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RESUMEN

La polifenol oxidasa (PPO) es una enzima que causa la reaccion que se
conoce como pardeamiento enzimatico en muchas de las frutas y verduras
gue consumimos y que se traduce en un detrimento en su color, sabor, olor y
valor nutricional. La actuacion de la enzima se basa en la oxidacion de los
compuestos fendlicos presentes en frutas y verduras para generar
pigmentos parduzcos. Los nanomateriales mesoporosos, que han tenido una
gran variedad de aplicaciones en los ultimos afios, podrian tener una
funcionalidad potencial para la inmovilizacion de enzimas en procesos de la
industria alimentaria, lo que permitiria desarrollar un método alternativo a los
tratamientos térmicos tradicionales utilizados en la industria alimentaria. El
objetivo de este trabajo es estudiar el potencial de retencion de la PPO y de
inhibicién de su actividad utilizando diferentes materiales mesoporosos con
diferentes estructuras, morfologia y porosidades, y poder evaluar su
capacidad de inmovilizacién e inhibicién en disoluciones modelo preparadas
con un enzima comercial. Los ensayos fueron realizados con los materiales
Aerosil, MCM-41 Micro, MCM-41 Nano y UVM-7 y posteriormente con estos
mismos materiales funcionalizados con grupos tioles. Todos los ensayos
fueron realizados a un pH de 3,5 ya que este valor es el mas comun entre
frutas y verduras. El nanomaterial que mejor respuesta obtuvo en cuanto a la
inhibicién de la PPO fue el UVM-7 funcionalizado con tioles.

PALABRAS CLAVE: PPO, polifenol oxidasa, pardeamiento enzimético,
nanomaterial mesoporoso, tiol.
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ABSTRACT

Polyphenol oxidase (PPO) is an enzyme that causes the reaction is known
as enzymatic browning in many of the fruits and vegetables we eat and which
results in a detriment in color, taste, smell and nutritional value. The action of
the enzyme is based on the oxidation of phenolic compounds present in fruits
and vegetables to generate brownish pigments. Mesoporous nanomaterials
which have had many applications in recent years, may have potential
functionality for the immobilization of enzymes in processes of the food
industry, allowing to develop an alternative method to traditional thermal
treatments used in industry food. The objective of this work is to study the
potential retention and inhibition of PPO activity using different mesoporous
materials with different structures, morphology and porosity, and to evaluate
their immobilization capacity and inhibition in model solutions prepared with a
commercial enzyme. The assays were conducted with the Aerosil, MCM-41
Micro, MCM-41 Nano and UVM-7 materials and subsequently with these
same materials functionalized with thiol groups. All assays were performed at
pH 3.5, that value is the most common fruits and vegetables. The
nanomaterial best response obtained for inhibition of PPO was thiol
containing UVM-7.

KEY WORDS: PPO, polyphenol oxidase, enzymatic browning, mesoporous
material, thiol.
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RESUM

La polifenol oxidasa (PPO) es un enzim que causa la reaccié que se coneix
com enfosquiment enzimatic en moltes de les fruites i verdures que
consumim i que se traduix en un detriment en el seu color, sabor, olor i valor
nutricionafil. L'actuacio de lI'enzim se basa en l'oxidacié dels composts
fenolics presents en fruites i verdures per a generar pigments marronosos.
Els nanomaterials mesoporosos, que han tingut una gran varietat
d'aplicacions en els ultims anys, podrien tindre una funcionalitat potencial per
a l'immobilisacio d'enzimes en processos de l'industria alimentaria, lo que
permetria desenrollar un metodo alternatiu als tractaments termics
tradicionals utilisats. L'objectiu d'este treball es estudiar el potencial de
retencio de la PPO i d'inhibicio de la seua activitat utilisant diferents materials
mesoporosos en diferents estructures, morfologia i porositats, i poder evaluar
la seua capacitat d'immobilisacio i inhibici6 en dissolucions model
preparades en un enzim comercial. Els ensachos foren realisats en els
materials Aerosil, MCM-41 Micro, MCM-41 Nano i UVM-7 i posteriorment en
estos mateixos materials funcionalitats en grups tioles. Tots els ensachos
foren realisats a un pH de 3,5 ya que este valor es el mes comu entre fruites
i verdures. EI material que millor resposta obtingue en quant a l'inhibicié de
la PPO fon I'UVM-7 funcionalitzada amb tiols.

PARAULES CLAU: PPO, polifenol oxidases, enfosquiment enzimatic,
material mesoporos, tiol.
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1. INTRODUCCION

La comision internacional de enzimas (EC) clasifica la polifenol oxidasa
(Numero EC 1.10.3.1) dentro del grupo de las oxidorreductasas ya que esta
actla sobre los difenoles como aceptor de oxigenos.

La polifenol oxidasa (PPO), mas conocida como tirosinasa, fenolasa,
catecol oxidasa, o-difenoloxidasa, monofenol oxidasa y creolasa, debido a su
actividad como oxidante de los polifenoles, fue descubierta y aislada por
primera vez en hongos, siendo esta una de las razones por las que la
polifenol oxidasa de los hongos se usa como modelo en la mayoria de los
estudios realizados. Esta enzima puede actuar con dos tipos de sustratos:
monohidroxifenoles (ej: p-cresol) y o-dihidroxifenoles (ej: catecol). El primer
tipo de sustrato es hidrolizado en o-fenoles y el segundo tipo es oxidado
formando quinonas. Estas quinonas se polimerizan después en otras
qguinonas fendlicas, creando pigmentos pardos marrones. Ver Figura 1.

OH o
™ X
OH Enzima-2 Cu** Enzima-2 Cu®
/Ej i LZ oy
t _OH
i :
CH,

Monofenol
(sem cor)

PPO + O,

Proteinas

OH (@)
PPO + O,
L M O Polimeros
R OH R o complexos

. marrons
Difenol
(sem cor) o -quinona (colorido)

Aminoacidos (Melaninas)
Agente Redutor

FIGURA 1. Mecanismo de reaccion de la polifenol oxidasa en plantas
(Otwell, 1992).

El control del pardeamiento enziméatico es una de las tareas mas
importantes dentro del sector de la industria hortofruticola, porque esta
reaccion ocurre en la mayoria de frutas y verduras que consumimos,
afectando de esta manera a los atributos de color, sabor, flavor, y valor
nutricional. Se estima que mas del 50% de las frutas del mercado se pierden
como resultado del pardeamiento enzimatico (Whitaker and Lee, 1995).

Una de las frutas que mas se ve afectada por el pardeamiento enzimatico
es la manzana (Malus domestica) debido a su gran contenido en polifenoles,
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es uno de los productos que mas aporta estos compuestos a la dieta
humana (Hertog et al., 1992). El pardeamiento enzimatico es un gran
problema en la industria de transformacién de frutas y verduras, pero sobre
todo en la industria de los zumos (Coseteng and Lee, 1987). Muchos
estudios han demostrado que el pardeamiento enzimatico esta relacionado
con el contenido de polifenoles (Murata et al., 1995) y/o con la actividad
polifenol oxidasa (Walker, 1964).

Diferentes métodos se han utilizado a lo largo de los afios para evitar el
pardeamiento enzimatico en frutas y vegetales en la industria. Los sulfitos se
han utilizado como agentes preventivos del pardeamiento, pero estos
pueden producir alergias en la poblacion y se ha restringido su uso en
alimentos y bebidas (Sapers, 1993). Los tratamientos térmicos son
inadecuados para inhibir la reaccion enzimatica, ya que estos reducen el
contenido de nutrientes y vitaminas y a veces puede inducir a un mayor
pardeamiento enzimatico (Toribio y Lozano, 1986). Por otro lado la adicion
de acido ascorbico es una buena alternativa al uso de sulfitos y otros
agentes quimicos (Denoya et al., 2012). Otras técnicas mas novedosas
como los ultrasonidos (Abid et al., 2013), el uso de CO, supercritico (Gui et
al., 2005), los pulsos eléctricos (Ho et al., 1996), las altas presiones
hidrostaticas (Juarez-Enriquez et al., 2014) y la luz ultravioleta (Mlller et al.,
2014) han mostrado buenos resultados en la inhibicién del pardeamiento
enzimatico, pero estas técnicas aun estan en desarrollo y su implantaciéon
industrial es muy cara.

Por otro lado, desde principios de los afos 90, el desarrollo de nuevos
materiales nanoporosos ha sido muy importante en las investigaciones
cientificas sobre materiales. Por consiguiente se han buscado aplicaciones
para estos materiales en distintos campos como la catdlisis (Taguchi y
Schith, 2005), el desarrollo de medicamentos (Vallet-Regi et al., 2001) y la
industria de la alimentacion (Pérez-Esteve et al., 2013).

De acuerdo con la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), los materiales nanoporosos pueden clasificarse, en funcién del
tamafio de poro, en: materiales microporosos como aquellos que tienen
poros con un diametro de menos de 2 nm, materiales macroporosos
aquellos que tienen diametros de poro mayor de 50 nm y materiales
mesoporosos como aquellos que tienen un tamafio de poro entre 2-50 nm.
La distribucién de los poros de estos materiales, su gran superficie y sus
tamafios de poros hacen que sean comparables con el tamafio de las
enzimas (Wang y Caruso, 2005).

Las propiedades fisico-quimicas de los materiales mesoporosos los hacen
unos candidatos ideales para la inmovilizacién o la inhibicién de la polifenol
oxidasa. Hay muchos estudios sobre la inmovilizacion de enzimas (Arroyo,
1998; Datta et al., 2013), pero solo unos pocos tratan sobre la polifenol
oxidasa y los materiales mesoporosos (Mangrulkar et al., 2012).
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En términos generales, la preparacion de materiales mesoporosos a base
de silicatos con surfactantes se puede ver en la Figura 2, requiere una fuente
de silicatos, una catélisis para la polimeracion de los silicatos, un surfactante
y un solvente, que normalmente es agua.

composite: inorganic mesoporous material
Iyotropic liquid-crystalline phase mesostructured solid/surfactant (shown MCM-41)
(shown 2D hexagonal)

spherical .
micelle rod-shaped micelle

P

FIGURA 2. Proceso de sintesis de materiales mesoporosos por LCT
(Gibson, 2013).

removal of
the surfactant

Los surfactantes de pequefio tamafio molecular, como el bromuro de cetil
trimetil amonio (CTAB), producen materiales con una tamafo de poro entre 2
y 3 nm, por otro lado los surfactantes poliméricos, como los copolimeros
tribloques, pueden producir tamafios de poro mas grande, hasta un diametro
de 30 nm.

El nombre de los materiales en este campo esta bajo la revision de la
Comisibn de Materiales Mesoporosos de la ‘“International Zeolite
Association” (IZA). La mayoria de las veces los descubridores de los
materiales mesoporosos han sido quienes les han puesto nombre, usando
tres letras seguidas de un numero. Las letras hacen referencia a la
universidad, compafiia o grupo de investigacion que ha descubierto el
material y cada uno tiene un sistema de niumeros interno.

Desde el descubrimiento de los primeros materiales mesoporosos a
principio de los 90 ha habido un gran progreso a la hora de realizar las
sintesis del material, el tamafio de poro, estructura. Al mismo tiempo estos
materiales tienen un gran potencial en cuanto a sus aplicaciones.

Los objetivos de este trabajo son probar una serie de materiales
mesoporosos Yy sus funcionalizaciones para comprobar si son capaces de
inhibir o inactivar la polifenol oxidasa, realizando ensayos de inmovilizacion
de proteinas y ensayos de actividad polifenol oxidasa, estableciendo unos
pardmetros de concentracion y de pH especificos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Bifosfato de sodio (NaH,PO,), fosfato disédico (Na,HPO,), dopamina
hidroclorada ((HO),CsH:CH,CH,NH,-HCI), polifenol oxidasa (tirosinasa) de
hongos liofilizada (=1000 unidades/mg), reactivo de Bradford y proteina
standard (seroalbumina bovina 1 mg/ml) para el método Bradford fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich. Los materiales Aerosil, MCM-41 Micro, MCM-
41 Nano y UVM-7 asi como sus homélogos funcionalizados con tioles fueron
proporcionados por el Centro de Reconocimiento Molecular y Desarrollo
Tecnoldégico de la Universidad Politécnica de Valencia.

2.2 Ensayos de inmovilizacién de proteinas

La concentracion de proteina fue medida por el método Bradford (Bradford,
1976) que es un método espectrofotométrico que se basa en la unioén de la
proteina a un colorante, formando un complejo azul. Previamente a proceder
con las medidas se realizé una recta de calibrado con seroalbumina bovina,
para asi obtener la ecuacion de la recta y poder calcular la concentracion de
proteina de las disoluciones con el material. Las medidas fueron hechas por
duplicado para los ocho materiales probados. Las medidas de absorbancia
fueron hechas en el espectrofotbmetro JASCO Modelo V-630 a una longitud
de onda de 595 nm y en cubetas de plastico de 2 ml.

Para los ensayos de inmovilizacién de proteinas se partié de una disolucién
de tampodn fosfato 50 mM a pH 3,5 con una concentracion de enzima de 0,25
mg/ml (1500 u/mg).Previamente a probar los materiales se midi6 la cantidad
de proteina en la disolucion madre con el método que se iba a utilizar para
ver la capacidad de inmovilizacion de los materiales. Para los ensayos de
inmovilizacién de proteinas, aproximadamente 1 mg de material fue puesto
en contacto con 1 mL de disolucién en un eppendorf. Las medidas se
realizaron a tiempos de 10 y 120 minutos.

2.3 Ensayos de actividad Polifenol oxidasa (PPO)

La actividad inicial de la polifenol oxidasa comercial fue medida con un
método espectrofotométrico. La mezcla para que se produzca la reaccion de
oxidacion consiste en 1 ml de tampon fosfato 10 mM a pH 4; 0,25 ml de la
disolucién de enzima y 0,25 ml de dopamina 0,12 mM como sustrato. La
absorbancia de la muestra fue medida a diferentes tiempos: 0, 10, 20, 30,
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Se siguié el mismo procedimiento con las disoluciones de la enzima con el
material, midiendo a los mismos tiempos, para asi obtener la curva de la
actividad de la polifenol oxidasa sola y de esta con los materiales y asi poder
observar las diferencias en el comportamiento.

3. RESULTADOS Y DISCUCION

3.1 Caracterizacion de los nanomateriales

La sintesis del soporte mesoporoso del tipo MCM-41Micro se lleva a cabo
siguiendo la denominada “ruta de los atranos”, una técnica preparativa
sencilla basada en el uso de los complejos que incluye ligandos relacionados
con la trietanolamina (TEAH3) como precursor inorganico y surfactante como
agente director de la estructura. EI material mesoporoso MCM-41nano se
sintetiza siguiendo el procedimiento del bromuro de cetil trimetil amonio
(CTAB) y por ultimo el material UVM-7 se sintetiza mediante la ruta de los
“atranos” basada en el empleo de complejos como trietanolamina (TEAH).

Como se ve en la Tabla 1 la diferencia entre los cuatro nanomateriales esta
en su morfologia; el nanomaterial Aerosil esta formado por esferas de SiO»,
los materiales MCM-41 Micro y MCM-41 Nano también son esferas de SiO;
pero con poros, el tamafio de los poros es lo que diferencia entre el material
Micro y el Nano y por ultimo el UVM-7 es un material amorfo en el que se
aglutinan varias esferas de SiO, con microporos dejando en su interior
macroporos. En la Figura 3 podemos ver fotos al microscopio de estos tres
altimos materiales.

TABLA 1. Caracteristicas de los cuatro nanomateriales utilizados

Nanomaterial Estructura Tamafo de poro | Superficie

Aerosil Esferas de SiO, - 200 m°/g

MCM-41 Micro | Farticulas — de | o >1000 m?/g
SiO, con poros

MCM-41 Nano | barticulas —de |, g4 0y >1000 m?/g

SiO, con poros

Aglutinacion  de | - Microparticulas

particulas de | de SiO; poros de
UVM-7 SiO, con poros 2-50 nm >1000 m2/g
que deja
macroporos  en | - Macroporos
su interior >100 nm
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FIGURA 3. Vista al microscopio TEM de los materiales mesoporosos. 1
MCM-41 Nano. 2 MCM-41 Micro. 3. UVM-7.

Para la funcionalizacion con grupos tioles de la superficie de estos
materiales 1 g de cada uno de los materiales han sido suspendidos en 30
mL de acetonitrilo y sobre dicha mezcla se han afadido 1.86 mL (10 mmol)
de 3-mercaptopropiltrietoxisilano (MPTS). La mezcla se dej6 en agitacion a
temperatura ambiente durante 16 horas. El material funcionalizado se aislo
por centrifugacion, se lavo con acetonitrilo y se secé a 37°C.

En la Tabla 2 podemos ver las cantidades de tioles que quedaron en la
superficie de los materiales.

TABLA 2. Cantidad de tioles en la superficie de los materiales tras su
funcionalizacion medido por la técnica de TGA.

Material mmoles/SiO,
Aerosil 0,31
MCM-41 Micro 0,55
MCM-41 Nano 0,78
UVM-7 0,54
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3.2 Ensayos de inmovilizacion de proteinas

Se partia de una cantidad inicial de enzima de 0,25 mg y como podemos
observar en las Figuras 4 y 5, la polifenol oxidasa (tirosinasa) se mantiene
bastante estable durante el ensayo, por lo que podemos deducir que los
valores obtenidos con los materiales no son producto de una degradacion
natural del enzima y que estos realmente atrapan o inhiben la polifenol
oxidasa. La concentracion de material usada en los ensayos es de 1 mg/ml.

En la Figura 4 se muestra la evolucion de la cantidad de proteina libre en la
disolucién de los materiales sin funcionalizar y en la Tabla 3 se muestran los
porcentajes de proteina retenida. Se puede observar como a los 10 minutos
ya se ve que los materiales hacen efecto capturando entre un 15-25% de la
enzima, siendo el material Aerosil el que mejor resultado da con un captura
del 26,15% y el que peor respuesta da el UVM-7 con una disminucion de
enzima presente en disolucion del 15,09%. Al cabo de 2 horas de contacto
del material con la enzima el porcentaje de captura se sitia entre un 50-
63%, siendo como en la medida anterior el material Aerosil el que mejor
respuesta da con un 62,93% y el que peor el UVM-7 con un 50,4%.

TABLA 3. Porcentaje de retencidon de enzima de los materiales sin
funcionalizar y funcionalizados.

Porcentaje de retencién de enzima

10 minutos 120 minutos
Sin Funcionalizad Sin Funcionalizad
funcionalizar 0s funcionalizar 0s
Aerosil 26,15 +0,01 30,96 +0,01 62,94 +0,01 62,23 +0,01
miCéI;/IO—M 23,10 +0,01 14,17 0,02 59,48 +0,01 70,68 +0,02
'I\\l"a?n'\g"” 16,37 +0,01 | 18354001 | 52,99+0,01 | 64,64 +0,02
UVM-7 15,10 +0,02 15,99 +0,02 50,41 +0,01 66,54 +0,02

10
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FIGURA 4. Cantidad de proteina libre en la disolucion tras la inmovilizacién
con los nanomateriales sin funcionalizar con una concentraciéon de enzima
de 0,25 mg/ml y una cantidad de material de 1 mg/ml.

Como en los materiales sin funcionalizar se puede ver en la Figura 5, que a
los 10 minutos ya se observan los efectos del material sobre la enzima, el
porcentaje de captura esta entre el 15-30% (Tabla 3), siendo el que mejor
actividad ofrece el material Aerosil-SH con un 30,96% y el que peor
respuesta da el Micro-SH con un 14,16% de captura. Se puede observar una
ligera mejoria en la respuesta de con los materiales funcionalizados, excepto
con el material Micro-SH, que su nivel de captura es peor que en ausencia
de tioles. Al cabo de 2 horas de contacto de la enzima con los materiales el
porcentaje de captura se sita entre un 62-70%, en este caso el que mejor
respuesta da al cabo de 2 horas es el material Micro-SH con un disminucion
de la enzima presente en disolucion del 70,67% vy el que peor respuesta da
el material Aerosil-SH con un valor del 62,23%.

11
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Cantidad de proteina en la disolucion de PPO
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FIGURA 5. Cantidad de proteina libre en la disolucion tras la inmovilizacién
con los nanomateriales funcionalizados con una concentracion de enzima de
0,25 mg/ml y una cantidad de material de 1 mg/ml.

Sin embargo, aunque los valores de captura son ligeramente mejores con
los materiales funcionalizados no se observan grandes diferencias entre los
valores de los materiales sin funcionalizar como se puede observar en la
Tabla 3. Los materiales que mejor respuesta dan son los que estan hechos
de microparticulas ya que el tamafio del material es del mismo tamafio que
la enzima y los materiales con nanoparticulas obtienen peores resultados,
esto puede ser debido a que como el tamafio de particula del material es
menor que el de la enzima le cueste mas atrapar a esta 0 se necesite una
concentracion mayor para obtener los mismo resultados que con otros
materiales. Los grupos tioles de los materiales funcionalizados actian
uniéndose al centro activo de la enzima, de esta manera no se puede
producir la reaccion de oxidacion de los polifenoles, estos no pueden
adherirse al centro activo porque ya esta ocupado por el grupo tiol. De esta
manera podria explicarse porque en el caso del material MCM-41Micro a los
10 minutos de contacto con la enzima, el material sin funcionalizar muestra
una mayor retencién de enzima que el material funcionalizado. Esto puede
ser porque los grupos tioles se hayan adherido al centro activo de la enzima,
pero que el material no haya rodeado del todo la enzima.

12
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3.3 Ensayos de actividad de la polifenol oxidasa (PPO)

Los ensayos de actividad de la polifenol oxidasa (PPO) se realizaron tras
dejar un tiempo de contacto enzima-material de 2 horas, ya que en los
ensayos de inmovilizacion se pudo observar que tras tiempos largos de
contacto la interaccion enzima-material es mejor.

Primero se hizo un ensayo de actividad solo con la polifenol oxidasa
(tirosinasa) para observar la curva de cinética sin materiales, después se
probo cada material con la enzima y se repitié esta curva.

La Figura 6 muestra las curvas de cinética obtenidas con los materiales sin
funcionalizar, en ella se puede observar que se produce una disminucién de
la actividad de la polifenol oxidasa con todos los materiales. Esta
disminucién de la actividad se puede ver en la Tabla 4 se encuentra entre un
19-45% con respecto a la actividad sin material. EI material que mas
disminuyé la actividad fue el UVM-7 con un 45,33%, estos datos son muy
parecidos a los obtenidos en los ensayos de inmovilizacién, ya que el
porcentaje de retencion de este material es del 50,4%, sin embargo el que
menos disminuy6é la actividad es el material MCM-41 Micro con una
disminucion del 19,13%, mientras que en el ensayo de retencion tenia un
porcentaje del 59%. Lo mismo sucede con los otros dos materiales, la
disminucién de la actividad de la polifenol oxidasa es menor de la esperada.

TABLA 4. Porcentaje de disminucion de la actividad de la polifenol oxidasa
con los materiales sin funcionalizar durante una hora.

Porcentaje de disminucion de actividad de la polifenol oxidasa

Aerosil 38,52 42,54
MCM-41 Micro 19,14 29,27
MCM-41 Nano 27,52 38,70
UVM-7 45,33 57,56
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Actividad PPO con materiales sin funcionalizar
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FIGURA 6. Curva de actividad de la polifenol oxidasa con los materiales sin
funcionalizar con una concentraciéon de enzima de 0,25 mg/ml y una cantidad
de material de 1 mg/ml.

En cuanto a los materiales funcionalizados con tioles en la Figura 7 se
pueden observar los resultados obtenidos. Se puede ver que también hay
una disminucion de la actividad con todos los materiales, en este caso la
disminucién de la actividad se encuentra entre 29-57%, una ligera mejoria en
comparacion con los materiales sin funcionalizar. El material que mas
disminuye la actividad como en el caso anterior es el UVM7-SH con un
57,56% de disminucion de la actividad que también se acerca a su
porcentaje de retencion que esta en un 66,54%, en este caso también es el
material MCM-41 Micro-SH el qgue menos disminucion de la actividad tiene,
con un porcentaje del 29,27%, alejandose de su porcentaje de retencion del
70%. También sucede lo mismo con los dos materiales restantes, su
capacidad para disminuir la actividad es menor de la esperada.
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Actividad PPO con materiales funcionalizados

==@==AerosilSH

== Micro SH

=== Nano SH

Absorbancia

=>¢=UVM 7 SH

Tirosinasa

0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (min)

FIGURA 7. Curva de actividad polifenol oxidasa con los materiales
funcionalizados con tioles con una concentracion de enzima de 0,25 mg/mly
una cantidad de material de 1 mg/ml.

Como podemos observar en la Figura 8, donde podemos encontrar un
grafico de barras en el que se muestra la actividad PPO tras 1 hora de
medicidon de los materiales sin funcionalizar y funcionalizados con tioles se
puede decir que hay diferencias entre ellos.

Disminucidn actividad de la PPO

0,07

0,06
o
&
< 0,05
§ M Tirosinasa
£ 0,04
(4]
® 003 B Nanomateriales sin
‘o Y . .
< funcionalizar
o
9 0,02 1 Nanomateriales
'3: funcionalizados

0,01

0
Aerosil MCM-41 MCM-41 UVM-7
Micro Nano

FIGURA 8. Comparaciéon de actividad de la polifenol oxidasa con los
materiales sin funcionalizar y los funcionalizados con tioles.
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4. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se ha estudiado la capacidad de inactivar o inhibir la
PPO con los nanomateriales mesoporosos Aerosil, MCM-41 Micro, MCM-41
Nano y UVM-7 y sus respectivas funcionalizados con tioles. Cada uno de
estos materiales tiene una estructura y morfologia distintas que afectan a la
hora de retener la enzima, se ha visto que los materiales con microporos
retienen mejor la enzima que los que tienen nanoporos. En cuanto a la
funcionalizacién de estos materiales con grupos tioles se puede apreciar que
dan resultados ligeramente mejores que con los materiales sin funcionalizar.
Por otro lado en cuanto a los ensayos de actividad de la polifenol oxidasa se
puede decir también que los materiales han disminuido la actividad de la
enzima y como sucedia con los ensayos de retencion, los materiales
funcionalizados han dado una respuesta mejor que los materiales sin
funcionalizar. Por todo ello podemos decir que los nanomateriales pueden
tener un futuro en la industria de la alimentacion como uso en la inactivacion
o inhibicién de la polifenoloxidasa para sustituir a los métodos tradicionales
de inactivaciébn de esta que causan mermas en la calidad del producto,
alterando su sabor, olor y valor nutricional.
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