UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

INHIBICION DEL PARDEAMIENTO ENZIMATICO

EN NOPALES FRESCOS DESESPINADOS

TESIS

QUE PARA OBTENEREL TiTULO DE

QUIMICO DE ALIMENTOS

PRESENTA

AGUILAR LEDESMA DAMIAN

MEXICO, D.F. 2005




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Presidente
Voca
Secretario
ler suplente

2do suplente

JURADO ASIGNADO
PROF. RAUL AGUILAR CABALLERO
PROF. HERMILO LEAL LARA
PROF. ARTURO NAVARRO OCANA
PROF. LUISORLANDO ABRAJAN VILLASENOR

PROFRA. MARICARMEN QUIRASCO BARUCH

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:
LAB. 321, CONJUNTO E
DEPARTAMENTO DE ALIMENTOSY BIOTECNOLOGIA,

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM

DR. ARTURO NAVARRO OCANA
Asesor del tema

NORA GUTIERREZ NAJERA
Supervisoratécnica del tema

DAMIAN AGUILAR LEDESMA
Sustentante



AGRADECIMIENTOS

A Dios

Por permitirme finalizar esta etapa de mi vida

A laUNAM

Por abrirme |las puertas y dejarme ser uno de los suyos

Al Dr. Arturo Navarro Ocana

Por la confianza que ha depositado en mi pararealizar este proyecto, por sus consegjosy

ensefianzas.

A Nora Gutiérrez Ngjera

Por su tiempo dedicado al apoyo de estatesis asi como por sus recomendacionesy consejos.

A mis compafieros del |aboratorio 321

Quienes me han regalado muy buenos momentos y me han impulsado afinalizar esta gran meta.

A mis profesores de la carreray a cada una de las personas que han impulsado este objetivo.

A mis compafierosy amigos de Sigma por su comprension y apoyo.



DEDICATORIA

A Dios

Por permitirme cumplir este suefio.

A mis padres. Lucilay Gerénimo,

Quienes siempre han estado a mi lado brindandome apoyo, consgjos, tiempo y carifio. Son un
excelentes personas dignas de admirar e imitar. Ahora hemos concluido esta gran meta que
ustedes iniciaron hace ya tiempo a llevarme a aquel jardin de nifios y que no hubiera podido

lograr sin ustedes.

A mis hermanos. Dianay Heberto,
Quienes me han apoyado en todos |os momentos, buenos y malos, cada uno ha sido un gemplo a

Seguir.

A Maria Fernanda
Por tu apoyo en la culminacion de este trabajo, por tu comprensién, tiempo, amistad y carifio.

Gracias por ser una motivacion mas en mi vida

A todos mis comparieros y amigos de la Facultad, especialmente a*La Comarca’ por |os buenos
y no tan buenos momentos que hemos vivido, por € granito de arena que cada uno coloco para

construir este suefio.



CONTENIDO

CONTENIDO
L RESUMEN ..ot n e e nne e e 1
2. INTRODUGCCION ..ottt ses s ses e ssssssesas s s sssessssssss s sssssanssnsesans 3
3. OBIETIVO GENERAL ..ottt s 3
4. ANTECEDENTES ... .ottt s 3
4.1 Generalidadesdel NOPAl ........ccooiiiiiiiniee e 3
4.1.1 Morfologia fisiologia del nopal (planta) ...........cccoceeveiiiiiieceicciee, 4
4.1.2 USOS tradiCioNAlES .........ooviiieiiiiiiiieie e 7
4.1.3 Aporte nutrimental del nopal ............ccccoveiveiiiiccee e 8
4.1.4 Zonas de produccion del nopal verdura ............cccocoevieieiie e, 10
4.1.5 Variedades de CUtIVO .........ccooiiiiiiiiiici s 12
4.1.6 Cosecha del NOPA .........ccviiiiieie e 13
4.1.7 Mercado internacional del nopal ............cccccoe i, 16
4.2 Par deamiento ENZIMALICO .......cceererieierenerieese e 17
4.2.1 DEFINICION ..ottt 17
4.2.2 Tipos de pardeamiento .........ccceecveieeieeie i 19
4.2.3 Enzimas causantes del pardeamiento enzimatico ...........ccccceevvevveieeennnne 20
4.2.3.1 La polifenoloxidasa (PPO) .......cccccevviieiieeieeie e 20
4.2.3.2 La peroxidasa (PO) .....ccccceeiiiieieeie e 23
4.2.4 Caracteristicas secundarias del pardeamiento enzimatico .................... 27
4.2.5 Inhibidores del pardeamiento enzimAatico ............ccccceevvevieveciecce s, 28

4.3 NOpal deSESPINAAO ......eeueeieeieieie e 32



CONTENIDO

4.3.1 Caracteristicas generales ..........ocooviererieeeiieiese e 32
4.3.2 Procesamiento y Transformacion Industrial del nopal verdura ............. 32
4.3.2.1 Productos de la industria alimentaria tradicional y tecnificada . 32
4.3.2.1.1 Nopal verdura fresco con espinas .........c.cccceevervvreeennn. 32

4.3.2.1.2 Nopal verdura desespinado ...........cccccveveeeeieeriesnenne. 32

4.3.2.1.3 Nopal verdura en salmuera o en escabeche ................ 33

4.3.2.1.4 Mermelada de nopal verdura ............ccccceeveveiveiinennenn, 34

4.3.2.1.5 Nopal verdura precocido y congelado .............c.......... 35

4.3.2.2 Productos mediCiNales ..o 35
4.3.3 Problemas que se presentan en los productos del nopal ........................ 35
4.3.3.1 En relacion al desespinado ..........ccccecvevvevieciiesiese e 35

4.3.3.2 En relacion a la elaboracién de productos de la industria

AIIMENTAITA ... 36

4.3.4 Normas de calidad del nopal verdura ............cccccccveveiieiieie e 37

4.3.5 Estudios previos para la conservacion del nopal fresco ........ccccccceneee. 38

5. METODOLOGIA ..ottt st st ssss st ssssssssessssssenas 40
5.1 Diagrama general delainvestigacion ...........ccoeoreneneeienieneiene s 40
5.2 Descripcion delametodologia ........coceevereeerenieneneneseee s 42
5.2.1 PRIMERA PARTE ..o 42
5.2.1.1 Obtencion del eXtraCto ...........cooeerereiriinenieise e 42

5.2.1.1.1 Precipitacién de proteinas con Acetona fria............... 43

5.2.1.1.2 Precipitacion de proteinas con Sulfato de Amonio (1



CONTENIDO

precipitacion directa) ........coceevvervnesiseseeeiesee, 43

5.2.1.1.3 Precipitacion de proteinas con Sulfato de Amonio (2

PreCipitaCioNes) .......coovveeeieeniieie et eie et 44

5.2.1.2 Determinacion de proteina ..........cccveveveevieerescie s 44

5.2.1.3 Determinacion de la actividad enzimatica ............ccccccvvererennnn 45

5.2.1.3.1 Ensayo del catecol para PPO .......c.cccccocevveiviiciieenenn, 45

5.2.1.3.2 Ensayo de guayacol para PO ...........ccccccveveiieiieienen, 45

5.2.2 SEGUNDA PARTE ...t 46
5.2.2.1 Pruebas de inhibiCioN ...........ccccoviiiiiiiiiicicee e, 46

5.2.2.2 Vida de anaquel de los nopales frescos desespinados ............... 47

6. MATERIALESY EQUIPOS ... e 48
6.1 Material BiolOQICO .....ccceruerieiriiriirieesiesie et 48
6.2 Material QUIMICO ...vocueiiiieieeeicees e sre e 48
RS =0 (U1 oo ISP USRS ROPPRON 48
7.RESULTADOSY DISCUSION DE RESULTADOS. ......cooevreereeeeeieeeeseenene 49
7.1 Resultadosdela primeraparte ......ccoeeeeeeieneneseseseeeeeese e 49
7.2 Resultadosde la segunda Parte .......ocoeeeeeeeeneneseseseseeeee e 57

8. CONCLUSIONES ... oottt et 68
9. ANEXOS .ttt b e bbbt e e neennes 69
9.1 Norma Oficial Mexicanapara el Nopal ..........cccoovrereriirieieneneneeeeee, 69
9.2 Norma Codex para e NOPal ........ccceeerrieieeree e 80

10. BIBLIOGRAFTA oot eee e e e e er e e e ee e s ee e eeseeeaeen e s ananenans 87



INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

El pardeamiento enzimatico es el fendmeno de oscurecimiento que, en presencia de
oxigeno o peroxidos, afecta a algunas frutas y verduras cuando sufren algun dafio mecanico (por
gemplo cortar 0 golpear el tgido). La causa de este oscurecimiento es la presencia de
oxidorreductasas, entre las cuales estan la polifenoloxidasa (PPO) y la peroxidasa (PO)
principalmente. Laimportancia de estas enzimas radica en que catalizan el oscurecimiento de los
alimentos cuando son procesados en fresco, tal es e caso del nopal verdura cuando es
desespinado ya que solamente mantiene el color verde caracteristico unas pocas horas después de
haber sido procesado mecanicamente disminuyendo asi las propiedades organolépticas y por lo
tanto la calidad del producto final. Por tal motivo se afecta de manera importante la preferencia
del consumidor y la economia de los productores. Este trabajo propone el uso de inhibidores que
retarden el pardeamiento enzimético de los nopales frescos desespinados para facilitar la

comercializacion del producto minimamente procesado.
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3. OBJETIVO GENERAL

Buscar un inhibidor del oscurecimiento del nopa desespinado causado por las enzimas

polifenol oxidasa o peroxidasa 0 ambas.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Generalidades del nopal

L os nopal es han sido una fuente alimenticia en México por cientos de afios. Como vegetal
en el caso de las pencas 'y como fruta en el caso de las tunas. Como vegetal se puede preparar en
ensaladas, en sopa, guisado, asados y en fin, en una amplia gama de aplicaciones. La fruta se
emplea principalmente en dulcesy jaleas (www.giga.com, 2004).

El nopal pertenece a género “Opuntia” y se puede decir que todas las especies que
pertenecen a este género, son comestibles desde e momento en que son no téxicas. Sin embargo,
hay algunas especies que son mas féciles de utilizar que otras, debido basicamente a contenido
de espinas (Heid, 1963).

L as especies silvestres tienen mayor contenido de espinas porque es el medio por €l que el
nopal pierde menos agua debido a que su hébitat natural son zonas desérticas, en cambio, el nopal
gue se cultiva con fines alimentarios es cuidado por sistemas de riego o cultivado en zonas poco
desérticas por lo que la planta no necesita desarrollar gran cantidad de espinas como las especies
silvestres (Flores, 1995).

De las mas de 100 especies de Opuntia gque existen en México, se utilizan paraforraje 15

especies, 5 parafrutay 3 para Verdura (www.giga.com, 2004).

4.1.1 Morfologiay fisiologia del nopal verdura

Opuntia Ficus-Indica es un vegetal arborescente de 3 a 5 metros de alto, su tronco es
lefioso y mide de 20 a 50 cm de diametro. Forma “pencas o cladodios’ de 30 a 60 cm de largo
por 20 a40 cm de ancho y de 2 a 3 cm de espesor. Sus ramas estan formadas por pencas de color

verde opaco con areolas que contienen espinas mas 0 menos numerosas, produce flores de 7 a 10
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ANTECEDENTES

cm de largo, su fruto es oval de 5 a 10 cm de largo por 4 a8 cm de diametro y su color puede ser
amarillo, anaranjado, rojo o purpureo con abundante pulpa carnosay dulce.

En terrenos apropiados, con pH neutro y sin problemas de plagas e nopal puede llegar a
vivir hasta 80 afios. Las plantaciones comerciales de explotaciones intensivas, Ilegan a durar 3

anos (www.giga.com, 2004).

M orfologia del nopal

El sistema radicular es perenne, extenso y superficial. Las raicillas secundarias estéan
provistas de pelos absorbentes, caducas, ya que su presencia se limita a la época de lluvias. Su
estructura y funcionamiento le permite captar con eficiencia la mayor cantidad de agua durante
los breves periodos de lluvias.

Los cladodios son las pencas del nopal, de forma plana. Cuando estos estan tiernos son
muy suculentos y poco lignificados, transforman la luz en energia quimica a través de la
fotosintesis, estan recubiertos por una cuticula del tipo lipidica, interrumpida por la presencia de
los estomas, mismos que permanecen cerrados durante el dia.

Las flores son diurnas, solitarias, nacen en la base de los arboles que funcionan
indistintamente como yemas florales 0 vegetativas. Presentan colores vivos y brillantes. La
apertura de laflor tarda en promedio 55 dias después de la aparicion de las yemas florales. Laflor
permanece abierta durante 24 horas. Se considera que e momento de antesis, es decir, €l punto
exacto a partir del cual se empieza a contar la vida del fruto, es a los dos dias, después de la

aperturade laflor.
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El fruto es una baya ovoide, cilindrica, de diversos colores, ubicada en e extremo
superior (cicatriz floral), pericarpio correoso, con numerosos col chones de ahuates distribuidos en

tresbolillo, semillas de color variable (www.giga.com, 2004).

Flor

Cladodio Fruto

Figura 1. Morfologia del nopal

El nopal presenta caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas adaptadas a la escasa
disponibilidad de agua, a las variaciones extremas de la temperatura y en general, a las
condiciones de las zonas aridas y semiéridas. Entre |as adaptaciones que |e permiten almacenar y
conservar €l agua en sustejidos tenemos:

- Suculencia. Se debe a un gran desarrollo de los parénquimas que le permite acumular grandes
cantidades de agua en sus células.

- Elaboracion de mucilagos y sustancias higroscopicas a partir de acidos organicos.

- Lasuperficie foliar que ha sido transformada en la penca adulta es espina y los cladodios al
ser aplanados y discoides, en forma de raqueta, representan los cuerpos mas eficientes para
evitar la evaporacion-transpiracion del agua.

- Lasaviaviscosa cierrargpidamente las heridas de la planta.
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- Metabolismo acido crasulaceo (MAC), que es el proceso fotosintético en el cual los estomas
estan cerrados durante €l dia y abiertos durante la noche, evitando la pérdida de agua por

transpiracion (INE, 2004).

Clima

Las poblaciones silvestres de nopal se localizan practicamente en la mayoria de las
condiciones ecoldgicas de nuestro pais, con variaciones de temperatura y precipitacion pluvial.
L as condiciones climaticas en las que prospera el nopal verdura en el pais son las siguientes:

El rango 6ptimo de temperatura esta entre 16 °C y 28 °C, soportando una temperatura
maxima de 35 °C. Fuera de este rango la brotacion se ve afectada. Las bajas temperaturas afectan
al cultivo, pudiendo causar su muerte. Su tolerancia a temperaturas minimas esta en el orden de
10a0°C.

En lo que se refiere al nopal silvestre, del cual se aprovechan temporalmente los brotes
tiernos para verdura, se adapta a un rango mas amplio de precipitacion; prospera con
preci pitaciones medias anuales de 150 mm hasta 800 mm, bien distribuidos durante €l afio.

En cambio, el nopal verdura cultivado, requiere precipitaciones regulares o riego, para
una produccion continua. Un factor muy importante que afecta al nopal es la humedad relativa;
conforme esta aumenta, la planta se encuentra en condiciones menos propicias para su desarrollo
y fructificacion, ademés de estar mas propensa al ataque de plagas y enfermedades. Cuando la
humedad relativa es demasiado bgja influye desfavorablemente a deshidratar €l tejido de la

planta (INE, 2004).

4.1.2 Usos tradicionales
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Desde los primeros asentamientos prehispanicos en €l territorio mexicano, e nopal ha
estado presente empleandose de diversas formas. Se ha utilizado como aimento y en la
preparacion de pegamentos. En el México antiguo, el jugo de las pencas era extraido y untado en
las ruedas de los carros para impedir que se quemaran por e uso excesivo. Durante los siglos
XVII'y XVIII, cuando los franciscanos establecieron las misiones en Baja California y zonas
adyacentes, iniciaron el cultivo de nopales que entonces eran cultivados en el centro de México.
Encontraron que estas cactéceas les eran Utiles por sus frutos y por ser fuente importante de un
material mucilaginoso que servia de ligamento a los adobes en la construccién de las misiones
(INE, 2004).

El nopal configura una de las imégenes que caracteriza a la cultura mexicana, del cua se
extraen un conjunto numeroso de productos con una amplia gama de aplicaciones. Latunay €l
nopal son los principales productos alimenticios del nopal, el primero como fruta'y el segundo
como verdura, consumido en larica cultura culinaria mexicana. El nopal se consume en fresco en
ensaladas y platillos diversos y envasado en samuera, vinagre o como mermelada. Pero la
importancia econdmica del nopal no se limita a estos productos, € uso del nopal como forraje es

otro destino conocido con una amplia distribucion en el pais (Flores et al., 1995).

4.1.3 Aporte Nutrimental del Nopal

El nopal, como alimento, tiene una gran aceptacion por su costo y por otras propiedades
como su facil digestibilidad por el organismo humano (INE, 2004).

Si bien es cierto que e nopal no es alimento completo, forma parte del menu cotidiano de
muchas familias de escasos recursos, sobre todo en las zonas aridas de México. El nopal

proporciona ciertos elementos nutritivos como lafibray el calcio entre otros.
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Nopal, Valor Nutrimental
Porcién de 100g de peso neto
Proporcion comestible (%) | 78.00
Energia (kcal) 27.00
Proteinas (Q) 0.17
Grasas (Q) 0.30
Carbohidratos (g) 5.60
Calcio (mg) 93.00
Hierro (mg) 1.60
Tiamina (mg) 0.03
Riboflavina (mg) 0.06
Niacina (mg) 0.03
Acido ascorbico (mg) 8.00

Tabla 1. Informacion nutrimental del nopal fresco

En la composicion quimica del nopal, encontramos un alto contenido de agua (90 —
92.5%.) y micronutrimentos como € calcio y el potasio ademés de magnesio, silice, sodio y
peguefias cantidades de hierro, aluminio, y magnesio, entre algunos otros. El nopal contiene
también diferentes gllcidos o carbohidratos en diferentes proporciones y algunos componentes
nitrogenados.

Quiza una de las principales limitantes para la expansion del mercado externo del nopal
verdura es su carécter de “producto de consumo étnico”. Remontar este calificativo implicara un
enorme esfuerzo publicitario que promueva € consumo no étnico, desplazando en parte €l
consumo de productos fruticolas y horticolas tradicionales. Las expectativas son buenas, puesto
gue los consumidores de los paises desarrollados tienden a buscar nuevas opciones, nuevas
presentaciones y sabores, ademas de la busqueda incesante por productos mas sanos y nutritivos

(Flores et al., 1995).
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4.1.4 Zonas de produccion del nopal verdura
Las principales zonas de produccion del pais se localizan en nueve estados de la
Republica que son: Aguascalientes, Baa California, Distrito Federal, Jalisco, Oaxaca,

Michoacan, Puebla, San Luis Potosi y Zacatecas.

Figura 2. Principales zonas de produccion de
nopal en México. Aguascalientes, Baja
— California, Distrito Federal, Jalisco, Oaxaca,
Michoacan, Puebla, San Luis Potosi,
Zacatecas.

El area de produccion méas importante es el Distrito Federal, especificamente la regién de
Milpa Alta, la cual ocupa €l 68% de la superficie y € 80% del volumen de la produccién
nacional, siguiéndole en orden de importancia San Luis Potosi, con el 8% y Oaxaca, con € 4%.

Estas tres entidades junto con Michoacan y Jalisco, representan € 98% de |a produccion total.

10
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AVANCE DE SIEMBRAS Y COSECHAS
PERENNES 2005

SITUACION AL 30 DE JUNIO DE 2005 NOPALITOS
TOTAL
{ Riego + Temporal )
DELEGACION SUPERFICIE (HA. PRODUCCION (TON. RENDIMIENTO (TON/HA
SEMBRADA SINIESTRADA COSECHADA ESTIMADA OBTENIDA ESTIMADO OBTENIDO
AGUASCALIENTES 245 0 0 0,495 0 38.756
BAJA CALIFORNIA 384 0 42 13,347 727 34.802 17.310
BAJA CALIFORNIA SUR g2 0 0 280 0 4.480
CAMPECHE
CHIAPAS
CHIHUAHUA 368 0 0 38 0 1.059
COAHUILA
COLIMA 9 0 7 143 35 16.785 5.385
DISTRITO FEDERAL 4,336 0 4,336 317,999 154,746 73.339 35.689
DURANGO
GUANAJUATO 177 0 185 3,551 1,687 20072 10.232
GUERRERQ 16 1] 3 345 5 22258 1.767
HIDALGO 42 0 4 3,555 39 84643 9.625
JALISCO 474 0 453 6,607 6,135 13.939 13.558
MEXICO 647 0 571 118,647 28,216 183.451 49.394
MICHOACAN 286 1 125 7,541 3,293 26.480 26.344
MCORELOS 2,405 0 2179 197,860 173,900 82270 79.826
NAYARIT 67 0 43 529 304 7.886 7.070
NUEVC LEON
OAXACA 32 0 32 960 638 30.000 19.938
PUEBLA 100 0 0 2210 0 22.100
QUERETARD 25 0 25 386 160 15436 £.396
QUINTANA ROO 4 0 4 96 44 24.000 11.000
REGION LAGUNERA 35 0 0 290 0 8.271
SAN LUIS POTOSI 388 0 388 1,162 776 2995 2.000
SINALOA 4 0 0 15 0 3.750
SONCRA 50 0 23 397 94 7.940 4.087
TABASCO
TAMAULIPAS 584 1] 415 4,372 2,382 7479 5739
TLAXCALA 1 0 1 8 4 15.000 7.000
VERACRUZ 16 0 0 64 0 4.000
YUCATAN 5 0 0 250 0 50.000
ZACATECAS 366 1] 103 6,638 578 18.119 5612
TOTAL 10,794 1 8917 696,780 373,762 64.556 41.915
COMARCA LAG. DGO. 35 0 0 290 0 8271

COMARCA LAG. COAH.

FUENTE: SERVICIO DE INFORMACION ¥ ESTADISTICA AGROALIMENTARIA ¥ PESQUERA (SIAR), CON INFORMACION DE LAS DEL EGACIONES DE LA SAGARFPA EN LOS ESTADOS.

Tabla 2. Produccién nacional de nopal verdura por entidades federativas (SAGARPA)

Los principales mercados del nopal verdura en e pais son: Ciudad de México,
Guadalgjara, Monterrey, Puebla, San Luis Potosi, Cuernavaca, Morelia, Torredn y Guangjuato.
La exportacion del nopal verdura es una actividad relativamente reciente, siendo alin muy bajos
los volimenes dedicados a la comercializacion internacional que reportan actualmente 40.9 ton

anuales, esdecir € 0.02 % de la produccién nacional (INE, 2004).
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4.1.5 Variedades de cultivo

Entre las variedades utilizadas en el cultivo para verdura podemos mencionar la Criolla
tipo Italiana, Criolla, Tlaconopal, Copena F1, y como variedades de excelente calidad tenemos.
Atlixco, CopenaF1y MilpaAlta.

La aceptacion de las variedades de nopal verdura esta basada en preferencias regionales,
asi tenemos que en el norte y el altiplano, el nopa criollo y los provenientes de nopaleras
silvestres son los mas aceptados, como el nopal tapdn (Opuntia robusta), € cua es buscado por
su sabor; mientras que en & centro el consumo se inclina preferentemente por nopales del tipo

Italiano, Copenay Milpa Alta (INE, 2004).

PRINCIPALESVARIEDADES CULTIVADAS DE NOPAL VERDURA

Variedad Entidad de Produccién Especie
MilpaAlta Distrito Federal, Morelos Opuntia ficus-indica
Atlixco Puebla, Edo. de México
CopenalV Edo. de México, Bgja California, San Luis
Potosi, Sonora, Hidalgo
CopenaF1 Edo. de México, Sonora, Bgja California
Moradilla Edo. de México
Blanco Michoacan
Negro Michoacan, Guanajuato
Blanco con espinas Guanajuato
Polotitlan Edo de México
Tamazunchale San Luis Potosi, Hidalgo Nopalea cochellinifera
Tapon* San L uis Potosi, Zacatecas, Guanajuato, O. robusta
Durango, Aguascalientes, Jalisco, Querétaro

* Nopal silvestre y plantado como cerco de huertos familiares y paredes agricolas, objeto de recoleccion. Fuente:
“Mercado Mundia del Nopalito” ACERCA, UAM, CIESTAAM, MEXICO 1995

Tabla 3. Diferentes variedades de Nopal verdura cultivados en México

12
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4.1.6 Cosecha del nopal

En las principal es regiones productoras de nopal verdura (Milpa Alta, D.F. y Tlanepantla,
Mor.) la cosecha se realiza en forma completamente manual o auxiliada con cuchillo. La
operacion en general resulta muy sencilla: el cosechador, en una de sus manos sostiene 'y juntalos
nopales que va cortando con la otra y luego los deposita en un canasto, |0 que generamente
ocurre después de haber recorrido una hilera. Para efectuar el corte, el cosechador toma al nopal
de su parte inferior y le da un giro de mas de 90 hasta desprenderlo de la penca madre. Si esta
operacion no se realiza con el debido cuidado, los tejidos se pueden desgarrar y quedar porciones
de cladodio en la penca madre, 1o cual representa un peligro de infeccion potencial de algunos
patogenos.

En la cosecha manual auxiliada con cuchillo también es conveniente proteger las manos
con guantes. El cosechador sostiene al nopal con una mano y con la otra realiza €l corte con €l
cuchillo anivel de labase, logrando asi una separacion méas uniformey limpia, ya que ni el nopal
ni la penca madre se rasgan ni lesionan. En este caso |os nopales se van acomodando en canastos.
En general es aconsgjable que los nopales ya cortados se protgjan inmediatamente del sol,
colocandolos bajo sombra, con lo que se evita su calentamiento y se aumenta su potencial de vida
de anaguel y de comercializacion (Floreset al., 1995).

La temporada de cosecha de nopal verdura puede iniciar a partir del mes de marzo y
concluir afinales de septiembre cuando la produccién es a cielo abierto, o bien puede prolongarse
durante todo el afo. En cualquier caso, generalmente el corte se realiza en la mafiana, muy
temprano, para dar oportunidad que ese mismo dia e producto se pueda vender en los mercados

locales y de la ciudad de México. En cuanto a la hora del corte, se debe tener presente que €l

13



ANTECEDENTES

nopal presenta el metabolismo écido de |as crasul aceas, por 1o que su acidez varia durante el diay
lanoche.

Rodriguez y Cantwell (1988) encontraron que la acidez del nopal (0. ficus-indica) fluctia
desde 0.52 % alas 9 hr hasta0.1 % alas 15 hr.

El indice de cosecha mas empleado para €l nopa verdura es el tamafio de la penca o
cladodio, €l cual se cortapor lo regular cuando presenta unalongitud de 18 a23 cm; si laventaes
por peso, es mas conveniente el mayor tamafio, pero se debe tener en cuenta que entre més
tiempo se degjen crecer, los nopales se tornan fibrosos y correosos, debido a la produccion de
lignina en los tgjidos, causando que el producto pierda uno de sus principales atributos de
calidad, que es su condicion de frescura (Flores et al., 1995).

Luego de haber sido cortados y depositados en canastos, los nopales se pueden llevar
directamente al mercado local sin ningun tipo de acondicionamiento e incluso con todo y espinas.
Cuando los mercados estéan distantes, entonces |os canastos se llevan a un area sombreada, donde
se realiza € acondicionamiento y empacado del producto para su proteccion y para facilitar su
manejo, transporte y comercializacion. La forma en que se transporta € nopa para su venta
depende del lugar donde se produce y a donde se va a vender, existiendo cinco formas bésicas:

a) A granel en camioneta. Nopales con espinas acomodados en una camioneta que |os transporta
adistancias cortas para su venta en mercados locales.

b) Canastos. También son usados cuando € nopa verdura se vende (con espinas) en los
mercados locales. La capacidad de los canastos es de aproximadamente 200 nopales de 18 a 23

centimetros de longitud.
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c) Costales. Son usados cuando el producto se vende en la central de abastos de la ciudad de
Meéxico y otros mercados urbanos. El nopal verdura debe ir sin espinas, en una cantidad que
fluctia entre 500 y 550 piezas.

d) Cajas de carton. Son usadas para el transporte y la comercializacion de los nopales producidos
en California, E.U.A., 0 bien para transportar €l nopa que se produce en el norte de México
(cercade lafrontera) y que se exportaa E.U.A. También se utilizan para la comercializacién con
tiendas de autoservicio. Son empaques de 10 a 15 kg de capacidad.

€) Rgas. Son usadas en €l nopal gque se vende en Milpa Alta para los mercados de ciudades
lgjanas: Torredn, Coahuila, Monterrey, Nuevo Ledn, Morelia, Michoacan, Guadagjara, Jalisco.
En lamayoria de las zonas productoras se utiliza este tipo de envase.

f) Paca cilindrica. Forma o estructura que surgié a mediados de |os afios sesentas, en sustitucién
de la paca cuadrada que se utilizaba anteriormente. Se utiliza cuando el producto se vende en la
central de abastos del D.F. o de alguna otra ciudad del centro del pais. Este empaque consiste en
una estructura cilindrica vertical cuya altura puede ser de 1.6 a 1.75 m, con un didmetro de 0.7 a
0.8 m; en esta paca se pueden manejar de 2,500 a 3,000 nopales de 18 a 23 cm de longitud.

En virtud de que los periodos de comercializacion son relativamente cortos (de uno atres dias) la
paca cilindrica ha resultado muy préactica. Sin embargo, s los periodos de comercializacion
tuvieran que ser més prolongados, en el centro de estas pacas se generaria una cantidad
considerable de calor por la respiracion de los nopales, lo cua se traduciria en un rpido
decremento del peso y de la calidad (marchitez y mal aspecto) del producto; ademas se tendrian

otros efectos como la caida de hojasy la proliferacion de pudriciones (Flores et a., 1995).
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Una de las limitantes de la exportacion del nopal, es la necesidad de exportar el nopal con
espinas, debido a que e nopal verdura limpio se oxida con los cortes gracias a la accion
enziméatica en presencia de oxigeno (Zamora, 2004).

No obstante, la exportacion de nopa verdura es considerada como una actividad promisoria,
especialmente s se piensa en la posibilidad de su envasado o la inhibicién de su accién

enzimatica (como lainhibicion del pardeamiento enzimético).

4.1.7 Mercado inter nacional del nopal

A finales de los afios setenta México inicia las exportaciones de nopa verdura a los
E.U.A. orientadas a nicho de mercado de la poblacion mexicana residente en E.U.A. Las
exportaciones se redlizaban en invierno debido a que la demanda habia aumentado por la
creciente poblacion de origen mexicano, con ingresos mas atos y porgue en los meses de
invierno cesa la produccién de nopal verdura de Californiay Texas. Este mercado ha seguido
creciendo. A principios de los ochenta comenzd la produccién en Bagja California y en la
Huasteca Potosina, para abastecer el mercado californiano y texano respectivamente.

En los ochenta también comienza la exportacion de nopal verdura procesado en salmuera
0 en escabeche, expandiendo las exportaciones a Canada y a paises europeos. Actuamente se
exportan alrededor de 3,500t aE.U.A. y Canaday unas 500 t a Europa. Teniendo una produccién
gue aumenta después del mes de marzo ya sea en la modalidad de riego o de temporal (ver

grafical).
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Grafica 1. Produccion Mensual de nopal verdura en México (SAGARPA)

El Unico pais que se haincorporado alas exportaciones de nopal verdura recientemente ha

sido Chile en los afios noventa, con pequefias cantidades exportadas en fresco a los E.U.A. El

mercado internacional del nopa verdura es de poca significacion, en fresco abarca unos 2.5

millones de délaresy procesado 7.5 millones de dolares.

Puesto que € consumo de nopa verdura es casi exclusivo a la poblacién de origen

mexicano, el mercado de E.U.A. presenta un gran potencial. Actualmente solo se cubre menos

del 6 % de este mercado en E.U.A. (Flores, 1995).

4.2 Pardeamiento enzimatico

4.2.1 Definicién. El pardeamiento enzimético es el fendmeno oxidativo normal que ocurre en €l

transcurso de las manipulaciones que se realizan después de la recoleccion, durante la

conservacion y por las transformaciones tecnolgicas que sufren las frutas y hortalizas de baja
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acidez como la papa, manzana, platano, durazno, nopal, tabaco, té, café, chicharo, aguacate, entre

muchos otros (ver figura 3).

Figura 3. Pardeamiento enzimatico en manzana, nopal y platano
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Este fendmeno se presenta cuando los tejidos han sufrido dafios fisicos y han sido
expuestos al oxigeno, pues en las céulas intactas del fruto o vegetal hay un microambiente
anaerobio y una separacion de la enzima y € sustrato; de esta forma, a encontrarse en
compartimientos celulares separados se inhibe e mecanismo de reaccion. La aparicion de
pigmentos pardos ocasiona modificaciones organolépticas llevando a los vegetales y a sus
productos a una depreciaci én importante (Billot, 2002).

En la mayoria de los casos de pardeamiento se presenta una caracteristica comun: la
puesta en contacto de |os compuestos fendlicos (de localizacion principalmente vacuolar) con las
enzimas de oxidacion (citosdlicas o de membrana) y para que se inicie e pardeamiento es
indispensable que se produzca una modificacion de la separacién subcelular; la cual se puede
alcanzar con multiples factores de ateracion de los tejidos como los traumatismos mecanicos,

choques térmicos o ateraciones fisiol égicas (Fennema, 1993).

4.2.2 Tipos de Pardeamiento

Aungue algunos pardeamientos pueden tener un origen no enzimatico (reaccion de
Maillard, por gjemplo), la mayoria de ellos, particularmente los que aparecen de forma muy
rapida son debidos a la oxidacion enzimética de los compuestos fendlicos por accion de las
polifenoloxidasas (PPO) o de las peroxidasas (PO). Tambiéen cabe la posibilidad de que €
pardeamiento se origine por la combinacion de diferentes fendmenos, tal es el caso del desarrollo
del color pardo en los purés 'y en los zumos ya que en primer lugar se debe a la oxidacion de los
compuestos fendlicos por las PPO en los tratamientos tecnol6gicos y de forma secundaria, si hay
calentamiento, se debe a la formacion de productos de la reaccion de Maillard (Walker et a,

1995).
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Mas alla de presentarse como un problema para la industria alimentaria, el pardeamiento
enziméatico no es indeseable en todos los casos. Como en la produccion del té, del café o lacocoa,
donde estas reacciones son esenciales en los procesos. Probablemente el ejemplo més estudiado
del beneficio del pardeamiento es la produccion del té negro, donde la PPO de las hojas del té
[levan un rol importante en la etapa de fermentacion. Aqui, los sustratos naturales catequina,
epicatequina y sus productos de oxidacion, o-quinonas, son precursores de flavinas més
complejas las cuales contribuyen al color y a sabor del té.

Durante la produccién de sidra'y vino blanco, la accién de las PPO’s en los compuestos
fendlicos y en los taninos llevan a una condensacion y una polimerizacion; estas reacciones

tienen un rol importante en los procesos de clarificacion y de eliminacion de la astringencia

4.2.3 Enzimas causantes del par deamiento enzimatico

Las enzimas que intervienen en la oxidacion de los compuestos fendlicos son las
polifenoloxidasas (PPO) y las peroxidasas (PO). El papel esencial |o desempefian las PPO que se
presentan en gran cantidad de frutas como la manzana y la uva, y en hortalizas como la papa.
Aungue la peroxidasa no es la principal enzima causante del pardeamiento de los vegetales,
cumple una funcion similar en algunos vegetales que no contienen polifenoloxidasas o se

encuentran en concentraciones muy bajas.

4.2.3.1 La polifenoloxidasa (PPO)

La polifenoloxidasa (cuyo nombre bioquimico es o-difenol-oxigeno-oxidorreductasa) es
conocida también como fenolasa, o-difenoloxidasa, tirosinasa o catecolasa, debido a que no todas

las PPO actllan sobre el mismo sustrato.
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Los sustratos mas comunes son compuestos insaturados, principalmente los que tienen
estructuras de monofenoles o de o-difenoles, entre los que destaca la tirosina en la papa (por esta
razon a la polifenol oxidasa de este tubérculo se le [lame tirosinasa), los flavonoides y |os taninos
en el caféy el cacao, € acido clorogénico en la manzana, asi como las antocianinas, €l acido

caféico, la 3,4-hidroxifenolalanina (L-DOPA), la dopamina, € p-cresol, €l catecol entre otros

(Badui, 1996).
OH COOH HC=CH—COOH
OH
OH OH
OH
Catecol Acido Protocatequico Acido Caféico
OH OH
ﬁjm @L
OH
Guayacol Resorcinol

Figura 4. Fenoles que son sustratos de la polifenoloxidasa (tomado de Badui, 1996, pag. 311)

Las polifenoloxidasas requieren de iones cobre como cofactor, ya sea en estado
monovalente, como sucede con las del champifion, o divalente, como en las de la papa; su pH
Optimo de actividad es de 5 a 7 y tienen estructuras oligoméricas en las que cada mondémero
contiene su cofactor correspondiente (Badui, 1996).

Dos tipos de polifenoloxidasas actian sobre los fenoles en presencia de oxigeno: Las

catecoloxidasas que catalizan dos reacciones distintas @) la hidroxilacion de los monofenoles en
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o-difenoles y b) la deshidrogenacion de los o-difenoles en o-quinonas. Estas dos reacciones
consumen oxigeno y se denominan por los términos de la actividad creolasa (o monofenolasa) y
de la actividad catecolasa (u o-difenolasa), respectivamente (figura 5) (Billot, 2002).

Las lacasas (polifenoloxidasas) oxidan los o-difenoles pero también los p-difenoles,

transformandol os en las correspondientes quinonas, o-quinonas o p-quinonas (Billot, 2002).

Figura 5. Reacciones catalizadas por |as polifenoloxidasas y lacasas

CRESOLASA CATECOLASA
OH OH o)

1,0, OH v,0, (0]

H,0

R1 ) RL ) RL
OH LACASA o)

OH o

1/2 02

R1 N R1

OH H,O o

o ® .

R1 R1

1: Hidroxilacion de un monofenol en o-difenal.
2: Deshidrogenacién de un o-difenol en o-quinona.
3: Deshidrogenacién de un o- o p-difenol en o- o p-quinona.

(tomada de Billot, 2002, pag. 236)

Los compuestos fendlicos que presentan un grupo orto-difendlico se oxidan fécilmente

por las polifenoloxidasas. La formacion de productos coloridos que caracterizan el pardeamiento
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se realiza en dos etapas. una etapa enzimética que conduce a laformacion de orto-quinonasy una
etapa no enzimética que termina con la polimerizacion y condensacion de las quinonas en
complegjos de color pardo; dependiendo de la intensidad de la polimerizacion, se tiene que las
melaninas varian su color desde un ligero amarillo, café oscuro hasta el negro (Baurin et al.,

2002).

4.2.3.2 La peroxidasa (PO)

Las peroxidasas constituyen un grupo de enzimas presentes en los vegetales y en los
leucocitos. También existe una peroxidasa en la leche, una de las mejores fuentes conocidas de
esta enzima. La peroxidasa se caracteriza por su capacidad para oxidar diferentes donadores de
hidrégeno. Esta enzima esta implicada en diversas funciones bioquimicas y fisiologicas, en
particular en la reticulacion de la pared celular por los &cidos fendlicos y en la disposicion de las
ligninas. Las reacciones catalizadas por las peroxidasas generan compuestos que modifican el
sabor de los productos vegetales y favorecen el pardeamiento (Ponce, 2003).

L as peroxidasas pueden clasificarse de la siguiente manera:
|. Peroxidasas con hierro

a. Peroxidasas de ferriprotoporfirinas. Este grupo incluye peroxidasas de plantas

superiores (rabano, nabo, higo), de animales (triptofano pirrolasa, peroxidasa de yodo
de latiroide) y de microorganismos (peroxidasa del citocromo C de levaduras). Todas
estas peroxidasas contienen ferriprotoporfirin 111 como grupo prostético el cual puede
extraerse de la fraccion proteinica con acetona acidificada. Las enzimas son de color

café cuando estan purificadas.
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b. Verdoperoxidasas. Las verdoperoxidasas se encuentran en los mielocitos
(mieloperoxidasas), en la leche (lactoperoxidasa) y en varios tejidos. El grupo
prostético de estas enzimas es una porfirina de hierro pero no una ferriprotoporfirina
[1l. Cuando estan purificadas la mieloperoxidasa y la lactoperoxidasa son verdes
porque su absorbancia maxima es en la region de 570 a 690 nm. El grupo prostético
no se extrae de la proteina con acetona acidificada ni con sulfato de plata

[1. Flavoprotein peroxidasas
Las flavoprotein peroxidasas han sido purificadas de varios estreptococos incluyendo
Streptococcus faecalie y de varios tejidos animales. El grupo prostético de estas

peroxidasas es FAD (Whitaker, 1972).

Las peroxidasas estén asociadas a cuatro tipos de reacciones: peroxidacion, oxidacion,

catalitica e hidroxilacion.
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H,0, + 2AH, — > 2H,0 + productos polimerizados (HAAH)

2. Oxidacion
) Ho—lclz—COOH
— O
HOOC—C—O -~ 7

acido dihidroxifumarico

3. Catalitico

H,0, —> 2H,0 + O,

4. Hidroxilacion

HOOC—C—O

p-CresoI

+

O=C—COOH
2

+
O=C—COCH

2H,0

acido dicetosuccinico

O=C—COOH

OH
O—C—COOH O=C—COOH
[l + O, + —_— |
CH,

(tomado de Whitaker, 1972, pag. 595)

OH
OH
+ + H,0
CH,
4-metil catecol

La reaccion de peroxidacion ocurre cuando el p-cresol, el guayacol, el resorcinol o la

cresol, y los &cidos benzéicos y sdicilicos (Whitaker, 1972).

anilina, entre otros, es usado como sustrato. La reaccion oxidativa ocurre cuando el sustrato es
acido dihidroxifumarico, acido ascérbico, hidroguinonas, €etc., y requiere de oxigeno molecular.
En ausencia de un donador de hidrogeno, la peroxidasa puede convertir € peréxido de hidrogeno
en aguay oxigeno mediante una reaccién catalitica. Esta reaccién es por 1o menos mil veces mas
lenta que las reacciones de peroxidacion y oxidacion. En presencia de ciertos donadores de
hidrégeno, particularmente el &cido dihidroxifumarico y oxigeno molecular, la peroxidasa puede

hidroxilar una variedad de compuestos aromaticos, incluyendo la tirosing, la fenilalanina, €l p-
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Las peroxidasas vegetales suelen contener un grupo prostético hemo (ferriprotoporfirina
IX). De formagenera las peroxidasas catalizan |a siguiente reaccion:

ROOH + AH, —— H)O + ROH + A

Peroxidasa
4 Guayacol + 4H,0, —— Tetraguayacol + H,O

El proceso catalitico de la peroxidasa produce la oxidacién transitoria del ion férrico
(Fe*) a estados de valencia més alta (Fe”* o Fe*"). En la reaccion anterior, e peréxido se ve
reducido a la vez que resulta oxidado un donador de electrones (AH>). Pueden operar como tal el
ascorbato, los fenoles, las aminas y otros compuestos organicos (Whitaker, 1972).

Por su alta resistencia a la inactivacion por calor, la peroxidasa se utiliza en algunos
alimentos como indicador de la eficacia de tratamientos térmicos subesterilizantes como es €l
caso de la pasteurizacion de laleche (Sherman, 1995).

La peroxidasa parece ser importante desde e punto de vista del valor nutritivo, sabor y
olor de los aimentos. Por gemplo, la actividad peroxidasa puede producir la destruccion
oxidativa de lavitamina C. También la peroxidasa cataliza |a decol oracién de |os carotenoides en
ausencia de acidos grasos insaturados y la de las antocianinas. El grupo hemo, como el de la
peroxidasa, cataliza la descomposicion de los hidroperdxidos con formacion de radicales libres,
los cuales pueden provocar la destruccion de una amplia variedad de componentes de los

alimentos (Baurin et a., 2002).

26



ANTECEDENTES

Alimento Enzima presente

Aguacate Polifenol oxidasa

Pera Polifenol oxidasa
Manzana Polifenol oxidasa

Uva Polifenol oxidasa
Champifion Polifenol oxidasa

Papa Polifenol oxidasa

Litchi Polifenoloxidasay peroxidasa
Rébano Peroxidasa

Jicama Peroxidasa

Fresa Peroxidasa

Col Peroxidasa

Tabla 4. Polifenoloxidasas y peroxidasas en los alimentos

4.2.4 Caracteristicas secundarias del pardeamiento enzimatico

Se han mencionado las caracteristicas principales de las enzimas causantes del
pardeamiento enzimético pero también es necesario tomar en cuenta aspectos que no
necesariamente tienen relacion directa con el pardeamiento del producto pero si con la actividad
enzimética.

Ademés de la descompartamentalizacion subcelular de origen mecénico o fisiolégico, €
desarrollo del pardeamiento en una fruta u hortaliza y su intensidad dependen de varios
parametros de los cuales los mas importantes son: a) la especie de la que provienen, b) € grado
de madurez de lafruta o vegetal, ¢) latemperaturaala que se encuentra, d) el pH del medio, €) la
humedad, f) la actividad de las enzimas de oxidacion, g) € contenido de sustratos fendlicos
oxidables, h) la disponibilidad de oxigeno, i) la presencia de cofactores y j) de inhibidores

natural es de pardeamiento, como el acido ascorbico.
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Ademas pueden interferir factores secundarios tales como la integridad de los
compartimientos celulares, la presencia de enzimas protectoras que se oponen a pardeamiento
(catalasa y ascorbato peroxidasa) y el estado fisiologico del vegetal, particularmente el de los

tegjidos (Coultate, 1998).

4.2.5 Inhibidores del pardeamiento enzimatico

L os métodos de conservacion que se aplican alos productos minimamente procesados, ya
sea en su forma aislada o combinada son los siguientes. escaldado térmico, refrigeracion,
congelacion, radiacion ionizante, metilacion de los sustratos de las polifenoloxidasas, y
conservacion quimica (aditivos). Estos métodos se utilizan para evitar la accion de las enzimas
del producto o por descomposicién microbiana. Dentro de las enzimas del producto se encuentran
las polifenoloxidasas y las peroxidasas, causantes del pardeamiento enzimatico.

Para prevenir e pardeamiento enzimético en diferentes productos se utilizan la
acidificacion, laacalinizacion del medio, losinhibidoresy las temperaturas elevadas. En general,
para obtener una inactivacion total o parcial de las enzimas es suficiente una corta exposicion a
temperaturas de 70 a 90 °C.

Los inhibidores de la PPO pertenecen a dos grupos:. |0s compuestos que reaccionan con el
cobre de laenzimay los que afectan a sitio activo para el sustrato fendlico. Entre los primeros,
se encuentran |os agentes quelantes de los iones metdlicos tales como |os nitruros, |os cianuros, €
monoxido de carbono y € dietilditiocarbamato que son especificos para €l cobre, pero que la
mayoria de éstos son toxicosy no pueden utilizarse en laindustria agroalimentaria (Billot, 2002).

En el segundo grupo de inhibidores, se encuentran los acidos carboxilicos de las series

benzoicas y cinamicas debido a que su estructura se asemeja a la de los sustratos fendlicos de las
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PPO, los cuales impiden la unidn con el sustrato o ligan el sitio activo incapacitandola para
catalizar lareaccion (Billot, 2002).

En general, la metodologia para inhibir la reaccion catalizada por las enzimas del
pardeamiento es eliminar uno 0 méas de los elementos esenciales. oxigeno, enzima, sustrato o
cofactores como los metales. ElI oxigeno puede ser excluido del sitio de reaccion por inmersion
en agua, jarabe, salmuera o empaque al vacio o aimésfera modificada. Sin embargo, cuando el
empague es abierto € oxigeno se introduce y puede ocurrir € pardeamiento rapidamente
(Lambrecht, 1995).

La PPO puede ser inhibida por tratamientos térmicos o adicion de agentes que neutralicen
el pardeamiento enzimatico. Los tratamientos térmicos pueden desnaturalizar € complego
enzimatico. El escaldado con vapor es usado efectivamente para inhibir la PPO en alimentos
congelados o enlatados. Sin embargo, el escaldado puede afectar el sabor y la textura del
producto fresco (Lambrecht, 1995).

Los agentes acidulantes, quelantes, reductores y otros compuestos quimicos pueden
inhibir o controlar el pardeamiento enzimético. Los acidulantes como los &cidos citrico, mélico y
fosforico disminuyen el pH del sistemaa 3, a cua la PPO se inactiva. Sin embargo, no siempre
es posible disminuir el pH de alimentos frescos debido a significativo sabor acido que preval ece.

Los agentes quelantes como el EDTA, los fosfatos y el &cido citrico pueden secuestrar €l
cobre del sitio activo de la enzima PPO o reducen el nivel de cobre disponible para incorporar a
la enzima. Los agentes quelantes disminuyen la reaccion enzimética pero no la inhiben
completamente.

Adicionalmente, los sustratos fendlicos pueden ser removidos de la reaccion formando

complejos con ciertas sustancias como ciclodextrinas o por modificacion quimica. Sin embargo,
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el costo y la regulacion impiden la comercializacion de estos dos procedimientos. La adicion de
agentes reductores, sulfitos y ascorbatos, es un método efectivo para controlar el pardeamiento
enzimatico (Walker, 1995). Los sulfitos son poderosos inhibidores del pardeamiento enzimatico,
desnaturalizan parcialmente la enzima por la formacién de un complejo con la proteina. Los
sulfitos limitan eficazmente el pardeamiento ademas de poseer propiedades antioxidantes y
antimicrobianas (Lambrecht, 1995).

Otra clase de reactivos que se utiliza parainhibir €l pardeamiento enzimético son aquellos
que reaccionan con las quinonas. &cido ascorbico, compuestos tiol y bisulfito, principalmente.
L os efectos de estos compuestos son:

- por una parte, reducir las o-quinonas trasformandolas en o-difenoles. es el caso del &cido
ascorbico, un antioxidante natural .

- por otra parte, formar productos de adicion incoloros con las o-quinonas. es el caso de los
compuestos tiol (cisteina, glutation, etc.) y de los sulfitos.

Losinhibidores de las polifenoloxidasas se pueden clasificar en cinco grupos. (tabla5)

Grupo Ejemplos

|. Agentes reductores Acido ascorbico, SO,, metabisulfito de sodio, tioglicolato,
mercaptoetanol, 2-mercaptobenzotiazol.

I1. Agentes quelantes del cobre |Dietilditiocarbamato de sodio (DIECA), mondxido de
carbono.

[11. Acopladores de quinonas Cisteina, glutation, penicilamina, SO,, metabisulfito de sodio.

IV. Andlogos del sustrato Acido cinamico, écido p-cumérico, &cido ferdlico.

V. Otrosinhibidores 4-hexil-resorcinol, acido kojico, acido sorbico, PVP

Tabla 5. Clasificacion de inhibidores (Walker, et al, 1995)
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Figura 6. Estructuras de diferentes inhibidores del pardeamiento enzimatico

(tomado de Walter, 1995, pag. 837)

Los inhibidores de la PO son, principamente, los ya mencionados para la PPO a
excepcion del cobre ya que la PO tiene hierro en su sitio activo y no cobre.

Es importante destacar que el uso de conservadores no mejora la calidad de un producto
gue esté alterado o contaminado, de ahi que se sugiera la previa desinfeccion de las materias
primas, ademas de que para lograr una mejor absorcién de las sustancias quimicas
(conservadores) hacia €l tgjido se recomienda reducir el tamafio del producto para aumentar la

superficie de contacto (Zamora, 2004).
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4.3 Nopal desespinado

4.3.1 Caracteristicas generales. Los aimentos minimamente procesados son los que han sido
cosechados, lavados, cortados, posiblemente escaldados y almacenados a bajas temperaturas con
el fin de mantener la frescura, calidad sensorial y nutricional hasta su consumo mediante su
distribucion en condiciones controladas. En el caso del nopal verdura se dice que se encuentra

minimamente procesado cuando se ha cosechado, lavado y desespinado (Zamora, 2004).

4.3.2 Procesamiento y Transformacion Industrial del nopal verdura

El aprovechamiento potencial del nopal en el ambito industrial abarca diversos productos:

4.3.2.1 Productos de la industria alimentaria tradicional y tecnificada. El nopal verdura se
exporta fresco o procesado en diferentes formas como se describe a continuacion:

4.3.2.1.1 Nopal verdura fresco con espinas. Los productores del norte de México (Baja
Cdlifornia, Zacatecas, San Luis Potosi y Tamaulipas) |o exportan casi todo el afio. Eninvierno, al
disminuir la produccion en Californiay Texas a causa de |as bajas temperaturas, se solicita nopal
verdura a la Centra de Abastos del D.F., redlizandose los embarques por carretera o
esporéadicamente por avion en empagues de carton.

4.3.2.1.2 Nopal verdura desespinado. El nopa verdura se desespina o se desespina y pica en
trozos pequefios en las ciudades fronterizas (Tijuana, B.C. y Reynosa, Tamps.) con mano de obra
barata, se coloca en bolsas de polietileno y se transporta en camiones refrigerados a las ciudades
de Los Angeles en California, San Antonio, Houston y Dallas en Texas, para su distribucion a

supermercados, en donde se expende sobre mesas con frio.
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Los principales productos gque se obtienen son los nopales en salmuera 'y en escabeche,
salsa de nopal, mermelada de nopal y nopaes confitados. En volumen, los productos mas
importantes son los nopales en salmuera'y en escabeche.

Para cualquiera de estos productos, el procesamiento inicia con la recepcion y acomodo
de la materia prima, que de preferencia deben ser nopales de la mejor calidad y ya desespinados
por los productores.

El acondicionamiento posterior consiste basicamente en escaldar y lavar el producto, con
el propdsito de inactivar enzimas, destruir microorganismos, ablandar € producto y eliminar
parcialmente el mucilago. Los principales factores a considerar en este proceso son el tiempoy la
temperatura de escaldado, asi como la adicién de ciertos compuestos que ayudan a tener mejores
resultados. Estos factores se deben gjustar a tipo de materia prima (especie y variedad) de que se
disponga. Luego, se realiza un lavado con agua fria, 1o que implica un choque térmico, elimina
pectinas y mucilago adherido, ademas fija el color verde caracteristico del producto.

El nopa resultante de esta fase de acondicionamiento es la materia prima que se puede
destinar a cualquiera de los diferentes procesos. salmuera, escabeche, mermelada o confitado.
4.3.2.1.3 Nopal verdura procesado en salmuera o en escabeche. La exportacion de nopal
verdura procesado la realizan gran nimero de empresas, para lo cua deben cumplir las normas
sanitarias, arancelarias y comerciales de México y E.U.A. (o de los otros paises a donde
esporadicamente se exporta). La forma mas comun de procesar es en salmuera (agua con sa),
agregando al nopal verdura, cilantro, cebollay chile. En escabeche, el nopa verdura se prepara
con vinagre, puede ir sdlo o cominmente acompaiado de especias, go, zanahoria, chile y

cebolla. Lamayoria de las empresas envasan en vidrio, algunas enlatan y otras mas o manejan en
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bolsas de polietileno. Las principales empresas procesadoras de nopal verdura manifiestan que
toda su produccién la venden y que el mercado potencial es muy significativo para este producto.

Para los nopales en salmuera, €l salado se realiza en recipientes con salmueraa 12 %, €l
nopal verdura permanece de 10 dias hasta ocho semanas. L os recipientes deben estar tapados para
evitar contaminaciones y decoloracion del producto por accién de laluz.

Al finalizar el salado, el producto se lleva a la sala de proceso, donde por medio de
lavados se desala, luego se selecciona, se picay se envasa en frascos 0 bolsas junto con algunas
especias y liquido de cobertura (salmuera a 2 %). Las bolsas se sellan, los frascos se cierran y
esterilizan, después se dejan escurrir hasta secarse, para luego etiquetarlos. El producto también
se puede comercializar agranel sin desalar.

Los nopales en escabeche se preparan pasando a corte (picado manual o mecanico) el
nopal verdura previamente acondicionado: paralelamente se prepara el escabeche que consiste en
una mezcla obtenida de vinagre (1.87-2.0 % de &cido acético) con especias, plantas arométicas y
aceite de oliva. Se envasa en frascos que luego se esterilizan a bafio maria, se enfrian, se sellany
se etiquetan.
4.3.2.1.4 Mermelada de nopal Se elabora picando, en forma manua 0 mecénica, € nopal
verdura previamente acondicionado y luego se hace la preparacién de la mermelada, hasta
obtener 65° Brix como minimo, €l producto se envasa en caliente (85 °C). Después del llenado,
los envases se tapan y luego se enfrian por inmersion en agua.
4.3.2.1.5 Nopal verdura precocido y congelado. Recientemente se ha comenzado a preparar
nopal precocido y congelado, empacado en bolsas de polietileno y los cuales han concurrido alos

mercados nacionalesy extranjeros.
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Las importaciones de nopal verdura de E.U.A. provienen en un 99.9 % de México Las
exportaciones de nopal verdura procesado se realizan en su mayoria en frascos con nopales
cortados en salmuera o escabeche, otra forma de prepararlos es en mermelada pero ha tenido
poca aceptacion.
4.3.2.2 Productos medicinales.

La industrializacion del nopal con fines medicinales tiene su origen en la herbolaria, a
nopal se le atribuyen propiedades curativas en problemas tales como afecciones renales; se sabe
ademas que ayuda a inducir los partos y es excelente para aiviar dolores y cicatrices causadas
por quemaduras.

En afios recientes algunos investigadores han estudiado a nivel cientifico sus efectos en el
tratamiento de la diabetes mellitus y en problemas de colesterol. Muchos de estos estudios se han
realizado o llevado a cabo en el Seguro Social con diabéticos no insulino-dependientes y con
personas sanas, demostrando que el consumo del nopal fresco, asado o cocido, abate en la sangre
los niveles de azlicar y de colesterol (Flores et al., 1995).

Los productos de laindustria alimentaria del nopal tienen en comin la obtencién de gran
cantidad de residuo al desespinarlo. Este residuo, en algunos casos, se usa como forrgje para
animales. Sin embargo, la cantidad de residuo obtenido es mayor ala que se utiliza como forrgje

por |o que representa un problema para los productores quienes tienen que desecharlo.

4.3.3 Problemas que se presentan en los productos del nopal

4.3.3.1 En relacion al desespinado:
L as espinas del nopal son probablemente el principal problema, pues dificultan su manejo

y aceptacion. En México el nopal verdura se mueve en toda la cadena de comercializacién con
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espinas y es el detallista en €l tianguis, € mercado municipal o en € autoservicio donde es
ofrecido desespinado al consumidor. El tiempo entre desespinado y poner en refrigeracion el
nopal verdura debe ser corto para evitar la oxidacion de las areas cortadas. El desespinado
generalmente se realizaa mano en la central de abasto del D.F.

Otro problema que se les presenta a los productores es cuando les solicitan nopal verdura
desespinado, pues generalmente les piden 10 6 20 toneladas a la semana, pero entregadas en un
dia, por lo que tendrian que contratar mucho persona para desespinar. Una alternativa que se esta
buscando es el de desespinado mecanico, existiendo aproximadamente 20 prototipos de
desespinadoras de nopales, uno de las més eficientes, se desarroll6 en Michoacén, cuesta
alrededor de 120,000 pesos y procesa 500 kilogramos por hora. El problema con esta ultima
alternativa es que los nopales no son de forma heterogénea por 1o que se perderia mucho tejido o

el corte no seriaregular.

4.3.3.2 En relacion ala elaboracion de productos de laindustria alimentaria:

El mercado nacional prefiere consumir nopal fresco, es més barato y se encuentra
disponible todo el afio. Con frecuencia no se tiene plena conciencia de la importancia de
estandarizar el proceso de acondicionamiento del producto antes de su procesamiento,
principalmente en cuanto al tiempo y temperatura del escalde. Se debe tener presente que no

Finalmente, otro problema observado, es la falta de control del proceso en cuanto a
sanidad, estabilidad de salmuera y fermentacion, uniformidad del escabeche (en su formulacién,
nivel de vinagre y condimentos), y fata de control de calidad desde la recepcion de la materia
prima. En e proceso de saado las atas concentraciones de sal causan la corrosion de los

elementos metalicos de la planta (Flores et al, 1995).
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El nopal es un producto muy perecedero por presentar procesos degradativos acelerados e
irreversibles debido a lesiones fisicas como las rasgaduras de tejido por un mal corte. Cuando €l
nopal sufre algun dafo, el tejido queda expuesto a medio ambiente y se vuelve mas susceptible a
la contaminacion por microorganismos, 1o cual se favorece ain méas con el desespinado que
elimina su epidermis la cua actia no sdlo como una barrera protectora natural contra la
degradacién microbiolégica, sino también de la oxidativa causante del pardeamiento enzimaético

(Zamora, 2004).

4.3.4 Normas de calidad del nopal verdura

La existencia de normas de calidad que regulen los productos en general y
especificamente para los nopales es conveniente para productores, comercializadores y
consumidores, pues con ello los intercambios comerciales tienden a ser mas justos, de manera
que mayor calidad esté relacionada con mayor precio, aunque esto en la realidad se sesga por la
ley dela ofertay lademanda (Flores et al, 1995).

Parala comercializacion de nopal verdura existen dos normas:

a) LaNorma Oficial Mexicana NOM-FF-68-1988 (DGN-SECOFI). Ver anexol
b) LaNormaCodex Stan 185-1993 (Codex Alimentarius-FAO). Ver anexo 2

Como se ha mencionado, € nopa fresco se puede comercializar de dos diferentes
maneras. 1) entero sin ningun tratamiento y, 2) desespinado y/o cortado.

La primera permite tener un producto que no se deteriore rapidamente ya que se ha visto
que a desespinar el nopal se aceleran las reacciones de descomposicion; por lo tanto, el nopal
desespinado y/o cortado necesita un tratamiento quimico para evitar estas reacciones (Ponce,

2003). Otra alternativa son los tratamientos fisicos como el térmico; en nuestro caso no se puede
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aplicar este método porque el objetivo es trabajar con nopales frescos y de esta manera no lo

estarian.

4.3.5 Estudios previos para la conservacion del nopal fresco

La importancia comercial que ha adquirido € nopa ha promovido € desarrollo de
diversas investigaciones para aportar datos que mejoren su conservacion y procesamiento.
Se han realizado trabajos de conservacion de nopal verdura en refrigeracion a una humedad
relativa de 92 %, desespinandolo manualmente, escaldandolo a 80 °C por dos minutos y
sumergiéndolo en una solucion con 0.02 % de bisulfito de sodio y 0.6 % de &cido ascorbico, para
posteriormente empacarlo en bolsas de polipropileno a una temperatura de 4 °C. Lo anterior
permitio conservar €l producto 17 dias, sin presentar dafios por frio, oscurecimiento enzimético y
poca acumulacion de mucilago en e empaque. Sin embargo luego de 17 dias el producto
presenta cambi os desagradables en su textura, sabor, color, acidez y liberacion de mucilago.

También se ha evaluado el comportamiento de los nopal es irradiados con rayos gamma de
cobalto 60 a dosis de 1.5 kGy y 2.0 kGy, envasados con y sin nitrdgeno para disminuir la
actividad de las enzimas responsables del deterioro y la flora microbiana presente en €l producto.
Con este método se logra una vida de anaguel de 20 dias debido a que €l nopal se deteriora por
deshidratacion, reblandecimiento y cambios en su coloracion aunque si disminuye la cantidad de
microorganismos (Zamora, 2004).

Los experimentos realizados por varios autores concluyen que es necesaria una rapida
transportacion y procesamiento en la metodologia de conservacion a fin de no aterar su
eficiencia para evitar el pardeamiento enzimético, ademas con el empleo de desinfectantes se

puede disminuir la carga microbiana que se encarga de degradar el producto, pero también puede
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ser ventgjoso aplicar un enfriamiento antes de procesarlos para disminuir la velocidad de las
reacciones de deterioro causantes del reblandecimiento, pardeamiento y aparicion del color verde

olivo (Zamora, 2004).
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5.1 Diagrama general delainvestigacion
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5.2 Descripcion de la metodologia

Para una mayor facilidad de andlisis del problema a resolver, € proyecto de la inhibicién
del pardeamiento enzimético del nopa se dividid en dos partes, la primera se enfocd a la
determinacion de la enzima que causa €l pardeamiento y la obtencion de un extracto enriquecido
con dicha enzima. En la segunda etapa se estudio la respuesta de la enzima frente a diferentes
inhibidoresy la aplicacién de los inhibidores al nopal desespinado.

5.21 PRIMERA PARTE.-
5.2.1.1 Obtencién del extracto. Se obtuvo un extracto a partir de tres muestras. nopal

desespinado (Figura 7), cladodio entero (Figura 8) y residuo del desespinado (Figura9).

& -

Figura 7. Nopal desespinado Figura 8. Cladodio entero

Figura 9. Residuo del desespinado de nopal
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Lo anterior se hizo pesando 100 gramos de muestra, se agregaron 300 ml de buffer (0.1M,
pH 6.8) y se homogenizaron en licuadora durante un minuto. Posteriormente, e homogenizado
se filtré con papel filtro Wathman 1 (Miller, 1998) en una cama de celita. El filtrado se centrifugo
a 5000 revoluciones por minuto (rpm) (rotor JA-20, 20000rpm) durante 15 minutos a una
temperatura de 4 °C. Se desechO tanto el papel filtro como el precipitado obtenido de la
centrifugacion. Del sobrenadante se separaron cuatro volumenes iguales (50 ml). Se tomé uno de
estos volumenes y se guardé a una temperatura de 0 °C, esta fraccién fue elegida para ser €
extracto crudo que serviria de referencia o control, con los demas. A las 3 alicuotas restantes se
les aplico uno de los tres métodos que se describen a continuacion.
5.2.1.1.1 Precipitacion de proteinas con Acetona fria.- Al volumen (50 ml) de extracto crudo se
le agreg0 lentamente acetona fria hasta obtener una concentracion de 60 % v/v. Esta operacion
debe llevarse a cabo en un bafio de hielo porque la interaccion solvente-agua es exotérmicay se
tratd de evitar o disminuir 1o mas posible la actividad de la enzima por efecto de la temperatura.
Se degj6 en reposo la mezcla durante 15 minutos hasta que se equilibro la temperatura 'y después
se centrifugd a 5000 rpm por 7 minutos a una temperatura de 4 °C. Se guardo el sobrenadante
para una examinacion posterior. Finalmente se resuspendio el precipitado con la menor cantidad
de buffer de fosfatos (0.1M, pH 6.8) posible y se determind la actividad enzimética y la cantidad
de proteina.
5.2.1.1.2 Precipitacion de proteinas con Sulfato de Amonio (1 precipitacién directa).- A los 50
ml de extracto crudo se le agreg6 sulfato de amonio hasta una saturacion de 85 % (708 g/L) y se
mantuvieron en agitacion por 30 minutos a una temperatura de 4 °C. Transcurridos los 30
minutos, se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se guardé el sobrenadante para

su posterior estudio. Se redisolvié e precipitado en buffer de fosfatos (0.1M, pH 6.8).
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Finalmente se hizo una didlisis con 150 ml de agua destilada por cada mililitro de disolucion
empleada. La didlisis se llevd acabo manteniendo una agitacion lenta durante 18 horasa 4 °C. Se
utilizaron bolsas de didlisis de celulosa en 1 % de benzoato de sodio con tamarfio de membrana de
1000 y un didmetro de 7.6 mm luego se determind la actividad enzimética y la cantidad de
proteina de lamuestratratada en la didlisis.

5.2.1.1.3 Precipitacion de proteinas con Sulfato de Amonio (2 precipitaciones).- A los 50 ml de
extracto crudo se agreg6 sulfato de amonio hasta una saturacion de 35 % (209 g/L) y se mantuvo
en agitacion por 3 horas a una temperatura de 4 °C. Después se centrifug6é a 8000 rpm por 15
minutos a 4 °C. Se desechd el precipitado y €l sobrenadante se llevé a 90 % de saturacién con
sulfato de amonio, manteniendo en reposo toda la noche a4 °C. Se centrifug6 a 5000 rpm por 15
minutos a 4 °C. Se guardd el sobrenadante para su posterior estudio. El precipitado se
resuspendié en buffer de fosfatos (0.1M, pH 6.8) y se hizo una didlisis con 150 ml de agua
destilada por cada mililitro de disolucion empleada. La didisis se llevo a cabo manteniendo una
agitacion lenta durante 18 horas a 4 °C. Se utilizaron bolsas de didisis de celulosa en 1 % de
benzoato de sodio con tamafio de membrana de 1000 y un diametro de 7.6 mm. Finalmente se
determiné la actividad enziméticay la cantidad de proteina de la muestra tratada en ladidlisis.
Luego se determind la cantidad de proteina y la actividad enzimatica de las fracciones obtenidas
(tanto precipitados como sobrenadantes finales) en los métodos empleados, asi como al extracto
crudoinicial. En total son tres precipitados, tres sobrenadantesy el extracto crudo.

5.2.1.2 Determinacion de proteina. La determinacion de proteina se realizo aplicando el método
de Lowry el cual se basa en laformacion del color azul del cobre cuando forma un complejo con
los enlaces peptidicos de las proteinas en condiciones bésicas y la reduccion del reactivo de Folin

por losradicales de latirosinay €l triptofano.
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Experimentalmente, el ensayo consistio en preparar tubos con los siguientes reactivos:
agua, desoxicolato de sodio 0.15 %, lauril sulfato 10 %, hidroxido de sodio 0.8N y el reactivo de
Folin (diluido 1 en 5 partes). Se dgj6 reposar 30 minutos a temperatura ambiente y se midio su
absorbancia a 750 nm. Esta metodologia se llevé a cabo realizando una curva patron con
albumina sérica bovina como estandar y un blanco de reactivos tratados de la misma manera que
la muestra.
5.2.1.3 Determinacion de la actividad enzimatica.
5.2.1.3.1 Ensayo del catecol para PPO: Es un ensayo espectrofotométrico que se basa en el
monitoreo del sustrato mediante su absorbancia. De esta manera se observa la disminucion en la
concentracién mientras se van formando las quinonas gque son las responsables del color pardo. El
sustrato que se utiliza para este tipo de ensayo puede ser un monofenol (como la tirosina: p-
hidroxifenilamina) o un difenol, como la DOPA (dihidroxifenilalanina) o e catecol (Clyde,
1989). En este caso se utilizd el catecol como sustrato y la longitud de onda a la que absorben
estos compuestos fendlicos una vez oxidados es de 475 nm. El ensayo fue de la siguiente manera:
Se prepararon tubos con los siguientes reactivos (buffer de fosfatos 0.1M para mantener el pH en
6.8 y catecol (4 mg/ml) en diferentes concentraciones). Se inicié la reaccion adicionando la
misma cantidad del extracto obtenido, después se prepararon tubos con una concentracion
constante de catecol y se vario la del extracto. La actividad se determiné en un espectrofotémetro
con una longitud de onda de 475 nm usando como blanco agua destilada en cada ensayo. Se
tomaron lecturas cada 15 segundos durante 5 minutos. Como medida de control y comprobacion
del método se realiz6 la misma determinacion con un alimento rico en PPO como lo esla papa.
5.2.1.3.2 Ensayo de guayacol para PO: Se basa en una reaccion colorida utilizando guayacol

como sustrato y H»O, como donador de hidrégeno. La presencia de la peroxidasa conduce al
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desarrollo de una coloracion rojiza (tetraguayacol) en la mezcla de reaccion, la cual se midio
espectrof otométricamente a una longitud de onda de 470 nm (Heid, 1963).

Para montar este ensayo se procedi6 de la siguiente manera: Se colocé 1 ml de extracto
enziméatico de espinas de nopal en un tubo de ensayo, se adicioné 1 ml de buffer de fosfatosy 0.2
ml de H,O, a 0.5 %, parainiciar lareaccion, se agreg6 0.2 ml de guayacol a 1 % en etanol (95
%). Se determind €l tiempo en que tarda en iniciar la reaccién y la intensidad de la coloracion
rojiza siendo el blanco una mezcla de reaccion sin guayacol. Como medida de control y
comprobacién del método se realiz6 la misma determinacidn con un alimento rico en PO como lo

eslacol (Ponce, 2003).

Para obtener datos actividad enzimatica se aplico la Ley de Lambert-Beer (Abs = Cel),
siendo e coeficiente de absortividad molar del tetraguayacol a estalongitud de onda (470 nm) de
€470 = 2.66 x 10" Mem™.

5.2.2 SEGUNDA PARTE.-

5.2.2.1 Pruebas de inhibicion. En esta segunda etapa se realizaron las pruebas de inhibicién de
la enzima presente, la peroxidasa (PO). Para ello se utilizaron las metodol ogias ya descritas para
la determinacion de la actividad enziméatica pero agregando 0.2 ml del inhibidor a diferentes
concentraciones en cada uno de los ensayos, de 0.05 a 0.6 % v/v y manteniendo la misma
concentracion de extracto en todos |0s casos.

Se vario la concentracion del inhibidor y se evalud su efecto monitoreando la absorbancia
de la reaccion en un tiempo de cinco minutos. La longitud de onda a la que se midié la
absorbancia fue de 470 nm porque la enzima presente en el nopal es la PO. Ademés se compar6
con un control de laenzima sin inhibidor el cual indico la efectividad del inhibidor utilizado. Los

inhibidores utilizados pertenecen al grupo de los flavonoides y de los &cidos hidroxicinamicos.
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5.2.2.2 Vida de anaquel de los nopales frescos desespinados. Finalmente, una vez determinado
el inhibidor mas adecuado y su concentracién minima efectiva, se determiné la vida de anaquel
de los nopales frescos desespinados aplicandoles dicho inhibidor en solucién acuosa a la
concentracion encontrada. Los inhibidores se agregaron al nopal con un aspersor cuidando
extenderlo por toda la piezay no excederse porque podria humedecer el nopal lo cual favoreceria
su descomposicion.

Posteriormente, los nopales rociados con €l inhibidor se amacenaron en bolsas herméticas
y se guardaron evitando la exposicion a la luz porque ésta acelera las reacciones de
descomposicion como la pérdida de color caracteristico del nopal.

La vida de anaguel se determindé mediante una evaluacion visual del cambio en la
coloracién inicial (pérdidadel color verde brillante). Estas pruebas de vida de anaquel se llevaron

acabo atemperatura de refrigeracion (7 °C) y temperatura ambiente (20 °C).
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6. MATERIALESY EQUIPO

6.1 Material Biologico

Nopal es desespinados (Opuntia ficus-indica) Variedad Milpa Alta

Albumina sérica bovina 90-95 % pureza

6.2 Material Quimico

Acetona (grado analitico, Quimica Meyer); acido caféico (Sigma); acido cumérico (Sigma); acido
ferdlico (Sigma); alcohol etilico (grado analitico, Quimica Meyer); carbonato de sodio (99.5 %
pureza, Reasol); catecol (>98 %, Fluka AG Buchs); Desoxicolato de sodio (reactivo analitico);
fosfato de potasio dibésico K;HPO, (J.T. Baker); fosfato de potasio monobéasico Ko;HPO, (J.T.
Baker); guayacol (Sigma); hidréxido de sodio (>97 % pureza, High Purity); peréxido de
hidrégeno (30 %, Reactivos y productos quimicos finos); reactivo de fenol Folin-Ciocalteu
(Hycel de México); SDS Lauril sulfato de sodio (99 % pureza, Sigma); sulfato cuprico
pentahidratado CuSO,4-H,0 (J.T. Baker); sulfato de amonio (NH,).SO, (grado analitico, Merck);
sulfato de amonio (NH4)2SO, (grado técnico, Reasol); Tartrato de sodio potasio tetrahidratado

C4H4KNaOg-4H,0 (>99 % pureza, Sigma)

6.3 Equipo
Centrifuga Beckman J2-21M/E ((rotor JA-20, 20000rpm)
Espectrofotometro Spectronic Genesys 5 Milton Roy

Micropipetas Gilson 20ul, 100ul, 1000ul, 5000ul
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7. RESULTADOSY DISCUSION

Lainhibicion del pardeamiento enzimatico del nopal se determind en dos partes como se

describe en lametodologia. A continuacion se presentan los resultados de ambas partes.

7.1 PRIMERA PARTE

Se determind la enzima responsable del pardeamiento del nopal verdura midiendo la
actividad enzimética de |a polifenoloxidasa (PPO) y de la peroxidasa (PO) en € extracto crudo.

Como extracto crudo se consideré una muestra del nopal desespinado (Figura 7), una
muestra del cladodio entero (Figura 8) y una muestra de puro residuo del desespinado del nopal
(Figura 9). De estos tres extractos se obtuvo que hay una mayor actividad enzimética en €l
residuo del desespinado de nopal que en las otras dos muestras. Lo anterior puede deberse a que
la enzima esté mas concentrada cerca de las espinas o en la superficie del nopal. Se observo que
cuando se utiliza una muestra en la que predominan las espinas tenemos mayor cantidad de
proteinay de actividad enzimatica por 10 que estas estructuras estan enriquecidas en esta enzima,

la peroxidasa. Por |o tanto se utilizd esta porcion del nopal parael obtener e extracto crudo.

Figura 7. Nopal desespinado
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Figura 8. Cladodio entero

Figura 9. Residuo del desespinado de nopal
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En esta determinacion de la actividad enzimatica se obtuvo, por un lado, que en nuestras
condiciones no se observo actividad de PPO en e extracto crudo durante los cinco minutos que
se monitoreo la reaccion. Por otro lado, €l ensayo para determinar la presencia de PO mostré que
si hay actividad en el extracto crudo. La actividad iniciaba inmediatamente después de agregar €l
sustrato (guayacol) al extracto crudo.

En el nopal, con y sin espinas, no hay actividad de la PPO debido a dos posibles razones,
la primera que la concentracién sea tan baja que no hay percepcion de la actividad, y 1a segunda,
que la PPO no esté presente en el nopal. Para descartar alguna de estas opciones, se repitieron los
ensayos aumentando la concentracion del extracto y por lo tanto la de la enzima. El resultado fue
el mismo, no hubo actividad de PPO por lo tanto se descart6 la posibilidad de que hubiera PPO
en el nopal. Los ensayos de PO, al obtener un resultado positivo, afirman la presenciade PO en €l
nopal. Aunque el pardeamiento enzimético es causado principal mente por la PPO, también puede
deberse a una PO. Entre las frutas y verduras que presentan pardeamiento enzimético a causa de
una PO se encuentran el rabano, lafresay lacol (Tabla4). Asi se observa que €l nopal no es un
caso aislado de pardeamiento enzimético por una PO.

Después de determinar que la enzima presente en e nopa es la Peroxidasa (PO), se
procedié a hacer una purificacion parcial de la enzima siguiendo el procedimiento de Singh
(2003). Los procedimientos empleados fueron la precipitacion de proteinas con acetona 'y con
sulfato de amonio, éste Ultimo procedimiento se implementé dos veces, una saturando a 85 %, y
otra saturando primero a 35 % y luego a 90 %. A cada uno de los precipitados obtenidos se le
midi6 la actividad de PPO y de PO, como resultado de estas evaluaciones se encontrd que
solamente el precipitado con acetona no mostré actividad de PO (grafica 2). Los precipitados

obtenidos con sulfato de amonio presentaron actividad de PO siendo & de mayor actividad
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especifica el gque se obtuvo de la doble precipitacion con la sal de amonio, es decir, conforme se

fue purificando €l extracto crudo se fue presentando mayor actividad de la PO.

Gréfica 2. ACTIVIDAD DE LA PEROXIDASA EN LOS PRECIPITADOS
OBTENIDOS EN LOS DISTINTOS METODOS

Acetona: Sat. 60% Vv/v acetona-extracto crudo, 4 °C, 5000 rpm, 7 min,
Sulfato 1 pp: Sat. 85 % pl/v, 4 °C, 5000 rpm, 15 min
Sulfato 2 pp: Sat. 35-90 % plv, 4 °C, 5000 y 8000 rpm, 15 min

—&—Extracto Crudo
Acetona pp

—&— Sulfato 1 pp

=>=Sulfato 2 pp

Actividad de peroxidasa (nM/s)

0 » : : : *
0 1 2 3 4
Proteina total (mg)

* El Extracto Crudo presenta una actividad cercana a 0
* El precipitado obtenido en el método con Acetona no presenté actividad.

Respecto a las determinaciones de actividad de PO hechas a los sobrenadantes de los tres
meétodos se obtuvo que el sobrenadante de la acetona es €l que presenta mayor actividad de PO,
seguido de los sobrenadantes de los métodos con sulfato de amonio de 1y 2 precipitaciones. Esto
indica que la enzima no se precipitd con la acetona a esa concentracion. No se aumento la
concentracion de disolvente porque existe el riesgo de desnaturalizacion de la enzima (Scopes,

1986).
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Se determind la actividad especifica de la PO (Actividad / mg Proteinad) de los
precipitados obtenidos asi como la del extracto crudo (gréfica 3). Como se observa en la gréfica
3, laactividad especifica de la PO en cada precipitado obtenido se mantuvo constante a agregar
al ensayo diferentes concentraciones de proteina, en las condiciones para la medicion de

actividad de PO que empelamos.

Gréfica 3. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA PEROXIDASA EN LOS PRECIPITADOS
OBTENIDOS EN LOS DISTINTOS METODOS

Acetona: Sat. 60% v/v acetona-extracto crudo, 4 °C, 5000 rpm, 7 min,
Sulfato 1 pp: Sat. 85 % pl/v, 4 °C, 5000 rpm, 15 min
Sulfato 2 pp: Sat. 35-90 % p/v, 4 °C, 5000 y 8000 rpm, 15 min

—4—Extracto Crudo
3 Acetona pp
—&— Sulfato 1 pp
2.5 1 ==Sulfato 2 pp

Actividad de peroxidasa (nM/s)

0.5 1 & % L A

0 4 4 ‘ .
0 1 2 3 4
Proteina total (mg)

* El Extracto Crudo presenta una actividad especifica promedio de 0.0045
* E| precipitado del método con Acetona no presento actividad alguna.
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El método de extraccion con e que se obtuvo mayor purificacion de la actividad fue la
precipitacion de proteinas saturando con sulfato de amonio a 35y 90 % (tabla 6). Para la

determinacion de este enriquecimiento se considerd la actividad enzimatica especifica del

Extracto Crudo como 1 (tabla 6)

Tabla 6. Actividad especifica de Peroxidasa en los precipitados de los tres métodos

Método/ Precipitado nﬁ&ﬂ:ﬁﬂﬁ;ﬁtﬁa Palizi:f)i%féégedF?cga
Extracto Crudo 0.27 + 0.00023 1
Acetona
Sulfato de amonio 85 % 28.86 + 0.00144 107
Sulfato de amonio 35-90 % 255 + 0.00833 944

Después de la purificacion parcial, también se determind el rendimiento de proteina total
a cada precipitado obtenido en los tres métodos de purificacion el contenido de proteina,
mediante el método de Lowry, y se observd que € extracto crudo es e que contiene mayor
cantidad de proteina, seguido de los métodos de sulfato de amonio con una y con dos
preci pitaciones respectivamente (tabla 7). En el método para precipitar proteinas con acetona si
se obtuvo un precipitado pero la cuantificacion de proteina arroj6é un valor de cero.

Tabla 7. Proteina contenida en los precipitados de los tres métodos de purificacion

Método / Precipitado Rendimiento de Proteina (mg/ml)
Extracto Crudo 10.68 (100 %)
Acetona 0.00 (0 %)
Sulfato de amonio 85 % 89x10° (0.83%)
Sulfato de amonio 35-90 % 7.4x10° (0.07 %)
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L os resultados de la tabla 7 no indican necesariamente que toda la proteina sea enzima en
cada fraccion. Evidentemente, € extracto contiene otras proteinas y sustancias propias del nopal
que pudieran intervenir en la determinacion de proteina, aunque ya se hayan perdido algunas en
el filtrado o las centrifugaciones.

En los precipitados de los métodos con sulfato de amonio hay mucho menor contenido
proteinico porque estos precipitados ya han pasado por procesos de purificacién como la
precipitacion de proteinas y la didlisis; la diferencia entre estos dos precipitados radica en la
cantidad de proteina obtenida debido a que el método con dos diferentes saturaciones de sulfato
de amonio fue selectivo ya que en la primera saturacion se eliminaron las proteinas y compuestos
poco solubles. En cuanto a no obtener proteinas por el método con acetona se puede deber a dos
razones. Por un lado la cantidad de acetona utilizada no fue suficiente y tal vez con una mayor
saturacién se podrian obtener las proteinas y, por otro lado, € solvente o la cantidad de solvente

pudieron haber desnaturalizado la proteina (Whitaker, 1972).
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Tabla 7. Comparacién de actividad especifica con otros autores

. - Proteina | Actividad Especifica
Método / Precipitado (mg) (MM /min/mg Pr ot)*
Padiglia, et a Extracto Crudo 390 128.3
(1995) Sulfato de amonio 90 % 310 151.3
, - Proteina | Actividad Especifica
MY 2reg|plia (mg/ml) (mM/min/mg Prot)
A. Khaes, M.
(2005) Extracto Crudo 6.4 38.0
. - Proteina | Actividad Especifica
AT FEE) IED (mg/ml) (mmol/min/mg Prot)
Muestra actual Extracto crudo 10.68 0.27
Sulfato de amonio 85% | 8.9x 107 28.86
Sulfato de amonio 35-90 % | 7.4 x 10° 255

U = cantidad de enzima que se requiere para producir un cambio en la Abs de 0.1 a 460 nm/min
* Sustrato utilizado = o-dianisidine (22mM) y H,O, (12mM) en buffer de NaOAc (100mM), pH 5.75

Padiglia, et al. (1995) y A. Khales (2005) reportan un andlisis de la PO del nopa en €l

cual se determina la actividad especifica utilizando o-dianisidina, un sustrato diferente a que se

utilizd en este trabgjo. Se observa que la actividad especifica del extracto crudo obtenido es

menor a que obtuvieron Padiglia (1995) y Khales (2005). Esto nos indica la forma en que se

obtuvo el extracto crudo resulta con més interferencias que el método empleado en el trabajo de

Padiglia (1995). También influyen la especie de nopal utilizado y la madurez del cladodio &l

momento de ser cortado en la cantidad de enzima. Posteriormente, el precipitado que se obtuvo

con sulfato de amonio saturando al 85 % muestra actividad especifica menor a la que reporté

Padiglia (1995), esta diferencia puede deberse a que € punto de precipitacion de la enzima se

logra a saturar hasta 90 % con la sal de amonio y no usando 85 %. Por Gltimo, se observa que la
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actividad especifica obtenida del método con las dos precipitaciones sucesivas es mayor alaque
reporta Padiglia (1995), esto es debido a que la primera precipitacion elimina a las proteinas de
menor solubilidad que son las mayor tamafno y a llevar la saturacion a 90 % se obtiene un
precipitado con proteinas de menor tamafio que es donde est4 nuestra enzima, es decir se
concentralaenzimay se ve reflgjado en la actividad especifica.

Basandose en estos primeros resultados se utilizd €l precipitado obtenido del método con
sulfato de amonio a 35 y 90 % de saturacién en las determinaciones posteriores.

En lo posterior cuando se haga mencién del extracto proteinico, se referird a precipitado
obtenido del método con sulfato de amonio a 35y 90 % de saturacién aclarando que este extracto
no es totalmente proteinico porque su purificacion no ha sido a 100 %, y por lo tanto contiene
otras sustancias que pudieron haberse precipitado junto con |as proteinas.

SEGUNDA PARTE

Pruebas de I nhibicion

Se inicié determinando la cantidad de extracto proteinico necesario para obtener una
absorbancia de 0 a 0.9 (470 nm) durante los 5 minutos que se llevd el monitoreo. Estas
condiciones fueron para poder visualizar €l decremento de la actividad cuando se utilizaran los
inhibidores. La cantidad necesaria de este extracto para las condiciones mencionadas fue de 0.3
ml (0.002 mg de proteina total). Una vez obtenida la cantidad de extracto proteinico, se monto el
ensayo de guayacol para determinar la actividad de PO en presencia de inhibidores, quedando de
la siguiente manera: 1.5 ml de buffer de fosfatos (0.1M, pH 6.8), 0.3 ml de extracto proteinico,
0.2 ml de peréxido de hidrogeno 0.5 %, 0.2 ml de guayacol 1 % y 0.2 ml de inhibidor. El ensayo
se mont6 a diferentes concentraciones de inhibidor manteniendo la misma cantidad agregada a

ensayo, es decir siempre se agregaron 0.2 ml de inhibidor.
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Se probaron once compuestos como inhibidores de la PO de nopal, estos compuestos

pertenecen a las familias de los hidroxicinamatos y a los flavonoides. Debido a que algunos son

de importancia comercial y en proceso de patente se identificaran como inhibidor 1, inhibidor 2,

inhibidor 3, inhibidor 4 e inhibidor 5. Asi como é&cido ferdlico, acido cumarico, acido caféico,

cacalol, acetato de cacalol y 2-acetilacetato de cacalol.

Tabla 9. Compuestos probados como Inhibidores

Compuestos Estructuras
Acido Fertlico OMe
HO HO
Acido Cumérico \©\/\
=
) COH = COH
Acido Caféico o , )
Acido p-Cumérico Acido Ferulico
Cacdl
HC=—CH—COOH OH
Acetato de Cacalol
2-Acetilacetato de Cacalol OH o
Inhibidor 1 Acido Caféico Cacalol
- - O
Inhibidor 2 O)J\CH3 oAc
(@]
Inhibidor 3 | CH,
Inhibidor 4 o O
Inhibidor 5 Acetato de Cacalol 2-acetilacetato de Cacalol

De estos ensayos se obtuvo que los acidos ferulico, caféico y cumarico son sustratos de la

enzima en vez de ser inhibidores ya que aceleraron la reaccion (gréfica 4), estos tres compuestos

desarrollaron un color rojo ladrillo en un tiempo menor alos cinco minutos de monitoreo.
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Los demas compuestos evaluados mostraron actividad de inhibicion de la peroxidasa del
nopal (grafica 4), excepto €l 2-acetilacetato de cacalol. El inhibidor 1 mantuvo en cero la
actividad de la enzima hasta cierto tiempo en que se dispara lareaccion y comienza la coloracion,
este tiempo depende de la concentracion del inhibidor, entre més cantidad de inhibidor haya, mas
tiempo de inhibicion se tendra (Tabla 10).

Tabla 10. Tiempo en que se inicia la reaccion con el inhibidor 1

Inhibidor 1 Tiempo
(%) (s Tiempo en que se inicia la reaccidén
700 -
0.03 75 600 -
500 A
o 400 -
0.05 135 =300 -
200 A
100 -
0.15 300 0 ' ' ' ' . !
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
%de inhibidor 1
0.30 600

Los inhibidores del pardeamiento enzimatico se clasifican en cinco grupos. |) agentes
reductores, Il) agentes quelantes de metales, 1l1) acopladores de quinonas, V) anaogos al
sustrato y V) otros inhibidores. Los grupos | y |11 interactan con los productos de la reaccién
enzimatica para evitar la formacion de los compuestos coloridos, las melanoidinas. En cambio,
los grupos I, IV y V interactlan con laenzima parainhibir su actividad.

La accién del inhibidor 1 es reducir las quinonas producidas por la enzima haciendo
reversible la reaccion, la reaccion se dispara cuando se termina la cantidad de inhibidor 1 en €l
medio permitiendo la acumulacién de quinonas y la formacién de la melanoidinas que son las

responsables del color café-rojizo del pardeamiento enzimético.
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En cambio, los demés compuestos inhibieron la PO de una manera diferente ya que no
evitaron la reaccion por completo como lo hizo € inhibidor 1 sino que redujeron su actividad
evitando una coloracién instanténea del medio de reaccion. El compuesto con menor accion
inhibitoria fue el acetato de cacalol mientras que el 2-acetilacetato de cacalol no funcioné ni
como sustrato ni como inhibidor. Estadiferenciaentre el cacalol y sus derivados es porgque se han
protegido los fenoles del compuesto con acetatos, comprobando que € cacalol esta funcionando
como un inhibidor andlogo a sustrato. Por |o tanto al proteger alos fenoles del cacalol disminuye
la capacidad de inhibir la reaccion; es por eso que el acetato de cacalol tiene menor poder de
inhibicién mientras que el 2-acetilacetato no inhibe la reaccion pero tampoco la estimula. Cabe
mencionar que el inhibidor 5y e cacaol son buenos inhibidores pero son compuestos poco
solubles en pH neutro por lo que se disolvieron a pH bésico (8) y se agregaron al ensayo. Este pH
basico no afect6 el pH a que se estaba trabajando (6.8) porque el volumen de inhibidor es mucho
menor que el de buffer.

En la gréfica 4 se puede ver que la inhibicién de la PO es desde 0.10 % de inhibidor por
lo que se repitieron los ensayos haciendo un barrido menor en las concentraciones de los
inhibidores, este barrido consistio en concentraciones desde 0 hasta 0.10 % de inhibidor.

En la gréfica 5 se puede observar mejor la relacion del inhibidor con la actividad
enzimatica. En todos los casos la actividad enzimatica de la PO disminuyé conforme se fue
aumentando la cantidad de inhibidor, excepto con el cacalol que se mantuvo constante hasta 0.03
% que es cuando comienza a disminuir.

El compuesto con mejor inhibicion fue el inhibidor 1 que llevala actividad a cero cuando

tiene una concentracion de 0.04 %, le siguen los inhibidores 4, 3,5y 2
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% INHIBIDOR

—A&—Guayacol Acido Ferulico
—¥—Acido Cumérico —e—Acido Caféico
—e&—Inhibidor 1 ——Inhibidor 2
—m— Inhibidor 3 Inhibidor 4
—+—Inhibidor 5 Cacalol

Acetato de Cacalol —&—2-acetilacetato de Cacalol

Grafica 4. COMPUESTOS PROBADOS EN LA ACTIVIDAD
DE LA PEROXIDASA DEL NOPAL

61



Actividad de Peroxidasa (1mol/mgProt/s)

N
ol

N
o

=
ol
|

=
o
|

RESULTADOSY DISCUSION

i i .
0.02% 0.04% 0.06% 0.08% 0.10%
% INHIBIDOR
== Inhibidor 1 == Inhibidor 2 == Inhibidor 3
Inhibidor 4 == |nhibidor 5 — Cacalol

Gréfica 5. COMPUESTOS QUE PRESENTARON INHIBICION
DE LA PEROXIDASA DEL NOPAL
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Vida de anaque

Con base a los resultados de las pruebas de inhibicion se escogieron alos compuestos 1, 5
y 3 como inhibidores para probarlos en e nopal recién desespinado. No se €ligio el cacaol
porque es un compuesto poco soluble en las condiciones en las que se esta trabajando. Ademas la
obtencion del cacalol no es econdmica ya que se extrae de la raiz de Psacalium decompositum,
planta endémica de la sierra Tarahumara 'y el rendimiento es de 7mg/kg de raiz (Gonzélez, et d,
2005). Lo anterior convierte al cacalol en un compuesto poco viable pararesolver el problemadel
pardeamiento enzimético.

Los inhibidores 2 y 3 son extraidos con un buen rendimiento de una semilla abundante en
México por lo que si esviable su utilizacion.

Los inhibidores elegidos se aplicaron a una concentracion de 0.05 % a nopales recién
desespinados, se empacaron en bolsas selladas y se guardaron en la oscuridad para evitar que
factores como laluz y el oxigeno del ambiente aceleraran la reaccion. Lo anterior se hizo con
cada inhibidor y un control sin inhibidor. Se hicieron tres lotes (nopal grande, mediano y chico),
cada uno con 5 nopales tanto para temperatura ambiente como para temperatura de refrigeracion
(7 °C). Los resultados fueron:

a) temperatura ambiente: desde e primer dia hubo pérdida de color verde brillante en los
nopales grandes y presencia de mucilago en los nopales medianos para los nopales con
inhibidor 5, inhibidor 3y el control. Para el caso del inhibidor 1 solamente se pierde el color
verde brillante en |os nopal es grandes mientras que |os nopales medianos y chicos no tuvieron
cambios. Para el segundo dia se observan peguefias manchas color rojizo arededor de la zona

por donde se hizo el corte del desespinado para todos los inhibidores y lotes. Finalmente, al
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tercer dia e pardeamiento enzimético era muy evidente y algunos lotes incluso presentaron
descomposicién microbiana.

b) temperatura de refrigeracion: los nopales mantuvieron sus caracteristicas iniciales hasta el
segundo dia en el cual comenzaron a mostrar inicios de oscurecimiento mostrando ligeras
coloraciones alrededor de la zona de corte para todos los inhibidores en los tres lotes, estas
manchas se fueron intensificando hasta el cuarto dia en el que la coloracion pardaya era muy
intensay los nopales poco atractivos, ningun lote presentd descomposicion microbiana.

Como se observa la vida de anaquel fue demasiado corta por lo que se repitio
considerando un exceso de 0.3 % en la concentracion del inhibidor.

El tamafio de los nopales no fue un factor determinante parala apariciéon del pardeamiento
enzimatico, ya gque en los tres tamafios se presentd casi @ mismo tiempo. Ademés, probablemente
los nopales tenian la misma madurez por lo que la cantidad de enzima pudo ser similar. Por 1o
anterior se decidio solamente hacer dos lotes de cinco nopales de diferentes tamafios para cada
inhibidor. También se cambi6 €l inhibidor 5 por € inhibidor 2 debido a las dificultades que se
tiene con este compuesto para ser solubilizado a pH neutro y paraverificar si €l inhibidor 2 puede

ser utilizado y reducir costos en su aplicacion.
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Tabla 11. Vida de anaquel de nopales desespinados usando inhibidor al 0.3 %.

Temperatura ambiente 25 °C

T ambiente Lotel Lote?2
Control
— | Inhibidor 1 ) .y )
g T Ligera pérdida de color verde brillante
Inhibidor 3
Control Ligera pérdida de color verde brillante
« | Inhibidor 1 Mayor pérdida de color verde brillante
‘3 Inhibidor 2 Ligera pérdida de color verde brillante
Inhibidor 3 Ligera pérdida de color verde brillante
Control
o | Inhibidor 1 Pérdida de color verde brillante, primeras manchas visibles del pardeamiento
g Inhibidor 2 alrededor de la zona de corte del desespinado
Inhibidor 3
Control
< | Inhibidor 1 Pérdida de color verde brillante, aumento de tamafio y de intensidad en las
‘3 Inhibidor 2 manchas del pardeamiento alrededor de |a zona de corte del desespinado
Inhibidor 3
Control
1o | Inhibidor 1 Inicio de la descomposicion por hongos. Pardeamiento en todas las piezas.
‘°5° Inhibidor 2 Presencia de mucilago. Desecho de nopales
Inhibidor 3
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Tabla 12. Vida de anaquel de nopales desespinados usando inhibidor al 0.3 %. Temperatura 7 °C

T refrigeracion Lotel Lote2
Control
— | Inhibidor 1 _
‘3 Inhibidor 2 Nohay cambios
Inhibidor 3
Control No hay cambios
«~ | Inhibidor 1 Verde brillante disminuye
‘°5° Inhibidor 2 No hay cambios
Inhibidor 3 No hay cambios
Control No hay cambios
o | Inhibidor 1 Disminucién de verde brillante
‘3 Inhibidor 2 No hay cambios
Inhibidor 3 No hay cambios
Control Disminucion en el color verde brillante
< | Inhibidor 1 Pérdida de color verde brillante
‘°5° Inhibidor 2 Ligera disminucion de verde brillante
Inhibidor 3 Ligera disminucion de verde brillante
Control Pérdida de color verde brillante, ligeras manchas de pardeamiento. Humedad
Inhibidor 1 Ligeras manchas arededor de la zona del desespinado
:‘3 inhibidor 2 Ligeras manchas de pardeamiento en la zona del desespinado en 3 piezas, 1
o) pieza con descomposicion por la humedad
inhibidor 3 Disminucién del color verde brillante, 1 pieza con ligeras manchas alrededor
del desespinado
Control Presencia de mucilago, oxidacion por humedad en 4 de las piezas
«© | Inhibidor 1 Humedad. Manchas claras en la zona del desespinado en todos |os nopales
g Inhibidor 2 Humedad. Ligeras manchas en lazona del desespinado y en laorilla
Inhibidor 3 Humedad. Ligeras manchas en la zona del desespinado y en laorilla
Control
~ | Inhibidor 1 Oscurecimiento en todas las piezas, inicia la descomposicion, secrecion de
g Inhibidor 2 mucilago, humedad.
Inhibidor 3
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La segunda prueba de la vida de anaquel, en la que se utilizé mas inhibidor (0.30 %),
resultd mejor porgque se detuvo la oxidacion durante siete dias. Los inhibidores mas efectivos
resultaron ser el 2 y 3 porque fueron los que conservaron por mas tiempo las caracteristicas
visuales del nopal recién desespinado.

Utilizar e 0.30 % de inhibidor en lugar de 0.10 % (concentracion a la cua ya no hay
actividad enzimatica (ver grafica 4), nos indica que para detener €l oscurecimiento enzimético del
nopal es necesario saturar con el inhibidor para alargar un tiempo significativo su vida de
anaquel. Este aumento en la concentracion se debe a que los experimentos se hicieron
directamente sobre un extracto semi-purificado y a hacer la vida de anaquel se hace sobre
nopales enteros donde hay diversas barreras (pared celular, membrana, entre otras estructuras)
que dificultan la interaccién del inhibidor con la enzima. La presencia de la humedad en el
empague pudo haber sido la que acelerd la aparicion de las manchas del pardeamiento; es decir,
el agua es un factor que cataliza la reaccion enzimética de oscurecimiento, ademés de que
favorece la descomposicion microbiana. Por esto es necesario controlar o evitar los efectos de la
humedad para llegar a obtener una inhibicion de més de siete dias. Esto resultaria mejor para la

exportacion.
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8. CONCLUSIONES

. Se obtuvo un extracto del residuo del desespinado del nopal con actividad enzimética.

. El nopal solamente presenta actividad de Peroxidasa por lo que esta enzima es
responsable del pardeamiento enzimético del nopal desespinado.

. El mgor método para purificar la porcion proteinica del nopal fue la precipitacion con
sulfato de amonio mediante dos precipitaciones 35 %y 90 %.

. Los écidos ferulico, caféico y cumarico resultaron ser sustratos de la PO.

. El inhibidor 1 mantuvo la actividad de la PO en cero por un tiempo proporciona a la
concentracion ala que se agregaba.

. Los otros cinco compuestos probados inhibieron parciamente a la PO disminuyendo su
velocidad de reaccion solamente.

. La menor actividad de la PO se logra a una concentracion alrededor de 0.10 % de
cualquiera de los inhibidores evaluados.

. El inhibidor 5 y el cacalol son buenos inhibidores de la PO del nopal pero tienen el

inconveniente de que son poco solubles en aguaapH 7.

. Los mejores inhibidores de la PO fueron los compuestos 1, 2, 3y 4.
. Lavidade anaquel que se obtuvo fue de siete dias.
. Los inhibidores 2 y 3 fueron los que mantuvieron por mas tiempo las caracteristicas

visuales del nopal desespinado por |o que se puede recomendar la utilizacion de éstos para

evitar largpida aparicion del oscurecimiento enzimético del nopal causado por la PO.
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9. ANEXOS

9.1 ANEXO 1

NORMA OFICIAL MEXICANA

SECRETARIA DE COMERCIO
Y

FOMENTO INDUSTRIAL

NORMA MEXICANA

NM X-FF-068-1988

HORTALIZA FRESCA - NOPAL VERDURA CON ESPINAS (Opuntia spp)
ESPECIFICACIONES

FRESH VEGETABLE - PRICKLY PEAR (Opuntia spp) -
SPECIFICATIONS
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DIRECCION GENERAL DE NORMAS

PREFACIO

En la elaboracion de la presente norma participaron las siguientes Instituciones y Organismos:

- SECRETARIA DE AGRICULTURA Y RECURSOS HIDRAULICOS

Comision Nacional de Fruticultura.

Direccion Genera de Politicay Desarrollo Agropecuario y Forestal.
Direccion General de Normatividad Agricola.

Direccion Genera de Organizacion de Productores.

Direccion General de Sanidad y Proteccidon Agropecuariay

Forestal.

Direccion General de Control Operativo.

Direccién General de Asuntos Internacionales.

Direccion General de Desarrollo Agroindustrial.

Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolasy Pecuarias.
Delegacion de la Secretaria de Agriculturay Recursos Hidraulicos en € Distrito Federal.

- SECRETARIA DE COMERCIO Y FOMENTO INDUSTRIAL
Direccion General de Fomento y Modernizacion del Abasto.

- FIDEICOMISO COMISION PROMOTORA PARA EL MEJORAMIENTO SOCIAL
(CONASUPO).

- INSTITUTO NACIONAL DEL CONSUMIDOR.

- CONFEDERACION NACIONAL DE LA PEQUENA PROPIEDAD.

- BANCO NACIONAL DE CREDITO RURAL.

- LABORATORIOS NACIONALES DE FOMENTO INDUSTRIAL.

- CAMARA NACIONAL DE COMERCIO DE LA CIUDAD DE MEXICO

- GIGANTE, SA.DEC. V.

- INSTITUTO MEXICANO DE INVESTIGACIONES TECNOLOGICAS, A.C.

- PRODUCTORES DE NOPAL.
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HORTALIZA FRESCA - NOPAL VERDURA CON ESPINAS (Opuntia spp) -
ESPECIFICACIONES

FRESH VEGETABLE - PRICKLY PEAR (Opuntia spp) -
SPECIFICATIONS

1 OBJETIVOY CAMPO DE APLICACION

Esta Norma Mexicana establece las caracteristicas de calidad que debe cumplir €l nopal verdura
con espinas Opuntia ficus indica, Opuntia tomentosa, Opuntia hyptiacantha, Opuntia robusta,
Opuntia inermis Coulter, Opuntia ondulata, en estado fresco, destinado al consumo humano.

2 REFERENCIAS

Esta Norma se complementa con las siguientes Normas Mexicanas vigentes.

NMX-Z-012 Muestreo paralainspeccion por atributos.

3 DEFINICION DEL PRODUCTO

Para | os efectos de esta norma se entiende por nopal verdura con espinas al cladodio de la planta
cultivada perteneciente a la familia de las Cactéceas, del género Opuntia 'y especie ficus indica,
tomentosa, hyptiacantha, robusta, inermis Coulter, ondulata.

4 TERMINOLOGIA

4.1 Cladodio

Es una rama de forma comprimida o hasta laminar, generalmente con hojas rudimentarias
conocidas como espinas, de color verde.

4.2 Defecto menor

Es aquel que afecta realmente la apariencia, calidad de consumo o calidad de mercado del
cladodio (véase Apéndice A 1)
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4.3 Defecto mayor

Es aguel que afecta seriamente la apariencia, calidad de consumo o calidad de mercado del
cladodio (véase Apéndice A 1).

4.4 Defecto critico

Es aguel que afecta muy seriamente la apariencia, calidad de consumo o calidad de mercado del
cladodio (véase Apéndice A 1).

4.5 Nopal en estado sazén
Es aquel que presenta una coloracion verde claro brillante en toda su superficie.
4.6 Para otros términos y definiciones relacionados con esta norma debe consultarse la NM X-FF-

006 (véase Capitulo 2).

S CLASIFICACION Y DESIGNACION DEL PRODUCTO

5.1 Clasificacion
El nopal verdura con espinas se clasifica por tamafio y calidad.
5.1.1 Tamafno

Esta se realiza en funcién de su longitud de acuerdo a Cuadro 1.

CUADRO1 Clasificacion por tamafio en funcion de lalongitud para nopal verdura con espinas

Tamarfio Longitud (cm)
A 25-30.0
B 21-24.9
C 17-20.9
D 13-16.9
E 9-12.9

5.1.2 Cdlidad

Se efectlia en funcion de sus especificaciones en tres grados de calidad, en orden descendente:
Meéxico extra, México 1y México 2.

5.2 Designacion del producto
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5.2.1 El nopal verdura con espinas se designa por su nombre, especie, variedad, tamafio y grado
de calidad.

5.2.2 El producto que no cumpla con los requisitos que establece la calidad México 2, se
considera"Fuerade Norma'

5.2.3 Un lote que no ha sido inspeccionado, se le designa como "No clasificado".

6 ESPECIFICACIONES

El producto objeto de esta norma en sus diferentes grados de calidad debe cumplir con las
siguientes:

6.1 Especificaciones sensoriales.

L os nopal es deben:

6.1.1 Ser frescos, limpios, sanos, enterosy bien formados.
6.1.2 Tener sabor y olor caracteristico de la especie y variedad.
6.1.3 Tener consistenciafirme.

6.1.4 Estar exentos de humedad exterior anormal.

6.1.5 Estar préacticamente libres de defectos de origen mecénico, entomol égico, microbiol dgico,
meteorol 6gico, genético - fisioldgico u otros.

6.1.6 Estar préacticamente libres de descomposicion o pudricion.
6.1.7 Presentar una coloracién verde claro brillante en toda su superficie.
6.2 Especificacionesfisicas

6.2.1 Los nopales con espinas, calidad México extra, México 1 o México 2, pueden presentar
cualquiera de los tamarios de acuerdo al Cuadro 1.

6.3 Especificaciones de madurez
L os nopal es deben presentar €l estado sazén.
6.4 Especificaciones de defectos

L os nopales se clasifican con base en los defectos de acuerdo a Cuadro 2.
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CUADRO 2 ESPECIFICACIONES DE DEFECTOS
Tipo de Calidad
defecto Meéxico extra Meéxico 1 Meéxico 2
Menor No sepermite | Se permite Se permite
Mayor No se permite | No se permite | Se permite
Critico No se permite | No se permite | No se permite

6.5 Especificaciones de presentacion

L os nopales con espinas deben presentar un aspecto uniforme en cuanto a madurez y tamario.

6.6 Tolerancias

Para |as especificaciones fisicas y de defectos, en los distintos grados de calidad, se permiten las
tolerancias que se presentan en el Cuadro 3.

CUADRO 3 Tolerancias para las especificaciones fisicas y de defectos
Especificaciones Tolerancias (%)
México extra México 1 México 2
p.e. p.a | p.e. p.a. |p.e p.a.
Fisicas
(tamafio) 5 5 110 10 | 15 15
Defecto menor 10 12 | sp. S.p. | Sp. s.p.
Defecto mayor | 6 7 | 10 12 | sp. Sp.
Defecto critico 4 5 6 7 | 10 12
Total de defectos| 10 12 | 10 12 | 10 12
permitidos

p.e.: Punto de embarque
p.a: Punto de arribo
s.p.: Se permite.

6.6.1 En un lote de nopal con espinas se permite en punto de embarque de 0 a 0.5 % de producto
con pudricién visible y en punto de arribo 1 %.

6.6.2 En las tolerancias de las especificaciones fisicas y de defectos, se da el porcentaje permitido

para el lote. En nopal con espinas aquél que no corresponda a la designacion declarada se evalUa
por conteo.

NOTA: Residuos toxicos. Estan sujetos a las tolerancias establecidas por las Secretarias de
Agricultura y Recursos Hidraulicos y la de Salud incluyendo aquellos correspondientes a los
residuos de plaguicidas, productos mejoradores de la aparienciay otros.
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7MUESTREO Y TOMA DE MUESTRA
El muestro del producto puede establecerse de conformidad entre vendedor y comprador; a falta

de ésta, se debe llevar a cabo de acuerdo con las descripciones indicadas en la NMX-Z-012
(véase Capitulo 2).

8 METODO DE PRUEBA

Para verificar s un lote cumple con la especificacion fisica establecida en esta norma la
determinacién correspondiente debe realizarse de acuerdo a procedimiento establecido en el
apendice A 2 (véase Apéndice A 2).

9 MARCADO, ETIQUETADO, ENVASEY EMBALAJE

9.1 Marcado y Etiquetado

Cada envase debe llevar en e exterior una etiqueta o impresion permanente con caracteres
legibles e indeleble redactados en espariol que tenga como minimo los datos siguientes:

- Nopal verdura con espinas en estado fresco, especie y variedad.

- Identificacion simbdlica del nopal verdura con espinas en estado fresco.

- Marcao identificacion simbdlica del productor o envasador.

- Nombre y direcciéon del productor, distribuidor o exportador, y cuando se requiera e del
importador.

- Zonaregiona de produccion y laleyenda " Producto de México".

- Fecha de envasado.

- Designacion del producto

- Contenido neto en kilogramos al envasar

NOTA: Todos los textos anteriores pueden figurar en otro idioma cuando € producto es para
exportacion y el importador o requiera.

9.2 Envasey embalgje

9.2.1 Envasado y presentacion

El acomodo de los nopales dentro de cada envase debe hacerse de acuerdo al Manual técnico de
précticas recomendadas para la cosecha, acondicionamiento y transporte de nopal verdura con
espinas en estado fresco (véase Capitulo 11).

9.2.2 Caracteristicas de los envases

L as caracteristicas de |os envases, establecidas en esta seccion son de caracter general.
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9.2.2.1 Los envases deben reunir las caracteristicas de calidad, de higiene, ventilacion y
resistencia que garanticen el manegjo, transporte y conservacion del producto.

9.2.2.2 Los envases pueden ser de cualquier material adecuado y conveniente, de las dimensiones
que se adapten a las necesidades de transportacion nacional e internacional, seguin el caso.

9.2.2.3 Los envases que se utilizan cominmente para comercializar los nopales verdura con
espinas se enlistan en el cuadro 4.

CUADRO 4 Envases utilizados cominmente para nopal verdura con espinas

Tipodeenvase | Materia Masa del producto por envase

(kg)

CANASTA CARRIZO 5
CANASTA MIMBRE 25
CANASTA MIMBRE 10
REJA MADERA 30
CAJA PLASTICO 30
*PACAS YUTE 330

* En este caso solo se cubre labase y parte superior de lamisma

10APENDICEA 1

Ver cuadro de clasificacion de defectos.
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12 APENDICE A 2

Determinacién del tamafio paranopal verdura con espinas con base en su longitud.

APENDICEA 1

Clasificacion de defectos en funcidn de su origen e incidencia en la

hortaliza
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Fig. 1. DETERMINACION DEL TAMANO PARA NOPAL VERDURA CON ESPINAS
CON BASE EN SU LONGITUD

12.1 Materia y equipo

Regla o cinta métrica.

12.2 Procedimiento
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Colocar € instrumento de medicion sobre una superficie horizontal y plana y sobre ésta el
cladodio. Determinar su longitud tomando la lectura directamente, como seindicaen laFigura 1.

12.3 Expresion de resultados

L os resultados se deben expresar en centimetros (cm).
12.4 Informe de la prueba

El resultado final de la determinacion serala media aritmética de |as mediciones realizadas.

EL DIRECTOR GENERAL DE LA COMISION NACIONAL DE FRUTICULTURA DE LA
SECRETARIA DE AGRICULTURA Y RECURSOS HIDRAULICOS

LIC. FRANCISCO J. MARQUEZ AGUILAR

EL DIRECTOR GENERAL DE POLITICA'Y DESARROLLO AGROPECUARIOY
FORESTAL DE LA SECRETARIA DE AGRICULTURA Y RECURSOS HIDRAULICOS.

]
. - R .
< S o

e g
— l"l-\. ..

= a

4

ING. ERNESTO BADILLO NAVARRETE

LA DIRECTORA GENERAL DE NORMASDE LA SECRETARIA DE COMERCIO
Y FOMENTO INDUSTRIAL

LIC. CONSUELO SAEZ PUEYO
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9.2 ANEXO 2

CODEX ALIMENTARIUS
NORMA DEL CODEX PARA EL NOPAL
CODEX STAN 185-1993
1. DEFINICION DEL PRODUCTO
Estanorma se aplicaal tallo modificado de las variedades comerciales de nopal es obtenidos de
Opuntia ficus indica, O. tomentosa, O. hyptiacantha, O. robusta, O. inermis, O. ondulata, de la
familia de las Cactaceae, que habran de suministrarse frescos a consumidor, después de su
acondicionamiento y envasado. Se excluyen los nopales destinados a la elaboracién industrial. 1
2. DISPOSICIONESRELATIVASA LA CALIDAD
21 REQUISITOSMINIMOS
En todas | as categorias, de conformidad con las disposiciones especiales para cada categoriay las
tolerancias permitidas, |os nopal es deberan:
- estar enteros;
- ser de consistencia firme;
- estar sanos, deberan excluirse los productos afectados por podredumbre o deterioro que haga
que no sean aptos para el consumo;
- estar exentos de espinas,
- estar limpiosy préacticamente exentos de cualquier materia extranavisible;
- estar préacticamente exentos de dafios causados por plagas;
- estar exentos de manchas pronunciadas,

- estar exentos de dafios causados por bajas temperaturas;
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- estar exentos de humedad externa anormal, salvo la condensacion consiguiente a su remocion
de una camarafrigorifica;

- estar exentos de cualquier olor y/o sabor extranos;

- estar suficientemente desarrollados y presentar un grado de madurez satisfactorio segun la
naturaleza del producto;

- presentar laforma, color, sabor y olor caracteristicos de la especie.

2.1.1 El desarrollo y condicién de los nopal es deberan ser tales que les permitan:

- soportar €l transporte y la manipulacion, y

- llegar en estado satisfactorio al lugar de destino.

2.2CLASIFICACION

Los nopales se clasifican en tres categorias, seguin se definen a continuacion:

2.2.1 Categoria“Extra’

Los nopales de esta categoria deberan ser de calidad superior y caracteristicos de la variedad y/o
tipo comercial. No deberan tener defectos, salvo defectos superficiales muy leves, siempre y
cuando no afecten a aspecto general del producto, su calidad, estado de conservacion y
presentacion en el envase.

2.2.2 Categoriall

Los nopales de esta categoria deberan ser de buena calidad y caracteristicos de la variedad y/o
tipo comercial. Podran permitirse, sin embargo, los siguientes defectos leves, sempre y cuando
no afecten al aspecto genera del producto, su calidad, estado de conservacion y presentacién en
el envase:

- defectos leves de formay color;
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- defectos leves de la piel debidos a magulladuras, cicatrices, costras, manchas u otros defectos
superficiales. La superficie total afectada no debera superar e 5 por ciento.

2.2.3 Categoriall

Esta categoria comprende los nopales que no pueden clasificarse en las categorias superiores,
pero satisfacen los requisitos minimos especificados en la Seccion 2.1. Los nopales de esta
categoria deberdn ser caracteristicos de la variedad y/o tipo comercial. Podran permitirse los
siguientes defectos, siempre y cuando las nopales conserven sus caracteristicas esenciales en lo
que respecta a su calidad, estado de conservacion y presentacion:

- defectos de forma 'y color, siempre y cuando €l producto tenga las caracteristicas propias del
nopal;

- defectos de la piel debidos a magulladuras, cicatrices, costras, manchas u otros defectos. La
superficie total afectada no deberé superar el 10 por ciento.

3. DISPOSICIONES SOBRE LA CLASIFICACION POR CALIBRES

El calibre se determina por lalongitud del nopal, de acuerdo con la siguiente tabla:

Caédigo de Calibre L ongitud (centimetros)
A 9-13
B 13-17
C 17-21
D 21-25
E 25-30
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4. DISPOSICIONES SOBRE TOLERANCIAS

En cada envase se permitiran tolerancias de calidad y calibre paralos productos que no satisfagan
los requisitos de la categoria indicada.

4.1 TOLERANCIASDE CALIDAD

4.1.1 Categoria “Extra”

Cinco por ciento, en nimero 0 en peso, de los nopales que no satisfagan los requisitos de esta
categoria, pero satisfagan los de la Categoria | 0, excepcionalmente, que no superen las
tolerancias establecidas para esta Gltima.

4.1.2 Categoriall

Diez por ciento, en niUmero 0 en peso, de los nopales que no satisfagan los requisitos de esta
categoria, pero satisfagan los de la Categoria Il 0, excepcionalmente, que no superen las
tolerancias establecidas para esta Gltima.

4.1.3 Categoriall

Diez por ciento, en niUmero 0 en peso, de los nopales que no satisfagan los requisitos de esta
categoria ni los regquisitos minimos, con excepcion de los productos afectados por podredumbre,
irregularidades pronunciadas o cualquier otro tipo de deterioro que haga que no sean aptos para el
CONSUMO.

4.2 TOLERANCIASDE CALIBRE

Cinco por ciento parala categoria “Extra’ y 10 por ciento paralas Categorias| 6 Il; en nUmero o
en peso, de los nopales que no satisfagan 10s requisitos relativos al calibre, pero que entren en la

categoriainmediatamente superior y/o inferior alas indicadas en la Seccion 3.
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5. DISPOSICIONES SOBRE LA PRESENTACION

5.1 HOMOGENEIDAD

El contenido de cada envase (0 lote, para productos presentados a granel) debera ser homogéneo
y estar constituido unicamente por nopales del mismo origen, variedad, calidad y calibre. Parala
Categoria “Extra’, €l color y la madurez deberan ser homogeéneos. La parte visible del contenido
del envase (o lote, para productos presentados a granel) debera ser representativa de todo el
contenido.

5.2ENVASADO

L os nopales deberén envasarse de tal manera que el producto quede debidamente protegido. Los
materiales utilizados en el interior del envase deberédn ser nuevos, 2 estar limpiosy ser de calidad
tal que evite cualquier dafo externo o interno a producto. Se permite el uso de materiales, en
particular papel o sellos con indicaciones comerciales, siempre y cuando estén impresos o
etiquetados con tinta 0 pegamento no téxico.

Los nopales deberan disponerse en envases que se gusten a Cédigo Internacional de Précticas
Recomendado para el Envasado y Transporte de Frutas y Hortalizas Frescas (CAC/RCP 44-
1995).

5.2.1 Descripcion delos Envases

Los envases deberdn satisfacer las caracteristicas de calidad, higiene, ventilacion y resistencia
necesarias para asegurar una manipulacion, transporte y conservacion apropiados de |os nopales.
Los envases (0 lote, para productos presentados a granel) deberdn estar exentos de cualquier

materiay olor extrafios.
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6. MARCADO O ETIQUETADO

6.1 ENVASES DESTINADOSAL CONSUMIDOR

Ademas de los requisitos de la Norma General del Codex para € Etiquetado de Alimentos
Preenvasados (CODEX STAN 1-1985, Rev. 2-1999), se aplican las siguientes disposiciones
especificas:

6.1.1 Naturaleza del Producto

Si @ producto no es visible desde el exterior, cada envase debera etiquetarse con € nombre del
producto y, facultativamente, con el de la variedad.

6.2 ENVASESNO DESTINADOSA LA VENTA AL POR MENOR

Cada envase deberd llevar las siguientes indicaciones en letras agrupadas en € mismo lado,
marcadas de forma legible e indeleble y visibles desde el exterior, 0 bien en los documentos que
acompafian a embarque.3 Para los productos transportados a granel, estas indicaciones deberan
aparecer en el documento que acomparia ala mercancia.

6.2.1 I dentificacion

Nombre y direccion del Exportador, Envasador y/o Expedidor. Codigo de identificacién
(facultativo).4

6.2.2 Naturaleza del Producto

Nombre del producto si el contenido no es visible desde el exterior. Nombre de la variedad y/o
tipo comercial (facultativo).

6.2.3 Origen del Producto

Pais de origen y, facultativamente, nombre del lugar, distrito o region de produccion.

6.2.4 | dentificacion Comercial

- Categoria;
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- Calibre (codigo de calibre o gama de longitud en centimetros);

- NUmero de unidades (facultativo);

- Peso neto (facultativo).

6.2.5 Marca de I nspeccion Oficial (facultativo)

7. CONTAMINANTES

7.1 METALESPESADOS

Los nopales deberan gjustarse a los niveles maximos para metales pesados establecidos por la
Comision del Codex Alimentarius para este producto.

7.2 RESIDUOS DE PLAGUICIDAS

Los nopales deberén gjustarse a los limites maximos para residuos establecidos por la Comisién
del Codex Alimentarius para este producto.

8. HIGIENE

8.1 Se recomienda que los productos regulados por las disposiciones de la presente norma se
preparen y manipulen de conformidad con las secciones apropiadas del Codigo Internacional
Recomendado de Précticas - Principios Generales de Higiene de los Alimentos (CAC/RCP 1-
1969, Rev. 3-1997), y otros textos del Codees pertinentes, como los Cédigos de Précticas y
Cadigos de Précticas de Higiene.

8.2 Los productos deberén cumplir los requisitos microbiol 6gicos establ ecidos de acuerdo con los
Principios para el Establecimiento y la Aplicacion de Criterios Microbiol 6gicos a los Alimentos

(CACIGL 21-1997).
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