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EN PRESENCIA DE NANOMATERIALES
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Vicente Ros Lis?.

RESUMEN

La apariencia de un alimento es el primer factor que condiciona al
consumidor a la hora de escoger un producto. El oscurecimiento en frutas y
verduras cortadas se debe fundamentalmente al pardeamiento enzimatico, el
cual se produce por la accion de la enzima polifenol oxidasa (PPO). En el
marco del presente estudio se ha profundizado en el potencial de un material
mesoporoso de silice, sin funcionalizar (UVM-7) y funcionalizado con tioles
(UVM-7-SH), para la inhibicion de la tirosinasa, tanto en sistemas modelo
como en zumos de manzana. En el presente trabajo se presentan los
resultados de caracterizacién del material, los resultados de los ensayos de
cinética enziméatica de la tirosinasa frente a distintos sustratos y condiciones
de pH en sistemas modelo, y finalmente, los resultados de las pruebas de
aplicacién en zumos de manzana. Los resultados confirman que en presencia
de material UVM-7-SH la actividad enzimatica se reduce notablemente hasta
valores similares a los obtenidos mediante procesos de acidificacién. Por otro
lado se observa que la actividad enzimética residual depende la cantidad de
material presente en el medio, y se ha estimado que el ratio material:enzima
capaz de inhibir a la enzima por completo en los sistemas modelo es de 3 mg
por 93,75U. En cuanto a los sistemas reales, se observo que el material UVM-
7-SH consigue inhibir por completo el pardeamiento enzimatico en zumos de
manzana (cv. Granny Smith y cv. Golden Delicious).

PALABRAS CLAVE: PPO, tirosinasa, dopamina, UVM-7, zumos

RESUM

L'aparencga d'un aliment és el primer factor que condiciona al consumidor
a I'nora d'escollir un producte. L’enfosquiment en fruites i verdures tallades es
deu a l'enfosquiment enzimatic, el qual es produeix per l'acci6 del enzim
polifenol oxidasa (PPO). Al marc del present estudi s'ha aprofundit en la
potencial d’'un material mesopords de silice, sense funcionalizar (UVM-7) i
funcionalitzats amb tiols (UVM-7-SM), per a la inhibicié de la tirosinasa, tant
en sistemes model com en sucs de poma. En el present treball es presenten
els resultats de la caracteritzacio del material, els resultats dels assajos de
cinética enzimatica de la tirosinasa enfront de diferents substrats i diferents
condicions de pH en sistemes model, i finalment, els resultats de les proves
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d’aplicacié en sucs de poma. Els resultats confirmen que en presencia de
material UVM-7-SH l'activitat enzimatica es redueix notablement fins a valors
similars als obtinguts mitjangant processos d’acidificacié. Per altra banda,
s'observa que l'activitat enzimatica residual depén de la quantitat de material
present en el medi, i s’ha estimat que el ratio material: enzim capag d’inhibir a
I'enzim completament en els sistemes model és de 3mg per 93,75U. Respecte
als sistemes reals, es va observar que el material UVM-7-SH aconsegueix
inhibir per complet I'enfosquiment enzimatic en sucs de poma (cv. Granny
Smith y cv. Golden Delicious).

PARAULES CLAU: PPO, tirosinasa, dopamina, UVM-7 sucs.

ABSTRACT

Food appearance is the first factor consumers consider when choosing a
product. Darkening in cut fruits and vegetables is mainly due to enzymatic
browning, produced by the action of PPO. This research study the potential of
the silica material UVM-7 and its equivalent functionalized with thiol groups
(UVM-7-SH), to inhibit the tyrosinase both in model system and apple juice.
This paper shows the results of material characterization, the results of
enzyme kinetic assays with different substrates, and finally, the results of the
test on apple juices. Results confirm that in presence of the silica material
UVM-7-SH, enzymatic activity is notably reduced until it reaches similar values
to the ones obtained by acidification processes. Furthermore, it is observed
that the residual enzyme activity depends on the amount of material present
in the medium, and it has been estimated that the material-enzyme ratio
capable of completely inhibit the enzyme in model systems is 3mg per 93,75U.
Regarding real systems, it was observed that UVM-7-SH material completely
inhibits enzymatic browning in apple juices (cv. Granny Smith y cv. Golden
Delicious)

KEY WORDS: PPO, tyrosinase, dopamine, UVM-7, juices.

1. INTRODUCCION

La aceptacion de un alimento por parte de los consumidores depende de
sus propiedades organolépticas, siendo la apariencia en general y el color en
especial los factores que mas condicionan dicha decision. Asi pues, mantener
inalterado el color de los alimentos frescos durante el procesado es uno de
los principales objetivos de la industria alimentaria, por el impacto econémico
gue este hecho puede provocar en la misma.

En el caso de las frutas y verduras, la principal causa de modificacion del
color es el pardeamiento enzimatico, el cual llega a suponer el 50% de las
pérdidas de este tipo de productos debido a la no aceptacion de los mismos
por parte de los consumidores (Whitaker y Lee, 1995).



El pardeamiento enziméatico es una alteracion quimica, enzimatica en sus
primeras etapas, que tiene como sustratos a los compuestos fendlicos a los
cuales transforma en estructuras poliméricas y dota de una coloracion parda
(Bello, 2000). Se trata de un proceso complejo que puede dividirse en varias
etapas: hidroxilacion enzimatica, oxidacion enzimatica y polimerizacion no
enzimatica, estando las dos primeras, hidroxilacién enzimatica y oxidacion
enzimatica, catalizadas por la enzima denominada polifenol oxidasa (PPO).

La enzima polifenol oxidasa (EC 1.14.18.1 o EC 1.10.3.1), también
conocida como tirosinasa, catecol oxidasa, monofenol oxidasa o creolasa,
tiene como centro activo dos iones de cobre (II) (enzima cuprica de tipo 3)
unidos a tres histidinas cada uno. Ademas, esta presente en la naturaleza de
dos formas diferentes que le permiten catalizar los dos tipos de reacciones,
por un lado la hidroxilacion de los monofenoles para formar orto-fenoles y por
otro lado la oxidacién de estos orto-fenoles en quinonas (Figura 1). Estas
formas son conocidas como met-tirosinasa y oxi-tirosinasa, y solamente la
forma enziméatica oxi-tirosinasa es capaz de hidroxilar monofenoles (Sanchez-
Ferrer et al., 1995; Rolff et al., 2011).
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FIGURA 1. Mecanismo de reaccion entre la enzima tirosinasa y los
compuestos monofendlicos y orto-fendlicos (Rolff et al., 2011)

La dltima etapa del proceso de pardeamiento enzimético consiste en la
polimerizacién no enzimatica de las quinonas dando lugar a compuestos
complejos de color pardo llamados melanoides (Rouet-Mayer et al., 1990) que
son los responsables del cambio de color.

Los factores mas influyentes en el pardeamiento enzimatico son, en primer
lugar, la concentracién tanto de la enzima activa como de los compuestos
fendlicos, el pH, la temperatura y la presencia de oxigeno (Martinez y
Whitaker, 1995). Es por ello que el procesado de alimentos con alta
concentracion de tirosinasa y polifenoles, como es el caso de los alimentos de
origen vegetal, conlleva un elevado riesgo de que este tipo de alimentos sufran
pardeamiento enzimatico y consecuentemente un cambio de color que influya
en la aceptacion de los mismos por parte de los consumidores.



Por otro lado es importante resaltar que, la manzana (Malus domestica) es
la segunda fruta mas consumida y producida en Europa segun los datos de la
FAOSTAT, siendo ademas una de las fuentes mas importantes de polifenoles
en la dieta, y por tanto una de las frutas que méas se ve afectada por el
pardeamiento enzimatico (Hertog et al., 1992). Dentro de los compuestos
polifendlicos de la manzana, el acido clorogénico es el compuesto mas
importante por su alta concentracion (Picinelli et al., 1997). Ademas, la
manzana contiene monofenoles como la I-tirosina (Rocha y Morais 2001) que
también es el principal sustrato en otras matrices alimentarias con problemas
de pardeamiento, como es el caso de los crustaceos o el champifion.

Para reducir las pérdidas debidas al pardeamiento enzimatico, la industria
de procesado de frutas y verduras ha hecho uso, a lo largo de los afos, de
diferentes métodos de prevencion basados en tratamientos tanto fisicos como
quimicos. Tradicionalmente, uno de los métodos mas utilizado por la industria
ha sido el tratamiento térmico como método de inactivacion enzimética
(Williams et al., 1986). Sin embargo, el uso de tratamientos térmicos presenta
ciertas desventajas, ya que estos también pueden afectar a otros compuestos
termosensibles presentes en las frutas y verduras, como es el caso de las
vitaminas (Bomber, 1975). Asimismo, compuestos como los carotenoides o
antocianos presentes en los vegetales también son termosensibles y se ven
degradados por la aplicacion de estas metodologias (Buckow et al., 2010).
Ademas es importante resaltar que si la aplicacion de temperatura no es lo
suficientemente rapida y completa, el proceso de pardeamiento enzimético se
ve acelerado (Toribio y Lozano, 1986).

En cuanto a la aplicacién de tratamientos quimicos se refiere, puede
destacarse el uso de agentes acidulantes que disminuyen el pH hasta
inactivar la enzima o agentes quelantes que actian sobre el centro activo de
la enzima inactivandola (Sapers et al., 1989). También se han utilizado los
sulfitos como agentes preventivos del pardeamiento pero el hecho de que
puedan producir alergias en la poblacion ha restringido su uso en alimentos y
bebidas (Sapers, 1993).

Otras técnicas mas novedosas como: el empleo de ultrasonidos (Abid et
al., 2013), el CO2 supercritico (Gui et al., 2005), pulsos eléctricos (Ho et al.,
1996), altas presiones hidrostaticas (Juarez - Enriquez et al., 2014) y la luz
ultravioleta (Muller et al., 2014); han mostrado buenos resultados en la
inhibicion del pardeamiento enziméatico, pero precisan de maquinaria compleja
y su implantacién industrial es extremadamente cara, por lo que a dia de hoy
su implementacion en la industria alimentaria es escasa.

Desde otro punto de vista, el desarrollo de la nanotecnologia y mas
concretamente de los nanomateriales, esta abriendo nuevas é&reas de
investigacion en diversos campos, como es el caso de la medicina y
farmacologia (Vallet — regi et al., 2013) o de la industria alimentaria (Pérez-
Esteve et al., 2013).

Los nanomateriales son particulas de tamafio menor a 100 nanémetros
que pueden formar agregados y estructuras de unas pocas micras. Existen
diferentes tipos de nanomateriales los cuales pueden clasificarse segun su
estructura en: nanocompuestos, nanoparticulas, nanotubos, materiales
nanoporosos y materiales mesoporosos.



Los materiales mesoporosos de silice son sintetizados por la combinacion
de surfactantes micelares con precursores reactivos de silice (Beck et al.
1992; Taguchi y Schith, 2005) (Figura 2) y segun la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), son aquellos materiales que tienen un
tamafio de poro entre 2 y 50nm. Dependiendo del surfactante usado, los
materiales resultantes tendrdn tamafios de poro diferente. Posteriormente
estos materiales pueden ser funcionalizados con distintos grupos quimicos
siguiendo diferentes protocolos de sintesis.

Agrupacion Condensacié_n silice IVlaterial raesoporoso
ricelas sobre las rucelas (MCM-41)

Micela Mlicela

esférica cilindrica

surfactante

FIGURA 2. Proceso de sintesis de materiales mesoporosos por LCT
(Hoffmann et al., 2006)

El material UVM-7 es un material mesoporoso que fue sintetizado por
primera vez en la Universidad de Valencia siguiendo la ruta de los atranos (El
et al.,, 2002). Este material se caracteriza por presentar tanto poros intra-
particula como poros inter-particula, dotando al material de una gran area
superficial y una distribucion estable de poro. Estas caracteristicas hacen que
los materiales mesoporosos de silice sean una buena opcién a la hora de
interaccionar con enzimas (Ispas et al., 2009). Sin embargo, existen pocos
estudios hasta la fecha orientados a estudiar las interacciones entre la
polifenol oxidasa y los materiales mesoporosos de silice como estrategia para
la inhibicion de la polifenol oxidasa en sistemas alimentarios.

El objetivo del presente trabajo es profundizar en el estudio de las
interacciones entre el material UVM-7 y su analogo funcionalizado con grupos
tiol, UVM-7-SH, con la enzima tirosinasa para de esta forma tratar de
comprobar su capacidad de inhibir el pardeamiento enzimatico, tanto en
sistemas modelo como en zumos de manzana.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales

Los materiales utilizados para la inactivacion enzimatica, UVM-7 y UVM-7-
SH, fueron proporcionados por el Centro de Reconocimiento Molecular y
Desarrollo Tecnoldgico de la Universitat Politecnica de Valéncia. Los ensayos
en sistemas modelo se realizaron utilizando una enzima comercial, la
Tirosinasa de champifibn (2687 U/mg) y distintos sustratos: dopamina
hidroclorada ((HO)2CeéHsCH2NH2-HCL), L-tirosina 298% (HPLC) (4-
(HO)CsH4CH2CH(NH2)CO2H) y &cido clorogénico (CisH1s809), todos ellos de



Sigma-Adrich, asi como el bifosfato de sodio (NaH2PO4) y fosfato disédico
(NazHPO4) utilizados en la preparaciéon de los tampones. Finalmente, los
ensayos correspondientes a sistemas alimentarios reales se realizaron en
licuados de manzana de dos variedades distintas (cv. Granny Smith y cv.
Golden Delicious).

2.2. Caracterizacion de las particulas de silice.

La caracterizacion de los materiales de silice sintetizados se llevo a cabo
mediante técnicas de Difraccion de Rayos-X (XRD, Bruker D8 Advance
usando como radiacion CuKa), microscopia de transmisién electronica (TEM,
mediante un JEOL -jem-1010), isotermas de adsorcion/desorcion de
nitrogeno, analisis termogravimétricos (TGA), difraccion laser y potencial Z.

Las isotermas de adsorcion/desorciéon de nitrdgeno se determinaron en un
analizador de adsorcion volumétrico Micromeritics ASAP 2020 a temperatura
de nitrégeno liquido (-196°C). Esta técnica permite estimar los principales
pardmetros que caracterizan la porosimetria de estos materiales (area
superficial, volumen de poro y la distribucion de tamafio de poro EI modelo
BJH (Barrett et al. 1951) se utilizd6 para calcular el volumen total de poro,
mientras que el area especifica de superficie se estimé a partir del modelo de
BET (Brunauer et al. 1938) utilizando bajas presiones. A partir de estos
parametros y conjuntamente con los resultados del estudio mediante rayos X,
se calcula el parametro de celda aoy el espesor de la pared de los diferentes
materiales (Neimark, 1998).

La cantidad de grupos tiol presentes en el material UVM-7-SH se estimé
mediante termogravimetria utilizando un TGA/SDTA 851e Mettler Toledo.

La distribucion del tamafio de particula del UVM-7-SH y UVM-7 asi como
el potencial Z fueron determinados usando un Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK). Para llevar a cabo el ensayo del potencial Z, 1mg del
material correspondiente fue suspendido en 1ml agua destilada y el pH se
ajustd a distintos niveles (2,5; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5) utilizando un pH-metro de
sobremesa de la marca comercial Crison (Kits Basic 20+). La determinacion
del tamafio de particula se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento pero el
pH de medida se fij6 en 6,5. Las muestras fueron sonicadas durante dos
minutos previamente al andlisis para evitar la formacién de agregados. En
todos los casos, los ensayos se hicieron por triplicado.

2.3. Caracterizacion de la enzima tirosinasa

Para la caracterizacion de la tirosinasa se llevaron a cabo ensayos de
cinética enzimatica a varios pH y en presencia de distintos sustratos utilizando
un espectrofotometro (Helios Zeta UV-Vis, Thermo Scientific).

Se prepararon disoluciones de diversas concentraciones entre 0,05mM y
2,5mM de los diferentes sustratos (dopamina, acido clorogénico y L-tirosina)
en 1,25mL de disolucion tampén 10mM a diferentes pH (3,5; 4,5 y 5,5).
Posteriormente se afiadid 0,25mL de la disolucién de enzima (0,14mg/mL-
375U/mL) y se midi6é su absorbancia cada 20 segundos a 420nm. La curva
absorbancia-tiempo obtenida presenta un primer tramo lineal (tres primero



minutos) cuya pendiente esta directamente relacionada con la velocidad inicial
de la reaccion. Representando los valores de la velocidad respecto a las
diferentes concentraciones de sustrato se obtiene el diagrama de velocidad
enzimatica. Estos ensayos se realizaron a 20°C y por duplicado.

Dado que la reaccidn enzimatica de la tirosinasa sigue una cinética
Michaelis-Menten (Espin et al., 2000) se determind las constantes de
velocidad: Km y Vmax utilizando la representacion de Langmuir como método
de linealizacion (Doran, 1998). Posteriormente y partir de estas constantes se
estimaron las correspondientes constantes catalitica y de especificidad de la
tirosinasa para cada sustrato en cada uno de los pH estudiados.

El potencial Z de la disolucion de enzima se midié segun el protocolo
descrito anteriormente para el caso de los materiales mesoporosos utilizando
0,14mg de enzima en 1 mL de agua destilada ajustada a los diferentes pH.

2.4. Estudio de las interacciones enzima-material.

Para evaluar la interaccion enzima material se ha seguido el protocolo
general que se incluye a continuacion, el cual se ha modificado en cada caso
atendiendo a las necesidades del estudio.

Concentraciones diferentes entre 0 y 10mg/mL, de material mesoporoso
se suspendieron en 2mL de tampén fosfato 10mM a pH 4,5. A continuaciéon
se afiadieron 0,5mL de disolucion de enzima 0,14mg/mL (375U/mL) y se
mantuvo en agitacion durante 2 horas a 200rpm. Posteriormente se agregaron
0,5mL de una disolucion de dopamina 0,12mM y se dejé la muestra en
agitacion durante 1 hora. Para finalizar se procedi6 al filtrado de la disolucion
resultante mediante un filtro PTFE de 45nm y se determiné la absorbancia a
420nm utilizando para ello un espectrofotometro JASCO Modelo V-630. A
modo de control se utilizé una disolucion de la enzima en ausencia de material
gue fue sometido al mismo proceso anteriormente descrito.

Para evaluar las interacciones enzima-material a distintos pH se aplico el
mismo protocolo pero esta vez ajustando el pH del tampon fosfato a los pH
deseados, esto es pH 4,5y 5,5.

Para el analisis de la influencia del sustrato, se realiz6 el mismo ensayo
pero en este caso se procedid6 a cambiar el sustrato dopamina por acido
clorogénico y L-tirosina.

Por otro lado, la influencia de la funcionalizacion del material se analizé
utilizando el material mesoporoso UVM-7 en lugar del material UVM-7-SH
siguiendo el mismo protocolo descrito en parrafos anteriores.

A la hora de analizar si la interaccién de la enzima con el material depende
del tiempo de contacto se suspendieron 3mg de material (UVM-7 y UVM-7-
SH) en 1 mL de tampon fosfato 10mM a pH 4,5; seguidamente, se afiadieron
0,25mL de la disolucion de enzima (0,14mg/mL-375U/mL) y se dej6é en
agitacion durante diferentes tiempos (Omim, 1min, 10min y 2h).
Posteriormente se afiadieron 0,25mL de dopamina 0,12mM y se mantuvo en
agitacion durante 1hora mas. Se filtr6 con un filtro PTFE de 45nm y se midio
la absorbancia a 420nm.

Por dltimo, la actividad enzimatica en presencia de UVM-7-SH fue
analizada siguiendo el mismo protocolo descrito en el apartado 2.3, si bien es



cierto que en este caso se utiliz6 un espectrofotometro Multiskan FC de
Thermo Scientific midiéndose la absorbancia de la muestra a 420nm. La
reaccion enzimatica se llevo a cabo en una suspension de 1mg de UVM-7-SH
en 1mL de tampon fosfato 10mM a pH 4,5. Se afiadieron 0,25mL de la
disolucién de enzima (0,14mg/mL-375U/mL) y se mantuvo en agitacion
durante 2 horas. A continuacion, se recogieron 6 alicuotas de 1,25microL de
la disolucion en una placa microtituladora y se afiadieron 25 microL de
dopamina en concentraciones ascendientes (0,5 a 10mM)

2.5. Ensayos con matrices reales.

Los ensayos en sistemas reales se llevaron a cabo sobre licuados de
manzana obtenidos en el laboratorio a partir de dos variedades de manzana,
cv. Granny Smith y cv. Golden Delicious. Para ello se tomaron dos alicuotas
de 2mL del licuado obtenido para cada una de las variedades empleadas. A
una de las alicuotas se le afladieron 20mg de UVM-7-SH vy la otra sirvio de
muestra control. Ambas muestras se mantuvieron en agitacion a 200rpm
durante 60 minutos y se registraron imagenes fotogréficas en intervalos de un
minuto al objeto de poder realizar un seguimiento del pardeamiento
enziméatico que se producia en las mismas.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de las nanoparticulas de silice y de la enzima
polifenol oxidasa.

En trabajos anteriores, se probaron cuatro materiales mesopororos (MCM-
41 nano, MCM-41 micro, UVM-7 y aerosil) como inhibidores de la tirosinasa,
asi como sus analogos funcionalizados con grupos tiol (-SH). Esta
funcionalizacion estd basada en la efectividad demostrada en estudios
previos. En estos estudios se pone de manifiesto el efecto positivo sobre la
inhibiciébn de la polifenol oxidasa que tienen algunos compuestos que
contienen grupos SH como la cisteina (Dudley y Hotchkiss, 1989; Richard-
Forget et al., 1992; Robert et al., 1996; iyidogan y Bayindirli, 2004). Dentro de
los ocho materiales estudiados, el material con mayor potencial de inhibicion
de la polifenol oxidasa fue el UVM-7-SH, de ahi que se seleccionara para este
estudio.

La morfologia y composicion de UVM-7 y UVM-7-SH fueron caracterizadas
mediante técnicas de difraccion de rayos X, isotermas de adsorcion/desorcién
de nitrégeno, microscopia electronica de barrido y potencial Z. La tabla 1
muestra los pardmetros caracteristicos del estudio por difraccién de rayos X y
de las isotermas de adsorcion/desorcion de N2 de la particula mesoporosa
recién sintetizada, después de ser calcinada y funcionalizada con grupos tiol.

El andlisis por rayos X muestra cuatro picos de difraccion indexados como
(100), (110), (200) y (210) caracteristicos de una estructura hexagonal. No
obstante, el difractograma muestra un pico con mayor intensidad entre 2° y
2,5° 26 (d1oo) tanto en la muestra sin calcinar como en la muestra calcinada y



en la funcionalizada. Encontramos el plano principal (dioo) de 43,07 & en el
caso de la particula recién sintetizada, de 38,61 & para la muestra calcinada
y 40,69 A en el caso de la funcionalizada con grupos SH. La existencia en
todos los casos del pico dioco indica que la estructura hexagonal no se ve
modificada con el tratamiento. A partir de estos datos, se procedio a calcular

el parametro de celda ao (a0=2d100*(v/3) ) tanto para el material sin calcinar
(49,7 A) como para el material calcinado (44,59 A) obteniéndose para este
tltimo caso una contraccion de celda de 5,1 A debido a la condensacion de
los silanoles como consecuencia del proceso de calcinacion (Diaz et al., 2003)

Las isotermas de adsorcion y desorcion de nitrdgeno obtenidas para los
materiales analizados son de tipo IV, caracteristica de los materiales
mesoporosos con una estrecha distribucion de tamafio de poro de acuerdo a
la IUPAC. Aplicando el modelo de BET para calcular el area total de superficie,
la isoterma muestra un area de superficie muy baja en el caso de la UVM-7
recién sintetizada (99,24 m2g™') debido a la presencia de surfactante en los
poros que impide la entrada de nitr6geno. Sin embargo, después de ser
calcinada y consecuentemente una vez eliminada toda la materia organica la
de la muestra, la superficie especifica asciende a valores cercanos a 1000
m?gl. Respecto a la UVM-7-SH, el valor es muy similar al de la particula
calcinada, hecho que puede ser debido a que las cadenas de tioles no son lo
suficientemente largas para impedir la entrada de nitrdgeno en los poros. Esta
tendencia también se puede observar en el volumen de poro. Asi, en el caso
de la particula sin calcinar es casi inexistente (0,07 m3g?) mientras que, el
volumen de poro en las particulas calcinadas y funcionalizadas alcanza, en
ambos casos, valores en torno a 0,7 m3g. En cuanto al tamafio de poro de
las muestras indicar que, los valores obtenidos, 2,69nm en el caso del UVM-
7y 2,68nm para el UVM-7-SH, son muy similares a los encontrados en la
bibliografia (Pérez-Esteve et al., 2015)

TABLA 1. Propiedades estructurales del material mesoporoso UVM-7 recién
sintetizado, calcinado y funcionalizado con grupos tiol.

UVM-7 UVM-7 calcinado UVM-7-SH

d100?(A) 43,07 38,61 40,69
26P (9) 2,05 2,29 2,17
Area® (m?gY) 99,24 935,23 909,62
VoLuTen de poro® 0.07 0.73 0.64
(m°g™)

Didmetro de poro® 2 69 2 67
(hm)

ao® (A) 49,7 44,59 50,68
dw ' (A) 17,69 23,98
mmol SH/g SiO2 0,55

aPico de difraccion del plano reticular 100.

b Angulo de incidencia respecto al plano de reflexion.

¢ Superficie especifica calculada mediante BET a patrtir de las isotermas de adsorcion de nitrégeno.
dVolumen y didmetro de poro calculado a partir de las isotermas de adsorcion de nitrégeno.

e Parametro de celda calculado a partir de ag=2d100*(v/3)*

fEspesor de la pared calculada a partir de dw= ao—dp(diametro de poro)



Por ultimo, a partir del andlisis termogravimétrico realizado, se ha
determinado la cantidad por gramo de material de grupos —SH presentes en
las particulas UVM-7-SH. Los resultados muestran una cantidad de 0,54mmol
de SH por gramo de SiO2, resultado coherente a lo encontrado en la
bibliografia (Ros-Lis et al., 2008).

La presencia de las estructuras mesoporosas antes y después de la
funcionalizacion con grupos SH fueron confirmadas mediante las imagenes
tomadas a partir del microscopio TEM. Las figuras 3 (a) y 3 (b) ponen de
manifiesto la ausencia de diferencias estructurales como de tamafio y de
simetria entre las diferentes particulas. Asi pueden apreciarse los canales
caracteristicos de los materiales mesosporosos, si bien es cierto que,
dependiendo de la orientacion de la particula se observan lineas alternas,
blancas y negras, o una matriz hexagonal en la cual los conductos estan en
forma vertical. En relacion con la estructura de ambos materiales, cabe
destacar que no esta formada por pequefias particulas sino que es un
continuo no uniforme de silicio, que en su organizacion forma poros mas
grandes conocidos como poros texturales, ademas de los mesoporos
comentados anteriormente.

a)i A e ' __ tom

FIGURA 3.Caracterizacion de la estructura de las particulas por microscopia
TEM. a) UVM-7 b) UVM-7-SH

Para conocer las posibles interacciones entre la enzima y el material, y
estudiar el mecanismo de la inhibicion, se midié el potencial Z tanto de la
suspensiéon de material de silice UVM-7 y UVM-7-SH, como de la disolucion
de enzima. Los resultados se muestran en la figura 4.

La figura 4 muestra la evolucién del potencial Z producido por el cambio en
el pH del medio. En los tres casos se observa una tendencia clara, a pH mas
acidos se obtienen valores positivos o neutros (entre 0 y 30mV) que van
decreciendo a valores negativos (entorno a -30mV) a medida que se alcanza
un pH mas béasico. En ambos casos existe un cambio brusco del potencial a
pH por debajo de 4,5, siendo mas acusado en el caso de la enzima PPO.
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FIGURA 4. Potencial Z de las suspensiones de particulas de silice UVM-7 y
UVM-7-SH, asi como de la disolucion de tirosinasa (0,14mg/ml) a distintos pH.

Las particulas de silice se cargan positivamente cuando el pH del medio
esta por debajo de su punto isoeléctrico, el cual esta entorno al pH 2-3. Esto
es debido a la formacién del grupo silanol protonado (SiOH?*). Estos valores
concuerdan con los datos obtenidos y mostrados en la figura 4, tanto en el
caso de las particulas funcionalizadas como en el caso de las nativas. Se
puede observar como a pH por encima de 4,5 los valores estan entorno a -
30mV en todos los casos, por el contrario a pH inferiores, el potencial Z se
hace mas positivo. La funcionalizacion con grupos SH no modifica los valores
del potencial Z, procurando la misma tendencia. Esto nos indica que a pH
superiores a 4,5 las repulsiones entre las nanoparticulas serdn mayores,
formandose menos agregados y facilitando la interaccion con la enzima.

Con respecto al estudio del potencial Z del enzima a pH por encima de 4,5,
los valores del potencial estan en el rango entre -35mV y -50mV, sin embargo,
por debajo de 4,5 se vuelve positivo (30mV). La enzima tirosinasa de
champifidn tiene el punto isoeléctrico a pH 3,9 (Wills, 1952), valor que justifica
el cambio de tendencia del potencial Z.

En términos generales, ambos sistemas tienen valores del mismo orden a
los distintos pH evaluados, indicando que la interaccion entre el material y la
enzima podria no ser de caracter electrostatico debido a la repulsién que se
genera entre ellas.

El pH es uno de los parametros més relevantes en los sistemas y procesos
alimentarios dado que afectan a los procesos biologicos, tales como la
actividad enzimatica. Se ha visto como los grupos quimicos ionizables (-
COOH, -NHz2, -SH, etc) de la enzima varian en funcion del pH cambiando la
carga neta de la particula y asi modificando, en parte, la conformacion de su
estructura. Este hecho estd directamente relacionado con la actividad
enzimatica, ya que la perfecta conformacion de la misma es necesaria para
su Optima actividad catalitica (Claramunt, 2013). La mayoria de las curvas que
representan la actividad enzimatica siguen una curva acampanada,
aumentando desde cero en la region acida hasta un maximo y decreciendo a
cero en la region fuertemente basica (Bisswanger, 2014).

En el caso de las frutas y sus respectivos zumos, el pH suele estar
comprendido entre 3,5y 5,5, por lo que la actividad de la enzima tirosinasa
fue medida en dicho intervalo. Se muestra en la figura 5 como a medida que
el pH asciende la actividad enzimatica va aumentando, mientras que es
practicamente nula a un pH de 3,5 (Munjal y Sawhney, 2002).
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FIGURA 5. Velocidad de reaccion inicial de la tirosinasa (93,75U) en funcion
de la concentracion del sustrato (dopamina) a diferentes pH. Valores
experimentales (puntos) y valores predichos (lineas continuas) segun el
modelo de Michaelis Menten.

Junto con el pH, otro de los factores fundamentales a la hora de estudiar
la actividad enzimética es el sustrato. Ademas de dopamina se ensayaron la
L-tirosina y el &cido clorogénico al pH de mayor actividad dentro del intervalo
(pH 5,5). La constante de Michaelis-Menten (km) asi como la velocidad
méaxima de la reaccion (Vmax) fueron determinadas para todos los casos
estudiados mediante la linealizacion de Langmuir. Una vez determinados
dichos parametros, se calcularon la constante catalitica (Kcat) 0 nUmero de
recambio, que nos indica la capacidad de la enzima por transformar el sustrato
en producto y la constante de especificidad o eficiencia enzimatica (Kcat/Km),
parametro relacionado con la afinidad de la enzima por cada (Tabla 2).

TABLA 2. Pardmetros cinéticos de la tirosinasa de champifion (93,75U) en
presencia de tres sustratos diferentes (Dopamina, L-tirosina y acido
clorogénico) a diferentes pH y en presencia de 1mg de UVM-7-SH.

K Cnt.
cat g
Sustrato Kim(mM) Vmax (AA_\bS420 (DAbSs20 MM espemﬁmdgt_j
min-) min-) (AADS420 min't
(mM2)7)
Dopamina pH 3,5 0,53+0,07 0,0040 +0,0001 7.20+0,15 14£2
DopaminapH 4,5  1,011+0,002 0,468+0,007 8618124 852 + 14
Dopamina pH 5,5 1,09 + 0,12 0,78 + 0,03 1432,4+£62,9  1335+201
ClorogénicopH 5,5  0,31+006  0,201+0,009 3709+162  1245+288
L-tirosina pH 5,5 0,10+0,04  0,045+0,004 82,93+ 7,37 834 + 107
Dopamina + UVM-7- ) 5o 4 0,006  0,0057 +0,0004 10,5+ 0,7 17,8+1,2
SH pH 4,5

Vmsx €s la velocidad de reaccion, dependiente de la concentracién de enzima.

Km es la constante de Michaelis-Menten dependiente de la concentracion de enzima.
Keat €s la constante catalitica Kcat=Vmax/[E]

Cnt de especificidad calculada como Keat/Km
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Conforme se va incrementando el pH en el sistema enzima-dopamina
aumentan considerablemente todos los parametros cinéticos. La afinidad de
la enzima por la dopamina (Cnt. de especificidad) alcanza valores superiores
al 1300min*mM-* cuando a pH 3,5 esta cercano al 10. Entre los diferentes
sustratos, la dopamina es claramente el sustrato en el que mayor actividad
enzimatica presenta la tirosinasa ya que el &cido clorogénico y la L-tirosina
muestran constantes mas bajas. El pardeamiento generado es mas lento. El
namero de recambio en ambos casos es menor, sin embargo, para el 4cido
clorogénico la afinidad por la enzima es casi tan alta como para la dopamina.

El sustrato L-tirosina muestra un comportamiento diferente al resto de
sustratos estudiados debido al mecanismo de reaccion. En este caso la
reaccion enzimatica no es inmediata ya que se observa un tiempo muerto
desde el primer contacto enzima-sustrato hasta el comienzo de la reaccion,
de, aproximadamente, 2 minutos. El sustrato L-tirosina solamente tiene un
grupo OH en su anillo fendlico, asi la enzima actta primero afiadiendo otro
grupo OH y formando el sustrato L-DOPA. La formacion de este grupo difenol
es mas lento que la formacion de las quinonas (Toivonen y Brummell, 2008).
Una vez se ha formado el grupo catecol la reaccion ya avanza rapidamente
hasta formar el producto oxidado (melanina) (Hasegawa, 2010)

Asi mismo, se estudio la influencia de las particulas de silice UVM-7-SH
sobre la actividad enziméatica a pH de 4,5, por ser comun en zumos Yy frutas.
Se observa como en presencia de 1mg de UVM-7-SH la velocidad de la
reaccion es mucho menor que al mismo pH sin material presente (Figura 6).
Las constantes catalitica y de especificidad (mostradas en la tabla 2)
descienden bruscamente desde valores cercanos a 800 a valores en torno a
10 en ambas constantes. Esto indica como la afinidad de la enzima por el
sustrato disminuye notablemente en presencia del material. Por otro lado, se
observa que estos valores se asemejan a los obtenidos a pH 3,5 indicando
que la presencia de UVM-7 funcionalizada con grupos tiol provoca una
inhibicion semejante a la que sufre la enzima a pH acido a tiempos cortos, con
la ventaja de no tener que acidificar el medio e interferir en las caracteristicas
sensoriales del producto.

0,40
S A
G —~ 0,30
8 g x4
) A
o
A 0,20 3 A Sin material
o O ;
25 UVM-7-SH
S = 0,10 A
(]
>
A
&
0,00
0 1 2

Dopamina(mM)
FIGURA 6. Velocidad de reaccion inicial de la tirosinasa (93,75U) en funcion
de la concentracion del sustrato (dopamina) a pH 4,5. Sin material presente
(a) y con 1mg/ml UVM-7-SH (¢). Valores experimentales (puntos) y valores
predichos (lineas continuas) segun el modelo de Michaelis Menten.
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3.2. Interacciones entre las nanoparticulas de silice y la enzima
tirosinasa en sistemas modelo.

Para evaluar las interacciones enzima-material y su influencia en la
actividad de la tirosinasa se llevaron a cabo diversas experiencias para
analizar la influencia de distintos factores: pH del medio, tipo de sustrato, ratio
enzima:material, funcionalizacién del material y tiempo de contacto. Para ello
se utiliz6 dopamina como sustrato.

En la figura 7 se muestra la interaccion entre la enzima y los materiales
UVM-7 y UVM-7-SH y asi conocer el efecto de la funcionalizacion. Asi mismo,
se muestra el efecto del ratio enzima material, para el cual se dejé estable la
cantidad de enzima (93,75U) y se vario la cantidad de material presente. Se
observa como el producto generado por la oxidacion de la PPO a
concentraciones bajas, tanto de un material como en el otro, es el mismo y no
disminuye notablemente respecto al generado cuando no hay material
presente. Sin embargo, al aumentar el ratio enzima:material se observa como
en el caso del material UVM-7 la inhibicion es menor. El material UVM-7-SH
inhibe por completo la generacion de pigmentos pardos a concentraciones
superiores a 3mg por 93,75U enzimaticas.

En resumen, se muestra como ambos materiales tienen un efecto inhibidor
sobre la actividad enzimatica, sin embargo, la presencia de tioles favorece la
inhibicién llegando esta a ser practicamente completa. Este hecho sugiere que
la presencia de tioles en un ratio enzima:material adecuado interacciona con
la enzima impidiendo la reaccion enzimatica.

Como se ha visto anteriormente, el pH del medio es un factor relevante en
la actividad de la enzima tirosinasa, es por ello que se analiz6 la interaccion
entre la UVM-7-SH y la enzima a distintos pH con distintos ratios
material:enzima, utilizando dopamina como sustrato. En la figura 8 se muestra
la inhibicién en la reaccién de oxidacion en presencia de material, comparada
con una muestra control tanto para un pH de 5,5 como para un pH de 4.5

100

m UVM-7-SH
mUVM-7
0

/

[0
o

0
B D
o o

Abs,;,0/Abs50 (%)

N
o

Material (mg/ 93,75U)

FIGURA 7. Influencia de la concentracién de material (UVM-7- y UVM-7-SH)
en la inhibicion de la reaccion enzimatica utilizando como sustrato dopamina
0,12mM a pH 4,5 al cabo de una hora de reaccion.
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FIGURA 8. Influencia de la concentracion de UVM-7-SH y del pH en la
inhibicion de la reaccidn enzimatica utilizando como sustrato dopamina
0,12mM al cabo de 1 hora de reaccion.

Como se ha visto anteriormente, la enzima es mas activa a pH 5,5, por lo
que el resultado obtenido del control al cabo de una hora de reaccion es mas
alta. No obstante, y para facilitar la lectura de la grafica, se ha optado por
mostrar los resultados en tanto por 100 respecto al control. Los resultados del
ensayo muestran la tendencia de inhibicién en la enzima conforme se va
aumentando la concentracion de material indistintamente del pH del medio. A
concentraciones bajas el material no es capaz de impedir la reaccion de
oxidacion, sin embargo, a concentraciones mayores (3mg/93,75U vy
10mg/93,75U) se produce ya una inhibicion total que provoca que no se
genere producto.

Asi mismo, para conocer la influencia del sustrato en el sistema enzima-
material este ensayo también fue realizado para los sustratos L-tirosina y
acido clorogénico. El comportamiento es similar al mostrado con dopamina.
Al aumentar la concentracion de material aumenta la inhibicion enziméatica
llegando a ser total a concentraciones de 3mg por 93,75U. Estos datos nos
sugieren que la accion del material es independiente de sustrato y del pH
siendo s6lo dependiente de la relacion enzima:material.

Por ultimo, se realizaron pruebas a distintos tiempos de contacto entre la
enzima y el material para comprobar la dependencia de este. Para ello, las
particulas UVM-7 sin funcionalizar y UVM-7-SH se mantuvieron en agitacion
durante diversos tiempos de contacto entre 0 y 2 horas. Posteriormente, se
afiadio el sustrato (dopamina) y se dejé durante una hora.

Para este ensayo se eligié una ratio de 3mg/93,75U y un pH de 4,5 ya
que, como se ha visto anteriormente, la inhibicion enzimatica por parte de
UVM-7-SH llega a ser total y dicho pH se ajusta mas al encontrado en las
diferentes frutas.

En la figura 9 se representa la influencia del tiempo de contacto entre la
enzima y el material respecto a pardeamiento generado posteriormente.
Todos los tiempos son comparados con la muestra control sin material
presente. A primera vista, se observa como la variacion en los tiempos de
contacto no modifican sustancialmente la respuesta obtenida en ningun caso.
En el caso del material sin funcionalizar, UVM-7, se observa como el tiempo
de contacto entre la enzima y el material no afecta en tiempos menores a 10
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minutos. En cambio, parece que a tiempos largos la inhibicion es menor que
a tiempos cortos.

Por el contrario, utilizando UVM-7-SH se observa un pequefio cambio entre
tiempos cortos (menores a 1 minuto) y tiempos largos. Efecto positivo debido
a la falta de tiempo de contacto que habra entre los materiales y la enzima en
muestras reales. En un sistema real tanto la enzima como los diferentes
sustratos estan presentes en la misma matriz, de manera que la reaccién
enzimatica comienza en cuanto se produce el contacto con el oxigeno, y por
tanto, con los materiales.
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0 1 10 120

Tiempo de contacto (min)
Sin material B UVM7 UVM7-SH

FIGURA 9. Influencia del tiempo de contacto entre la enzima (93,75U) vy el
material (3mg) sobre la inhibicidén de la reaccién enzimética a pH 4,5.

3.3. Ensayos con matrices reales.

Una vez comprobado el efecto de las nanoparticulas UVM-7-SH en los
sistemas modelo se estudi6 el efecto de las particulas en zumos reales. Dos
variedades de manzana fueron elegidas para el ensayo, en primer lugar la
variedad Golden Delicious al ser la variedad més consumida y cultivada en
Europa, y por otro lado, la variedad Granny Smith debido a su estabilidad en
composicibn entre diferentes lotes y origenes, garantizando la
reproducibilidad en los resultados (Barrera et al. 2009).

Diferentes concentraciones de UVM-7-SH fueron afiadidas al zumo recién
licuado. Afadiendo 1mg/mL de nanomaterial sobre el zumo el pardeamiento
enzimatico no consigui6 ser frenado. Aumentando la concentracion a 5mg/mL
se logra reducir ligeramente la reaccion de oxidacién durante los primeros 10
minutos. A partir de una concentracion de 10mg/mL se consigue inhibir por
completo la accién de la enzima tirosinasa en el zumo. Los resultados
obtenidos se muestran en las figuras 10 y 11. Los viales de la izquierda en
estas imagenes contienen zumo natural de manzana sin mesoparticulas,
mientras que a los viales de la derecha se les afiadié 10mg/ml de UVM-7-SH.

Las muestras de la izquierda sufren el proceso de pardeamiento
enzimatico tipico de estas matrices. Debido a la rapidez del proceso de
oxidacion, el cambio de color es evidente en tan solo 1 minuto. Tras 10
minutos de exposicion al oxigeno el zumo cobra un color rojo cobrizo muy
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distinto del color amarillo inicial. Se observa como en ambos casos, el zumo
natural sin particulas pardea con el tiempo, sin embargo, en presencia de
particulas UVM-7-SH la oxidacion no se produce. La accion inhibidora de las
particulas UVM-7-SH sobre la enzima tirosinasa es tal que, una vez
transcurridos 60 minutos, mientras la oxidacion del zumo sin materiales ha
llegado a un punto muy avanzado, el zumo con particulas afiadidas sigue sin
sufrir pardeamiento.

FIGURA 10. Evolucién del color en licuado de manzana variedad Golden sin
material (izquierda) y con 10mg/ml de UVM-7-SH (derecha).

FIGURA 11. Evolucion del color en licuado de manzana variedad Granny
Smith sin material (izquierda) y con 10mg/ml de UVM-7-SH (derecha)

La necesidad de aumentar la cantidad de material presente por mL de
zumo para poder obtener buenos resultados concuerda con los resultados
obtenidos en el sistema modelo, en el cual se observaba una relacion entre la
inhibiciébn y el ratio enzima:material. Estos resultados sugieren una
dependencia directa entre la concentracion de particulas UVM-7-SH vy la
actividad de la enzima PPO. Asi mismo, segun la bibliografia (Reinkensmeier
et al., 2016), el volumen de la actividad enzimética de las dos variedades de
manzana estudiadas es la misma, hecho que concuerda con la necesidad de
utilizar en ambos casos la misma cantidad de material mesoporoso para
asegurar la inhibicion.
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Un ultimo ensayo con muestras reales fue realizado utilizando UVM-7 para
comprobar la accibn de los grupos tiol presentes en las particulas
funcionalizadas. Se observO como durante los primeros minutos, el
pardeamiento enzimatico era mas lento en presencia del material, no obstante
pocos minutos después el pardeamiento ya se encontraba en una fase
avanzada, pese a utilizar la misma concentracion de material que en el caso
de la UVM-7-SH. Por ello cabe pensar que los grupos —SH actuarian, bien en
el centro activo de la enzima o bien en su estructura, provocando su
inactivacion y con ello frenando el pardeamiento enzimatico.

4. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que el uso del material mesoporoso UVM-7
funcionalizado con grupos tiol es capaz de inhibir la enzima tirosinasa, y con
ello detener el proceso de oxidacién enzimatico de los distintos sustratos,
tanto en sistemas modelo como en zumos de manzana de las variedades
Golden Delicious y Granny Smith recién licuados. Los resultados del potencial
Z y las constantes enziméticas indican que la interaccion entre el material y la
enzima sera de caracter quimico, mediante la interaccion con el centro activo
de la enzima o con su estructura, y no de caracter electrostéatico. Por otro lado,
la cantidad de UVM-7-SH necesaria para la inhibicién de la enzima depende
de la cantidad de tirosinasa en la matriz. Ademas se ha determinado la
relacion de la actividad enzimatica con el pH del medio y de los sustratos
presentes en el sistema, siendo mas activa a pH 5,5 y con dopamina como
sustrato, no obstante en presencia del material funcionalizado la respuesta de
inhibicién es la misma.
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