nopal (batch) FO de iF (batch) Este trabajo
O. ficus- V=500mL (Vop=150¢g) V =500mL (Vop =100 g)
indica T=37°C T=37°C

RIS =0.2 RIS =0.2
10 % ST 10 % ST
HY =90.76 mL Ho/g SV HY =40.82 mL HJ./g SV
Residuos de  Reactor de lactato Reactor de hidrogeno Regueira-
origen CSTR CSTR Marcos et
domeéstico T=37°C T=37°C al. (2025)
V=11L(Vop=09L) V=12L(Vop=0.8L)
pH=3.5 pH=5
HPR = 4.4 L Hy/L-d
(sin produccion de Hy) HY = 22.9 mL Hy/g SV
Biomasa de ASSF (batch) ASSF residuos (batch) Lunprom et
microalga 51.5% ST T=35°C al. (2019)
Chlorella sp. pH=6 Sustrato =40 g SV/L
TISTR 8411 RIS =0.27 pH=6
HY = 11.6 mL H./g SV RIS = 0.066
150 rpm
HY = 4.6 mL Hy/g SV
Fraccién SSAHF-IV (batch) SSAHF-IV (batch) Mufoz-Paez
organica de V =250mL (Vop=100g; Sdlidos gastados et al. (2012)

los residuos
solidos
urbanos

20 g ino + 80 g sus)

T=37°C

HP = 16.6 mmol Hz
=371.84 mL H

=127.12 mL H2/g SV

pH=6.3

HP = 2.4 mmol H,
=53.8 mL H»
= 38.4 mL Hy/g SV

Notas: HPR: hydrogen production rate; HY: hydrogen yield; CSTR; continuous stirred tank reactor;
ASSF: anaerobic solid-state fermentation; RIS: relacion in6culo sustrato; SSAHF-IV: solid
substrate anaerobic hydrogenogenic fermentation with intermittent venting; a condiciones de
temperatura y presion estandar, 1 mol de Hz es equivalente a 22.4 L de Hy;
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6.5 ACTIVIDAD 5. PRODUCCION DE METANO POR DIGESTION ANAEROBIA DE
LODOS FERMENTADOS HIDROGENOGENICOS EN SEMI-CONTINUO
Los reactores semi-continuos de produccion metanogénica se pusieron en
marcha utilizando el inéculo “tres tercios”. Como se describe en el apartado de la
preparacion de los reactores inoculadores, el reactor madre “tres tercios” se
mantuvo en arranque por un mes y posteriormente fue alimentado por 3 meses
con licuado de nopal. Luego del tiempo de arranque y aclimatacion, se alimento
por 55 dias a un TRM de 40 dias aplicando una alimentacion intercalada de nopal
fresco y lodos fermentados (iFi) para simular la recuperaciéon del reactor
metanogénico. La alimentacion de los reactores se llevaba a cabo cada 3 - 4 dias
(dos veces a la semana). La caracterizacioén inicial y las condiciones de operacién

del ensayo metanogénico se pueden ver en la Tabla 31.

Tabla 31. Caracterizacion inicial de los reactores metanogénicos.

Parametro Unidades Valor
TRM d 40
Masa de reactor ¢ 500
ST g ST/100g BH 13.50
SV g SV/100g ST 29.57
pH - 8.06
Alcalinidad mg CaCOs/L 1128.33
Al/AP - 0.45
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Figura 34. Produccion acumulada de biogas por alimentacion. Los puntos verdes representan la
alimentacion de nopal, mientras que los naranjas representan la alimentacion de lodos de FO.
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En la Figura 34 podemos observar graficamente la produccién acumulada de
biogas (promedio del triplicado) del reactor metanogénico; la produccién de
biogas procedente de la alimentacién de los solidos fermentados fue mayor a

aquella que se genero al alimentar el reactor con nopal.

Tabla 32. Produccién y rendimiento maximos de la digestién anaerobia por alimentacioén.

Siie  Poduecin e pu e
N-1 962.57 +153.23 525.82 £83.71 8.55+0.09 0.31£0.02
N-2 1226.94 +6.78 502.68+2.78 8.18£0.13 0.39 £ 0.07
F-1 1489.04 +17.06 628.07+£7.20 8.01+0.14 0.38 £ 0.11
F-2 1909.32+ 31.31 604.00 £9.90 8.19+£0.15 0.32+£0.10
F-3 1403.18 +24.44 591.85+10.31 8.05+0.17 0.42+0.14
F-4 1940.95+ 31.31 614.01+9.90 8.22 £ 0.04 0.32 £ 0.07
F-5 1965.81+52.94 621.87+16.75 8.05+0.13 0.35+0.02
N-3 1143.33 +28.22 468.43 £11.56 7.98 £ 0.07 0.34 £ 0.06
N-4 1263.09 = 54.79 517.49£22.45 8.35+0.06 0.29+0.03
N-5 1021.32+75.59 557.91+41.29 7.93+£0.03 0.31£0.02
F-6 1665.29 + 23.81 606.55 +8.67 8.47 £ 0.04 0.26 £ 0.05
F-7 1213.38+17.93 589.27+8.71 8.02+0.12 0.27 £ 0.07
F-8 1518.42+11.74 553.06 £4.28 8.36 £ 0.20 0.19 £ 0.01
F-9 1202.08 = 32.03 583.78 + 15.56 8.02+0.12 0.36 £ 0.07
F-10 1484.52 + 57.92 540.71+£21.10 8.06 £ 0.15 0.35+0.09

Notas: N, nopal; F, lodos de fermentacién oscura; SV, solidos volatiles; IA/PA, alcalinidad
intermedia/alcalinidad parcial

Los valores numeéricos de la produccion y rendimiento maximo por
alimentacién del reactor, ademas del pH y la relacién IA/PA se muestran en la
Tabla 32. El rendimiento maximo de biogas en la primera etapa de alimentacion
de nopal fue de 514 NmL biogas/g SValim, mientras que para la primer
alimentacion del lodo digerido fue de 611.96 NmL biogas/g SValim; el rendimiento
de biogas en la digestién anaerobia aumentd aproximadamente 20 % cuando se
utilizaron los lodos fermentados como alimentacién a comparacion del nopal
fresco. Esto quiere decir que, ademas de no disminuir el rendimiento de biogas
cuando se agrega una alimentacién de lodos digeridos de fermentacion oscura
en el reactor de digestion anaerobia, da un aumento tanto en la produccién como

en el rendimiento de biogas; esto se puede deber a que, ademas de la hidrdlisis

Pagina | 83



de la biomasa del nopal en la FO, el lodo proveniente de la etapa anterior
mantenga ciertos microorganismos (hidrogenogénicos o hidrogenotroficos ¢,?)
que pueden trabajar en sinergia con el in6culo metanogénico de la digestion
anaerobia.

En promedio, el pH se mantuvo en 8.17, lo cual mantiene un ambiente
deseable para la produccion de biometano en estas condiciones de operacion.
La produccidn y el rendimiento maximo por alimentacién, ademas de la relacion

IA/PA se puede observar graficamente en la Figura 35.
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Figura 35. Produccion y rendimiento maximo de biogés en la digestién anaerobia en semi-
continuo.

Debido a que no hay referencias directas sobre la fermentacion oscura de O.
ficus-indica, por consecuencia tampoco se han encontrado articulos que
mencionen el uso del nopal para un proceso hidrogenogénico-metanogénico en
dos etapas (H-M); sin embargo, la evaluacion de este tren de tratamiento ha sido
trabajada para otros sustratos, principalmente para residuos organicos (Tabla 33).
En su mayoria, los sistemas aqui mostrados se trabajaron de manera semi-
continua, a temperatura mesofilica, los reactores hidrogenogénicos

monitoreados a pH 5.5 y los reactores metanogénicos a 7.5, aproximadamente.
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Zahedi et al. (2016) estudiaron la actividad en las comunidades
microbianas durante los procesos de produccidon de hidrégeno y de metano en
un proceso de co-digestion en dos etapas; en este se utilizaron lodos activados
y la fraccidén organica de los residuos sélidos urbanos. En comparacién con el
presente trabajo, la produccion especifica de hidrogeno (29 L Ha/kg TVS)
obtenida por Zahedi et al. (2016) es menor en aproximadamente cuatro veces a
comparacion del rendimiento de hidrogeno (131.58 mL H2/g SV) del proceso en
lote en dos etapas para O. ficus-indica. En cuanto al desempefio de la digestion
anaerobia de los efluentes de FO, y suponiendo que la concentraciéon de metano
en el biogas obtenido con nopal fue del 50 %, los rendimientos son comparables
con aquellos provenientes de los desechos organicos a pesar de que ambos
(hidrogenogénesis y metanogénesis) se realizaron a temperatura ligeramente
termofilica, lo cual, segun literatura, favorece la produccién de biogas.

Rios-Del Toro et al. (2021) utilizaron hidrolizados detoxificados de bagazo
de agave para la produccién de hidrégeno y metano en dos etapas, en la cual los
efluentes del reactor de hidrégeno se utilizaron como sustrato para el reactor
metanogénico. Como conclusion, sugieren que la detoxificacion del hidrolizado
solo se prefiere cuando desea obtenerse hidrégeno como producto principal.

Tanto Rios-Del Toro et al. (2021) como Montiel-Corona y Razo-Flores
(2018) utilizaron hidrolizados de bagazo de agave para la produccion secuencial
de hidrogeno y metano; los resultados de ambos procesos son comparables con
el presente trabajo, lo cual destaca al compararse con sustratos hidrolizados ya
que resta una etapa de pretratamiento necesario para el mismo rendimiento por
cantidad de sustrato.

De manera similar, Rafieenia et al. (2018) evaluaron el efecto del
pretratamiento del inéculo hidrogenogénico con aceite usado en la produccién de
hidrogeno y metano en dos etapas en lote; el rendimiento de hidrégeno alcanza
el rendimiento maximo aproximadamente a las 40 h, lo cual también se observa
en los resultados presentados anteriormente para la produccién de hidrégeno con

O. ficus-indica.
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Tabla 33. Produccion de biogas en dos etapas (H-M) utilizando sustratos de diferente origen.

Sustrato Hidrogenogénesis Metanogénesis Referencia
O. ficus-indica FO (batch en 2 etapas) DA (TRM =40 d) Este
RIS =0.2 OLR = 1.4 g SV/kg-d trabajo
ST=10% BH Alimentacién semi-continua
V =500 mL (Vop = 150 g) (3-4 dias)
T=37°C V=1L (500 g)
T=37°C
HY = 131.58 mL Hz/g SV
BY = 611.96 mL biogas/g
SValim
Fraccion CSTR CSTR (70 dias) Zahedi et
organicadelos Vop=35L Vop=185L al. (2016)
residuos sélidos T =55°C T=55°C
urbanos Alimentacién semi-continua  Alimentacién semi-continua
(diaria) (diaria)
OLR =16 kg TVS/m3-d OLR = 3 kg TVS/m3d
HRT =3d HRT =16d
pH=4.75 pH=7.97
HVPR = 0.432 L Hz/L-d MVPR=0.59 L CHa4/L-d
SHP =29 L Ho/kg TVS SMP =287 L CH4/kg TVS
Hidrolizados AnSBR AnSBR metanogénico Rios-Del
detoxificados de Vop=1.4L Vop=16L Toro et al.
bagazo de T=37°C T=37°C (2021)
agave pH=55 pH 7.3
HVPR = 20.3 mL H2/L-h MVPR = 0.44 L CH4/L-d
HY = 0.8 mol Hz/mol aziicar MY = 0.22 L CH4/g COD
(99.46 mL H2/g SV)
Hidrolizados de  CSTR (continuo) UASB (continuo) Montiel
bagazo de Vop=1L Vop=125L Corona &
agave T=35°C T=23-25°C Razo-
150 rpm Flores
pH=5.5 pH=7 (2018)
OLR =44 g COD/L-d OLR =20 g COD/L-d
HRT=6h HRT =14 h
HY = 105 mL Hz/g bagazo MY = 225 mL CHa4/g bagazo
Desperdicios de  Batch FO Batch DA Rafieenia
alimentos V =500 mL (Vop =250 mL) V =500 mL (Vop =250 mL) et al.
(inéculo pH=5.5 pH=7 (2018)

pretratado con
aceite de cocina
usado)

5g SVIL FW
T=35°C

t=96h

HY = 76.1 mL Ha/g SV

5 g SV/L lodo

T=35°C

t=32d

MY = 598.2 mL CH4/g SV

Notas: FO, fermentacion oscura; DA, digestidon anaerobia; RIS, relacion inéculo sustrato; HY,
rendimiento de hidrogeno; BY, rendimiento de biogas; ORL, organic loading rate; HRT, hydraulic
retention time; HVPR, hydrogen volume production rate; SHP, specific hydrogen production; SMP,
specific methane production; TVS, total volatile solids; ST, sdlidos totales; BH, base humeda;
AnSBR, anaerobic sequencing batch reactor; MY, methane yield; COD, chemical oxygen demand;
a condiciones de temperatura y presién estandar, 1 mol de Hz es equivalente a 22.4 L de Hz; TRM,
tiempo de residencia masico;
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6.7. ACTIVIDAD 6. EVALUACION DE TRANSFORMACION DE O. FICUS-INDICA EN
BIOPRODUCTOS PARA ESCENARIOS DE BIORREFINERIA

Los escenarios de biorrefineria permitieron evaluar el mejor conjunto de procesos

para maximizar el aprovechamiento de la biomasa de O. ficus-indica y para la

obtencidn de diversos productos de valor agregado. En cada escenario fue

fundamental hacer uso de los datos enlistados en la Tabla 34 para realizar cada

uno de los balances de materia por proceso y por conjunto de procesos.

Tabla 34. Datos recopilados de cada actividad para realizar los balances de materia
correspondientes a cada escenario.

Parametro Dato Unidades
Relacion inéculo-sustrato 0.2 g SVino/g SVsus
Rendimiento de hidrégeno en FO 96.47 mL Hz/g SValim
Soélidos volatiles de O. ficus-indica 0.8136 g SV/g ST
Solidos totales del indculo pretratado 0.0927 g ST/gBH
Solidos volatiles del inéculo pretratado 0.3077 g SV/g ST
Densidad relativa de hidrogeno 0.09 mg Hzo/mL H2
Densidad relativa de metano 0.72 mg CH4/mL CH4
Densidad relativa de didéxido de carbono 1.98 mg COz/mL CO;
Solidos totales de los lodos de FO 0.0782 g ST/g BH
Sélidos volatiles de los lodos de FO 0.5765 g SV/g ST
Rendimiento de biogas en DA 612 mL biogas/g SValim
Rendimiento del extracto 22.61 mg extracto/mL
Rendimiento de compuestos fendlicos 7.62 mg GAE/g nopal
Densidad del etanol 0.79 g/mL

Densidad del etanol al 80 % 0.86 g/mL
Rendimiento de hidrocoloide 0.186 g/g biomasa

Para los célculos en el proceso de fermentacidn oscura, se utilizaron los sélidos
volatiles iniciales del sustrato y del inéculo, la RIS, la produccion maxima de
hidrégeno y la suposicion de que el biogas obtenido fue 50 % en volumen
hidrogeno y didxido de carbono; se convirtieron los volumenes de ambos gases
a peso utilizando la densidad relativa de los gases a presion y temperatura
estandar. El balance de materia para la fermentacion oscura se muestra en la
Tabla 35.

El balance de materia en el digestor anaerobio (Tabla 36) tomd en cuenta
el rendimiento de biogas en DA igual a 612 mL de biogas/g SV alimentado y una
concentracion equimolar de biometano y de diéxido de carbono. También, se
corrigio el biogas producido relacionandolo con la cantidad de SV de la salida del
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reactor hidrogenogénico. En el escenario Biocombustibles donde hay produccién
de hidrégeno y metano (Figura 36), el rendimiento de nopal aumenta de 0.71 %
(hidrogeno) o 12.7 % (metano) a 16.39 %. Cuando se toma en cuenta el dioxido
de carbono generado, al aprovechamiento es el 75.08 % del nopal alimentado al

proceso H-M.

Tabla 35. Balance de materia en el proceso de fermentacién oscura.

Nombre de  Componente de la Masa del componente % masa
la corriente corriente g BH g g SV del total
O. ficus-indica 96.41 9.40 7.65 6.27
Entrada al -Agua - 87.01 - 58.01
FO Inéculo anaerobio P 53.59 4.97 1.53 3.31
-Agua - 48.62 - 32.41
Total 150 150 9.18
Nombredela Componente dela Volumen Masa % masa
corriente corriente mL g del total
Salida gaseosa Hidrogeno 737.79 0.07 4.35
del FO Dioxido de carbono 737.79 1.46 95.65
Total 1475.57 1.53
Masa del componente
g BH g g SV
Salida sélida Lodos FO 148.47 11.61 6.69
delaFO -Agua X 136.86
Total 148.47 148.47
Hidrogeno Metano
Lodo
0. ficus-indica fermentado
(10 % ST)
o Y > ” Y > — ferrhgg?asdos
Inéculo \f
anaerobio
pretratado

FO Inéculq DA
anaerobio

Figura 36. Escenario bioproductos; produccién secuencial de biohidrogeno y biometano a partir
de la fermentacion anaerobia de O. ficus-indica.
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Tabla 36. Balance de materia en el proceso de digestién anaerobia.

Nombre de Componente de la Masa del componente % del
la corriente corriente g BH g g SVv total
Lodos FO 148.47 11.61 6.69 0.69
Entrada a -Agua - 136.86 - 8.11
DA Inéculo anaerobio 1538.7 160.02 56.89 9.48
-Agua - 1378.69 - 81.72
Total 1687.19 1687.19 63.59
Nombre dela Componente dela Volumen Masa % masa
corriente corriente mL g del total
Salida gaseosa Metano 2048.21 1.47 26.67
de DA Dioxido de carbono 2048.21 4.06 73.33
Total 4096.42 5.53
Masa del componente
g BH g g SVv
Salida solida Lodos DA 1681.66 182.12 56.77
de DA -Agua - 1499.54 -
Total 1681.66

Notas: el biogas se supuso 50 % metano; se realizaron los calculos a partir de los lodos
fermentados obtenidos en la fermentacién oscura.

Por otro lado, al realizar un balance de materia en el proceso de extraccion de
compuestos fendlicos (Tabla 37), se calcularon las corrientes utilizando el
rendimiento del extracto crudo (22 mg/mL) y el rendimiento de los compuestos
fendlicos totales, que en promedio fue 7.62 mg GAE/g de nopal seco para la
extraccion utilizando solventes organicos al 80 %. El escenario de antioxidantes
por si solo transforma unicamente el 6.35 % de la masa de nopal en
biocompuestos, esto tomando en cuenta el rendimiento de extraccion de
compuestos fendlicos equivalentes a 4acido galico. Si se calcula el
aprovechamiento con la masa total, utilizando la masa de extracto crudo, se

obtiene un 18.84 % de rendimiento con respecto al nopal seco.

Tabla 37. Balance de materia en la extraccidon de compuestos fendlicos utilizando solventes
organicos al 80 %.

Nombredela Componentedela Masa Volumen 9 masa

corriente corriente g mL del total
O. ficus-indica 3 - 10.73
Entrada a Ax Solvente organico 18.96 24 67.81
Agua 6 6 21.46
Total 27.96 30

Volumen Masa
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Nombre de la Componente de la % masa
corriente corriente mL g del total
Salida ExtractoFcruqlg - 8?; ggg
-Fendlicos - . :
sobrenadante o ente + agua 2402  20.66  97.34
Total 21.23
Salida sélido Biomasa exA - 2.43 36.15
Solvente+agua 5 4.30 63.85
Total 6.73

Al realizar el balance en la extraccidn de hidrocoloides (Tabla 38) se utilizé el

rendimiento de 18.6 % obtenido de la extraccion secuencial y a 80 °C. Entonces,

en el escenario bioproductos, el rendimiento aument6 a 33.94 % (Figura 37),

afectado principalmente por el rendimiento de hidrocoloides. Este escenario tiene

el menor factor ambiental de todos los evaluados, es decir, el que menos residuos

genera; este factor se calcula con la cantidad real de residuos producidos en el

proceso (todo lo que no es el producto deseado, sin tomar en cuenta el agua)

entre la cantidad de producto obtenido.

Tabla 38. Balance de materia en el proceso de extraccién de hidrocoloides.

Nombre dela  Componente de la Masa Volumen % masa
corriente corriente g mL del total
Biomasa exA 243 - 2.35
Entradaa C Agua caliente 24.35 24.35 23.47
Etanol 76.94 97.39 74.18
Total 103.72
Nombre dela  Componente dela  Volumen Masa 9% masa
corriente corriente mL g del total
Salida sélido HlldrocoI0|de - 0.45 18.60
Biomasa exC - 1.98 81.40
Total 2.43
Salida Etanol 97.39 76.94
sobrenadantes Agua 24.35 24.35
Total 121.74 101.29
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Extracto organico g

(compuestos
fendlicos) Etanol

Biomasa de O. Sobrenadante

ficus-indica seca
Y | | Etanol +
7 A

|
Biomasa
extraida

v
Biomasa Hidrocoloide

Solvente organico Ax extraida

C

Figura 37. Escenario bioproductos; extraccion secuencial de compuestos fendlicos e
hidrocoloides a partir de O. ficus-indica.

Ahora bien, cuando los escenarios de bioproductos y biocombustibles se unen
(Figura 38), el rendimiento de los productos principales aumenta a 44.6 %,
mientras que, al tomar en cuenta el dioxido de carbono, el rendimiento del nopal
aumenta a 82.91 %; esto quiere decir que aproximadamente el 17 % de la
biomasa de nopal queda sin utilizar, segun los balances de materia realizados
(Tabla 39).

Tabla 39. Balance de materia en FO y DA después de la extraccion de bioproductos.

Nombre de la Componente de la Masa del componente % del
corriente corriente g BH g g SV total
Biomasa exC 1.98 1.98 1.61 6.37
Entrada al -Agua - 17.84 - 57.31
FO Inéculo anaerobio P 11.31 1.05 0.32 3.37
-Agua - 10.26 - 32.96
Total 13.29  31.12 1.93
Nombre de la Componente dela  Volumen Masa % masa
corriente corriente mL g del total
Salida gaseosa Hidrégeno 155.55 0.0140 4.35
del FO Diéxido de carbono 155.55 0.3080 95.65
Total 311.11 0.3220
Masa del componente
g BH g g SV
Salida sélida de Lodos FO 30.80 2.41 1.39
laFO -Agua - 28.39 -
Total 30.80 30.80
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Nombre de Componente de la Masa del componente % del

la corriente corriente g BH g gSVv total
Lodos FO 30.80 2.41 1.39 0.69
Entrada a -Agua - 28.39 - 8.11
DA Inéculo anaerobio 319.23 33.20 11.80 9.48
-Agua - 286.03 - 81.72
Total 350.03 350.03 13.19
Nombredela Componentedela Volumen Masa % masa
corriente corriente mL g del total
Salida gaseosa Metano 424,93 0.31 26.67
de DA Dioxido de carbono 424 .93 0.84 73.33
Total 849.86 1.15
Masa del componente
g BH g g Sv
Salida sdlida Lodos DA 348.89 37.78 11.78
de DA -Agua - 311.10 -
Total 348.89
Extracto organico Agua
(compuestos
fendlicos) Etanol
Biomasa de O. T Sobrenadante
ficus-indica seca
—0 U
oo |
Solvent - Biomasa ————> Hidrocoloide
olvente arganico Ax o extraida
|
Hidrégeno Metano
Lodo
v fermentado
fernh(;ﬁ?:dos
anaeroblo
pretratado
FO Inéculo DA

anaerobio

Figura 38. Escenario bioproductos + biocombustibles (Ax-C-H-M).

Como se puede ver en la Tabla 40, el escenario que mas aprovecha la biomasa
de O. ficus-indica es el Ax-C-H-M (escenario bioproductos + biocombustibles)
delante del escenario H-M y el Ax-C. Ademas, en este escenario tenemos la

mayor cantidad de productos principales obtenidos, los cuales son los
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compuestos antioxidantes, los hidrocoloides, biohidrogeno y biometano, ademas

de los lodos fermentados que pueden todavia ser aprovechados.

Tabla 40. Indicadores de eficiencia para los escenarios de biorrefineria de nopal a productos de
valor agregado.

Escenario ITS IPP IPP/ITS 1A

H 0.160 0.007 0.044 7.721

H-M 0.740 0.162 0.219 26.202
M 0.469 0.125 0.267 33.435
AX 0.188 0.064 0.337 4.307
Ax-C 0.339 0.214 0.632 1.947
Ax-C-H-M 0.822 0.445 0.541 15.328
Ax21 0.171 0.075 0.439 4.857
M21svalim 0.852 0.227 0.267 8.556
M2 1 svreactor 0.243 0.065 0.267 30.282
M21svremov 0.993 0.265 0.267 7.322

Notas: IPP, indice de productos principales; ITS indice de transformacion de sustrato; 1A, indice

ambiental
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7 CONCLUSIONES

Actividad 1 A.

Al evaluar unicamente los compuestos fendlicos, los mejores solventes fueron
acetona y metanol al 50 % con aproximadamente 12 mg GAE/g y la mejor
actividad antioxidante DPPH (34 %) y ABTS (97 %). La actividad antioxidante de
los extractos aumentd conforme la disminucién de la concentracion de los
solventes, i.e. con solventes acuosos; los hidrocoloides también aportan actividad
antioxidante, ademas de los compuestos fendlicos glicosilados.

Para caracterizar los flavonoides contenidos en los extractos fue necesario
realizar una hidrdlisis acida. La aglicona de flavonoide mas abundante en todos
los extractos, sin depender del tipo de solvente ni la concentracion, fue la
isorhmanetina, seguido en menor cantidad el kaempferol y la quercetina. La
mayor recuperacion de flavonoides fue con etanol al 80 % con rendimientos de
isorhamnetina, kaempferol y quercetina de 495.0, 40.3 y 16.6 pg/g de nopal seco,
respectivamente.

Actividad 1 B.

Se realizdé por primera vez la extraccion de compuestos fendlicos a partir del
nopal utilizando DES enfocados a la obtencion de flavonoides; de los DES
propuestos, aquellos con cloruro de colina fueron mas selectivos para
isorhamnetina, kaempferol y quercetina, encontradas después de la hidrdlisis
acida de los extractos de O. ficus-indica. Especificamente, los mejores extractos
fueron los obtenidos con cloruro de colina:xilitol y cloruro de colina:glicerol, con
rendimientos de isorhamnetina, kaempferol y quercetina de 722.82, 74.47 y 28.66,
y 715.95, 78.96 y 29.46 ug/g de nopal seco, respectivamente. Los DES extrajeron
1.5 veces mas agliconas de flavonoides que el mejor extracto con solventes
organicos.

Actividad 2.

La temperatura de extraccion de hidrocoloides mejor6 en 2.6 % el rendimiento
(10.8 a 13.4 %); sin embargo, cuando se llevdé a cabo la maceracion con la
biomasa extraida con solventes organicos, solo hubo un 1.5 % de diferencia en

el rendimiento (17.1 a 18.6 %). Estos son comparables a los discutidos en la
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literatura con distintas variedades de Opuntia, ademas aumenté cuando se

realizaron extracciones de acetona y metanol previo a la maceracion con agua.

Actividad 3.

El escalamiento de la produccion de hidrogeno en lote a partir de O. ficus-indica
se llevo a cabo alcanzando una producciéon maxima acumulada de 828.3 mL H2
y un rendimiento maximo de 90.76 mL H2/g SV, duplicando los valores obtenidos

anteriormente en el grupo de trabajo.

Actividad 4.

La re-fermentacién contribuye con un 31 % del rendimiento acumulado total
cuando se suman los rendimientos de la primera fermentacion oscura (de la
Actividad 3) y su segunda etapa, cuando se reutiliza una parte del reactor como
in6culo para un segundo ciclo de fermentacion oscura. Ademas, es un proceso
que difiere con los reportados en literatura, en el cual se realiza una segunda
fermentacidn agregando in6culo nuevo.

Aunque esta reutilizacion del in6culo puede ser técnicamente posible, la
biomasa inoculadora continuara agotandose, ocasionando que la produccién
también disminuya de manera considerable. Como investigacion a futuro, seria
valioso establecer cuantos ciclos de reutilizacion de los fermentados en lote se

pueden llevar a cabo sin afectar la viabilidad econémica del proceso.

Actividad 5.

La digestion anaerobia en régimen semi-continuo de los sélidos re-fermentados
produjeron 611.96 NmL de biogas por gramo de SV alimentado, lo cual fue mayor
al rendimiento que se obtuvo cuando se alimenté con OFI, 514 NmL biogas/g SV.
El método de alimentacion sugerido puede aplicarse en el escenario de falta de
sustrato, tanto para falta de OFl como falta de lodos fermentados en la

biorrefineria.

Actividad 6.
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El escenario que aprovecha en su mayoria la biomasa del nopal es el Ax-C-H-M,

con un 44.6 % de rendimiento con los productos principales y el 82.91 % de

aprovechamiento de nopal con el subproducto mas abundante que es el didxido

de carbono presente en el biogas de FO y DA.

7.1

PERSPECTIVAS

Optimizacion de la extraccion de flavonoides a partir de cladodios de O.
ficus-indica (o tuna y su cascara) con solventes organicos, evaluando el
porcentaje de solvente acuoso utilizado, temperatura, tiempo (cinética);
optimizar la hidrélisis del extracto para la cuantificacion de agliconas de
flavonoides por HPLC-DAD.

Optimizacion de la extraccion de flavonoides a partir de cladodios de O.
ficus-indica con solventes eutécticos profundos, evaluando porcentaje de
solvente acuoso, temperatura y tiempo, utilizando los DES aqui definidos
(cloruro de colina-xilitol o cloruro de colina-glicerol).

Caracterizacion de hidrocoloides para potencial aplicacion.

Produccién de biometano en semi-continuo utilizando lodos de
fermentacién oscura de O. ficus-indica a diferentes tiempos de residencia
masicos.

Analisis de ciclo de vida y evaluacién tecnoeconémica para el modelo de
biorrefineria de nopal.

Tratamiento hidrotermal de biomasa de O. ficus-indica para la produccion

de biocarbon y bioaceites.
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9 ANEXOS

9.1 ANALISIS ESTADISTICOS

9.1.1 Actividad 1.

Extraccion con nopal seco vs. nopal liofilizado

Tabla A1. Analisis de varianza del efecto del tipo de secado del nopal sobre la extraccion de
fenolicos con acetona.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.12607645 1 0.12607645 1.37465111 0.36176326  18.512821

Dentro de los
grupos 0.18343048 2 0.09171524
Total 0.30950693 3

Tabla A2. Analisis de varianza del efecto del tipo de secado del nopal sobre la extraccion de
fenodlicos con metanol.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.0248405 1 0.0248405 0.16381344 0.72485295 18.5128205

Dentro de los
grupos 0.30327794 2 0.15163897
Total 0.32811844 3

Orden de solventes en extraccion secuencial de nopal seco

Tabla A3. Andlisis de varianza del efecto del orden de solventes sobre la extraccion de fendlicos

con metanol.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 18.8933103 1 18.8933103 172.092949 0.00019498 7.70864742

Dentro de los
grupos 0.439142 4 0.1097855
Total 19.3324523 5

Tabla A4. Analisis de varianza del efecto del orden de solventes sobre la extraccion de fendlicos
con acetona.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 34.7107523 1 34.7107523 194.977414 0.00015257 7.70864742

Dentro de los
grupos 0.71209791 4 0.17802448
Total 35.4228502 5
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Tabla A5. Analisis de varianza del efecto del orden de solventes sobre la extraccion de fendlicos
con acetona y metanol.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2.3868384 1 2.3868384 7.82634503 0.0489331 7.70864742

Dentro de los

grupos 1.2198994 4 0.30497485
Total 3.60673779 5

Extraccion M80 vs MAW

Tabla A6. Analisis de varianza del efecto del tipo de solvente utilizado sobre la extraccion de
compuestos fendlicos.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.21001938 1 0.21001938 0.46914055 0.53101165 7.70864742

Dentro de los
grupos 1.79067346 4 0.44766836
Total 2.00069284 5
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Diseno de experimentos 3x3

Tabla A7. Disefo de experimentos para la extracciéon con solventes organicos.

Factor 1 Factor 2
A: Solvente B: Concentracion [%]
Metanol 50
Etanol 80
Acetona 100

Tabla A8. Analisis de varianza de los efectos del tipo de solvente utilizado y su concentracion
sobre la obtenciéon de compuestos fendlicos totales.

Sum of Mean

Source s df F-value p-value
quares Square
Model 374.52 4 93.63 272.47 <0.0001 significant
A-Solvente 5.98 2 2.99 8.7 0.004
B-Concentracion  368.54 2 184.27 536.25 < 0.0001
Residual 4.47 13 0.3436
Lack of Fit 1.08 4 0.27 0.7175 0.6009 not significant
Pure Error 3.39 9 0.3763
Cor Total 378.99 17
Std. Dev. 0.5862 R? 0.9882
Mean 7.08 Adjusted R? 0.9846
CV.% 8.27 Predicted R? 0.9774
Adeq Precision 40.3028
:E’;:C{‘E’Z"!""‘” Interaction
[ BE 14— B: Concentracion (%)
A, —
[

o 1e

CFT (mg/g)

Metanol Etanol Acetona

A: Solvente

Figura A1. Grafico de interacciones de los efectos del tipo de solvente utilizado y su
concentracion sobre la obtencién de compuestos fendlicos totales.
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Tabla A9. Analisis de varianza de los efectos del tipo de solvente utilizado y su concentracion
sobre la obtencion de azucares reductores.

Source Sum of df Mean F-value p-value
Squares Square
Model 221.45 8 27.68 828.76 < 0.0001 significant
A-Solvente 10.8 2 54 161.61 < 0.0001
B-Concentracion 202.57 2 101.28 3032.43 < 0.0001
AB 8.08 4 2.02 60.51 < 0.0001
Pure Error 0.3006 9 0.0334
Cor Total 221.75 17
Std. Dev. 0.1828 R? 0.9986
Mean 5.69 Adjusted R? 0.9974
CV. % 3.21 Predicted R? 0.9946
Adeq Precision 78.7365
::“{“Z‘::’;’!”I Interaction
[ ?3 | B: Concentracion (%)
’:;;;o
I - = -
8 —| I ST - ~§!’/
= 5 B €
2 L3 =
N R X

Metanol

Etanol

A: Solvente

Acetona

Figura A2. Grafico de interacciones de los efectos del tipo de solvente utilizado y su
concentracion sobre la obtencién de azucares reductores.
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Tabla A10. Analisis de varianza de los efectos del tipo de solvente utilizado y su concentracion
sobre la actividad antioxidante DPPH de los extractos.

Sum of

Mean

Source s df F-value p-value
quares Square
Model 1830.26 8 228.78 24.8 < 0.0001 significant
A-Solvente 196.74 2 98.37 10.66 0.0042
B-Concentracion 1511.58 2 755.79 81.92 < 0.0001
AB 121.94 4 30.49 3.3 0.063
Pure Error 83.03 9 9.23
Cor Total 1913.3 17
Std. Dev. 3.04 R2 0.9566
Mean 20.42 Adjusted R? 0.918
CV.% 14.88 Predicted R? 0.8264
Adeq Precision 14.2076
::"D:{DE"E[‘*I’ Interaction
[ B e B: Concentracion (%)
F

DPPH (%)

30 —

H—onme-{—|

20 —

Metanol

Etanol

A: Solvente

Acetona

Figura A3. Gréfico de interacciones de los efectos del tipo de solvente utilizado y su
concentracién sobre la actividad antioxidante DPPH de los extractos.
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Tabla A11. Analisis de varianza de los efectos del tipo de solvente utilizado y su concentracion
sobre la actividad antioxidante ABTS de los extractos.

Source Sum of df Mean F-value p-value
Squares Square
Model 17305.71 8 2163.21 738.62 < 0.0001 significant
A-Solvente 1311.63 2 655.81 223.92 < 0.0001
B-Concentracion 14941.84 2 7470.92 2550.9 < 0.0001
AB 1052.24 4 263.06 89.82 < 0.0001
Pure Error 26.36 9 2.93
Cor Total 17332.06 17
Std. Dev. 1.71 R? 0.9985
Mean 71.32 Adjusted R? 0.9971
CV.% 2.4 Predicted R? 0.9939
Adeq Precision 73.5016
;:’D:{“z‘%:*’l Interaction
| B s axm = B: Concentracion (%)
o - - F--------E
2 ‘“\.\\
_\\‘I\\
\\i

Metanol

Etanol

A: Solvente

Acetona

Figura A4. Grafico de interacciones de los efectos del tipo de solvente utilizado y su
concentracién sobre la actividad antioxidante ABTS de los extractos.
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9.1.2 Actividad 3.

Tabla A12. Analisis de varianza del efecto del pretratamiento del inéculo hidrogenogénico sobre
la produccion de hidrégeno en fermentacion oscura en lote.

Origen de las  Sumade  Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos  35150.4241 3 11716.808 13.6019059  0.0026326  4.3468314

Dentro de los

grupos 6029.865 7 861.409286

Total 41180.2891 10

Tabla A13. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para la produccion de
hidrégeno con los inéculos iF e iFL.

iF iFL
Media 267.75 124.266667
Varianza 206.045 749.823333
Observaciones 2 3
Varianza agrupada 568.563889
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 6.59177605
P(T<=t) una cola 0.00355282
Valor critico de t (una cola) 2.35336343
P(T<=t) dos colas 0.00710564
Valor critico de t (dos colas) 3.18244631

Tabla A14. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para la produccién de
hidrégeno con los indculos iF e iFT.

iF iFT
Media 267.75 111.833333
Varianza 206.045 217.943333
Observaciones 2 3
Varianza agrupada 213.977222
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 11.6761426
P(T<=t) una cola 0.00067483
Valor critico de t (una cola) 2.35336343
P(T<=t) dos colas 0.00134965
Valor critico de t (dos colas) 3.18244631
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Tabla A15. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para la produccién de
hidrégeno con los indculos iF e iFLT.

iF iFLT
Media 267.75 131.033333
Varianza 206.045 1944.14333
Observaciones 2 3
Varianza agrupada 1364.77722
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 3
Estadistico t 4.05397626
P(T<=t) una cola 0.01352066
Valor critico de t (una cola) 2.35336343
P(T<=t) dos colas 0.02704133
Valor critico de t (dos colas) 3.18244631

Tabla A16. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para la produccién de
hidrégeno con los indculos iFL e iFT.

iFL iFT
Media 124.266667 111.833333
Varianza 749.823333 217.943333
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 483.883333
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 0.69224986
P(T<=t) una cola 0.26343374
Valor critico de t (una cola) 2.13184679
P(T<=t) dos colas 0.52686747
Valor critico de t (dos colas) 2.77644511

Tabla A17. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para la produccién de
hidrégeno con los indculos iFT e iFLT.

iFT iFLT
Media 111.833333 131.033333
Varianza 217.943333 1944.14333
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 1081.04333
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -0.7151964
P(T<=t) una cola 0.25700661
Valor critico de t (una cola) 2.13184679
P(T<=t) dos colas 0.51401322
Valor critico de t (dos colas) 2.77644511
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Tabla A18. Prueba de t para dos muestras suponiendo varianzas iguales para la produccién de
hidrégeno con los inoculos iFL e iFLT.

iFL iFLT

Media 124.266667 131.033333
Varianza 749.823333 1944.14333
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 1346.98333

Diferencia hipotética de las

medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t -0.225808

P(T<=t) una cola 0.41620964

Valor critico de t (una cola) 2.13184679

P(T<=t) dos colas 0.83241928

Valor critico de t (dos colas) 2.77644511
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9.2 METODOS Y PROCEDIMIENTOS ADICIONALES

Extraccion sucesiva de compuestos bioactivos utilizando solventes
organicos

El procedimiento se llevara a cabo conforme a lo descrito por De Santiago et al.
(2021). La biomasa seca de los cladodios de Opuntia se colocara en vasos de
precipitado. De acuerdo con la Fig. 10, primero se extraeran 4 g de muestra con
40 mL de metanol al 80 % por 1 h; a continuacion, se centrifugara y el
sobrenadante se filtrara con papel Whatman No. 1. Mientras, el residuo se volvera
a someter a una extraccion con 50 mL de acetona al 70 % por 1 h; de igual
manera se centrifugara, el sobrenadante se filtrara y el residuo se extraera con
50 mL de agua destilada por 30 min. Todos los pasos de la extraccion secuencial
se llevaran a cabo con agitacion mecanica (150 rpm) en una incubadora orbital a

temperatura ambiente (22-25 °C).

5 g de cladodios

50 mL MeOH Extracto \
80%x1h metandlico

CFT

FT

DPPH

ABTS
Actividad
antibacteriana

50 mL
acetona 80 %
x1h

Extracto de
acetona

50 mL agua
destilada x
30 min

HPLC-DAD,
deteccion de

Extracto

acuoso flavonoides y

acidos fendlicos

Residuo
sdélido de Extracto

extraccion MAW j

Figura A5. Tren de extraccion con solventes organicos.
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Eleccion del mejor DES para la extraccion de compuestos fendlicos a partir
de O. ficus-indica

Se realizara una extraccion base (unificando las estudiadas en literatura)
utilizando una relacion liquido-sélido de 20 mL/g, 80 % de DES a 60 °C en un
bafo de agua por 30 min. Se centrifugara en un microtubo de 2 mL a por 20 min.
La suspension se filtrara a través de un filtro de acetato-celulosa de 0.45 um y se
diluira con el mismo volumen de agua. Con el fin de tener una extraccion control,

se llevara a cabo el mismo procedimiento con metanol al 80 % como solvente.

Mejoramiento de condiciones de operacion para la extraccion de
compuestos fendlicos a partir de O. ficus-indica

Para este experimento, se utilizara el mejor DES del experimento anterior. Se
llevara a cabo un disefio 22 tomando como factores a) la relacion liquido-sélido
20 — 60 mL/g y b) % de DES en agua 50 — 90 %. La temperatura (60 °C) y el

tiempo (30 min) se mantuvieron constantes.

Actividad antibacteriana de extractos

La actividad antibacteriana se va a determinar mediante la concentracion minima
inhibitoria usando microdiluciones. Se utilizara una bacteria Gram-positiva
(Staphylococcus aureus) y Gram-negativa (Escherichia coli). Cada cultivo se
mantendra en medio agar Mueller Hinton en cajas Petri; posteriormente, se
inocularan en caldo Mueller Hinton y se incubaran a 37 °C por 24 h. Se colocan
cantidades iguales de agua destilada (100 uL) y extracto en la primera columna
de la microplaca y se diluyen en dos a través de los pozos para preparar
diferentes concentraciones. Luego, se inoculan con 100 uL de solucion
bacteriana; como control positivo se utilizara quercetina o acido galico, como
control negativo se utiliza metanol al 50 %. La placa se incuba a 37 °C por 24 h
y, para finalizar, se agregan 40 uL de cloruro de p-iodonitrotetrazoium. El
crecimiento bacteriano se indica con un color rosa, mientras que los inhibidos no

presentan cambio a la adicién (Mabotja et al., 2021).
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Azucares totales

Se realizara modificando la metodologia de Chow y Landhausser (2004),
utilizando el método fenol-sulfurico. Se homogenizan utilizando un vortex 0.5 mL
de la muestra con 0.5 mL de fenol al 5 % en un tubo de ensayo. Luego se agregan
2.5 mL de acido sulfurico concentrado de golpe y se deja se enfriar por 30 min.
La absorbancia se lee a 490 nm. La curva de calibracion se realiza con dextrosa
(20 — 100 mg/L).

Acido urénico

Bayar et al. (2016) utiliza el siguiente método. Se mezclan 0.2 mL de una solucion
de pectina y 1.2 mL de acido sulfurico con 120 mM de tetraborato de sodio. Las
muestras se calientan a bafio de agua en ebullicion por 20 min. Luego, los tubos
se enfrian en un bano de hielos y se agregan 100 uL de un reactivo de carbazol
(1 % en etanol); se vuelven a calentar con agua en ebullicion por 20 min y se
dejan enfriar a temperatura ambiente. Se lee la absorbancia a 525 nm y la curva
de calibracion se realiza con soluciones de acido galacturdnico (25 — 200 ug/mL).
Grado de esterificacion

Se realizara con el método utilizado por Bayar et al. (2017). Se disuelven 200 mg
de pectina en 2 mL de etanol y 20 mL de agua desionizada a 40 °C por 2 h.
Cuando se disuelvan por completo, se agregan tres gotas de fenolftaleina. La
solucion se titula con NaOH 0.1 M (V1) y se afiaden 10 mL de NaOH 0.1 M. La
solucidn se cubre y se deja en agitacion a temperatura ambiente por 2 h. Luego,
se afiaden 10 mL de HCI 0.1 M y se agita hasta que desaparezca el color rosa.
Por segunda vez, la solucién se titula con NaOH 0.1 M (V2). Se realizara el

siguiente calculo:

v,
%DE=100[V1+V2] (17)

Analisis por espectroscopia infrarroja (FT-IR)
Con el fin de conocer los grupos funcionales mayoritarios en los hidrocoloides
obtenidos, se llevara a cabo la caracterizacion estructural utilizando el espectro

del FT-IR en el rango de 400—4000 cm™" con una resolucion de 5 cm.
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El grado de esterificacion de la pectina se puede estimar también por FT-
IR tomando el area de la banda de 1730 cm-', que corresponde a los grupos
carboxilicos esterificados, y la suma de las areas de las bandas a 1730 y 1600
cm-', los cuales corresponden al nimero total de grupos carboxilicos (Dranca et

al., 2020). Se puede calcular de la siguiente manera:

(18)

A
%DE=100[A 1730 ]
1730

+ A1600

9.3 MATERIALES ADSORBENTES

La adsorcion es un fenomeno fisico en el cual un solido atrapa una molécula afin
a las caracteristicas de éste. Si bien existen distintos tipos de adsorcién, la
adsorcion liquido-sélido es de las mas importantes debido a su aplicacion al
tratamiento de aguas (como tratamiento terciario para eliminacién de compuestos
organicos y de metales pesados). De los solidos mas comunmente utilizados
para eliminar contaminantes en medio acuoso, el carbén activado es de los
principales debido a su porosidad, estabilidad térmica y area superficial variable
(Elhleli et al., 2020).

El carbon activado se puede obtener de carbon mineral, pero también a
partir de materia vegetal como rastrojo de maiz, cascaras de platano, nejayote,
cascarillas, cortezas, raices, entre otros tipos de biomasa. El proceso principal
con el cual se obtiene el carbdn con biomasa es la pirdlisis. Para Opuntia se han
estudiado la activacion de carbones obtenidos mediante este método (Tabla A19);
sin embargo, no hay trabajos en los cuales se obtenga a partir de la carbonizacién
hidrotermal, el cual es un proceso que se lleva a cabo a menores temperaturas y

con subproductos con potencial industrial.

Tabla A19. Obtencién de carbdn activado utilizando Opuntia y contaminantes evaluados.

Adsorbente Contaminante Capacidad maxima Referencia
de adsorcién (mg/g)
Carbon activado de O.  Cu?* 49 (Choudhary
ficus-indica (NaOH) Ni2* 44 et al., 2020)
Verde de malaquita 1341
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Carbodn activado de la  indice de azul de metileno 865 (Ouhammou

cascara de tunade O. Numero de iodo 2182 etal.,, 2021)

megacantha (HsPOa)

Carbén activado de O.  p-nitrofenol 14.9 (Elhleli et al.,

ficus-indica (NaOH) 2020)

Carbén activado de O.  Arsénico 8.17 (Rodriguez-

ficus-indica (ZnCl2) Romero et
al., 2020)

Tratamiento hidrotermal

En los procesos hidrotermales, como su nombre lo indica, se utiliza agua como
medio de reaccion para descomponer la materia organica. Esto permite el uso
directo de la biomasa humeda para evitar las etapas con alto consumo energético
como lo es el secado o deshidratacion.

La licuefaccion hidrotermal (HTL por sus siglas en inglés) comprende la
conversion termoquimica de la biomasa en combustibles liquidos por medio del
procesamiento en agua caliente a presién; las condiciones de operacién son
entre 250-380 °C y 4-22 MPa (Gollakota et al., 2018).

Los productos principales son el biocrudo (en mayor cantidad), gases de
sintesis y biocarbdn, ademas de compuestos solubles en agua; sus rendimientos
dependen del tipo de biomasa y las condiciones de operacion utilizadas. Las
reacciones de despolimerizacion que ocurren son fragmentacion, hidrdlisis,
deshidratacion, desoxigenacion, aromatizacion y repolimerizacion
(Venkatachalam et al., 2021).

El biocarb6én obtenido con estos procesos hidrotermales (hidrocarbon)
tiene propiedades unicas con las cuales promete ser un mejor candidato que el
biocarbon obtenido por medio de pirdlisis. Algunas de sus aplicaciones son: como
biocombustible, adsorcion de metales (Liu & Zhang, 2009), adsorcion de
colorantes (Srivatsav et al., 2020), tratamiento de aguas residuales, alimento para

animales, o como aditivo en la digestion anaerobia (Ponnusamy et al., 2020).

Armazones organometalicos
Los armazones organometadlicos (metal-organic frameworks, MOFs) son
polimeros de coordinacion formados por iones metalicos y ligandos organicos;

estos forman una estructura tridimensional con grandes areas superficiales, de
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hasta 10,000 m?/g, lo cual los hace ideales para su uso en almacenamiento o
separacion de gases.

Una de las mejoras sugeridas para la produccién de MOFs es la utilizacion
de solventes mas respetuosos con el medio ambiente, ademas de la generacion
de materiales menos téxicos. Se puede lograr buscando opciones distintas a los
solventes habituales en este campo, como la dimetilformamida, y sustituirlos por
agua. Ademas, también se propone realizar la reaccién de sintesis a temperatura
y presién ambiente, o reducir la temperatura de activacion para evitar la formacion
de subproductos indeseados (Zeraati et al., 2021).

De los biocompuestos interesantes y disponibles para su extraccion a
partir de Opuntia ficus-indica se han reportado acidos fendlicos como: acido
galico, benzoico, siringico, tanico, cafeico, malico y ferulico, ademas de
flavonoides como: quercetina, kaempferol, vanilina, rutina, isorhamnetina y
apigenina (Aruwa et al.,, 2019a; Iftikhar et al., 2023). Estos compuestos,
esencialmente los acidos fendlicos pueden ser utilizados como ligandos
organicos en la sintesis de armazones organometalicos, disefiando asi una
“sintesis verde” en la que se utilizan los extractos acuosos o alcohdlicos como
base para su preparacion. El acido galico se ha encontrado en mayor proporcién
en los extractos de O. ficus-indica, por lo que se realizé una busqueda
bibliografica que resulté en cuatro sintesis de un MOF con acido galico como

ligando organico (Tabla A20).
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Tabla A20. Armazones organometalicos con acido gélico como ligando organico.

Referencia Sintesis Aplicacion Resultados
(Azhar et 2.5mmolAGHen5mLNaOHO0.95M Remocién de Los parametros
al., 2023) (relacion molar 1.9 NaOH a GA) Pararosanilina 6ptimos de relacion
2.5 mmol CuCl, 2H,0 en 5 mL H,O de soluciones molar NaOH-AG,
Ambas mezclas se agitaron y acuosas temperatura oy
calentaron a 90 °C y 200 rpm durante tiempo de reaccion
1 h. La solucién metdlica se afadio fueron 1.8, 108 °C y
gota a gota a la solucion de ligando en 1.5 h; con ellos se
condiciones isotérmicas y se calento obtuvo un 60 % de
durante 2 h. El sélido marrén oscuro rendimiento y un
resultante se lavo 5 veces con 40 mL 59-2 o % de
de agua desionizada. El sélido marrén cristalinidad. ~ La
oscuro resultante se lavo 5 veces con temperatura  tiene
40 mL de agua desionizada. una fuerte
correlacion con las
respuestas.
(Azhar et 2.5 mmol AG en 5 mL NaOH 1.1 M Remocion de MOF mesoporoso
al., 2020) 2.5 mmol CuCl, 2H,0 en 5 mL H,O azul de con area superficial
La solucién de metal se afiadio gota a Metilenoy rojo 4o 19822 mz/g,
gota a la solucién de ligando. Esta €ONgo diametro de poro de
mezcla se mezclé durante 2 h a 8.6 nm y estabilida
temperatura constante de 90 °C. Los térmica de 219 °C.
sblidos de color marréon oscuro Capacidad de
obtenidos se lavaron con agua adsorcion:
desionizada 5 veces. Los solidos se MB: 124.64 mg/g
liofilizaron. CR: 344.54 mg/g
5 ciclos de
adsorcion-desorcion
>90%.
(Sharma et 0.22 g aerosol OT solubilizado en agua Administracion
al., 2019) dd + 400 uL de n-butanol de farmacos
200 uL acetato de cobre 0.1 M + 200
uL AG 0.1 M en DMF a temperatura
constante de entre 70 - 80 °C.
Reaccion durante 12 h, adicion de
etanol para precipitar las particulas.
(Pezhhanfar 20 mmol CuCl, 2H,0 en 40 mL H,O Eliminacion de
etal., 2023) (disuelto con sonicacién) se colocé en pesticidas del

una bureta

44 mmol NaOH en 40 mL de H.O y se
afiadieron 20 mmol de &cido galico. El
matraz se colocd en un bafio de agua
con agitacién a 90 °C. El contenido de
la bureta se afnadié gota a gota. Una
vez terminado el contenido de la
bureta, la suspension se agité durante
2.5 h para completar la reaccion. El
sélido se separé de la solucién por
filtracion y lavado con agua
desionizada 5 veces (con 10 mL).

jugo de perejil
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Obtencion de biocarb6n mediante tratamiento hidrotermal de O.
ficus-indica

Propésito

Producir y caracterizar un biocarbon a partir de la carbonizacion hidrotermal de
O. ficus-indica y del residuo de digestion anaerobia (R-DA).

Diseino experimental

Obtencion de biocarbon de O. ficus-indica

Se propone un disefio factorial para evaluar el efecto de la temperatura y la
relacion soélido liquido en la composicidn, caracteristicas y potenciales
aplicaciones del carbon obtenido a partir de la carbonizacion hidrotermal del
cladodio de O. ficus-indica. Los factores y niveles por evaluar seran los

propuestos en la Tabla A21.

Tabla A21. Diseno experimental para la carbonizacion hidrotermal de O. ficus-indica.

Factores Niveles
Temperatura (°C) 220 260
Relacién sélido-liquido (g/mL) 0.1 0.2

Programa de seguimiento y analisis
El biocarbén se caracterizara mediante los siguientes parametros (Tabla A22)

para elegir las mejores condiciones de carbonizacion hidrotermal.

Tabla A22. Parametros para la caracterizaciéon de los carbones obtenidos de O. ficus-indica.

Parametros Método Referencia

Caracteristicas texturales Fisisorcién de nitrégeno -

Grupos funcionales FT-IR -

superficiales

Cuantificacion de grupos Titulacion Boehm (Elhleli et al., 2020)

funcionales acidos y basicos

Punto de carga cero Potenciométrico (Lavado-Meza et al.,
2023)

Procedimientos y técnicas
Punto de carga cero
Para medir el pH del punto de carga cero (pHzcn) se preparan varios tubos

Corning con una cantidad de volumen conocida (25 mL) con solucién acuosa de
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NaCl (0.01 M) a valores de pH de 2, 4, 6, 8, 10 y 12; el pH inicial se regul6d
utilizando soluciones acuosas de NaOH o HCI 0.1 M). Se burbujea nitrégeno para
estabilizar el pH y evitar la disolucion de CO2. Posteriormente, se agregan 0.1 g
del biocarbon en cada uno de los tubos y se agitan durante 24 h a temperatura
ambiente. Al finalizar, se mide el pH (pHf) de la solucion y se grafica ApH (pHi-
pHf) en funcién del pHi. El pHzcn sera aquel valor de pH que cruce el eje X (Elhleli
et al., 2020).

Titulacion Boehm

Se agregan 750 mg de la muestra a 25 mL de las soluciones de carbonato de
sodio, bicarbonato de sodio e hidréxido de sodio (0.05 M). Las soluciones se
agitan a temperatura ambiente por 24 h y posteriormente se filtran para eliminar
el carbén. Se toman 10 mL de cada filtrado y, para los de NaOH y NaHCOs3 se
agregan 20 mL de solucién de HCI 0.05 M, mientras que para el de Na2COs se
agregan 30 mL de HCI 0.05 M. Se determinan los puntos de neutralizacién
afiadiendo NaOH 0.05 M y usando un conductimetro. EI numero de grupos
funcionales superficiales de carbono (ncsr) se calcula tomando en cuenta que el
Na2COs niega los grupos carboxilicos y lacténicos mostrados en la ecuacién ( 19,
el NaHCOs niega los grupos carboxilicos en la ecuacién ( 20, y el NaOH niega

los grupos fendlicos, lacténicos y carboxilicos en la ecuacion ( 20:

1 %
Mese = 2[B]Vg — 73([HCZ]VHCI - [NaOH]VNaOH)l (19)
i P
1] Vg
Mese = [B]Vp — 7([HCI]VHCI - [NaOH]VNaOH)] (20)
i P

Donde [B] y VB son la concentracion y el volumen de la base mezclada con el
carbén, Ve es el volumen retirado de la solucidén basica después de la filtracion,
[HCI] y VHeir son la concentracion y el volumen de solucion de HCI afadida a la
muestra tomada de la muestra original, y [NaOH] y VnaoH son la concentracion y

el volumen de NaOH usado para titular.
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La cantidad de sitios basicos se determina usando HCI 0.05 M. El procedimiento
es el mismo al anteriormente mencionado, y el exceso de HCI se titula con NaOH
0.05 M:

1
Grupos basicos totales = — [[HCI]oV4 — [NaOH]Vyaon] (21)

Donde Va y [HCI]o son el volumen y la concentracion de HCI mezclada con el
carbon, y Wnaon y [NaOH] son el volumen y la concentracion de NaOH usado en

la titulacion.

Sintesis de un armazén organometalico con extracto de O. ficus-
indica

Propésito

Utilizar los compuestos fendlicos en el extracto de Opuntia como precursor o
ligando organico en la sintesis de armazones organometalicos.

Diseino experimental

Sintesis del armazén organometalico Cu-GA (cobre-acido galico)

Se siguidé la metodologia propuesta por Azhar et al. (2020) que consiste en
preparar las soluciones de la sal metalica y del ligando organico por separado.
Se utilizaron 2.5 mmol de CuCl2 2H20 (0.4262 g) en 5 mL de agua desionizada a
80 °C. A parte, en un recipiente roscado, se pesaron 2.5 mmol de acido galico
monohidratado (0.4704 g) en 5 mL de una solucién de NaOH 1 M. A esta solucion
se le fue agregando gota a gota (utilizando una pipeta Pasteur) la solucién de la
sal metalica en agitacién magnética constante de 300 rpm a 80 °C por 2 h.

El sélido de la mezcla se lavd 3 veces (3 volumenes) con agua desionizada;
después de cada lavada, se centrifugd a 10,000 rpm por 15 min y el sobrenadante
se decanté para posteriormente agregar el agua de lavado y agitar
vigorosamente antes de repetir el proceso. El sélido café oscuro se dejo secar en
horno a 105 °C por 12 h.

Sintesis de Cu-GA MOF: Adicion de sal metalica
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Se realizd un par de sintesis del Cu-GA para identificar si afectaba
significativamente la adicion gota a gota de la sal metalica. Se propuso el mismo
procedimiento, uno con la adicion de la sal metalica utilizando una pipeta Pasteur,

y otro vertiendo la solucion directamente.

Sintesis de Cu-GA MOF: Escalamiento

La sintesis se escal6é 4 veces con respecto a los ensayos anteriores; i.e. se
utilizaron 10 mmol de acido galico en 20 mL de una solucion de NaOH 0.9 M y
10 mmol de cloruro de cobre en 20 mL de agua desionizada. Esta ultima se
coloco en una bureta, mientras que la solucion del acido galico se coloco en una
plancha de calentamiento con agitacion. La solucién metalica se dej6 afiadir gota
a gota durante 15 min. Al finalizar el volumen, el recipiente se cerré y se dejé
reaccionar a 80 °C por 1.5 h. El sélido se lavé 3 veces (2 volumenes) con agua
desionizada, centrifugando y decantando el sobrenadante. El sélido café se seco

en un horno a 105 °C por 12 h.

Sintesis de Cu-GA MOF con extracto de Opuntia

Primero se llevé a cabo la extraccion de compuestos fendlicos por maceracion
de 10 g de nopal seco en 100 mL de metanol al 80 %, en un bafio de ultrasonidos
por 2 h. La mezcla se centrifugd a 10,000 rpm por 15 min y el sobrenadante se
filtr6 con papel filtro Whatman no. 1. Se determiné la cantidad de compuestos
fendlicos totales utilizando el método de Folin-Ciocalteu, lo cual nos dio 1 g/L de
acido galico equivalente. Esto quiere decir que en 90 mL de sobrenadante hay

aproximadamente 90 mg de algun compuesto fendlico.

Resultados

Con el propdsito de utilizar el extracto de O. ficus-indica para la sintesis de un
material adsorbente, se realiz6 una busqueda bibliografica en la que se
plasmaron los principales compuestos fendlicos obtenidos de su extracto y su
posible participacion en la sintesis de un armazén organometalico. Se encontré

que el acido galico (que representa el acido fendlico mas abundante en los
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extractos de Opuntia) puede formar MOFs con cobre al utilizar CuClz2 2H20. En
la Figura A6 se pueden observar picos caracteristicos en 20 = 10.22, 13.43, 20.19,
22.32, 31.45, 33.47 y 41.93 °, que se asemejan a los reportados anteriormente
por Azhar et al. (2020) y Sharma et al. (2019) (Figura A7).
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Figura A6. Patrén de difraccion de rayos X del armazon organometalico Cu-GA.
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Figura A7. Patrones de difraccion de rayos X del armazon organometalico sintetizado Cu-GA en
a) Sharma et al. (2019), b) Azhar et al. (2020), c) Pezhhanfar et al. (2023), y d) Azhar et al.
(2023).

Sintesis Cu-GA MOF: Adicién de sal metalica

Pudimos observar que, al verter la solucion, la reaccion no se llevaba a cabo ya
que al centrifugar el primer lavado se lograba separar un polvo blanco,
presuntamente acido galico sin reaccionar u 6xido de cobre precipitado. La
adicion lentamente de la sal metalica y la agitacion constante ayudan a que el
cobre pueda interactuar libremente con el acido galico desprotonado para evitar
la precipitacion de subproductos no deseados como el 6xido de cobre. Los
rendimientos alcanzados (64.4 y 62.1 %) fueron similares y ligeramente mayores

a los reportados por Azhar et al. (2023).
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9.4 MONTAJE DE REACTORES DE DA/FO EN LOTE
Para comenzar con el calculo del montaje de los reactores (de digestion
anaerobia o fermentacion oscura), debemos saber:

e Solidos totales (STsus) y soélidos volatiles (SVsus) del sustrato

e Solidos totales (STino) y s6lidos volatiles (SVino) del indculo

e Masa de operacion del reactor (mop)

¢ Relacién inéculo sustrato (RIS)
La RIS esta en unidades de SVino/SVsus. Para facilitar el calculo de la cantidad de
in6culo y de sustrato a utilizar, los ST se representan en g ST/g BH y los SV en
g SV/g ST. Es necesario realizar el perfil de solidos tanto del sustrato como del
indculo para continuar con el montaje de los reactores.
Primero, utilizando la RIS y una base de calculo de la masa de indculo en SV del

reactor (minosv), se calcula msussv:

Minosv
msusSV = RIS ( 22 )

Luego, utilizando ST y SV de indculo y sustrato se calculan msussH Y MinoBH:

Mgyssv

MgyuspH = m (23)
ms — Minosv
tnoBH SVinOSTino ( 24)

Posteriormente se calcula la masa total del reactor que se utilizara como base de
calculo para obtener la masa de sustrato y de inoculo cuando ya se tiene una

masa de operacion especificada.

Mtotar = Minopy + MsusBH (25)

m *syuspH= —mopmsuSBH (26)
Mtotal

m *inoBpH= —mopminOBH (27)
Miotal

Si se necesitan ajustar los ST en el reactor, se calculan los ST del reactor inicial:

ST _ Minost T MsyssT
reactor —

28
Myotal ( )
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El caso mas comun es diluir el sustrato, por lo que se hara una regla de tres

utilizando los solidos volatiles del sustrato inicial; se cambiaran arbitrariamente

los solidos totales del sustrato diluido para obtener el porcentaje deseado

9.5 PREPARACION Y PUESTA EN MARCHA DE REACTORES INOCULADORES

Para arrancar los fermentadores productores de hidrégeno, se deben primero

asegurar reactores anaerobios inoculadores capaces de mantener una

produccion de biomasa y biogas. A continuacion, en la Xy X se pueden observar

tanto la produccion como la productividad del reactor inoculador UANL (R1). Este

indculo se reactivd por un mes con un pulso de sacarosa y después se

acondiciond con nopal licuado desde 100 de TRM hasta 50.
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Figura A8. Produccion normalizada de biogas (NmL biogas/dia) del reactor UANL (o R1).

Promedio ponderado.

Tabla A23. Resultados promedio por alimentacion del reactor madre UANL (R1).

Etapa de ] Producci_én Productivi_dad
alimentacion Dias prorr_ledllo prc_;me';dlo pH IA/PA
(NmL biogas/d)  (NmL biogas/d-kgr)

Az 20 179.59 152.00 7.88
TRM 100 11 101.68 76.68 7.97 0.36
TRM 80 14 229.99 162.80 7.82 0.40
TRM 60 28 389.17 264.43 7.98 0.41
TRM 50 19 324.13 353.50 8.05 0.41
TRM 40 51 679.46 514.95 8.17 0.45
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De igual manera, se monto un reactor utilizando lodos de planta de tratamiento
de aguas residuales, tierra de jardin y estiércol de vaca. Este se acondicioné por
dos semanas sin alimentacién y un pulso de sacarosa. A partir del mes, se
comenzo a alimentar con nopal licuado para su posterior uso. En la X y X se

muestran la produccion de biogas y la productividad de este reactor (R2).
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Figura A9. Produccion de biogas normalizada (NmL biogas) del reactor 3/3 (o R2).

Tabla A24. Resultados promedio por alimentacién del reactor madre tres tercios (R2).

Etapa de . Produccién promedio PrOdUCtiVi.d ad
alimentacion D128 (NmL biogas/d) promedio PH IAPA
(NmL biogas/d-kgr)
Az 28 456.35 289.23 7.62 0.69
TRM 100 10 604.99 353.34 7.73 0.514
TRM 80 7 619.76 339.47 7.92 0.462
TRM 70 13 475.81 247.88 7.97 0.53
TRM 60 14 779.54 375.16 7.93 0.58
A-P TRM 60 39 775.78 400.50 7.97 0.47
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