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1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS




1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La aplicacién de enzimas en indus-
trias de procesado de <citricos es una practica
de uso corriente en el desarrollo de tecnologias
avanzadas. Va dirigida fundamentalmente a incremen-
tar la calidad del producto por reduccién de
su amargor o viscosidad, o bien a aumentar el
rendimiento en componentes extraibles de los

mismos para su aplicacién posterior.

Los citricos contienen dos tipos
de compuestos amargos quimicamente diferentes,
flavonoides y 1limonoides, que afectan de forma
distinta a la calidad de los citricos y sus produc-
tos derivados. Los flavonoides se encuentran
distribuidos en todo el fruto, alcanzando su
maxima concentracién en el albedo. Los limonoides,
por su parte, se presentan en los citricos en
menores proporciones que los flavonoides, no
habiéndose detectado su presencia en los sacos
de jugo. Ademds, contribuyen de forma minoritaria

al sabor amargo total de un jugo citrico.



De entre los flavonoides, el
principal responsable del sabor amargo es la
pnaringina, y su procesado para limitar su concen-
tracién a niveles moderados se ha realizado
por varias técnicas: seleccionando el fruto,
por control de la presién empleada en la extraccidn
del jugo o por mezcla de diferentes zumos.
En la actualidad, el uso de hidrdlisis enzimatica
de naringina por naringinasa, constituye un
medio de eliminar eficazmente el amargor . La
adicidén de 1la naringinasa soluble a los zumos
es un proceso de alto coste que implica, ademas,
la adicidon de componentes extrafios a los mismos
para lograr la eliminacién de la naringina,
sin conseguirlo, a pesar de ello, ya que la
actividad enzimatica es inhibida por los componen-
tes del zumo asi como por los propios productos
de la hidrdélisis. Para solventar los problemas
inherentes a estas desventajas, 1la wutilizaciodn
de reactores de enzimas inmovilizadas supone
un gran avance en la optimizacién de los procesos
industriales que conducen a 1la obtencidén de
jugos citricos no amargos. Ademds, la utilizacién
de tal tipo de derivados permitiria la reutiliza-
cion del biocatalizador, asi como un mejor
control del proceso de desamargado, posibilidades
ambas que redundarian en una disminucién del

coste global del proceso.

Sin embargo, y a pesar de
la abundante bibliografia existente sobre posibles
aplicaciones de las enzimas inmovilizadas en

procesos industriales, algunas de cuyas referen-



cias se basan en la utilizacién de naringinasa
inmovilizada, 1la utilizacidn de estos sistemas
en la industria es muy escasa, debido esencialmen-
te a la parquedad de modelos matematicos generali-
zados que representen la hipdtetica descripcidn
fisica de tales sistemas y a la inexistencia
de modelos digitales que sean operativos y tengan
posibilidades de wuso habitual para el calculo,
disefio y control de unidades en las que se desarro-

llen estos tipos de procesos.

Asi pues, el objetivo general
del presente trabajo ha consistido en el analisis
y simulacién de un reactor de lecho fijo de naringi-
nasa inmovilizada en vidrio poroso, para conseguirlo,
ha sido necesario cubrir los siguientes objetivos

particulares:

12) Proponer un método alternativo para la caracte-
rizacidén de la actividad O -ramnosidasa de naringi-
nasa haciendo uso del sustrato sintético p-nitrofe-
nil- & -L-ramnésido, ya que en 1la bibliografia
no existe un método rapido, sensible y econdmico
para determinar dicha actividad de forma especifica
y deferenciada de la actividad global de 1la enzima
naringinasa. Dicho sustrato es absolutamente
éspecifico de la citada actividad, y uno de los
productos de la reaccidén hidrolitica, el p-nitrofe-
nol, es facilmente cuantificable colorimétricamente,
mostrando, ademds, una absortividad molar elevada,
lo que implica una gran sensibilidad del método

que se propone.



22) Proceder a la inmovilizacién de 1la enzima
naringinasa, usandose para ello un soporte de
vidrio poroso de naturaleza hidrofilica bien
definida, ya que va recubierto por una capa de
residuos de glicerilo y cuyo tamafilo de particula
es uniforme. La inmovilizacidén se ha llevado
a cabo por cuatro procesos distintos tendentes
a implicar en la unién soporte-proteina a cuatro
residuos de aminodcidos diferentes de 1la enzima
con el fin de estudiar el efecto de la modificacidn

quimica sobre la actividad del derivado.

392) Estudiar la influencia del tamafio de poro
del soporte, manteniendo constante el nivel de
modificacidén quimica de la enzima, sobre la activi-
dad del derivado, siendo éste un parametro extraor-
dinariamente importante en el estudio del comporta-
miento cinético de las enzimas inmovilizadas

por los problemas de difusidén interna que se

plantean.

42) Proceder a 1la caracterizacién del mejor

de los derivados obtenidos frente al sustrato
sintético propuesto y al sustrato natural naringina,
obteniéndose los parametros cinéticos intrinsecos
en ambos casos, asi como al estudio de la estabili-
dad al almacenamiento y operacional de dicho
derivado, siendo este Gltimo parametro fundamental
cuando se prevé la aplicacién del sistema a un

proceso continuo.



59) A fin de describir. cuantitativamente la
interaccién de 1la reaccién enzimatica con las
limitaciones difusionales internas, se pretende
desarrollar un modelo matematico para reacciones
enzimdticas heterogéneas monosustrato, en las
que la enzima se encuentra inmovilizada en particu-
las esféricas porosas, obteniéndose 1los perfiles
radiales de concentracién adimensional de. sustrato

en la particula, asi como el correspondiente

factor de eficacia.

62) Formular la ecuacidén de diseiic de un reactor
de lecho fijo para este tipo de sistemas, y resol-
verla teniendo en cuenta la variacidén continua
que experimenta el factor de eficacia a lo largo
del reactor, examinando la influencia que puedan
tener cambios en 1los pardmetros cinéticos y de

operacidén sobre los perfiles axiales de conversidn.

72) Por Gltimo, proceder a la verificaciodon sistema-
tica de los modelos propuestos comparando los
resultados experimentales obtenidos con los predi-
chos por los citados modelos en términos de conver-

sion y de factores de eficacia.



2.- ANTECEDENTES




2.- ANTECEDENTES

2.1.- LA NARINGINA, FLAVONOIDE RESPONSABLE DEL
AMARGOR EN CITRICOS

En los citricos se encuentra una
gran variedad de flavonoides. Estos aparecen
normalmente como glicésidos y se hallan ampliamente
distribuidos en todos los tejidos, pero en mayor

concentracién (mids de un 2%) en el albedo y fragmen-

tos de membrana (1).

En funcidén del disacarido predominan-
te en la composicién del flavonoide, éstos se
dividen en dos grupos quimico-taxondémicos : neohespe
ridosas (Z-O—CX—L-ramnopiranosil—‘3—D—glucopiranosa)
y rutinosas (6-O—cx—L—ramnopiranosil—‘3-D—glucopir3
nosa) (1).

Los flavonoides que alcanzan mayor
concentracién son la naringina y 1la hesperidina;
la primera predomina en pomelos y naranjas tanto

» 3 - k3 .
amargas como acidas, mientras que la hesperidina



se encuentra principalmente en naranjas, limones

y varias clases de mandarinas (2).

La concentraciéon de flavonoides
en los zumos citricos debe ser reducida, por
dos razones, fundamentalmente. En primer lugar,
su insolubilidad da 1lugar a 1la aparicién de
depbésitos cristalinos en 1la superficie de los
equipos de procesado (3); y, en segundo lugar,
algunos de estos compuestos muestran un acusado
sabor amargo, lo que confiere a los zumos un

sabor desagradable (4).

Se ha estudiado con detalle
la relacién existente entre 1la estructura del
disacarido del flavonoide y el amargor que confiere
al zumo que lo posee. Asi, inicialmente se pensd
que era el tipo de enlace entre la ramnosa Yy
la glucosa el factor determinante del amargor,
siendo el aglicon el modulador de esta propiedad,
ya que la narirutina, isémero « (1-— 6) ramnoglu--
cosidico de la naringina, no es amarga (5) mientras
que la poncirina (un ¢ (1—— 2) ramnoglucésido
de 1la neohesperidosa) es menos amarga que la
naringina, llegandose por lo tanto a la conclusién
de que todos los 2-ramnoglucésidos eran amargos
y solo ellos (6). Sin embargo, en estudios poste-
riores se ha confirmado que el amargor es fundamen-
talmente debido al enlace (1——2 ), es decir,
no se requiere que el disacarido sea un ramnoglucéd-
sido, ni tan siquiera que sea o 6 3 el enlace
entre las dos unidades de azucar, importando

poco ademds el tipo de enlace con el que el



segundo azicar se une al esqueleto de la flavonona

(7,8).

La naringina, el 7-(2-ramndsido-
- B -glucésido) de la 4', 5, 7-trihidroxiflavanona
(Figura 1), es el principal flavonoide responsable
del sabor amargo en los zumos y jugos citricos,
y fué descubierta en 1857 por De Vry (9) en las
flores de los &rboles de pomelo que crecian en

Java.

A lo largo del proceso de maduracidn
del fruto se produce una marcada disminuciodn
de la concentracién de naringina, y por tanto
del amargor, dependiendo, ademds el contenido
en dicho flavonoide, de factores tales como el
tipo de fruto, la estacidén del afio y las condiciones

de extraccidén y filtracidén del zumo que se obtenga
(10, 11).

Se ha determinado que la naringina
se encuentra en los zumos de citricos en una
proporcién media del 0,07%, siendo necesario
el tratamiento del zumo a fin de disminuir estos
niveles si se desea que tengan una aceptacidn
comercial satisfactoria, vya que ese orden de
concentracién confiere un sabor muy desagradable.
Cuando se disminuye la concentracién de naringina
en los zumos citricos a niveles del orden del
0,03%, el sabor amargo desaparece (12); sin embargo,
los resultados de muchas pruebas organolépticas
realizadas han demostrado que no conviene reducir
a tales niveles la concentracién del flavonoide,

ya que un cierto grado de amargor se considera



FIGURA 1.-

o

Estructura de la naringina.
7—(2—ramnésido—B-—glucésido) de la

4',5,7 trihidroxiflavanona.



que resulta refrescante, por lo que el contenido
en naringina de los zumos citricos se suele
reducir industrialmente al 0,05% valor que permite
equilibrar las dos ©propiedades deseadas para
el zumo : ausencia de amargor y frescor. Por
otra parte es conveniente poder controlar el
amargor del producto final sin afectar de forma

adversa otras propiedades organolépticas del
zumo (13).

Se han propuesto diversos métodos
para reducir el nivel de naringina de los produc-
tos citricos. El primero de ellos consiste
en la extraccién de dicho flavonoide con carbdn
activo, en determinadas condiciones de pH vy
temperatura, pero este tratamiento no es aplicable
puesto que también se extraen otros compuestos

que contribuyen a la calidad del =zumo o derivado

citrico (14).

Por otra parte, 1la hidrdlisis
acida de la naringina, utilizando 4cido clorhidri-
co a 902C (15) o una mezlca de 4&cido férmico-
-ciclohexanol (16), son procedimientos demasiado

drasticos para su aplicacidn practica.

Sin duda. alguna, el método mis
ampliamente utilizado para la eliminacién de
la naringina, es la hidrélisis enzimatica.
La wutilizacién de enzimas como medio eficaz
y selectivo de reducir los niveles de naringina
se ha convertido en una practica industrial

corriente, ya que se trabaja en condiciones



suaves, lo que redunda en el mantenimiento
de 1las propiedades del producto final, a 1la
vez que simplifica el numero de manipulaciones
necesarias para conseguir el objetivo propuesto.
Este método fué propuesto en Japén en 1955
y desde entonces ha sido objeto de muchas patentes
basadas en producir y utilizar una enzima capaz
de hidrolizar el componente disacdrido neohesperi-
dosa de los flavonoides, pudiendo esta hidrélisis
limitarse al enlace (1——2) que 1liga a los
azicares constituyentes de la parte glicosidica
vista la relacién exclusiva existente entre

este tipo de enlace y el amargor (8,9).

2.2.~ ACTUACION DE LA ENZIMA NARINGINASA

La naringinasa es una enzima
que hidroliza la naringina en dos etapas, siendo
cada una de ellas catalizada por una actividad
diferente de la enzimaj asi la actividad o -
-ramnosidasa (E C 3.2.1.40) hidroliza la naringi-
na a ramnosa y prunina (7- B -glucdésido de 1la
4', 5,7-trihidroxiflavanona) , producto este
ultimo que es sustrato de la actividad ﬁ—glucosidg
sa (E C 3.2.1.21) que 1lo degrada a glucosa
y naringenina (4',5,7- trihidroxiflavanona)
Un esquema de 1la reaccidén se representa en

la Figura 2.
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FIGURA 2.- Hidrdlisis enzimitica de la naringina.



Se ha demostrado que la prunina
es aproximadamente tres veces menos amarga
que la naringina (12); ello hace que para lograr
el desamargado de un zumo, no haya necesidad
de degradar la naringina por completo a naringeni-
na, proceso que es mds lento en su conjunto
y que ademds puede dar lugar a la formacidn
de un precipitado en el zumo de <cristales de
napingenina/ dada su insolubilidad en medio

acuosg.

Asi pues, es suficiente la activi-
dad -ramnosidasa para proceder al desamargado
de zumos. La enzima empleada para ello puede
ser la misma que se encuentra en los zumos
recién obtenidos, © la que se puede adicionar
en el caso de que carezcan de ella o se desee
acelerar el proceso. De cualquier forma, tanto
si la enzima se encuentra ya en el 2zumo, como
si es exdgena, es necesario caracterizar adecuada-
mente el nivel de actividad ¢ -ramnosidasa
que presenta, a fin de controlar la extensidn
de la hidrdlisis de naringina a prunina y obtener
asi un zumo con las caracteristicas organolépticas

deseadas.



2.3.- EXTRACCION Y PURIFICACION

El enorme interés practico que
presenta la hidrdlisis enzimatica de los componen-
tes amargos de los productos citricos, requiere
disponer de una preparacidén enzimdtica purificada

y libre de enzimas contaminantes.

La naringinasa es una enzima
que no se encuentra en abundancia en la naturale-
za. De hecho, no se ha detectado su presencia
en el reino animal, mientras que en el vegetal
tan s6lo se ha detectado en citricos (en 1la
regién comprendida entre el flavedo y el albedo
del pomelo), en las semillas de apio (17, 18),

y en las hojas del arbol Citrus decumana (19). Sin

embargo, el aislamiento y purificacién de la acti-
vidad hidrolizante de naringina de las dos
r’ . . .«

ultimas fuentes condujo a wuna preparacidén que
era capaz de hidrolizar la naringina a naringenina
y el disacarido intacto, debiendo pues considerar-
se dicha enzima como wuna [3—g1ucosidasa, y
no realmente como naringinasa, ya que no estaba

presente la actividad -ramnosidasa.

Dado que las cantidades extraibles
de la enzima naringinasa de fuentes de origen ve-
getal son muy pequefias, fué evidente desde un pri
mer momento, que se necesitaba otra fuente distinta

capaz de producir la enzima en cantidades suficien



tes para su aplicacién practica. Por ello, cuando
se encontré que una preparacidn comercial de
enzimas pécticos de origen fungico denominada
Pectinol 100-D (de Rohm and Haas Co.), era capaz
de hidrolizar completamente la naringina en
disolucidén acuosa a ramnosa, glucosa y naringenina
(19), 1los estudios sobre obtencién de enzimas
de origen fungico, se dirigieron hacia el aisla-
miento, purificacién y comercializacién de nuevas
preparaciones enzimiticas de naringinasa. Efectiva-
mente, ciertos cultivos de microorganismos,
principalmente del reino Fungi, han resultado
ser las mejores fuentes de naringinasa. En ellos,
se induce la sintesis de la enzima haciéndolos
crecer en un medio de cultivo que contiene naringi-
na, pudiéndose realizar este proceso a escala
industrial. Es asi como se han obtenido muchas
preparaciones enzimaticas de naringinasa: "Naringi-

nasa C" (20), "Kumitanase" de Aspergillus niger

(7,11,21-25), "Sclase" de Coniothyrium diplodiella

o "Sankyo Naringinase" de Aspergillus usamii

mut. shirousamii (26).

La purificacidén de la preparacién
enzimdtica a utilizar, tanto para una caracteriza-
cién completa de la enzima, como para la aplica-
cién prdictica consecuente, es una etapa decisiva
en la obtencién de la enzima. En este tipo de
preparaciones enzimdticas suelen estar presentes
enzimas pécticas, que se ponen de manifiesto
porque reducen considerablemente la viscosidad
del zumo; sin embargo su presencia no es deseable
ya que pueden romper el sistema hidrocoloidal

complejo que mantiene a los componentes del

- 17 -



zumo en suspensién, por lo que el procedimiento
mis usual para la obtencidén de una preparaciodn
enzimitica satisfactoria incluye 1la separacién
de estas enzimas contaminantes. En primer lugar
se selecciona el cultivo que presenta la mayor
actividad naringinasa, que se hace crecer en
un medio con nutrientes adecuados para la produc-
cién de la enzima, ya que esta no es sintetizada
por el microorganismo en condiciones normales.
Seguidamente, se efectia una purificacidén parcial
por tratamiento de los extractos del cultivo
con alcohol para precipitar las proteinas,
para a continuacién filtrar y secar el precipitado
proteico obtenido con aire (20). La eliminacién
de las enzimas pécticas se realiza por diferencia
de solubilidad de 1las glicosidasas y pectinasas
en disolucién alcohélica (27) o por inactivacién
diferencial de las pectinasas a pH 8 y 379C
(28). En lineas generales éste es el tratamiento
para conseguir una preparacioén enzimatica,
aunque puede diferir ligeramente segun la fuente
de partida. Sin embargo, en ningin caso se
especifica en la bibliografia el criterio para

determinar la pureza de las naringinasas asi
obtenidas, empleandose normalmente estas prepara-

ciones en los ensayos analiticos.



2.4.- PROPIEDADES

Una vez que ha sido obtenida una pre-
paracién enzimatica de naringinasa 'y antes
de su aplicacién pridctica en el desamargado
de citricos y sus derivados, se requiere un
conocimiento previo de las caracteristicas
moleculares y cinéticas de la enzima. Sin embargo,
en la bibliografia disponible no se ha encontrado
una caracterizacidén completa de la naringinasa
en sentido estricto, sino mas bien estudios
de las condiciones Odptimas de actuacién de
la enzima para llegar a un grado de hidrdlisis
de la naringina satisfactorio para eliminar
el amargor del zumo. Tan sdlo en un caso, existe
una referencia bibliografica que menciona 1la
separacion, mediante técnicas electrocromatografi-
cas (29), de 1las dos actividades c¢nzimaticas
de la naringinasa. Puesto que dichas actividades
se determinaron en fracciones asociadas a dos
bandas de proteina diferentes, es obvio deducir,
que la naringinasa contiene como minimo dos
tipos de cadenas  polipeptidicas diferentes.
Sin embargo, en dicho trabajo no se 1llegé a
ninguna conclusién en ese aspecto, dedicandose
los autores tan s6lo a ensayar 1a idoneidad
de diferentes ramnésidos, glucdésidos y ramnoglucd-
sidos de flavinonas como sustratos para cada
una de las actividades. En tales condiciones
la actividad «-ramnosidasa se expresé preferente-
mente frente a los ramnoglucdsidos, siendo
muy baja cuando la ramnosa se halld unida directa-

mente al aglicdén (29).



Fuera de esta referencia bibliogri-
fica, 1la naringinasa parece comportarse como
una unica especie frente a los procedimientos
de purificacién empleados normalmente (precipita-
cidén con sulfato aménico o etanol), no habiéndose
tampoco referenciado 1la posibilidad existente
de que se separen las dos actividades al afiadir
urea o incubar a temperaturas de 5092C, tratamien-
tos ambos usualmente empleados en las preparacio-
nes enzimdaticas de naringinasa para eliminar

las actividades asociadas a enzimas pécticas
(20, 22, 23, 26, 30).

Asimismo, tampoco existen referen-
cias bibliograficas en cuanto a tamafio molecular,
punto isoeléctrico, existencia de subunidades,
o informacidén relacionada <con la estructura
de la proteina (espectros UV-Vis, o de fluorescen-
cia, extincién de fluorescencia, etc.), o con
los aminodcidos que pudieran participar en

el centro catalitico.

En cuanto a las propiedades
cataliticas de 1la enzima es necesario decir
que, en la mayoria de los casos, las determinacio-
nes cinéticas se han realizado siguiendo el
método de Davis (31). Este método, tal y como
se discutirid mas adelante en el apartado corres-
pondiente, no permite diferenciar entre naringina
y prunina, sustrato y producto, respectivamente,
de la actividad O -ramnosidasa, por 1lo que
las medidas de actividad referenciadas son



un reflejo de la diferencia entre el contenido
de naringina mds prunina y. el de naringenina
en el medio de reaccidén. De igual forma, 1la
determinacidén de grupos reductores como medida
de 1la actividad enzimdtica (32, 33) refleja
una mezcla de las dos actividades enzimdticas
presentes en la naringinasa, ya que el método
colorimétrico de Nelson-Somogyi no diferencia

entre ramnosa y glucosa (22, 23).

Teniendo en cuenta estos condi-
cionamientos, los datos de la bibliografia
pueden servir para situar aproximadamente
las condiciones 6ptimas para la expresiodn
de la actividad de la enzima asi como para
establecer, igualmente de forma aproximada,
sus pardmetros cinéticos. Asi, por ejemplo,
la enzima extraida de la semilla de apio hidroli-
za la naringina "in vitro" a pH 7 y 37¢C
(17), condiciones que difieren Dbastante de .
las encontradas para la mayoria de las prepara
ciones enzimdticas referenciadas : rangos
de pH o4ptimos de 3,5 a 5,0, y de temperatura
de 502 a 60°C (10, 19, 20, 34). Tal sucede

para la naringinasa obtenida a partir de Conio-

thyrium diplodiella que muestra unas condiciones

6ptimas que estian dentro del rango citado
: pH 4,2 y temperaturas entre 60 y 652C, al
igual que para los estudios realizados con

la enzima de Aspergillus niger, en los cuales

se obtuvieron valores semejantes (22-25, 35).
La constancia de estos valores se mantuvo

también en el Unico caso referenciado de separa-
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cién de las dos actividades de la naringinasa
por electrocromatograf{a (29); se determind
en tal caso un pH 6ptimo de 4,5 y una temperatura
6ptima de 602C para la actividad (-ramnosidasa,
y un pll de 4,7 y temperatura éptima de 582C

para la actividad B—glucosidasa.

Por otra parte, mientras que
existen multitud de referencias bibliogrdficas
sobre el efecto del pH del medio y de 1la tem
peratura de reaccidén sobre la actividad enzimati-
ca de la naringinasa, es muy escasa la informa-
cidén disponible sobre la variacién de la activi-
dad enzimatica con la cantidad de enzima,
el periodo de incubacién S6ptimo o la estabilidad
al almacenamiento, y nula respecto al efecto
de la fuerza iénica sobre la expresidén de la

actividad de la naringinasa.

Por lo que se refiere a 1los
parametros cinéticos de la enzima es manifiesta
la parquedad y diversidad de datos bibliografi-
cos; ademds, estos hay que analizarlos con
precauciones ya que han sido obtenidos empleando
el método Davis en la mayoria de las ocasiones.
Por ejemplo, se han publicado valores de constan-
te de Michaelis frente a naringina como sustrato
comprendidas entre 0,64 y 2,20 mM (22-24,
35), mientras que la dispersidén de valores
para velocidad mdxima es atin mayor. Teniendo
en cuenta que la fuente de enzima y el grado

de pureza es diferente en cada caso, tales



~ 4 .
resultados no son de extrafiar. Asi, para narin-
ginasa extraida y purificada de un cultivo
de Aspergillus niger, la actividad maxima

calculada fué de 74 U/mg (22, 23), mientras

que una preparacidn comercial de naringinasa
de la misma fuente dié 78 U/g (24); 1la purifica-
cién por cromatografia en DEAE-Sephadex y
precipitacién por alcohol de dicha preparacidn
comercial, hizo subir la actividad hasta 375

U/mg (24).

Por otra parte, cuando se hahecho
actuar- la enzima naringinasa sobre la naringina -
presente en un jugo o zumo de citrico, la observa-
cién general realizada es que se produce un descenso
de la actividad enzimatica. Teniendo en cuenta
el interés comercial de la enzima naringinasa,
algunos autores han tratado de estudiar el
efecto de ciertos componentes particulares
de los =zumos sobre 1la actividad enzimatica.
Sin embargo, en la mayoria de los casos, el
estudio se ha restringido al aspecto puramente
cualitativo, ya que no se citan valores de
constantes o tipos de inhibicidén. Asi, por
ejemplo, se ha publicado que el <citrato (19,
25, 26, 35), glucosa (20, 24, 25), - sorbitol
(26), fructosa (26, 35) vy sacarosa (25)
inhiben la actividad naringinasa, aunque otros
autores han publicado que la fructosa, sacarosa
o0 A4cido mdlico no son inhibidores (25). En
el caso del citrato, el efecto inhibidor parece
ser claramente dependiente del pH al que se

realizé la medida de actividad (19, 24, 35).



En cuanto a las especies que
participan en la propia reaccidn enzimética,
la ramnosa aparece como un inhibidor poco
potente (19, 35) o muy potente (36) dependiendo
de la preparacidén enzimatica utilizada, mientras
que tanto la prunina (36) como la naringenina
(19) parecen tener poco efecto inhibidor sobre

la actividad de la naringinasa.

Mientras que la mayoria de
los investigadores se han centrado en la caracte-
rizacién y estudio de 1las propiedades de 1la
naringinasa "in vitro", otros se han dedicado
al estudio fisioldégico de 1los cambios del
fruto con la disminucidén del contenido de
naringina. Asi, se ha estudiado (37, 38) 1a
posibilidad de desamargar el fruto "in situ",
inoculandolo con naringinasa, presténdose
también atencién a los cambios en el aroma
y textura del mismo que acompafian dicho trata-
miento. Sin embargo esta técnica ha tenido
poca aceptacién y raramente es utilizada en

la préactica.



2.5.- METODOS DE MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CATALITICA

La medida de la actividad
naringinasa implica la determinacién individuali-
zada de las actividades (x-ramnosidasa y B—glucosi-
dasa, y 1la cuantificacién de 1la contribucidn
de cada una de ellas a 1la actividad global
de la enzima. Este es un hecho que habitualmente
no se especifica en la bibliografia cuando

se habla de la actividad naringinasa.

La actividad O -ramnosidasa
se puede determinar siguiendo la desaparicidn
de naringina, o 1la aparicién de prunina o

ramnosa en el medio (si se emplea el sustrato
natural naringina), mientras que la actividad
'B-glucosidasa se podria seguir a través de
la desaparicién de prunina o aparicién de

glucosa y naringenina, sin embargo, para esta
ultima actividad se ha recurrido frecuente-
mente al uso de sustratos sintéticos, tipo
salicina (fenil- [ -0-glucopiranésido) u o-ni-

trofenil—‘3—D—glucopiranésido.

El seguimiento exclusivo
de 1la actividad o -ramnosidasa a través de
la aparicién de ramnosa se podria 1llevar a
cabo mediante el uso de un sistema enzimdtico
adicional, 1a ramnosa deshidrogenasa, que
permite seguir fotométricamente la produccidn
de ramnosa por la aparicidn acoplada de

NADH (39). La mayor desventaja del método estriba



+
en el elevado coste del cofactor NAD , asi
como el originado por 1la necesidad de emplear
una enzima adicional, por lo que su uso no esta

estudiado.

Sin embargo, el método mas
ampliamente wutilizado en la determinacién de
la actividad naringinasa es el propuesto por
Davis (31), o algunas de sus modificaciones
(40, 41). E1 método Davis se basa en la formacidn
de un producto coloreado cuando reacciona naringina
con dietilenglicol en un medio fuertemente alcali-
no. Dicha coloracién se puede medir fotométricamen-
te a 410 nm y su intensidad es proporcional
al contenido en naringina de la muestra. La
naringenina, producto final de 1la actividad
hidrolitica de naringinasa, desarrolla mucho
menos color en las mismas condiciones, por lo que
segun Davis, es posible seguir el curso de 1la
hidrélisis de naringina por comparacién del
color con las curvas estandar preparadas a partir
del ramnoglucésido y del aglicénm a un temperatu-
ra dada. Sin embargo, otras muchas sustancias
interfieren dando el mismo color, tales como
flavonas, flavonoles, citral, furfural, geraniol,
etc., e incluso el producto de la primera
actividad de naringinasa, prunina, por lo que
el test de Davis no es un método fiable para
la caracterizacién de 1la actividad & -ramno
sidasa, ya que los resultados que se obtienen

reflejan 1la desaparicién de naringina y pru-

nina de forma conjunta. Esta 1limitacidn, que
es importante por cuanto lo que se mide
es un reflejo de 1la actividad global de
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naringinasa, y especificamente de la actividad
ﬁ -glucosidasa, ya que esta actividad es 1la
limitante de velocidad en el proceso de hidrdlisis
total, ha sido considerada desde hace mucho
tiempo (20) como una clara desventaja del método
de Davis en su aplicacién a 1la determinaciodn
de 1la actividad naringinasa, y curiosamente
es el método que mids se ha empleado y aun se

sigue empleando para tal fin.

La interferencia de 1la prunina
se ha eliminado mediante extraccién selectiva
de este componente en acetato de etilo (40),
aplicdndose posteriormente el test de Davis
a la mezcla de reaccién asi tratada. Sin embargo,
el problema sigue siendo el mismo, por cuanto

solo se mide la actividad global de la naringinasa.

Para solventar estos problemas,
han aparecido diversas alternativas basadas
esencialmente en la separacidén de los componentes
de la reaccidén por cromatografia de capa fina
(29, 42, 43) y cuantificacién posterior de
los productos separados, bien por el método
de Davis, ahora ya sin ninguna interferencia
para cada uno de los flavonoides, hien por
espectrofotometria a 280 nm, o por fluorodensito-
metria, que mide directamente las intensidades
de fluorescencia en el cromatograma (36). Pero
todos ellos son métodos muy laboriosos y complica-
dos, sin dejar de estar sujetos a error. Mis

tediosas aun son las técnicas que implican
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dos experimentos consecutivos para la obtencidn
de un 1nico valor de actividad enzimatica,
como la combinacién del método clasico de Davis
y la determinacién del contenido en aldohexosas

liberadas en 11la reaccidn con o-aminodifenilo

(32, 33)‘

Sin duda alguna, el método
mas preciso de los que actualmente se emplean
para cuantificar el contenido en naringina
de citricos y demds productos derivados, es
la cromatografia liquido-liquido de alta resolu-
cién (HPLC), pero su gran problema es el elevado
coste econdémico que implica su utilizacidn.
Fué en 1974 (44) cuando se publicé 1la primera
aplicacidén préactica de HPLC en analisis de
flavonoides. En este método es esencial el
uso del eluyente adecuado; los primeros utilizados
fueron mezclas metanol-acido acético-agua (30:5:65
V/V) sobre una columna de C18 adecuada para
la resolucién de estos flavonoides. Posteriormen-
te, se ha realizado wuna modificacidén de este
método (45), utilizando una columna p Boundapak
C18 y como eluyente una mezcla agua-acetonitrilo
(80:20, V/V); de esta manera se obtienen valores
para la concentracién de naringina en el pomelo
y sus derivados, que son aproximadamente el
doble de las encontradas utilizando el método
Davis. Actualmente, todas las referencias biblio=-
graficas que se encuentran acerca de la cuantifica
cidén de naringina y otros flavonoides en zumos y
derivados citricos, hacen uso de la técnica de cro

matografia liquida de alta resolucidn (46-53).



2.6.- NARINGINASA INMOVILIZADA

La adicidén de preparaciones
comerciales de naringinasa a zumos y jugos citricos
para proceder a su desamargado, plantea algunos
problemas. En primer lugar, el producto final
se encuentra contaminado por los propios componen-
tes de 1la preparacién enzimatica, pectinasas
principalmente; ello, y 1la inhibicién de 1la
actividad enzimatica por los propios productos
de 1la reaccidén, asi como por los componentes
del medio de reaccién, supone un costo adicional
al uso de naringinasa en forma soluble para

el desamargado de zumos y demids derivados citricos.

La inmovilizacién de la enzima

» . L d . L4 .
en soportes sé6lidos por enlaces fisicos o quimicos
o bien su retencién por medio de una membrana
o un medio poroso permitiria solventar algunas,
si no todas, 1las desventajas mencionadas para

el uso de la enzima soluble (54).

A pesar de ello, las primeras
referencias sobre inmovilizacidén de naringinasa
son relativamente recientes. En 1971 se publicéd
el primer articulo sobre la obtencién de derivados
insolubles en agua de naringinasa (55). La

enzima se inmovilizd por oclusidén en copolimeros



de anhidrido maleico con distintos etilenos
sustituidos y hexametilendiamina. Los derivados
inmovilizados mostraron una disminucidn de
la actividad enzimdtica del 55-85% como consecuen-
cia de la inmovilizacién y ademas perdian el
90% de la actividad cuando actuaban de forma
continua sobre zumos de citricos. En los cinco
afios posteriores se han patentado distintos
sistemas de naringinasa inmovilizada para desamar-
gar zumos de pomelo con poco rendimiento (56-

59) debido tanto a la baja actividad y estabilidad
de los derivados obtenidos como al hecho de

. . 4
que la naringina se adsorbia a los soportes

usados.

Los mejores resultados se
han obtenido cuando se ha inmovilizado naringinasa
bien por adsorcién en DEAE-Sephadex (22), o
en tanino-aminohexilcelulosa (23), o bien por
unidén covalente a vidrio poroso con glutaraldehido
(24) o a quitina usando glutaraldehido y borohi-

druro sédico (35).

Todos estos derivados inmoviliza-
dos presentaron buena estabilidad operacional
cuando actuaron sobre disoluciones acuosas
de mnaringina; sin embargo, dicha estabilidad
decrecidé dréisticamente cuando se les hizo actuar
sobre jugos de Natsudaidai, variedad de naranja
amarga usada cominmente para la obtencién de
zumos. De todas formas, el mejor de los derivados

de naringinasa obtenidos se dié cuando se



usé6 como soporte tanino-aminohexilcelulosa.
El derivado obtenido permitié desamargar 1600
toneladas de Jjugo de Natsudaidai durante un
mes, usandose para tal fin un reactor de 1lecho

fijo con 50 kg de derivado inmovilizado.

La disminucién de 1la actividad
observada cuando se utiliza naringinasa inmovili-
zada para desamargar zumos citricos, se debe
probablemente a wuna° o varias de las causas
siguientes : contaminacién fisica del catalizador,
inhibicién de la enzima por algunos compuestos
presentes en el zumo (por ejemplo citrato o
glucosa) o por la desorcidén de 1la enzima del
soporte. Ultimamente, este problema de pérdida
de enzima se ha solventado ocluyendo la enzima
en membranas de fibras huecas polisulfénicas
anisotrépicas (13, 60), siendo 1los resultados

obtenidos, a nivel de laboratorio, muy esperanza-

dores.

En general, la inmovilizacién
de naringinasa en los soportes mencionados
anteriormente, se ha caracterizado, respecto

a la enzima soluble, por wuna ampliacidén del
rango de pH en el que la enzima mostrdé actividad,
aunque su pH O6ptimo no resultd alterado, y
por un incremento de 10-152C en la temperatura
6ptima de actuacién y de dos veces superior
en la estabilidad térmica. La constante de
Michaelis disminuyé en todos los <casos como

consecuencia de la inmovilizacidn, variando



entre 0,48 y 0,86 mM para el sustrato naringina.

Como ya se ha dicho, 1la caracte-
ristica mids importante del uso de los derivados
de naringinasa inmovilizada descritos en la
bibliograffa, reside en 1la pérdida brusca de
actividad operacional al actuar sobre Zumos
naturales o reconstituidos. Es, por tanto,
necesario obtener derivados inmovilizados que
aseguren la uniodn de la enzima al soporte
a través del suficiente numero de enlaces cova-
lentes de tal forma que se minimice 1la pérdida
de enzima y, a la vez, permitan mantener 1la
conformacién nativa de la misma con la suficiente
flexibilidad como para permitir la accidén catali-

tica.

2.7.- DIFUSION Y REACCION EN SISTEMAS DE ENZIMAS
INMOVILIZADAS

La similitud fenomenoldgica de los
sistemas cataliticos heterogéneos en ingenieria
quimica (61, 62) con los biocatalizadores inmovi-
lizados en biotecnologia (63-65) ha sido importan-
te cara al desarrollo del andlisis cinético
de estos WUltimos. El1 interés en investigar
los factores que influyen en su comportamiento
cinético es debido al uso creciente de 1los
biocatalizadores inmovilizados (células y enzimas)

con fines analiticos y sintéticos (66, 67).



Hay que hacer notar, que los estudios de enzimas
inmovilizadas son importantes, ademas, para
comprender el comportamiento "in vivo " de
ciertas enzimas, dado que muchas de ellas actuian
embebidas en membranas o adosadas a particulas
subcelulares. Asi, con el auxilio de modelos
simples en los cuales las enzimas estan atrapadas
en, o adheridas a,soportes sintéticos o membranas
es posible describir y estudiar fendomenos simila-

res a los que tienen lugar en sistemas naturales

(68, 69).

La velocidad de conversiodn
del sustrato por enzimas inmovilizadas tanto
en sistemas naturales como artificiales, depende
de la velocidad de transferencia del sustrato
hasta el interior de la particula biocatalitica
donde se encuentran localizadas las moléculas
de enzima; y la velocidad asi observada y medida,
puede ser considerablemente distinta a la veloci-
dad correspondiente a la misma cantidad de
enzima pero en disoluciones homogéneas. Ademis,
cuando una enzima estd unida a un soporte sélido,
el modelo cinético del proceso también puede
cambiar considerablemente, lo que conduce a
cambios en los valores de los pardmetros cinéticos
Ky vy Vyax = La ecuacién cinética real de tales
sistemas es dificil de obtener, ya que resulta
complicado cuantificar pardmetros tales como
cambios en la conformacién de la misma provocados
por la modificacién quimica, microambiente
que rodea a la molécula de enzima, impedimentos
estéricos de la matriz, efectos del microentorno
sobre 1la accién catalitica, o efectos de 1la

difusién interna y externa.
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Por ello, los parametros
cinéticos observados son sélo efectivos, siendo

reflejados a su vez por el uso de constantes

cinéticas aparentes K v .
! M 7 'MAX
Al considerar una reaccidn
catalizada por enzimas inmovilizadas, hay
que tener en cuenta, fundamentalmente, tres

etapas a través de 1las cuales el sustrato
se convierte en producto. En primer lugar,
el sustrato que se encuentra en el seno de
la disolucién externa a la particula de derivado,
debe ser transportado hasta la superficie
del soporte donde se encuentra inmovilizada
la enzima. A continuacidn, el sustrato debe
difundirse a través de los poros de la particula,
para, finalmente ser convertido enzimidticamente
en producto. El1 producto asi formado, debera
difundirse a su vez hasta la superficie exterior
del soporte, siendo entonces transportado

hasta el seno de la disolucidén (70).

Si la enzima se encuentra
inmovilizada s6lo en la superficie exterior
de la particula, dnicamente existe resistencia
a la difusién externaj; si, por el contrario,
la superficie cataliticamente activa esta
situada también en el interior de 1la particula,
la velocidad de conversidén puede estar limitada
indistintamente por una resistencia a la difusidn
externa/;un‘ una interna o, incluso, por ambas

(71). Estos fendmenos, muchas veces, no son
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reconocidos por los investigadores, pudiendo
causar marcadas diferencias en la medida de

propiedades cinéticas que todos ellos realicen.

Mientras que las limitaciones
difusionales externas son frecuentemente pequefias
y pueden hacerse despreciables mediante una
eficiente mezcla del seno de 1la disolucidn,
el efecto de 1la difusidén interna sobre el
comportamiento cinético de las enzimas inmovili-
zadas en un soporte poroso puede ser muy signifi-
cativo. A menudo, la mejor manera de reducir
experimentalmente las 1limitaciones difusionales
internas, consiste en disminuir el tamaiio
de las particulas del soporte o 1la actividad
del derivado inmovilizado. Asi, 1la influencia
de la difusidén interna se ha demostrado variando
el espesor de una pelicula de poliacrilamida
(72) y membranas de colodién (73) o el diametro
de los poros de particulas de vidrio (74)
y Sephadex (75), que se han usado como soportes
de las enzimas. En concordancia con la teoria,
un aumento en la longitud caracteristica,
determina la correspondiente disminucidn en
el factor de eficacia. Sin embargo, en algunos
casos, estas alternativas no son convenientes
o posibles, y es preferible entonces | usar
técnicas que permitan calcular las constantes
cinéticas intrinsecas a partir de datos obtenidos

en condiciones de limitaciones difusionales

internas.



En estas condiciones, se
han propuesto métodos de calculo para determinar
los valores intrinsecos de velocidad maxima
y constante de Michaelis, métodos que han
sido recopilados por algunos autores (65).
Debido a la complejidad del tratamiento matemati-
co, no resulta sorprendente que todos estos
métodos presenten dificultades cuando se preten-
den aplicar. Uno de los casos (76), por ejemplo,
se cumple sélo si 1la representacién de :los
datos experimentales por los métodos graficos
estandar conduce a 1lineas rectas, - resultado
que no siempre se puede alcanzar (77, 78).
En otras ocasiones (79), se puede determinar
la velocidad midxima intrinseca, sdélo si previa-

mente se conoce la constante de Michaelis

intrinseca.

Los métodos mas comunmente
empleados (77, 78, 80, 81) son aquellos en
los que la velocidad maxima se estima en base
a elevar la concentracién de sustrato en el
seno de la disolucién hasta niveles a los
que la enzima inmovilizada se encuentra saturada,
independientemene de las limitaciones difusiona-
les. Obviamente, este procedimiento presenta
dificultades de aplicabilidad cuando se trabaja
con sustratos relativamente insolubles o con
enzimas que presentan un valor de KEI elevado.

Adicionalmente, para determinar la K& estas

J
técnicas requieren disponer de un nuUmero elevado
de puntos experimentales a bajas concentraciones

de sustrato, en cuyo caso las limitaciones
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difusionales son notables. El cumplimiento
de esta condicién se halla ademas dificultado

experimentalmente, va que las velocidades
de reaccién observadas en estas condiciones
son pequefias y por lo tanto dificiles de determi-

nar.

Otra posibilidad para evaluar
los pardmetros cinéticos intrinsecos estriba
en partir de datos experimentales obtenidos
operando en un reactor integral, es decir,
con una conversion de salida elevada sin
necesidad de reciclo, abarcando un rango lo
suficientemente amplio de caudales y concentra-
ciones de sustrato. Sin embargo es necesario
disponer de un modelo de disefio del reactor
que considere adecuadamente la interaccién
existente entre 1la reaccién y la difusidn
interna. Este método se basa en minimizar
la suma de 1los cuadrados de 1las diferencias
existentes entre 1las predicciones del modelo
y 1los resultados experimentales, segin una

funcién de la forma :

n 2
g = jZA (Xi(model) - Xi (exp)) (1)

donde Xi(model) es la conversion predicha por el

modelo, es la obtenida experimentalmente

X,
, i(exp)
y n es el nimero de experimentos realizados. La

serie de valores de los parametros cinéticos que



minimizan la funcién o es considerada como

estadisticamente la mejor (65).

Los efectos de la transferencia
de materia dentro de una estructura porosa
fueron analizados cuantitativamente por primera
vez por Thiele en Estados Unidos, Damkdhler
en Alemania y Zeldovitch en Rusia, en el periodo
comprendido entre 1los afios 1937 y 1939 (82).
El resultado mds importante de estos andlisis
es la descripciodn cuantitativa del factor
que determina la eficacia de un catalizador.
El factor de eficacia, generalmente denominado

17, se define como la relacién entre la veloci-
dad de reaccién real observada y la que se
mediria en ausencia de efectos difusionales.
Este parametro se emplea normalmente para
determinar si las reacciones quimicas o bioquimi-
cas que usan catalizadores que se encuentran
en un soporte sb6lido poroso, se hallan limitadas

por difusién en el poro y/o en la particula.

Los modelos de enzimas inmovili-
zadas que se han usado para describir cuantitati-
vamente la interaccién de la reaccidén quimica
con la difusidén interna se han restringido,
usualmente, a una membrana porosa (83, 84),
o a particulas esféricas (85), conteniendo
una enzima distribuida uniformemente. Afortunada-
mente, estos modelos pueden generalizarse
a particulas de diferentes geometrias e incluso

formas irregulares, siempre que se defina
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correctamente la longitud caracteristica de

los mismos (86).En tales casos, se plantea
. . . . /.

una ecuacion diferencial no lineal, que unicamen-

te tiene soluciones analiticas en los casos

limite de cinéticas de orden cero y uno, obtenien

dose las siguientes expresiones para el factor

de eficacia en ambos casos (74) :

Cinética de primer orden :

1

@ tanh ¢ @

Cinética de orden cero :

n=1 s

i # < Vo/g
n=1-p2 si g>\ 6/g

' !
§or \[—M__ gl - M
- b

/ C
Deff. KM SR



Y ;g viene definido por la siguiente expresion

¢2 B’ - 3

(1-p ) |1/2 v 2 - P2

e

Bajo estos supuestos, las
ecuaciones obtenidas para la velocidad global
de reaccién a bajas y altas concentraciones
de sustrato son, esencialmente, las mismas
que las formuladas en la bibliografia de ingenie-

ria quimica (87-91).

Sin embargo, para cuando
se desea analizar el rango completo de la
cinética del tipo Michaelis-Menten, se han
propuesto expresiones analiticas en forma
de desarrollos en serie (92, 93), aunque estos
resultados son de valor limitado en la practica.
De hecho y muy frecuentemente, las ecuaciones
diferenciales que se obtienen han sido resueltas
mediante cdlculo numérico, y los resultados
presentados en términos de cantidades adimensio-
nales de modo que la interaccidén de la difusidn
interna con la reaccidén quimica viene caracteri-
zada por médulos adimensionales. Algunos autores,
han definido estos médulos de manera que sean
una funcién de 1la concentracién de sustrato
(76, 84), mientras que en otros tratamientos

los médulos se han hecho depender, solamente,
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de parametros cinéticos y de transporte (94

-97).

La mayoria de los investigadores
han resuelto el problema de reaccién quimica
con limitaciones difusionales internas en
el caso de que la reaccién enzimatica obedezca
a una cinética del tipo Michaelis-Menten simple.
En estos casos los resultados se presentan,
normalmente, en fdrma de curvas generalizadas
del factor de eficacia frente a dos médulos
adimensionales que engloban las constantes
cinéticas intr{nsecas, la difusividad efectiva

v la concentracién de sustrato (84, 08).

El factor de eficacia es
el parametro cuya determinacidén presenta mayores
dificultades, si bien en algunos casos determina-
dos se ha recurrido a soluciones ingeniosas
o particulares para su obtencidén. Por ejemplo,
Moo-Young y Kobayashi (84) han obtenido una
expresioén para el factor de eficacia, en funcién
de los que se pueden deducir en los casos

4 . . », . .
limite de cinéticas de orden cero y uno, dicha-

expresion adopta la siguiente forma :

o + BN
1 + 6/




donde:

"0 = factor de eficacia para cinética de

orden cero.

ﬂo = factor de eficacia para cinética de

primer orden.

Este método aproximado simplifica el céalculo
de los factores de eficacia para cinéticas del
tipo Michaelis-Menten simple, puesto que evita
el uso de métodos numéricos de resolucién vy,
segun sus autores, proporciona valores de 7 que no
se desvian de forma ostensible con los obtenidos
mediante la resolucidén de 1la ecuacién diferencial
por calculo numérico. Los resultados de las
simulaciones de otros autores permiten obtener
los perfiles de concentracién en el interior

de las particulas de catalizador (99).

Sin embargo, y aunque muchos
sistemas bioquimicos pueden caracterizarse por
una cinética del tipo Michaelis-Menten simple,
son de gran importancia otros tipos de cinéticas
mas complejas tales como aquellas que consideran
inhibicién por sustrato, por productos o reacciones
reversibles. En estos casos la ecucidén diferencial
que describe la interaccién de 1la reaccién con
la difusidén interna tiene que resolverse también
por métodos numéricos mids o menos sofisticados,
¥y los médulos adimensionales definidos se complican

mas que en el caso de la cinética Michaeliana.



Hay que tener en cuenta que las
resistencias difusionales causan no sdlo el
agotamiento del sustrato, sino también la acumula-
cidén de producto en el microentorno de las enzimas
inmovilizadas. Como resultado, la inhibicidn
de la reaccién enzimAtica por uno o varios produc-
tos es mas pronunciada en presencia que en ausencia
de limitaciones difusionales. S6lo wunos pocos
autores (84, 100, 101) han realizado el tratamiento
cuantitativo del efecto combinado de disminucién
de sustrato y acumulacién de producto en el
microentorno y su repercusién en el comportamiento

cinético de las enzimas inmovilizadas.

Por otra parte la inhibicidn
por sustrato es otro tipo de inhibicidén enzimiatica
que se supone juega un papel importante en la
regulacién del metabolismo intracelular. Para
una reaccidén enzimdtica que es inhibida por
sustrato, el factor de eficacia puede rebasar
la unidad, a la vez que el sistema puede presentar
miltiples comportamientos de estado estacionario.
Bajo ciertas circunstancias, la disminucién
de 1la velocidad de reaccién causada por la
inhibicién por sustrato dentro de 1la particula,
es menor que la disminucidén causada por 1la
pérdida de concentracidén debida a las limitaciones
difusionales. Asi, l1la velocidad en el interior
de la particula es mayor en estos casos que
cuando no existiera 1limitacién a la difusién
interna y Thubiera la misma concentracién de
sustrato que en el seno de 1la disolucidén. Al
igual que sucedia en el caso de 1la reaccién

inhibida por producto, apenas se encuentran
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referencias bibliograficas en las que se resuelva
este problema, y so6lo algunos autores (84,
101, 102) obtienen curvas generalizadas del

factor de eficacia para este caso.

En la bibliografia disponible
apenas se han encontrado trabajos que realicen
un analisis generalizado de los factores de
eficacia cuando las reacciones enzimiticas
transcurren segin una cinética de Michaelis-
-Menten reversible; sino que consideran unicamente
los problemas de limitaciones difusionales
externas (103-105). Sin embargo, si se encuentran
trabajos que hacen referencia a sistemas cataliti-
cos heterogénos no enzimdticos con cinéticas
de este tipo. De esta manera, Smith y Amundsen
(106) realizaron estudios tedricos y experimenta-
les de la hidrdélisis de formiato de etilo sobre
Dowex-50, una resina de cambio catidnico, sistema
en el que debe tenerse en cuenta también la
reaccién inversa. Para una reaccioén simple
reversible de primer orden, estos autores obhtienen
la misma funcidén del factor de eficacia que
la que se puede obtener para una cinética irrever-
sible, variando uUnicamente el valor del mdédulo
adimensional ¢L o médulo de Thiele. En otro
caso particular (107) se ha desarrollado un
método grafico generalizado para calcular los
factores de eficacia en una geometria plana,
para una reaccién simple reversible que siga

una cinética de Langmuir-Hinshelwood.



El unico trabajo conocido
en el que se obtiene el factor de eficacia
en estado no estacionario para reacciones enzima-
ticas del tipo Michaelis-Menten reversible
(108), ha sido realizado estudiando la hidrélisis
de lactosa por [S—galactosidasa inmovilizada
en una resina de fenolformaldehido. Estos autores
tienen en cuenta en su estudio las limitaciones
difusionales tanto externas como internas,
concluyéndose de sus investigaciones que son
estas Ultimas las predominantes, pudiendo despre-
ciarse las primeras debido a la eficiente
~mezcla existente en el dispositivo experimental
utilizado. Las ecuaciones diferenciales planteadas
en este caso, se resuelven utilizando el método
de las diferencias finitas, pero sin embargo,
los valores del factor de eficacia obtenidos,
no se presentan en forma de curvas generalizadas
sino que son utilizados en el disefio de un
reactor tanque discontinuo, en el que el volumen
de catalizador es muy inferior al volumen total
del reactor. Como ha sido discutido por otros
autores (109), cuando el volumen de particulas
cataliticas es inferior al 10% del volumen
total del reactor, el factor de eficacia obtenido
realizando el estudio en estado no estacionario,
es aproximadamente igual que el obtenido en
estado estacionario, puesto que, en estos casos,
la acumulacidén de producto en el interior de

las particulas de catalizador es despreciable.
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2.8.- DISENO Y SIMULACION DE REACTORES EN PROCESOS
CON ENZIMAS INMOVILIZADAS

En procesos con enzimas inmovi-
lizadas pueden usarse diferentes tipos de reacto-
res. Basicamente se pueden clasificar, segiin
el modo de operacidén, en reactores discontinuos

(o por cargas) y continuos.

El reactor +tanque discontinuo
(BR), es el mds simple de todos, necesita poco
equipo adicional y estd especialmente indicado
’para estudios experimentales a pequeila escala.
El mayor problema se plantea en 1la operacidn
de recuperacién de la enzima, que debe realizarse
mediante filtracién o wultrafiltracidén, pudiendo
producirse entonces la inactivacidén del biocatali-
zador (110). Se encuentran en la bibliograf{a
pocos articulos en los que se haga referencia
al uso de este tipo de reactores para procesos
con enzimas inmovilizadas de interés practico
(111, 112).

Los dos tipos principales
de reactores continuwos son el reactor tubular
de lecho fijo (PBR) y el reactor tanque continuo
agitado (CSTR). Un hibrido entre estos dos

es el reactor de lecho fluidizado (FBR).
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En un CSTR ideal, el contenido
del reactor esta perfectamente mezclado Y,
por lo tanto, la composicidén del medio es igual
en cualquier punto del reactor; as{, la velocidad
de reaccién se determina a partir de las concen-
traciones de sustrato y de producto en la corrien-
te de salida. Este tipo de reactores se emplea
mucho en aplicaciones con sistemas de enzimas
inmovilizadas (113-117); para su correcto funcio-
namiento es necesario dotarlo de un filtro
en la salida del reactor con el fin de retener
en el seno de 1la disoluciébn las partfculas

del soporte donde estd inmovilizada la enzima.

Sin duda alguna, el reactor
tubular de lecho fijo, (PBR), es el mds ampliamen-
te usado para este tipo de operaciones. Bajo
condiciones de flujo pistén, el reactor tubular
produce conversiones mas elevadas que el tanque
continuo agitado para un mismo tiempo de residen-
cia (118). E1 relleno puede estar constituido
por esferas, cdpsulas, discos, escamas, cilindros
etc. Algunos ejemplos representativos de tales
sistemas incluyen enzimas inmovilizadas sobre
vidrio poroso (119-122), esferas de resinas
intercambiadoras tales como DEAE-celulosa y
DEAE-Sephadex (123), discos de gel de polia
crilamida (72), laminas de polimeros (124)

y escamas de membrana de colageno (125, 126).



En este Wdltimo tipo de reactores el A4rea de
contacto fluido-enzima es elevada pero, como
contrapartida, pueden aparecer problemas debido
a la fuerte caida de presién, sobre todo si
las particulas que se introducen en el reactor
tubular son deformables y/o agregativas, pudiendo
ademds producirse una distribucidén irregular
del flujo. Cuando 1los reactores de lecho fijo
operan industrialmente, deben utilizarse caudales
de alimentacidon de sustrato relativamente eleva-
dos, con los cuales poder disminuir 1las altas
caidas de presién, asi como también particulas

de’ gran tamafio (127).

En caso de que los sustratos
sean insolubles, y se encuentren en forma de
particulas o coloides, pueden taponar las columnas
de relleno. Este efecto se disminuird utilizando
recirculacién o con un lecho fluidizado. En
estos casos la alta velocidad a través del
lecho reduce 1la ©posibilidad de segregacién,
depésito y taponamiento del reactor. En un
reactor tanque continuo agitado pueden procesarse
sustratos en forma de particulas usando velocida-

des de agitacidén elevadas (128).

La eleccién del tipo de reactor
esta condicionada de alguna manera por el orden
de reaccidn que sigue 1la cinética caracteris-
tica usada en cada caso particular. Cuando
la reaccién enzimdtica es de pseudo primer

orden respecto a 1la concentracién de sustrato
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(KM>£>CSRO ), es preferible usar un PFR, puesto
que el volumen de reactor necesario es el mismo

para un CSTR que para un PFR.

Cuando existe inhibicién
por sustrato, ésta es mucho mds acusada si
se trabaja con un reactor tubular de flujo
pistén. Se puede reducir alimentando el sustrato
en distintos puntos a 1lo largo del reactor.
El efecto es mucho menor en wun CSTR, debido
a que la enzima actﬁa_ a una concentracioén de
sustrato idéntica a la que existe en la corriente
de salida. Se puede demostrar tebéricamente
que cuando la inhibicidn por sustrato es importan-
te, es posible la existencia de mads de un estado
estacionario en un CSTR bajo ciertas condiciones
de operacién, y puede que algunos valores de

conversidn sean totalmente inalcanzables (129).

El efecto de 1la inhibicién
por producto es mucho mas importante, especialmen-
te 'cuando se requieren conversiones elevadas.
Este es mis pronunciado en. un reactor tanque
continuo agitado que en wuno de lecho fijo,
puesto que la enzima se encuentra siempre expuesta
a la concentracién final de producto; sin embargo
es muy frecuente que en un reactor tubular
la presencia de un producto inhibidor reduzca

drasticamente la productividad (130).
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Conocida la cinética de 1la
reaccién y el tipo de reactor a emplear, es
posible realizar un acercamiento matematico
al comportamiento de dicho sistema mediante
la realizacién del correspondiente modelo matema-
tico. En el desarrollo de estos modelos para
reactores enzimaticos, pueden hacerse algunas
suposiciones generales. Estas suposiciones,
que son validas en muchos casos de interés
practico, simplifican el andlisis matemdtico

considerablemente. Son las siguientes:

a) Puesto que 1la mayor parte
‘de las reacciones catalizadas por enzimas tienen
lugar en el rango de temperaturas fisiolégicas,
con bajas entalpias, el proceso en el reactor

se mantendrd en condiciones isotérmicas.

b) Las particulas con las
enzimas 1inmovilizadas se encuentran distribuidas
de manera uniforme, por lo tanto, no hay, estadis-
ticamente, variaciones significativas entre

dos puntos del reactor.

c) En los reactores isotérmi-
cos tubulares puede suponerse una contribucién
despreciable de la dispersién turbulenta longitu-
dinal en relacién <con el transporte debido
al flujo global, asi como que no hay gradientes

de concentracidén en la direccidn radial.

A pesar de estas suposiciones

generales que permiten simplificar el tratamiento
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matemdtico, hay que tener en cuenta que cuando
una enzima estd atrapada en una matriz portadora,
sus propiedades se alteran significativamente
modificidndose la actividad enzimdtica. Quiza
el mds relevante de todos estos efectos es
la transferencia de materia del sustrato y
de los productos; por 1lo tanto, es importante
discutir el disefio del reactor enzimiatico afectado
por el problema de la transferencia de materia.
Muchos de 1los procedimientos de 1la catalisis
heterogénea convencional son aplicables a los

sistemas de reactores con enzimas inmovilizadas

(r31).

Datos obtenidos con reactores
enzimaticos de laboratorio, revelan la presencia
de resistencias a 1la transferencia de materia
en el transporte del sustrato fuera y dentro
del sistema enzimitico inmovilizado (132-138).
La cinética aparente de la reaccidén se ha observa-
do que depende de la velocidad de flujo (velocidad
lineal) de sustrato en el 1lecho. La constante
de Michaelis aparente, varia con dicha velocidad
de flujo, aproximiandose al valor de KM de
la enzima libre a velocidades muy altas (139-
140). También influyen profundamente en las
velocidades de reaccién cambios en los tamaflos
de particula de los derivados inmovilizados
(141-144), estableciendo asi el papel de 1los
efectos difusionales en el poro. Un estudio
experimental detallado ha mostrado claramente
que las ecuaciones de disefio de 1los reactores

ideales basadas en 1la cinética de Michaelis-
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-Menten no son adecuadas, en general, para
explicar muchas de las observaciones experimenta-
les (145). Es, por lo tanto, necesario desarrollar
modelos matemdticos que expliquen cuantitativamen-
te la combinacién de 1los efectos difusionales

y la reaccién quimica.

Para un sistema de reaccidn
dado, el factor de eficacia depende inversamente
del tamafio de la particula. Se ha estimado
que particulas extremadamente finas, de 30
. 6 menos de didmetro y tamafio de poro medio
‘menor de 2000 A, pueden usarse sin tener en
cuenta las barreras difusionales en los poros
en un sistema inmovilizado vidrio poroso-glucosa
oxidasa (144).

Debido a que 1la concentracién
de sustrato en un CSTR es igual a la concentracidn
en la corriente de salida, esta claro que los
efectos de la difusidén interna en la velocidad
de reaccién son mayores en un reactor tanque
continuo que en un PFR, donde existe un rango
de concentraciones de sustrato desde el valor
inicial de la alimentacidén hasta el valor final
en la salida. Por 1lo tanto, para reacciones
catalizadas con enzimas inmovilizadas con limita-
ciones difusionales internas, es mas favorable
operar con un reactor tubular en flujo pistdn

que con un CSTR (146,147).



Para una reaccién de primer
orden controlada por difusién interna, en un
reactor de lecho de relleno conteniendo particulas
esféricas, se han obtenido ficilmente las ecuacio-
nes de disefio del reactor. Rovito y Kittrel
(144) y Bunting y Laidler (148) han obtenido
factores de eficacia experimentales para diferen-
tes tamafios de particulas. Estos valores, se
han comparado con las predicciones tedricas
y se ha podido ver un ajuste razonablemente

bueno del modelo de pseudo primer orden.

Como se discutidé anteriormente,
no pueden obtenerse soluciones analiticas con
cinéticas de Michaelis-Menten o mas complejas
debido a la no linealidad de la expresion cinética
y hay que recurrir a métodos numéricos para

la resolucidén de la ecuacidn diferencial.

Davidson y col. (149), se
aproximan al analisis de 1la transferencia de
materia intradifusional usando modelos cinéticos
de orden cero, de primer orden y de Michaelis-
Menten y comparan los valores de 1los factores
de eficacia en los diferentes modelos. Su andlisis
se realiza en un reactor de 1lecho de relleno
conteniendo escamas de membrana enzima-coldgeno.
A partir de datos cinéticos observados experimen-
talmente (por ejemplo, 1la conversién como una
funcién del tiempo espacial), estos autores

evaluan 1las constantes cinéticas. Por tanto,
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suponen valores de las constantes cinéticas
intrinsecas; con ellos calculan el factor de
eficacia y, con él1, la conversién. Si el valor
predicho por el modelo es diferente del valor
observado experimentalmente repiten el procedi-
miento con nuevos valores de velocidad maxima
y constante de Michaelis vintrinsecas hasta
que los valores tedricos coincidan con los
experimentales. Las constantes cinéticas estimadas
con este método representan los valores intinsecos

de los pardmetros libres de efectos difusionales.

La importancia de las dimensio-
nes de la columna en el disefioc de un reactor
de lecho fijo ha sido estudiada por diversos
autores. Asi, Tosa y <col. (150) han deducido
que la velocidad de hidrdlisis de acetil-DL-
-metionina por aminoacilasa es independiente
de las dimensiones de 1la columna; otros autores
(151) confirman esta observaciédn, afirmando
que la seleccién altura/didmetro no parece
tener una influencia significativa en el disefio
de un reactor de lecho fijo con tripsina inmovili-
zada. Sin embargo, Lee y col. (104) sostienen
que para un reactor de glucosa isomerasa existe
una relacién H/D éptima para la cual se consigue
una productividad midxima. Otros autores (152),
hacen referencia a que la velocidad de formacién
de Acido L-aspirtico es independiente de 1la
relacién altura/diametro de 1la columna, para

un rango comprendido entre 4,27 y 14,94.



No se tienen referencias
de trabajos en donde se plantee el desefio de
los reactores de lecho fijo en columna, atendien-
do al hecho de que el factor de eficacia de
la reaccién varia a 1lo largo de 1la 1longitud
del reactor, como consecuencia de la conversion
experimentada por las especies reaccionantes.
Unicamente, Lee y Tsao (74) han calculado valores
globales para el factor de eficacia en esas
condiciones y estos afirman que el 7 calculado
usando la media logaritmica de 1las concentra-
ciones de sustrato inicial y final, da una
eétimacién razonable para el factor de eficacia
‘global.

Sin embargo, se comprende
fidcilmente que sea necesario profundizar en
este aspecto como paso previo al disefio del
reactor y su posterior optimizacidén, planteando el
disefio de este tipo de reactores teniendo en cuen-
ta la variacidn del factor de eficacia a lo largo

de la longitud del mismo.
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3.~ MATERIALES Y METODOS

3.1.- MATERIALES

La enzima naringinasa se obtuvo de
Sigma Chemical Co., y es una preparacién de Penici-
1lium sp. que contiene actividad «-ramnosidasa
(EC 3.2.1.40, 500 U/g) y 3 -glucosidasa (EC 3.2.
1.21, 5 U/g). '

El sustrato sintético p-nitrofenil-

/ . . . » . .
- & -L-ramnosido se adquiridé de Sarsintex (Francia).

El sustrato naringina fue gratuita-

mente suministrado por Zoster, S.A. (Murcia).

La prunina fué sintetizada en los
laboratorios del Departamento de Bioquimica de la
Universidad de Murcia, segin el método descrito en
el apartado 3.2.8, y posee un 99,5% de pureza segin
andlisis por cromatografia liquido-liquido de alta

resoluciodn.



La naringenina fué suministrada

por Sigma Chemical Co.

Para inmovilizar la enzima,
se us6 como soporte vidrio poroso, de tamafio
de poro controlado, recubierto de wuna capa de
glicerilo (crG). Se emplearon cinco tamafios
de poro diferentes (40, 100, 200, 460 y 2000
’A) manteniéndose constante el tamafio de particula
(37-74 p). E1 soporte de tamafio de poro superior
fué suministrado por Sigma Chem. Co. bajo el
nombre comercial de Glyceryl-glass, mientras
. que el resto fué adquirido a Pierce bajo el

nombre comercial de Glycophase GTM.

Todos los demds reactivos emplea-

dos en el presente trabajo fueron de grado analiti-
- - - . 14 . » . P4

co, y se utilizaron sin ningun tipo de purificaciodn

previa.
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3.2.- METODOS

3.2.1.- Determinacién de proteina

La determinacidn de proteina
se realizé por una modificacidén del método Lowry,
propuesta por Hartree (153). Un analisis estandar
se realiz6 bajo el siguiente esquema : la disolu-
cién problema de proteinas se diluyé hasta 1
ml con agua bidestilada; se 1le adicionaron 0,9
.ml de disolucién A y 1l1la mezcla resultante se
calentdé durante 10 min en un bafio a 502C. Transcu-
rrido ese tiempo, se dejo enfriar la mezcla

de reaccidén hasta temperatura ambiente y posterior-

mente se le adicionaron 0,1 ml de disolucidn

B, agitando y manteniendo la disolucién a tempera-
tura ambiente durante 10 min. Seguidamente se
afiadieron 3 ml de disolucién C y se volvid a
incubar la mezcla en un bafio a 502C durante
10 min. mds. Se deié enfriar de nuevo a temperatura
ambiente, midiéndose la absorbancia de la disolu-
cibén resultante a 650 nm, frente a un blanco
exento de proteinas. Se determiné la concentracién
de proteina mediante la correspondiente curva
de calibrado, utilizando albumina de suero bovino
como patrén. La curva de calibrado se ajusté

por regresiénm lineal, obteniéndose la ecuacidn

a =2,82c_ + 0,039

e



siendo a la absorbancia a 650 nm y ¢ la concentra-

cidén de proteina en mg/ml.

Disolucidén A : 2 g de tartrato sédico potasico
y 100 g de carbonato sodico
disueltos en 500 ml de NaOH
1 M y llevados a 1 1 con agua
bidestilada.

Disolucién B : 2 g de tartrato sdédico potasico
y 1 g de sulfato cuprico pentahi-
dratado disueltos en 90 ml de
agua bidestilada ¥y 10 ml de
NaOH 1 M,

Disolucién € ¢ 1 volumen de reactivo Folin-
-Ciocalteau por cada 15 volimenes
de agua bidestilada. Esta disolu-
cién se prepara en el momento
de usarla y debe tener una
normalidad comprendida entre

0,15 y 0,18 N,

3.2.2.- Determinacién de la masa molecular de 1la

naringinasa por HPLC.

Una disolucién de la preparacidn de
naringinasa usada se someti6é a HPLC en una columna
de permeacién en gel Protein PAK 300 SW (7,5 mm x

30 cm) mediante un equipo cromatografico de la casa

Waters.



La columna se equilibrd con
tampén fosfato 50 mM pH 6,5. La presién de
trabajo varid siempre entre 30 y 40 atm y el
caudal de eluyente se mantuvo constante en
0,9 ml/min. Se inyectaron alicuotas de 10 pul
de una disolucién de naringinasa de 1 mg/ml,
detectandose los componentes por medida de
la absorbancia a 280 nm, Su cuantificacidn
se 1llevé a cabo por integracién de las Areas
respectivas, mediante un integrador Hewlett-
Packard modelo 3392 A, capaz de registrar ademas

los tiempos de retencién de cada componente.

La determinacidn de la masa
molecular aparente se realizdé previo calibrado
de la columna con disoluciones de 0,5 mg/ml
en tampdén fosfato 50 mM pH 6,5, de las siguientes
proteinas : 1lisozima (Mr, 14300), tripsindgeno
(Mr, 24000), pepsina (Mr, 34000), ovoalbtimina
(Mr, 45000), 3 ~galactosidasa (Mr, 133000) y
aldolasa (Mr, 450000). El1 volumen muerto se
determind con azul dextrano y el volimen aplicado
de cada wuna de las proteinas patrén fué de
25 gl . Se calculé el coeficiente de particién
KD de cada una de las proteinas patrén mediante

la relaciédn

Ve = Vo
KD =
Ve = Vo
siendo : V. el volumen de eluciédn, VO el volumen

muerto y VT el volumen total de la columna, y se
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representaron frente al logaritmo de Mr (masa mole
cular relativa), obteniéndose una recta cuya ecua-

cién ajustada por minimos cuadrados fué :

Kp = —0)4467 log Mr + 2,6854 (r = 0,9942)

conocido el valor de KD de la naringinasa, se pudo

establecer su masa molecular.

3.2.3.- Espectros de absorcion de p-nitrofenol y

p-nitrofenil- & -L-ramnédsido.

Los espectros de absorcién del p=ni
trofenil- (& -L-ramnésido y p-nitrofenol se realiza-
ron con disoluciones 36 lpM tanto del sustrato como
del producto en NaOH 0,5 M. Los espectros UV-Vis se
registraron en un espectrofotémetro Bausch and Lomb
modelo Spectronic 2000, entre 200 y 600 nm , emplean
do una velocidad de barrido de 50 nm/min y cubetas
de 1 cm de paso Optico.

3.2.4.~- Absortividades molares de naringina y pru-

nina.

Para determinar la relacidn existen-
te entre las absortividades molares de naringina y
prunina, se usaron disoluciones de ambas 0,029 -y
0,566 mM, respectivamente, en una mezcla acetoni--
trilo : agua (32 : 68, V/V). Se inyectaron cantida-

des variables, entre 10 y 100 pl , de ambas disolu_



ciones en un cromatégrafo Waters, provisto con una
columna gBoundapak C, g, de 10 i de tamafio de parti
cula y se utilizdé como eluyente una mezcla acetoni-
trilo : agua (32 : 68, V/V) alimentada a 0,9 ml/min.
Se relaciond en cada caso el valor del 4drea del pi-
co cromatografico con la cantidad de naringina o -
prunina inyectada. La relacidn se ajusto a una 1li-
nea recta, calculandose a partir de su pendiente el

valor de la absortividad molar.

"3.2.5.- Inmovilizacidén de naringinasa

Se ha inmovilizado naringinasa
en soportes de vidrio poroso mediante unién
covalente. Se han empleado distintos métodos
de 1inmovilizacidén que tienden a implicar en
la unidén al soporte diferentes residuos de

aminoacidos de la proteina.

3:2.5.1.— En derivados aminoarilicos

El esquema de inmovilizacidn

fué el siguiente :

A 150 mg de soporte, se le
afiadieron 10 ml de A&cido peryédico (14 mg/10
ml); se hizo vacio a fin de eliminar el aire
existente en los poros del soporte, y se agité

la suspensién mecdnicamente durante una hora
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a temperatura ambiente. Seguidamente, se lavd
el derivado aldehidico formado con tampén fosfato
0,1 M de pH 748. A continuacidén se adicionaron
10 ml de una disolucién de p-fenilendiamina
(1 mg/ml en el citado tampén), agitandose 1la
suspensién de forma mecanica. A los 20 y 40
minutos de comenzada la reaccidén, se le afiadieron -
0,5 mg de borohidruro sédico. Transcurrida
una hora se lavé el derivado aminoarilico con

tampén fosfato 0,1 M de pH 7,8.

El derivado asi formado se
activé por adicién de 10 ml de 4&cido clorhidrico
2 My 4 ml de nitrito sddico al 4%, dejandose
reaccionar la suspensidn resultante en un Dbafio
de hielo durante una hora con agitacidén. Se
lavé el diazo derivado asi obtenido con el
mismo tampén y, seguidamente, se le adicionaron
10 ml de una disolucién de enzima (0,5 mg/ml
de tampén). La suspensidn resultante se dejd
reaccionar 48 horas a 3-52C con agitacidén conti-
nua. Transcurrido dicho periodo se retird el
sobrenadante y se realizaron dos lavados con --
5 'ml del tampén fosfato utilizado en la inmovili-

zacidn.

Los grupos activos del soporte
que no reaccionaron con la enzima, se bloquearon
por reaccidén con 10 ml de disolucién de fenol --

0,01% en acetato sdédico al 10%.
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Se lavé el derivado asi obtenido
con el tampén de acoplamiento, y se resuspendid
en tampén ftalato Acido de potasio - A4cido clorhi-
drico 0,1 M de pH 3,5, almacendndose en camara

fria de esta manera.

3.2.5.2.- En derivados aldehidicos.

Se activaron 150 ng de CPG-
Glycophase con acido peryddico exactamente
igual que en el procedimiento de inmovilizacidn
anterior. Al derivado obtenido, se le hizo
reaccionar con 10 ml de una disolucién de naringi-
nasa (10,5 mg/10 ml de tampén fosfato 0,1 M,
pH 7,8) durante una hora en camara fria (3-
52C). A los 20 y 40 minutos de comenzada la
reaccién, se adicionaron 0,5 mg de borohidruro
s6dico. Finalizado el tiempo de acoplamiento
se retiré el sobrenadante y se lavé abundantemente
el derivado. Por ultimo, éste se resuspendid
en tampén ftalato/clH 0,1 M pH 3,5 y se almacend

en camara fria.

3.2.5.3.- En derivados tidlicos.

Se acoplaron 10 ml de 6 -
-mercaptoetilamina (10 mg en 10 ml de tampdn
fosfato 0,1 M pH 7,8) a 150 mg de CPG-Glycophase
por el mismo procedimiento que se empled para

inmovilizar la p-fenilendiamina (3.2.5.1). Al tiol
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derivado de vidrio asi obtenido se le adicionaron
10 ml1 de una disolucién de enzima (0,5 mg / ml de
tampén fosfato 0,1 M pH 7,8) y 0,3 ml de una
disolucién de acoplamiento (que contenia 1,82
g de ferricianuro potdsico, 4,86 g de cloruro amé-
nico y 7,1 ml de hidrdéxido amébénico, 1llevados
a 100 ml con agua bidestilada), y 1la mezcla
resultante se dejé reaccionar durante toda
una noche (unas 15 horas) en camara fria vy
con agitacidén mecanica. Transcurrido el periodo
de acoplamiento, se retird el sobrenadante
y se lavé abundantemente el derivado obtenido
con tampén de acoplamiento. Se resustendid
'en tampén ftalato A4cido de potasio/ClH 0,1M
pH 3,5 y se almacend a 3-52C.

3.2.5.4.-— En derivados aminados

Se acoplaron 10 ml de una
disolucién de etilendiamina (14 1 en tampdn
fosfato 0,1 M pH 7,8) a 150 mg de CPG-Glycofhase
por el mismo procedimiento que anteriormente
se usé para inmovilizar p-fenilendiamina y
3 -mercaptoetilamina (métodos 3.2.8.1 y 3.2.8.3).
Una vez lavado, se adicionaron, al derivado
aminado asi obtenido, 10 ml de wuna disolucién
de enzima (0,5 mg/ml del mismo tampén) y 0,1
ml de una disolucién de 1l-etil-3-(metil amino
propil) carbodiimida (1 mg/ml) y se dejé reaccio-
nar la mezcla resultante durante 15 horas en
camara fria con agitacidn mecanica. se

retiré el sobrenadante y se 1lavé el derivado



de enzima inmovilizada obtenido con tampén de acopla
miento. Se almacend en cdmara fria suspendido en tam
pén ftalato/ClH 0,1 M de pli 3,5.

3.2.5. Medida de actividad enzimatica

3.2.5.1. Con p-nitrofeﬁil—(X—L—ramnésido como

sustrato.

La actividad o -ramnosidasa
de la naringinasa se determind utilizando
como sustrato p-nitrofenil- « -L-ramndsido.

El procedimiento seguido fué el siguiente:

Para la enzima soluble, a
0,5 ml de disolucién de tampén ftalato 4&cido
de potasio ClH 0,1 M de pH 3,5 se le adicionaron
0,5 ml de disolucién de sustrato 3,5 mM en
el mismo tampdn. La disolucién resultante
se incubd a 579C hasta alcanzar el equilibrio
térmico y se le adicionaron 5 pl de disolucién
de enzima de concentracién 1 mg/ml. Se extrajeron
alicuotas de 50 1 cada cinco minutos durante
20 min. Cada alicuota. se diluyé hasta 3 ml
con hidréxido sédico 0,5 M y se midié su absor-
bancia a 400 nm frente a un blanco que contenia
la alicuota a tiempo cero. Las medidas se

realizaron por triplicado.
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Para los derivados de enzima
inmovilizada, los volumenes de reactivos fueron
2,3 ml del tampén, 2,5 ml de 1la disolucidn
de sustrato y 0,2 ml de enzima inmovilizada,
que contenia 150 mg de derivado en 10 ml de
tampédn, mantenida en suspensidn mediante
agitacidén mecdnica, Se extrajeron con el tiempo ali
cuotas de 100 y1 que fueron filtradas a través
de una malla de nylon de 10 pu de tamafio de
poro para separar el derivado inmovilizado
y 50 1l del filtrado se procesaron de 1la
misma manera que en el ensayo de la enzima

soluble.

Se definid una unidad de
actividad enzimdtica como la cantidad de enzima
que liberé un micromol de p-nitrofenol por
minuto bajo las condiciones especificadas

anteriormente.

3.2.6.2. Con naringina como sustrato

Para la medida de la misma
actividad enzimatica Q-ramnosidasa de naringina-
sa frente a su sustrato natural naringina,

se siguié el método siguiente :

Cuando se utilizé enzima
soluble, se 1incubé durante 5 min. a 57eC,

1 ml de mezcla de reaccidén que contenia wuna



disolucién de naringina 5 mM en tampén ftalato
dcido de potasio/ClH 0,1 M pH 3,5. La reaccién
enzimdtica se inicié por la adicidén de 4
p1 de disolucién de enzima de concentracién
1 mg/ml. A tiempos conocidos se extrajeron
alicuotas de 10 il y se analizé su contenido
en naringina y prunina por cromatografia liquido-
liquido de alta resolucién, de acuerdo con
el procedimiento de Fischer y Wheaton (45)
modificado de la forma ya expuesta en el apartado
3.2.4. Un cromatograma tipico se realizé en
7 minutos y los componentes separados de 1las

muestras se detectaron por su absorbancia
a 280 nm,

Para los derivados de enzima
inmovilizada, se incubaron a 572C 9,9 ml de
disolucién de naringina 5 mM en tampén ftalato
dcido de potdsio/ClH 0,1 M pH 3,5. A continua-
cién, se afiadié 0,1 ml de enzima inmovilizada
con el mismo contenido que en el descrito
en el apartado anterior. Cada 5 minutos, durante
30 minutos, se extrajeron alicuotas de 100
#l que se filtraron mediante una malla de nylon -
de 10 pu de tamafio de poro, se tomaron 10
ft1 del filtrado y se analizé su contenido en
naringina y prunina de la misma manera que
en el ensayo de medida de actividad de 1la

enzima soluble.
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En ambos casos se cuantificé
el cambio producido en las ‘areas de los picos
correspondientes a naringina y prunina observado
en los cromatogramas, con el tiempo de reaccidn,

y se relaciondé con la actividad -ramnosidasa.

Una unidad de actividad enzimatica
a -ramnosidasa se definié como la cantidad
de enzima que liberé un micromol de prunina
por minuto bajo las condiciones 6ptimas de

ensayo descritas.

3.2.7.- Obtencidén de los valores de conversion

en un reactor tubular de lecho fijo con na-

ringinasa inmovilizada.

Se empledé para ello el derivado ob-
tenido al inmovilizar naringinasa en CPG-460 previa
mente derivatizado a aminoaril-vidrio, mediante
los métodos descritos en el apartado correspon-
diente. Se empaquetaron 100 mg del citado derivado
en una columna de 1 cm de didmetro interno,

alcanzando el 1lecho wuna altura de 0,35 cm.,

El reactor, termostatado, se equilibré a
57¢9cC, siendo alimentado a continuacién con
disoluciones de p-nitrofenil- « -L-ramndsido

en tampén ftalato A4cido de potasio/ClH de pH
3,5, de concentraciones comprendidas entre
0,4 y 3,5 mM. Se emplearon caudales de alimenta-
cidén variables entre 5 y 15 ml/min. En cada

.
uno de los casos, una vez alcanzado el regimen
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. . . I'd
estacionario, se recogieron alicuotas del efluente
del reactor, cuyo contenido en p-nitrofenol
se determiné por el procedimiento descrito

en el apartado 3.2.6.1.

De la misma forma se alimentd
el reactor con disoluciones de naringina en
el mismo tampén, de concentraciones variables
entre 0,1 y 5 mM empleandose para ello caudales
comprendidos entre 2,5 y 6 ml/min. Al igual
que se hizo cuando se usé6 el sustrato sintético,
cuando se alcanzé el régimen estacionario,
se recogieron alicuotas cuyo contenido en naringi-
na y prunina se analizé usando el procedimiento

descrito en el apartado 3.2.6.2.

3.2.8.- Obtencidén y purificaciédn de prunina

Para 1la obtencién de prunina,
préducto junto con la ramnosa de la actividad
O/ ~-ramnosidasa de la naringinasa, se utilizd
un reactor de lecho fijo de naringinaéa inmovili-
zada. En dicho reactor, no se detecté existencia
alguna de actividad lg—glucosidasa. Se reciclaron
a través de dicho reactor 15 ml de una disolucién
de naringina 5 mM en tampén ftalato A4cido de
potasio/ClH 0,1 M de pH 3,5, durante 10-15
minutos. La disolucidn obtenida se analizé

por cromatografia 1liquida de alta resolucién,



siguiendo el método descrito en el apartado
3.2.6.2, obteniéndose en la reaccién enzimdtica

una conversidén porcentual de naringina en prunina

del 89,89%.

Para conseguir una disoluciédn
de prunina exenta de las impurezas representadas
por 1la naringina sin hidrolizar, la ramnosa
y el ftalato 4cido de potasio del tampén usado,
se inyectaron en el cromatdgrafo liquido alicuotas
de 2 ml (mdximo volumen de inyeccién permitido)
de 1la mezcla de reaccidn, recogiéndose a la
‘'salida 1la fraccién correspondiente al componente
prunina, identificado por su tiempo de retencidn.
Para evitar el solapamiento entre los picos cromato-
graficos de 1los distintos componentes, que se
producia al wusar volimenes de inyeccién tan
grandes, se utilizé como eluyente una mezcla
acetonitrilo : agua (20:80; V/V), que permitié
aumentar los tiempos de retencion, separando

proporcionalmente la elucidén de los componentes.

Una vez recogidos 25-30 ml
de prunina disuelta en el eluyente anteriormente
citado, se realizé una extraccién liquido-liquido
con tertbutanol, afiadiendo cloruro s6édico para
facilitar la separacién entre las fases organica
y acuosa, y se retiré la fase organica haciendo
uso de un embudo de decantacién. A continuacién,
se evapord el tertbutanol, obteniéndose un
residuo sélido que, cuando se disolvié en wuna

mezcla acetonitrilo : agua (32:68; V/V) y se



analizé mediante HPLC, didé como resultado un
pico mayoritario cuyo tiempo de retencién se
correspondid con el de la prunina, y otro méas
pequefio, debido a una minima cantidad de ftalato
acido de potasio que acompafiaba a 1la prunina
como contaminante. De este manera se determind

que la prunina obtenida poseia un 99,5% de pureza.
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4.~ RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION

Siguiendo la metodologia
,expuesta en los apartados anteriores se procede,
en el presente, a la exposicidén detallada y discu -
sién de los resultados experimentales obtenidos.
Asi, sucesivamente, se ha determinado la masa
molecular de 1la enzima objeto de estudio, se
ha propuesto y puesto a punto un nuevo método
para la medida de 1la actividad ¢ -ramnosidasa
de la naringinasa wusando el sustrato sintético
p-nitrofenil- « -L-ramnésido y se ha modificado
y mejorado el método de medida de actividad por
HPLC utilizando naringina como sustrato. Posterior-
mente, se ha procedido a 1la inmovilizacién de
la enzima y se han obtenido las condiciones 6ptimas
de actuacién tanto de la forma soluble como del
mejor de los derivados inmovilizados. Asimismo,
se han calculado las constantes cinéticas intrinse-
cas de 1la naringinasa soluble e inmovilizada
actuando frente a los dos sustratos, asi como
las constantes de inhibicién para 1los productos
de las reacciones enzimaticas. Por dltimo, se
ha experimentado con un reactor tubular de lecho

fijo de naringinasa inmovilizada, obteniéndose



las conversiones de salida para diversos caudales
y concentraciones de los sustratos, valores que
han servido para, en una etapa posterior, comprobar
la validez del modelo de disefio desarrollado

para este tipo de reactores.

4.1.- CROMATOGRAFIA LIQUIDO - LIQUIDO DE ALTA
‘ RESOLUCION DE NARINGINASA. DETERMINACION
DE LA MASA MOLECULAR. CRITERIO DE PUREZA

En primer lugar, se ha determi-
nado la masa molecular de la proteina, usando
cromatografia liquido-l1{quido de alta resolucién.
Este valor es de particular importancia para
establecer el tamafio de poro minimo que debe
poseer el soperte de vidrio poroso empleado en
la inmovilizacién de la enzima, para permitir
el acceso de ésta a la estructura interior de

dicho soporte.

t

Para ello, una disolucidn
de la preparacién enzimatica, se sometié a cromato-
grafia liquida de alta resolucién (HPLC), siguiendo
el procedimiento detallado en el apartado correspon-
diente de métodos. Como elemento separador, se
empleé una columna de cromatografia de permeacidn
en gel, permitiendo esta técnica registrar, simul-
tidneamente, la existencia de proteinas de masas
moleculares diferentes a 1la naringinasa en la
preparacién, y calcular la masa molecular aparente

de 1la naringinasa mediante la correspondiente
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curva de calibrado, realizada previamente utilizando

proteinas patrones de masas moleculares conocidas.

EL registro cromatografico
resultante reveld la existencia de una sdla especie
de masa molecular, no pudiendo detectarse ninguna
otra sefial diferenciada del ruido propio del
detector, incluso a las mayores sensibilidades
‘empleadas. Ello permitié afirmar que la preparaciodn
enzimatica fué esencialmente pura en cuanto a
que presentaba uniformidad en su composiciédn.
Sin embargo, cuando se determind el contenido
en proteina de disoluciones de diferentes concentra-
ciones de 1la preparacidn enzimitica, por una
modificacién del método de Lowry (153), el resultado
revelé que todas las disoluciones ensayadas conte-
nian una décima parte de la proteina tedricamente
puesta en la disolucién. Visto el comportamiento
cromatografico, esta divergencia podria ser explica-

da en funcidén de una de las dos causas siguientes:

1) E1 90% del peso sbélido de la preparacién estaria
constituido por sales o estabilizantes cuya absor-

bancia a 280 nm es nula.

2) El1 contenido de residuos aromaticos de la
naringinasa podria ser muy inferior al de la
albimina de suero bovino usada como patrdén, vy
la respuesta del método de medida de proteinas
propuesto por Lowry y col. (154) y modificado

por Hartree (153), es proporcional al contenido

en dichos residuos.



Se dializdé entonces una disolu-
cién de naringinasa de concentracién conocida,
frente a agua bidestilada. Se empled para ello
una célula de ultrafiltracién Amicdn, dotada
de membranas que s6lo permiten el paso de especies
de masa molecular inferior a 10000. Se recogid
el wultrafiltrado, enrasidndo a un volumen final
conocido, para determinar su contenido en proteina
por el mismo procedimiento anterior. Puesto que
el resultado no se alterd en cuanto a la diferencia
entre 1la cantidad tedrica de proteina, segun
peso, y la cantidad determinada con respecto
a un patrén de albumina de suero bovino, se estimé
que la segunda de las causas propuestas era 1la
que explicaba mas adecuadamente los resultados
experimentales. Ademas, quedé comprobado que
en alguna referencia bibliografica se citan diver-
gencias como la mencionada (155). Asi pues, en
lo sucesivo, se ha considerado que la preparacién
enzimdtica usada estaba constituida WUnicamente

por naringinasa.

. Ademids de su uso como criterio
de pureza, la cromatografia de permeacién en
gel permitidé establecer la masa molecular aparente

de la naringinasa de Penicillium sp. empleada.

La banda de naringinasa eluyé a un volumen de
elucién, VE , de 8,77 ml, para una columna cuyos
volumenes total, VT Y muerto, Vg , fueron 14,00
Yy 5,92 ml, respectivamente. Con estos datos, el
coeficiente de particién, K , es de 0,35. Susti-

tuido este valor en la correspondiente ecuacidn
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de la recta de calibrado de la columna (que se
encuentra representada en la Figura 3), se puede
calcular la masa molecular aparente de la enzima.
El valor resultante fué de 166700, siendo éste
el primer valor de masa molecular calculado para
la naringinasa, pues no se han encontrado referen-
cias bibliograficas en las que tal dato se haya
citado, independientemente de 1la fuente de enzima
empleada. La misma falta de informacidén existe
en cuanto a la posible presencia de estructura
oligomérica de las naringinasas estudiadas, compor-
tandose al parecer todas ellas como una proteina
~homogénea. A este respecto hay que decir que
tan s6lo en una ocasién se ha referenciado 1la
separacién en dos proteinas diferentes de una
preparacién de naringinasa, correspondiendo dichas
proteinas a las actividades ¢ -ramnosidasa y
B -glucosidasa por separado (29), y aun asi,
no se hace ninguna referencia a masa, o cualquier
otro pardmetro molecular, de 1las dos fracciones

separadas.

t

4.2.- METODOS DE MEDIDA DE LA ACTIVIDAD O -RAMNO-
SIDASA DE NARINGINASA

La medida de la actividad
naringinasa implica la determinacidén individualizada
de las actividades @ -ramnosidasa y B -glucosidasa,
y la cuantificacién de 1la contribucién de cada

una de ellas a la actividad global de la enzima.
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Por otra parte, y puesto que tan sd6lo la actividad
(¢ -ramnosidasa es la importante a nivel del proceso
de desamargado de zumos de citricos, es importante
la necesidad de disponer de un método especifico
de medida que permita diferenciar las dos activida-
des. Como ya se ha discutido en el apartado 2.5.,
no existe en la bibliografia ningiin método que
permita cuantificar dicha actividad de forma
rapida, sensible, econdémica y diferenciada de

la actividad global naringinasa.

Por todo ello, en el presente
trabajo se ha wutilizado el p-nitrofenil- o -L-
-ramndésido como sustrato de la actividad -ramnosi-
dasa de la naringinasa. En presencia de naringinasa,
dicho sustrato es hidrolizado a ramnosa y p-nitro-

fenol de acuerdo con la reacciodn mostrada en

la Figura 4.

Ya que el p-nitrofenol es
coloreado a pH béasico, se puede seguir el curso
de 1a reaccidén enzimdtica cuantificando la apari-
cién de este producto. Para ello se realizaron
espectros de absorcién en las condiciones de
medida colorimétrica usadas, para seleccionar
una longitud de onda donde 1la absorcién pudiera
s6lo asignarse al p-nitrofenol y no al sustrato
p-nitrofenil- @ -L-ramndsido. Los espectros de
absorcidn realizados mostraron la existencia
de un maximo de absorbancia para el p-nitrofenol

a 400 nm, tal como puede observarse en la Figura



o
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FIGURA 4.- Hidrélisis del p-nitrofenil- o¢ -L-ramné-
sido por la actividad o -ramnosidasa de

naringinasa.



5. E1 sustrato no mostrd absorcién a dicha 1longitud
de onda, siendo el pequeiio hombro que puede obser-
varse & 400 nm asignable a un 1ligero grado de
hidrdélisis del p-nitrofenil- (¢ -L-ramnésido en
medio fuertemente alcalino; sin embargo, la hidroé-
lisis del sustrato en estas condiciones fué lenta,
por lo que este hecho no provocé interferencias
en la medida de actividad enzimatica. Por 1lo
tanto, se utilizé en 1lo sucesivo una longitud
de onda de 400 nm para seguir Jla aparicidén del
p-nitrofenol como consecuencia de la accidén enziméa-

tica.

A fin de relacionar el incremen-
to de absorbancia a 400 nm producido por la apari-
cién del p-nitrofenol con las unidades de actividad
¢ - ramnosidasa utilizadas en los ensayos, se
calculé 1la absortividad molar del p-nitrofenol
en las condiciones alcalinas mencionadas en el
correspondiente apartado de métodos, puesto que
la medida de 1la actividad ¢ -ramnosidasa de
la naringinasa con dicho sustrato no ha sido
descrita en la bibliografia. Se utilizaron disolu-
ciones de p-nitrofenol en NaOH 0,5 M, cubriendo
un rango de concentraciones comprendido entre
4,66 y 45,9 p M, realizandose las medidas por
sextuplicado; los valores experimentales se ajusta-
ron a una recta, por andlisis de regresién lineal,

cuya ecuacién fué:

3

A =2,3 x 100" + 21,44 [PNP]

(r = 0,9992)
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FIGURA 5.- Espectros de absorcién de p-nitrofe-
nil- ¢ -L-ramnésido 36 uM (1) y p-ni-
trofenol 36 uM (2), realizados en
NaOH 0,5 M.



Donde A representa la absorbancia y la concentracidn

de p-nitrofenol viene dada en mM.

El valor calculado entonces
para la absortividad molar del p-nitrofenol fué
de:

400 -1 -1
& = 21,44 mM cm .,
PNP
Se calculéd la desviacién

estandar de las medidas, resultando ser 0 =0 ,99.

El error absoluto del wvalor

numérico para un p=0,05 y n=60 (t=2) fué de
1,98 y el error relativo en la medida fué de
1,19%. Por otra parte, y como ya se dijo anterior-
mente, la naringina es hidrolizada por 1la actividad
& -ramnosidasa de naringinasa a ramnosa |y
prunina, y ésta es a su vez sustrato de la actividad
3—glucosidasa, hidrolizandose a glucosa y naringe-
nina. Debido a que la preparaciéon enzimatica
usa&a en el presente trabajo, presenta un contenido
en actividad : B -glucosidasa cien veces menor
que de actividad 0 -ramnosidasa, en los ensayos
enzimiaticos usando naringina como sustrato, nunca
se detecté la actuacién de 1la segunda actividad
enzimitica de 1la naringinasa, por lo cual en
lo sucesivo, cuando se hable de la actividad
enzimitica, se referirid, aunque no se especifique,

a la actividad @ -~ramnosidasa.
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Sin lugar a dudas, la croma-
tografia 1liquida de alta resolucién (HPLC),
es el método mas fiable y especifico de 1los
referenciados en la bibliografia para la caracte-
rizacién de 1la actividad « -ramnosidasa de
naringinasa frente al sustrato natural naringina.
Mediante la cr‘omatogr‘afia en fase reversa
es posible discriminar naringina, prunina y
naringenina, asi como otros flavonoides andlogos;
las interferencias en el método de medida de
actividad enzimitica son nulas, asi como el
error que se pueda cometer. Cuando se utiliza
el mas usado de 1los eluyentes referenciados
en la bibliografia, esto es, acetonitrilo:
agua, 20:80 (V/V), se consigue una buena separa-
cién de los picos en el cromatograma y tiempos
de retencién relativamente pequefios. Sin embargo,
este tiempo (unos 20 minutos), que no es muy
elevado para resolver mezclas de flavonoides,
no parece el iddéneo para la medida de actividad
enzimdtica, ya que para la obtencién de una
curva de progreso de la reaccidn, con tan sélo
cinco puntos, se requeririan unos 80-100 minutos.
Debido a esto, la medida de la actividad
& -ramnosidasa de naringinasa sobre el sustrato
naringina, llevada a cabo en el presente trabajo,
ha requerido la wutilizacién de una proporcién
distinta de la mezcla de eluyente, concretamente
acetonitrilo:agua, en porcentajes 32:68 (V/V),
con lo que el cromatograma tipico se obtuvo
en 7 minutos y una curva progreso de actividad
enzimatica se consiguié en unos 28-35 minutos,

sin que los picos se solapen en el cromatograma.



Para poder seguir el curso
de 1la reaccién enzimidtica cuantificando la
prunina producida, se determinaron en ©primer
lugar, las absortividades molares de sustrato
y producto a 280 nm, de acuerdo con el método

descrito anteriormente.

Los resultados experimentales
obtenidos evidenciaron la relacién lineal existen-
te entre las Aareas de los picos resultantes
de los cromatogramas y las cantidades de naringina
y prunina inyectadas. El1 ajuste por minimos
cuadrados de dichas rectas permitié obtener
los valores de ambas pendientes, cuyo cociente
representa la relacidn existente entre las
absortividades molares de naringina y prunina.
E1 valor encontrado para dicho cociente fué
de 65,2. De esta manera puede obtenerse el
porcentaje de prunina presente en una muestra,
a partir de los valores de las 4reas correspon-
dientes a naringina y prunina proporcionadas

en cada cromatograma.

En la Figura 6 puede verse
un cromatograma tipico, que corresponde a un
porcentaje de prunina del 93,52%. Puesto que
en ninglin caso se integré el 4area de la banda
de absorcién correspondiente al disolvente,
el porcentaje de naringina presente en la muestra
se obtuvo directamente por diferencia hasta

100 del porcentaje de prunina.
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FIGURA 6.- Cromatograma correspondiente a
una alicuota de la reaccién de
hidrdlisis de naringina por la
actividad o -ramnosidasa de

) naringinasa. Los picos de.narig
gina y prunina vienen determina
dos por los tiempos de retencidn
4,91 y 5,84 minutos, respectiva

mente.



4.3.- INMOVILIZACION Y PROPIEDADES GENERALES
DE NARINGINASA INMOVILIZADA

En el presente trabajo,
y de acuerdo con los Objetivos propuestos,
se ha estudiado el comportamiento bioquimico

de 1la enzima naringinasa de Penicillium sp.

Se han caracterizado los pardmetros usuales
en enzimologia, tales como pH, temperatura
y fuerza idnica d6ptimos, actuando tanto frente
al sustrato sintético p-nitrofenil- (¢ -L-ramnésido
'como al sustrato natural naringina. Asimismo
se han determinado 1los parametros cinéticos,
velocidad maxima y constante de Michaelis usando
los dos sustratos citados. La caracterizacién
se ha llevado a cabo tanto con enzima soluble

como inmovilizada en soportes de vidrio poroso.

Se ha realizado la inmoviliza-
cidén de la naringinasa por cuatro métodos diferen-
tes, tendentes a implicar en la unién al soporte
cuaéro residuos de aminodacidos diferentes.
Para el tinico derivado activo obtenido, se
ha estudiado, a su vez, la influencia  del tamafio
de poro sobre la actividad, asi como la estabili-

dad al almacenamiento y operacional.
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4.3.1.- Inmovilizacidén en vidrio poroso

La naringinasa se inmovilizé
por enlace covalente a través de distintos
residuos de aminodcidos. Como soporte se empled
vidrio poroso de tamaifio de poro controlado,
recubierto de una monocapa de residuos de gliceri-
lo unidos covalentemente, lo que le confiere
un caracter hidrofilico y neutro. La estructura
parcial de dicho soporte es:

i OH
l l
‘-"Si - 0 - (CHZ)Z - CHy - 0 - CH2 - CH - CHZOH

Esta capa de glicerilo recubre el vidrio poroso
tanto por el exterior como por el interior
de los poros, mostrando un grupo funcional
cada 90 A . Las particulas de vidrio son de
forma esférica, con un radio comprendido entre

37 y 74 pm para todos los tamafios de poro.

Este soporte presenta uné
gran estabilidad a las diferentes condiciones
de operacién, quimicas, mecdnicas o térmicas,
habituales en el trabajo con los materiales
biolégicos inmovilizados. Todo ello los convierte
en una clara alternativa a los carbohidratos
poliméricos, que no admiten altas presiones
de operacién ni caudales elevados. Por otra
parte, al estar recubierto de una monocapa

de glicerilo , se minimizan los problemas de


http://jW.ni

adsorcion Yy electrostaticos tipicos de los
soportes de vidrio sin recubrir, causados por
las cargas negativas de los residuos de silicato.
Por 1ltimo, 1la presencia de grupos glicol,
confiere a dicho soporte unas grandes posibilida-
des de derivatizacidon en condiciones suaves,
compatibles con los materiales biolégicos a

inmovilizar.

Se derivatizd dicho soporte
de cuatro formas diferentes a fin de poder
implicar en la unién enzima-soporte preferentemen-

te a cuatro residuos de aminoacido diferentes,

a saber, aminos, tioles, fenoles y carboxilato.

Para ello, se activd el
soporte por oxidacidén con Aacido peryddico.
Este tratamiento oxidé los grupos glicoles

del recubrimiento de glicérido a grupos aldehido,
que quedaron ligados al soporte, dando Aacido
férmico libre, que fué arrastrado en los lavados.
Los grupos aldehido pueden reaccionar con grupos
amino formando bases de Schiff, cuyo  doble
enlace se redujo con borohidruro sbédico para
evitar la reversibilidad por desplazamiento
caracteristica de este tipo de enlaces. E1l
grupo amino puede pertenecer a la propia enzima,
con lo cual se consigue un derivado de enzima
ligada por residuos ¢€-amino de 1lisilo u otros
amino libres. También puede pertenecer a otra
molécula diferénte, en cuyo caso se pueden

acoplar al soporte aquellos grupos que se desee.



Asi, el uso de p-fenilendiamina, B—mercaptoetila—
mina o etilendiamina, produjo derivados con
grupos aminoarilo, tiol, o amino libres, respecti-
vamente, capaces de reaccionar «con la enzima
a través de residuos diferentes de aminoacidos.
De esta forma, la reaccién del derivado que
poseia grupos aminoarilo con acido nitroso
produjo una sal de diazonio que se acoplé a
la enzima a través del anillo fendlico de 1la
‘tirosina, fundamentalmente, aunque se ha publicado
que también pueden participar en el enlace

residuos de arginilo y serilo (156).

La activacién de los grupos
carboxilato de los residuos de Aacido aspartico
o glutamico de la enzima con carbodiimida,
permitié unirla al derivado aminico de vidrio,
formando un enlace tipo amida, mientras que
la adicién de un oxidante como el ferricianuro,
a la suspensidén resultante de mezclar el derivado
con grupos tioles y 1la enzima, condujo a 1la
formacién de un puente disulfuro mixto entre

los 'grupos tioles del soporte y los de la enzima.

Se determind entonces,
la actividad de cada uno de los derivados,
resultando positiva dicha determinacidn tan

, - - - . - »
so0lo cuando la naringinasa se inmovilizo a
través de residuos tirosilo, lo que es indicativo
de que la modificacién quimica de residuos
lisilo, cisteinilo y aspartilo o glutamilo

de la enzima conduce a una inactivacién, bien
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por la propia modificacién quimica o por los

cambios conformacionales asociados a la misma.

Ademéas de la selecciédn
del método de inmovilizacién y del residuo
de aminodcido que se implica en la wunién al
soporte, - 1la configuracidén de éste Ultimo puede
tener wuna gran importancia en la actividad
mostrada por el producto final. De hecho, el
tamafio de poro puede ser determinante respecto
a la capacidad de carga de enzima en el soporte

'Yy a la estabilidad operacional. Ademds de ello,
es el principal causante de 1la aparicién de
limitaciones difusionales que puedan restringir
severamente la actividad enzimatica (66). Teniendo
en cuenta estas consideraciones, se inmovilizé
la enzima en soportes que poseian cinco tamafios
nominales de poro (40,100,200,460 y 2000 A)
manteniendo constante 1la modificacién quimica,
el tamafo de‘particula del soporte y la naturale-

Ld - .
za quimica del mismo.

Los tamanos de poro empleados
presentan rangos de separacién del orden de
1000-8000, 1000-30000, 2000-100000, 8000-250000
y 150000-1250000, respectivamente (157), por
lo que era de esperar que la proteina empleada,
cuya masa molecular es de 166700, penetre en
el CPG-460, y CPG-2000, quedindose en la superfi-
cie del CPG-40,CPG-100 y CPG-200.



Como se observa en la Tabla
1, en todos los parametros cuantificados, los
rendimientos mayores se obtuvieron al inmovilizar
la naringinasa sobre CPG-460, los tamafios de
poro mayores Yy menores resultaron con peores
rendimientos de actividad inmovilizada y mas
baja actividad del derivado. Tal como puede
observarse, en ningin caso se inmovilizdé 1la
totalidad de 1la actividad ofrecida, aumentando
el porcentaje de actividad inmovilizada, asi
como la que corresponderia por gramo de derivado,
.al incrementarse el tamafio de poro. Este fendmeno
puede explicarse teniendo en cuenta que la
superficie interna de los soportes es cada
vez mas accesible a la enzima conforme aumenta
el tamaiio de poro; 1lo que se traduce en un
aumento del 4&rea superficial del soporte en
contacto con 1la proteina y el consiguiente
aumento en 1la posibilidad de incrementarse

el nimero de enlaces formados.

El rendimiento de proteina,
asi como la actividad especifica de los derivados
han sido estimados en base a la actividad mostrada
por la enzima soluble y los derivados inmoviliza-
dos, debido a que la cantidad de proteina inmovi-
lizada en cada caso no se pudo medir directamente

por las razones ya citadas.

La inmovilizacién de la

enzima en CPG-2000 se tradujo en un descenso
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en los valores de los parametros. Este tamafio
de poro permite la libre entrada de la proteina
a toda 1la superficie disponible del soporte,
pero debido al gran tamafio del poro, la superficie
disponible es relativamente pequeiia, reducigpdose
por tanto el porcentaje de actividad inmovilizada
y la actividad por gramo de derivado. Por otra
parte, aunque con similares especificaciones,
el CPG-2000 fué suministrado por una casa comer-
cial diferente y, de hecho, su comportamiento
a lo largo de los procesos de activacidén, deriva-
tizacién y acoplamiento de proteina fue diferente
al mostrado por los demads soportes. Este comporta-
miento diferente resulté facilmente apreciable
cuando se derivatizé el soporte para obtener
grupos aminoarilo. En tal circunstancia, todos
los soportes, excepto el CPG-2000, adquirieron
coloracién, que cambidé desde muy débil al iniciar-
se el acoplamiento de la p-fenilendiamina,
hasta un rojo parduzco al finalizar el acoplamien-
to. A su .vez, el color del derivado sufrié
cambios de tono al activarlo con Aacido nitroso
y al acoplar la proteina. Todas estas transforma-
ciones visibles no se produjeron en el CPG-
-2000, o 1lo ‘hicieron tan tenuemente que no
se pudieron apreciar las diferencias en el

color.
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4.3.2.— Estabilidad al almacenamiento y operacio-

nal del derivado inmovilizado

La estabilidad al almacena-
miento es un factor importante a considerar
en la caracterizacién de un derivado de enzima
inmovilizada, ya que es necesario disponer
de una preparacién de reserva a partir de 1la
cual se extraigan alicuotas para realizar los
ensayos pertinentes. Para que los resultados
sean comparables, es absolutamente necesario
que las alicuotas sean exactamente iguales
en sus propiedades a lo largo del tiempo empleado
para la caracterizacidén, por lo que el derivado
debe ser totalmente estable en las condiciones
de almacenamiento. En caso contrario, la prepara-
cién de una muestra de derivado de enzima inmovi-
lizada para cada determinacidn, se convierte

en una tarea tediosa y sujeta a errores.

Por ello, se ha estudiado
la 'estabilidad al almacenamiento de la naringinasa
inmovilizada en CPG-460 a través de residuos
tirosilo, ya que fué el derivado con el que
se obtuvieron mejores rendimientos. El1 derivado
inmovilizado se almacenaba en camara fria a
3-5 2C, suspendido en tampén ftalato 4acido
de potasio/C1lH 0,1 M de pH 3,5. De esta suspensién
se extrajeron alicuotas con el tiempo vy se
ensayd su actividad enzimatica utilizando el
método estandar descrito previamente, expresandose

en cada caso la actividad relativa a 1la que



mostré el mismo derivado recién inmovilizado.
La representacion grafica de 1los resultados
obtenidos se encuentra en la Figura 7, observan-
dose wuna estabilidad total durante los 120
primeros dias de almacenamiento. Este periodo
de mantenimiento de actividad total fué mas
que suficiente para realizar las series de
ensayos necesarios tendentes a la caracterizacidn
del derivado. La pérdida brusca del 50% de
la actividad observada a los 200 dias del almace-
namiento debe atribuirse a un fallo en el sumini-
tro de energia eléctrica a los laboratorios
del Departamento, provocandose un aumento de
la temperatura de la cdmara fria de 10 a 15
2C durante un periodo de tiempo indeterminado
(en todo caso nunca superior a 30 dias), coinci-
diendo con el periodo estival. Posteriormente
se observé una pérdida de actividad mas gradual
y coherente, deduciéndose por tanto que de
no ser por el fallo en el sistema de refrigeraciodn
el derivado inmovilizado obtenido hubiera mante-
nido su actividad casi por completo un minimo

de un afio.

La estabilidad operacional
de las enzimas dinmovilizadas es wuno de los
factores mas importantes que afectan al éxito
de la industrializacidén de un sistema inmoviliza-
do. Con objeto de establecerla, se realizaron
los experimentos necesarios con naringinasa
inmovilizada en CPG-460 a través de residuos
tirosilo de 1la proteina. Como el interés indus-

trial de 1la enzima reside en el desamargado
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de los zumos citricos, y el elemento responsable
del amargor es 1la naringina, se ha ensavado
la estabilidad operacional del derivado inmovili-
zado actuando sobre el sustrato naringina,
cuando se encuentra sélo en la disolucién,
a una concentracién del 0,03%, asi como formando
parte de un zumo simulado que contiene un 0,02%
de naringina, 3% de glucosa, 2% de fructosa,
5% de sacarosa y 1,5% de 4acido citrico (25),
cantidades que corresponden a una composicidn
media de los jugos citricos, 6 de un zumo de
pomelo natural con un contenido en naringina
del 0,03%. Dichas disoluciones se alimentaron
con un caudal de 0,5 ml/min, a un reactor tubular
de lecho fijo de 1 cm de didmetro interno vy
0,35 cm de altura, termostatado a 40 2C, que
contenia 100 mg del derivado inmovilizado CPG-
~460-AA-naringinasa, determinando el valor
de la conversién a la salida del reactor por
analisis del efluente del mismo a distintos
tiempos de operacién, tal y como se indica
en el apartado de métodos, y relaciondndo

estos valores de conversién de sustrato con
los obtenidos en 1los primeros minutos de actua
cién, siempre a partir del momento en que el
reactor alcanzé las condiciones de régimen

estacionario.

En la Figura 8 se expresan
de forma grafica los resultados obtenidos.
Como cabia esperar, y de acuerdo con lo referen-

ciado en la bibliografia (22-24,35), el derivado
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Medida de la estabilidad operacional del
derivado CPG-460-AA-naringinasa a 40 oC
y utilizando como sustratos: (@) disolu-
cién de naringina al 0,03%, (®) zumo si-

mulado y (4) zumo de pomelo natural.



mostré una mayor estabilidad cuando actud frente
a la disolucidén. de naringina, siendo ostensible-
mente menor con el zumo simulado, y muy baja
cuando se traté de hidrolizar la naringina
presente en el zumo de pomelo natural. La activi-
dad enzimatica del derivado inmovilizado decrecia
durante 1las 100 primeras horas de operacion
al actuar sobre naringina, descenso que fué
mds acusado cuando se trabajé con el zumo simula-
do, para mantenerse practimanente constante
a partir de ese tiempo. El1 derivado retenia
el 60% y el 35% de la actividad mostrada inicial-
mente para la disolucidén de naringina y la
de zumo simulado, respectivamente. Cuando se
aliment6 el reactor con zumo de pomelo natural,
puedo observarse una mayor pérdida de actividad
del derivado inmovilizado, hasta tal punto,
que a las 25 horas de funcionamiento continuado
la enzima habia perdido un 70% de 1l1la actividad
mostrada al principio de la operacidn. Esta
pérdida de actividad puede atribuirse, tanto
al efecto de inhibicién de los componentes
del zumo, como al taponamiento y ensuciamiento
provocado en el 1lecho por 1la gran cantidad
de pectinas en suspensién que llevaba el zumo.
Puesto que en el zumo simulado, también se
encontraban presentes algunos de los compuestos
que inhiben de forma mids acusada 1la actividad
enzimdtica, parece ser la segunda de las razones

la principal responsable de la pérdida de activi-
dad.

La estabilidad a la operacidn

continua del derivado dinmovilizado cuando se
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le hizo actuar frente a la disolucién de naringina
y al zumo simulado, resultd ser menor que la
de otros referenciados en 1la bibliografia (22-
24,35), aunque, en estos casos, los experimentos
fueron realizados a temperaturas ostensiblemente
menores (25 ©2C) a la é6ptima de la enzima (57-
60 2C). Sin embargo, el hecho de que la pérdida
de actividad se estabilizara al cabo de un
cierto numero de horas de wutilizacidén, apunté
hacia una mejor adecuacidn del derivado usado
en el presente trabajo, para su utilizacién
de forma continua, que los obtenidos por dichos
autores que conducen gradualmente a la pérdida
total de actividad. Cuando se hizo fluir zumo
natural a través del lecho de CPG-460-AA-naringi-
nasa, los resultados obtenidos fueron relativa-
mente mejores que los referenciados en 1la biblio-
grafia (22,23), ya que en estos casos se habla
de que al cabo de un dia de operacién se pierde
practicamente toda la actividad enzimatica,
mientras que en el presente trabajo a las 25
horas de wutilizacidn continuada, el derivado
inmovilizado retuvo ain el 30% de la actividad

enzimdtica mostrada inicialmente.

Representando el logaritmo
del ©porcentaje de actividad retenido por el
derivado inmovilizado frente a los tiempos
de operacidén y ajustando los resultados obtenidos
a una linea recta mediante regresién lineal,
se pudo obtener la constante de velocidad

de desactivacidén suponiendo que ésta obedezca
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a una cinética de primer orden. En la Figura
9 puede verse esta representacidén para el derivado
CPG-460-AA-naringinasa, y los valores obtenidos
para las constantes de desactivacién fueron
3,46 x 1073 ,1,16 x 1072 y 4,93 x 1072 he-!

segin  que el derivado inmovilizado actuara

b

sobre disoluciones de naringina sola, zumo
simulado vy zumo de pomelo, respectivamente.
Como se sabe, los valores mas bajos de esta
constante dimplican wuna estabilidad operacional
mis elevada y permiten ademds cuantificar 1las
estabilidades relativas en funcidén de la alimenta-

cidén usada.

4.3.3.- Variacidén de la actividad con la concen-

tracién de enzima

Para estudiar la dependencia
de la actividad enzimdtica con l1a cantidad
de enzima en el caso del sustrato p-nitrofenil-
o -L-ramnésido, se varié 1la concentracién de
enzima soluble de 1 a 20 K & en un volumen
de reaccién final de 1 ml, y 1la del derivado
inmovilizado entre 0,5 y 7,5 mg de gel seco,
manteniendo el resto de las condiciones experimen-
tales segin se especifican en el apartado corres-
pondiente de métodos. La proporcionalidad entre
la cantidad de enzima presente en el medio
de reaccién y 1la velocidad de hidrélisis del
p-nitrofenil- ‘¢ -L-ramnésido producida por 1la

misma, se representa en las Figuras 10 y 11,
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Relacidén entre el logaritmo de la activi-
dad y el tiempo de operacidn para el de-
rivado CPG-460-AA-naringinasa, utilizando
como sustratos: (@) disolucidén de narin-
gina al 0,03%, (w) zumo simulado y (4)

zumo de pomelo natural.
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tanto para la enzima soluble como para el derivado

inmovilizado.

En dichas Figuras, se observa
una dependencia lineal hasta 7 pg de enzima
soluble y hasta 3 mg de gel para el caso de
enzima inmovilizada, siendo éstos 1los 1limites
que se emplearon en lo sucesivo para realizar
los anadlisis enzimdticos de 1la actividad o -

-ramnosidasa sobre el sustrato sintético.

Normalmente, la cantidad
de enzima seleccionada para un ensayo de actividad
fué de 5 pug para la enzima soluble y de 3 mg

de gel para el derivado inmovilizado.

De 1la misma forma que se
hizo con el sustrato sintético, se estudid
la dependencia de 1la actividad enzimatica con
la cantidad de enzima, wusando <como sustrato
la naringina. Para ello se varié la concentracién
de enzima soluble desde 1 a 20 peg y la del
derivado inmovilizado entre 0,5 y 7,5 mg de
gel. En ambos casos se mantuvieron las demas
condiciones experimentales tal y como se especi-

fica en el apartado 3.2.6.2.

Los resultados experimentales

evidenciaron una linealidad entre la velocidad
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de hidrdlisis de 1la naringina y 1la cantidad
de enzima presente en el medio de reaccion
hasta 4 pug de enzima soluble y hasta 2 mg de
gel para el derivado inmovilizado. En los ensayos
de actividad, la cantidad de enzima seleccionada
fué de 3 pg para la enzima soluble y 1,5 mg

de gel para la enzima inmovilizada.

Estos valores fueron muy
bajos en cualquiera de los casos, si se 1los
compara con el .dnico ‘trabajo publicado (10)
en el que se aportan datos en este sentido.
En esta publicacidén, se habla de una respuesta
lineal entre 10 y 50 pg de enzima soluble,
usando naringina como sustrato. Sin embargo,
una serie de factores experimentales impiden
establecer una comparacién directa entre este
valor y los aqui obtenidos. En primer 1lugar,
la preparacidén enzimidtica empleada por los
autores es una preparacidén comercial conocida
como "Naringinasa C", que puede tener otras
proteinas que no muestren actividad -ramnosidasa
y,' en segundo, porque emplearon el método de
Davis, que, como ya se ha comentado, refleja
esencialmente la actividad B—glucosidasa actuando
sobre el producto de 1la reaccidén enzimatica
catalizada por 1la actividad O/ —-ramnosidasa;
y normalmente la actividad (B-glucosidasa es

menor que la «-ramnosidasa.
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4.3.4.- Determinacidén de las condiciones é6pti-

mas de actuacidn de la enzima

Las condiciones optimas
de actuacién de una enzima pueden depender
de muy diversos factores. Algunos de ellos
son intrinsecos, tales como la fuente de obtencién
de la enzima, mientras que otros dependen de
las condiciones del medio en que se realiza
la medida, sustrato empleado o forma en que
se encuentra la enzima. A fin de establecer
unos criterios comparativos que permitieran

obtener conclusiones, se estudiaron las condicio-
nes Optimas de actuacidén de la actividad

O -ramnosidasa de naringinasa de Penicillium

sp., tanto en forma soluble como inmovilizada

actuando frente a los dos sustratos empleados
en el presente trabajo, p-nitrofenil- -L-ramnési-

do y naringina.

Para el estudio del efecto
del pH del medio sobre la actividad «-ramnosidasa
de la naringinasa, tanto en su forma soluble
como inmovilizada, actuando sobre el sustrato
sintético p-nitrofenil- & -L-ramnésido, se trabajé
en un rango de pH comprendido entre 2,4 y 5,
utilizando tres sistemas reguladores de  pH:
regulador Glicina/ClH para un rango de pH compren-
dido entre 2,4 y 3,6, regulador Ftalato A4cido
de potasio/ClH para el rango 3,4 - 3,9 y regulador

Acetato sédico/dcido acético para pH comprendidos
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entre 3,7 y 5,0. La concentracién de todas

las disoluciones fué 0,1 M.

Como se observa en la Figura
12 el pH 6ptimo mostrado por la enzima tanto
en su forma soluble como inmovilizada, frente
al sustrato sintético p-nitrofenil- @ -L-ramnésido
fué de 3,5.

Cuando se estudié el efecto
del pH del medio de reaccién sobre la actividad
enzimitica usando naringina como sustrato,
se utilizaron dos disoluciones reguladoras
distintas: tampén Glicina/ClH 0,1 M para pH
comprendido entre 2,5 y 3, y tampdn Ftalato
dcido de potasio/ClH 0,1 M, para pH desde 3,25
hasta 4. Los resultados experimentales obtenidos
apuntaron hacia la confirmacién del valor 3,5
como pH éptimo de actuacién de la enzima naringi-
nasa soluble e inmovilizada en 1la hidrdlisis
de naringina, como también lo fué en la hidrélisis
enzimdtica del sustrato sintético p-nitrofenil

- -L-ramnésido.

Este pH 6ptimo es el inferior
de 1los observados en otras naringinasas de
distintas fuentes frente al sustrato natural
naringina; en tales casos el pH é4ptimo esta
comprendido entre 3,5 y 5 para las primeras
preparaciones enzimaticas de origen fingico

(20,25,34) 6 entre 4,0 y 5,0 para las obtenidas
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sobre la actividad o -ramnosidasa

de naringinasa soluble ( puntos ne-

gros) e inmovilizada en aminoaril-

-CPG-460 (puntos blancos), actuando

sobre el sustrato p-nitrofenil- o -L-

-ramnésido.

(0,®) Tampén Glicina/ClH 0,1 M.

(a,a) Tampdn Ftalato 4cido de potasio/
/C1H 0,1 M.

(o,m) Tampdn Acetato sddico/dcido acé-

tico 0,1 M.



a partir de Aspergillus niger (10,22-25). Sin

embargo, el valor de pH obtenido en este trabajo
coincide con el que presentan los zumos citricos.
La pérdida de actividad fué bastante mids acusada
a valores de pH mids A4acidos y decayé lentamente
al incrementarse el pH tanto para 1la enzima
en forma soluble como para el derivado inmoviliza-
do, lo que permitiria también el uso del sistema
enzimdtico, tanto en su forma soluble como
inmovilizado, para el desamargado de zumos
no citricos que generalmente presentan un pH
superior. Por otra parte, la comparacidén de
las curvas pH-actividad para la enzima soluble
e inmovilizada, reflejé un efecto estabilizador
de los enlaces soporte-proteina sobre la estructu-
ra terciaria frente a la desnaturalizacién
por pH, pues se obtuvo una curva que se expande

sobre un rango mas amplio de dicho pH.

; Es importante resaltar
el hecho de que dado que el tampdén ftalato
dcido de potasio/ClH 0.1 M suministrdé un medio
en el que 1la actividad enzimitica, tanto en
soluble como inmovilizada, fué superior a 1la
mostrada en otros tampones, se escogié dicha
disolucidén reguladora como estandar para la

realizacién de los demds ensayos.

Se estudié también el efecto
de la temperatura del medio de reaccién sobre
la actividad & -ramnosidasa de la naringinasa,

tanto en su forma nativa, como inmovilizada
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a través de residuos tirosilo a un soporte
de vidrio poroso de tamafio de poro 460 A, actuando
sobre el sustrato sintético utilizado en este
trabajo. El rango de temperaturas ensayado
en ambos casos fué de 35 a 73 2C, margen suficien-
temente amplio como para obtener variaciones
significativas de actividad que permitieran
el establecimiento de la temperatura Gptima
de actuacidén de la enzima. E1 medio de reacciédn
se mantuvo en todos los casos constante mediante
el uso del tampén ftalato 4cido de potasio/ClH
0,1 M de pH=3,5, y de la concentracidén de sustrato

que fué de 1,4 mM en ambos casos.

La Figura 13 refleja
en una representacién de Arrhenius, la variacidn
de la actividad enzimdtica con la temperatura.
El valor midximo de actividad para la hidrélisis
del p-nitrofenil- « -L-ramnésido se mostrd a
57 °C, tanto cuando dicha hidrdlisis se realizé
con enzima soluble como cuando se usé el derivado

inmovilizado.

Esta " misma temperatura
6ptima se determiné cuando se wusaba naringina

como sustrato.

El valor de temperatura
necesaria para la consecuci6én de la maxima
actividad ¢ -ramnosidasa de la preparacién fué

mas elevado que lo publicado habitualmente
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por los diversos autores para naringinasas
de otras fuentes (19,22-25,35). Tan sélo ha
sido superada por los 60-65 ©2C referenciados
como temperatura O4ptima de una naringinasa

de Coniothyrium diplodiella (26).

La forma de la curva tempera-
tura-actividad resulté bastante més aguda en
el caso de utilizar enzima soluble, que cuando
se us6 el derivado inmovilizado. Un desplazamiento
de diez grados, en uno u otro sentido, de 1la
temperatura G6ptima se tradujo en una reduccién
de la actividad catalitica de la enzima soluble
al 50%. Sin embargo, esta pérdida de actividad
fué bastante menos acusada cuando se utilizé
la enzima inmovilizada; en este caso la actividad
mixima se redujo s6lo hasta un 65-70%. Por
lo tanto, este parametro se constituye en un
valor critico cuando se trata de analizar de
forma comparativa el nivel de actividad o -
-ramnosidasa en preparaciones de naringinasa
solyble, siendo también importante, pero no
tan decisivo, cuando se utiliza naringinasa in

movilizada.

Ademés, el que la curva
temperatura-actividad mostrada por la enzima
inmovilizada fuera mas amplia que la de la
enzima soluble, reflejé un efecto estabilizador
de los enlaces de la proteina al soporte, 1los

cuales parecen mantener parcialmente la estructura
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terciaria al sobrepasar, en uno u otro sentido,

la temperatura éptima de actuacidn.

De la pendiente de la recta
obtenida en la zona de incremento de actividad
se puede calcular el valor de 1la energia de
activacién del proceso. Del ajuste por regresion
lineal de ambas rectas, se obtuvieron 1los valores
de 1la energia de activacién que fueron 14,9
y 7,9 Kcal/mol para la forma soluble y la inmovi-
lizada respectivamente. Como puede observarse
el valor de 1la energia de activacién de 1la
naringinasa disminuyé con la inmovilizacién,
lo que implica una mayor eficacia catalitica
del derivado inmovilizado frente a la enzima

soluble.

Para estudiar la dependen-
cia de la actividad enzimatica de la naringinasa,
soluble e inmovilizada, actuando sobre los sus-
tratos sintéticory natural con la fuerza idnica
del medio de reaccidén, se varidé la concentracidn
de tampén ftalato A4cido de potasio/ClH desde
0,025 hasta 0,5 M. La concentracién de sustrato
en el fluido de ensayo fué de 1,4 mM y se mantuvo
constante en todos los experimentos, al igual

que el resto de 1las condiciones Optimas, pH

y temperatura.
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En la Figura 14, se muestran
los resultados obtenidos. En ella se observa
en ambos casos que la actividad maxima se alcanzd
a una concentracién de tampén 0,1 M. La enzima
en forma soluble fué mucho mids sensible a los
cambios de 1la fuerza iodnica que el derivado
inmovilizado. Se ha 1llegado a comprobar que
para una concentracién de tampén ftalato Aacido
de potasio/ClH 1 M (valor anormalmente alto),
el derivado inmovilizado mostraba un 83% de
la actividad maxima, lo cual da idea del gran
efecto estabilizador que 1los enlaces enzima-

-soporte ejercen sobre la actividad enzimatica.

Finalmente, puede decirse
que las condiciones O6ptimas de actuacidén de
la enzima naringinasa, tanto en forma soluble
como inmovilizada, son las mismas con independen-
cia de si el sustrato utilizado fué el p-nitro-

fenil- ¢ -L-ramnésido o la naringina.

4.4.— DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS
DE NARINGINASA

Se ha procedido a la obtencidn
de las constantes cinéticas de la naringinasa
utilizando los dos sustratos objeto de estudio;
el p-nitrofenil- & -L-ramnésido y la naringina.

En el primer caso, se han calculado dichas
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Efecto de la fuerza idnica del me-
dio de reaccidén sobre la actividad
0 -ramnosidasa de naringinasa so-
luble (®) e inmovilizada en CPG-460
a través de residuos tirosilo (O),
actuando sobre el sustrato p-nitro-

fenil- o« -L-ramnésido.



constantes para la enzima soluble e inmovilizada
en aminoaril-CPG-40 vy CPG-460, realizandose,
asimismo, para este Ultimo tamafio de poro diferen-
tes inmovilizaciones con distintas concentraciones
de enzima. Cuando se ha wusado naringina como
sustrato, se han estimado los parametros cinéticos
intrinsecos para la naringinasa soluble y para

el derivado CPG-460-AA-naringinasa.

Conocidas las condiciones
O0ptimas de ensayo de la actividad O -ramnosidasa
de 1la naringinasa soluble, asi como del mas
activo de los derivados inmovilizados obtenidos,
se procedié a su caracterizacidén cinética frente
al sustrato propuesto p-nitrofenil- & -L-ramnésido.
Para ello se realizaron 1los correspondientes
ensayos de actividad, tal y como se describieron
en el apartado 3.2.6.1, en los que la concentra-

cién de sustrato se varié entre 0,455 y 3,155
mM.,

En el caso de la enzima
soluble, cuando se representaron las velocidades
iniciales de reaccién frente a la concentracién
de sustrato, se obtuvo 1la tipica hipérbola
rectangular que presentan las enzimas con compor-
tamiento cinético michaeliano, tal y como puede
observarse en el recuadro interior de la Figura

15.

- 120 -



v (pmol/minxmg)

M-

B
£
X
£ sl
E
E
E
3 4f
>
2—

FIGURA 15.-

3 5 7

V/S (mi/minxmg)

Representacién de Fadie-Hofstee de

la dependencia de la actividad -

-ramnosidasa de naringinasa soluble
con la concentracién de p-nitrofe-

nil- & -L-ramndsido. En. el recuadro

superior derecho se expresa esta

misma relacién en forma directa.



Las constantes cinéticas
se calcularon a partir de la representacidn
de Eadie-Hofstee (158-159), en base a los resul-
tados experimentales, ajustandose dichos datos
a una recta, tal y como se observa en la misma
Figura 15, cuyo analisis por regresién 1lineal
condujo a un valor de 1la constante de Michaelis
de la actividad Q-ramnosidasa de la naringinasa
actuando sobre el sustrato p-nitrofenil- o -
-L-ramnésido de 1,52 mM. De la misma representa-
cién anteriormente citada, se obtuvo el valor
-de la velocidad mdxima, que fué de 10,66 pymoles
de p-nitrofenol formados por minuto y por miligra-

mo de proteina.

Asimismo, se analizd la
dependencia de la actividad enzimatica en funciédn
de la concentracidén de sustrato y los resultados
se representaron graficamente, de acuerdo con
el método de Eadie-Hofstee, para determinar
la constante de Michaelis y la actividad especifi-
ca de 1los derivados de naringinasa inmovilizada

en aminoaril-CPG-40 y CPG-460.

Para el derivado CPG-40,
los resultados experimentales se ajustaron
a una linea recta (segiin se observa en la Figura
16); a partir de 1la pendiente se calculd 1la
constante de Michaelis, cuyo valor fué de 2,86
mM, y de la ordenada en el origen se obtuvo
un valor para la velocidad maxima de 7,7 pmoles

producidos por minuto y por miligramo de proteina.
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FIGURA 16.~ Representacién de Eadie-Hofstee para na-
ringinasa inmovilizada en aminoaril-CPG-
-40 (®) y en aminoaril-CPG-460 (m), ac-
tuando sobre el sustrato p-nitrofenil-« -
-L-ramnésido, en las condiciones estin-

dar de ensayo.



Dichos valores, corresponden a las constantes
cinéticas intrinsecas del derivado, libre de
limitaciones difusionales internas. La linealidad
observada en la representacién de Eadie-lofstee
para el derivado CPG-40 puede evidenciar dos
fenémenos distintos: que la reaccidén enzimdtica
se encuentre controlada cinéticamente, o bien
que la imovilizacién de 1la proteina se haya
realizado uUnicamente en la superficie del soporte,
hecho que por otra parte estaria apoyado por
el valor de la masa molecular de 1la enzima,
obtenido experimentalmente por HPLC, y los
limites de exclusidén caracteristicos del tamafio

de poro del soporte.

Por el contrario, la represen-
tacién de Eadie-Hofstee para el derivado CPG-
-460 (ver Figura 16), condujo a una curva
sigmoide representativa de la existencia de
limitaciones difusionales internas (77,100),
ya que en este caso la enzima estaria inmovilizada
en el interior de la matriz porosa. Este hecho
estd plenamente de acuerdo con el valor de
masa molecular obtenido para la naringinasa
y los limites de exclusién del soporte CPG-

-460.

A fin de obtener 1los valores
de las constantes cinéticas intrinsecas del
derivado @ inmovilizado CPG-460-AA-naringinasa,

se procedidé a realizar sucesivas inmmovilizaciones
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con menor carga de enzima, hasta obtener un
derivado en el que las limitaciones difusionales
internas fueran despreciables, pudiendo estable-
cerse un control cinético para 1la hidrdlisis
del sustrato, es decir, hasta que la representa-
cién de Eadie-Hofstee condujera a una linea
recta. Se obtuvieron, por tanto, cuatro derivados
inmovilizados distintos con 13,5, 2,5, 1,0
y 0,4 mg de proteina por gramo de soporte, respec-
tivamente. Aplicando el analisis lineal de

Fadie-Hofstee a los valores de velocidad inicial

obtenidos para distintas concentraciones de
sustrato y efectuando las correspondientes
representaciones graficas, se obtuvieron en

todos 1los <casos, tal y como puede verse en
la Figura 17, curvas sigmoides representativas
de la no eliminacién de las limitaciones difusio-
nales internas, aun en el caso del derivado
inmovilizado con una concentracién de proteina
inferior a 1la del derivado inmovilizado en
CPG-40. Este hecho vino a demostrar que 1la
linealidad obtenida en la representacién de
Eadie-Hofstee para el CPG-40-AA-naringinasa
fué debida a que 1la proteina se encontraba
inmovilizada \nica y exclusivamente en la superfi-
cie del soporte, como se habia supuesto a tenor
de los valores de la masa molecular de la enzima

y del tamafio de poro del soporte.

En l1la Tabla 2, se encuentran
resumidos‘ los rendimientos obtenidos en las

distintas inmovilizaciones covalentes de naringi-
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V (#mol/minxmg)

FIGURA 17 .-

2 3 4 5
V/S (ml/minxmg)

Representacién de Eadie-Hofstee para naringi-
nasa inmovilizada en CPG-460 a través de re-
siduos tirosilo con distintas concentraciones
de enzima: (@) 13,52 mg proteina/g CPG, (m)
2,5'mg proteina/g CPG, (v) 1 mg'proteina/g de
CPG y (%) 0,4 mg de proteina/g de CPG. Se

ha wutilizado como sustrato el p-nitrofenil-

- ¥ -L-ramnésido y las medidas de actividad
enzimdtica han sido realizadas en las condi-

ciones estandar de ensayo.
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nasa a través de residuos tirosilo a un soporte
de vidrio poroso variando 1la concentracién
de proteina. Es curioso observar la ligera
disminucién que experimenta el valor de 1la
actividad especifica de los distintos derivados
inmovilizados al disminuir la concentracidn
de enzima por gramo de soporte. Esta variacidn
anémala puede atribuirse a que conforme el
derivado va teniendo menor actividad, el volumen
de suspensiéon del mismo que hay que = afladir
al medio de reaccién es cada vez mayor, y por
tanto las concentraciones maximas de sustrato
alcanzables van siendo gradualmente menores.
Es decir que a medida que disminuye la actividad
del derivado inmovilizado, es mds dificil alcanzar
la saturacidén, por tanto los valores de velocidad
maxima obtenidos son ostensiblemente menores
de los que se obtendrian si se pudiera alcanzar

dicha saturacidn.

Debido a los problemas
que representd la medida de velocidades iniciales
con derivados inmovilizados de tan baja actividad
enzimatica, se abandoné este método de evaluacidn
de 1las constantes <cinéticas intrinsecas, y
se usdé otro que permitiera calcular dichas
constantes a partir de datos obtenidos en condi-
ciones de limitaciones difusionales internas
(77,78,80,81). Como se puede observar en la
Figura 16, el valor de la constante de Michaelis

intrinseca se obtuvo de 1la pendiente de 1la

recta obtenida en la extrapolacidn a concentracidn
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de sustrato nula de 1los resultados obtenidos
a bajas concentraciones de sustrato. La velocidad
midxima intrinseca se calculé trazando una recta,
cuya pendiente era la K;I obtenida anteriormente,
en la zona de concentracidén de sustrato elevada.
El corte con el eje de ordenadas de dicha recta
corresponde al valor de 1la <citada velocidad
miaxima. De esta manera se obtuvo un valor para
Kg de 0,96 mM y una velocidad mdxima de &,8
) moles de producto producidos por minuto y

por miligramo de proteina.

En la Tabla 3 se encuentran
resumidos los valores de las constantes cinéticas
obtenidas para la enzima soluble y para los
derivados inmovilizados de naringinasa en aminoa-

ril-CPG-40 y CPG-460, utilizando el sustrato

sintético.

De la observacién del valor
de la constante de Michaelis intrinseca calculado
para el derivado inmovilizado en CPG-460, se
deduce que la inmovilizacién de 1la naringinasa
en el interior del soporte, condujo a un derivado
que mostrd una especificidad hacia el sustrato
p-nitrofenil- o ~L-ramnésido, aproximadamente
tres veces superior a la mostrada por la enzima
soluble. De la comparacidén de los valores
de K;I de la naringinasa inmovilizada en CPG-
-40 y CPG-460 respectivamente, se concluye

que la distribucidén de enlaces entre la proteina
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Tabla 3.- Valores de las constantes cinéticas para narin-

ginasa soluble e inmovilizada a través de resi-

duos de tirosilo en soportes de distinto tamaifio

de poro, actuando sobre el sustrato sintético

p-nitrofenil-  -L-ramnésido.

Ky (mM) V&AX (UAE/mg prot.)
ENZIMA
SQLUBLE 1,52 10,66
CPG-40-AA-
NARINGINASA 2,86 757
CPG-460-AA-
NARINGINASA 0,96 8,8




y el soporte es un parametro que determind
la conformacién final activa de 1la naringinasa
inmovilizada. Este fendémeno es facilmente explica-
ble si se tiene en cuenta que cuando una proteina
se 1inmoviliza en 1la superficie de un soporte
o en el interior de un material poroso, tanto
el niGmero de grupos funcionales implicados
en la unidén enzima-soporte como la distribucidn
de los mismos puede ser totalmente diferente
en un caso u otro, con lo cual, ambos derivados
inmovilizados pueden presentar comportamientos
marcadamente distintos aunque se mantega constante
el nivel de modificacién quimica en el proceso

de inmovilizaciodn.

Posteriormente, y de forma
analoga a cuando se usé como sustrato el p-
nitrofenil- « -L-ramnésido, se procedié a 1la
obtencién de 1los pardmetros cinéticos de 1la
naringinasa soluble e inmovilizada en aminoaril-

~-CPG-460, utilizando el sustrato natural naringi-

na.

Asi, se obtuvo un valor
para la constante de Michaelis de la actividad
¢ -ramnosidasa de la naringinasa soluble de
7 mM, mientras que los datos que se pueden
encontrar en la bibliografia oscilan entre
0,64 y 2,2 mM (22-24,35). Estos datos han sido
obtenidos usando también naringina como sustrato,

pero midiendo 1la actividad por el método de
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Davis, o alguna de sus modificaciones, lo que
cuestionaria en bastante medida la posible

comparacién por las razones ya aducidas.

Es importante destacar,
el elevado valor de la constante de Michaelis
obtenido para la naringina. Teniendo en cuenta
el hecho de que 1la solubilidad maxima de 1la
naringina en el medio de reaccion empleado
y a 57 2C es del orden de 10 mM, el uso del
sustrato natural no permitié alcanzar la satura-
cién de la enzima, con lo cual el valor de
velocidad maxima deducido a partir del ajuste
lineal de 1los valores de velocidad inicial
segin el método de Eadie-Hofstee, que fué de

150 UAE/mg proteina, es aproximado y bastante

cuestionable.

Por otra parte, resulta
notoria la diferencia de valores de la constante
de Michaelis que se han obtenido en el presente
trabajo para los dos sustratos empleados, y
que apunté a una mejor adecuacidén del sustrato
sintético al centro activo de 1la actividad
O -ramnosidasa. Si se tiene en cuenta ademas
la imposibilidad de alcanzar 1la saturacidn
de la enzima soluble <con el sustrato natural
naringina, se corrobora alin mds la adecuacién
del sustrato sintético para la determinacidn
de niveles de naringinasa, dado que en este

caso si es posible alcanzar dicha saturacién.
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Cuando se estudié la dependen-
cia de 1la actividad enzimatica del derivado
inmovilizado CPG-460-AA-naringinasa con la
concentracién de sustrato vy los resultados
experimentales obtenidos se representaron gra-
ficamente usando el método de Eadie-Hofstee,
se obtuvo wuna curva sigmoide que evidenciaba
la existencia de limitaciones difusionales

internas como puede observarse en la Figura

18.

Para calcular los valores

1

de 1las constantes cinéticas intrinsecas, KM
y'V’MAx , se utilizé el método anteriormente

citado para el sustrato sintético.

De esta forma se estimd
para la constante de Michaelis intrinseca un
valor de 2,8 mM y para la velocidad mAxima

intrinseca de 31 UAE/mg proteina.

El wvalor de K& obtenido
en el presente trabajo para la enzima inmovilizada
actuando sobre naringina es algo mas elevado
que los referenciados en la bibliografia, que
varian entre 0,48 y 0,86 mM, aunque se mantiene
la ténica general de la disminucién de la constan-
te de Michaelis como consecuencia de la inmovi-

lizacién (22,23).
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FIGURA 18.-
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Representacidén de Eadie-Hofstee para
naringinasa inmovilizada en aminoaril-
-CPG-460 donde se muestra el efecto de
la concentracidén de naringina sobre

la actividad enzimdtica en las condi-

ciones estdndar de ensayo.



En cuanto al valor de la
velocidad mixima, no es comparable con los
referenciados en la bibliografia por las razones
aducidas en varias ocasiones respecto al método
de medida empleado, ni tampoco con el obtenido
en el presente trabajo para la enzima soluble,
yva que en este caso no se pudo alcanzar la

saturacién de 1la enzima.

En la Tabla 4 se encuentran
resumidos los valores de las constantes cinéticas
intrinsecas para la naringinasa soluble e inmovi-
lizada en aminoaril-CPG-460, actuando sobre

naringina.

4.5.- ESTUDIOS DE INHIBICION

En el presente trabajo
se ha investigado el efecto inhibitorio de
los cuatro productos intermedios o finales
de la actuacidén enzimitica global de la naringina-
sa: ramnosa, prunina, glucosa y naringenina
sobre la actividad O-ramnosidasa de la naringi-
nasa tanto en su forma soluble como inmovilizada,
asi como el efecto de 1la concentracién de p-
-nitrofenol que es uno de 1los productos de
la hidrélisis del sustrato sintético p-nitrofenil-

- 0-L-ramnésido por dicha actividad enzimatica.

- 135 -



Tabla 4.- Valores de las constantes cinéticas intrinsecas

para la naringinasa soluble e inmovilizada, ac-

tuando sobre el sustrato natural naringina.

1 I
Ky (mM) VMAX (UAE/mg prot)
ENZIMA
SOLUBLE 7,0 150
CPG-460-AA-
2,85 31

NARINGINASA




Existen publicaciones en
las que se exponen estudios de inhibicidén de
la actividad naringinasa, medida normalmente
por el método de Davis, por diferentes azicares
cuya presencia se ha detectado en los zumos
citricos (19,24-26,35). Asi, se ha ensayado
el efecto de algunas sustancias, como: sorbitol,
sacarosa, fructosa, dcidos tartdrico y malico,
etc. Sin embargo, para los productos que inhiben
la actividad, y exceptuando un Unico trabajo
(35), los estudios se han limitado a la cuantifi-
cacién del porcentaje de actividad perdida
en presencia del inhibidor a 1la concentracidn
promedio encontrada en los zumos, no habiéndose
obtenido suficientes datos experimentales para
calcular 1la constante y determinar el tipo

. de inhibiciédn.

4.5.1.- Inhibicion por p-nitrofenol

Los estudios del efecto
inhibidor del p-nitrofenol sobre 1la actividad
O -ramnosidasa de la naringinasa, tanto en
forma soluble como inmovilizada, actuando sobre
el sustrato sintético p-nitrofenil- « -L-ramndsido
se realizaron utilizando disoluciones de sustra-
to de concentraciones: 0,0701, 0,701, 1,40,
2,10, 2,80 y 3,15 mM, variando la concentracién

de inhibidor desde O hasta 1,4 mM.
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Los valores de velocidad
inicial estimados, se representaron graficamente
por el método de Dixon (160), pudiéndose observar
que las rectas obtenidas en presencia de inhibi-
dor, interseccionaron con el eje de ordenadas
a valores negativos, lo que implicaria que
la reaccién de hidrélisis del sustrato sintético
se hace reversible en presencia del producto

p-nitrofenol.

Debido al intenso color
‘amarillo que dicho producto desarrolla en un
medio fuertemente alcalino, las medidas de
velocidad inicial, en presencia de concentraciones
relativamente elevadas de p-nitrofenol, fueron
sdmamente dificiles, obteniéndose en 1la mayorfa
de los casos valores de absorbancia superiores
a la unidad. Este problema experimental dificultd
en gran manera, la obtenci6on de una constante
de inhibicidén fiable, ya que las medidas estaban
sujetas a un gran error. Por ello, el valor
de la constante de inhibicién del p-nitrofenol
se obtuvo, sustituyendo en la ecuacién de veloci-
dad (ecuacidén 17) los valores de las constantes
cinéticas intrinsecas, asi como los de las
constantes de equilibrio y de inhibicidén por
ramnosa (ver apartados 4.6 y 4.5.2) y los datos
experimentales de velocidades de reaccion,
obteniéndose bajo estas condiciones un valor
medio para la constante de inhibicidén por p-
-nitrofenol de 0,15 mM, para el CPG-460-AA-

-naringinasa.



4.5.2.- Iphibicidén por ramnosa

Los estudios del efecto
inhibidor de 1la ramnosa sobre la actividad
a —-ramnosidasa de la naringinasa soluble e
inmovilizada covalentemente en vidrio poroso,
se realizaron utilizando disoluciones de sustrato
sintético comprendidas entre 0,07 y 3,15
mM, variando la concentracién de inhibidor
desde O hasta 3,4 mM, asi como disoluciones
de naringina de concentraciones comprendidas
entre 1 y 4 mM, variando, en este <caso, 1la

concentracién de azicar de 0 a 6 mM.

Los resultados obtenidos
tanto con la enzima en forma soluble como inmovi-
lizada, fueron representados graficamente segin
el método de Dixon, obteniéndose sendas familias
de rectas que, una vez ajustadas por regresiodn
lineal, interseccionaron en puntos situados
en el segundo cuadrante de los ejes cartesianos,

tal como puede observarse en las Figuras 19
a 22,

Segin el tratamiento de
Dixon y de acuerdo con los comportamientos
de inhibicién observados para las cuatro series
de resultados experimentales, el efecto de

la ramnosa sobre la actividad 0 -ramnosidasa
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de la naringinasa soluble e inmovilizada, se
ajusté a una inhibicién reversible de tipo
competitivo. Los puntos de corte de las familias
de rectas permitieron calcular los valores
de las constantes de inhibicién. Asi, 1los valores
obtenidos fueron de 1,2 y 4,27 mM para la enzima
soluble y de 3 y 6,12 mM para el derivado inmovi-
zado CPG-460-AA-naringinasa, -utilizando respec-=

tivamente, el sustrato sintético y la naringina.

Con 1los valores de constante
de inhibicidén de que se dispone, es de destacar
que, debido a que la ramnosa inhibe mas a la
actividad ¢ -ramnosidasa cuando ésta actia
sobre el sustrato sintético p-nitrofenil-
- d-L-ramnésido, que cuando actiia sobre naringina,
el uso del sustrato sintético presenta la ventaja
de ser un indicador mis sensible que el natural
de la presencia de este tipo de inhibidor en

el medio de reacciédn.

De 1la comparacién de 1los
valores de constante de inhibicidén obtenidos
con la enzima en forma soluble y con el derivado
inmovilizado, se puede deducir que la naringinasa
en forma soluble es mas sensible al efecto
inhibidor de la ramnosa que cuando se encuentra
inmovilizada. Lo anterior es otra ventaja mas
de la inmovilizacién covalente de naringinasa
a través de residuos tirosilo, a un soporte

de vidrio poroso.
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Estos resultados acerca
del efecto inhibidor de 1la ramnosa sobre 1la
naringinasa con el sustrato sintético 'y con
el natural, apenas son comparables con los
referenciados en 1la bibliografia. Como ya se
ha dicho, s0lo se ha estudiado de manera cualita-
tiva el efecto de la concentracién de ramnosa
sobre la actividad enzimdtica y con naringina
como sustrato. A este respecto cabe citar que
no se ha encontrado, por ejemplo, un efecto
inhibidor notable sobre preparaciones enzimaticas
que contienen enzimas pécticas (como el Pectinol
10-M) (19), mientras que si se ha encontrado
que el efecto es mas acusado sobre otras prepara-
ciones de naringinasa que contienen poligalactu-

ronasas (36).

4.5.3.- Inhibicidn por glucosa

Para estudiar el efecto
de la concentracién de glucosa sobre la actividad
enzimdtica de 1la naringinasa, tanto en forma
soluble como inmovilizada, se usaron concentra-
ciones de sustrato sintético comprendidas entre
0,2y 2 mM y la de azucar varié desde O hasta
0,2 M, y las disoluciones de naringina tuvieron
concentraciones variables entre 0,5 y 2 mM.
En este Oltimo caso se usé el mismo rango de
concentraciones de glucosa que para el sustrato

sintético.
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Los resultados experimentales
obtenidos se representaron, de la misma manera
que para la inhibicidén por p-nitrofenol y ramnosa
por el método de Dixon, y se obtuvieron cuatro
familias de rectas que, ajustadas por minimos
cuadrados, se cortaron en puntos situados en
el segundo cuadrante de los ejes cartesianos.
Como se puede observar en las Figuras 23 a
26, las inhibiciones fueron todas reversibles
y de tipo competitivo, con constantes de inhibi-
cién de 0,12 y 0,43 M para la enzima soluble
y 0,27 y 0,26 M para el derivado CPG-460-AA-
naringinasa, actuando ambos frente al sustrato

sintético y natural, respectivamente.

Estos valores son bastante
mids elevados que los encontrados en la inhibicidén
por ramnosa, lo que indica que el efecto inhibidor
de la glucosa es mucho mas bajo, siendo menor
de nuevo este efecto para el derivado inmovilizado

que para la enzima soluble.

Comparando el grado de
inhibicién de 1la glucosa sobre la actividad
enzimatica O ~-ramnosidasa de la naringinasa
soluble actuando sobre el sustrato sintético
y el natural, se deduce que el efecto inhibidor
de la glucosa fué mis acusado cuando el sustrato
es el p-nitrofenil- & -L-ramnésido. Este fendmeno
también se daba en el estudio de 1la variacién

de la actividad «Q-ramnosidasa de la naringinasa
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[Glucosal (M)

Representacién de Dixon de la inhibicién
por glucosa de la actividad « -ramnosi-
dasa de naringinasa inmovilizada en
aminoaril-CPG-460 actuando sobre naringi-
na 0,5 mM (@), 0,75 mM (m), 1 mM (v) ¥y
1,5 mM (o).



con la concentracién de ramnosa. Sin embargo,
esta diferencia es mucho menos acusada cuando
la enzima se encuentra inmovilizada, encontrandose
en este caso valores para las constantes de
inhibicidén prdcticamente iguales con independencia
del sustrato utilizado. Lo que se ha dicho
para la ramnosa, de que aunque en un primer
momento pueda parecer negativo el hecho de
que se den mayores inhibiciones sobre el sustrato
sintético que se propone para la medida de
la actividad o -ramnosidasa, sin embargo es
una ventaja desde el punto de vista del analisis
enzimdtico debido a su mayor sensibilidad para
detectar componentes que puedan afectar a 1la

actividad.

De forma contraria a lo
obtenido para 1la inhibicién por ramnosa, y
a los resultados del estudio inhibidor de 1la
glucosa sobre 1la actividad enzimdtica usando
el sustrato sintético, en el caso de wutilizar
naringina, el valor de la constante de inhibicidn
'es menor para el derivado inmovilizado que
para la enzima soluble, 1lo cual implica que
la actividad enzimdtica @ -ramnosidasa es mas
sensible a la presencia de glucosa en el medio
cuando la enzima estd inmovilizada que cuando
actiia en forma soluble. De .todas formas, las
constantes de inhibicidén obtenidas para el
sustrato mnatural naringina, son tan elevadas
que se puede decir que para que la glucosa
disminuya ostensiblemente la actividad enzimitica

debe encontrarse en el medio de reaccién a
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concentraciones muy elevadas, mayores, en todo

caso, de las normales en zumos citricos.

El estudio de 1la inhibicidn
por la glucosa de la actividad enzimdatica global
de la naringinasa, se ha realizado en muy pocos
casos, y las distintas <citas bibliograficas
aportan resultados también distintos dependiendo
de la procedencia de la preparacién enzimatica
utilizada y del método seguido en la medida
de 1la actividad. Los experimentos realizados
con Pectinol 100-D (19) dan como resultado
que concentraciones elevadas de glucosa inhiben
ligeramente la actividad de esta enzima, utilizan-
do para ello el método de Davis. También con
este método de medida, pero con otra preparacidn
enzimitica (20), se admite que el método de
medida no es valido para cuantificar la primera
actividad enzimatica de la naringinasa; sin
embargo se analiza el efecto de la concentracién
de glucosa sobre la velocidad de reacciln,
afirmindose que este azlicar tnicamente afecta
a la segunda etapa de la reaccién, o sea, que
es la actividad B—glucosidasa la que es inhibida
por la adicién de glucosa, sin intervenir para

nada en la primera etapa de la reacciédn.

Con la preparacién enzimatica

de Coniothyrium diplodiella (25), se ha observado

que la actividad naringinasa se inhibia considera-

blemente a concentraciones de glucosa elevadas
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(0,2 M). Este mismo resultado, fué el obtenido
con la actividad (-ramnosidasa procedente de

Aspergillus niger, a concentraciones de glucosa

0,15 M, wutilizando, de la misma manera que
en el caso anterior, el método de Davis para

cuantificar la actividad naringinasa.

En una referencia bibliogra-
fica en la que se analiza el efecto de la concen-
tracidn de glucosa sobre dos preparaciones
comerciales de naringinasa, denominadas N1B
y N2B (36), 1los resultados experimentales no
estdn de acuerdo con lo que se discute en el
texto. Los autores siguieron el progreso de
la reaccién enzimatica por fluorodensitometria,
método de medida que permite conocer en cada
momento los porcentajes de naringina, prunina
y naringenina, por lo que se puede apreciar
cuando estan inhibidas las actividades & -ramnosi-
dasa y B—glucosidasa. Analizando 1las graficas
referenciadas, cuando se utilizé una concentracidn
alta de glucosa (100 mg/ml), la segunda actividad
enzimidtica se inhibidé apreciablemente, acumulin-
dose la prunina; sin embargo, cuando se utilizd
una mezcla de azlcares con una baja concentracién
de glucosa (20 mg/ml) la actividad 3-glucosidasa
no se inhibié tanto, y sin embargo también
se acumuldé prunina en porcentaje aun mayor;
los autores de este trabajo afirman que la
prunina inhibe la primera actividad, pero realmen-
te, en este segundo caso de mayor acumulacidn

« ,

de prunina, la desaparicion de naringina es
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la misma que cuando el ensayo enzimatico se
hizo en ausencia de azitcares, con lo cual 1la
primera actividad & -ramnosidasa no se inhibe
por prunina y, por lo tanto, la ligera inhibicién
de esta primera actividad, en el primer caso,
es debida a la mayor concentracién de glucosa

en el medio.

El dnico trabajo en el
que se refiere una constante de inhibicidn
para la glucosa, se ha publicado recientemente
(35); en €l se ha realizado un estudio del
efecto inhibidor de la glucosa sobre la naringi-

nasa de Aspergillus niger actuando sobre naringina

y utilizando bajas concentraciones de glucosa
(del orden de milimolar), considerando a la
glucosa como un producto de la reaccién y sin
tener en cuenta que este azlicar se encuentra
en los zumos citricos a concentraciones del
orden de molaridad, y que es a estas concentra-
ciones a las que es interesante realizar los
estudios de inhibicién para una posible aplicacién
a nivel practico. Se referencia ademds una
constante de inhibicidén reversible no competitiva,
resultados que difieren bastante de 1o encontrado
en el presente trabajo, y que puede ser asignado
a la diversidad de comportamiento que exhiben
las naringinasas dependiendo de la fuente vy

del grado de purificaciédn.

- 154 -



4.5.4.- Inhibicidén por prunina y naringenina

Para analizar el efecto
de la concentracidén de prunina sobre la actividad
¢ -ramnosidasa de la naringinasa soluble e
inmovilizada en aminoaril-CPG-460, actuando
tanto sobre el sustrato natural como sobre
el sustrato sintético p-nitrofenil-o -L-ramnésido,
se llevaron a cabo una serie de experimentos
variando las concentraciones de sustrato sintético
entre 0,35 y 1,75 mM, las de naringina entre

1y 3 mMy las de prunina entre 0 y 4 mM.

;

Los resultados obtenidos
tanto para la enzima soluble como para el derivado
inmovilizado, indican que la prunina, el
B -glucésido de naringenina, no inhibe la activi-
dad «-ramnosidasa de la naringinasa procedente

de Penicillium sp. wutilizada en el presente

trabajo, ni actuando frente al sustrato p-nitro-

fenil-o -L-ramnésido ni frente a la naringina.

El tnico trabajo que  hace
referencia a la posible inhibicidén del intermedio
prunina sobre la naringinasa, es un estudio
en el que se indica que la prunina, en concentra-
ciones similares a las producidas en la reaccidn,
s6lo inhibe ligeramente a la actividad & -ramnosi-
dasa (36), resultado bastante discutible por

las razones ya expuestas anteriormente.
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La naringenina es una flavano-
na virtualmente insoluble en disoluciones acuosas.
A fin de estudiar su efecto sobre 1la actividad
O ~-ramnosidasa, es preciso disolver el aglicén
en un disolvente menos polar y miscible con
el agua, y afiadirla de esa forma a la disolucidn
en la que se ensaya la actividad enzimatica.
En la ftnica referencia bibliografica en 1la
que se realiza tal tipo de estudio (19), 1la
naringenina fué disuelta en una mezcla isopropa-
nol:agua (30:70 V/V), adiciondndose después
los volumenes adecuados de esta disolucidn
(3,5 mM) al medio de reaccidén para conseguir

las concentraciones deseadas de naringenina.

En el presente trabajo
se repitieron las condiciones experimentales
expresadas por los mencionados autores para
estudiar el efecto de 1la naringenina sobre
la actividad o -ramnosidasa de 1la naringinasa
soluble e inmovilizada, actuando tanto sobre
el sustrato sintético p-nitrofenil-« -L-ramnésido,
como sobre su sustrato natural naringina, no
siendo posible obtener resultados de ningin
tipo, debido a dos razones: en primer lugar,
la naringinasa empleada en el presente estudio
(tanto soluble como inmovilizada) no mostré
actividad O« -ramnosidasa ni siquiera para las
menores concentraciones de naringenina empleadas
(0,05 mM), y no a causa del efecto inhibidor
del aglicbén, sino porque la presencia del isopropa

nol en el medio de reaccidn condujo a la desnatu-
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ralizacién de la enzima. De hecho, la realizacién
de ensayos de actividad sin naringenina, pero
en presencia del isopropanol que se afiadiria
para lograr la mencionada concentracidn del
aglicén, dié resultados negativos en cuanto
a la actividad enzimitica. Por otro 1lado, 1la
naringenina presentd en medio bdisico (el medio
de medida es NaOH 0,5 M) una elevada absorciédn
a la longitud de onda de absorcién del p-nitro-
fenol (400 nm), dificultando en gran manera

las medidas de velocidad.

Sin embargo, y a pesar
de estas dificultades, no parece que la concentra-
cién de naringenina en los zumos donde sea
necesaria la actuacién de 1la naringinasa para
el desamargado, sea muy notable, siendo por
lo tanto de importancia secundaria la determina-
cién del efecto del aglicén sobre la actividad
¢ -ramnosidasa de la naringinasa soluble e

inmovilizada.

A modo de resumen, en la
Tabla 5, se encuentran recogidos los valores
de las constantes de inhibicién, asi como 1los
de la constante de Michaelis intrinseca obtenidos
con la naringinasa soluble e inmovilizada en
aminoaril~-CPG-460, actuando sobre el sustrato
sintético p-nitrofenil- & -L- ramnésido ¥y sobre

naringina, respectivamente.
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4.6.- DETERMINACION DE LA CONVERSION DE EQUILI-
BRIO

Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en la experimentacidn
orientada a la obtencién de 1la constante de
inhibicidn del p-nitrofenol, ya comentados
anteriormente en el apartado 4.5.1, se procedid
a realizar una serie de ensayos tendentes a
obtener el valor de la conversién de equilibrio,
con la cual poder calcular la constante de

equilibrio del sistema.

Para ello, se prepararon
distintas mezclas de reaccidén, con concentraciones
de sustrato comprendidas entre 0,5 y 3,44 mM,
y afladiendo cantidades variables de naringinasa
soluble (de 3 a 6 ug/ml) y de derivado inmoviliza-
do (de 3 a 6 mg de gel/ml), manteniendo, en
todos los casos, el pH y 1la temperatura en
sus valores oOptimos. Las mezclas se dejaron
reaccionar durante un largo periodo de tiempo
(aproximadamente 48 horas) y al cabo del mismo
se analizé el contenido en p-nitrofenol, pudién-
dose obtener de esta manera los valores de
la conversién de equilibrio. Se tomé como valor
definitivo la media aritmética de dichas conver-
siones, obteniéndose asi un valor para la conver-

sién de equilibrio de 0,55.
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.

Asimismo, se observd que
las conversiones obtenidas eran todas 1iguales
e independientes de 1la concentracidon de sustrato
inicial, con lo cual puede decirse que 1la hidré-
lisis enzimdtica del p-nitrofenil- o -L-ramnésido,
es una reaccidén reversible de primer orden.
Con el wvalor de la conversién de equilibrio
se calculé la constante de equilibrio del sistema,

definida como:

obteniéndose para dicha constante un valor
de 1,22,

Este efecto de reversibilidad
de la reaccién no se observé cuando la enzima,
en forma soluble o inmovilizada, se hizo actuar
sobre el sustrato natural naringina, puesto
que se pudo 1llegar con relativa facilidad a

alcanzar la conversidn unidad.

- 160 -



4.7.~ RESULTADOS DEL REACTOR DE LECHO FIJO CON
NARINGINASA INMOVILIZADA

A fin de comprobar la validez
de las hipdtesis propuestas en el presente
trabajo para desarrollar la ecuacidén cinética
que define el comportamiento del sistema enzima-
tico y el modelo de reactor tubular de 1lecho
fijo conteniendo particulas esféricas de naringi-
nasa inmovilizada que se desarrollé posteriormen-
te, se procedid a obtener las conversiones
de salida de un reactor tubular, wusando como
sustrato disoluciones de p-nitrofenil- « -L-
-ramnésido y de naringind, tal y como se describid

en el apartado correspondiente.

4.7.1.- Sustrato sintético p-nitrofenil-q -L-

Ld -
-ramnosido

Para conseguir el fin propues-
to, se montéd un reactor tubular de lecho fijo
donde se empaquetaron 100 mg de derivado inmovili-
zado CPG-460-AA-naringinasa. Las dimensiones
del reactor fueron de 1 cm de diametro interno
y 0.35 cm de altura, y se mantuvo durante toda

la experimentacidén termostatado a 57 °C.
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Se procedid a alimentar
el reactor descrito con disoluciones del sustrato
sintético p-nitrofenil- & -L-ramnésido en tampdn
ftalato A4cido de potasio/ClH 0,1 M pH-3,5 de
concentraciones comprendidas entre 0,4 y 3,5
mM alimentando cada una de las disoluciones
a tres caudales distintos: 5, 10,17 y 15,0

ml/min.

Se midieron las concentra-
_.ciones de producto en el efluente del reactor
en cada caso, usdndo el procedimiento descrito
en el apartado correspondiente de métodos,
obteniéndose asi una serie de valores de 1la
conversion para distintas condiciones de alimenta-
cién al reactor (concentracidn y caudal de
sustrato). Estos resultados experimentales
se encuentran resumidos en la Tabla 6, y seran
los que previa comparacidén con los valores
obtenidos con el modelo prupuesto, verificaran

la validez del mismo.

4.7.2.- Sustrato natural naringina

De forma andloga a lo descrito
en el apartado anterior, se procedié a alimentar
el reactor de lecho fijo con distintas disolu-

ciones de naringina en tampdén ftalato Aacido
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Tabla 6.- Conversiones de salida del reactor tubular
de lecho fijo de CPG-460-AA-naringinasa,
usando como sustrato p-nitrofenil- o« -L-~

» 3
-ramnésido.

Csro (mM) F (ml/min) exp.
0,437 5,0 0452
0,437 10,2 0,51
0,437 15,0 0,44
0,875 5,0 0,51
0,875 10,2 0,45
0,875 15,0 0,39
1,750 5,0 0,49
1,750 10,2 0,39
1,750 15,0 0,32
3,500 5,0 0,43
3,500 10,2 0,35
3,500 15,0 0,25




de potasio/ClH 0,1 M de pll 3,5 de concentraciones
comprendidas entre 0,1 y 5 mM. Cada una de
las disoluciones se alimentd a seis caudales
distintos: 2,5, 3,2, 3,6, 4,0, 4,8 y 6,0 ml/min.
Asimismo, el reactor se mantuvo en todo momento

termostatado a 57¢2C.

Una vez alcanzado el régimen
estacionario, se recogieron alicuotas del efluente
de salida del reactor, y se analizaron siguiendo
.el método descrito en el apartado 3.2.6.2,
Se obtuvieron asi valores de la conversién
para distintas condiciones de alimentacidn
al reactor, tal y como puede verse en la Tabla
7. Estos valores de conversi6én son los que
posteriormente se compararon con los obtenidos
por el modelo de disefio del reactor de lecho
fijo, pudiendo asi comprobarse 1la validez del
modelo propuesto para dos sistemas enzimaticos
que obedezcan a cinéticas distintas de las
que forman parte de la generalizacidén para

la cual estid desarrollado el disefio de reactores.
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Tabla 7.- Conversiones de salida del reactor tubular
de lecho fijo de CPG-460-AA-naringinasa,

usando naringina como sustrato.

CSRO {mM) F (m1/min) Xexp.
0,5 3,2 0,607
0,5 3,6 0,65
0,5 4,0 0,62
0,5 4,8 0,55
0,5 6,0 0,42
1,0 3,2 0,64
1,0 3,6 0,61
1,0 4,0 0,58
1,0 4,8 0,52
1,0 6,0 0,43
2,0 2,5 0,66
2,0 3,2 0,60
2,0 3,6 0,56
2,0 4,0 0,53
2,0 4,8 0,45
2,0 6,0 0,34
3,0 2,5 0,63
3,0 3,2 0,57
3,0 3,6 0,53
3,0 4,0 0,50
3,0 4,8 0,41
4,0 2,5 0,60
4,0 3,2 0,53
4,0 3,6 0,47
4,0 4,0 0,43
4,0 4,8 0,33
5,0 2,5 0,56
5,0 3,2 0,46
5,0 3,6 0,42
5,0 4,0 0,36
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5. DESARROLLO TEORICO

5.1.- DIFUSION Y REACCION EN PARTICULAS ESFERICAS
POROSAS

La complejidad del fendmeno de
difusidén acoplado al de reaccién en el interior
de catalizadores porosos determina que, a la
hora de formular cualquier modelo matematico,
haya que introducir una serie de hipdtesis que
tiendan a simplificarlo, sin que esto vaya en
detrimento de su aplicabilidad. De esta manera,
se han asumido, como base del modelo que aqui

se presenta, las siguientes:

a) La enzima se encuentra uniformemente

distribuida en toda la particula catalitica.

b) El proceso evoluciona en estado estacio-

nario y en régimen isotérmico.
c) La resistencia a la transferencia

de materia entre la disolucién y 1la superficie

exterior de la particula es despreciable.
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d) Las particulas de catalizador son esferas

de igual tamaiio.

e) La difusién del sustrato y de los produc-
tos dentro de la particula de catalizador se rige
por la primera ley de Fick, y las difusividades no

varian de un punto a otro de la particula.

. » - ’, - - . ’
f) La reaccién enzimatica implica un solo sus

trato.

5.1.1.- Ecuaciones diferenciales del proceso

En la Figura 27 estd representado
el esquema de una particula esférica de cataliza-
dor, en el que se exponen las cotas radiales, las
concentraciones de sustrato y producto en un pun-
to de la particula y en la superficie de la misma,

. I 4 . . .
siendo estas tltimas iguales a las que existen en

el seno de la disoluciédn.

Bajo los supuestos anteriormente
citados, las ecuaciones diferenciales que rigen
el proceso global de difusidén y reaccidén quimica
para el sustrato y el producto en coordenadas es

féricas son, respectivamente :
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FIGURA 27.- Esquema de una particula esférica de

catalizador, en el que se exponen las
cotas radiéles,»las concentraciones
de sustrato y producto en un punto
de la particula y en la superficie de

la misma.



1 d r2 S _ 1 Vs (1)
rz dr dr DS
d C J
d .2 Py _ __ P Ve (2)
r2 dr dr DP

donde VS es la velocidad local de desaparicién

del sustrato debido a la reaccidén enzimatica por
unidad de volumen de particula catalitica, DS y
DP las difusividades del sustrato y producto, res
pectivamente, ¥y Jp el coeficiente estequiométrico

del producto.

Las condiciones de contorno asocia

das a las ecuaciones 1 y 2 son :

r=0; Cg = Cgo 3 ‘¢ = %o

r =R ; Cg = Cgp 3 Cp = Cpp (3)
dc dc

r =0 ; S_ .0 ; L
dr dr
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Al objeto de generalizar el trata-
miento, haciéndolo independiente de las caracteris
ticas particulares de cada proceso, se definen las

siguientes variables adimensionales:

(4)

Las ecuaciones 1 y 2 se convierten

entonces en

1 d p2 dS _ ¢S v (5)
02  dp P
d
= e =) e (6)
P2 d
P dp

donde ¢S y ¢P son médulos adimensionales de difu-

sién definidos por las ecuaciones :

- 171 -



RZ v
g - — N (7)
Csr Dg
2 .
R® VI j
o = 5L (8)
Csr Pp

Puesto que estos mdédulos no obedecen
a ninguna forma particular de la ley de velocidad
de la reaccién enzimatica, a diferencia de otros u-
tilizados en tratamientos semejantes (77 , 86, 101,
111), nos lleva a la consideracién de que tales médu
los han de ser tenidos en cuenta como naturales y ab
solutamente generales. Por la misma razén, las ecua-
ciones 5 y 6, son de total aplicabilidad a procesos
como el que aqui se describe, con independencia - de

cual sea su.ley de velocidad quimica.

Las condiciones de contorno del sis-

tema aplicables a las ecuaciones 5 y 6 son :

P =0 ; S=5,; P=FPg

pP=1; S=1 ; P=C (9)
ds

p =0 ; .—.o,———dP=o
dp dp
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donde se ha designado por CR a la relaciédn:

CPR
= —— 0
Cr . (10)
SR
A  partir de las ecuaciones 5
y 6, teniendo en cuenta las definiciones de

) ¢S v ¢P y las condiciones de contorno anteriores,
se llega a la relacidén siguiente entre las

magnitudes P y S

P = CR + Jp Dif (1-S) (11)
donde:
D
S
Dif = ——— (12)
DP

De la misma manera que las ecuacio-
nes 5 y 6, la relacion 11 no depende de la ecua=-

cién de velocidad de la reaccidén enzimatica, VS.
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5.1.2.- Factor de eficacia

Para reacciones en el interior de
particulas cataliticas, se define el factor de efi
cacia como la relacidén entre la velocidad media -
efectiva de reaccién en toda la particula y la velo
cidad que tendria lugar en la misma en ausencia de
limitaciones difusionales, es decir, bajo unas con-
centraciones de reactantes y productos uniformes e
iguales a las del liquido en contacto con la super-
"ficie externa de la particula. Su expresidén matema-

tica es :

<vS>par'ticula <v> particula
N = = (13)

.. v .
S superficie superficie

Para particulas esféricas, se verifica que :

<VS>p::\r-t:{cula - /VS 47T r dr (14)
4 TR

o bien, recordando las definiciones de p y Vv rea

lizadas en el apartado 5.1.1. :

1

<v> particula = 3 / v p2 dp (15)

0
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con lo que la expresidén del factor de eficacia es:

3 1
7 = / v p2 dp (16)

0

v ..
superficie

La evaluacién de este factor de efi-
cacia exige el conocimiento previo del perfil radial
de velocidad de reaccién 6, en su defecto, el perfil
de concentraciones y ademads la ley de velocidad de 1la

reaccidén enzimitica.

5.1.3.- Aplicacidén del modelo a procesos enzimati-

cos reversibles, tipo Michaelis-Menten y

con inhibicidén competitiva por producto

Supongamos una reaccion enzimatica
cuyo mecanismo se pueda esquematizar de la forma si

guiente :

a) Etapas de reaccién :

E+S ——E S
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b) Etapas de inhibicién

K, (5] [o]
EQzZ———E + Q0 ; K3 = —
[E 0]
“4 (€] [F]
EQ ———E + P ; K4 =
[E P]

c) Etapa de equilibrio entre los dos complejos

% [E P] [0]

EQ+ P ——EP +0Q ; K. =

[E o] [P]

Para el mecanismo anterior, la ecua

cién adimensional de velocidad, se expresa de la i -

forma
C Cp
g -
) K
] 1
KM K
)
KM + CS + " CP + - CQ
P Q



Esta ecuacion de velocidad engloba,
respectivamente, a todos los ' procesos enzimaticos
que transcurren con cinéticas de tipo Michaelis-Men-
ten reversible, con inhibicién competitiva por el
producto y Michaelis Menten simple. En particular,
cuando K tiene un valor muy elevado, es decir tien

eq ) -
de a infinito, el proceso es tipicamente irreversi-

ble} y si esto ocurre para KP y K los efectos

Q)
inhibidores debidos a uno, o a ambos, productos no
son significativos. En el caso de reacciones de hi--
drélisis, en las que las concentraciones de ambos
productos Py Q son iguales, la ecuacién de velocidad
en forma adimensional queda simplificada de la si-

guiente manera :

(18)

Introduciendo las variables S y P,
definidas anteriormente, la ecuacién 18 se transfor

ma en 3

v = e (19)




Eliminando la variable P, mediante

la ecuacidén 11, y teniendo en cuenta que para los

casos citados anteriormente jP = 1, queda
1+ Dif
eq S -
vV = (20)
B + S.
1 1
- KU i
1 KM Dif " + "
P Q

donde (3 y 7Y son mdédulos adimensionales defini-
dos por

K!

M ' . 1 1
CSR + Ky (CR + Dif) < K, + KQ >
B = (21)
1 - K! Dif 1,
M K K
P Q
CR + Dif
Y o= (22)
K + Dif
eq

Sustituyendo el valor de v, dado
por la ecuacidén 20, en la ecuacidén 5, se obtiene

finalmente :



P = gy — (23)
2
P dp dpP B+ S
donde, ‘a su vez
Dif
1 K
. eq
gL = de (24)
‘ 1 1
1 - K Dif + —
M .
KP KQ

La ecuacién 23 contiene, como
unica variable funcién de P, a la concentracidn
adimensional de sustrato, S, y describe, por
si sola, el proceso global de difusidén-reaccidn
en la particula esférica de catalizador. En
ella, el parametro Y mide el grado de aproxima-
cién de la reaccién quimica a 1la situacidn
de equilibrio de forma que, cuando Y = 1 (lo
que corresponde a un valor de CR = Ke ) se
habra alcanzado éste. Para valores de 7Y inferio-
res a la unidad, el proceso evoluciona en
sentido directo, formandose producto a partir
del sustrato, y para valores de 7 superiores
a la wunidad el proceso quimico transcurre
en sentido contrario. En la Tabla 8 se ‘indica,

de modo esquemdatico, la evolucién de v, S

y P en el interior de la particula esférica,
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en funcidén de los valores de 7Y . En particular,
para las reacciones irreversibles (keq — ),
Y = O’ cualquiera que sea el valor de CR s
excepto cuando CR-—»aJ;en donde todo el sustrato
se habrd convertido en producto y no habrj,

por lo tanto, reaccion.

Respecto a los médulos (3 y ¢é
cabe resefiar que, en el caso de cinéticas irrever
sibles con inhibicidén competitiva por el producto,
o Michaelis-Menten simple, adoptan formas mas sen-
cillas. La Tabla 9 muestra, globalmente, las expre
siones de ¢é », B vy v en funcién del tipo

de cinética que se considere.

5.1.4.- Resolucidn de la ecuacidn diferencial

La ecuacién 23 se puede desdoblar
er un sistema equivalente de dos ecuaciones dife-
renciales de primer orden, a través de la defini-

cidén de una variable auxiliar :

ds
Y = p* —— (25)
ap

con lo cual se llega a :
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ds Y (26)
ap P

Y _ g4 S -7Y  p? (27)

dp S B+ S

Las condiciones de contorno asocia-

das a este sistema son :

Para S y su derivada

= 0 ; S =8 (desconocido)
bl

0
p=1; S=1 (28)
p =0 ; dS__ o
dp

Para Y y su derivada

(29)

Puesto que las condiciones . inicia-
les de Y, S y sus derivadas son todas conocidas, me
nos una, se ha optado por resolver el ~sistema me-
diante un procedimiento clidsico de valores dinicia-

les, como es el método de Runge-Kutta (vedse Apendi
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ce I). Complementariamente se ha introducido un pro-
cedimiento de calculo de SO’ mediante iteraciones su
cesivas y rdpidamente convergentes, basado en la con
dicién de contorno arriba expresada de gque S=1 para
P = 1. En sintesis, el procedimiento consiste en to-
mar, arbitrariamente, un valor de S0 en cada ' uno de

los intervalos :

2
IA
IA

1 cuando YT<<1 (30)

1 < S, < 7Y cuando Y=>1 (31)

y, mediante el procedimiento de Runge-Kutta, obtener
el perfil radial de S desde p = O hasta p=1 .,

Si, con el valor supuesto de So,se'llega a un valor

de S en P = 1 de modo que :

(8) oy - 1] <E (32)

el valor supuesto para SO serd el correcto. En . caso
contrario, se repite el calculo del perfil con un nue
vo valor de S0 que se determina segin unos criterios
de convergencia adecuados. Se define E como la tole-

rancia permitida para el perfil.

El procedimiento descrito se ha con-
vertido en el correspondiente programa de ordenador,
en lenguaje Fortran V, y procesado en un ordenador

Cii Honeywell-Bull, del Centro de Proceso de Datos
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de la Universidad de Murcia, En el Apéndice II se
expone el diagrama de flujo de dicho programa. Este
ajusta automaticamente el valor del incremento del
radio adimensional que debe utilizarse en el algo--
ritmo de Runge-Kutta, en funcién de 1la precisidn

exigida por los resultados. A su vez, ésta puede

ser elegida arbitrariamente por el operador. Por
otra parte, al no haberse seguido ninguno de los mé
todos que precisan de la utilizacidén de matrices,

el programa es breve y sencillo y no necesita para

su procesado equipos con elevada memoria. Ademis,
los tiempos de C.P.U. exigidos para una precisidn -
de X 0,54 (que es la utilizada en el presente tra

bajo), son muy pequefios, en todos los casos del or-
den de 30 miliminutos para el equipo indicado, pu-
diendo ser menores e aquellos que dispongan de co-
procesadores - aceleradores de la velocidad de cal-
culo. Finalmente, el programa se ha mostrado opera-
tivo en la regién de levados valores de ¢é ,
ciones que para otros autores (161) han resultado

condi-

un obstdculo insalvable.

Una vez obtenido el perfil adimen -
sional de concentraciones en el interior de la par-
ticula catalitica, se puede integrar la ecuacidén 16
por el método de Newton, regla del trapecio, o cual
quier otro, ecuacidén que para el caso se cinéticas
reversible, con inhibicién competitiva por producto

o Michaelis-Menten simple, adopta la forma:

n = 3 (B +1) /' S - pzdp (33)
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En el presente trabajo se ha utilizado la regla del
trapecio, e implementado en el programa de ordenador
anterior de modo que, simultineamente a la obtencidn
del perfil de concentraciones adimensionales, se ob-
tiene el correspondiente valor del factor de efica-

cia, 7 .

5.1.5.- Resultados producidos por el modelo y dis-

cusién de los mismos

Siguiendo la metodologia anterior-
mente expuesta, se han obtenido los perfiles radia
les de concentracidén adimensional de sustrato para
distintos valores de los médulos ¢é, B v v .
Los resultados obtenidos han sido agrupados en fa-
milias de curvas que vienen caracterizadas por va-
lores fijos de 3 y 7Y . Para cada familia se ha
realizado un barrido del médulo ¢é de forma que su
variacidén cubriera todo el rango de valores previ~

sible.

En las Figuras 28 y 29 se represen-
tan dos de estas familias, que corresponden a un va
lor de 7Y = 0 y distintos valores de ‘3 . En ellas,
se observa que, al aumentar el médulo é, la caida
de concentracidén en el interior de la particula es
mayor, lo que significa que las limitaciones difusio
nales aumentan. A valores muy altos de é, la con -
centracién de sustrato cae a cero practicamente des-

de la superficie de la particula.
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FIGURA 28.- Perfiles de concentracidén adimensional en la

particula catalitica para distintos valores

t
de ¢S , manteniéndose constantes los mdédulos

B v Y.



FIGURA 29.- Perfiles de concentracidén adimensional en la

particula catalitica para distintos valores
]

de ¢S’ manteniéndose constantes los médulos

B vy -



Para un mismo valor de é, al aumen--
tar ﬁ , manteniendo fijo el médulo <y , la caida --
de concentracién se hace menos acusada, es. decir,
hay menos limitaciones difusionales. Esto mismo pue--
de concluirse tambien comparando las Figuras anterio-
res si se observa que, para obtener el mismo perfil
de concentraciones hace falta un valor de ¢é cada vez

mayor a medida que aumenta el mddulo B.

De todo esto se deduce que para un -
- valor fijo de 7Y A las limitaciones difusionales en el
. . 7 ’ ~

interior de la particula son mas pequefias cuanto ma-

yor es el valor de B y menor el de ¢é.

De la misma manera se han calculado
los correspondientes factores de eficacia en los si-
guientes intervalos de los médulos 9L, (B ¥y ’K’reg

pectivamente :

IA
A

50000

106000

IA
=@
IA

IA
<
IA

2 (excepto Y =1 )

En las Figuras 30 a 35 se mues-
tran aquellos valores de 7 que pueden considerar
se como mas representativos, agrupados en familias
de curvas, para el intervalo completo de @!,de mo-

S’
do que cada curva viene definida por un valor de
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6 y cada familia por un valor de 7Y .

De la consideracién de las Figuras
anteriormente citadas, se deduce que el. factor de
eficacia disminuye rapidamente al aumentar ¢é, ten-
diendo a cero para valores suficientemente elevados
de éste médulo adimensional, lo que corresponde a -
procesos controlados, fundamentalmente, por la difu
sidén interna. Por el contrario, para valores peque-
fios de é, 7 tiende a la unidad, indicativo . de
que las limitaciones difusionales en el interior de
la particula esférica son despreciables. Estos re--
sultados estdn en buen acuerdo con los obtenidos por
otros autores (76, 77, 79, 84, 86, 11, 144) para
cinética de Michaelis-Menten irreversible o con inhi

bicidén competitiva por el producto.

De la observacién de las Figuras,se
puede deducir también que los factores de eficacia
aumentan con el médulo 6 , para valores constantes
de é y 7Y . Este aumento es considerable a valo--
res altos de ¢é y va haciendose menor a medida que
¢é tiende a cero. Por dltimo, es importante desta-
car que el parametro 7Y es el que menos afecta . al
factor de eficacia, segin se desprende de la compa-

racién de las distintas familias de curvas.



5.2.- DISENO Y SIMULACION DE REACTORES DE LECHO FIJO
PARA SISTEMAS CON ENZIMAS INMOVILIZADAS EN PAR-
TICULAS ESFERICAS '

El reactor tubular de lecho fijo es
el mds usado en operaciones con sistemas de
enzimas 1inmovilizadas. Este tipo de reactor,
cuando actua bajo condiciones de flujo pistén
(PFR), produce conversiones de salida mas elevadas
que el reactor tanque continuo agitado, trabajando
con un mismo tiempo de residencia. En este tipo
de reactor el factor d¢ eficacia de la reaccidn
enzimdtica varia a lo largo del mismo como conse-
cuencia de la conversién experimentada por las
especies reaccionantes. Hasta el presente, en
la bibliografia, unicamente se ha encontrado
el calculo de valores globales para el factor
de eficacia, usando 1la media logaritmica de
las concentraciones de sustrato inicial y final
del reactor. En consecuencia, aunque esta aproxima-
cién pueda resultar valida en algunos casos,
se ha entendido como necesario abordar el diseifio
del reactor tubular de lecho fijo para estos
sistemas, teniendo en cuenta 1la variacidén que
experimenta el factor de eficacia a 1lo largo

del mismo.

5.2.1.- Ecuacidn de disefio

En el estado estacionario, un
balance de materia para la especie reaccionante,

aplicado al elemento de volumen de reactor de
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longitud dL, que

ce que

cantidad de sus
trato que entra
al elemento de
volumen, en la

unidad de tiempo

céntidad de sus
trato que sale
del elemento de
volumen, en la

unidad de tiempo

se muestra en la Figura 36, estable

cantidad de sus
trato que reac-
ciona en el ele
mento de volumen
en la unidad de

tiempo

Cuando el reactor opera en flujo pis-

tén, la expresidén matemdtica de este balance es

F C = F (C

SR

donde €

Simplificando

F ~dC

SR

+ (1 -€e) v

+ dCSR) + (1 -¢) VS dv

es la porosidad del lecho.

s r

r (34)

0 (35)

Se define la conversidén a lo lar-

go del reactor por la relacidn

'SRO SR C

SRO SRO

_]_98_

(36)
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Para una reaccién que transcurra si-
guiendo la cinética de la ecuacién 18, la velocidad
de reaccién a lo largo del reactor (en funcidén de 1la

conversién), viene dada por la expresién

[VoY

- X (1 + KE)
Ve = Yy (37)
1+ B, - X (1-a)

donde

KE = L

eq

K
B - M (38)
0

CSRO
o= K 1, 1

K K

y V& es la velocidad mdxima de reaccién intrinse-

ca por unidad de volumen de particula catalitica.

Definiendo la longitud adimensio-

nal del reactor :

A= 2 (39)
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se obtiene a partir de las ecuaciones 35, 37 y 39

la siguiente

2
D° L. (1-¢) V! 1 - X (1 + KE)
ax_ _ 0 M . (40)

d\ 4 F Copo 1+ B, -X (1-a)

si se considera. que el volumen total del reactor,

Vv para una longitud L vale

R’ 0

vV, = ——— L (41)

Yy, puesto que el tiempo medio de residencia se defi-

ne por la relacidn

c=— ' (42)

la ecuacidén 40 puede escribirse de la siguiente for-

ma
6.1l -€¢) V! 1 - X (1 + KE)
M
d’;\= 1 (43)
d CSO 1+ BO - X (1 ~-o)
Definiendo un nuevo médulo adimensio-
nal
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€1 -€) V!
9 - M (44)

SRO

se llega, finalmente, a la siguiente forma adimensio-

nal de la ecuacidén de disefio del reactor

1 - X (1 + KE)
X .99 (45)
1 + BO - X (1 - o)

En dicha expresidén, tanto la conversidén X, como el
factor de eficacia 7 , son funciones de la longi-
tud adimensional del reactor A\ . No obstante, como
la dependencia explicita de 7 con A no es cono-
cida de antemano, la ecuacidén 45 no se puede inte-
grar directamente. Para resolverla hay que usar el
cdlculo numérico utilizando el programa de ordena
dor descrito en el apartado 5.1.4., que permite la

evaluacién del factor de eficacia.
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5.2.2.- Integracién de la ecuacidén de disefio del

reactor.

Las condiciones iniciales asocia-

das a la ecuacidén 45 son :

N=0 X =0 ; n= 1,  (46)

siendo "o el factor de eficacia calculado en las
condiciones de entrada al reactor. A partir de estas
condiciones iniciales €s posible obtener, para suce-
sivos valores de AN, el valor de la conversién has
ta alcanzar el extremo del reactor en donde A\ = 1 .
En este proceso hay que evaluar, para cada valor de
la longitud adimensional del reactor, A , el corres-
pondiente factor de eficacia, a partir de los modu. -
los adimensionales é, B y Y definidos anterior-
mente y resumidos en la Tabla 9. Para ello, hay -que
tener en cuenta la variacién con la conversién de los
médulos de los que depende el factor de eficacia, va

riacién que viene dada por las siguientes relaciones:

& = (47)
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+ o (CR + Dif)

B = (48)
(1 - o Dif)

Dif + C
v = R (49)
Dif + K
eq

éO es el valor del mé6dulo ¢é en las condiciones

de entrada al reactor, y en estas expresiones

Con todo 1lo anterior; la aplica-
cién del método de Runge-Kutta conduce al algorit-
mo de calculo que se muestra en el Apéndice
IITI. Dicho algoritmo es la base de un programa
de ordenador en lenguaje Fortran V, que utiliza
como subrutina el programa citado en el apartado
5.1.4. En el Apéndice IV se encuentra desarrollado
el diagrama de flujo correspondiente al mencionado
programa para el disefio de este reactor de

lecho fijo.
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5.2.3.- Resultados y Discusidn

Comd resultado de 1la operacién
del programa de ordenador anteriormente descrito,
se han obténido los perfiles de conversidn
en funcién de 1la longitud adimensional del
reactor, y 1los correspondientes del factor
de eficacia para los siguientes intervalos

de los médulos ¢é0 , BO y 8 , respectivamente.
1 < g < 1000
0'1
< B < 100

0.1 < 0 << 2000

Manteniendo constantes los valores de Dif Yy
se han 6btenido dos series de figuras, correspon-
dientes a dos valores de la conversién de equili-
brio. Las Figuras 37 a 40, corresponden a un va--
lor de la conversién de equilibrio de 1, y las Fi
guras 41 a 44 son las correspondientes a un valor
de 0.77. En las citadas Figuras se representan los
vala;;s de la conversién, X, frente a la longitud
adimensional del reactor, )\ , agrupindose los re
sultados en familias de curvas, de manera que ca-
da curva viene definida por un valor de § y -

cada familia por los valores de ¢é0 s BO s Keq’
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Perfiles axiales de conversidén en el reactor
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Dif y o , respectivamente.

De la consideracién de dichas figu-

ras se observa que para valores cosntantes de éO y
B() , la conversidén aumenta con § , es decir, ~can
el tiempo de residencia en el reactor, observiandose
que para valores pequefios de ) , X varia de forma
practicamente lineal con A , mientras que a valo-
res altos de este médulo, X alcanza rapidamente va
lores préximos a la unidad (o a la conversién de --
equilibrio en su caso). Todo lo anterior ocurre pa-
ra longitudes adimensionales del reactor inferio-
res a la unidad, lo que demuestra que en estas con-
diciones existe una fraccidén importante del volumen
del reactor que no es operativa, pudiendo incluso
ocurrir que para valores muy altos de § se alcan-
ce la conversidén de equilibrio practicamente - desde
la entrada del reactor. Para unos valores dados de
S0 ¥ ¢ , al aumentar B() la coqversién dis-

minuye; es decir, al aumentar el valor de la cons--
tante de Michaelis intrinseca, la conversién expe--
rimentada en la corriente efluente del rector - es,
como seria l6gico esperar, menor. Para valores fi-
jos de los médulos adimensionales (30 y 60, la --
conversién aumenta conforme disminuye el valor de -
éO . En resumen se confirma que la conversidn de -

salida del reactor aumenta al disminuir la concen-
tracion de sustrato de la alimentacién y; que pa-
ra un mismo valor de la concentracidén, 1la conver -
sién aumenta conforme mas pequefio es el caudal vy
menor es el valor de ¢é0 o, lo que es 10 mismo, a
medida que las limitaciones

difusionales se hacen
mas pequefias.
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6.- CONTRASTE DEL MODELO

Puesto que el modelo tedrico
desarrollado en el apartado anterior eété orientado
tanto a la estimacién de factores de-eficacia
como a la prediccién de 1l1los perfiles axiales
de conversién (y, por tanto, de 1la conversidn
de salida) en reactores tubulares de 1lecho
fijo que operen con sistemas enzimdticos como
los que se han descrito, un adecuado contraste
del mismo debe incluir tanto 1la vcomparacién
de valores experimentales del factor de eficacia
con los suministrados por el modelo como la
comparacién entre valores experimentales y
teéricos de la conversidén de salida en los
citados reactores. Asimismo, y puesto que el
modelo se ha generalizado a tres tipos de cinéti-
cas, es conveniente que el contraste no quede
limitado a una sola de ellas. Dado que en este
trabajo se aportan datos originales sobre dos
sistemas enzimdticos que obedecen, respectiva-
mente, a una cinética de Michaelis-Menten reversi-
ble monosustrato vy a otra irreversible con

inhibicidén competitiva por uno de los productos,
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se han utilizado dichos sistemas en orden a
la citada comprobacién. En ambos casos, y como
queda reflejado en el apartado correspondiente,
se ha operado <con el derivado inmovilizado
CPG-460-AA-naringinasa actuado, respectivamente,
sobre los dos sustratos objeto del presente
estudio: el p-nitrofenil- « -L-ramnésido y 1la

naringina.

Los valores experimentales
del factor de eficacia y de 1la conversidén a
la salida del reactor tubular, que hayan de
ser utilizados en 1la comprobacidén del modelo,
pueden extraerse de 1los resultados obtenidos
en la experimentacién llevada a cabo con dichos
sistemas en reactores tanque discontinuos o
tubulares continuos, resultados que va han
sido discutidos en el apartado 4. En cuanto
a la estimacién de los correspondientes valores
con el modelo, es requisito previo el conocimiento
de todos los pardmetros cinéticos y de transporte
de dichos sistemas, a fin de poder evaluar,
a partir de ellos, los médulos adimensionales
que en él se contienen. En este sentido, y tal co-
mo se recoge en los apartados correspondientes,
se han determinado los valores de las constantes
cinéticas intrinsecas por lo que solo faltan
por determinar las difusividades efectivas
de las diferentes especies quimicas implicadas
en los dos procesos citados. Para este fin,
se ha utilizado el procedimiento de estimacidn

que a continuacién se describe.
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6.1.- ESTIMACION DE DIFUSIVIDADES DE LOS SUSTRATOS
Y PRODUCTOS

De entre los diferentes
métodos de estimacidon de difusividades de solutos
en disoluciones liquidas, recogidos en la revisidn
efectuada por Bretsznajder (162), se ha seleccio-
nado uno recomendado para su utilizacidén en
disoluciones acuosas de especies muy diluidas,
circunstancias que, con gran aproximacion,
concurren en las especies implicadas en el
presente trabajo ya que, para todas ellas,
los niveles maximos de concentracidn estan

en el rango de 1-10 mM.

En sintesis, el procedimiento

consiste en la aplicacidén de la relacidn:

D u 8 (x M)O’5

T 0,6
Yb

donde:

=)
]

difusividad del soluto a dilucién infinita,
cm2 s7L.

= viscosidad de la disolucién, centipoises.
temperatura absoluta, @2K.

= parametro de asociacién.

A B~
Il

= peso molecular del disolvente.
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Vb =  volumen normal del soluto en el punto normal

de ebullicién, ml/g mol.

La ecuacidén anterior puede
usarse para temperaturas comprendidas entre
0 2C y 100 eC. Tanto el parametro de asociacién
X, como V se han estimado a partir de los datos
que se exponen en las tablas del libro de R.H.

Perry, Chemical Engineer's Handbook (163).

Segiin comprobaciones de
los propios autores, este método predice el
valor de 1la difusividad de solutos en agua
con una desviacién media no superior al 10%
siendo, para compuestos organicos como los
que aqui se consideran, sensiblemente menor,
al no existir en ellos caracteristicas de elevada

polaridad.

Dadas las caracteristicas
del sistema, muy alta realcién entre el tamafio
de poro y el de ‘las moiéculas de . sustrato,
la difusividad en los poros serda igual a  la
del seno de iar diéolucién y a todos los efectos

asi se han considerado.
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6.2.- CINETICA DE MICHAELIS-MENTEN REVERSIBLE:
SUSTRATO P-NITROFENIL- « -L-RAMNOSIDO

El valor de la constante
de Michaelis intrinseca y de las constantes
de inhibicidén por p-nitrofenol y ramnosa, con
para el sistema p-nitrofenil- « -L-ramnédsido/
/CPG—460—AA—naringinasa, respectivamente, 0,96
mM, 0,15 mM y 3,0 mM, tal y como se expone
en las Tablas 3 y 5. El1 wvalor de la velocidad
midxima intrinseca por unidad de ~volumen de
la particula catalitica, se ha calculado a
partir de 1la actividad especifica del derivado
inmovilizado y es de 3,7 x 102 mM min~! . 1la
constante de equilibrio de la reaccién ezimdtica
se ha obtenido, como ya se expuso en el apartado
4.6, a partir de 1la conversién de equilibrio
determinada experimentalmente y tiene un valor
de 1.22. Para calcular el médulo'adimensional
525; se ha tomado el valor medio del radio de
la particula esférica del soporte, igual a

55 p. Las difusividades de sustrato y producto

se han estimado siguiendo el procedimiento
descrito en el apartado anterior, obteniéndose
para el sustrato un valor de 5,04 x 10"6 em?.

s"1 y para el producto 8,34 x 10‘6 cm2 st

de manera que el médulo Dif vale 0,68.
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6.2.1.- Factor de eficacia

Para comprobar el grado
de aproximacidbn entfe los valores experimentales
del factor de eficacia y los <calculados con
el modelo propuesto en el presente trabajo
se han determinado, en primer lugar, los valores
de aquellos. Con este fin, se han utilizado
los resultados obtenidos en los experimentos
realizados en el reactor tanque discontinuo
(apartado 4.4) para concentraciones de sustrato
comprendidas entre 5,60 x 10"2 y 3,04 mM. Puesto
que las concentraciones de sustrato y producto
en la disolucidén son conocidas, se puede deter-
minar la velocidad media experimental de reaccién
como la relacién de incrementos de concentracidén
de sustrato o producto a los incrementos de
tiempo. Asimismo, se puede estimar la velocidad
que habria en ausencia de limitaciones difusiona-
les sustituyendo, en la ecuacidén 17, los valores
de las concentraciones de dichas especies y
los de 1las constantes cinéticas intrinsecas.
El cociente entre ambas velocidades proporciona
el factor de eficacia experimental. Con los
valores de ¢é ,[3y Y para las mismas condiciones
experimentales, se ha procesado el programa
y calculado los correspondientes valores de
n. Aunque los valores experimentales de
n utilizados en el contraste del modelo se
han obtenido en un reactor discontinuo y el

modelo se ha desarrollado para 1la situaciodn
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de estado estacionario, esta comparacion es
valida ya que el volumen ocupado por el biocata-
lizador es menor del 10% del volumen total
del reactor, y en estas condiciones el valor
asintético del factor de eficacia en estado
no estacionario es practicamente igual al valor
obtenido en estado estacionario (108,109).
El hecho de que deban utilizarse para el calculo
del factor de eficacia experimental resultados
obtenidos en un reactor discontinuo se debe,
fundamentalmente, a que como los experimentos
realizados en estado estacionario se han 1llevado
a cabo en un reactor tubular, no es posible
medir concentraciones de sustrato y producto
y velocidades de reaccidén locales, sino unicamente

las conversiones de salida del reactor.

En 1la Tabla 10 se resumen
los valores de las concentraciones de sustrato
y producto, asi como los de la velocidad media
de reaccidn y ‘velocidad superficial a partir
de las cuales se calcula el factor de eficacia
experimental. También se encuentran en dicha
tabla los valores de los mé6dulos adimensionales

é, B vyY v los del factor de eficacia obtenidos
con el modelo. La comparacién del factor de
eficacia calculado con el experimental, se
muestra en la Figura 45 en la que se aprecia
una buena aproximacién de la nube de puntos
a la diagonal. E1 ajuste, por minimos cuadrados,

condujo a la relacidn:
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FIGURA 45.- Contraste entre los valores del factor

de eficacia calculados con el modelo y
los experimentales para naringinasa in
movilizada en aminoaril-CPG-460 .actuan

do sobre el p-nitrofenil- ¢-L-ramnésido.



M calculado 0,975 nexperimental

siendo el coeficiente de correlacién 1lineal
igual a 0,999. En consecuencia, puede decirse
que el modelo predice el valor del factor de

eficacia con bastante exactitud.

6.2.2.- Conversidén de salida del reactor tubular

de lecho fijo

Los resultados de la experi-
mentacién efectuada con el reactor tubular
de lecho fijo (apartado 4.7.1), se han comparado
con las conversiones de salida del reactor
procedentes del modelo de disefio del mismo.
Para ello, se ha procesado el programa de ordena-
dor, incluyendo en los médulos vadimensionales
implicados en dicho modelo los valores correspon-
dientes a las diferentes situaciones experimenta-

les.

En la Tabla 11, se resumen
dichas condiciones (concentracién de sustrato
y caudal), asi como las conversiones experimenta-
les y tedéricas obtenidas en cada caso. El grado
de correlacidén obtenido se expresa en la Figura
46, en la que las conversiones tedricas y experi-

mentales vienen especificadas en tanto por
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FIGURA 46.- Contraste entre los valores de conversidn

obtenidos experimentalmente y los que pre
dice el modelo desarrollado para el dise-
fio del reactor tubular de lecho fijo de
naringinasa inmovilizada en aminocaril-CPG-
-460, cuando actia sobre p-nitrofenil- ¢ -

-L-ramnésido.



uno. Los puntos de contraste se ajustaron a

una recta de ecuacidn:

X caleculado 1,008 X

experimental

siendo el <coeficiente de correlacién lineal
de 0,999. Como puede observarse en dicha Figura,
existe wuna adecuada aproximacién de la nube
de puntos a la diagonal, con lo cual puede
afirmarse que el modelo predice con bastante
exactitud el valor de la conversién de salida
del reactor tubular de 1lecho fijo, para el

sistema estudiado.

6.3.- CINETICA DE MICHAELIS-MENTEN CON INHIBICION

COMPETITIVA POR PRODUCTO: SUSTRATO NARINGI-
NA

Para el sistema naringina/CPG-
~-460-AA-naringinasa, los valores de la constante
de Michaelis intrinseca y de inhibicidén por
ramnosa son 2,85 y 6,12 mM, respectivamente,
como ya se expuso en la Tabla 5. La velocidad
mdxima intrinseca por unidad de volumen de
la particula catalitica se ha calculado, de
la misma manera que para el sustrato sintético,

a partir de la actividad especifica del derivado

y tiene un valor de 5,94 x 103 mM min-l. Siguiendo
el procedimiento descrito en el apartado 6.1,

se ha estimado para la difusividad de la naringina
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un valor de 3,77 x 10.6 em? st y para 1la de

2

la ramnosa 8,34 x 10~ cm s =, de manera que

en este caso el médulo Dif vale 0.45.

U

6.3.1.- Factor de eficacia

La comparacidn entre los
valores del factor de eficacia experimentles
y tedricos para el sistema naringina/CPG-460-
-AA-naringinasa, se ha llevado a cabo de forma
similar a la efectuada en el apartado 6.2.1.
Asi, con los valores de velocidad de reaccién
experimentales obtenidos con concentraciones
de sustrato y producto variables entre 0.2
y 9.5 mM, se han calculado 1los factores de
eficacia experimentales. Con los valores corres-
pondientes de los médulos adimensionales, se
ha procesado el programa y calculado los factores
de eficacia tedéricos respectivos. En 1la Tabla
12, se encuentran reflejados dichos factores
de eficacia asi como 1las concentraciones de
sustrato y producto usadas, las velocidades
de reaccidén media y superficial y 1los valores
que adoptan cada uno de los médulos adimensionales
¢S’ 6 y Y, para las diversas condiciones ensaya-
das. En la Figura 47 se muestra, de forma grafica,
la comparacién entre los factores de eficacia
experimentales y calculados con el modelo.
El ajuste por regresién lineal de 1la nube de

puntos conduce a la ecuaciodn:
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FIGURA 47.- Contraste entre los valores del factor
de eficacia calculados con el modelo y
los experimentales, para el sistema

naringina/CPG-460-AA-naringinasa.



= 1,004

M calculado nexperimental

siendo el coeficiente de correlacidén r=0,999,.
Como puede observarse, existe una buena concordan-
cia entre los valores experimentales y tedricos,
con lo cual se vuelve a comprobar 1la validez

del modelo propuesto.

6.3.2.- Conversién de salida del reactor tubular

de lecho fijo

Para obtener las conversiones
de salida del reactor tubular de 1lecho fijo
de naringinasa inmovilizada usando naringina
como sustrato, se planteé la necesidad de usar
un derivado con menor actividad, de manera
que no se obtuvieran conversiones tan elevadas
que dificultaran su comparacién con las tedricas.
De esta manera, se usd un derivado inmovilizado
con 10,8 UAE / g de soporte vy, puesto que el
tipo de enlace enzima-soporte era el mismo,
se supuso que los valores de 1la constante de
Michaelis intrinseca y el de 1la constante de

inhibicidn por ramnosa se mantenian constantes.

No obstante, y para comprobar
la veracidad de estos valores de las constantes

cinéticas intrinsecas, se usé el método propuesto
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en la bibliografia (65) y descrito en el apartado
2.7, que hace uso de resultados experimentales
obtenidos operando con un reactor integral.
Para utilizar este método, es necesario disponer
de un modelo de disefio de reactor que considere
adecuadamente la interaccidén de la reaccién
y la difusién interna. Puesto que ya se habia
comprobado la validez del modelo propuesto
en este trabajo, se procedié a 1la aplicacién
del método citado para la obtencién de 1las
constantes cinéticas intrinsecas. Para ello

se representaron graficamente 1los valores de
1

. M’
KM y KP. En las Figuras 48 a 50 se pueden observar

la funcién ¢ para distintos valores de V

dichas representaciones. Los valores de 1las
constantes que minimizan la funcidén ¢ son 1los

estadisticamente mejores.

Con este método se obtuvieron

los siguientes valores de las constantes cinéticas

intrinsecas:
v, 0 mM min !
M = 90 mM min
1
KM = 2,85 mM
KP = 5,0 mM
Los resultados experimentales
obtenidos utilizando un reactor tubular de
lecho fijo de  naringinasa inmovilizada que

se encuentran reflejados en el apartado 4.7.2,

- 233 -



*PUTIFUTIBU 24QO0S OpuUEBN]OdE BSRUTIS
UTJRU-YY-0Q¥-DJD OPBATJSp T9p BOTIITEBIRD BJ
norjaed op uswnjoa ap pepriun aod edasTIJUT
PUTXEBW PEPIDO[dA BT 9P JOTBA [Op UOTOUD)(O

el eaed 2> uod 0 uorounjy eI 9p uUOTOdETIJRA -°QF VINOIJ
]

W
A

4 oot 09 oc




*BPUTSUTJIRU 9JQOS OpuUBNIDdE BSRUIFUTJIRU-YY-0QV-HdD
OPBATJID TSP BOI3SUTJAJUT STISBYDTIW 9P 23ULISU0D BT 3p 40T

~-BA 2P uoTduajqo ey eaed ZM uod O uoTdUNg BT 9P UOTIIOBTIJAPA -—*4V VINOHIA
i




*pUTIUIJIRU SJ{OS opuenjioe
09¥-HdD-TTaeouTwWE US BPEZITTAOWUT BSBUTFUTJIRU °p
esouweda aod UQIOIQIYUT SPp S3UR]SUOD BT 9P UOTD

-usqqo el edaed 9y uodo O uoTOUNI BT Sp UOTIdBIARA -°0§ VINOII
|
Pl Ol 9 rA
) | I | | 1 1
4 gs00
4900
1200
J800
0




se compararon con los predichos por el modelo
de disefio del reactor. En la Tabla 13 se muestran
resumidos los valores de las conversiones experi-
mentales y tedricas para las diferentes situacio-
nes experimentales ensayadas. El1 grado de ajuste
se encuentra representado de forma grafica
en la Figura 51, en la que se representa la
desviacién sufrida por los valores experimentales
frente a los tedricos. Los puntos de contraste
se ajustaron por regresién lineal a wuna recta

de ecuacidn:

0,974

Xcalculado experimental

con un coeficiente de correlacién r = 0,998,
Como puede observarse en la Figura, existe
una buena concordancia entre los valores predichos
por el modelo y los obtenidos experimentalmente,
con lo cual se puede afirmar, que el modelo
de simulacidén y disefioc de un reactor tubular
de lecho fijo para sistemas de enzimas inmoviliza-
das, predice con una desviacién inferior al
5% la conversién de 1la corriente efluente de

un reactor de este tipo a escala de laboratorio.

Es importante destacar,
que el valor de 1la constante de inhibiciédn
para la ramnosa calculado por aplicacién del
modelo es ligeramente inferior al estimado
experimentalmente. Esta pequefia variacién no
fué significativa al comparar 1las conversiones

de salida del reactor tedricas y experimentales,
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TABLA 13.- Conversiones de salida del reactor tubular
de lecho fijo experimentales y calculadas
con el modelo para el sistema naringina/

/CPG-460- AA -naringinasa.

CSRO (mM) F (ml/min) Xexp : Xcalc
0,5 3,2 0,67 0,69
0,5 3,6 0,65 0,65
0,5 4,0 0,62 0,62
0,5 4,8 0,55 0,55
0,5 6,0 0,42 0,47
1,0 3,2 0,64 0,66
1,0 3,6 0,61 0,62
1,0 4,0 0,58 0,58
1,0 4,8 0,52 0,51
1,0 6,0 0,43 0,44
2,0 2,5 0,66 0,69
2,0 3,2 0,60 0,60
2,0 3,6 0,56 0,56
2,0 4,0 0,53 0,52
2,0 4,8 0,45 0,46
3,0 6,0 0,34 0,38
3,0 2,5 0,63 0,64
3,0 3,2 0,57 0,55
3,0 3,6 0,53 0,51
3,0 4,0 0,50 0,47
4,0 4,8 0,41 0,41
4,0 2,5 0,60 0,59
4,0 3,2 0,53 0,50
4,0 3,6 0,47 0,46
4,0 4,0 0,43 0,43
5,0 4,8 0,33 0,36
5,0 2,5 0,56 0,55
5,0 3,2 0,46 0,46
5,0 3,6 0,42 0,42
5,0 4,0 0,36 0,38
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FIGURA 51.- Contraste entre los valores de conversidn

obtenidos experimentalmente y los predi-
chos por el modelo de disefio del reactor
tubular de lecho fijo de naringinasa inmo
vilizada en aminoaril-CPG-460, actuando

sobre naringina.



como se pudo comprobar procesando el programa
para un valor de constante de inhibicidén de

6,12 mM que fué el obtenido en la experimentacién.
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7.

CONCLUSIONES

Se ha inmovilizado covalentemente el
sistema enzimdtico naringinasa en soportes
de vidrio poroso por cuatro métodos quimicos
distintos, tendentes a implicar en la
unidén al soporte a cuatro residuos diferen-
tes de aminodcido de 1la enzima. La modi-
ficacién quimica de los residuos de cistei-
nilo y de los grupos amino y carboxilato
libre condujo a wuna inactivacién de la
enzima, resultando activo unicamente
el derivado obtenido al acoplar la enzima

al soporte a través de grupos fendlicos.

Se ha desarrollado un nuevo método de
medida de la actividad O -ramnosidasa
de naringinasa. El1 método utiliza p-nitrofe-
nil- « -L-ramnésido como sustrato, y se
ha mostrado como mas sensible, especifico
y, a pesar de ser discontinuo, mis rapido
y econdémico que los referenciados en

la bibliografia.
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Se ha determinado la masa molecular aparente

de naringinasa de Penicillium sp. por

cromatografia 1liquida de permeacién en
gel de alta resolucién. Se obtuvo un
valor para este parametro de 166.700,
siendo ésta, la primera vez que se realiza
la determinacién del mencionado parametro.
Su conocimiento es importante para estable-
cer el grado de penetracién de la molécula
enzimitica en los poros de los soportes

empleados para su inmovilizacién.

Se ha estudiado el efecto del tamafio
de poro del soporte sobre 1la actividad
enzimatica. Los mejores rendimientos
de inmovilizacién se obtuvieron cuando

” ~ £ + 2
se empleé un tamafio de poro que permitio
el acceso de 1la enzima al interior de
la estructura del soporte. Tanto la protec-

. » 0 -

cion que éste brinda a la enzima como
la particular distribucidn de enlaces
enzima-soporte para ese caso, deben ser

los responsables de dicho comportamiento.

Se han caraterizado las propiedades genera-
les de la enzima naringinasa, tanto soluble
como inmovilizada, frente al sustrato
sintético, p-nitrofenil- o -L-ramnésido
y frente al mnatural, naringina. Se han
determinado, en todos los casos, las
condiciones 6ptimas de actuacién

(pH, temperatura, fuerza iénica y concentra-
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cién de enzima), las constantes cinéticas
(velocidad maxima y constante de Michaelis)
y las constantes de inhibicidén de 1los
productos implicados en las reacciones
enzimidticas. Estos paridmetros son absoluta-
mente necesarios para el trabajo con,

y a plicacidén de, estos sistemas.

La inmovilizacién de la enzima en el
interior de la estructura del soporte
CPG-460, didé 1lugar a 1la aparicién de
limitaciones difusionales internas, fendmeno
que no sucedid con aquellos soportes
en los que la inmovilizacidén fué superfi-
cial, como CPG-40. Sin embargo, estas
limitaciones difusionales fueron compensadas
por la mayor densidad de carga enzimatica,
actividad y estabilidad del derivado
de CPG-460 que el de CPG-40.

Se ha estudiado la estabilidad al almacena-
miento de derivados de naringinasa inmovili-
zada en aminoaril-CPG-460. Suspendidos
en el tampdn de o6ptima actividad a 3-
-5 2C, conservan un 90% de su capacidad
hidrolitica inicial durante un afio, lo
que permitidé su utilizacidén en los ensayos
enzimiticos necesarios sin cambios aprecia-

bles en las propiedades del derivado.

- 244 -



102

La estabilidad operacional de derivados
de naringinasa inmovilizada en aminoaril-
-CPG~460 estuvo notablemente condicionada
por el medio de reaccién en el que se
encontraba el sustrato naringina. La
utilizacién de zumos de pomelo acortd
considerablemente 1la vida media respecto
a la calculada para una disolucién tamponada
de naringina, lo que hace perceptivo
el estudio del efecto de 1los diferentes
componentes de un zumo para comprender

la notable diferencia observada.

Se ha establecido que 1la hidrdlisis del
p-nitrofenil- o -L-ramndésido por 1la enzima
transcurre segiin una cinética de Michaelis-
-Menten reversible y muestra inhibicidn
competitiva por los dos productos formados,
ramnosa y p-nitrofenol. Cuando se empled
naringina Ccomo sustrato, la reaccion
fué irreversible y tan sélo la ramnosa
inhibié competitivamente a la actividad
& -ramnosidasa. El establecimiento de
estos comportamientos contituyé wuna etapa
esencial para el desarrollo posterior
del modelo matemitico que permitidé 1la

simulacidn del sistema.

Se ha construido un reactor tubular de
lecho fijo de naringinasa inmovilizada

en aminoaril-CPG-460, a escala de 1laborato-
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rio y alimentado con disoluciones de
naringina y sustrato sintético de distintas
concentraciones a diferentes caudales,
se han obtenido las conversiones de salida
en cada caso, datos que son validos para
posterior verificacidn del modelo de
disefio y simulacidén de reactores en este

trabajo propuesto.

Se ha desarrollado un modelo matematico
que describe cuantitativamente la interac-
cién de la reaccidén enzimiética con 1los
efectos difusionales internos, para procesos
heterogéneos monosustrato en los que
la enzima se encuentra inmovilizada en
particulas esféricas porosas. Se ha formula-
do la expresidén matematica de su correspon-
diente factor de eficacia, lo que ha
permitido el +tratamiento de wun sistema
en el que tiene lugar una reaccidén enzimdti-
ca que transcurre segin una cinética
de Michaelis-Menten reversible; la expresién
de velocidad obtenida engloba asi a otras
menos complejas como son las de. Michaelis-~
-Menten simple y con inhibicidén competitiva

por producto.

Se han resuelto las ecuaciones diferenciales
planteadas mediante calculo numérico
por el procedimiento de Runge-Kutta de

cuarto orden; su algoritmo de <cilculo
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14

se ha transformado en el correspondiente
programa de ordenador en lenguaje FORTRAN
V y procesado, obteniéndose 1los perfiles
de concentracidén adimensional de sustrato
y los factores de eficacia. Presentados
estos datos en forma de curvas generaliza-
das, han permitido cubrir la mayor parte
de las situaciones experimentales que
pudieran presentarse para un amplio rango
de valores de los mdédulos adimensionales

con los que se ha trabajado.

Con | el supuesto tedrico de operacidn
de los anteriores sistemas en reactores
tubulares de lecho fijo, se ha formulado
la ecuacidén de disefio de los mismos,
que expresa la progresién de la conversidén
de sustrato a lo largo del reactor en
funcidén del factor de eficacia y demds

parametros adimensionales del sistema.

Dicha ecuacién diferencial se ha resuelto
por el mismo procedimiento de <cdlculo
numérico anterior, transformandose el
algoritmo de cadlculo en el correspondiente
programa de ordenador, que utiliza el
citado en la conclusién 122 como subrutina
para la estimacién del factor de eficacia
en cada posicidén longitudinal del reactor.
Los resultados han permitido obtener
los perfiles axjiales de conversién en
el reactor, también para un amplio interva-

lo de valores de los mddulos adimensionales.
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16

Del contraste grafico de los valores
experimentales del factor de eficacia
y de conversién de salida del reactor,
con los predichos por 1la simulacién,
para los dos sistemas en estudio, puede
concluirse la aplicabilidad del modelo
propuesto para predecir el comportamiento
de los mismos, ya que la nube de puntos
se ajustdé perfectamente a la diagonal

con una desviacidén menor del 5%.

La obtencidon de derivados inmovilizados
de naringinasa de elevada actividad vy
estabilidad, asi como la disponibilidad
de un modelo del comportamiento de tales
sistemas, posibilita el disefio de reactores
tubulares de lecho fijo, en sus diversas
escalas, para su utilizacién en procesos
de transformacidén de industrias citricas.
De igual manera, la metodologia seguida
en este trabajo se constituye en herramienta
adecuada para poner en operacién otros
sistemas diferentes al estudiado y de

similares caracteristicas.
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Q.- NOMENCLATURA




9.~ NOMENCLATURA

Concentracidn local del

en la particula esférica.

Concentracidn local del
en r = 0.
Concentracidn local del
en r = R.
Concentracidn local del

en la particula esférica.

Cociente entre las

de producto y sustrato en r

Concentracion local de

la particula esférica.

Concentracidn local de
r = 0.

Concentracidn local de
r = Rc

- 274 -

producto

producto

producto

producto

R.

sustrato

sustrato

sustrato

concentraciones

en

en

en



Concentracién de sustrato a la entrada
del reactor.

Didmetro del reactor tubular.

Relacién DS/DP.

Difusividad efectiva de un producto

en el interior de la particula esférica.

Difusividad efectiva del

sustrato en
el interior de la particula esférica.
Error ° maximo permitido en el cdalculo

del factor de eficacia.

Caudal de alimentacidén al reactor.

Coeficiente estequiométrico del producto. .

Inversa de 1la constante de equilibrio.

Constante de equilibrio de 1la reaccidn

enzimatica.
Constante de Michaelis aparente.
Constante de Michaelis intrinseca.
Constante

de inhibicién del producto P.

Constante de inhibicién del producto Q.
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L -- Coordenada axial en el reactor.

L. -- Longitud total del reactor tubular.

P -~ Concentracién adimensional del producto P

en el interior de la particula catalitica

= Cp / Cgpe
PO -- Concentracién adimensional del producto P
enr = 0.
r -- Coordenada radial en la particula esférica
R —-— Radio de la particula esférica.
S -- Concentracién adimensional de sustrato en

el interior de la particula esférica

= C C .
S / SR
S0 - Concentracidén adimensional de sustrato en
r = 0.

vV - Velocidad adimensional de reaccién.
<€>part‘—— Velocidad media adimensional de reacciodn
v p -- Velocidad adimensional de reaccidn en au-

u
sencia de limitaciones difusionales.
VMAX -- Velocidad midxima de reaccidn aparente.
' - Ld - » ” » [d
VMAX —- Velocidad maxima de reacciodon intrinseca.
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V., -= Velocidad madxima intrinseca por unidad

de volumen de la particula catalitica.

VR - Volumen total del reactor.

VS - Velocidad de reaccion del sustrato.

Vv -~ Velocidad media de la reaccidén enzima-
S / part

tica por unidad de volumen de particu-

la catalitica.

Vsup__ Velocidad de reaccion enzimatica por unidad

de volumen de particula catalitica, en au-

sencia de limitaciones difusionales.

X —- Grado de conversidn del sustrato, definido

por la ecuacién 36.

X, -- Conversién de equilibrio.

Y —- Variable auxiliar definida en la ecuacidén 25.
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Simbolos Griegos

Pardmetro adimensional definido por 1la

ecuacién 38.

Médulo adimensional de concentracidén defi-

nido por la ecuacién 21,

Mddulo en las condiciones de entrada al

reactor, definido por la ecuacién 38.

Médulo adimensional de reversibilidad de-

finido por la ecuacién 22,
Porosidad del lecho, definida como el co-
ciente entre el volumen de huecos y el vo-

lumen total de catalizador.

Factor de eficacia, definido por la ecua-

cidén 13.

Factor de eficacia en las condiciones de

entrada al reactor.
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Médulo adimensional de tiempo definido por

la ecuacidn 44.

Longitud adimensional del reactor, defini=

da por

la ecuacién 39.

Radio adimensional de la particula esféri-

Ca.

Tiempo

de residencia en el reactor, defi-

nido por la ecuacidn 41.

Médulo

por la

Médulo
por la

Médulo

por la

Médulo

adimensional de difusidn

ecuacién 8.

adimensional de difusién

ecuacidén 7.
adimensional de difusidn
ecuacién 24.

'
¢S en las condiciones de

al reactor.

- 279 -

definido

definido

definido

entrada



10.- APENDICES



I.- Algoritmo para la resolucidén del

sistema de ecuaciones diferencia-

les por el método de Runge-Kutta




I.- Algoritmo para la resolucidén del sistema de

ecuaciones diferenciales por el método de

Runge-Kutta

El procedimiento de Runge-
-Kutta puede emplearse, ademads de para la resolu-
cién de ecuaciones diferenciales de primer
orden, para resolver, de forma aproximada,
sistemas de ecuaciones diferenciales ordinarias.
La evaluacién efectiva de los errores en este
procedimiento, es dificil. Por consiguiente,
en la practica, para la eleccidn correcta de
la anchura de paso h (en el presente caso,
el. incremento del radio adimensional), normal-
mente, se repite el calculo después de dos
pasos con una anchura de paso mitad. Si 1las
diferencias entre los valores asi averiguados
se encuentran dentro del error permitido, quiere
decir que se haelegido correctamente 1la anchura
de paso para este intervalo. En caso contrario,
se divide de nuevo por dos 1la anchura de paso
y se repiten las operaciones. Esta posibilidad
de modificar la anchura de paso en el transcurso
del cdlculo, es una ventaja grande frente a

otros procedimientos. Debido a esto y a consecuen-
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cia de la exactitud relativamente elevada de
la solucién de aproximacién, se emplea mucho

en la practica.

El algoritmo de cdlculo
para la resolucién del sistema de ecuaciones
diferenciales por el método de Runge-Kutta,
se muestra en la Tabla I. Los valores de 1las
variables que se encuentran en dicha Tabla,
se pueden obtener, para cada subintervalo,

a partir de las siguientes ecuaciones auxiliares:

(n) (n-1)

° B p4

(n) (n)

pn ) pn . Ap
2 1 2
(n) (n)

pll i p11 . AP
3 1 2
(n) (n)

le _ 0 n X N
4 1
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(n) (n) (n)
S2 = S1 + 3 A1
(n) (n) (n)
Ss = S; t 2 Ay
(n) (n) (n)
S4 = S1 + A3
(n) (n) (n)
SF = S1 + AST
(n) (n-1)
Y1 = YF
(n) (n) . " (n)
Y2 = Y1 + 35 B1
(n) (n) ) (n)
Y3 = Y1 + 3 BZ
(n) (n) (n)
Y4 = Y1 + B3
(n) (n) (n)
YF = Y1 + AYT
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(i = 1;2,334)

(1 = 13233,4)

(n) (
. AP
1

(1 = 1’2:3,4)

we}
i

dy
ap
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(n)

#
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ITI.- Diagrama de flujo del programa de ordenador

para la obtencién del perfil de concentra-

ciones adimensionales y el factor de efica-

cia

En el presente Apéndice
se muestra el diagrama de flujo correspondiente
al programa de ordenador utilizado para la
obtencidén de los perfiles adimensionales de
concentracién en la particula esférica de catali-
zador y del factor de eficacia. Asimismo, se
encuentra el organigrama que corresponde a
la subrutina de Runge-Kutta para 1la resolucién

del sistema de ecuaciones diferenciales planteado.

Las ecuaciones a usar en el
cdlculo de P, (dS / dp),;, (dY / dp),, A,
B, (para i=1,2,3 y 4), AS; e AY, que se encuen--
tran en los citados diagramas de flujo, estin re-

sumidas en el Apéndice I.
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EMPIEZA

LECTURA DE DATOS:

8e B Y
VALORES INICIALES
E, (ap)i, (8,4
Ap = (AP)i
S .
0 = (So)l
|
Py = O
Y, = 0
]
Pp = P,
Sy = 5 -
Yp = Yy

|

RESOLUCION DEL SISTEMA DE ECUACIONES

DIFERENCIALES CON LA SUBRUTINA RUNGE-KUTTA

SUPONER UNA

NUEVA SO

e




S = SO
- N
APz e
P 2
Py = O
YO = 0
‘
Sy = 5 -
YF = YO

RESOLUCION DEL SISTEMA DE ECUACIONES

DIFERENCIALES PARA UN AQ/2, CON LA SUBRUTINA
RUNGE ~KUTTA,

SUPONER UNA
NUEVA SO

NO




Sp = S,
Yo = Y4

SU = 0

RESOLUCION DEL SISTEMA DE ECUACIONES

DIFERENCIALES PARA UN APQ/2, CON LA SUBRUTINA
RUNGE -KUTTA.

SU = SU +[(v Py s (v .pz)]-éf.’_
i F F
>
l
ESCRITURA
RESULTADOS
INICIALES
v
Si’ il pl

L -y
]

ESCRITURA
RESULTADOS
FINALES

SF' 3 P

Fl F’

FIN



Subrutina Runge-Kutta

EMPIEZA
Py = pF '
S = 8
1 F
Y

S1 - Y

V., 5 =—Seemee

1 ' B + S1

Calcula e




Calcula p3

Calcula A ST

©
=)
i
°
H
+
>
©




VUELVE AL PROGRAMA PRINCIPAL

FIN




III.- Algoritmo para la resolucidn de

la ecuacién de disefio del reac-

tor por el método de Runge-Kutta




ITI.- Algoritmo para la resolucidén de la ecuacidn

de disefio del reactor por el método de Run-

ge-Kutta

E1l algoritmo de calculo
para la resolucién de 1la ecuacién diferencial
de disefio del reactor tubular utilizando el
método de Runge-Kutta, se encuentra resumido
en la Tabla ITI. Los valores para cada wuna de
las variables que se muestran en dicha tabla,
se pueden obtener facilmente, haciendo uso

de las siguientes ecuaciones auxiliares:

1 4
(n) (n)
>\2 = xln + 3 A)\



(n)
AX

(n)
AX

(n)
AX

(n)
AX

it

]
+
(MO

-~ 208 -



(1 + KE)
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v — = Ixv
(w) 1 (u)
¢x< ﬁu vx v.&
(u) (u) (u) (u)
£y g £y £ £y
(u) (u) (u) (u)
u
’xv ’y °x N<
(u) (u) (u) (u)
Tyv 'y Tx X
(u) (u) (u) (uw)
Xv X X Y ores
V -J9qUuIqng
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IV,.-

Diagrama de flujo del programa

de ordenador para la obtencidn

de los perfiles axiales de con-

versidén en el reactor tubular

de lecho fijo




IV.- Diagrama de flujo del programa de ordenador

para la obtencidén de los perfiles axiales de

conversién en el reactor tubular de lecho

fijo

En este Apéndice, se refleja
el diagrama de flujo correspondiente al programa
de ordenador que proporciona los perfiles axiales
de conversién en un reactor tubular de lecho
fijo para sistemas de enzimas inmovilizadas
en particulas esféricas porosas. Dicho programa,
utiliza como subrutina el programa para la
obtencién del factor de eficacia, cuyo diagrama

de flujo se muestra en el Apéndice II.

Las ecuaciones necesarias
para calcular Ki"AXi’ Xi y Xi (para i =1, 2, 3,

4), se encuentran especificadas en el Apéndice III

- 302 -



