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Introduccién. El nopal es una verdura de amplia aceptacion
en México principalmente para la preparacion de diferentes
platillos tipicos. De igual forma la produccion del nopa va
en aumento; asi que el nopal desespinado ha llegado a ser un
problema para los productores de esta verdura debido a que a
las pocas horas de haber sido procesado comienza a
presentar manchas obscuras que provocan la pérdida del
color verde brillante que lo caracteriza. Por tal motivo, no es
posible mantener por mucho tiempo el nopal desespinado en
exhibicibn para su venta y mucho menos se puede
transportar a lugares lgjanos de donde se procesa. La
formacién de las manchas en e nopa se debe a un
obscurecimiento de tipo enzimatico.

El objetivo general es determinar el tipo de enzima causante
del obscurecimiento del nopal desespinado y probar una
serie de inhibidores para este proceso.

Metodologia La actividad enzimética (PPO/PO) se
determind usando métodos espectrofotométricos basados en
laabsorcion a475nm y usando Catecol como sustrato parala
polifenoloxidasay, una absorcion a 470nm y Guayacol como
sustrato y peroxido de hidrégeno como donador para la
peroxidasa (1).

Se hicieron tres extractos crudos obtenidos de |as espinas del
nopal, de tejido de nopal sin espinas y de una mezcla de
tgido y espinas. La extraccion se hizo mediante la
homogenizacion de la porcion vegetal con buffer (pH=6.8) y
posteriormente se precipitaron las proteinas mediante dos
métodos, uno con acetona (2) y el otro con sulfato de amonio
(3,4). Se determind la actividad especifica y la cantidad de
proteina total mediante el método de Lowry.

En los ensayos de inhibicion se probd una serie de
compuestos andlogos a sustrato de la enzima; estos ensayos
consistieron en 1.5ml buffer, 0.3ml extracto, 0.2ml de H,O,,
0.2ml de guayacol y 0.2ml de inhibidor. Los inhibidores
probados fueron hidroxicinamatos, ascorbatos y flavonoides
en diferentes concentraciones.

Resultados y discusion. La peroxidasa es la enzima que
tiene actividad en el nopal, siendo las espinas donde se
presenta la mayor actividad. Por un lado, este extracto
presentd un aumento en la actividad enzimética de la
peroxidasa conforme se fue purificando por precipitacion
con sulfato de amonio, y por otro lado, la cantidad de
proteina fue disminuyendo conforme se purifico el extracto
(tabla 1). La precipitacién con acetona no presentd actividad
enzimética. Se determind la actividad especifica de cada
precipitado para comparar los métodos utilizados. Al
andlizar la actividad especifica y la cantidad de proteina en
los precipitados, y tomando en cuenta que la actividad

especifica del extracto crudo como punto de partida, se
encontr6 que €l método de mayor rendimiento fue la
precipitacion de PO saturando con sulfato de amonio a 35y
90% sucesivamente (tabla 1).

Tabla 1 Actividad especifica de Peroxidasa en |os precipitados

Método/ Actividad Especifica O, Proteina
Precipitado UM/s/mgProteina (mg/ml)
Extracto Crudo 450x10° 1 10.68
Sulfato de 1 5
amonio 85% 4.81x 10 107 8.9x 10
Sulfato de 3
amonio 35-00% 4.25 944 7.4x10

De los inhibidores evaluados, el que inhibié por més tiempo la
reaccion de la peroxidasa fue € inhibidor del tipo de |os ascorbatos
con concentraciones de 0.15% y 0.3%. Los otros inhibidores
presentaron tiempos de inhibicion cortos en las concentraciones
probadas.

Conclusiones. Se obtuvo un extracto de las espinas del nopal
con actividad enzimatica. La enzima responsable del
pardeamiento enzimatico del nopal es la peroxidasa. El
mejor método para purificar la porcion proteinica del nopal
fue la precipitacion con sulfato de amonio mediante dos
precipitaciones sucesivas al 35% y 90% de saturacién. El
compuesto que inhibié por més tiempo a la peroxidasa fue €l
inhibidor del tipo de los ascorbatos en concentraciones de
0.15% y 0.3% evitando € pardeamiento enzimético del
nopal.
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