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1.- INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 



1.- INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

La aplicación de enzimas en indus­
t r i a s de procesado de cítricos es una práctica 
de uso c o r r i e n t e en e l d e s a r r o l l o de tecnologías 
avanzadas. Va d i r i g i d a fundamentalmente a incremen­
t a r l a c a l i d a d d e l producto por reducción de 
su amargor o v i s c o s i d a d , o bien a aumentar e l 
rendimiento en componentes e x t r a i b l e s de l o s 
mismos para su aplicación p o s t e r i o r . 

Los cítricos contienen dos t i p o s 
de compuestos amargos químicamente d i f e r e n t e s , 
flavonoides y limonoides, que afectan de forma 
d i s t i n t a a l a c a l i d a d de l o s cítricos y sus produc­
t o s derivados. Los fla v o n o i d e s se encuentran 
d i s t r i b u i d o s en todo e l f r u t o , alcanzando su 
máxima concentración en e l albedo. Los limonoides, 
por su parte, se presentan en l o s cítricos en 
menores proporciones que l o s f l a v o n o i d e s , no 
habiéndose detectado su presencia en l o s sacos 
de jugo. Además, contribuyen de forma m i n o r i t a r i a 
a l sabor amargo t o t a l de un jugo cítrico. 
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De entre l o s fla v o n o i d e s , e l 
p r i n c i p a l responsable d e l sabor amargo es l a 
na r i n g i n a , y su procesado para l i m i t a r su concen­
tración a n i v e l e s moderados se ha r e a l i z a d o 
por v a r i a s técnicas: seleccionando e l f r u t o , 
por c o n t r o l de l a presión empleada en l a extracción 
de l jugo o por mezcla de d i f e r e n t e s zumos. 
En l a a c t u a l i d a d , e l uso de hidrólisis enzimática 
de nar i n g i n a por n a r i n g i n a s a , constituye un 
medio de e l i m i n a r eficazmente e l amargor. La 
adición de l a naringinasa soluble a l o s zumos 
es un proceso de a l t o coste que i m p l i c a , además, 
l a adición de componentes extraños a l o s mismos 
para l o g r a r l a eliminación de l a n a r i n g i n a , 
s i n c o n s e g u i r l o , a pesar de e l l o , ya que l a 
a c t i v i d a d enzimática es i n h i b i d a por l o s componen­
t e s d e l zumo así como por los propios productos 
de l a hidrólisis. Para solventar l o s problemas 
inherentes a estas desventajas, l a utilización 
de reactores de enzimas in m o v i l i z a d a s supone 
un gran avance en l a optimización de l o s procesos 
i n d u s t r i a l e s que conducen a l a obtención de 
jugos cítricos no amargos. Además, l a utilización 
de t a l t i p o de derivados permitiría l a r e u t i l i z a ­
ción d e l b i o c a t a l i z a d o r , así como un mejor 
c o n t r o l d el proceso de desamargado, p o s i b i l i d a d e s 
ambas que redundarían en una disminución del 
coste g l o b a l d e l proceso. 

Sin embargo, y a pesar de 
l a abundante bibliografía e x i s t e n t e sobre p o s i b l e s 
a p l i c a c i o n e s de l a s enzimas inm o v i l i z a d a s en 
procesos i n d u s t r i a l e s , algunas de cuyas r e f e r e n -
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c i a s se basan en l a utilización de naringinasa 
i n m o v i l i z a d a , l a utilización de estos sistemas 
en l a i n d u s t r i a es muy escasa, debido esencialmen­
te a l a parquedad de modelos matemáticos g e n e r a l i ­
zados que representen l a hipotética descripción 
física de t a l e s sistemas y a l a i n e x i s t e n c i a 
de modelos d i g i t a l e s que sean operativos y tengan 
p o s i b i l i d a d e s de uso h a b i t u a l para e l cálculo, 
diseño y c o n t r o l de unidades en l a s que se desarro­
l l e n estos t i p o s de procesos. 

Así pues, e l o b j e t i v o general 
del presente t r a b a j o ha c o n s i s t i d o en e l análisis 
y simulación de un reactor de lecho f i j o de n a r i n g i ­
nasa i n m o v i l i z a d a en v i d r i o poroso^ para conseguirlo, 
ha sido necesario c u b r i r l o s s i g u i e n t e s o b j e t i v o s 
p a r t i c u l a r e s : 

12) Proponer un método a l t e r n a t i v o para l a car a c t e ­
rización de l a a c t i v i d a d ü!-ramnosidasa de n a r i n g i ­
nasa haciendo uso d e l s u s t r a t o sintético p - n i t r o f e -
n i l - o: -L-ramnósido, ya que en l a bibliografía 
no e x i s t e un método rápido, s e n s i b l e y económico 
para determinar dicha a c t i v i d a d de forma específica 
y deferenciada de l a a c t i v i d a d g l o b a l de l a enzima 
nari n g i n a s a . Dicho s u s t r a t o es absolutamente 
específico de l a c i t a d a a c t i v i d a d , y uno de l o s 
productos de l a reacción hidrolítica, e l p - n i t r o f e ­
n o l , es fácilmente c u a n t i f i c a b l e colorimétricamente, 
mostrando, además, una a b s o r t i v i d a d molar elevada, 
l o que i m p l i c a una gran s e n s i b i l i d a d d e l método 
que se propone. 
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25) Proceder a l a inmovilización de l a enzima 
naringinasa, usándose para e l l o un soporte de 
v i d r i o poroso de naturaleza hidrofílica bien 
d e f i n i d a , ya que va re c u b i e r t o por una capa de 
residuos de g l i c e r i l o y cuyo tamaño de partícula 
es uniforme. La inmovilización se ha llevado 
a cabo por cuatro procesos d i s t i n t o s tendentes 
a i m p l i c a r en l a unión soporte-proteína a cuatro 
residuos de aminoácidos d i f e r e n t e s de l a enzima 
con e l f i n de es t u d i a r e l efecto de l a modificación 
química sobre l a a c t i v i d a d d e l derivado. 

3-) Estudiar l a i n f l u e n c i a d e l tamaño de poro 
del soporte, manteniendo constante e l n i v e l de 
modificación química de l a enzima, sobre l a a c t i v i ­
dad d e l derivado, siendo éste un parámetro e x t r a o r ­
dinariamente importante en e l estudio d e l comporta­
miento cinético de l a s enzimas i n m o v i l i z a d a s 
por l o s problemas de difusión i n t e r n a que se 
plantean. 

4-) Proceder a l a caracterización d e l mejor 
de l o s derivados obtenidos f r e n t e a l s u s t r a t o 
sintético propuesto y a l s u s t r a t o n a t u r a l n a r i n g i n a , 
obteniéndose l o s parámetros cinéticos intrínsecos 
en ambos casos, así como a l es t u d i o de l a e s t a b i l i ­
dad a l almacenamiento y operacional de dicho 
derivado, siendo este último parámetro fundamental 
cuando se prevé l a aplicación d e l sistema a un 
proceso continuo. 
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52) A f i n de d e s c r i b i r cuantitativamente l a 
interacción de l a reacción enzimática con l a s 
l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s i n t e r n a s , se pretende 
d e s a r r o l l a r un modelo matemático para reacciones 
enzimáticas heterogéneas monosustrato, en l a s 
que l a enzima se encuentra i n m o v i l i z a d a en partícu­
l a s esféricas porosas, obteniéndose l o s p e r f i l e s 
r a d i a l e s de concentración adimensional de. sus t r a t o 
en l a partícula, a s i como e l correspondiente 
f a c t o r de e f i c a c i a . 

62) Formular l a ecuación de diseño de un reactor 
de lecho f i j o para este t i p o de sistemas, y r e s o l ­
v e r l a teniendo en cuenta l a variación continua 
que experimenta e l f a c t o r de e f i c a c i a a l o largo 
del r e a c t o r , examinando l a i n f l u e n c i a que puedan 
tener cambios en l o s parámetros cinéticos y de 
operación sobre l o s p e r f i l e s a x i a l e s de conversión. 

72) Por último, proceder a l a verificación sistemá­
t i c a de l o s modelos propuestos comparando l o s 
resultados experimentales obtenidos con l o s p r e d i -
chos por l o s c i t a d o s modelos en términos de conver­
sión y de f a c t o r e s de e f i c a c i a . 
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2.- ANTECEDENTES 



2.- ANTECEDENTES 

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

En l o s cítricos se encuentra una 
gran variedad de f l a v o n o i d e s . Estos aparecen 
normalmente como glicósidos y se h a l l a n ampliamente 
d i s t r i b u i d o s en todos l o s t e j i d o s , pero en mayor 
concentración (más de un 2%) en e l albedo y fragmen­
tos de membrana ( 1 ) . 

En función del disacárido predominan­
te en l a composición d e l f l a v o n o i d e , éstos se 
di v i d e n en dos grupos químico-taxonómicos : neohespe^ 
ridosas ( 2 - 0-a - L - r a m n o p i r a n o s i l - ^ -D-glucopiranosa) 
y r u t i n o s a s (6-0-Q: -L-ramnopiranosil- j Q-D-glucopira^ 
nosa) ( 1). 

Los f l a v o n o i d e s que alcanzan mayor 
concentración son l a n a r i n g i n a y l a he s p e r i d i n a ; 
l a primera predomina en pomelos y naranjas tanto 
amargas como ac i d a s , mientras que l a hesperidina 
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se encuentra principalmente en naranjas, limones 
y v a r i a s clases de mandarinas (2). 

La concentración de flavonoides 
en l o s zumos cítricos debe ser reducida, por 
dos razones, fundamentalmente. En primer lugar, 
su i n s o l u b i l i d a d da lugar a l a aparición de 
depósitos c r i s t a l i n o s en l a s u p e r f i c i e de l o s 
equipos de procesado (3); y, en segundo lugar, 
algunos de estos compuestos muestran un acusado 
sabor amargo, l o que c o n f i e r e a l o s zumos un 
sabor desagradable (4). 

Se ha estudiado con d e t a l l e 
l a relación e x i s t e n t e entre l a e s t r u c t u r a d e l 
disacárido d e l flavonoide y e l amargor que c o n f i e r e 
a l zumo que l o posee. Así, i n i c i a l m e n t e se pensó 
que era e l t i p o de enlace entre l a ramnosa y 
l a glucosa e l f a c t o r determinante d e l amargor, 
siendo e l a g l i c o n e l modulador de esta propiedad, 
ya que l a n a r i r u t i n a , isómero Qí ( 1— ^ 6 ) ramnoglu--
cosídico de l a n a r i n g i n a , no es amarga (5) mientras 
que l a p o n c i r i n a (un (x (1 ^ 2) ramnoglucósido 
de l a neohesperidosa) es menos amarga que l a 
n a r i n g i n a , llegándose por l o tanto a l a conclusión 
de que todos l o s 2-ramnoglucósidos eran amargos 
y solo e l l o s ( 6 ) . S i n embargo, en estudios poste­
r i o r e s se ha confirmado que e l amargor es fundamen­
talmente debido a l enlace (1 *-2 ), es d e c i r , 
no se requiere que e l disacárido sea un ramnoglucó­
sido , n i tan s i q u i e r a que sea (X ó j(3 e l enlace 
entre l a s dos unidades de azúcar, importando 
poco además e l t i p o de enlace con e l que e l 
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segundo azúcar se une a l esqueleto de l a flavonona 
( 7 , 8 ) . 

La n a r i n g i n a , e l 7-(2-ramnósido-
- j3 -glucósido) de l a 4 ' , 5, 7 - t r i h i d r o x i f l a v a n o n a 
(Figura 1 ) , es e l p r i n c i p a l f l a vonoide responsable 
d e l sabor amargo en l o s zumos y jugos cítricos, 
y fué descubierta en l 857 por De Vry (9) en l a s 
f l o r e s de l o s árboles de pomelo que crecían en 
Java. 

A l o largo d e l proceso de maduración 
del f r u t o se produce una marcada disminución 
de l a concentración de n a r i n g i n a , y por tanto 
d e l amargor, dependiendo, además e l contenido 
en dicho f l a v o n o i d e , de f a c t o r e s t a l e s como e l 
t i p o de f r u t o , l a estación del año y l a s condiciones 
de extracción y filtración del zumo que se obtenga 
(10, 1 1) . 

Se ha determinado que l a narin g i n a 
se encuentra en l o s zumos de cítricos en una 
proporción media d e l 0 , 0 7 ^ , siendo necesario 
e l tratamiento d e l zumo a f i n de d i s m i n u i r estos 
n i v e l e s s i se desea que tengan una aceptación 
comercial s a t i s f a c t o r i a , ya que ese orden de 
concentración c o n f i e r e un sabor muy desagradable. 
Cuando se disminuye l a concentración de narin g i n a 
en l o s zumos cítricos a n i v e l e s d el orden d e l 
0,03%, e l sabor amargo desaparece ( 1 2 ) ; s i n embargo, 
l o s resultados de muchas pruebas organolépticas 
r e a l i z a d a s han demostrado que no conviene r e d u c i r 
a t a l e s n i v e l e s l a concentración d e l f l a v o n o i d e , 
ya que un c i e r t o grado de amargor se considera 
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FIGURA 1.- E s t r u c t u r a de l a n a r i n g i n a . 
7-( 2-ramnósido-j(3 -glucósido ) de l a 
4 ' , 5 , 7 t r i h i d r o x i f l a v a n o n a . 



que r e s u l t a r e f r e s c a n t e , por l o que e l contenido 
en naringina de l o s zumos cítricos se suele 
re d u c i r industrialmente a l 0 , 0 5 ^ v a l o r que permite 
e q u i l i b r a r l a s dos propiedades deseadas para 
e l zumo : ausencia de amargor y f r e s c o r . Por 
otra parte es conveniente poder c o n t r o l a r e l 
amargor d e l producto f i n a l s i n a f e c t a r de forma 
adversa otras propiedades organolépticas d e l 
zumo (13 ) • 

Se han propuesto diversos métodos 
para r e d u c i r e l n i v e l de n a r i n g i n a de l o s produc­
tos cítricos. E l primero de e l l o s c o n s i s t e 
en l a extracción de dicho flavonoide con carbón 
a c t i v o , en determinadas condiciones de pH y 
temperatura, pero este tratamiento no es a p l i c a b l e 
puesto que también se extraen otros compuestos 
que contribuyen a l a c a l i d a d d e l zumo o derivado 
cítrico ( 14) • 

Por o t r a p a r t e , l a hidrólisis 
acida de l a n a r i n g i n a , u t i l i z a n d o ácido clorhídri­
co a 90-C (15) o una mezlca de ácido fórmico-
-c i c l o h e x a n o l ( l 6 ) , son procedimientos demasiado 
drásticos para su aplicación práctica. 

Sin duda alguna, e l método más 
ampliamente u t i l i z a d o para l a eliminación de 
l a n a r i n g i n a , es l a hidrólisis enzimática. 
La utilización de enzimas como medio e f i c a z 
y s e l e c t i v o de r e d u c i r l o s n i v e l e s de na r i n g i n a 
se ha convertido en una práctica i n d u s t r i a l 
c o r r i e n t e , ya que se t r a b a j a en condiciones 
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suaves, l o que redunda en e l mantenimiento 
de l a s propiedades del producto f i n a l , a l a 
vez que s i m p l i f i c a e l número de manipulaciones 
necesarias para conseguir e l o b j e t i v o propuesto. 
Este método fué propuesto en Japón en 1955 
y desde entonces ha sido objeto de muchas patentes 
basadas en producir y u t i l i z a r una enzima capaz 
de h i d r o l i z a r e l componente disacárido neohesperi-
dosa de l o s flav o n o i d e s , pudiendo esta hidrólisis 
l i m i t a r s e a l enlace (1 ^ 2 ) que l i g a a l o s 
azúcares constituyentes de l a parte glicosídica 
v i s t a l a relación e x c l u s i v a e x i s t e n t e entre 
este t i p o de enlace y e l amargor ( 8 , 9 ) . 

2 . 2 . - ACTUACIÓN DE LA ENZIMA NARINGINASA 

La naringinasa es una enzima 
que h i d r o l i z a l a naringina en dos etapas, siendo 
cada una de e l l a s c a t a l i z a d a por una a c t i v i d a d 
d i f e r e n t e de l a enzima-; así l a a c t i v i d a d OL -
-ramnosidasa (E C 3 . 2 . 1 . 4 0 ) h i d r o l i z a l a n a r i n g i ­
na a ramnosa y prunina ( 7 - j8 -glucósido de l a 
4 ' , 5 , 7 - t r i h i d r o x i f l a v a n o n a ) , producto este 
último que es s u s t r a t o de l a a c t i v i d a d jQ-glucosida 
sa ( E C 3 . 2 . 1 . 2 1 ) que l o degrada a glucosa 
y naringenina ( 4 ' , 5 , 7 - t r i h i d r o x i f l a v a n o n a ) 
Un esquema de l a reacción se representa en 
l a F i g u r a 2 . 
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FIGURA 2.- Hidrólisis enzimática de l a n a r i n g i n a . 



Se ha demostrado que l a prunina 
es aproximadamente t r e s veces menos amarga 
que l a naringina (12); e l l o hace que para lograr 
e l desamargado de un zumo, no haya necesidad 
de degradar l a n a r i n g i n a por completo a n a r i n g e n i ­
na , proceso que es más l e n t o en su conjunto 
y que además puede dar lugar a l a formación 
de un p r e c i p i t a d o en e l zumo de c r i s t a l e s de 
naringenina^ dada su i n s o l u b i l i d a d en medio 
acuoso. 

Así pues, es s u f i c i e n t e l a a c t i v i ­
dad 0!-ramnosidasa para proceder a l desamargado 
de zumos. La enzima empleada para e l l o puede 
ser l a misma que se encuentra en l o s zumos 
recién obtenidos, o l a que se puede adi c i o n a r 
en e l caso de que carezcan de e l l a o se desee 
a c e l e r a r e l proceso. De c u a l q u i e r forma, tanto 
s i l a enzima se encuentra ya en e l zumo, como 
s i es exógena, es necesario c a r a c t e r i z a r adecuada­
mente e l n i v e l de a c t i v i d a d cí -ramnosidasa 
que presenta, a f i n de c o n t r o l a r l a extensión 
de l a hidrólisis de naringina a prunina y obtener 
así un zumo con l a s características organolépticas 
deseadas. 
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2.3.- EXTRACCIÓN Y PURIFICACIÓN 

E l enorme interés práctico que 
presenta l a hidrólisis enzimática de los componen­
tes amargos de l o s productos cítricos, requiere 
disponer de una preparación enzimática p u r i f i c a d a 
y l i b r e de enzimas contaminantes. 

La naringinasa es una enzima 
que no se encuentra en abundancia en l a nat u r a l e ­
za. De hecho, no se ha detectado su presencia 
en e l reino animal, mientras que en e l vegetal 
tan sólo se ha detectado en cítricos (en l a 
región comprendida entre e l flavedo y e l albedo 
del pomelo), en l a s s e m i l l a s de apio (17? l 8 ) , 
y en l a s hojas d e l árbol C i t r u s decumana ( 1 9 ) . Sin 
embargo, e l aislamiento y purificación de l a a c t i ­
vidad h i d r o l i z a n t e de na r i n g i n a de l a s dos 
últimas fuentes condujo a una preparación que 
era capaz de h i d r o l i z a r l a n a r i n g i n a a naringenina 
y e l disacárido i n t a c t o , debiendo pues considerar­
se dicha enzima como una j8-glucosidasa, y 
no realmente como n a r i n g i n a s a , ya que no estaba 
presente l a a c t i v i d a d a-ramnosidasa. 

Dado que l a s cantidades e x t r a i b l e s 
de l a enzima naringinasa de fuentes de ori g e n ve­
g e t a l son muy pequeñas, fué evidente desde un pri^ 
mer momento^ que se necesitaba o t r a fuente d i s t i n t a 
capaz de producir l a enzima en cantidades s u f i c i e n 
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tes para su aplicación práctica. Por e l l o , cuando 
se encontró que una preparación comercial de 
enzimas pécticos de origen fúngico denominada 
P e c t i n o l 100-D (de Rohm and Haas Co.), era capaz 
de h i d r o l i z a r completamente l a naringina en 
disolución acuosa a ramnosa, glucosa y naringenina 
( 1 9 ) , l o s estudios sobre obtención de enzimas 
de origen fúngico, se d i r i g i e r o n hacia e l a i s l a ­
miento, purificación y comercialización de nuevas 
preparaciones enzimáticas de naringinasa. E f e c t i v a ­
mente, c i e r t o s c u l t i v o s de microorganismos, 
principalmente d e l reino Fungi, han resultado 
ser l a s mejores fuentes de naringinasa. En e l l o s , 
se induce l a síntesis de l a enzima haciéndolos 
crecer en un medio de c u l t i v o que contiene n a r i n g i ­
na, pudiéndose r e a l i z a r este proceso a escala 
i n d u s t r i a l . Es así como se han obtenido muchas 
preparaciones enzimáticas de naringinasa: " N a r i n g i ­
nasa C" ( 2 0 ) , "Kumitanase" de A s p e r g i l l u s niger 
( 7 , 1 1 , 2 1 - 2 5 ) , "Solase" de Coniothyrium d i p l o d i e l l a 
o "Sankyo Naringinase" de A s p e r g i l l u s usamii 
mut. s h i r o u s a m i i ( 2 6 ) . 

La purificación de l a preparación 
enzimática a u t i l i z a r , tanto para una c a r a c t e r i z a ­
ción completa de l a enzima, como para l a a p l i c a ­
ción práctica consecuente, es una etapa d e c i s i v a 
en l a obtención de l a enzima. En este t i p o de 
preparaciones enzimáticas suelen estar presentes 
enzimas pécticas, que se ponen de manifiesto 
porque reducen considerablemente l a v i s c o s i d a d 
d e l zumo; s i n embargo su presencia no es deseable 
ya que pueden romper e l sistema h i d r o c o l o i d a l 
complejo que mantiene a l o s componentes d e l 
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zumo en suspensión, por l o que e l procedimiento 
más usual para l a obtención de una preparación 
enzimática s a t i s f a c t o r i a i n c l u y e l a separación 
de estas enzimas contaminantes. En primer lugar 
se s e l e c c i o n a e l c u l t i v o que presenta l a mayor 
a c t i v i d a d naringinasa, que se hace crecer en 
un medio con nu t r i e n t e s adecuados para l a produc­
ción de l a enzima, ya que esta no es s i n t e t i z a d a 
por e l microorganismo en condiciones normales. 
Seguidamente, se efectúa una purificación p a r c i a l 
por tratamiento de l o s extr a c t o s del c u l t i v o 
con a l c o h o l para p r e c i p i t a r l a s proteínas, 
para a continuación f i l t r a r y secar e l p r e c i p i t a d o 
proteico obtenido con a i r e ( 2 0 ) . La eliminación 
de l a s enzimas pécticas se r e a l i z a por d i f e r e n c i a 
de s o l u b i l i d a d de l a s g l i c o s i d a s a s y pectinasas 
en disolución alcohólica (27) o por inactivación 
d i f e r e n c i a l de l a s pectinasas a pH 8 y 37~C 
( 2 8 ) . En líneas generales éste es e l tratamiento 
para conseguir una preparación enzimática, 
aunque puede d i f e r i r ligeramente según l a fuente 
de p a r t i d a . S i n embargo, en ningún caso se 
e s p e c i f i c a en l a bibliografía e l c r i t e r i o para 
determinar l a pureza de l a s naringinasas así 
obtenidas, empleándose normalmente estas prepara­
ciones en l o s ensayos analíticos. 
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2 . 4 . - PROPIEDADES 

Una vez que ha sido obtenida una pre­
paración enzimática de naringinasa y antes 
de su aplicación práctica en e l desamargado 
de cítricos y sus derivados, se requiere un 
conocimiento previo de l a s características 
moleculares y cinéticas de l a enzima. Sin embargo, 
en l a bibliografía d i s p o n i b l e no se ha encontrado 
una caracterización completa de l a naringinasa 
en sentido e s t r i c t o , sino mas bien estudios 
de l a s condiciones óptimas de actuación de 
l a enzima para l l e g a r a un grado de liidrólisis 
de l a n a r i n g i n a s a t i s f a c t o r i o para e l i m i n a r 
e l amargor del zumo. Tan sólo en un caso, e x i s t e 
una r e f e r e n c i a bibliográfica que menciona l a 
separación, mediante técnicas electrocromatográfi-
cas ( 2 9 ) , de l a s dos a c t i v i d a d e s enzimáticas 
de l a na r i n g i n a s a . Puesto que dichas a c t i v i d a d e s 
se determinaron en f r a c c i o n e s asociadas a dos 
bandas de proteína d i f e r e n t e s , es obvio deducir, 
que l a naring i n a s a contiene como mínimo dos 
t i p o s de cadenas polipeptídicas d i f e r e n t e s . 
Sin embargo^ en dicho t r a b a j o no se llegó a 
ninguna conclusión en ese aspecto, dedicándose 
l o s autores tan sólo a ensayar l a idoneidad 
de d i f e r e n t e s ramnósidos, glucósidos y ramnoglucó-
sidos de flavanonas como s u s t r a t o s para cada 
una de l a s a c t i v i d a d e s . En t a l e s condiciones 
l a a c t i v i d a d Q!-ramnosidasa se expresó preferente­
mente f r e n t e a l o s ramnoglucósidos, siendo 
muy baja cuando l a ramnosa se halló unida d i r e c t a ­
mente a l aglicón ( 2 9 ) . 
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Fuera de esta r e f e r e n c i a bibliográ­
f i c a , l a naringinasa parece comportarse como 
una única especie frente a l o s procedimientos 
de purificación empleados normalmente ( p r e c i p i t a ­
ción con s u l f a t o amónico o e t a n o l ) , no habiéndose 
tampoco referenciado l a p o s i b i l i d a d e x i s t e n t e 
de que se separen l a s dos a c t i v i d a d e s a l añadir 
urea o incubar a temperaturas de SO^C, tratamien­
tos ambos usualmente empleados en l a s preparacio­
nes enzimáticas de naringinasa para e l i m i n a r 
l a s a c t i v i d a d e s asociadas a enzimas pécticas 
(20, 22, 23, 26, 30). 

Asimismo, tampoco e x i s t e n r e f e r e n ­
c i a s bibliográficas en cuanto a tamaño molecular, 
punto isoeléctrico, e x i s t e n c i a de subunidades, 
o información relacionada con l a e s t r u c t u r a 
de l a proteína (espectros UV-Vis, o de f l u o r e s c e n ­
c i a , extinción de f l u o r e s c e n c i a , e t c . ) , o con 
l o s aminoácidos que pudieran p a r t i c i p a r en 
e l centro catalítico. 

En cuanto a l a s propiedades 
catalíticas de l a enzima es necesario d e c i r 
que, en l a mayoría de los casos, l a s determinacio­
nes cinéticas se han r e a l i z a d o siguiendo e l 
método de Davis (31). Este método, t a l y como 
se discutirá más adelante en e l apartado c o r r e s ­
pondiente, no permite d i f e r e n c i a r entre n a r i n g i n a 
y prunina, s u s t r a t o y producto, respectivamente, 
de l a a c t i v i d a d a-ramnosidasa, por l o que 
l a s medidas de a c t i v i d a d r e f e r e n c i a d a s son 
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un r e f l e j o de l a d i f e r e n c i a entre e l contenido 
de naringina más prunina y e l de naringenina 
en e l medio de reacción. De i g u a l forma, l a 
determinación de grupos reductores como medida 
de l a a c t i v i d a d enzimática ( 3 2 , 33) r e f l e j a 
una mezcla de l a s dos a c t i v i d a d e s enzimáticas 
presentes en l a naringinasa, ya que e l método 
colorimétrico de Nelson-Somogyi no d i f e r e n c i a 
entre ramnosa y glucosa ( 2 2 , 2 3 ) . 

Teniendo en cuenta estos condi­
cionamientos, l o s datos de l a bibliografía 
pueden s e r v i r para s i t u a r aproximadamente 
l a s condiciones óptimas para l a expresión 
de l a a c t i v i d a d de l a enzima así como para 
e s t a b l e c e r , igualmente de forma aproximada, 
sus parámetros cinéticos. Así, por ejemplo, 
l a enzima extraída de l a s e m i l l a de apio h i d r o l i -
za l a nari n g i n a " i n v i t r o " a pH 7 y 37^0 
( 1 7 ) , condiciones que d i f i e r e n bastante de 
l a s encontradas para l a mayoría de l a s prepara^ 
clones enzimáticas refe r e n c i a d a s : rangos 
de pH óptimos de 3>5 a 5>0, y de temperatura 
de 502 a 602C ( 10 , 1 9 , 2 0 , 3 4 ) . Tal sucede 
para l a naringinasa obtenida a p a r t i r de Conio­
thyrium d i p l o d i e l l a que muestra unas condiciones 
óptimas que están dentro d e l rango c i t a d o 
: pH 4 j 2 y temperaturas entre 6 0 y 6 5 2 C , a l 
i g u a l que para l o s estudios r e a l i z a d o s con 
l a enzima de A s p e r g i l l u s n i g e r , en l o s cuales 
se obtuvieron v a l o r e s semejantes ( 2 2 - 2 5 , 3 5 ) . 
La constancia de estos v a l o r e s se mantuvo 
también en e l único caso r e f e r e n c i a d o de separa-
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ción de l a s dos a c t i v i d a d e s de l a naringinasa 
por electrocromatográfxa ( 2 9 ) ; se determinó 
en t a l caso un pH óptimo de 4^5 y una temperatura 
óptima de ÓO^C para l a a c t i v i d a d O!-ramnosidasa, 
y un pH de 4^7 y temperatura óptima de 58-C 
para l a a c t i v i d a d j3-glucosidasa . 

Por otra parte, mientras que 
ex i s t e n m u l t i t u d de r e f e r e n c i a s bibliográficas 
sobre e l efecto del pH d e l medio y de l a tem 
peratura de reacción sobre l a a c t i v i d a d enzimáti­
ca de l a naringinasa, es muy escasa l a informa­
ción d i s p o n i b l e sobre l a variación de l a a c t i v i ­
dad enzimática con l a cantidad de enzima, 
e l periodo de incubación óptimo o l a e s t a b i l i d a d 
a l almacenamiento, y nula respecto a l efecto 
de l a fuerza iónica sobre l a expresión de l a 
a c t i v i d a d de l a nari n g i n a s a . 

Por l o que se r e f i e r e a l o s 
parámetros cinéticos de l a enzima es m a n i f i e s t a 
l a parquedad y d i v e r s i d a d de datos bibliográfi­
cos; además, estos hay que a n a l i z a r l o s con 
precauciones ya que han s i d o obtenidos empleando 
e l método Davis en l a mayoría de l a s ocasiones. 
Por ejemplo, se han publicado v a l o r e s de constan­
te de M i c h a e l i s f r e n t e a n a r i n g i n a como s u s t r a t o 
comprendidas entre 0 , 6 4 y 2 , 2 0 mM ( 2 2 - 2 4 , 
3 5 ) , mientras que l a dispersión de va l o r e s 
para v e l o c i d a d máxima es aún mayor. Teniendo 
en cuenta que l a fuente de enzima y e l grado 
de pureza es d i f e r e n t e en cada caso, t a l e s 
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resultados no son de extrañar. Así, para n a r i n ­
ginasa extraída y p u r i f i c a d a de un c u l t i v o 
de A s p e r g i l l u s n i g e r , l a a c t i v i d a d máxima 
calculada fué de 74 U/mg ( 2 2 , 2 3 ) , mientras 
que una preparación comercial de naringinasa 
de l a misma fuente dio 78 U/g ( 2 4 ) ; l a p u r i f i c a ­
ción por cromatografía en DEAE-Sephadex y 
precipitación por a l c o h o l de dicha preparación 
comercial, hizo s u b i r l a a c t i v i d a d hasta 375 
U/mg ( 2 4 ) . 

Por o t r a p a r t e , cuando se ha hecho 
actuar l a enzima naringinasa sobre l a narin g i n a - " 
presente en un jugo o zumo de cítrico, l a observa­
ción general r e a l i z a d a es que se produce un descenso 
de l a a c t i v i d a d enzimática. Teniendo en cuenta 
e l interés comercial de l a enzima nar i n g i n a s a , 
algunos autores han tr a t a d o de estud i a r e l 
efecto de c i e r t o s componentes p a r t i c u l a r e s 
de l o s zumos sobre l a a c t i v i d a d enzimática. 
Sin embargo, en l a mayoría de l o s casos, e l 
estudio se ha r e s t r i n g i d o a l aspecto puramente 
c u a l i t a t i v o , ya que no se c i t a n v a l o r e s de 
constantes o t i p o s de inhibición. Así, por 
ejemplo, se ha publicado que e l c i t r a t o ( 19 , 
25 , 26 , 3 5 ) , glucosa ( 2 0 , 2 4 , 2 5 ) , s o r b i t o l 
( 2 6 ) , f r u c t o s a ( 2 6 , 35) y sacarosa (25) 
inhiben l a a c t i v i d a d n a r i n g i n a s a , aunque otros 
autores han publicado que l a f r u c t o s a , sacarosa 
o ácido málico no son i n h i b i d o r e s ( 2 5 ) . En 
e l caso d e l c i t r a t o , e l ef e c t o i n h i b i d o r parece 
ser claramente dependiente d e l pH a l que se 
realizó l a medida de a c t i v i d a d ( 19 , 24, 3 5 ) • 
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En cuanto a l a s especies que 
p a r t i c i p a n en l a propia reacción enzimática, 
l a ramnosa aparece como un i n h i b i d o r poco 
potente (19, 35) o muy potente ( 3 6 ) dependiendo 
de l a preparación enzimática u t i l i z a d a , mientras 
que tanto l a prunina ( 3 6 ) como l a naringenina 
(19) parecen tener poco efecto i n h i b i d o r sobre 
l a a c t i v i d a d de l a na r i n g i n a s a . 

Mientras que l a mayoría de 
l o s investigadores se han centrado en l a caracte­
rización y estudio de l a s propiedades de l a 
naringinasa " i n v i t r o " , otros se han dedicado 
a l estudio fisiológico de l o s cambios del 
f r u t o con l a disminución d e l contenido de 
na r i n g i n a . Así, se ha estudiado ( 3 7 , 38) l a 
p o s i b i l i d a d de desamargar e l f r u t o " i n s i t u " , 
inoculándolo con na r i n g i n a s a , prestándose 
tambie'n atención a l o s cambios en e l aroma 
y textura del mismo que acompañan dicho t r a t a ­
miento. S i n embargo esta técnica ha tenido 
poca aceptación y raramente es u t i l i z a d a en 
l a práctica. 
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2.5.- MÉTODOS DE MEDIDA DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA 

La medida de l a a c t i v i d a d 
naringinasa i m p l i c a l a determinación i n d i v i d u a l i ­
zada de l a s ac t i v i d a d e s Oí-ramnosidasa y jg-glucosi-
dasa, y l a cuantificación de l a contribución 
de cada una de e l l a s a l a a c t i v i d a d g l o b a l 
de l a enzima. Este es un hecho que habitualmente 
no se e s p e c i f i c a en l a bibliografía cuando 
se habla de l a a c t i v i d a d n a r i n g i n a s a . 

La a c t i v i d a d O! -ramnosidasa 
se puede determinar siguiendo l a desaparición 
de n a r i n g i n a , o l a aparición de prunina o 
ramnosa en e l medio ( s i se emplea e l sustrato 

n a t u r a l n a r i n g i n a ) , mientras que l a a c t i v i d a d 
j3-glucosidasa se podría seguir a través de 
l a desaparición de prunina o aparición de 
glucosa y naringenina, s i n embargo, para esta 

última a c t i v i d a d se ha r e c u r r i d o frecuente­
mente a l uso de s u s t r a t o s sintéticos, t i p o 
s a l i c i n a ( f e n i l - j(3 -0-glucopiranósido) u o - n i -
t r o f e n i l - jQ -D-glucopiranósido. 

E l seguimiento e x c l u s i v o 
de l a a c t i v i d a d OL -ramnosidasa a través de 
l a aparición de ramnosa se podría l l e v a r a 
cabo mediante e l uso de un sistema enzimático 
a d i c i o n a l , l a ramnosa deshidrogenasa, que 
permite seguir fotométricamente l a producción 
de ramnosa por l a aparición acoplada de 
NADH ( 3 9 ) . La mayor desventaja d e l método e s t r i b a 
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en e l elevado coste d e l 
como e l originado por l a 
una enzima a d i c i o n a l , por 
estudiado. 

c o f a c t o r NAD , así 
necesidad de emplear 

l o que su uso no está 

Sin embargo, e l método más 
ampliamente u t i l i z a d o en l a determinación de 
l a a c t i v i d a d naringinasa es e l propuesto por 
Davis ( 3 l ) j o algunas de sus modificaciones 
( 4 0 , 4 1 ) . E l método Davis se basa en l a formación 
de un producto coloreado cuando reacciona naringina 
con d i e t i l e n g l i c o l en un medio fuertemente a l c a l i ­
no. Dicha coloración se puede medir fotométricamen­
te a 410 nm y su i n t e n s i d a d es proporcional 
a l contenido en naringina de l a muestra. La 
naringenina, producto f i n a l de l a a c t i v i d a d 
hidrolítica de na r i n g i n a s a , d e s a r r o l l a mucho 
menos c o l o r en l a s mismas condiciones, por l o que 
según Davis, es p o s i b l e seguir e l curso de l a 
hidrólisis de na r i n g i n a por comparación del 
co l o r con l a s curvas estándar preparadas a p a r t i r 
d e l ramnoglucósido y d e l aglicón a un temperatu­
ra dada. Sin embargo, otras muchas sustancias 
i n t e r f i e r e n dando e l mismo c o l o r , t a l e s como 
fla v o n a s , f l a v o n o l e s , c i t r a l , f u r f u r a l , g e r a n i o l , 
e t c . , e i n c l u s o e l producto de l a primera 
a c t i v i d a d de n a r i n g i n a s a , prunina, por l o que 
e l t e s t de Davis no es un método f i a b l e para 
l a caracterización de l a a c t i v i d a d 01 -ramno 
si d a s a , ya que l o s resul t a d o s que se obtienen 
r e f l e j a n l a desaparición de narin g i n a y pru­
nina de forma conjunta. Esta limitación, que 
es importante por cuanto l o que se mide 
es un r e f l e j o de l a a c t i v i d a d g l o b a l de 
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n a r i n g i n a s a , y específicamente de l a a c t i v i d a d 
j8 -glucosidasa, ya que esta a c t i v i d a d es l a 
l i m i t a n t e de velocidad en e l proceso de hidrólisis 
t o t a l , ha sido considerada desde hace mucho 
tiempo (20) como una c l a r a desventaja del método 
de Davis en su aplicación a l a determinación 
de l a a c t i v i d a d n a r i n g i n a s a , y curiosamente 
es e l método que más se ha empleado y aún se 
sigue empleando para t a l f i n . 

La i n t e r f e r e n c i a de l a prunina 
se ha eliminado mediante extracción s e l e c t i v a 
de este componente en acetato de e t i l o ( 4 0 ) , 
aplicándose posteriormente e l t e s t de Davis 
a l a mezcla de reacción a s i t r a t a d a . Sin embargo, 
e l problema sigue siendo e l mismo, por cuanto 
so l o se mide l a a c t i v i d a d g l o b a l de l a naringinasa. 

Para s o l v e n t a r estos problemas, 
han aparecido diversas a l t e r n a t i v a s basadas 
esencialmente en l a separación de l o s componentes 
de l a reacción por cromatografía de capa f i n a 
( 2 9 , 4 2 , 43) y c u a n t i f icación p o s t e r i o r de 
l o s productos separados, bien por e l método 
de Davis, ahora ya s i n ninguna i n t e r f e r e n c i a 
para cada uno de l o s f l a v o n o i d e s , bien por 
espectrof otometría a 280 ntn ̂  o por f l u o r o d e n s i t o -
metría, que mide directamente l a s intensidades 
de f l u o r e s c e n c i a en e l cromatograma ( 3 6 ) . Pero 
todos e l l o s son métodos muy l a b o r i o s o s y complica­
dos, s i n dejar de e s t a r sujetos a e r r o r . Más 
tedi o s a s aún son l a s técnicas que im p l i c a n 
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dos experimentos consecutivos para l a obtención 
de un único v a l o r de a c t i v i d a d enzimática, 
como l a combinación d e l método clásico de Davis 
y l a determinación d e l contenido en aldohexosas 
l i b e r a d a s en l a reacción con o-aminodifenilo 
( 3 2 , 3 3 ) . 

Sin duda alguna, e l método 
mas preciso de l o s que actualmente se emplean 
para c u a n t i f i c a r e l contenido en naringina 
de cítricos y demás productos derivados, es 
l a cromatografía líquido-líquido de a l t a r e s o l u ­
ción (IIPLC), pero su gran problema es e l elevado 
coste económico que i m p l i c a su utilización. 
Fué en 1974 (44) cuando se publicó l a primera 
aplicación práctica de HPLC en análisis de 
fla v o n o i d e s . En este método es e s e n c i a l e l 
uso del eluyente adecuado; l o s primeros u t i l i z a d o s 
fueron mezclas metanol-ácido acético-agua ( 3 0 : 5 : 6 5 
V/V) sobre una columna de C^g adecuada para 
l a resolución de estos f l a v o n o i d e s . Posteriormen­
t e , se ha r e a l i z a d o una modificación de este 
método ( 4 5 ) , u t i l i z a n d o una columna /x Boundapak 
Cj^g y como eluyente una mezcla a g u a - a c e t o n i t r i l o 
( 8 0 : 2 0 , V/V); de esta manera se obtienen v a l o r e s 
para l a concentración de na r i n g i n a en e l pomelo 
y sus derivados, que son aproximadamente e l 
doble de l a s encontradas u t i l i z a n d o elTmétodo 
Davis. Actualmente, todas l a s r e f e r e n c i a s b i b l i o - -
g r a f i c a s que se encuentran acerca de l a c u a n t i f i c a 
ción de nari n g i n a y otros f l a v o n o i d e s en zumos y 
derivados cítricos, hacen uso de l a técnica de cr£ 
matografía líquida de a l t a resolución ( 4 6 - 5 3 ) -
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2 . 6 . - NARINGINASA INMOVILIZADA 

La adición de preparaciones 
comerciales de naringinasa a zumos y jugos cítricos 
para proceder a su desamargado, plantea algunos 
problemas. En primer lugar, e l producto f i n a l 
se encuentra contaminado por l o s propios componen­
tes de l a preparación enzimática, pectinasas 
principalmente; e l l o , y l a inhibición de l a 
a c t i v i d a d enzimática por l o s propios productos 
de l a reacción, así como por l o s componentes 
d e l medio de reacción, supone un costo a d i c i o n a l 
a l uso de naringinasa en forma s o l u b l e para 
e l desamargado de zumos y demás derivados cítricos. 

La inmovilización de l a enzima 
en soportes sólidos por enlaces físicos o químicos 
o bien su retención por medio de una membrana 
o un medio poroso permitiría solv e n t a r algunas, 
s i no todas, l a s desventajas mencionadas para 
e l uso de l a enzima s o l u b l e ( 5 4 ) . 

A pesar de e l l o , l a s primeras 
r e f e r e n c i a s sobre inmovilización de naringinasa 
son relativamente r e c i e n t e s . En 1971 se publicó 
e l primer artículo sobre l a obtención de derivados 
i n s o l u b l e s en agua de narin g i n a s a ( 5 5 ) . La 
enzima se inmovilizó por oclusión en copolímeros 
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de anhídrido maleico con d i s t i n t o s e t i l e n o s 
s u s t i t u i d o s y hexametilendiamina. Los derivados 
inmovilizados mostraron una disminución de 
l a a c t i v i d a d enzimática d e l 55-85^ como consecuen­
c i a de l a inmovilización y además perdían e l 
90% de l a a c t i v i d a d cuando actuaban de forma 
continua sobre zumos de cítricos. En l o s cinco 
años po s t e r i o r e s se han patentado d i s t i n t o s 
sistemas de naringinasa i n m o v i l i z a d a para desamar­
gar zumos de pomelo con poco rendimiento (5Ó-
59) debido tanto a l a baja a c t i v i d a d y e s t a b i l i d a d 
de l o s derivados obtenidos como a l hecho de 
que l a naringina se adsorbía a los soportes 
usados. 

Los mejores resultados se 
han obtenido cuando se ha inmovilizado naringinasa 
bien por adsorción en DEAE-Sephadex ( 2 2 ) , o 
en tan i n o - a m i n o h e x i l c e l u l o s a ( 2 3 ) , o bien por 
unión covalente a v i d r i o poroso con g l u t a r a l d e h i d o 
(24) o a q u i t i n a usando g l u t a r a l d e h i d o y b o r o h i -
druro sódico ( 3 5 ) . 

Todos estos derivados i n m o v i l i z a ­
dos presentaron buena e s t a b i l i d a d operacional 
cuando actuaron sobre d i s o l u c i o n e s acuosas 
de n a r i n g i n a ; s i n embargo, dicha e s t a b i l i d a d 
decreció drásticamente cuando se l e s hizo actuar 
sobre jugos de Natsudaidai, variedad de naranja 
amarga usada comúnmente para l a obtención de 
zumos. De todas formas, e l mejor de l o s derivados 
de naringinasa obtenidos se dio cuando se 
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usó como soporte tanino-aminohexilcelulosa. 
E l derivado obtenido permitió desamargar I6OO 
toneladas de jugo de Natsudaidai durante un 
mes, usándose para t a l f i n un reactor de lecho 
f i j o con 50 kg de derivado inmovilizado. 

La disminución de l a a c t i v i d a d 
observada cuando se u t i l i z a naringinasa i n m o v i l i ­
zada para desamargar zumos cítricos, se debe 
probablemente a una o v a r i a s de l a s causas 
s i g u i e n t e s : contaminación física d e l c a t a l i z a d o r , 
inhibición de l a enzima por algunos compuestos 
presentes en e l zumo (por ejemplo c i t r a t o o 
glucosa) o por l a desorción de l a enzima d e l 
soporte. Últimamente, este problema de pérdida 
de enzima se ha solventado ocluyendo l a enzima 
en membranas de f i b r a s huecas polisulfónicas 
anisotrópicas ( I 3 j 6 0 ) , siendo l o s resultados 
obtenidos, a n i v e l de l a b o r a t o r i o , muy esperanza-
dores. 

En g e n e r a l , l a inmovilización 
de naringinasa en l o s soportes mencionados 
anteriormente, se ha c a r a c t e r i z a d o , respecto 
a l a enzima s o l u b l e , por una ampliación d e l 
rango de pH en e l que l a enzima mostró a c t i v i d a d , 
aunque su pH óptimo no resultó a l t e r a d o , y 
por un incremento de lO-lS^C en l a temperatura 
óptima de actuación y de dos veces s u p e r i o r 
en l a e s t a b i l i d a d térmica. La constante de 
M i c h a e l i s disminuyó en todos l o s casos como 
consecuencia de l a inmovilización, variando 

- 31 -



entre 0^48 y 0 ,86 mM para e l su s t r a t o n a r i n g i n a . 

Como ya se ha dicho, l a carac t e ­
rística más importante d e l uso de l o s derivados 
de naringinasa i n m o v i l i z a d a d e s c r i t o s en l a 
bibliografía, reside en l a pérdida brusca de 
a c t i v i d a d operacional a l actuar sobre zumos 
naturales o r e c o n s t i t u i d o s . Es, por t a n t o , 
necesario obtener derivados inmovilizados que 
aseguren l a unión de l a enzima a l soporte 
a través d e l s u f i c i e n t e número de enlaces cova-
l e n t e s de t a l forma que se minimice l a pérdida 
de enzima y, a l a vez, permitan mantener l a 
conformación n a t i v a de l a misma con l a s u f i c i e n t e 
f l e x i b i l i d a d como para p e r m i t i r l a acción catalí­
t i c a . 

2.1.- DIFUSIÓN Y REACCIÓN EN SISTEMAS DE ENZIMAS 
INMOVILIZADAS 

La s i m i l i t u d fenomenológica de l o s 
sistemas catalíticos heterogéneos en ingeniería 
química ( 6 l , 62) con l o s b i o c a t a l i z a d o r e s inmovi­
l i z a d o s en biotecnología (63-65) ha sido importan­
te cara a l d e s a r r o l l o d e l análisis cinético 
de estos últimos. E l interés en i n v e s t i g a r 
l o s f a c t o r e s que i n f l u y e n en su comportamiento 
cinético es debido a l uso c r e c i e n t e de l o s 
b i o c a t a l i z a d o r e s i n m o v i l i z a d o s (células y enzimas) 
con f i n e s analíticos y sintéticos ( 6 6 , 6 7 ) . 
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Hay que hacer notar, que l o s estudios de enzimas 
inmovilizadas son importantes^ además, para 
comprender e l comportamiento " i n vivo " de 
c i e r t a s enzimas, dado que muchas de e l l a s actúan 
embebidas en membranas o adosadas a partículas 
sub c e l u l a r e s . Así, con e l a u x i l i o de modelos 
simples en l o s cuales l a s enzimas están atrapadas 
en, o adheridas a,soportes sintéticos o membranas 
es p o s i b l e d e s c r i b i r y e s t u d i a r fenómenos s i m i l a ­
res a l o s que t i e n e n lugar en sistemas n a t u r a l e s 
( 6 8 , 6 9 ) . 

La v e l o c i d a d de conversión 
del s u s t r a t o por enzimas inmovilizadas tanto 
en sistemas naturales como a r t i f i c i a l e s , depende 
de l a v e l o c i d a d de t r a n s f e r e n c i a d e l s u s t r a t o 
hasta e l i n t e r i o r de l a partícula biocatalítica 
donde se encuentran l o c a l i z a d a s l a s moléculas 
de enzima; y l a ve l o c i d a d así observada y medida, 
puede ser considerablemente d i s t i n t a a l a v e l o c i ­
dad correspondiente a l a misma cantidad de 
enzima pero en d i s o l u c i o n e s homogéneas. Además, 
cuando una enzima está unida a un soporte sólido, 
e l modelo cinético d e l proceso también puede 
cambiar considerablemente, l o que conduce a 
cambios en l o s val o r e s de l o s parámetros cinéticos 
K.,vV.,.^ . La ecuación cinética r e a l de t a l e s M ̂  MAX 
sistemas es difícil de obtener, ya que r e s u l t a 
complicado c u a n t i f i c a r parámetros t a l e s como 
cambios en l a conformación de l a misma provocados 
por l a modificación química^ microambiente 
que rodea a l a molécula de enzima, impedimentos 
estéricos de l a m a t r i z , e f e c t o s d e l microentorno 
sobre l a acción catalítica, o efectos de l a 
difusión i n t e r n a y externa. 
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Por e l l o , l o s parámetros 
cinéticos observados son sólo e f e c t i v o s , siendo 
r e f l e j a d o s a su vez por e l uso de constantes 
cinéticas aparentes K y V . 

Al considerar una reacción 
c a t a l i z a d a por enzimas in m o v i l i z a d a s , hay 
que tener en cuenta, fundamentalmente, t r e s 
etapas a través de l a s cuales e l s u s t r a t o 
se convierte en producto. En primer l u g a r , 
e l s u s t r a t o que se encuentra en e l seno de 
l a disolución externa a l a partícula de derivado, 
debe ser transportado hasta l a s u p e r f i c i e 
del soporte donde se encuentra i n m o v i l i z a d a 
l a enzima. A continuación, e l s u s t r a t o debe 
d i f u n d i r s e a través de l o s poros de l a partícula, 
para, finalmente ser convertido enzimáticamente 
en producto. E l producto así formado, deberá 
d i f u n d i r s e a su vez hasta l a s u p e r f i c i e e x t e r i o r 
del soporte, siendo entonces transportado 
hasta e l seno de l a disolución ( 7 0 ) . 

S i l a enzima se encuentra 
i n m o v i l i z a d a sólo en l a s u p e r f i c i e e x t e r i o r 
de l a partícula, únicamente e x i s t e r e s i s t e n c i a 
a l a difusión externa; s i , por e l c o n t r a r i o , 
l a s u p e r f i c i e catalíticamente a c t i v a está 
situada también en e l i n t e r i o r de l a partícula, 
l a v e l o c i d a d de conversión puede est a r l i m i t a d a 
i n d i s t i n t a m e n t e por una r e s i s t e n c i a a l a difusión 
externa^ por una i n t e r n a Oj i n c l u s o ^ por ambas 
( 7 1 ) ' Estos fenómenos, muchas veces, no son 
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reconocidos por l o s investi g a d o r e s , pudiendo 
causar marcadas d i f e r e n c i a s en l a medida de 
propiedades cinéticas que todos e l l o s r e a l i c e n . 

Mientras que l a s l i m i t a c i o n e s 
d i f u s i o n a l e s externas son frecuentemente pequeñas 
y pueden hacerse despreciables mediante una 
e f i c i e n t e mezcla del seno de l a disolución, 
e l efecto de l a difusión i n t e r n a soV^re e l 
comportamiento cinético de l a s enzimas i n m o v i l i ­
zadas en un soporte poroso puede ser muy s i g n i f i ­
c a t i v o . A menudo, l a mejor manera de r e d u c i r 
experimentalmente l a s l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s 
i n t e r n a s , c o n s i s t e en di s m i n u i r e l tamaño 
de l a s partículas d e l soporte o l a a c t i v i d a d 
del derivado i n m o v i l i z a d o . Así, l a i n f l u e n c i a 
de l a difusión int e r n a se ha demostrado variando 
e l espesor de una película de i i o l i a c r i l a m i d a 
(72) y membranas de colodión (73) o e l diámetro 
de l o s poros de partículas de v i d r i o (74) 
y Sephadex ( 7 5 ) , que se han usado como soportes 
de l a s enzimas. En concordancia con l a teoría, 
un aumento en l a l o n g i t u d característica, 
determina l a correspondiente disminución en 
e l f a c t o r de e f i c a c i a . S i n embargo, en algunos 
casos, estas a l t e r n a t i v a s no son convenientes 
o p o s i b l e s , y es p r e f e r i b l e entonces usar 
técnicas que permitan c a l c u l a r l a s constantes 
cinéticas intrínsecas a p a r t i r de datos obtenidos 
en condiciones de l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s 
i n t e r n a s . 
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En estas condiciones, se 
han propuesto métodos de cálculo para determinar 
l o s valores intrínsecos de velocidad máxima 
y constante de M i c h a e l i s , métodos que han 
sido recopilados por algunos autores ( 6 5 ) . 
Debido a l a complejidad d e l tratamiento matemáti­
co, no r e s u l t a sorprendente que todos estos 
métodos presenten d i f i c u l t a d e s cuando se preten­
den a p l i c a r . Uno de l o s casos ( 7 6 ) , por ejemplo, 
se cumple sólo s i l a representación de l o s 
datos experimentales por l o s métodos gráficos 
estándar conduce a l i n e a s r e c t a s , resultado 
que no siempre se puede alcanzar ( 7 7 , 7 8 ) . 
En otras ocasiones ( 7 9 ) , se puede determinar 
l a v e l o c i d a d máxima intrínseca, sólo s i p r e v i a ­
mente se conoce l a constante de M i c h a e l i s 
intrínseca. 

Los métodos más comunmente 
empleados ( 7 7 , 78 , 8 0 , 8 l ) son aquellos en 
l o s que l a ve l o c i d a d máxima se estima en base 
a elevar l a concentración de s u s t r a t o en e l 
seno de l a disolución hasta n i v e l e s a l o s 
que l a enzima i n m o v i l i z a d a se encuentra saturada, 
independientemene de l a s l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a ­
l e s . Obviamente, este procedimiento presenta 
d i f i c u l t a d e s de a p l i c a b i l i d a d cuando se t r a b a j a 
con s u s t r a t o s relativamente i n s o l u b l e s o con 
enzimas que presentan un v a l o r de K'^^ elevado. 
Adicionalmente, para determinar l a , estas 
técnicas requieren disponer de un número elevado 
de puntos experimentales a bajas concentraciones 
de s u s t r a t o , en cuyo caso l a s l i m i t a c i o n e s 

- 36 -



d i f u s i o n a l e s son notables. E l cumplimiento 
de esta condición se h a l l a además d i f i c u l t a d o 
experimentalmente, ya que l a s velocidades 
de reacción observadas en estas condiciones 
son pequeñas y por l o tanto d i f a ' c i l e s de determi­
nar . 

Otra p o s i b i l i d a d para evaluar 
l o s parámetros cinéticos intrínsecos e s t r i b a 
en p a r t i r de datos experimentales obtenidos 
operando en un rea c t o r i n t e g r a l , es d e c i r , 
con una conversión de s a l i d a elevada s i n 
necesidad de r e c i c l o , abarcando un rango l o 
suficientemente amplio de caudales y concentra­
ciones de s u s t r a t o . S i n embargo es necesario 
disponer de un modelo de diseño del reactor 
que considere adecuadamente l a interacción 
ex i s t e n t e entre l a reacción y l a difusión 
i n t e r n a . Este método se basa en minimizar 
l a suma de l o s cuadrados de l a s d i f e r e n c i a s 
e x i s t e n t e s entre l a s predic c i o n e s del modelo 
y l o s resultados experimentales, según una 
función de l a forma : 

O" = fc (X. . ^ H ̂  - X. , ( 1 ) i ( model) X (exp) ' 

donde X. , \ es l a conversión predicha por e l 1 (model) 
modelo, X^^^^ ^ es l a obtenida experimentalmente 
y n es e l número de experimentos r e a l i z a d o s . La 
s e r i e de v a l o r e s de l o s parámetros cinéticos que 
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minimizan l a función (j es considerada como 
estadísticamente l a mejor (65). 

Los efectos de l a t r a n s f e r e n c i a 
de materia dentro de una e s t r u c t u r a porosa 
fueron analizados cuantitativamente por primera 
vez por Thiele en Estados Unidos, Damkohler 
en Alemania y Ze l d o v i t c h en Rusia, en e l periodo 
comprendido entre l o s años 1937 y 1939 ( 8 2 ) . 
E l resultado más importante de estos análisis 
es l a descripción c u a n t i t a t i v a d el f a c t o r 
que determina l a e f i c a c i a de un c a t a l i z a d o r . 
E l f a c t o r de e f i c a c i a , generalmente denominado 

1] , se define como l a relación entre l a v e l o c i ­
dad de reacción r e a l observada y l a que se 
mediría en ausencia de efectos d i f u s i o n a l e s . 
Este parámetro se emplea normalmente para 
determinar s i l a s reacciones químicas o bioquími­
cas que usan c a t a l i z a d o r e s que se encuentran 
en un soporte sólido poroso, se h a l l a n l i m i t a d a s 
por difusión en e l poro y/o en l a partícula. 

Los modelos de enzimas i n m o v i l i ­
zadas que se han usado para d e s c r i b i r c u a n t i t a t i ­
vamente l a interacción de l a reacción química 
con l a difusión i n t e r n a se han r e s t r i n g i d o , 
usualmente, a una membrana porosa ( 8 3 , 8 4 ) , 
o a partículas esféricas ( 8 5 ) , conteniendo 
una enzima d i s t r i b u i d a uniformemente. Afortunada­
mente, estos modelos pueden g e n e r a l i z a r s e 
a partículas de d i f e r e n t e s geometrías e i n c l u s o 
formas i r r e g u l a r e s , siempre que se d e f i n a 
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correctamente l a l o n g i t u d característica de 
los mismos ( 8 6 ) .En t a l e s casos, se plantea 
una ecuación d i f e r e n c i a l no l i n e a l , que únicamen­
te t i e n e soluciones analíticas en l o s casos 
límite de cinéticas de orden cero y uno, obtenien 
dose l a s s i g u i e n t e s expresiones para e l f a c t o r 
de e f i c a c i a en ambos casos (74) : 

Cinética de primer orden : 

1 = 
0 \ tanh 0 0 

Cinética de orden cero : 

= 1 s i 0 ^ A / Ó ^ 

V = 1 - PI s i 0 > Y 6 /^ ' 

donde : 

Deff. K' ^SR 
M 

- 39 -



1/2 (1+ p^) -

Bajo estos supuestos, l a s 
ecuaciones obtenidas para l a velocidad g l o b a l 
de reacción a bajas y a l t a s concentraciones 
de s u s t r a t o son^ esencialmente, l a s mismas 
que l a s formuladas en l a bibliografía de ingenie­
ría química ( 8 7 - 9 1 ) • 

Sin embargo, para cuando 
se desea a n a l i z a r e l rango completo de l a 
cinética del t i p o Michaelis-Menten, se han 
propuesto expresiones analíticas en forma 
de d e s a r r o l l o s en s e r i e ( 9 2 , 9 3 ) , aunque estos 
resultados son de v a l o r l i m i t a d o en l a práctica. 
De hecho y muy frecuentemente, l a s ecuaciones 
d i f e r e n c i a l e s que se obtienen han sido r e s u e l t a s 
mediante cálculo numérico, y l o s resultados 
presentados en términos de cantidades adimensio-
nales de modo que l a interacción de l a difusión 
in t e r n a con l a reacción química viene c a r a c t e r i ­
zada por módulos adimensionales. Algunos autores, 
han d e f i n i d o estos módulos de manera que sean 
una función de l a concentración de s u s t r a t o 
( 7 6 , 8 4 ) , mientras que en otros tratamientos 
l o s módulos se han hecho depender, solamente, 
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de parámetros cinéticos y de transporte (94 

- 9 7 ) . 

La mayoría de l o s investigadores 
han re s u e l t o e l problema de reacción química 
con l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s internas en 
e l caso de que l a reacción enzimática obedezca 
a una cinética d e l t i p o Michaelis-Menten simple. 
En estos casos l o s resultados se presentan, 
normalmente, en forma de curvas generalizadas 
del f a c t o r de e f i c a c i a frente a dos módulos 
adimensionales que engloban l a s constantes 
cinéticas intrínsecas, l a d i f u s i v i d a d e f e c t i v a 
y l a concentración de s u s t r a t o ( 8 4 , 9 8 ) . 

E l f a c t o r de e f i c a c i a es 
e l parámetro cuya determinación presenta mayores 
d i f i c u l t a d e s , s i bien en algunos casos determina­
dos se ha r e c u r r i d o a soluciones ingeniosas 
o p a r t i c u l a r e s para su obtención. Por ejemplo, 
Moo-Young y Kobayashi (84) han obtenido una 
expresión para e l f a c t o r de e f i c a c i a , en función 
de l o s que se pueden deducir en l o s casos 
límite de cinéticas de orden cero y uno, dicha 
expresión adopta l a s i g u i e n t e forma : 

' ' o * 



donde: 

f a c t o r de e f i c a c i a para cinética de 
orden cero. 

f a c t o r de e f i c a c i a para cinética de 
primer orden. 

Este método aproximado s i m p l i f i c a e l cálculo 
de l o s factores de e f i c a c i a para cinéticas del 
t i p o Michaelis-Menten simple, puesto que e v i t a 
e l uso de métodos numéricos de resolución y, 
según sus autores, proporciona valores de 7] que no 
se desvían de forma o s t e n s i b l e con l o s obtenidos 
mediante l a resolución de l a ecuación d i f e r e n c i a l 
por cálculo numérico. Los resultados de l a s 
simulaciones de otros autores permiten obtener 
l o s p e r f i l e s de concentración en e l i n t e r i o r 
de l a s partículas de c a t a l i z a d o r (99). 

I 

S i n embargo, y aunque muchos 
sistemas bioquímicos pueden c a r a c t e r i z a r s e por 
una cinética d e l t i p o Michaelis-Menten simple, 
son de gran importancia otros t i p o s de cinéticas 
más complejas t a l e s como a q u e l l a s que consideran 
inhibición por s u s t r a t o , por productos o reacciones 
r e v e r s i b l e s . En estos casos l a ecución d i f e r e n c i a l 
que describe l a interacción de l a reacción con 
l a difusión i n t e r n a t i e n e que r e s o l v e r s e también 
por métodos numéricos más o menos s o f i s t i c a d o s , 
y l o s módulos adimensionales d e f i n i d o s se complican 
más que en e l caso de l a cinética Mic h a e l i a n a . 
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Hay que tener en cuenta que l a s 
r e s i s t e n c i a s d i f u s i o n a l e s causan no sólo e l 
agotamiento del s u s t r a t o , sino también l a acumula­
ción de producto en e l microentorno de l a s enzimas 
in m o v i l i z a d a s . Como res u l t a d o , l a inhibición 
de l a reacción enzimática por uno o v a r i o s produc­
tos es más pronunciada en presencia que en ausencia 
de l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s . Sólo unos pocos 
autores ( 8 4 , 100, 101) han r e a l i z a d o e l tratamiento 
c u a n t i t a t i v o d e l efecto combinado de disminución 
de s u s t r a t o y acumulación de producto en e l 
microentorno y su repercusión en e l comportamiento 
cinético de l a s enzimas i n m o v i l i z a d a s . 

Por otra parte l a inhibición 
por s u s t r a t o es otro t i p o de inhibición enzimática 
que se supone juega un papel importante en l a 
regulación d e l metabolismo i n t r a c e l u l a r . Para 
una reacción enzimática que es i n h i b i d a por 
s u s t r a t o , e l f a c t o r de e f i c a c i a puede rebasar 
l a unidad, a l a vez que e l sistema puede presentar 
múltiples comportamientos de estado e s t a c i o n a r i o . 
Bajo c i e r t a s c i r c u n s t a n c i a s , l a disminución 
de l a velocidad de reacción causada por l a 
inhibición por s u s t r a t o dentro de l a partícula, 
es menor que l a disminución causada por l a 
pérdida de concentración debida a l a s l i m i t a c i o n e s 
d i f u s i o n a l e s . Así, l a v e l o c i d a d en e l i n t e r i o r 
de l a partícula es mayor en estos casos que 
cuando no e x i s t i e r a limitación a l a difusión 
in t e r n a y hubiera l a misma concentración de 
s u s t r a t o que en e l seno de l a disolución. A l 
i g u a l que sucedía en e l caso de l a reacción 
i n h i b i d a por producto, apenas se encuentran 
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r e f e r e n c i a s bibliográficas en l a s que se resuelva 
este problema, y sólo algunos autores ( 8 4 , 
101 , 102) obtienen curvas generalizadas d e l 
f a c t o r de e f i c a c i a para este caso. 

En l a bibliografía d i s p o n i b l e 
apenas se lian encontrado t r a b a j o s que r e a l i c e n 
un análisis generalizado de l o s f a c t o r e s de 
e f i c a c i a cuando l a s reacciones enzimáticas 
transcurren según una cinética de M i c h a e l i s -
-Menten r e v e r s i b l e ; sino que consideran únicamente 
l o s problemas de l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s 
externas ( 103- 105)- S i n embargo, sí se encuentran 
t r a b a j o s que hacen r e f e r e n c i a a sistemas catalíti­
cos heteroge'nos no enzimáticos con cinéticas 
de este t i p o . De esta manera, Smith y Amundsen 
(106) r e a l i z a r o n estudios teóricos y experimenta­
l e s de l a hidrólisis de formiato de e t i l o sobre 
Dowex-50, una re s i n a de cambio catiónico, sistema 
en e l que debe tenerse en cuenta también l a 
reacción i n v e r s a . Para una reacción simple 
r e v e r s i b l e de primer orden, estos autores obtienen 
l a misma función d e l f a c t o r de e f i c a c i a que 
l a que se puede obtener para una cinética i r r e v e r ­
s i b l e , variando únicamente e l v a l o r d e l módulo 
adimensional 0 o módulo de T h i e l e . En otro 
caso p a r t i c u l a r (107) se ha de s a r r o l l a d o un 
método gráfico generalizado para c a l c u l a r l o s 
f a c t o r e s de e f i c a c i a en una geometría plana, 
para una reacción simple r e v e r s i b l e que s i g a 
una cinética de Langmuir-Hinshelwood. 
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E l único t r a b a j o conocido 
en e l que se obtiene e l f a c t o r de e f i c a c i a 
en estado no e s t a c i o n a r i o para reacciones enzimá­
t i c a s del t i p o Michaelis-Menten r e v e r s i b l e 
( 1 0 8 ) , ha sido r e a l i z a d o estudiando l a hidrólisis 
de l a c t o s a por j¡3 - g a l a c t o s i d a s a inmovilizada 
en una r e s i n a de fenolformaldehido. Estos autores 
tienen en cuenta en su estudio l a s l i m i t a c i o n e s 
d i f u s i o n a l e s tanto externas como i n t e r n a s , 
concluyéndose de sus in v e s t i g a c i o n e s que son 
estas últimas l a s predominantes, pudiendo despre­
c i a r s e l a s primeras debido a l a e f i c i e n t e 
mezcla e x i s t e n t e en e l d i s p o s i t i v o experimental 
u t i l i z a d o . Las ecuaciones d i f e r e n c i a l e s planteadas 
en este caso, se resuelven u t i l i z a n d o e l método 
de l a s d i f e r e n c i a s f i n i t a s , pero s i n embargo, 
l o s valores del f a c t o r de e f i c a c i a obtenidos, 
no se presentan en forma de curvas generalizadas 
s i n o que son u t i l i z a d o s en e l diseño de un 
reactor tanque d i s c o n t i n u o , en e l que e l volumen 
de c a t a l i z a d o r es muy i n f e r i o r a l volumen t o t a l 
d e l r e a c t o r . Como ha sido d i s c u t i d o por otros 
autores ( 1 0 9 ) , cuando e l volumen de partículas 
catalíticas es i n f e r i o r a l 10^ d e l volumen 
t o t a l d e l r e a c t o r , e l f a c t o r de e f i c a c i a obtenido 
r e a l i z a n d o e l estudio en estado no e s t a c i o n a r i o , 
es aproximadamente i g u a l que e l obtenido en 
estado e s t a c i o n a r i o , puesto que^ en estos casos, 
l a acumulación de producto en e l i n t e r i o r de 
l a s partículas de c a t a l i z a d o r es despreciable. 
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2 . 8 . - DISEÑO Y SIMULACIÓN DE REACTORES EN PROCESOS 
CON ENZIMAS INMOVILIZADAS 

En procesos con enzimas inmovi­
l i z a d a s pueden usarse d i f e r e n t e s t i p o s de reacto­
res . Básicamente se pueden c l a s i f i c a r , según 
e l modo de operación, en reactores discontinuos 
(o por cargas) y continuos. 

E l reactor tanque discontinuo 
(BR), es e l más simple de todos, n e c e s i t a poco 
equipo a d i c i o n a l y está especialmente indicado 
para estudios experimentales a pequeña e s c a l a . 
E l mayor problema se plantea en l a operación 
de recuperación de l a enzima, que debe r e a l i z a r s e 
mediante filtración o ultrafiltración, pudiendo 
producirse entonces l a inactivación del b i o c a t a l i -
zador (110). Se encuentran en l a bibliografía 
pocos artículos en l o s que se haga r e f e r e n c i a 
a l uso de este t i p o de reactores para procesos 
con enzimas in m o v i l i z a d a s de interés práctico 
(111, 112). 

Los dos t i p o s p r i n c i p a l e s 
de reactores continuos son e l reactor t u b u l a r 
de lecho f i j o (PBR) y e l rea c t o r tanque continuo 
agitado (CSTR). Un híbrido entre estos dos 
es e l rea c t o r de lecho f l u i d i z a d o (FBR). 

- 46 -



En un CSTR i d e a l , e l contenido 
del reactor está perfectamente mezclado y, 
por lo tanto, l a composición d e l medio es i g u a l 
en cualquier punto del reactor; así, l a velocidad 
de reacción se determina a p a r t i r de l a s concen­
t r a c i o n e s de sustrato y de producto en l a c o r r i e n ­
te de s a l i d a . Este t i p o de reactores se emplea 
mucho en a p l i c a c i o n e s con sistemas de enzimas 
inmovilizadas ( 1 13-1 17)J para su correcto f u n c i o ­
namiento es necesario d o t a r l o de un f i l t r o 
en l a s a l i d a d e l reactor con e l f i n de retener 
en e l seno de l a disolución l a s partículas 
del soporte donde está in m o v i l i z a d a l a enzima. 

Sin duda alguna, e l reactor 
t u b u l a r de lecho f i j o , (PBR), es e l más ampliamen­
te usado para este t i p o de operaciones. Bajo 
condiciones de f l u j o pistón, e l reactor t u b u l a r 
produce conversiones más elevadas que e l tanque 
continuo agitado para un mismo tiempo de resi d e n ­
c i a ( 1 18 ) . E l r e l l e n o puede e s t a r c o n s t i t u i d o 
por e s f e r a s , capsulas, d i s c o s , escamas, c i l i n d r o s 
e t c . Algunos ejemplos re p r e s e n t a t i v o s de t a l e s 
sistemas incluyen enzimas in m o v i l i z a d a s sobre 
v i d r i o poroso ( 1 19 - 122) , esferas de resin a s 
intercambiadoras t a l e s como DEAE-celulosa y 
DEAE-Sephadex ( 1 2 3 ) , discos de g e l de p o l l a 
c r i l a m i d a ( 7 2 ) , láminas de polímeros (124) 
y escamas de membrana de colágeno ( 125 , 126) . 
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En este último t i p o de reactores e l área de 
contacto fluido-enzima es elevada pero, como 
co n t r a p a r t i d a , pueden aparecer problemas debido 
a l a f u e r t e caída de presión, sobre todo s i 
l a s partículas que se introducen en e l reactor 
tubular son deformables y/o agregativas, pudiendo 
además producirse una distribución i r r e g u l a r 
del f l u j o . Cuando l o s reactores de lecho f i j o 
operan i n d u s t r i a l m e n t e , deben u t i l i z a r s e caudales 
de alimentación de sus t r a t o relativamente e l e v a ­
dos, con l o s cuales poder d i s m i n u i r l a s a l t a s 
caídas de presión, así como también partículas 
de' gran tamaño (127). 

En caso de que l o s s u s t r a t o s 
sean i n s o l u b l e s , y se encuentren en forma de 
partículas o c o l o i d e s , pueden t a p o n a r l a s columnas 
de r e l l e n o . Este e f e c t o se disminuirá u t i l i z a n d o 
recirculación o con un lecho f l u i d i z a d o . En 
estos casos l a a l t a v e l o c i d a d a través d e l 
lecho reduce l a p o s i b i l i d a d de segregación, 
depósito y taponamiento d e l rea c t o r . En un 
reactor tanque continuo agitado pueden procesarse 
s u s t r a t o s en forma de partículas usando v e l o c i d a ­
des de agitación elevadas (128). 

La elección d e l t i p o de rea c t o r 
está condicionada de alguna manera por e l orden 
de reacción que sigue l a cinética caracterís­
t i c a usada en cada caso p a r t i c u l a r . Cuando 
l a reacción enzimática es de pseudo primer 
orden respecto a l a concentración de s u s t r a t o 
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^^M^^^SRO ^' preferible usar un PFR, puesto 
que e l volumen de reactor necesario es e l mismo 
para un CSTR que para un PFR. 

Cuando existe inhibición 
por sustrato, ésta es mucho más acusada s i 
se trabaja con un reactor tubular de f l u j o 
pistón. Se puede reducir alimentando e l sustrato 
en di s t i n t o s puntos a lo largo del reactor. 
El efecto es mucho menor en un CSTR, debido 
a que l a enzima actúa a una concentración de 
sustrato idéntica a la que existe en l a corriente 
de s a l i d a . Se puede demostrar teóricamente 
que cuando l a inhibición por sustrato es importan­
te, es posible la existencia de más de un estado 
estacionario en un CSTR bajo c i e r t a s condiciones 
de operación, y puede que algunos valores de 
conversión sean totalmente inalcanzables ( 1 2 9 ) . 

E l efecto de l a inhibición 
por producto es mucho más importante, especialmen­
te "cuando se requieren conversiones elevadas. 
Este es más pronunciado en un reactor tanque 
continuo agitado que en uno de lecho f i j o , 
puesto que l a enzima se encuentra siempre expuesta 
a l a concentración f i n a l de producto; s in embargo 
es muy frecuente que en un reactor tubular 
l a presencia de un producto inhibidor reduzca 
drásticamente la productividad ( 1 3 0 ) . 
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Conocida l a cinética de l a 
reacción y e l tipo de reactor a emplear, es 
posible r e a l i z a r un acercamiento matemático 
al comportamiento de dicho sistema mediante 
la realización del correspondiente modelo matemá­
t i c o . En e l desarrollo de estos modelos para 
reactores enzimáticos, pueden hacerse algunas 
suposiciones generales. Estas suposiciones, 
que son válidas en muchos casos de interés 
práctico, simplifican e l análisis matemático 
considerablemente. Son las siguientes: 

a) Puesto que la mayor parte 
de las reacciones catalizadas por enzimas tienen 
lugar en e l rango de temperaturas fisiológicas, 
con bajas entalpias, e l proceso en e l reactor 
se mantendrá en condiciones isotérmicas. 

b) Las partículas con las 
enzimas inmovilizadas se encuentran distribuidas 
de manera uniforme, por lo tanto, no hay, estadís­
ticamente, variaciones s i g n i f i c a t i v a s entre 
dos puntos del reactor. 

c) En los reactores isotérmi­
cos tubulares puede suponerse una contribución 
despreciable de l a dispersión turbulenta longitu­
dinal en relación con e l transporte debido 
al f l u j o global, así como que no hay gradientes 
de concentración en l a dirección r a d i a l . 

A pesar de estas suposiciones 
generales que permiten s i m p l i f i c a r e l tratamiento 
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matemático, hay que tener en cuenta que cuando 
una enzima está atrapada en una matriz portadora, 
sus propiedades se alteran significativamente 
modificándose la actividad enzimática. Quizá 
el más relevante de todos estos efectos es 
la transferencia de materia del sustrato y 
de los productos; por lo tanto, es importante 
d i s c u t i r e l diseño del reactor enzimático afectado 
por e l problema de l a transferencia de materia. 
Muchos de los procedimientos de l a catálisis 
heterogénea convencional son aplicables a los 
sistemas de reactores con enzimas inmovilizadas 
( 13 1 ) . 

Datos obtenidos con reactores 
enzimáticos de laboratorio, revelan l a presencia 
de resistencias a l a transferencia de materia 
en e l transporte del sustrato fuera y dentro 
del sistema enzimático inmovilizado ( 1 32 - 1 38) . 

La cinética aparente de la reacción se ha observa­
do que depende de l a velocidad de f l u j o (velocidad 
l i n e a l ) de sustrato en e l lecho. La constante 
de Michaelis aparente, varia con dicha velocidad 
de f l u j o , aproximándose a l valor de K̂ ^ de 
l a enzima l i b r e a velocidades muy altas ( 139-

140). También influyen profundamente en las 
velocidades de reacción cambios en los tamaños 
de partícula de los derivados inmovilizados 
(14I-I44), estableciendo así e l papel de los 
efectos difusionales en e l poro. Un estudio 
experimental detallado ha mostrado claramente 
que las ecuaciones de diseño de los reactores 
ideales basadas en l a cinética de Michaelis-
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-Menten no son adecuadas, en general, para 
explicar muchas de las observaciones experimenta­
les ( 1 4 5 ) . Es, por lo tanto, necesario desarrollar 
modelos matemáticos que expliquen cuantitativamen­
te la combinación de los efectos difusionales 
y l a reacción química. 

Para un sistema de reacción 
dado, e l factor de e f i c a c i a depende inversamente 
del tamaño de la partícula. Se ha estimado 
que partículas extremadamente finas, de 30 

jU. ó menos de diámetro y tamaño de poro medio 
menor de 2000 Á, pueden usarse s i n tener en 
cuenta las barreras difusionales en los poros 
en un sistema inmovilizado v i d r i o poroso-glucosa 
oxidasa ( 144 ) • 

Debido a que l a concentración 
de sustrato en un CSTR es igual a l a concentración 
en l a corriente de s a l i d a , está claro que los 
efectos de l a difusión interna en l a velocidad 
de reacción son mayores en un reactor tanque 
continuo que en un PFR, donde existe un rango 
de concentraciones de sustrato desde e l valor 
i n i c i a l de l a alimentación hasta e l valor f i n a l 
en la s a l i d a . Por lo tanto, para reacciones 
catalizadas con enzimas inmovilizadas con l i m i t a ­
ciones difusionales internas, es más favorable 
operar con un reactor tubular en f l u j o pistón 
que con un CSTR ( 1 4 6 , 1 4 7 ) . 
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Para una reacción de primer 
orden controlada por difusión interna , en un 
reactor de lecho de relleno conteniendo partículas 
esféricas, se han obtenido fácilmente las ecuacio­
nes de diseño del reactor. Rovito y K i t t r e l 
(144) y Bunting y Laidler ( 148) han obtenido 
factores de e f i c a c i a experimentales para diferen­
tes tamaños de partículas. Estos valores, se 
han comparado con las predicciones teóricas 
y se ha podido ver un ajuste razonablemente 
bueno del modelo de pseudo primer orden. 

Como se discutió anteriormente, 
no pueden obtenerse soluciones analíticas con 
cinéticas de Michaelis-Menten o más complejas 
debido a l a no l i n e a l i d a d de la expresión cinética 
y hay que r e c u r r i r a métodos numéricos para 
l a resolución de l a ecuación d i f e r e n c i a l . 

Davidson y c o l . (149)} se 
aproximan a l análisis de la transferencia de 
materia i n t r a d i f u s i o n a l usando modelos cinéticos 
de orden cero, de primer orden y de Michaelis-
Menten y comparan los valores de los factores 
de e f i c a c i a en los diferentes modelos. Su análisis 
se r e a l i z a en un reactor de lecho de relleno 
conteniendo escamas de membrana enzima-colágeno. 
A p a r t i r de datos cinéticos observados experimen-
talmente (por ejemplo, l a conversión como una 
función del tiempo espacial), estos autores 
evalúan las constantes cinéticas. Por tanto. 
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suponen valores de las constantes cinéticas 
intrínsecas; con e l l o s calculan e l factor de 
ef i c a c i a y, con él, l a conversión. Si e l valor 
predicho por e l modelo es diferente del valor 
observado experimentalmente repiten e l procedi­
miento con nuevos valores de velocidad máxima 
y constante de Michaelis intrínsecas hasta 
que los valores teóricos coincidan con los 
experimentales. Las constantes cinéticas estimadas 
con este método representan los valores intínsecos 
de los parámetros l i b r e s de efectos difusionales. 

La importancia de las dimensio­
nes de l a columna en e l diseño de un reactor 
de lecho f i j o ha sido estudiada por diversos 
autores. Así, Tosa y c o l . (150) han deducido 
que la velocidad de hidrólisis de acetil-DL-
-metionina por aminoacilasa es independiente 
de las dimensiones de l a columna; otros autores 
(151) confirman esta observación, afirmando 
que l a selección altura/diámetro no parece 
tener una influencia s i g n i f i c a t i v a en e l diseño 
de un reactor de lecho f i j o con t r i p s i n a inmovili­
zada. Sin embargo. Lee y c o l . (IO4) sostienen 
que para un reactor de glucosa isomerasa existe 
una relación H/D óptima para l a cual se consigue 
una productividad máxima. Otros autores ( 1 5 2 ) , 

hacen referencia a que l a velocidad de formación 
de ácido L-aspártico es independiente de l a 
relación altura/diámetro de l a columna, para 
un rango comprendido entre 4 ,27 y 1 4 ,94 . 
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No se tienen referencias 
de trabajos en donde se plantee e l deseño de 
los reactores de lecho f i j o en columna, atendien­
do al hecho de que e l factor de e f i c a c i a de 
la reacción varía a lo largo de l a longitud 
del reactor, como consecuencia de l a conversión 
experimentada por las especies reaccionantes. 
Únicamente, Lee y Tsao (74) han calculado valores 
globales para e l factor de e f i c a c i a en esas 
condiciones y estos afirman que e l 7} calculado 
usando l a media logarítmica de las concentra­
ciones de sustrato i n i c i a l y f i n a l , da una 
estimación razonable para e l factor de e f i c a c i a 
global. 

Sin embargo, se comprende 
fácilmente que sea necesario profundizar en 
este aspecto como paso previo a l diseño del 
reactor y su posterior optimización, planteando e l 
diseño de este tipo de reactores teniendo en cuen­
ta l a variación del factor de e f i c a c i a a lo largo 
de l a longitud del mismo. 
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3.- MATERIALES Y MÉTODOS 

3 . 1 . - MATERIALES 

La enzima naringinasa se obtuvo de 
Sigma Chemical Co., y es una preparación de Penicí-
llium sp. que contiene actividad o;-ramnosidasa 
(EC 3 . 2 . 1 . 4 0 , 500 U/g) y iS -glucosidasa (EC 3 - 2 . 

1 ,21 , 5 U/g). 

E l sustrato sintético p - n i t r o f e n i l -
- Q; -L-ramnosido se adquirió de Sarsintex (Francia). 

E l sustrato naringina fue gratuita­
mente suministrado por Zoster, S.A. (Murcia). 

La prunina fué sintetizada en los 
laboratorios del Departamento de Bioquímica de l a 
Universidad de Murcia, según e l método descrito en 
e l apartado 3 . 2 . 8 , y posee un 99 y 5% de pureza según 
análisis por cromatografía líquido-líquido de a l t a 
resolución. 
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La naringenina fué suministrada 
por Sigma Chemical Co• 

Para inmovilizar l a enzima, 
se usó como soporte v i d r i o poroso, de tamaño 
de poro controlado, recubierto de una capa de 
g l i c e r i l o (CPG). Se emplearon cinco tamaños 
de poro diferentes ( 4 0 , 100, 200, 46O y 2000 

A) manteniéndose constante e l tamaño de partícula 
(37-74 /X ) . E l soporte de tamaño de poro superior 
fué suministrado por Sigma Chem. Co. bajo e l 
nombre comercial de Glyceryl-glass, mientras 
que e l resto fué adquirido a Pierce bajo e l 

TM 
nombre comercial de Glycophase G 

Todos los demás reactivos emplea­
dos en e l presente trabajo fueron de grado analíti­
co, y se u t i l i z a r o n s i n ningún tipo de purificación 
previa. 
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3 . 2 . - METODOS 

3 . 2 . 1 . - Determinación de proteína 

La determinación de proteína 
se realizó por una modificación del método Lowry, 
propuesta por Hartree ( 1 5 3 ) . Un análisis estándar 
se realizó bajo e l siguiente esquema : l a disolu­
ción problema de proteínas se diluyó hasta 1 

mi con agua bidestilada; se l e adicionaron 0 , 9 

mi de disolución A y l a mezcla resultante se 
calentó durante 10 min en un baño a SO-C. Transcu­
rrido ese tiempo, se dejó en f r i a r l a mezcla 
de reacción hasta temperatura ambiente y posterior­
mente se le adicionaron 0^1 mi de disolución 
B, agitando y manteniendo l a disolución a tempera­
tura ambiente durante 10 min. Seguidamente se 
añadieron 3 mi de disolución C y se volvió a 
incubar l a mezcla en un baño a 502C durante 
10 min. más. Se dejó en f r i a r de nuevo a temperatura 
ambiente, midiéndose l a absorbancia de l a di s o l u ­
ción resultante a 650 nm, frente a un blanco 
exento de proteínas. Se determinó l a concentración 
de proteína mediante l a correspondiente curva 
de calibrado, utilizando albúmina de suero bovino 
como patrón. La curva de calibrado se ajustó 
por regresión l i n e a l , obteniéndose l a ecuación : 

a = 2 ,82 c + 0 ,039 
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siendo a l a absorbancia a 650 nm y ̂  l a concentra­
ción de proteina en mg/ml. 

Disolución A : 2 g de tar t r a t o sódico potásico 
y 100 g de carbonato sódico 
disueltos en 500 mi de NaOH 
1 M y llevados a 1 1 con agua 
bidestilada. 

Disolución B : 2 g de ta r t r a t o 
y 1 g de sulfato 
dratado disueltos 
agua bid e s t i l a d a 
NaOH 1 M. 

sódico potásico 
cúprico pentahi-
en 90 mi de 
y 10 mi de 

Disolución C : 1 volumen de reactivo F o l i n -
-Ciocalteau por cada 15 volúmenes 
de agua b i d e s t i l a d a . Esta d i s o l u ­
ción se prepara en e l momento 
de usarla y debe tener una 
normalidad comprendida entre 
0_,15 y 0 , l 8 N. 

3.2.2.- Determinación de l a masa molecular de l a 
naringinasa por HPLC. 

Una disolución de l a preparación de 
naringinasa usada se sometió a HPLC en una columna 
de permeación en gel Protein PAK 300 SW ( 7 j 5 mm x 
30 cm) mediante un equipo cromatográfico de l a casa 
Waters. 
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La columna se equilibró con 
tampón fosfato 50 mM pll 6,5» La presión de 
trabajo varió siempre entre 30 y 40 atm y el 
caudal de eluyente se mantuvo constante en 
0^9 ml/min. Se inyectaron alícuotas de 10 jLtl 
de una disolución de naringinasa de 1 mg/ml, 
detectándose los componentes por medida de 
la absorbancia a 280 nm, Su cuant i f icación 
se llevó a cabo por integración de las áreas 
respectivas, mediante un integrador Hewlett-
Packard modelo 3392 A, capaz de registrar además 
los tiempos de retención de cada componente. 

La determinación de l a masa 
molecular aparente se realizó previo calibrado 
de l a columna con disoluciones de 0^5 mg/ml 
en tampón fosfato 50 mM pH 6,5, de las siguientes 
proteínas : lisozima (Mr, I43OO), tripsinógeno 
(Mr, 24000), pepsina (Mr, 34000), ovoalbúmina 
(Mr, 45000), ^ - g a l a c t o s i d a s a (Mr, 133000)y 
aldolasa (Mr, 450000). E l volumen muerto se 
determinó con azul dextrano y e l volumen aplicado 
de cada una de las proteínas patrón fué de 
25 ^ 1 • Se calculó e l coefi c i e n t e de partición 
Kj^ de cada una de las proteínas patrón mediante 
l a relación 

E O 
V - V T O 

siendo : Vg e l volumen de elución, e l volumen 
muerto y e l volumen t o t a l de l a columna, y se 
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representaron frente a l logaritmo de Mr (masa mole^ 
cular r e l a t i v a ) , obteniéndose una recta cuya ecua­
ción ajustada por mínimos cuadrados fué : 

Kp = - 0 , 4 4 6 7 log Mr + 2 ,6854 (r = 0 ,9942) 

conocido e l valor de K̂^ de la naringinasa, se pudo 
establecer su masa molecular. 

3 . 2 . 3 . - Espectros de absorción de p-nitrofenol y 
p-nitrof e n i l - -L-ramnósido . 

Los espectros de absorción del p-nj^ 
t r o f e n i l - OL -L-ramnósido y p-nitrofenol se r e a l i z a ­
ron con disoluciones 36 jU,M tanto del sustrato como 
del producto en NaOH Oj5 • Los espectros UV—Vis se 
registraron en un espectrofotómetro Bausch and Lomb 
modelo Spectronic 2000 , entre 200 y 6OO nm , emplean 
do una velocidad de barrido de 50 nm/min y cubetas 
de 1 cm de paso óptico. 

3 . 2 . 4 . - Absortividades molares de naringina y pru-
nina . 

Para determinar la relación existen­
te entre las absortividades molares de naringina y 
prunina, se usaron disoluciones de ambas 0 , 0 2 9 y 
0,566 mM, respectivamente, en una mezcla acetoni--
t r i l o : agua (32 : 6 8 , V/V). Se inyectaron cantida­
des variables, entre 10 y 100 ¡il , de ambas d i s o l u _ 
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clones en un cromatógrafo Waters, provisto con una 
columna //.Boundapak ^j^gj 1̂  tamaño de partí^ 
cula y se utilizó como eluyente una mezcla acetoni-
t r i l o : agua (32 : 6 8 , V/V) alimentada a 0 , 9 ml/min. 
Se relacionó en cada caso e l valor del área del p i ­
co cromatográfico con la cantidad de naringina o -
prunina inyectada. La relación se ajustó a una l i ­
nea recta, calculándose a p a r t i r de su pendiente e l 
valor de l a absortividad molar. 

3 . 2 . 5 ' - Inmovilización de naringinasa 

Se ha inmovilizado naringinasa 
en soportes de v i d r i o poroso mediante unión 
covalente. Se han empleado d i s t i n t o s métodos 
de inmovilización que tienden a implicar en 
la unión a l soporte diferentes residuos de 
aminoácidos de l a proteina. 

3 .2 .5 '!•- En derivados aminoarílicos 

E l esquema de inmovilización 
fué e l siguiente : 

A 150 mg de soporte, se le 
añadieron 10 mi de ácido peryódico (14 mg/lO 
mi); se hizo vacío a f i n de eliminar e l aire 
existente en los poros del soporte, y se agitó 
l a suspensión mecánicamente durante una hora 
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a temperatura ambiente. Seguidamente, se lavó 
e l derivado aldehídico formado con tampón fosfato 
0,1 M de pH 7 j 8 . A continuación se adicionaron 
10 ral de una disolución de p-fenilendiamina 
(1 mg/ml en e l citado tampón), agitándose la 
suspensión de forma mecánica. A los 20 y 40 

minutos de comenzada l a reacción, se le añadieron -
0 , 5 mg de borohidruro sódico. Transcurrida 
una hora se lavó e l derivado aminoarílico con 
tampón fosfato 0,1 M de pH 7^8. 

El derivado asi formado se 
activó por adición de 10 mi de ácido clorhídrico 
2 M y 4 mi de n i t r i t o sódico a l A%, dejándose 
reaccionar l a suspensión resultante en un baño 
de hielo durante una hora con agitación. Se 
lavó e l diazo derivado así obtenido con e l 
mismo tampón y, seguidamente, se l e adicionaron 
10 mi de una disolución de enzima ( 0 , 5 mg/ml 
de tampón). La suspensión resultante se dejó 
reaccionar 48 horas a 3-5-C con agitación co n t i ­
nua. Transcurrido dicho periodo se retiró e l 
sobrenadante y se realizaron dos lavados con 
5 mi del tampón fosfato u t i l i z a d o en l a inmovili­
zación . 

Los grupos activos del soporte 
que no reaccionaron con l a enzima, se bloquearon 
por reacción con 10 mi de disolución de fenol -• 
0,01^ en acetato sódico a l 10%. 
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Se lavó e l derivado así obtenido 
con e l tampón de acoplamiento, y se resuspendió 
en tampón f t a l a t o ácido de potasio - ácido clorhí­
drico 0,1 M de pH 3 , 5 , almacenándose en cámara 
fría de esta manera. 

3 . 2 . 5 . 2 . - En derivados aldehídicos. 

Se activaron 150 mg de CPG-
Glycophase con ácido peryódico exactamente 
igual que en e l procedimiento de inmovilización 
anterior. Al derivado obtenido, se le hizo 
reaccionar con 10 mi de una disolución de naringi­
nasa ( 10 ,5 mg/lO mi de tampón fosfato 0,1 M, 
pH 7 , 8 ) durante una hora en cámara fría ( 3 -

5-C). A los 20 y 40 minutos de comenzada l a 
reacción, se adicionaron 0 , 5 mg de borohidruro 
sódico. Finalizado e l tiempo de acoplamiento 
se retiró e l sobrenadante y se lavó abundantemente 
e l derivado. Por último, éste se resuspendió 
en tampón f t a l a t o / c l H 0,1 M pH 3 , 5 y se almacenó 
en cámara fría. 

3 . 2 . 5 . 3 . - En derivados tiólicos. 

Se acoplaron 10 mi de -
-mercaptoetilamina (10 mg en 10 mi de tampón 
fosfato 0,1 M pH 7 ,8 ) a I50 mg de CPG-Glycophase 
por e l mismo procedimiento que se empleó para 
inmovilizar l a p-fenilendiamina ( 3 . 2 . 5 . 1 ) . Al t i o l 
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derivado de v i d r i o así obtenido se le adicionaron 
10 mi de una disolución de enzima ( 0 , 5 mg / mi de 
tampón fosfato 0,1 M pH 7 , 8 ) y 0 , 3 mi de una 
disolución de acoplamiento (que contenía 1 ,82 

g de ferricianuro potásico, 4 ,86 g de cloruro amó­
nico y 7,1 mi de hidróxido amónico, llevados 
a 100 mi con agua b i d e s t i l a d a ) , y l a mezcla 
resultante se dejó reaccionar durante toda 
una noche (unas 15 horas) en cámara fría y 
con agitación mecánica. Transcurrido e l periodo 
de acoplamiento, se retiró e l sobrenadante 
y se lavó abundantemente e l derivado obtenido 
con tampón de acoplamiento. Se resustendió 
en tampón f t a l a t o ácido de potasio/ClH 0,1M 
pH 3 ,5 y se almacenó a 3 -5^0 . 

3 . 2 . 5 « 4 . - En derivados aminados 

Se acoplaron 10 mi de una 
disolución de etilendiamina (14 1 en tampón 
fosfato 0,1 M pH 7 ,8 ) a 150 mg de CPG-Glycofhase 
por e l mismo procedimiento que anteriormente 
se usó para inmovilizar p-fenilendiamina y 
j8 -mercaptoetilamina (métodos 3 « 2 . 8 . 1 y 3 « 2 . 8 . 3 ) . 

Una vez lavado, se adicionaron, a l derivado 
aminado así obtenido, 10 mi de una disolución 
de enzima ( 0 , 5 mg/ml del mismo tampón) y 0, 1 

mi de una disolución de 1 - e t i l - 3 - ( m e t i l amino 
propil) carbodiimida (1 mg/ml) y se dejó reaccio­
nar l a mezcla resultante durante 15 horas en 
cámara fría con agitación mecánica. se 
retiró e l sobrenadante y se lavó e l derivado 
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de enzima inmovilizada obtenido con tampón de acopl£ 
miento. Se almacenó en cámara fría suspendido en tam 
pon ftalato/ClH 0 , 1 M de pli 3 , 5 . 

3 . 2 . 5 . Medida de actividad enzimática 

3 . 2 . 5.1. Con p-nitrofeñil-o:-L-ramnósido como 
sustrato. 

La actividad Oí -ramnosidasa 
de l a naringinasa se determinó utilizando 
como sustrato p-nitrof e n i l - O! -L-ramnósido. 
E l procedimiento seguido fué e l siguiente: 

Para l a enzima soluble, a 
0 , 5 mi de disolución de tampón f t a l a t o ácido 
de potasio CIH 0^1 M de pH 3 j 5 se l e adicionaron 
0 , 5 mi de disolución de sustrato 3^5 mM en 
e l mismo tampón. La disolución resultante 
se incubó a 57-C hasta alcanzar e l e q u i l i b r i o 
térmico y se le adicionaron 5 jU,l de disolución 
de enzima de concentración 1 mg/ml. Se extrajeron 
alícuotas de 50 [xl cada cinco minutos durante 
20 min. Cada alícuota se diluyó hasta 3 mi 
con hidróxido sódico 0 , 5 M y se midió su absor­
bancia a 400 nm frente a un blanco que contenía 
la alícuota a tiempo cero. Las medidas se 
realizaron por t r i p l i c a d o . 
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Para los derivados de enzima 
inmovilizada, los volúmenes de reactivos fueron 
2j3 mi del tampón, 2,5 mi de l a disolución 
de sustrato y 0 , 2 mi de enzima inmovilizada, 
que contenía 150 mg de derivado en 10 mi de 
tampón, mantenida en suspensión mediante 
agitación mecánica. Se extrajeron con e l tiempo a l i 
cuotas de 100 ¡jlI que fueron f i l t r a d a s a través 
de una malla de nylon de 10 /x de tamaño de 
poro para separar e l derivado inmovilizado 
y 50 ¡I 1 del f i l t r a d o se procesaron de la 
misma manera que en e l ensayo de l a enzima 
soluble. 

Se definió una unidad de 
actividad enzimática como l a cantidad de enzima 
que liberó un micromol de p-nitrofenol por 
minuto bajo las condiciones especificadas 
anteriormente. 

3 . 2 , 6 . 2 . Con naringina como sustrato 

Para l a medida de l a misma 
actividad enzimática o;-ramnosidasa de naringina­
sa frente a su sustrato natural naringina, 
se siguió e l método siguiente : 

Cuando se utilizó enzima 
soluble, se incubó durante 5 min. a 57-C, 

1 mi de mezcla de reacción que contenía una 
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disolución de naringina 5 mM en tampón f t a l a t o 
ácido de potasio/ClH 0,1 M pH 3 , 5 . La reacción 
enzimática se inició por l a adición de 4 

^ 1 de disolución de enzima de concentración 
1 mg/ml. A tiempos conocidos se extrajeron 
alícuotas de 10 jLl 1 y se analizó su contenido 
en naringina y prunina por cromatografía líquido-
líquido de alta resolución, de acuerdo con 
e l procedimiento de Fischer y Wheaton (45) 

modificado de l a forma ya expuesta en e l apartado 
3 . 2 . 4 « Un cromatograma típico se realizó en 
7 minutos y los componentes separados de las 
muestras se detectaron por su absorbancia 
a 280 nm. 

Para los derivados de enzima 
inmovilizada, se incubaron a 57^0 9 j 9 mi de 
disolución de naringina 5 mM en tampón f t a l a t o 
ácido de potásio/ClH 0,1 M pH 3 ; 5 . A continua­
ción, se añadió 0,1 mi de enzima inmovilizada 
con e l mismo contenido que en e l descrito 
en el apartado anterior. Cada 5 minutos, durante 
30, minutos, se extrajeron alícuotas de 100 

¡JLl que se f i l t r a r o n mediante una malla de nylon -
de 10 jU. de tamaño de poro, se tomaron 10 

fLl del f i l t r a d o y se analizó su contenido en 
naringina y prunina de l a misma manera que 
en e l ensayo de medida de actividad de l a 
enzima soluble. 
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En ambos casos se cuantifico 
e l cambio producido en las áreas de los picos 
correspondientes a naringina y prunina observado 
en los cromatogramas, con e l tiempo de reacción, 
y se relacionó con l a actividad Ck!-ramnosidasa. 

Una unidad de actividad enzimática 
o; -ramnosidasa se definió como l a cantidad 
de enzima que liberó un micromol de prunina 
por minuto bajo las condiciones óptimas de 
ensayo descritas. 

3.2 . 7 . - Obtención de los valores de conversión 
en un reactor tubular de lecho f i j o con na­
ringinasa inmovilizada. 

Se empleó para e l l o e l derivado ob­
tenido a l inmovilizar naringinasa en CPG-46O previa 
mente derivatizado a aminoaril-vidrio, mediante 
los métodos descritos en e l apartado correspon­
diente. Se empaquetaron 100 mg del citado derivado 
en una columna de 1 cm de diámetro interno, 
alcanzando e l lecho una altura de 0 ,35 cm. 
El reactor, termostatado, se equilibró a 
572c , siendo alimentado a continuación con 
disoluciones de p - n i t r o f e n i l - o¿ -L-ramnósido 
en tampón f t a l a t o ácido de potasio/ClH de pH 
3 , 5 j de concentraciones comprendidas entre 
0 , 4 y 3)5 mM. Se emplearon caudales de alimenta­
ción variables entre 5 y 15 ml/min. En cada 
uno de los casos, una vez alcanzado e l régimen 
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estacionario, se recogieron alícuotas del efluente 
del reactor, cuyo contenido en p-nitrofenol 
se determinó por e l procedimiento descrito 
en e l apartado 3 « 2 . 6 . 1 . 

De l a misma forma se alimentó 
e l reactor con disoluciones de naringina en 
e l mismo tampón, de concentraciones variables 
entre 0,1 y 5 mM empleándose para e l l o caudales 
comprendidos entre 2 ,5 y 6 ml/min. Al igual 
que se hizo cuando se usó e l sustrato sintético, 
cuando se alcanzó e l régimen estacionario, 
se recogieron alícuotas cuyo contenido en naringi­
na y prunina se analizó usando e l procedimiento 
descrito en e l apartado 3 « 2 . 6 . 2 . 

3 . 2 . 8 . - Obtención y purificación de prunina 

Para l a obtención de prunina, 
producto junto con l a ramnosa de la actividad 
Oí -ramnosidasa de l a naringinasa, se utilizó 
un reactor de lecho f i j o de naringinasa inmovili­
zada. En dicho reactor, no se detectó existencia 
alguna de actividad jg-glucosidasa. Se reciclaron 
a través de dicho reactor 15 mi de una disolución 
de naringina 5 mM en tampón f t a l a t o ácido de 
potasio/ClH 0,1 M de pH 3 , 5 , durante 10-15 

minutos. La disolución obtenida se analizó 
por cromatografía líquida de a l t a resolución. 
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siguiendo e l método descrito en e l apartado 
3 . 2 . 6 . 2 , obteniéndose en l a reacción enzimática 
una conversión porcentual de naringina en prunina 
del 89 ,89%. 

Para conseguir una disolución 
de prunina exenta de las impurezas representadas 
por l a naringina s i n h i d r o l i z a r , l a ramnosa 
y e l f t a l a t o ácido de potasio del tampón usado, 
se inyectaron en e l cromatógrafo líquido alícuotas 
de 2 mi (máximo volumen de inyección permitido) 
dé l a mezcla de reacción, recogiéndose a l a 
salida l a fracción correspondiente a l componente 
prunina, identificado por su tiempo de retención. 
Para evitar e l solapamiento entre los picos cromato-
gráficos de los d i s t i n t o s componentes, que se 
producía a l usar volúmenes de inyección tan 
grandes, se utilizó como eluyente una mezcla 
a c e t o n i t r i l o : agua ( 2 0 : 8 0 ; V/V), que permitió 
aumentar los tiempos de retención, separando 
proporcionalmente l a elución de los componentes. 

Una vez recogidos 25-30 mi 
de prunina disuelta en e l eluyente anteriormente 
citado, se realizó una extracción líquido-líquido 
con tertbutanol, añadiendo cloruro sódico para 
f a c i l i t a r l a separación entre las fases orgánica 
y acuosa, y se retiró l a fase orgánica haciendo 
uso de un embudo de decantación. A continuación, 
se evaporó e l tertbutanol, obteniéndose un 
residuo sólido que, cuando se disolvió en una 
mezcla a c e t o n i t r i l o : agua ( 3 2 : 6 8 ; V/V) y se 
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analizó mediante HPLC, dio como resultado un 
pico mayoritario cuyo tiempo de retención se 
correspondió con e l de l a prunina, y otro más 
pequeño, debido a una mínima cantidad de f t a l a t o 
ácido de potasio que acompañaba a l a prunina 
como contaminante. De este manera se determinó 
que l a prunina obtenida poseía un 99^5% de pureza. 
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RESULTADOS EXPERIMENTALES Y 

DISCUSIÓN 



4.- RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSIÓN 

Siguiendo l a metodología 
expuesta en los apartados anteriores se procede, 
en e l presente, a l a exposición detallada y discu -
sión de los resultados experimentales obtenidos. 
Así, sucesivamente, se ha determinado l a masa 
molecular de la enzima objeto de estudio, se 
ha propuesto y puesto a punto un nuevo método 
para l a medida de l a actividad c¿ -ramnosidasa 
de la naringinasa usando e l sustrato sintético 
p-nitrof e n i l - o¿ -L-ramnósido y se ha modificado 
y mejorado e l método de medida de actividad por 
HPLC utilizando naringina como sustrato. Posterior­
mente, se ha procedido a l a inmovilización de 
la enzima y se han obtenido las condiciones óptimas 
de actuación tanto de la forma soluble como del 
mejor de los derivados inmovilizados. Asimismo, 
se han calculado las constantes cinéticas intrínse­
cas de l a naringinasa soluble e inmovilizada 
actuando frente a los dos sustratos, así como 
las constantes de inhibición para los productos 
de las reacciones enzimáticas. Por último, se 
ha experimentado con un reactor tubular de lecho 
f i j o de naringinasa inmovilizada, obteniéndose 
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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 diseño desarrollado 
para este tipo de reactores. 

4.1.- CROMATOGRAFÍA LIQUIDO - LIQUIDO DE ALTA 
RESOLUCIÓN DE NARINGINASA. DETERMINACIÓN 
DE LA MASA MOLECULAR. CRITERIO DE PUREZA 

En primer lugar, se ha determi­
nado l a masa molecular de l a proteína, usando 
cromatografía líquido-líquido de a l t a resolución. 
Este valor es de p a r t i c u l a r importancia para 
establecer e l tamaño de poro mínimo que debe 
poseer e l soporte de v i d r i o poroso empleado en 
la inmovilización de la enzima, para permitir 
e l acceso de ésta a la estructura i n t e r i o r de 
dicho soporte. 

Para e l l o , una disolución 
de l a preparación enzimática, se sometió a cromato­
grafía líquida de a l t a resolución (HPLC), siguiendo 
e l procedimiento detallado en e l apartado correspon­
diente de métodos. Como elemento separador, se 
empleó una columna de cromatografía de permeación 
en gel, permitiendo esta técnica r e g i s t r a r , simul­
táneamente, l a existencia de proteínas de masas 
moleculares diferentes a la naringinasa en l a 
preparación, y cal c u l a r l a masa molecular aparente 
de la naringinasa mediante l a correspondiente 
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curva de calibrado, realizada previamente utilizando 
proteínas patrones de masas moleculares conocidas. 

El r e g i s t r o cromatográfico 
resultante reveló l a existencia de una sola especie 
de masa molecular, no pudiendo detectarse ninguna 
otra señal diferenciada del ruido propio del 
detector, incluso a las mayores sensibilidades 
empleadas. E l l o permitió afirmar que l a preparación 
enzimática fué esencialmente pura en cuanto a 
que presentaba uniformidad en su composición. 
Sin embargo, cuando se determinó e l contenido 
en proteína de disoluciones de diferentes concentra­
ciones de l a preparación enzimática, por una 
modificación del método de Lowry ( 1 5 3 ) , e l resultado 
reveló que todas las disoluciones ensayadas conte­
nían una décima parte de l a proteína teóricamente 
puesta en l a disolución. Visto e l comportamiento 
cromatográfico, esta divergencia podría ser explica­
da en función de una de las dos causas siguientes: 

1) E l 90% del peso sólido de la preparación estaría 
constituido por sales o esta b i l i z a n t e s cuya absor­
bancia a 28o nm es nula. 

2) El contenido de residuos aromáticos de l a 
naringinasa podría ser muy i n f e r i o r a l de l a 
albúmina de suero bovino usada como patrón, y 
la respuesta del método de medida de proteínas 
propuesto por Lowry y c o l . (154) y modificado 
por Hartree ( 1 5 3 ) , es proporcional a l contenido 
en dichos residuos. 
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Se dializó entonces una disolu­
ción de naringinasa de concentración conocida, 
frente a agua bidestilada. Se empleó para e l l o 
una célula de ultrafiltración Amicón, dotada 
de membranas que sólo permiten e l paso de especies 
de masa molecular i n f e r i o r a 10000. Se recogió 
el u l t r a f i l t r a d o , enrasando a un volumen f i n a l 
conocido, para determinar su contenido en proteína 
por e l mismo procedimiento anterior. Puesto que 
e l resultado no se alteró en cuanto a l a diferencia 
entre l a cantidad teórica de proteína, según 
peso, y l a cantidad determinada con respecto 
a un patrón de albúmina de suero bovino, se estimó 
que la segunda de las causas propuestas era la 
que explicaba más adecuadamente los resultados 
experimentales. Además, quedó comprobado que 
en alguna referencia bibliográfica se citan diver­
gencias como l a mencionada ( 1 5 5 ) . Así pues, en 
lo sucesivo, se ha considerado que l a preparación 
enzimática usada estaba constituida únicamente 
por naringinasa. 

Además de su uso como c r i t e r i o 
de pureza, l a cromatografía de permeación en 
gel permitió establecer l a masa molecular aparente 
de la naringinasa de Pen i c i l l i u m sp. empleada. 
La banda de naringinasa eluyó a un volumen de 
elución, Vg , de 8 ,77 mi, para una columna cuyos 
volúmenes t o t a l , y muerto , VQ , fueron 14 ,00 

y 5 ,92 mi, respectivamente. Con estos datos, e l 
coeficiente de partición, Kjj , es de 0 , 3 5 . S u s t i ­
tuido este valor en l a correspondiente ecuación 

- 78 -



de l a recta de calibrado de l a columna (que se 
encuentra representada en l a Figura 3 ) , se puede 
calcular l a masa molecular aparente de l a enzima. 
El valor resultante fué de I667OO, siendo éste 
el primer valor de masa molecular calculado para 
la naringinasa, pues no se han encontrado referen­
cias bibliográficas en las que t a l dato se haya 
citado, independientemente de l a fuente de enzima 
empleada. La misma f a l t a de información existe 
en cuanto a l a posible presencia de estructura 
oligomérica de las naringinasas estudiadas, compor­
tándose a l parecer todas e l l a s como una proteína 
homogénea. A este respecto hay que decir que 
tan sólo en una ocasión se ha referenciado la 
separación en dos proteínas diferentes de una 
preparación de naringinasa, correspondiendo dichas 
proteínas a las actividades a -ramnosidasa y 
jS -glucosidasa por separado ( 2 9 ) , y aún así, 
no se hace ninguna referencia a masa, o cualquier 
otro parámetro molecular, de las dos fracciones 
separadas. 

4 . 2 . - MÉTODOS DE MEDIDA DE LA ACTIVIDAD O!-RAMNO­
SIDASA DE NARINGINASA 

La medida de l a actividad 
naringinasa implica l a determinación individualizada 
de las actividades o:-ramnosidasa y |3 -glucosidasa, 
y l a cuantificación de l a contribución de cada 
una de e l l a s a l a actividad global de l a enzima. 

- 79 -



Meo 

/ •<o 

O 
O 
(O 

m V 

Cid 

1 X 1 

o; 
o 

iO 

o 
id 

IO 

if) 

d 
o IO 

o" 
o 
o 
d 

o 

u 
o 
a 

M 05 
C 

•H 

c 
•H t-
c 

H 

u 
D 

H 
O 

s 
ta 
M 
C5 
S 

T3 

C 
»0 

O 

c 
•H 
s 
Oí 
-P 
O! 

O 

I I I 
o & m 

a e u o 

03 ^ H 

4) .v\0 

c 
¡y n 

H »0 «5 
d G ts 
ü -H -o 
4) ce -H 
r-l a M 
O -H O 
g S- -P 

H ü 
cs cí • 
W — - H tS 

E — O -H 
I -P 

H Cí 
S ^ 

>5-H U-) (1) 

G O Cí c» 
G — 
r-l 

Cí 
83 

C • • cí n3 
>0 C O H 
•H »0 > Cí 
ü t. O 4-> 

tí 
u 

Cí 4J 
Cí . o; oí 
t í 

u c Cí 
C 
•H cí 

K 4-) m M 

I 

<£ 
D¡¡ t3 
Ü 
H 
¡i, 



Por otra parte, y puesto que tan sólo la actividad 
a -ramnosidasa es l a importante a nive l del proceso 
de desamargado de zumos de cítricos, es importante 
la necesidad de disponer de un método específico 
de medida que permita diferenciar las dos activida­
des. Como ya se ha discutido en e l apartado 2.5., 
no existe en la bibliografía ningún método que 
permita cuantificar dicha actividad de forma 
rápida, sensible, económica y diferenciada de 
la actividad global naringinasa. 

Por todo e l l o , en e l presente 
trabajo se ha u t i l i z a d o e l p - n i t r o f e n i l - o; -L-
-ramnósido como sustrato de la actividad O!-ramnosi­
dasa de l a naringinasa. En presencia de naringinasa, 
dicho sustrato es hidrolizado a ramnosa y p-nitro-
fenol de acuerdo con la reacción mostrada en 
la Figura 4 . 

Ya que e l p-nitrofenol es 
coloreado a pH básico, se puede seguir e l curso 
de l'a reacción enzimática cuant i f icando l a apari­
ción de este producto. Para e l l o se realizaron 
espectros de absorción en las condiciones de 
medida colorimétrica usadas, para seleccionar 
una longitud de onda donde l a absorción pudiera 
sólo asignarse a l p-nitrofenol y no a l sustrato 
p-nitrof e n i l - 0¿ -L-ramnósido. Los espectros de 
absorción realizados mostraron l a existencia 
de un máximo de absorbancia para e l p-nitrofenol 
a 400 nm, t a l como puede observarse en l a Figura 
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FIGURA 4 .- Hidrólisis del p - n i t r o f enil--L-ramnó­
sido por l a actividad O!-ramnosidasa de 
naringinasa. 



5. El sustrato no mostró absorción a dicha longitud 
de onda, siendo e l pequeño hombro que puede obser-

400 nm asignable a un ligero grado de 
hidrólisis del p - n i t r o f e n i l - o¿ -L-ramnósido en 
medio fuertemente alcalino; s i n embargo, l a hidró­
l i s i s del sustrato en estas condiciones fué lenta, 
por lo que este hecho no provocó interferencias 
en l a medida de actividad enzimática. Por lo 
tanto, se utilizó en lo sucesivo una longitud 
de onda de 400 nm para seguir l a aparición del 
p-nitrofenol como consecuencia de l a acción enzimá­
t i c a . 

A f i n de relacionar e l incremen­
to de absorbancia a 4OO nm producido por l a apari­
ción del p-nitrofenol con las unidades de actividad 
a -ramnosidasa u t i l i z a d a s en los ensayos, se 
calculó l a absortividad molar del p-nitrofenol 
en las condiciones a l c a l i n a s mencionadas en e l 
correspondiente apartado de métodos, puesto que 
la medida de la actividad o; -ramnosidasa de 
la naringinasa con dicho sustrato no ha sido 
descorita en l a bibliografía. Se u t i l i z a r o n d i s o l u ­
ciones de p-nitrofenol en NaOH 0 ,5 M, cubriendo 
un rango de concentraciones comprendido entre 
4 , 6 6 y 4 5 , 9 [i M, realizándose las medidas por 
sextuplicado; los valores experimentales se ajusta­
ron a una recta, por análisis de regresión l i n e a l , 
cuya ecuación fué: 

A = 2,3 X 10 + 21 ,44 [PNP] 

(r = 0 ,9992) 



FIGURA 5 . - Espectros de absorción de p-nitrofe-
nil- c e - L-ramnósido 36 [iM (1) y p-ni­
trofenol 36 )[iM ( 2 ) , realizados en 
NaOII 0 , 5 M. 



Donde A representa l a absorbancia y l a concentración 
de p-nitrofenol viene dada en mM. 

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

400 -1 -1 
£ = 21 ,44 mM cm . 

PNP 

Se calculó l a desviación 
estándar de las medidas, resultando ser G =0 , 9 9 . 

El error absoluto del valor 
numérico para un p=0,05 y n=60 (t = 2) fué de 

1 ,98 y e l error r e l a t i v o en l a medida fué de 
1,19%. Por otra parte, y como ya se d i j o anterior­
mente, l a naringina es hidrolizada por l a actividad 
a -ramnosidasa de naringinasa a ramnosa y 
prunina, y ésta es a su vez sustrato de l a actividad 
jg-glucosidasa, hidrolizándose a glucosa y naringe­
nina. Debido a que la preparación enzimática 
usada en e l presente trabajo, presenta un contenido 
en actividad jg -glucosidasa cien veces menor 
que de actividad Q:-ramnosidasa, en los ensayos 
enzimáticos usando naringina como sustrato, nunca 
se detectó l a actuación de l a segunda actividad 
enzimática de l a naringinasa, por lo cual en 
lo sucesivo, cuando se hable de l a actividad 
enzimática, se referirá, aunque no se especifique, 
a l a actividad c¿-ramnosidasa. 
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Sin lugar a dudas, l a croma­
tografía líquida de alta resolución (HPLC), 
es e l método más f i a b l e y específico de los 
referenciados en l a bibliografía para l a caracte­
rización de la actividad o:-ramnosidasa de 
naringinasa frente a l sustrato natural naringina. 
Mediante l a cromatografía en fase reversa 
es posible discriminar naringina, prunina y 
naringenina, así como otros flavonoides análogos; 
las interferencias en e l método de medida de 
actividad enzimática son nulas, así como e l 
error que se pueda cometer. Cuando se u t i l i z a 
e l más usado de los eluyentes referenciados 
en l a bibliografía, esto es, a c e t o n i t r i l o : 
agua, 2 0 : 8 o (V/V), se consigue una buena separa­
ción de los picos en e l cromatograma y tiempos 
de retención relativamente pequeños. Sin embargo, 
este tiempo (unos 20 minutos), que no es muy 
elevado para resolver mezclas de flavonoides, 
no parece e l idóneo para la medida de actividad 
enzimática, ya que para la obtención de una 
curva de progreso de la reacción, con tan sólo 
cinco puntos, se requerirían unos 80-100 minutos. 
Debido a esto, l a medida de l a actividad 
Q: -ramnosidasa de naringinasa sobre e l sustrato 
naringina, llevada a cabo en e l presente trabajo, 
ha requerido l a utilización de una proporción 
d i s t i n t a de l a mezcla de eluyente, concretamente 
acetonitrilo:agua, en porcentajes 32 :68 (V/V), 
con lo que e l cromatograma típico se obtuvo 
en 7 minutos y una curva progreso de actividad 
enzimática se consiguió en unos 28-35 minutos, 
s i n que los picos se solapen en e l cromatograma. 
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Para poder seguir e l curso 
de l a reacción enzimática cuantificando l a 
prunina producida, se determinaron en primer 
lugar, las absortividades molares de sustrato 
y producto a 280 nm, de acuerdo con e l método 
descrito anteriormente. 

Los resultados experimentales 
obtenidos evidenciaron la relación l i n e a l existen­
te entre las áreas de los picos resultantes 
de los cromatogramas y las cantidades de naringina 
y prunina inyectadas. E l ajuste por mínimos 
cuadrados de dichas rectas permitió obtener 
los valores de ambas pendientes, cuyo cociente 
representa l a relación existente entre las 
absortividades molares de naringina y prunina. 
E l valor encontrado para dicho cociente fué 
de 6 5 , 2 . De esta manera puede obtenerse e l 
porcentaje de prunina presente en una muestra, 
a p a r t i r de los valores de las áreas correspon­
dientes a naringina y prunina proporcionadas 
en cada cromatograma. 

En la Figura 6 puede verse 
un cromatograma típico, que corresponde a un 
porcentaje de prunina del 93>52%. Puesto que 
en ningún caso se integró e l área de l a banda 
de absorción correspondiente a l disolvente, 
e l porcentaje de naringina presente en l a muestra 
se obtuvo directamente por diferencia hasta 
100 del porcentaje de prunina. 
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STOP 
R — 5 . 8 4 ^ - 5 1 

RUH * ee 
UORKFILE ID-- B 
yORKFILE ÑAME: 

AREA^ 
R7 ÁREA TYPE AR/HT AREA^ 
4.91 3.7786E+07 PB 8.182 81.876 
5.84 8364260 BB 8.215 18.124 

TOTAL,AREA= 4.6151E+e7 
«UL FACTOR= 1.008eE+88 

Î IGURA 6 . - Cromatograma correspondiente a 
una alícuota de l a reacción de 
hidrólisis de naringina por l a 
actividad Q!-ramnosidasa de 
naringinasa. Los picos de narin 
gina y prunina vienen determina 
dos por los tiempos de retención 
4 ,9 1 y 5 j84 minutos, respectiva 
mente. 



4.3.- INMOVILIZACIÓN Y PROPIEDADES GENERALES 
DE NARINGINASA INMOVILIZADA 

En e l presente trabajo, 
y de acuerdo con los objetivos propuestos, 
se ha estudiado e l comportamiento bioquímico 
de l a enzima naringinasa de Penicillium sp. 
Se han caracterizado los parámetros usuales 
en enzimología, tales como pH, temperatura 
y fuerza iónica óptimos, actuando tanto frente 
al sustrato sintético p-nitrof e n i l - (X -L-ramnósido 
como a l sustrato natural naringina. Asimismo 
se han determinado los parámetros cinéticos, 
velocidad máxima y constante de Michaelis usando 
los dos sustratos citados. La caracterización 
se ha llevado a cabo tanto con enzima soluble 
como inmovilizada en soportes de v i d r i o poroso. 

Se ha realizado l a inmoviliza­
ción de l a naringinasa por cuatro métodos diferen­
tes, tendentes a implicar en l a unión a l soporte 
cuatro residuos de aminoácidos diferentes. 
Para e l único derivado activo obtenido, se 
ha estudiado, a su vez, la in f l u e n c i a del tamaño 
de poro sobre l a actividad, así como l a e s t a b i l i ­
dad al almacenamiento y operacional. 
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4 . 3.I.- Inmovilización en v i d r i o poroso 

La naringinasa se inmovilizó 
por enlace covalente a través de di s t i n t o s 
residuos de aminoácidos. Como soporte se empleó 
vi d r i o poroso de tamaño de poro controlado, 
recubierto de una monocapa de residuos de g l i c e r i ­
lo unidos covalentemente, lo que l e confiere 
un carácter hidrofílico y neutro. La estructura 
p a r c i a l de dicho soporte es: 

OH 
i I 

- S i - O - (CH2)2 - CH^ - O - CH2 - CH - CH2OH 

Esta capa de g l i c e r i l o recubre e l v i d r i o poroso 
tanto por e l exterior como por e l i n t e r i o r 
de los poros, mostrando un grupo funcional 2 
cada 90 Á . Las partículas de v i d r i o son de 
forma esférica, con un radio comprendido entre 
37 y 74 jW.ni para todos los tamaños de poro. 

Este soporte presenta una 
gran es t a b i l i d a d a las diferentes condiciones 
de operación, químicas, mecánicas o térmicas, 
habituales en e l trabajo con los materiales 
biológicos inmovilizados. Todo e l l o los convierte 
en una cla r a alternativa a los carbohidratos 
poliméricos, que no admiten altas presiones 
de operación ni caudales elevados. Por otra 
parte, a l estar recubierto de una monocapa 
de g l i c e r i l o , se minimizan l os problemas de 
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adsorción y electrostáticos típicos de los 
soportes de v i d r i o s in recubrir, causados por 
las cargas negativas de los residuos de s i l i c a t o . 
Por último, l a presencia de grupos g l i c o l , 
confiere a dicho soporte unas grandes p o s i b i l i d a ­
des de derivatización en condiciones suaves, 
compatibles con los materiales biológicos a 
inmovilizar. 

Se derivatizó dicho soporte 
de cuatro formas diferentes a f i n de poder 
implicar en l a unión enzima-soporte preferentemen­
te a cuatro residuos de aminoácido diferentes, 
a saber, aminos, t i o l e s , fenoles y carboxilato. 

Para e l l o , se activó e l 
soporte por oxidación con ácido peryódico. 
Este tratamiento oxidó los grupos g l i c o l e s 
del recubrimiento de glicérido a grupos aldehido, 
que quedaron ligados a l soporte, dando ácido 
fórmico l i b r e , que fué arrastrado en los lavados. 
Los grupos aldehido pueden reaccionar con grupos 
amino formando bases de S c h i f f , cuyo doble 
enlace se redujo con borohidruro sódico para 
evitar l a r e v e r s i b i l i d a d por desplazamiento 
característica de este t i p o de enlaces. E l 
grupo amino puede pertenecer a l a propia enzima, 
con lo cual se consigue un derivado de enzima 
ligada por residuos e-amino de l i s i l o u otros 
amino l i b r e s . También puede pertenecer a otra 
molécula diferente, en cuyo caso se pueden 
acoplar a l soporte aquellos grupos que se desee. 
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Así, el uso de p-f enilendiamina, jQ-mercaptoetila­
mina o etilendiamina, produjo derivados con 
grupos aminoarilo, t i o l , o amino l i b r e s , respecti­
vamente, capaces de reaccionar con la enzima 
a través de residuos diferentes de aminoácidos. 
De esta forma, la reacción del derivado que 
poseía grupos aminoarilo con ácido nitroso 
produjo una s a l de diazonio que se acopló a 
la enzima a través del a n i l l o fenólico de la 
t i r o s i n a , fundamentalmente, aunque se ha publicado 
que también pueden p a r t i c i p a r en e l enlace 
residuos de a r g i n i l o y s e r i l o (I56). 

La activación de los grupos 
carboxilato de los residuos de ácido aspártico 
o glutámico de l a enzima con carbodiimida, 
permitió u n i r l a a l derivado amínico de v i d r i o , 
formando un enlace tipo amida, mientras que 
la adición de un oxidante como e l fe r r i c i a n u r o , 
a l a suspensión resultante de mezclar e l derivado 
con grupos t i o l e s y l a enzima, condujo a l a 
formación de un puente di s u l f u r o mixto entre 
los grupos t i o l e s del soporte y los de l a enzima. 

Se determinó entonces, 
la actividad de cada uno de los derivados, 
resultando p o s i t i v a dicha determinación tan 
sólo cuando l a naringinasa se inmovilizó a 
través de residuos t i r o s i l o , lo que es indicativo 
de que l a modificación química de residuos 
l i s i l o , c i s t e i n i l o y a s p a r t i l o o glutamilo 
de l a enzima conduce a una inactivación, bien 
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por l a propia modificación química o por los 
cambios conformacionales asociados a l a misma. 

Además de la selección 
del método de inmovilización y del residuo 
de aminoácido que se implica en l a unión a l 
soporte, l a configuración de éste último puede 
tener una gran importancia en l a actividad 
mostrada por e l producto f i n a l . De hecho, e l 
tamaño de poro puede ser determinante respecto 
a l a capacidad de carga de enzima en e l soporte 
y a la estabilidad operacional. Además de e l l o , 
es e l p r i n c i p a l causante de l a aparición de 
limitaciones difusionales que puedan r e s t r i n g i r 
severamente l a actividad enzimática (66). Teniendo 
en cuenta estas consideraciones, se inmovilizó 
la enzima en soportes que poseían cinco tamaños 
nominales de poro (40,100,200,460 y 2000 Á) 
manteniendo constante la modificación química, 
e l tamaño de partícula del soporte y l a naturale­
za química del mismo. 

Los tamaños de poro empleados 
presentan rangos de separación del orden de 
1000-8000, 1000-30000, 2000-100000, 8000-250000 
y 150000-1250000, respectivamente (157), por 
lo que era de esperar que l a proteína empleada, 
cuya masa molecular es de I667OO, penetre en 
e l CPG-460, y CPG-2000, quedándose en l a sup e r f i ­
cie del CPG-40,CPG-100 y CPG-200. 
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Como se observa en la Tabla 
1, en todos los parámetros cuantifloados, los 
rendimientos mayores se obtuvieron a l inmovilizar 
la naringinasa sobre CPG-46O, los tamaños de 
poro mayores y menores resultaron con peores 
rendimientos de actividad inmovilizada y más 
baja actividad del derivado. Tal como puede 
observarse, en ningún caso se inmovilizó la 
total i d a d de l a actividad ofrecida, aumentando 
e l porcentaje de actividad inmovilizada, así 
como l a que correspondería por gramo de derivado, 
al incrementarse e l tamaño de poro. Este fenómeno 
puede explicarse teniendo en cuenta que la 
superficie interna de los soportes es cada 
vez más accesible a l a enzima conforme aumenta 
e l tamaño de poro; lo que se traduce en un 
aumento del área s u p e r f i c i a l del soporte en 
contacto con l a proteína y e l consiguiente 
aumento en l a p o s i b i l i d a d de incrementarse 
e l número de enlaces formados. 

El rendimiento de proteína, 
así como l a actividad específica de los derivados 
han sido estimados en base a l a actividad mostrada 
por l a enzima soluble y los derivados inmoviliza­
dos, debido a que la cantidad de proteína inmovi­
lizada en cada caso no se pudo medir directamente 
por las razones ya citadas. 

La inmovilización de l a 
enzima en CPG-2000 se tradujo en un descenso 
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en los valores de los parámetros. Este tamaño 
de poro permite l a l i b r e entrada de la proteína 
a toda la superficie disponible del soporte, 
pero debido a l gran tamaño del poro, l a superficie 
disponible es relativamente pequeña, reduciéndose 
por tanto e l porcentaje de actividad inmovilizada 
y l a actividad por gramo de derivado. Por otra 
parte, aunque con similares especificaciones, 
e l CPG-2000 fué suministrado por una casa comer­
c i a l diferente y, de hecho, su comportamiento 
a lo largo de los procesos de activación, deriva-
tización y acoplamiento de proteína fue diferente 
a l mostrado por los demás soportes. Este comporta­
miento diferente resultó fácilmente apreciable 
cuando se derivatizó e l soporte para obtener 
grupos aminoarilo. En t a l circunstancia, todos 
los soportes, excepto e l CPG-2000, adquirieron 
coloración, que cambió desde muy débil a l i n i c i a r ­
se e l acoplamiento de l a p-fenilendiamina, 
hasta un rojo parduzco al f i n a l i z a r e l acoplamien­
to. A su vez, e l color del derivado sufrió 
cambios de tono a l a c t i v a r l o con ácido nitroso 
y a l acoplar l a proteína. Todas estas transforma­
ciones v i s i b l e s no se produjeron en e l CPG-
-2000, o lo hicieron tan tenuemente que no 
se pudieron apreciar las diferencias en el 
color. 
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4 . 3 . 2 . - Estabilidad a l almacenamiento y operacio-
nal del derivado inmovilizado 

La estabilidad a l almacena­
miento es un factor importante a considerar 
en la caracterización de un derivado de enzima 
inmovilizada, ya que es necesario disponer 
de una preparación de reserva a p a r t i r de l a 
cual se extraigan alícuotas para r e a l i z a r los 
ensayos pertinentes. Para que los resultados 
sean comparables, es absolutamente necesario 
que las alícuotas sean exactamente iguales 
en sus propiedades a lo largo del tiempo empleado 
para la caracterización, por lo que e l derivado 
debe ser totalmente estable en las condiciones 
de almacenamiento. En caso contrario, l a prepara­
ción de una muestra de derivado de enzima inmovi­
lizada para cada determinación, se convierte 
en una tarea tediosa y sujeta a errores. 

Por e l l o , se ha estudiado 
la 'estabilidad a l almacenamiento de l a naringinasa 
inmovilizada en CPG-46O a través de residuos 
t i r o s i l o , ya que fué e l derivado con e l que 
se obtuvieron mejores rendimientos. El derivado 
inmovilizado se almacenaba en cámara fría a 
3-5 -C, suspendido en tampón f t a l a t o ácido 
de potasio/ClH 0,1 M de pH 3 ,5. De esta suspensión 
se extrajeron alícuotas con e l tiempo y se 
ensayó su actividad enzimática utilizando e l 
método estándar descrito previamente, expresándose 
en cada caso l a actividad r e l a t i v a a l a que 
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mostró e l mismo derivado recién inmovilizado. 
La representación gráfica de los resultados 
obtenidos se encuentra en l a Figura 7, observán­
dose una estabilidad t o t a l durante los 120 
primeros días de almacenamiento. Este período 
de mantenimiento de actividad t o t a l fué más 
que suficiente para r e a l i z a r las series de 
ensayos necesarios tendentes a l a caracterización 
del derivado. La pérdida brusca del 50% de 
la actividad observada a los 200 días del almace­
namiento debe atribuirse a un f a l l o en e l sumini-
tro de energía eléctrica a los laboratorios 
del Departamento, provocándose un aumento de 
la temperatura de l a cámara fría de 10 a 15 
2C durante un período de tiempo indeterminado 
(en todo caso nunca superior a 30 días), c o i n c i ­
diendo con e l período e s t i v a l . Posteriormente 
se observó una pérdida de actividad más gradual 
y coherente, deduciéndose por tanto que de 
no ser por e l f a l l o en e l sistema de refrigeración 
e l derivado inmovilizado obtenido hubiera mante­
nido su actividad c a s i por completo un mínimo 
de un año. 

t 

La e s t a b i l i d a d operacional 
de las enzimas inmovilizadas es uno de los 
factores más importantes que afectan a l éxito 
de l a industrialización de un sistema inmoviliza­
do. Con objeto de establecerla, se realizaron 
los experimentos necesarios con naringinasa 
inmovilizada en CPG-46O a través de residuos 
t i r o s i l o de l a proteína. Como e l interés indus­
t r i a l de l a enzima reside en e l desamargado 
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de los zumos cítricos, y e l elemento responsable 
del amargor es l a naringina, se ha ensayado 
la estabilidad operacional del derivado inmovili­
zado actuando sobre e l sustrato naringina, 
cuando se encuentra sólo en l a disolución, 
a una concentración del 0 ,03%, así 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 ácido cítrico ( 2 5 ) , 

cantidades que corresponden a una composición 
media de los jugos cítricos, ó 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 f i j o de 1 cm de diámetro interno y 
0 ,35 cm de altura, termostatado a 40 2C, que 
contenía 100 mg del derivado inmovilizado CPG-
-460-AA-naringinasa, determinando e l valor 
de la conversión a l a salida del reactor por 
análisis del efluente del mismo a dis t i n t o s 
tiempos de operación, t a l y como se indica 
en e l apartado de métodos, y relacionando 
estos valores de conversión de sustrato con 
lofe obtenidos en los primeros minutos de actúa 
ción, siempre a p a r t i r del momento en que el 
reactor alcanzó las condiciones de régimen 
estacionario. 

En l a Figura 8 se expresan 
de forma gráfica los resultados obtenidos. 
Como cabía esperar, y de acuerdo con lo referen­
ciado en l a bibliografía ( 2 2 - 2 4 , 3 5 ) , e l derivado 
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FIGURA 8.- Medida de l a esta b i l i d a d operacional del 
derivado CPG-460-AA-naringinasa a 40 

y utilizando como sustratos: (•) d i s o l u ­
ción de naringina a l 0 ,03%, (•) zumo s i ­
mulado y (•A) zumo de pomelo natural. 



mostró una mayor estabilidad cuando actuó frente 
a l a disolución de naringina, siendo ostensible­
mente menor con e l zumo simulado, y muy baja 
cuando se trató de h i d r o l i z a r l a naringina 
presente en e l zumo de pomelo natural. La a c t i v i ­
dad enzimática del derivado inmovilizado decrecía 
durante las 100 primeras horas de operación 
a l actuar sobre naringina, descenso que fué 
más acusado cuando se trabajó con el zumo simula­
do, para mantenerse práctimánente constante 
a p a r t i r de ese tiempo. El derivado retenia 
e l 60% y e l 35% de l a actividad mostrada i n i c i a l -
mente para la disolución de naringina y la 
de zumo simulado, respectivamente. Cuando se 
alimentó e l reactor con zumo de pomelo natural, 
puedo observarse una mayor pérdida de actividad 
del derivado inmovilizado, hasta t a l punto, 
que a las 25 horas de funcionamiento continuado 
la enzima había perdido un 70%> de l a actividad 
mostrada a l pri n c i p i o de l a operación. Esta 
pérdida de actividad puede a t r i b u i r s e , tanto 
a l efecto de inhibición de los componentes 
del zumo, como a l taponamiento y ensuciamiento 
provocado en e l lecho por l a gran cantidad 
de pectinas en suspensión que llevaba e l zumo. 
Puesto que en e l zumo simulado, también se 
encontraban presentes algunos de los compuestos 
que inhiben de forma más acusada la actividad 
enzimática, parece ser la segunda de las razones 
l a p r i n c i p a l responsable de l a pérdida de a c t i v i ­
dad . 

La e s t a b i l i d a d a la operación 
continua del derivado inmovilizado cuando se 
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le hizo actuar frente a la disolución de naringina 
y a l zumo simulado, resultó ser menor que l a 
de otros referenciados en l a bibliografía ( 2 2 -

2 4 , 3 5 ) , aunque, en estos casos, los experimentos 
fueron realizados a temperaturas ostensiblemente 
menores (25 ^c) a l a óptima de l a enzima ( 5 7 -

60 QC). Sin embargo, e l hecho de que l a pérdida 
de actividad se e s t a b i l i z a r a a l cabo de un 
cierto número de horas de utilización, apuntó 
hacia una mejor adecuación del derivado usado 
en el presente trabajo, para su utilización 
de forma continua, que los obtenidos por dichos 
autores que conducen gradualmente a l a pérdida 
t o t a l de actividad. Cuando se hizo f l u i r zumo 
natural a través del lecho de CPG-460-AA-naringi-
nasa, los resultados obtenidos fueron r e l a t i v a ­
mente mejores que los referenciados en l a b i b l i o ­
grafía ( 2 2 , 2 3 ) , ya que en estos casos se habla 
de que a l cabo de un día de operación se pierde 
prácticamente toda l a actividad enzimática, 
mientras que en e l presente trabajo a las 25 

horas de utilización continuada, e l derivado 
inmovilizado retuvo aún e l 30% de l a actividad 
enzimática mostrada inicialmente. 

Representando e l logaritmo 
del porcentaje de actividad retenido por e l 
derivado inmovilizado frente a los tiempos 
de operación y ajustando los resultados obtenidos 
a una línea recta mediante regresión l i n e a l , 
se pudo obtener l a constante de velocidad 
de desactivación suponiendo que ésta obedezca 
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a una cinética de primer orden. En l a Figura 
9 puede verse esta representación para e l derivado 
CPG-460-AA-naringinasa, y los valores obtenidos 
para las constantes de desactivación fueron 
3 ,46 X 10"^ ,1 ,16 X 10"^ y 4 , 9 3 X 10"^ hr"-^ , 
según que e l derivado inmovilizado actuara 
sobre disoluciones de naringina sola, zumo 
simulado y zumo de pomelo, respectivamente. 
Como se sabe, los valores más bajos de esta 
constante implican una estabilidad operacional 
más elevada y permiten además cuantificar las 
estabilidades relativas en función de l a alimenta­
ción usada. 

4 . 3 . 3 . - Variación de l a actividad con l a concen­
tración de enzima 

Para estudiar l a dependencia 
de la actividad enzimática con l a cantidad 
de enzima en e l caso del sustrato p - n i t r o f e n i l -
0¿ -L-ramnósido, se varió l a concentración de 
enzima soluble de 1 a 20 ^ g en un volumen 
de reacción f i n a l de 1 mi, y l a del derivado 
inmovilizado entre 0 , 5 y 7 ,5 nig de gel seco, 
manteniendo e l resto de las condiciones experimen­
tales según se especifican en e l apartado corres­
pondiente de métodos. La proporcionalidad entre 
l a cantidad de enzima presente en e l medio 
de reacción y l a velocidad de hidrólisis del 
p-nitrof e n i l - Oi -L-ramnósido producida por l a 
misma, se representa en las Figuras 10 y 11, 
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FIGURA 9 . - Relación entre e l logaritmo de l a a c t i v i ­
dad y e l tiempo de operación para e l de­
rivado CPG-460-AA-naringinasa, u t i l i z a n d o 
como sustratos: (•) disolución de narin­
gina a l 0 ,03%, (•) zumo simulado y (^) 
zumo de pomelo natural. 
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FIGURA 10.- Variación de l a actividad 
Oí -ramnosidasa de naringina­
sa soluble con l a cantidad 
de enzima añadida a l medio 
de reacción, actuando sobre 
e l sustrato p - n i t r o f e n i l - o : -
-L-ramnósido. 
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FIGURA 11.- Variación de l a actividad 
Oí -ramnosidasa de naringi­
nasa inmovilizada en CPG-
- 4 6 0 a través de residuos 
t i r o s i l o con l a cantidad 
de derivado inmovilizado en 
el medio de reacción, ac­
tuando sobre e l sustrato 
p - n i t r o f e n i l - Oi -L-ramnósido . 
Cada gramo de derivado contie 
ne 13,5 mg de protexna. 



tanto para l a enzima soluble como para e l derivado 
inmovilizado. 

En dichas Figuras, se observa 
una dependencia l i n e a l hasta 7 ¡I g de enzima 
soluble y hasta 3 mg de gel para e l caso de 
enzima inmovilizada, siendo éstos los límites 
que se emplearon en lo sucesivo para r e a l i z a r 
los análisis enzimáticos de la actividad O! -
-ramnosidasa sobre e l sustrato sintético. 

Normalmente, l a cantidad 
de enzima seleccionada para un ensayo de actividad 
fué de 5 flg para la enzima soluble y de 3 mg 
de gel para e l derivado inmovilizado. 

De l a misma forma que se 
hizo con e l sustrato sintético, se estudió 
l a dependencia de l a actividad enzimática con 
l a cantidad de enzima, usando como sustrato 
l a naringina. Para e l l o se varió l a concentración 
de enzima soluble desde 1 a 20 jU, g y la del 
derivado inmovilizado entre 0 ,5 y 7 ,5 mg de 
gel. En ambos casos se mantuvieron las demás 
condiciones experimentales t a l y como se especi­
f i c a en e l apartado 3 . 2 . 6 . 2 . 

Los resultados experimentales 
evidenciaron una l i n e a l i d a d entre l a velocidad 
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de hidrólisis de la naringina y l a cantidad 
de enzima presente en e l medio de reacción 
hasta 4 jLtg de enzima soluble y hasta 2 mg de 
gel para e l derivado inmovilizado. En los ensayos 
de actividad, l a cantidad de enzima seleccionada 
fué de 3 fJLg para l a enzima soluble y 1,5 mg 
de gel para l a enzima inmovilizada. 

Estos valores fueron muy 
bajos en cualquiera de los casos, s i se los 
compara con e l único trabajo publicado (10) 

en e l que se aportan datos en este sentido. 
En esta publicación, se habla de una respuesta 
l i n e a l entre 10 y 50 fig de enzima soluble, 
usando naringina como sustrato. Sin embargo, 
una serie de factores experimentales impiden 
establecer una comparación directa entre este 
valor y los aquí obtenidos. En primer lugar, 
l a preparación enzimática empleada por los 
autores es una preparación comercial conocida 
como "Naringinasa C", que puede tener otras 
proteínas que no muestren actividad a-ramnosidasa 
y,' en segundo^ porque emplearon e l método de 
Davis, que, como ya se ha comentado, r e f l e j a 
esencialmente l a actividad |(3-glucosidasa actuando 
sobre e l producto de l a reacción enzimática 
catalizada por l a actividad a -ramnosidasa; 
y normalmente l a actividad ^-glucosidasa es 
menor que l a Oí-ramnosidasa . 

- 109 -



4 . 3 . 4 . - Determinación de las condiciones 
mas de actuación de la enzima 

ópti-

Las condiciones óptimas 
de actuación de una enzima pueden depender 
de muy diversos factores. Algunos de e l l o s 
son intrínsecos, tales como l a fuente de obtención 
de l a enzima, mientras que otros dependen de 
las condiciones del medio en que se r e a l i z a 
l a medida, sustrato empleado o forma en que 
se encuentra l a enzima. A f i n de establecer 
unos c r i t e r i o s comparativos que permitieran 
obtener conclusiones, se estudiaron las condicio­

nes óptimas de actuación de l a actividad 
OL -ramnosidasa de naringinasa de Penicillium 
sp., tanto en forma soluble como inmovilizada 
actuando frente a los dos sustratos empleados 
en e l presente trabajo, p-nitrofenil-O!-L-ramnósi­
do y naringina. 

Para e l estudio del efecto 
del pH del medio sobre l a actividad o;-ramnosidasa 
de l a naringinasa, tanto en su forma soluble 
como inmovilizada, actuando sobre e l sustrato 
sintético p - n i t r o f e n i l - a-L-ramnósido, se trabajó 
en un rango de pH comprendido entre 2 ,4 y 5, 

utilizando tres sistemas reguladores de pH: 
regulador Glicina/CIH para un rango de pH compren­
dido entre 2 ,4 y 3 » 6 , regulador Ftalato ácido 
de potasio/ClH para e l rango 3»4 - 3 j9 y regulador 
Acetato sódico/ácido acético para pH comprendidos 

- 110 -



entre 3>7 y 5 » 0 . La concentración de todas 
las disoluciones fué 0, 1 M. 

Como se observa en l a Figura 
12 e l pH óptimo mostrado por l a enzima tanto 
en su forma soluble como inmovilizada, frente 
a l sustrato sintético p-nitrof e n i l - c¡¿ -L-ramnósido 
fué de 3 , 5 . 

Cuando se estudió e l efecto 
del pH del medio de reacción sobre l a actividad 
enzimática usando naringina como sustrato, 
se u t i l i z a r o n dos disoluciones reguladoras 
d i s t i n t a s : tampón Glicina/CIH 0,1 M para pH 
comprendido entre 2 ,5 y 3 , y tampón Ftalato 
ácido de potasio/ClH 0, 1 M, para pH desde 3 ,25 

hasta 4 . Los resultados experimentales obtenidos 
apuntaron hacia l a confirmación del valor 3 ,5 

como pH óptimo de actuación de l a enzima naringi­
nasa soluble e inmovilizada en l a hidrólisis 
de naringina, como también lo fué en l a hidrólisis 
enzimática del sustrato sintético p - n i t r o f e n i l 
- o: -L-ramnósido. 

Este pH óptimo es e l i n f e r i o r 
de los observados en otras naringinasas de 
di s t i n t a s fuentes frente a l sustrato natural 
naringina; en tales casos e l pH óptimo está 
comprendido entre 3 , 5 y 5 para las primeras 
preparaciones enzimáticas de origen fúngico 
( 2 0 , 2 5 , 3 4 ) ó entre 4 , 0 y 5 ,0 para las obtenidas 
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FIGURA 12.- Efecto del pH del medio de reacción 
sobre l a actividad ü!-ramnosidasa 
de naringinasa soluble ( puntos ne­
gros) e inmovilizada en aminoaril-
-CPG-460 (puntos blancos), actuando 
sobre e l sustrato p-nitrof e n i l - O. -L-
-ramnósido. 
(o,») Tampón Glicina/CIH 0,1 M. 
(AJA) Tampón Ftalato ácido de potasio/ 

/CIH 0,1 M. 
(•,•) Tampón Acetato sódico/ácido acé­

t i c o 0,1 M. 



a p a r t i r de Aspergillus niger ( 1 0 , 2 2 - 2 5 ) . Sin 
embargo, e l valor de pH obtenido en este trabajo 
coincide con e l que presentan los zumos cítricos. 
La pérdida de actividad fué bastante más acusada 
a valores de pH más ácidos y decayó lentamente 
a l incrementarse e l pH tanto para l a enzima 

en forma soluble como para e l derivado inmoviliza­
do, lo que permitiría también e l uso del sistema 
enzimático, tanto en su forma soluble como 
inmovilizado, para e l desamargado de zumos 
no cítricos que generalmente presentan un pH 
superior. Por otra parte, l a comparación de 
las curvas pH-actividad para l a enzima soluble 
e inmovilizada, reflejó un efecto estabilizador 
de los enlaces soporte-proteína sobre l a estructu­
ra t e r c i a r i a frente a l a desnaturalización 
por pH, pues se obtuvo una curva que se expande 
sobre un rango más amplio de dicho pH. 

Es importante re s a l t a r 
e l hecho de que dado que e l tampón f t a l a t o 
ácido de potasio/ClH 0 . 1 M suministró un medio 
en e l que l a actividad enzimática, tanto en 
soluble como inmovilizada, fué superior a l a 
mostrada en otros tampones, se escogió dicha 
disolución reguladora como estándar para l a 
realización de los demás ensayos. 

Se estudió también e l efecto 
de l a temperatura del medio de reacción sobre 
l a actividad a-ramnosidasa de l a naringinasa, 
tanto en su forma nativa, como inmovilizada 

- 113 -



a través de residuos t i r o s i l o a un soporte 
de v i d r i o poroso de tamaño de poro 46O A, actuando 
sobre e l sustrato sintético u t i l i z a d o en este 
trabajo. E l rango de temperaturas ensayado 
en ambos casos fué de 35 a 73 ^C, margen s u f i c i e n ­
temente amplio como para obtener variaciones 
s i g n i f i c a t i v a s de actividad que permitieran 
e l establecimiento de l a temperatura óptima 
de actuación de l a enzima. E l medio de reacción 
se mantuvo en todos los casos constante mediante 
el uso del tampón f t a l a t o ácido de potasio/ClH 
0,1 M de pH=3j55 y de l a concentración de sustrato 
que fué de 1,4 mM en ambos casos. 

La Figura 13 r e f l e j a 
en una representación de Arrhenius, l a variación 
de la actividad enzimática con la temperatura. 
E l valor máximo de actividad para l a hidrólisis 
del p-nitrof e n i l - Oi -L-ramnósido se mostró a 
57 -C, tanto cuando dicha hidrólisis se realizó 
con enzima soluble como cuando se usó e l derivado 
inmovilizado. 

Esta misma temperatura 
óptima se determinó cuando se usaba naringina 
como sustrato. 

E l valor de temperatura 
necesaria para l a consecución de l a máxima 
actividad Oí-ramnosidasa de l a preparación fué 
más elevado que lo publicado habitualmente 
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FIGURA 13 . - Representación de Arrhenius para l a 
actividad a-ramnosidasa de nari n g i ­
nasa soluble (•) e inmovilizada en 
aminoaril-CPG-460 ( o ) , actuando so­
bre e l sustrato p-nitrof e n i l - -L-
-ramnósido. 



por los diversos autores para naringinasas 
de otras fuentes ( 1 9 , 2 2 - 2 5 , 3 5 ) . Tan sólo ha 
sido superada por los 6O-65 -C referenciados 
como temperatura óptima de una naringinasa 
de Coniothyrium d i p l o d i e l l a ( 2 6 ) . 

La forma de la curva tempera­
tura-actividad resultó bastante más aguda en 
el caso de u t i l i z a r enzima soluble, que cuando 
se usó e l derivado inmovilizado. Un desplazamiento 
dé diez grados, en uno u otro sentido, de l a 
temperatura óptima se tradujo en una reducción 
de l a actividad catalítica de l a enzima soluble 
al 50%. Sin embargo, esta pérdida de actividad 
fué bastante menos acusada cuando se utilizó 
l a enzima inmovilizada; en este caso l a actividad 
máxima se redujo sólo hasta un 65-70%. Por 
lo tanto, este parámetro se constituye en un 
valor crítico cuando se trata de analizar de 
forma comparativa e l n i v e l de actividad 0¿ -

-ramnosidasa en preparaciones de naringinasa 
soluble, siendo también importante, pero no 
tan decisivo, cuando se u t i l i z a naringinasa i n 
movilizada. 

Además, e l que l a curva 
temperatura-actividad mostrada por l a enzima 
inmovilizada fuera más amplia que l a de l a 
enzima soluble, reflejó un efecto estabilizador 
de los enlaces de la proteína a l soporte, los 
cuales parecen mantener parcialmente l a estructura 
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t e r c i a r i a a l sobrepasar, en uno u otro sentido, 
la temperatura óptima de actuación. 

De l a pendiente de l a recta 
obtenida en l a zona de incremento de actividad 
se puede calcular e l valor de l a energía de 
activación del proceso. Del ajuste por regresión 
l i n e a l de ambas rectas, se obtuvieron los valores 
de la energía de activación que fueron 14 ,9 

y 7»9 Kcal/mol para la forma soluble y la inmovi­
lizada respectivamente. Como puede observarse 
e l valor de l a energía de activación de l a 
naringinasa disminuyó con l a inmovilización, 
lo que implica una mayor e f i c a c i a catalítica 
del derivado inmovilizado frente a l a enzima 
soluble. 

Para estudiar l a dependen­
cia de l a actividad enzimática de l a naringinasa, 
soluble e inmovilizada, actuando sobre los sus­
tratos sintético:y natural con l a fuerza iónica 
del medio de reacción, se varió l a concentración 
de tampón f t a l a t o ácido de potasio/ClH desde 
0,025 hasta 0 , 5 La concentración de sustrato 
en e l f l u i d o de ensayo fué de 1,4 mM y se mantuvo 
constante en todos los experimentos, al igual 
que e l resto de las condiciones óptimas, pH 
y temperatura. 
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En la Figura 14, se muestran 
los resultados obtenidos. En e l l a se observa 
en ambos casos que l a actividad máxima se alcanzó 
a una concentración de tampón 0,1 M. La enzima 
en forma soluble fué mucho más sensible a los 
cambios de l a fuerza iónica que e l derivado 
inmovilizado. Se ha llegado a comprobar que 
para una concentración de tampón f t a l a t o ácido 
de potasio/ClH 1 M (valor anormalmente a l t o ) , 
e l derivado inmovilizado mostraba un 82% de 
la actividad máxima, lo cual da idea del gran 
efecto estabilizador que los enlaces enzima-
-soporte ejercen sobre l a actividad enzimática. 

Finalmente, puede decirse 
que las condiciones óptimas de actuación de 
la enzima naringinasa, tanto en forma soluble 
como inmovilizada, son las mismas con independen­
cia de s i e l sustrato u t i l i z a d o fué e l p-nitro-
fenil-Oí-L-ramnósido o la naringina. 

4 . 4 . - DETERMINACIÓN DE LOS PARÁMETROS CINÉTICOS 
DE NARINGINASA 

Se ha procedido a l a obtención 
de las constantes cinéticas de l a naringinasa 
utilizando los dos sustratos objeto de estudio, 
e l p - n i t r o f e n i l - O; -L-ramnósido y l a naringina. 
En e l primer caso, se han calculado dichas 
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FIGURA 14•- Efecto de l a fuerza iónica del me­
dio de reacción sobre l a actividad 
a: -ramnosidasa de naringinasa so­
luble (•) e inmovilizada en CFG-46O 
a través de residuos t i r o s i l o (o), 
actuando sobre e l sustrato p-nitro­
f e n i l - -L-ramnósido . 



constantes para l a enzima soluble e inmovilizada 
en aminoaril-CPG-40 y CPG-460, realizándose, 
asimismo, para este último tamaño de poro diferen­
tes inmovilizaciones con dis t i n t a s concentraciones 
de enzima. Cuando se ha usado naringina como 
sustrato, se han estimado los parámetros cinéticos 
intrínsecos para l a naringinasa soluble y para 
e l derivado CPG-460-AA-naringinasa. 

Conocidas las condiciones 
óptimas de ensayo de la actividad O!-ramnosidasa 
de l a naringinasa soluble, así como del más 
activo de los derivados inmovilizados obtenidos, 
se procedió a su caracterización cinética frente 
a l sustrato propuesto p-nitrofenil-Q;-L-ramnósido. 
Para e l l o se realizaron los correspondientes 
ensayos de actividad, t a l y como se describieron 
en e l apartado 3 . 2 . 6 . 1 , en los que l a concentra­
ción de sustrato se varió entre 0 ,455 y 3,155 

mM. 

En e l caso de l a enzima 
soluble, cuando se representaron las velocidades 
i n i c i a l e s de reacción frente a l a concentración 
de sustrato, se obtuvo l a típica hipérbola 
rectangular que presentan las enzimas con compor­
tamiento cinético michaeliano, t a l y como puede 
observarse en e l recuadro i n t e r i o r de l a Figura 
15. 
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FIGURA 15•- Representación de Eadie-Hofstee de 
la dependencia de l a actividad Oí-

-ramnosidasa de naringinasa soluble 
con l a concentración de p-nitrofe-
nil-Ck!-L-ramnósido . En e l recuadro 
superior derecho se expresa esta 
misma relación en forma directa. 



Las constantes cinéticas 
se calcularon a p a r t i r de l a representación 
de Eadie-Hofstee (158-159), en base a los resu l ­
tados experimentales, ajustándose dichos datos 
a una recta, t a l y como se observa en l a misma 
Figura 15, cuyo análisis por regresión l i n e a l 
condujo a un valor de l a constante de Michaelis 
de la actividad Ckí-ramnosidasa de l a naringinasa 
actuando sobre e l sustrato p - n i t r o f e n i l - Q! 
-L-ramnósido de 1,52 mM. De la misma representa­
ción anteriormente citada, se obtuvo e l valor 
de la velocidad máxima, que fué de 10,66 ju,moles 
de p-nitrofenol formados por minuto y por mil i g r a ­
mo de proteína. 

Asimismo, se analizó la 
dependencia de l a actividad enzimática en función 
de la concentración de sustrato y los resultados 
se representaron gráficamente, de acuerdo con 
e l método de Eadie-Hofstee, para determinar 
l a constante de Michaelis y la actividad específi­
ca de los derivados de naringinasa inmovilizada 
en aminoaril-CPG-40 y CPG-46O. 

Para e l derivado CPG-40, 
los resultados experimentales se ajustaron 
a una linea recta (según se observa en l a Figura 
16); a p a r t i r de la pendiente se calculó l a 
constante de Michaelis, cuyo valor fué de 2,86 
mM, y de l a ordenada en el origen se obtuvo 
un valor para l a velocidad máxima de 7,7 jamóles 
producidos por minuto y por miligramo de proteína. 
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FIGURA 16 , - Representación de Eadie-Hofstee para na­
ringinasa inmovilizada en aminoaril-CPG-
- 4 0 (•) y en aminoaril-CPG-460 (•), ac­
tuando sobre e l sustrato p - n i t r o f e n i l - a -
-L-ramnósido, en las condiciones están­
dar de ensayo. 



Dichos valores, corresponden a las constantes 
cinéticas intrínsecas del derivado, l i b r e de 
limitaciones difusionales internas. La linea l i d a d 
observada en l a representación de Eadie-Hofstee 
para e l derivado CPG-40 puede evidenciar dos 
fenómenos d i s t i n t o s : que la reacción enzimática 
se encuentre controlada cinéticamente, o bien 
que l a imovilización de l a proteína se haya 
realizado únicamente en l a superficie del soporte, 
hecho que por otra parte estaría apoyado por 
e l valor de l a masa molecular de l a enzima, 
obtenido experimentalmente por HPLC, y los 
límites de exclusión característicos del tamaño 
de poro del soporte. 

Por e l contrario, l a represen­
tación de Eadie-Hofstee para e l derivado CPG-
- 4 6 0 (ver Figura I6), condujo a una curva 
sigmoide representativa de la existencia de 
limitaciones difusionales internas ( 7 7 , 1 0 0 ) , 

ya que en este caso la enzima estaría inmovilizada 
en e l i n t e r i o r de l a matriz porosa. Este hecho 
está plenamente de acuerdo con e l valor de 
masa molecular obtenido para l a naringinasa 
y los límites de exclusión del soporte CPG-
- 4 6 0 . 

A f i n de obtener los valores 
de las constantes cinéticas intrínsecas del 
derivado inmovilizado CPG-460-AA-naringinasa, 
se procedió a r e a l i z a r sucesivas inmmovilizaciones 
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con menor carga de enzima, hasta obtener un 
derivado en e l que las limitaciones difusionales 
internas fueran despreciables, pudiendo estable­
cerse un control cinético para l a hidrólisis 
del sustrato, es decir, hasta que l a representa­
ción de Eadie-Hofstee condujera a una linea 
recta. Se obtuvieron, por tanto, cuatro derivados 
inmovilizados d i s t i n t o s con 13>5, 2 , 5 , 1,0 

y 0 , 4 mg de proteína por gramo de soporte, respec­
tivamente. Aplicando e l análisis l i n e a l de 
Eadie-Hofstee a los valores de velocidad i n i c i a l 
obtenidos para d i s t i n t a s concentraciones de 
sustrato y efectuando las correspondientes 
representaciones gráficas, se obtuvieron en 
todos los casos, t a l y como puede verse en 
la Figura 17, curvas sigmoides representativas 
de l a no eliminación de las limitaciones d i f u s i o ­
nales internas, aún en e l caso del derivado 
inmovilizado con una concentración de proteína 
i n f e r i o r a l a del derivado inmovilizado en 
CPG-40. Este hecho vino a demostrar que l a 
li n e a l i d a d obtenida en l a representación de 
Eadie-Hofstee para e l CPG-40-AA-naringinasa 
fué debida a que l a proteína se encontraba 
inmovilizada única y exclusivamente en l a supe r f i ­
cie del soporte, como se había supuesto a tenor 
de los valores de l a masa molecular de l a enzima 
y del tamaño de poro del soporte. 

En l a Tabla 2 , se encuentran 
resumidos los rendimientos obtenidos en las 
d i s t i n t a s inmovilizaciones covalentes de naringi-
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FIGURA 17 . - Representación de Eadie-Hofstee para n a r i n g i ­
nasa inmovilizada en CPG-460 a través de re­
siduos t i r o s i l o con d i s t i n t a s concentraciones 
de enzima: (•) 13,52 mg proteína/g CFG,(•) 
2 ,5 mg proteína/g CPG, (•) 1 mg proteína/g de 
CPG y (•) 0 , 4 mg de proteína/g de CPG. Se 
ha u t i l i z a d o como sustrato e l p - n i t r o f e n i l -
- a-L-ramnósido y las medidas de actividad 
enzimática han sido realizadas en las condi­
ciones estándar de ensayo. 
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nasa a través de residuos t i r o s i l o a un soporte 
de v i d r i o poroso variando la concentración 
de proteína. Es curioso observar l a l i g e r a 
disminución que experimenta e l valor de l a 
actividad específica de los di s t i n t o s derivados 
inmovilizados a l disminuir la concentración 
de enzima por gramo de soporte. Esta variación 
anómala puede at r i b u i r s e a que conforme e l 
derivado va teniendo menor actividad, e l volumen 
de suspensión del mismo que hay que añadir 
al medio de reacción es cada vez mayor, y por 
tanto las concentraciones máximas de sustrato 
alcanzables van siendo gradualmente menores. 
Es decir que a medida que disminuye l a actividad 
del derivado inmovilizado, es más difícil alcanzar 
l a saturación, por tanto los valores de velocidad 
máxima obtenidos son ostensiblemente menores 
de los que se obtendrían s i se pudiera alcanzar 
dicha saturación. 

Debido a los problemas 
que representó l a medida de velocidades i n i c i a l e s 
con derivados inmovilizados de tan baja actividad 
enzimática, se abandonó este método de evaluación 
de las constantes cinéticas intrínsecas, y 
se usó otro que permitiera calcular dichas 
constantes a p a r t i r de datos obtenidos en condi­
ciones de limitaciones difusionales internas 
(77,78580,81). Como se puede observar en l a 
Figura 16, e l valor de l a constante de Michaelis 
intrínseca se obtuvo de l a pendiente de l a 
recta obtenida en l a extrapolación a concentración 
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de sustrato nula de los resultados obtenidos 
a bajas concentraciones de sustrato. La velocidad 
máxima intrínseca se calculó trazando una recta, 
cuya pendiente era la K obtenida anteriormente, 
en l a zona de concentración de sustrato elevada. 
El corte con e l eje de ordenadas de dicha recta 
corresponde a l valor de l a citada velocidad 
máxima. De esta manera se obtuvo un valor para 
Kj^ de 0 ,96 mM y una velocidad máxima de 8 ,8 

JU, moles de producto producidos por minuto y 
por miligramo de proteína. 

En l a Tabla 3 se encuentran 
resumidos los valores de las constantes cinéticas 
obtenidas para l a enzima soluble y para los 
derivados inmovilizados de naringinasa en aminoa­
ril-CPG-40 y CPG-460, utilizando e l sustrato 
sintético. 

De l a observación del valor 
de l a constante de Michaelis intrínseca calculado 
para e l derivado inmovilizado en CPG-46O, se 
deduce que l a inmovilización de l a naringinasa 
en e l i n t e r i o r del soporte, condujo a un derivado 
que mostró una especificidad hacia e l sustrato 
p - n i t r o f e n i l - o; -L-ramnósido, aproximadamente 
tres veces superior a l a mostrada por l a enzima 
soluble. De l a comparación de los valores 
de K de l a naringinasa inmovilizada en CPG-
-40 y CPG-460 respectivamente, se concluye 
que l a distribución de enlaces entre l a proteína 
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Tabla 3 . - Valores de las constantes cinéticas para narin­
ginasa soluble e inmovilizada a través de r e s i ­
duos de t i r o s i l o en soportes de d i s t i n t o tamaño 
de poro, actuando sobre e l sustrato sintético 
p-nitrofenil-a-L-ramnósido. 

(mM) M̂AX Í^AE/mg prot.) 

ENZIMA 
SOLUBLE 1,52 10,66 

CPG-40-AA-
NARINGINÁSA 2,86 7,7 

CPG-46O-AA-
NARINGINASA 0,96 8,8 



y e l soporte es un parámetro que determinó 
l a conformación f i n a l activa de l a naringinasa 
inmovilizada. Este fenómeno es fácilmente explica­
ble s i se tiene en cuenta que cuando una proteína 
se inmoviliza en l a superficie de un soporte 
0 en e l i n t e r i o r de un material poroso, tanto 
e l número de grupos funcionales implicados 
en l a unión enzima-soporte como l a distribución 
de los mismos puede ser totalmente diferente 
en un caso u otro, con lo cual, ambos derivados 
inmovilizados pueden presentar comportamientos 
marcadamente d i s t i n t o s aunque se mantega constante 
e l n i v e l de modificación química en e l proceso 
de inmovilización. 

Posteriormente, y de forma 
análoga a cuando se usó como sustrato e l p-
n i t r o f e n i l - Oí -L-ramnósido, se procedió a l a 
obtención de los parámetros cinéticos de l a 
naringinasa soluble e inmovilizada en aminoaril-
-CPG-460, utilizando e l sustrato natural naringi­
na . 

Así, se obtuvo un valor 
para l a constante de Michaelis de l a actividad 
01 -ramnosidasa de l a naringinasa soluble de 
7 mM, mientras que los datos que se pueden 
encontrar en l a bibliografía oscilan entre 
0 , 6 4 y 2 ,2 mM ( 2 2 - 2 4 , 3 5 ) . Estos datos han sido 
obtenidos usando también naringina como sustrato, 
pero midiendo l a actividad por e l método de 
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Davis, o alguna de sus modificaciones, 
cuestionaría en bastante medida l a 
comparación por las razones ya aducidas. 

lo que 
posible 

Es importante destacar, 
e l elevado valor de la constante de Michaelis 
obtenido para l a naringina. Teniendo en cuenta 
e l hecho de que l a solubilidad máxima de la 
naringina en e l medio de reacción empleado 
y a 57 2C es del orden de 10 mM, e l uso del 
sustrato natural no permitió alcanzar l a satura­
ción de l a enzima, con lo cual e l valor de 
velocidad máxima deducido a p a r t i r del ajuste 
l i n e a l de los valores de velocidad i n i c i a l 
según e l método de Eadie-Hofstee, que fué de 
150 UAE/mg proteína, es aproximado y bastante 
cuestionable. 

Por otra parte, resulta 
notoria l a diferencia de valores de l a constante 
de Michaelis que se han obtenido en e l presente 
trabajo para los dos sustratos empleados, y 
que apuntó a una mejor adecuación del sustrato 
sintético a l centro activo de l a actividad 
o: -ramnosidasa. Si se tiene en cuenta además 
l a imposibilidad de alcanzar l a saturación 
de l a enzima soluble con e l sustrato natural 
naringina, se corrobora aún más l a adecuación 
del sustrato sintético para la determinación 
de niveles de naringinasa, dado que en este 
caso sí es posible alcanzar dicha saturación. 
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Cuando se estudió l a dependen­
ci a de la actividad enzimática del derivado 
inmovilizado CPG-460-AA-naringinasa con l a 
concentración de sustrato y los resultados 
experimentales obtenidos se representaron grá­
ficamente usando e l método de Eadie-Hofstee, 
se obtuvo una curva sigmoide que evidenciaba 
l a existencia de limitaciones difusionales 
internas como puede observarse en l a Figura 
18. 

Para calcular los valores 
de las constantes cinéticas intrínsecas, K,, 
y V j^j^^ , se utilizó e l método anteriormente 
citado para e l sustrato sintético. 

De esta forma se estimó 
para l a constante de Michaelis intrínseca un 
valor de 2 ,8 mM y para la velocidad máxima 
intrínseca de 31 UAE/mg proteína. 

I 
E l valor de K obtenido 

M 
en el presente trabajo para la enzima inmovilizada 
actuando sobre naringina es algo más elevado 
que los referenciados en la bibliografía, que 
varían entre 0 , 4 8 y 0 , 8 6 mM, aunque se mantiene 
l a tónica general de l a disminución de l a constan­
te de Michaelis como consecuencia de l a inmovi­
lización ( 2 2 , 2 3 ) . 
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FIGURA 18.- Representación de Eadie-Ilofstee para 
naringinasa inmovilizada en aminoaril-
-CPG-460 donde se muestra e l efecto de 
l a concentración de naringina sobre 
la actividad enzimática en las condi­
ciones estándar de ensayo. 



En cuanto al valor de la 
velocidad máxima, no es comparable con los 
referenciados en la bibliografía por las razones 
aducidas en varias ocasiones respecto a l método 
de medida empleado, n i tampoco con e l obtenido 
en e l presente trabajo para l a enzima soluble, 
ya que en este caso no se pudo alcanzar l a 
saturación de l a enzima. 

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

4 . 5 . - ESTUDIOS DE INHIBICIÓN 

En e l presente trabajo 
se ha investigado e l efecto i n h i b i t o r i o de 
los cuatro productos intermedios o f i n a l e s 
de l a actuación enzimática global de l a naringina­
sa: ramnosa, prunina, glucosa y naringenina 
sobre l a actividad Oí-ramnosidasa de l a naringi­
nasa tanto en su forma soluble como inmovilizada, 
así como e l efecto de l a concentración de p-
-nitro f e n o l que es uno de los productos de 
l a hidrólisis del sustrato sintético p - n i t r o f e n i l -
- o;-L-ramnósido por dicha actividad enzimática. 
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Tabla 4»- Valores de las constantes cinéticas intrínsecas 
para l a naringinasa soluble e inmovilizada, ac­
tuando sobre e l sustrato natural naringina. 

(mM) M̂AX (UAE/mg prot) 

ENZIMA 
SOLUBLE 7 , 0 150 

CPG-46O-AA-
NARINGINASA 2 ,85 31 



Existen publicaciones en 
las que se exponen estudios de inhibición de 
l a actividad naringinasa, medida normalmente 
por e l método de Davis, por diferentes azúcares 
cuya presencia se ha detectado en los zumos 
cítricos ( 1 9 , 2 4 - 2 6 , 3 5 ) . Así, se ha ensayado 
e l efecto de algunas sustancias, como: s o r b i t o l , 
sacarosa, fructosa, ácidos tartárico y málico, 
etc. Sin embargo, para los productos que inhiben 
l a actividad, y exceptuando un único trabajo 
( 3 5 ) , los estudios se han limitado a l a c u a n t i f i -
cación del porcentaje de actividad perdida 
en presencia del inhibidor a l a concentración 
promedio encontrada en los zumos, no habiéndose 
obtenido suficientes datos experimentales para 
calcular l a constante y determinar e l tipo 
de inhibición. 

4 . 5 . 1 . - Inhibición por p-nitrofenol 

Los estudios del efecto 
inhibidor del p-nitrofenol sobre l a actividad 
o; -ramnosidasa de l a naringinasa, tanto en 
forma soluble como inmovilizada, actuando sobre 
e l sustrato sintético p-nitrof e n i l - Oi -L-ramnósido 
se realizaron u t i l i z a n d o disoluciones de sustra­
to de concentraciones: 0 , 0 7 0 1 , 0 , 7 0 1 , 1 , 4 0 , 

2 , 10 , 2 ,80 y 3 , 15 mM, variando l a concentración 
de inhibidor desde O hasta 1,4 mM. 
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Los valores de velocidad 
i n i c i a l estimados, se representaron gráficamente 
por e l método de Dixon ( l 6 0 ) , pudiéndose observar 
que las rectas obtenidas en presencia de i n h i b i ­
dor, interseccionaron con e l eje de ordenadas 
a valores negativos, lo que implicaría que 
la reacción de hidrólisis 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 a l c a l i n o , las medidas de 
velocidad i n i c i a l , en presencia de concentraciones 
relativamente elevadas de p-nitrofenol, fueron 
sumamente difíciles, obteniéndose en l a mayoría 
de los casos valores de absorbancia superiores 
a l a unidad. Este problema experimental dificultó 
en gran manera, l a obtención de una constante 
de inhibición f i a b l e , ya que las medidas estaban 
sujetas a un gran error. Por e l l o , e l valor 
de la constante de inhibición del p-nitrofenol 
se obtuvo, sustituyendo en l a ecuación de v e l o c i ­
dad (ecuación 17) los valores de las constantes 
cinéticas intrínsecas, a s i como los de las 
constantes de e q u i l i b r i o y de inhibición por 
ramnosa (ver apartados 4 . 6 y 4 . 5 . 2 ) y los datos 
experimentales de velocidades de reacción, 
obteniéndose bajo estas condiciones un valor 
medio para l a constante de inhibición por p-
-ni t r o f e n o l de 0 , 15 mM, para e l CPG-46O-AA-
-naringinasa. 
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4 . 5 . 2 . - Inhibición por ramnosa 

Los estudios del efecto 
inhibidor de l a ramnosa sobre l a actividad 
a -ramnosidasa de la naringinasa soluble e 
inmovilizada covalentemente en v i d r i o poroso, 
se realizaron utilizando disoluciones de sustrato 
sintético comprendidas entre 0 ,07 y 3,15 

mM, variando l a concentración de inhibidor 
desde O hasta 3 ,4 mM, así como disoluciones 
de naringina de concentraciones comprendidas 
entre 1 y 4 mM, variando, en este caso, l a 
concentración de azúcar de O a 6 mM. 

Los resultados obtenidos 
tanto con la enzima en forma soluble como inmovi­
liz a d a , fueron representados gráficamente según 
e l método de Dixon, obteniéndose sendas familias 
de rectas que, una vez ajustadas por regresión 
l i n e a l , interseccionaron en puntos situados 
en e l segundo cuadrante de los ejes cartesianos, 
t a l como puede observarse en las Figuras 19 

a 22 . 

Según e l tratamiento de 
Dixon y de acuerdo con los comportamientos 
de inhibición observados para las cuatro series 
de resultados experimentales, e l efecto de 
la ramnosa sobre l a actividad Oí -ramnosidasa 
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de l a naringinasa soluble e inmovilizada, se 
ajustó a una inhibición reversible de tipo 
competitivo. Los puntos de corte de las familias 
de rectas permitieron calcular los valores 
de las constantes de inhibición. Así, los valores 
obtenidos fueron de 1,2 y 4 ,27 mM para l a enzima 
soluble y de 3 y 6,12 mM para e l derivado inmovi-
zado CPG-46Ó-AA-naringinasa, utilizando respec­
tivamente, e l sustrato sintético y l a naringina. 

Con los valores de constante 
de inhibición de que se dispone, es de destacar 
que, debido a que l a ramnosa inhibe más a la 
actividad Oí-ramnosidasa cuando ésta actúa 
sobre e l sustrato sintético p - n i t r o f e n i l -
- Oí-L-ramnósido, que cuando actúa sobre naringina, 
e l uso del sustrato sintético presenta l a ventaja 
de ser un indicador más sensible que e l natural 
de l a presencia de este tipo de inhibidor en 
e l medio de reacción. 

De l a comparación de los 
valores de constante de inhibición obtenidos 
con l a enzima en forma soluble y con e l derivado 
inmovilizado, se puede deducir que l a naringinasa 
en forma soluble es más sensible a l efecto 
inhibidor de l a ramnosa que cuando se encuentra 
inmovilizada. Lo anterior es otra ventaja más 
de l a inmovilización covalente de naringinasa 
a través de residuos t i r o s i l o , a un soporte 
de v i d r i o poroso. 
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Estos resultados acerca 
del efecto inhibidor de l a ramnosa sobre l a 
naringinasa con e l sustrato sintético y con 
el natural, apenas son comparables con los 
referenciados en l a bibliografía. Como ya se 
ha dicho, sólo se ha estudiado de manera c u a l i t a ­
t i v a e l efecto de l a concentración de ramnosa 
sobre l a actividad enzimática y con naringina 
como sustrato. A este respecto cabe c i t a r que 
no se ha encontrado, por ejemplo, un efecto 
inhibidor notable sobre preparaciones enzimáticas 
que contienen enzimas pécticas (como e l Pectinol 
10-M) ( 1 9)j mientras que sí se ha encontrado 
que e l efecto es más acusado sobre otras prepara­
ciones de naringinasa que contienen poligalactu-
ronasas ( 3 6 ) . 

4 . 5 . 3 . - Inhibición por glucosa 

Para estudiar e l efecto 
de la concentración de glucosa sobre l a actividad 
enzimática de l a naringinasa, tanto en forma 
soluble como inmovilizada, se usaron concentra­
ciones de sustrato sintético comprendidas entre 
0 , 2 y 2 mM y l a de azúcar varió desde O hasta 
0 , 2 M, y las disoluciones de naringina tuvieron 
concentraciones variables entre 0 , 5 y 2 mM. 
En este último caso se usó e l mismo rango de 
concentraciones de glucosa que para e l sustrato 
sintético. 
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Los resultados experimentales 
obtenidos se representaron, de l a misma manera 
que para la inhibición por p-nitrofenol y ramnosa 
por e l método de Dixon, y se obtuvieron cuatro 
familias de rectas que, ajustadas por mínimos 
cuadrados, se cortaron en puntos situados en 
e l 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 i n h i b i ­
ción de 0,12 y 0 ,43 M para l a enzima soluble 
y 0 ,27 y 0 , 2 6 M para e l derivado CPG-46O-AA-
naringinasa, actuando ambos frente a l sustrato 
sintético y natural, respectivamente. 

Estos valores son bastante 
más elevados que los encontrados en l a inhibición 
por ramnosa, lo que indica que e l efecto inhibidor 
de la glucosa es mucho más bajo, siendo menor 
de nuevo este efecto para e l derivado inmovilizado 
que para la enzima soluble. 

Comparando e l grado de 
inhibición de l a glucosa sobre l a actividad 
enzimática Oí -ramnosidasa de l a naringinasa 
soluble actuando sobre e l sustrato sintético 
y e l natural, se deduce que e l efecto inhibidor 
de l a glucosa fué más acusado cuando e l sustrato 
es e l p - n i t r o f e n i l - O; -L-ramnósido. Este fenómeno 
también se daba en e l estudio de l a variación 
de la actividad ü;-ramnosidasa de l a naringinasa 
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[Glucosa] (M) 

FIGURA 2 6 . - Representación de Dixon de l a inhibición 
por glucosa de l a actividad O!-ramnosi­
dasa de naringinasa inmovilizada en 
aminoaril-CPG-460 actuando sobre n a r i n g i ­
na 0 , 5 mM (•), 0 , 7 5 mM (•), 1 mM (T) y 
1 ,5 mM (•). 



con l a concentración de ramnosa. Sin embargo, 
esta diferencia es mucho menos acusada cuando 
la enzima se encuentra inmovilizada, encontrándose 
en este caso valores para las constantes de 
inhibición prácticamente iguales con independencia 
del sustrato u t i l i z a d o . Lo que se ha dicho 
para l a ramnosa, de que aunque en un primer 
momento pueda parecer negativo e l hecho de 
que se den mayores inhibiciones sobre e l sustrato 
sintético que se propone para l a medida de 
la actividad o;-ramnosidasa, sin embargo es 
una ventaja desde e l punto de vi s t a del análisis 
enzimático debido a su mayor sensibilidad para 
detectar componentes que puedan afectar a la 
actividad. 

De forma contraria a lo 
obtenido para l a inhibición por ramnosa, y 
a los resultados del estudio inhibidor de l a 
glucosa sobre l a actividad enzimática usando 
e l sustrato sintético, en e l caso de u t i l i z a r 
naringina, e l valor de l a constante de inhibición 
es menor para e l derivado inmovilizado que 
para l a enzima soluble, l o cual implica que 
la actividad enzimática o:-ramnosidasa es más 
sensible a l a presencia de glucosa en e l medio 
cuando l a enzima está inmovilizada que cuando 
actúa en forma soluble. De .todas formas, las 
constantes de inhibición obtenidas para e l 
sustrato natural naringina, son tan elevadas 
que se puede decir que para que l a glucosa 
disminuya ostensiblemente l a actividad enzimática 
debe encontrarse en e l medio de reacción a 
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concentraciones muy elevadas, mayores, en todo 
caso, de las normales en zumos cítricos. 

El estudio de l a inhibición 
por l a glucosa de l a actividad enzimática global 
de l a naringinasa, se ha realizado en muy pocos 
casos, y las d i s t i n t a s c i t a s bibliográficas 
aportan resultados también d i s t i n t o s dependiendo 
de l a procedencia de l a preparación enzimática 
u t i l i z a d a y del método seguido en l a medida 
de l a actividad. Los experimentos realizados 
con Pectinol 100-D (19) dan como resultado 
que concentraciones elevadas de glucosa inhiben 
ligeramente l a actividad de esta enzima, u t i l i z a n ­
do para e l l o e l método de Davis. También con 
este método de medida, pero con otra preparación 
enzimática (20), se admite que e l método de 
medida no es válido para c u a n t i f i c a r l a primera 
actividad enzimática de l a naringinasa; s in 
embargo se analiza e l efecto de l a concentración 
de glucosa sobre l a velocidad de reacción, 
afirmándose que este azúcar únicamente afecta 
a l a segunda etapa de l a reacción, o sea, que 
es l a actividad j3-glucosidasa l a que es inhibida 
por l a adición de glucosa, s i n intervenir para 
nada en l a primera etapa de l a reacción. 

Con l a preparación enzimática 
de Coniothyrium d i p l o d i e l l a ( 2 5 ) , se ha observado 
que l a actividad naringinasa se inhibía considera­
blemente a concentraciones de glucosa elevadas 
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( 0 , 2 M). Este mismo resultado, fué e l obtenido 
con la actividad O!-ramnosidasa procedente de 
Aspergillus niger, a concentraciones de glucosa 
0,15 M, utilizando, de la misma manera que 
en e l caso anterior, e l método de Davis para 
cua n t i f i c a r la actividad naringinasa. 

En una referencia bibliográ­
f i c a en l a que se analiza e l efecto de l a concen­
tración de glucosa sobre dos preparaciones 
comerciales de naringinasa, denominadas NIB 
y N2B ( 3 6 ) , los resultados experimentales no 
están de acuerdo con lo que se discute en e l 
texto. Los autores siguieron e l progreso de 
la reacción enzimática por fluorodensitometría, 
método de medida que permite conocer en cada 
momento los porcentajes de naringina, prunina 
y naringenina, por lo que se puede apreciar 
cuando están inhibidas las actividades Q;-ramnosi­
dasa y j3-glucosidasa. Analizando las gráficas 
referenciadas, cuando se utilizó una concentración 
alta de glucosa (100 mg/ml), l a segunda actividad 
enzimática se inhibió apreciablemente, acumulán­
dose la prunina; sin embargo, cuando se utilizó 
una mezcla de azúcares con una baja concentración 
de glucosa (20 mg/ml) l a actividad |g-glucosidasa 
no se inhibió tanto, y s i n embargo también 
se acumuló prunina en porcentaje aún mayor; 
los autores de este trabajo afirman que la 
prunina inhibe l a primera actividad, pero realmen­
te, en este segundo caso de mayor acumulación 
de prunina, l a desaparición de naringina es 
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l a misma que cuando e l ensayo enzimático se 
hizo en ausencia de azúcares, con lo cual la 
primera actividad O;-ramnosidasa no se inhibe 
por prunina y, por lo tanto, l a l i g e r a inhibición 
de esta primera actividad, en e l primer caso, 
es debida a l a mayor concentración de glucosa 
en e l medio. 

El único trabajo en e l 
que se r e f i e r e una constante de inhibición 
para la glucosa, se ha publicado recientemente 
( 3 5 ) ; en él se ha realizado un estudio del 
efecto inhibidor de l a glucosa sobre l a 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 reacción y sin 
tener en cuenta que este azúcar se encuentra 
en los zumos cítricos a concentraciones del 
orden de molaridad, y que es a estas concentra­
ciones a las que es interesante r e a l i z a r los 
estudios de inhibición para una posible aplicación 
a n i v e l práctico. Se referencia además una 
constante de inhibición reversible no competitiva, 
resultados que d i f i e r e n bastante de lo encontrado 
en e l presente trabajo, y que puede ser asignado 
a l a diversidad de comportamiento que exhiben 
las naringinasas dependiendo de l a fuente y 
del grado de purificación. 
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4 . 5 . 4 . - Inhibición por prunina y naringenina 

Para analizar e l efecto 
de l a concentración de prunina sobre l a actividad 
o; -ramnosidasa de la naringinasa soluble e 
inmovilizada en aminoaril-CPG-460, actuando 
tanto sobre e l sustrato natural como sobre 
e l sustrato sintético p-nitrofenil--L-ramnósido, 
se llevaron a cabo una serie de experimentos 
variando las concentraciones de sustrato sintético 
entre 0 , 35 y 1 » 7 5 mM, las de naringina entre 
1 y 3 mM y las de prunina entre O y 4 mM. 

Los resultados obtenidos 
tanto para l a enzima soluble como para e l derivado 
inmovilizado, indican que la prunina, e l 
jS -glucósido de naringenina, no inhibe l a a c t i v i ­
dad Qí-ramnosidasa de l a naringinasa procedente 
de Penicillium sp. u t i l i z a d a en e l presente 
trabajo, n i actuando frente a l sustrato p-nitro-
f e n i l - a -L-ramnósido ni frente a l a naringina. 

El único trabajo que hace 
referencia a l a posible inhibición del intermedio 
prunina sobre l a naringinasa, es un estudio 
en e l que se indica que l a prunina, en concentra­
ciones similares a las producidas en l a reacción, 
sólo inhibe ligeramente a la actividad Oí-ramnosi­
dasa ( 3 6 ) , resultado bastante d i s c u t i b l e por 
las razones ya expuestas anteriormente. 
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La naringenina es una flavano-
na virtualmente insoluble en disoluciones acuosas. 
A f i n de estudiar su efecto sobre l a actividad 
(X -ramnosidasa, es preciso disolver e l aglicón 
en un disolvente menos polar y miscible con 
e l agua, y añadirla de esa forma a la disolución 
en l a que se ensaya l a actividad enzimática. 
En l a única referencia bibliográfica en la 
que se r e a l i z a t a l tipo de estudio ( 1 9 ) , l a 
naringenina fué disuelta en una mezcla isopropa-
nol:agua ( 3 0 : 7 0 V/V), adicionándose después 
los volúmenes adecuados de esta disolución 
(3>5 mM) a l medio de reacción para conseguir 
las concentraciones deseadas de naringenina. 

En e l presente trabajo 
se r e p i t i e r o n las condiciones experimentales 
expresadas por los mencionados autores para 
estudiar e l efecto de l a naringenina sobre 
l a actividad Oí-ramnosidasa de l a naringinasa 
soluble e inmovilizada, actuando tanto sobre 
e l sustrato sintético p-nitrofenil-O;-L-ramnósido, 
como sobre su sustrato natural naringina, no 
siendo posible obtener resultados de ningún 
tipo, debido a dos razones: en primer lugar, 
l a naringinasa empleada en e l presente estudio 
(tanto soluble como inmovilizada) no mostró 
actividad Oí-ramnosidasa n i siquiera para las 
menores concentraciones de naringenina empleadas 
( 0 , 0 5 mM), y no a causa del efecto inhibidor 
del aglicón, sino porque l a presencia del isopropa 
nol en e l medio de reacción condujo a l a desnatu-
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ralización de l a enzima. De hecho, l a realización 
de ensayos de actividad sin naringenina, pero 
en presencia del isopropanol que se añadiría 
para lograr l a mencionada concentración del 
aglicón, d i o resultados negativos en cuanto 
a l a actividad enzimática. Por otro lado, la 
naringenina presentó en medio básico (el medio 
de medida es NaOH 0 , 5 M) una elevada absorción 
a la longitud de onda de absorción del p-nitro­
fenol (400 nm), dificultando en gran manera 
las medidas de velocidad. 

Sin embargo, y a pesar 
de estas d i f i c u l t a d e s , no parece que la concentra­
ción de naringenina en los zumos donde sea 
necesaria l a actuación de l a naringinasa para 
e l desamargado, sea muy notable, siendo por 
lo tanto de importancia secundaria l a determina­
ción del efecto del aglicón sobre l a actividad 
o: -ramnosidasa de l a naringinasa soluble e 
inmovilizada. 

A modo de resumen, en l a 
Tabla 5, se encuentran recogidos los valores 
de l a s constantes de inhibición, así como los 
de l a constante de Michaelis intrínseca obtenidos 
con l a naringinasa soluble e inmovilizada en 
aminoaril-CPG-460, actuando sobre e l sustrato 
sintético p - n i t r o f e n i l - O! -L- ramnósido y sobre 
naringina, respectivamente. 
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4 . 6 . - DETERMINACIÓN DE LA CONVERSIÓN DE E Q U I L I ­

BRIO 

T e n i e n d o en c u e n t a l o s 

r e s u l t a d o s o b t e n i d o s en l a e x p e r i m e n t a c i ó n 

o r i e n t a d a a l a o b t e n c i ó n de l a c o n s t a n t e de 

i n h i b i c i ó n d e l p - n i t r o f e n o l , ya comentados 

a n t e r i o r m e n t e en e l a p a r t a d o 4 . 5 . 1 , se p r o c e d i ó 

a r e a l i z a r una s e r i e de ensayos t e n d e n t e s a 

o b t e n e r e l v a l o r de l a c o n v e r s i ó n de e q u i l i b r i o , 

con l a c u a l poder c a l c u l a r l a c o n s t a n t e de 

e q u i l i b r i o d e l s i s t e m a . 

P a r a e l l o , se p r e p a r a r o n 

d i s t i n t a s m e z c l a s de r e a c c i ó n , con c o n c e n t r a c i o n e s 

de s u s t r a t o c o m p r e n d i d a s e n t r e 0 ,5 y 3 ,44 niM, 

y a ñ a d i e n d o c a n t i d a d e s v a r i a b l e s de n a r i n g i n a s a 

s o l u b l e (de 3 a 6 jUg/ml) y de d e r i v a d o i n m o v i l i z a ­

do (de 3 a 6 mg de g e l / m l ) , m a n t e n i e n d o , en 

t o d o s l o s c a s o s , e l pH y l a t e m p e r a t u r a en 

sus v a l o r e s ó p t i m o s . Las m e z c l a s se d e j a r o n 

r e a c c i o n a r d u r a n t e un l a r g o p e r í o d o de t i e m p o 

(aproximadamente 48 h o r a s ) y a l cabo d e l mismo 

se a n a l i z ó e l c o n t e n i d o en p - n i t r o f e n o l , p u d i é n ­

dose o b t e n e r de e s t a manera l o s v a l o r e s de 

l a c o n v e r s i ó n de e q u i l i b r i o . Se tomó como v a l o r 

d e f i n i t i v o l a media a r i t m é t i c a de d i c h a s c o n v e r ­

s i o n e s , o b t e n i é n d o s e a s í un v a l o r p a r a l a c o n v e r ­

s i ó n de e q u i l i b r i o de 0 , 5 5 « 
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Asimismo, se observó que 
las conversiones obtenidas eran todas iguales 
e independientes de l a concentración de sustrato 
i n i c i a l , con lo cual puede decirse que l a hidró­
l i s i s enzimática del p - n i t r o f e n i l - Cí -L-ramnósido, 
es una reacción reversible de primer orden. 
Con e l valor de l a conversión de e q u i l i b r i o 
se calculó l a constante de e q u i l i b r i o del sistema, 
definida como: 

K 
eq 

obteniéndose para dicha constante un valor 
de 1,22. 

Este efecto de r e v e r s i b i l i d a d 
de l a reacción no se observó cuando l a enzima, 
en forma soluble o inmovilizada, se hizo actuar 
sobre e l sustrato natural naringina, puesto 
que se pudo ll e g a r con r e l a t i v a f a c i l i d a d a 
alcanzar l a conversión unidad. 
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4 . 7 . - RESULTADOS DEL REACTOR DE LECHO FIJO CON 
NARINGINASA INMOVILIZADA 

A f i n de comprobar l a validez 
de las hipótesis propuestas en e l presente 
trabajo para desarrollar l a ecuación cinética 
que define e l comportamiento del sistema enzimá­
t i c o y e l modelo de reactor tubular de lecho 
f i j o conteniendo partículas esféricas de naringi­
nasa inmovilizada que se desarrolló posteriormen­
te, se procedió a obtener las conversiones 
de s a l i d a de un reactor tubular, usando como 
sustrato disoluciones de p - n i t r o f e n i l - 0¿ -L-
-ramnósido y de naringina, t a l y como se describió 
en e l apartado correspondiente. 

4 . 7 . 1 . - Sustrato sintético p-nitrofenil-O; -L-
-ramnósido 

Para conseguir e l f i n propues­
to, se montó un reactor tubular de lecho f i j o 
donde se empaquetaron 100 mg de derivado inmovili­
zado CPG-460-AA-naringinasa. Las dimensiones 
del reactor fueron de 1 cm de diámetro interno 
y 0 .35 cm de al t u r a , y se mantuvo durante toda 
l a experimentación termostatado a 57 -C. 
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Se procedió a alimentar 
e l reactor descrito con disoluciones del sustrato 
sintético p - n i t r o f e n i l - (X -L-ramnósido en tampón 
ft a l a t o ácido 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 d i s t i n t o s : 5 , 10,17 y 15,0 

ml/min. 

Se midieron las concentra­
ciones de producto en e l efluente del reactor 
en cada caso, usando el procedimiento descrito 
en e l apartado correspondiente de métodos, 
obteniéndose así una serie de valores de l a 
conversión para d i s t i n t a s condiciones de alimenta­
ción a l reactor (concentración y caudal de 
sustrato). Estos resultados experimentales 
se encuentran resumidos en l a Tabla 6 , y serán 
los que previa comparación con los valores 
obtenidos con e l modelo prupuesto, verificarán 
l a validez del mismo. 

4 . 7 . 2 . - Sustrato natural naringina 

De forma análoga a lo descrito 
en el apartado anterior, se procedió a alimentar 
e l reactor de lecho f i j o con d i s t i n t a s d i s o l u ­
ciones de naringina en tampón f t a l a t o ácido 
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Tabla 6 . - Conversiones de sal i d a del reactor tubular 
de lecho f i j o de CPG-460-AA-naringinasa, 
usando como sustrato p - n i t r o f e n i l - Oi -L-
-ramnósido. 

^SRO ('"̂^ F (ml/min) X 
exp. 

0,437 5 ,0 0 ,52 

0 ,437 10,2 0,51 

0 ,437 15,0 0 , 4 4 

0 ,875 5 ,0 0,51 

0 ,875 10,2 0 , 4 5 

0 ,875 15,0 0 , 3 9 

1 ,750 5 ,0 0 , 4 9 

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/ClII 0,1 M de pll 3 ,5 de concentraciones 
comprendidas entre 0,1 y 5 mM. Cada una de 
las disoluciones se alimentó a seis caudales 
d i s t i n t o s : 2 , 5 , 3 , 2 , 3 , 6 , 4 » 0 , 4,8 y 6 , 0 ml/min. 
Asimismo, e l reactor se mantuvo en todo momento 
termostatado a 57^0. 

Una vez alcanzado e l régimen 
estacionario, se recogieron alícuotas del efluente 
de salida del reactor, y se analizaron siguiendo 
e l método descrito en e l apartado 3 . 2 . 6 . 2 . 

Se obtuvieron a s i valores de l a conversión 
para d i s t i n t a s condiciones de alimentación 
a l reactor, t a l y como puede verse en l a Tabla 
7. Estos valores de conversión son los que 
posteriormente se compararon con los obtenidos 
por e l modelo de diseño del reactor de lecho 
f i j o , pudiendo así comprobarse la validez del 
modelo propuesto para dos sistemas enzimáticos 
que obedezcan a cinéticas d i s t i n t a s de las 
que forman parte de l a generalización para 
l a cual está desarrollado e l diseño de reactores. 
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Tabla 7 . - Conversiones de salida del reactor tubular 
de lecho f i j o de CPG-460-AA-naringinasa, 
usando naringina como sustrato. 

SRO "̂̂> F (ml/min) X 
exp. 

0 , 5 3 ,2 0 ,67 
0 , 5 3 ,6 0 , 6 5 
0 , 5 4 , 0 0 ,62 

0 ,5 4 , 8 0 ,55 
0 ,5 6 , 0 0 ,42 
1,0 3 ,2 0 , 6 4 
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 , 6 o 
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 , 5 0 
3 , 0 4 , 8 0,41 
4 , 0 2 ,5 0 , 6 o 
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 TEÓRICO 

5.1.- DIFUSIÓN Y REACCIÓN EN PARTÍCULAS ESFÉRICAS 
POROSAS 

La complejidad del fenómeno de 
difusión acoplado a l de reacción en e l i n t e r i o r 
de catalizadores porosos determina que, a l a 
hora de formular cualquier modelo matemático, 
haya que introducir una serie de hipótesis que 
tiendan a s i m p l i f i c a r l o , s in que esto vaya en 
detrimento de su a p l i c a b i l i d a d . De esta manera, 
se han asumido, como base del modelo que aquí 
se presenta, las siguientes: 

a) La enzima se encuentra uniformemente 
d i s t r i b u i d a en toda l a partícula catalítica. 

b) E l proceso evoluciona en estado estacio­
nario y en régimen isotérmico. 

c) La re s i s t e n c i a a l a transferencia 
de materia entre l a disolución y la superficie 
exterior de l a partícula es despreciable. 

- 167 -



d) Las partículas de catalizador son esferas 
de igual tamaño. 

e) La difusión del sustrato y de los produc­
tos dentro de l a partícula de catalizador se rige 
por l a primera ley de Fick, y las difusividades no 
varían de un punto a otro de l a partícula. 

f) La reacción enzimática implica un sólo su£ 
trato. 

5. 1 . 1 . - Ecuaciones diferencíales del proceso 

En l a Figura 27 está representado 
e l esquema de una partícula esférica de c a t a l i z a ­
dor, en e l que se exponen las cotas radiales, las 
concentraciones de sustrato y producto en un pun­
to de l a partícula y en l a sup e r f i c i e de l a misma, 
s i e n d o e s t a s u l t i m a s i g u a l e s a las q u e e x i s t e n e n 

e l s e n o d e l a disolución. 

Bajo los supuestos anteriormente 
citados, las ecuaciones d i f e r e n c i a l e s que rigen 
e l proceso global de difusión y reacción química 
para e l sustrato y e l producto en coordenadas eŝ  
féricas son, respectivamente : 
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FIGURA 27.- Esquema de una partícula esférica de 
catalizador, en e l que se exponen las 
cotas ra d i a l e s , l a s concentraciones 
de sustrato y producto en un punto 
de l a partícula y en l a sup e r f i c i e de 
l a misma. 



donde Vg es l a velocidad l o c a l de desaparición 
del sustrato debido a l a reacción enzimática por 
unidad de volumen de partícula catalítica, D y 
Dp las difusividades del sustrato y producto, res^ 
pectivamentej y jp e l coeficiente estequiométrico 
del producto. 

Las condiciones de contorno asocia 
das a las ecuaciones 1 y 2 son : 

r . O ; Cg = ; Cp = C^^ 

dC dC 
r = O ; 2_ = o ; ^ = O 

dr dr 
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Al objeto de generalizar e l t r a t a ­
miento, haciéndolo ijídependiente de las caracteris 
t i c a s particulares de cada proceso, se definen las 
siguientes variables adimensionales: 

entonces en : 

R 

SR 
P = — Í L _ (4) 

ŜR 
V = 

V' 

Las ecuaciones 1 y 2 se convierten 

dp \ d P 

^ í -1^1 _ 0 V (6) 
d p \ d P P 

donde 0g y 0p son módulos adimensionales de difu­
sión definidos por las ecuaciones : 
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0c (7) 

0, 
SR °P 

(8) 

Puesto que estos módulos no obedecen 
a ninguna forma par t i c u l a r de l a ley de velocidad 
de l a reacción enzimática, a diferencia de otros u-
t i l i z a d o s en tratamientos semejantes (77 , 8 6 , 101, 

111), nos l l e v a a l a consideración de que t a l e s módu 
los han de ser tenidos en cuenta como naturales y ab 
solutamente generales. Por l a misma razón, l as ecua­
ciones 5 y 6 , son de t o t a l a p l i c a b i l i d a d a procesos 
como e l que aquí se describe, con independencia de 
cual sea su ley de velocidad química. 

Las condiciones de contorno del sis­
tema aplicables a las ecuaciones 5 y 6 son : 

P = O ; S = ; P = P^ 

p = 1 ; S = 1 ; P = (9) 

P = O ; . o ; = O 
dp dp 
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donde s e ha d e s i g n a d o p o r Cj^ a l a r e l a c i ó n : 

^ R = — ^ ' ' ^ 
^ S R 

A p a r t i r de l a s e c u a c i o n e s 5 

y 6, t e n i e n d o e n c u e n t a l a s d e f i n i c i o n e s de 

0 y 0p y l a s c o n d i c i o n e s de c o n t o r n o a n t e r i o r e s , 
O ir 

s e l l e g a a l a r e l a c i ó n s i g u i e n t e e n t r e l a s 

m a g n i t u d e s P y ST 

P = Cj^ + 3p D i f ( 1 - S ) (11) 

d o n d e : 

D i f 
D, 

(12) 

De l a m i s m a m a n e r a que l a s e c u a c i o ­

n e s 5 y 6, l a r e l a c i ó n 11 no d e p e n d e de l a e c u a ­

c i ó n de v e l o c i d a d de l a r e a c c i ó n e n z i m á t i c a , V . 
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5 . I . 2 . - F a c t o r de e f i c a c i a 

P a r a r e a c c i o n e s e n e l i n t e r i o r de 

p a r t í c u l a s c a t a l í t i c a s , s e d e f i n e e l f a c t o r de e f i ^ 

c a c i a como l a r e l a c i ó n e n t r e l a v e l o c i d a d m e d i a 

e f e c t i v a de r e a c c i ó n e n t o d a l a p a r t í c u l a y l a v e l £ 

c i d a d que t e n d r í a l u g a r e n l a m isma e n a u s e n c i a de 

l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s , e s d e c i r , b a j o u n a s c o n ­

c e n t r a c i o n e s de r e a c t a n t e s y p r o d u c t o s u n i f o r m e s e 

i g u a l e s a l a s d e l l í q u i d o e n c o n t a c t o c o n l a s u p e r ­

f i c i e e x t e r n a de l a p a r t í c u l a . S u e x p r e s i ó n m a t e m á ­

t i c a e s : 

^ ^ S ^ p a r t í c u l a p a r t í c u l a 
^ ^ (13) 

V V S s u p e r f i c i e s u p e r f i c i e 

P a r a p a r t í c u l a s e s f é r i c a s , s e v e r i f i c a que : 

\ V c > 4./ 1 = / 4 TT r^ d r ( U ) 
> S / p a r t í c u l a _ _/ S \ ^ 

4 7rR^ ° 

o b i e n , r e c o r d a n d o l a s d e f i n i c i o n e s de p y v rea^ 

l i z a d a s e n e l a p a r t a d o 5 . 1 • ! • : 

1 

< - > p a r t í c u l a = ^ j - <ÍP (15) 
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c o n l o que l a e x p r e s i ó n d e l f a c t o r de e f i c a c i a e s : 

Tj = I V dp (16) 
V ° s u p e r f i c i e 

L a e v a l u a c i ó n de e s t e f a c t o r de e f i ­

c a c i a e x i g e e l c o n o c i m i e n t o p r e v i o d e l p e r f i l r a d i a l 

de v e l o c i d a d de r e a c c i ó n ó , e n s u d e f e c t o , e l p e r f i l 

de c o n c e n t r a c i o n e s y además l a l e y de v e l o c i d a d de l a 

r e a c c i ó n e n z i m á t i c a . 

5 . 1 . 3 ' - A p l i c a c i ó n d e l m o d e l o a p r o c e s o s e n z i m á t i ­

c o s r e v e r s i b l e s , t i p o M i c h a e l i s - M e n t e n y 

c o n i n h i b i c i ó n c o m p e t i t i v a p o r p r o d u c t o 

S u p o n g a m o s u n a r e a c c i ó n e n z i m á t i c a 

c u y o m e c a n i s m o s e p u e d a e s q u e m a t i z a r de l a f o r m a s i ^ 

g u í e n t e : 

a ) E t a p a s de r e a c c i ó n : 

E + S E S 

-̂1 
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b ) E t a p a s de i n h i b i c i ó n : 

K [E] [Q] 
E Q > E + Q ; = 

[E Q ] 

\ [E] [P] 
E Q ' E + P ; 

[E P] 

c ) E t a p a de e q u i l i b r i o e n t r e l o s d o s c o m p l e j o s 

^5 [E P] [Q] 
E Q + P ' E P + Q ; = 

[E Q] [P] 

P a r a e l m e c a n i s m o a n t e r i o r j l a e c u a 

c i ó n a d i m e n s i o n a l de v e l o c i d a d , s e e x p r e s a de l a -

f o r m a : 

C, 
K 

V = ^ ( 17) 

Si 

- S ^ — S ^ — S 
Kp 
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E s t a e c u a c i ó n de v e l o c i d a d e n g l o b a ^ 

r e s p e c t i v a m e n t e , a t o d o s l o s p r o c e s o s e n z i m á t i c o s 

que t r a n s c u r r e n c o n c i n é t i c a s de t i p o M i c h a e l i s - M e n ­

t e n r e v e r s i b l e , c o n i n h i b i c i ó n c o m p e t i t i v a p o r e l 

p r o d u c t o y M i c h a e l i s M e n t e n s i m p l e . En p a r t i c u l a r , 

c u a n d o K t i e n e u n v a l o r muy e l e v a d o , e s d e c i r t i e n 
e q , 

de a i n f i n i t o , e l p r o c e s o e s t í p i c a m e n t e i r r e v e r s i - i 
b l e ; y s i e s t o o c u r r e p a r a Kp y , l o s e f e c t o s 

i n h i b i d o r e s d e b i d o s a u n o , o a a m b o s , p r o d u c t o s no 

s o n s i g n i f i c a t i v o s . En e l c a s o de r e a c c i o n e s de h i - -

d r ó l i s i s , e n l a s que l a s c o n c e n t r a c i o n e s de ambos 

p r o d u c t o s P y Q s o n i g u a l e s , l a e c u a c i ó n de v e l o c i d a d 

e n f o r m a a d i m e n s i o n a l q u e d a s i m p l i f i c a d a de l a s i ­

g u i e n t e m a n e r a : 

K 
e q 

V = 
(18) 

- — 1 S 

I n t r o d u c i e n d o l a s v a r i a b l e s S y P , 

d e f i n i d a s a n t e r i o r m e n t e , l a e c u a c i ó n 18 s e t r a n s f o r 

ma e n : 

V = 

S -
K 

e q 

^M / ' ' 
~ ^ " ' «^¿M — - — 
^ S R \ S \ 

(19) 
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E l i m i n a n d o l a v a r i a b l e P , m e d i a n t e 

l a e c u a c i ó n 11, y t e n i e n d o e n c u e n t a que p a r a l o s 

c a s o s c i t a d o s a n t e r i o r m e n t e j p = 1, q u e d a : 

1 . 
^ e q S - 7 

V = 

1 - D i f 

/3 + 
(20) 

donde j8 y T son módulos a d i m e n s i o n a l e s d e f i n i ­

dos por : 

K ' 
^ + KA ( C „ + D i f ) ( - ^ + C__ " ^^M ' " R ' ' l K-

¡S = SR W (21) 

1 - K¿ D i f ( + ^ 
Kp 

'R 
+ D i f 

7 = 
K 

(22) 

e q 
D i f 

S u s t i t u y e n d o e l v a l o r de v , d a d o 

p o r l a e c u a c i ó n 2 0 , e n l a e c u a c i ó n 5 , s e o b t i e n e 

f i n a l m e n t e : 
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dS 

dP dP 

s - 7 

(3 + s 
(23) 

d o n d e , a s u v e z : 

1 -

D i f 
K 

e q 

1 1 
+ — r -

(24) 

K. K 
Q 

L a e c u a c i ó n 23 c o n t i e n e , como 

ú n i c a v a r i a b l e f u n c i ó n de P , a l a c o n c e n t r a c i ó n 

a d i m e n s i o n a l de s u s t r a t o , S , y d e s c r i b e , p o r 

s i s o l a , e l p r o c e s o g l o b a l de d i f u s i ó n - r e a c c i ó n 

en l a p a r t í c u l a e s f é r i c a de c a t a l i z a d o r . E n 

e l l a , e l p a r á m e t r o T m i d e e l g r a d o de a p r o x i m a ­

c i ó n de l a r e a c c i ó n q u í m i c a a l a s i t u a c i ó n 

de e q u i l i b r i o de f o r m a q u e , c u a n d o 7 = 1 ( l o 

que c o r r e s p o n d e a u n v a l o r de C „ = K ) s e 
K e q 

h a b r á a l c a n z a d o é s t e . P a r a v a l o r e s de y i n f e r i o ­

r e s a l a u n i d a d , e l p r o c e s o e v o l u c i o n a e n 

s e n t i d o d i r e c t o , f o r m á n d o s e p r o d u c t o a p a r t i r 

d e l s u s t r a t o , y p a r a v a l o r e s de 7 s u p e r i o r e s 

a l a u n i d a d e l p r o c e s o q u í m i c o t r a n s c u r r e 

en s e n t i d o c o n t r a r i o . E n l a T a b l a 8 s e i n d i c a , 

de modo e s q u e m á t i c o , l a e v o l u c i ó n de v , S 

y P e n e l i n t e r i o r de l a p a r t í c u l a e s f é r i c a . 
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en f u n c i ó n de l o s v a l o r e s de 7 • p a r t i c u l a r , 

p a r a l a s r e a c c i o n e s i r r e v e r s i b l e s (k — • Oo ) , 
e q 

y = O ^ c u a l q u i e r a que s e a e l v a l o r de Cj^ , 

e x c e p t o c u a n d o C j ^ — • 00 i e n d o n d e t o d o e l s u s t r a t o 

s e h a b r á c o n v e r t i d o e n p r o d u c t o y no hab rá^ 

p o r l o t a n t o , r e a c c i ó n . 

R e s p e c t o a l o s m ó d u l o s j(3 y 0g 
c a b e r e s e ñ a r q u e , e n e l c a s o de c i n é t i c a s i r r e v e £ 

s i b l e s c o n i n h i b i c i ó n c o m p e t i t i v a p o r e l p r o d u c t o , 

o M i c h a e l i s - M e n t e n s i m p l e , a d o p t a n f o r m a s más s e n ­

c i l l a s . L a T a b l a 9 m u e s t r a , g l o b a l m e n t e , l a s expre^ 

s i e n e s de 0¿ , j8 Y 7 ei"- f u n c i ó n d e l t i p o 

de c i n é t i c a q u e s e c o n s i d e r e . 

5 . 1 . 4 . - R e s o l u c i ó n de l a e c u a c i ó n d i f e r e n c i a l 

L a e c u a c i ó n 23 s e p u e d e d e s d o b l a r 

e n u n s i s t e m a e q u i v a l e n t e de d o s e c u a c i o n e s d i f e ­

r e n c i a l e s de p r i m e r o r d e n , a t r a v é s de l a d e f i n i ­

c i ó n de u n a v a r i a b l e a u x i l i a r : 

„ d S 
Y = (25) 

dP 

c o n l o c u a l s e l l e g a a : 
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dS ^ Y (26) 

dP P^ 

d ] L - S - 7 o 2 (27) 
dP /3 + s 

L a s c o n d i c i o n e s de c o n t o r n o a s o c i a ­

d a s a e s t e s i s t e m a s o n : 

P a r a S y s u d e r i v a d a : 

P = O ; S = ( d e s c o n o c i d o ) 

p = 1 j S = 1 (28) 

p = O ; -dS_ ^ o 
dP 

P a r a Y y s u d e r i v a d a : 

p = O ; Y = O 
(29) 

P= O ; = O 
dP 

P u e s t o que l a s c o n d i c i o n e s i n i c i a ­

l e s de Y , S y s u s d e r i v a d a s s o n t o d a s c o n o c i d a s , me 

n o s u n a , s e h a o p t a d o p o r r e s o l v e r e l s i s t e m a m e ­

d i a n t e u n p r o c e d i m i e n t o c l á s i c o de v a l o r e s i n i c i a ­

l e s , como e s e l m é t o d o de R u n g e - K u t t a ( v e á s e A p e n d i ^ 
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c e I ) . C o m p l e m e n t a r i a m e n t e se h a i n t r o d u c i d o u n p r o ­

c e d i m i e n t o de c á l c u l o de S ^ , m e d i a n t e i t e r a c i o n e s s u 

c e s i v a s y r á p i d a m e n t e c o n v e r g e n t e s , b a s a d o e n l a c o n 

d i c i ó n de c o n t o r n o a r r i b a e x p r e s a d a de que S = l p a r a 

P = 1. En s í n t e s i s , e l p r o c e d i m i e n t o c o n s i s t e e n t o ­

m a r , a r b i t r a r i a m e n t e , u n v a l o r de e n c a d a uno de 

l o s i n t e r v a l o s : 

Y < SQ < 1 c u a n d o 7 < 1 (30) 

1 < SQ < 7 c u a n d o 7 > 1 (31) 

y , m e d i a n t e e l p r o c e d i m i e n t o de R u n g e - K u t t a , o b t e n e r 

e l p e r f i l r a d i a l de S d e s d e p = O h a s t a p = 1 

S i , c o n e l v a l o r s u p u e s t o de S ^ ^ s e l l e g a a u n v a l o r 

de S e n p = 1 de modo que : 

(32) 

e l v a l o r s u p u e s t o p a r a S ^ s e r á e l c o r r e c t o . E n c a s o 

c o n t r a r i o , s e r e p i t e e l c á l c u l o d e l p e r f i l c o n u n n u e 

vo v a l o r de S ^ que s e d e t e r m i n a s e g ú n u n o s c r i t e r i o s 

de c o n v e r g e n c i a a d e c u a d o s . Se d e f i n e E como l a t o l e ­

r a n c i a p e r m i t i d a p a r a e l p e r f i l . 

E l p r o c e d i m i e n t o d e s c r i t o s e h a c o n ­

v e r t i d o e n e l c o r r e s p o n d i e n t e p r o g r a m a de o r d e n a d o r , 

en l e n g u a j e F o r t r a n V , y p r o c e s a d o e n u n o r d e n a d o r 

C i i H o n e y w e l l - B u l l , d e l C e n t r o de P r o c e s o de D a t o s 
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de l a U n i v e r s i d a d de M u r c i a , E n e l A p é n d i c e I I s e 

e x p o n e e l d i a g r a m a de f l u j o de d i c h o p r o g r a m a . E s t e 

a j u s t a a u t o m á t i c a m e n t e e l v a l o r d e l i n c r e m e n t o d e l 

r a d i o a d i m e n s i o n a l que d e b e u t i l i z a r s e e n e l a l g o - -

r i t m o de R u n g e - K u t t a , e n f u n c i ó n de l a p r e c i s i ó n 

e x i g i d a p o r l o s r e s u l t a d o s . A s u v e z , é s t a p u e d e 

s e r e l e g i d a a r b i t r a r i a m e n t e p o r e l o p e r a d o r . P o r 

o t r a p a r t e , a l no h a b e r s e s e g u i d o n i n g u n o de l o s mé 

t o d o s que p r e c i s a n de l a u t i l i z a c i ó n de m a t r i c e s , 

e l p r o g r a m a e s b r e v e y s e n c i l l o y no n e c e s i t a p a r a 

s u p r o c e s a d o e q u i p o s c o n e l e v a d a m e m o r i a . Además , 

l o s t i e m p o s de C . P . U . e x i g i d o s p a r a u n a p r e c i s i ó n -

de - 0,5% ( q u e e s l a u t i l i z a d a e n e l p r e s e n t e t r a 

b a j o ) , s o n muy p e q u e ñ o s , en t o d o s l o s c a s o s d e l o r ­

den de 30 m i l i m i n u t o s p a r a e l e q u i p o i n d i c a d o , p u ­

d i e n d o s e r m e n o r e s e a q u e l l o s que d i s p o n g a n de c o -

p r o c e s a d o r e s - a c e l e r a d o r e s de l a v e l o c i d a d de c á l ­

c u l o . F i n a l m e n t e , e l p r o g r a m a se h a m o s t r a d o o p e r a ­

t i v o e n l a r e g i ó n de l e v a d o s v a l o r e s de 0g , c o n d i ­

c i o n e s que p a r a o t r o s a u t o r e s ( l 6 l ) h a n r e s u l t a d o 

un o b s t á c u l o i n s a l v a b l e . 

Una v e z o b t e n i d o e l p e r f i l a d i m e n -

s i o n a l de c o n c e n t r a c i o n e s e n e l i n t e r i o r de l a p a r ­

t í c u l a c a t a l í t i c a , s e p u e d e i n t e g r a r l a e c u a c i ó n l 6 

p o r e l m é t o d o de N e w t o n , r e g l a d e l t r a p e c i o , o c u a l 

q u i e r o t r o , e c u a c i ó n q u e p a r a e l c a s o s e c i n é t i c a s 

r e v e r s i b l e , c o n i n h i b i c i ó n c o m p e t i t i v a p o r p r o d u c t o 

o M i c h a e l i s - M e n t e n s i m p l e , a d o p t a l a f o r m a : 

3 ( ^ + 1 ) 

1 - 7 

1 

/ ^ " ^ d p (33) 

|(3 + S 
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En e l p r e s e n t e t r a b a j o s e h a u t i l i z a d o l a r e g l a d e l 

t r a p e c i o , e i m p l e m e n t a d o e n e l p r o g r a m a de o r d e n a d o r 

a n t e r i o r de modo q u e , s i m u l t á n e a m e n t e a l a o b t e n c i ó n 

d e l p e r f i l de c o n c e n t r a c i o n e s a d i m e n s i o n a l e s , s e o b ­

t i e n e e l c o r r e s p o n d i e n t e v a l o r d e l f a c t o r de e f i c a ­

c i a , 17 . 

5 . 1 . 5 . - R e s u l t a d o s p r o d u c i d o s p o r e l m o d e l o y d i s ­

c u s i ó n de l o s m i s m o s 

S i g u i e n d o l a m e t o d o l o g í a a n t e r i o r ­

m e n t e e x p u e s t a , s e h a n o b t e n i d o l o s p e i ' f i l e s r a d i a 

l e s de c o n c e n t r a c i ó n a d i m e n s i o n a l d e s u s t r a t o p a r a 

d i s t i n t o s v a l o r e s de l o s m ó d u l o s 0 g , j8 y T • 
L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s h a n s i d o a g r u p a d o s e n f a ­

m i l i a s de c u r v a s que v i e n e n c a r a c t e r i z a d a s p o r v a ­

l o r e s f i j o s de j8 y T • P a r a c a d a f a m i l i a s e h a 

r e a l i z a d o u n b a r r i d o d e l m ó d u l o 0^ de f o r m a que s u 

v a r i a c i ó n c u b r i e r a t o d o e l r a n g o de v a l o r e s p r e v i ­

s i b l e . 

E n l a s F i g u r a s 28 y 29 s e r e p r e s e n ­

t a n d o s de e s t a s f a m i l i a s , que c o r r e s p o n d e n a u n -va 

l o r de 7 = 0 y d i s t i n t o s v a l o r e s de . E n e l l a s , 

s e o b s e r v a q u e , a l a u m e n t a r e l m ó d u l o 0g , l a c a i d a 

de c o n c e n t r a c i ó n en e l i n t e r i o r de l a p a r t í c u l a e s 

m a y o r , l o q u e s i g n i f i c a q u e l a s l i m i t a c i o n e s d i f u s i o ^ 

n a l e s a u m e n t a n . A v a l o r e s muy a l t o s de 0^, l a c o n -

c e n t r a c i ó n de s u s t r a t o c a e a c e r o p r á c t i c a m e n t e d e s ­

de l a s u p e r f i c i e de l a p a r t í c u l a . 
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0.4 

P e r f i l e s de c o n c e n t r a c i ó n a d i m e n s i o n a l e n l a 

p a r t í c u l a c a t a l í t i c a p a r a d i s t i n t o s v a l o r e s 

de 0g , m a n t e n i é n d o s e c o n s t a n t e s l o s m ó d u l o s 

^ y 7 • 



F IGURA 29.- P e r f i l e s de c o n c e n t r a c i ó n a d i m e n s i o n a l e n l a 

p a r t í c u l a c a t a l í t i c a p a r a d i s t i n t o s v a l o r e s 

de 0g, m a n t e n i é n d o s e c o n s t a n t e s l o s m ó d u l o s 

|8 y 7 . 



P a r a un m ismo v a l o r de 0̂ , a l a u m e n — 

t a r jS , m a n t e n i e n d o f i j o e l m ó d u l o y , l a c a l d a - -

de c o n c e n t r a c i ó n s e h a c e menos a c u s a d a , e s . d e c i r , 

h a y menos l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s . E s t o mismo p u e - -

de c o n c l u i r s e t a m b i e ' n c o m p a r a n d o l a s F i g u r a s a n t e r i o ­

r e s s i s e o b s e r v a q u e , p a r a o b t e n e r e l mismo p e r f i l 

de c o n c e n t r a c i o n e s h a c e f a l t a u n v a l o r de 0̂  c a d a v e z 

m a y o r a m e d i d a que a u m e n t a e l m ó d u l o ^ . 

De t o d o e s t o s e d e d u c e que p a r a un -

v a l o r f i j o de y^ l a s l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s e n e l 

i n t e r i o r de l a p a r t í c u l a s o n más p e q u e ñ a s c u a n t o m a ­

y o r e s e l v a l o r de ¡3 y menor e l de 0g. 

De l a m i s m a m a n e r a s e h a n c a l c u l a d o 

l o s c o r r e s p o n d i e n t e s f a c t o r e s de e f i c a c i a e n l o s s i ­

g u i e n t e s i n t e r v a l o s de l o s m ó d u l o s 0g, j8 y ves 

p e c t i v a m e n t e : 

O < 0¿ < 50000 

O < /3 < 10000 

O < 7 < 2 ( e x c e p t o 7 1 ) 

En l a s F i g u r a s 30 a 35 s e m u e s ­

t r a n a q u e l l o s v a l o r e s de r¡ que p u e d e n c o n s i d e r a r 

s e como más r e p r e s e n t a t i v o s , a g r u p a d o s e n f a m i l i a s 

de c u r v a s , p a r a e l i n t e r v a l o c o m p l e t o de 0^ jde m o ­

do que c a d a c u r v a v i e n e d e f i n i d a p o r un v a l o r de 
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y c a d a f a m i l i a p o r un v a l o r de y 

De l a c o n s i d e r a c i ó n de l a s F i g u r a s 

a n t e r i o r m e n t e c i t a d a s , s e d e d u c e que e l f a c t o r de 

e f i c a c i a d i s m i n u y e r á p i d a m e n t e a l a u m e n t a r 0̂ , t e n ­

d i e n d o a c e r o p a r a v a l o r e s s u f i c i e n t e m e n t e e l e v a d o s 

de é s t e m ó d u l o a d i m e n s i o n a l , l o que c o r r e s p o n d e a -

p r o c e s o s c o n t r o l a d o s , f u n d a m e n t a l m e n t e , p o r l a d i f u 

s i ó n i n t e r n a . P o r e l c o n t r a r i o , p a r a v a l o r e s p e q u e ­

ñ o s de 0̂ , f] t i e n d e a l a u n i d a d , i n d i c a t i v o de 

que l a s l i m i t a c i o n e s d i f u s i o n a l e s e n e l i n t e r i o r de 

l a p a r t í c u l a e s f é r i c a s o n d e s p r e c i a b l e s . E s t o s r e — 

s u l t a d o s e s t á n e n b u e n a c u e r d o c o n l o s o b t e n i d o s p o r 

o t r o s a u t o r e s ( 7 6 , 77 , 7 9 , 8 4 , 86 , 11, 144) p a r a 

c i n é t i c a de M i c h a e l i s - M e n t e n i r r e v e r s i b l e o c o n i n h i 

b i c i ó n c o m p e t i t i v a p o r e l p r o d u c t o . 

De l a o b s e r v a c i ó n de l a s F i g u r a s , s e 

p u e d e d e d u c i r t a m b i é n que l o s f a c t o r e s de e f i c a c i a 

a u m e n t a n c o n e l m ó d u l o ^ , p a r a v a l o r e s c o n s t a n t e s 

de 01 y T . E s t e aumen to e s c o n s i d e r a b l e a v a l o - -

r e s a l t o s de 01 y v a h a c i é n d o s e meno r a m e d i d a que 

0^ t i e n d e a c e r o . P o r ú l t i m o , e s i m p o r t a n t e d e s t a ­

c a r que e l p a r á m e t r o Y e s e l que menos a f e c t a a l 

f a c t o r de e f i c a c i a , s e g ú n s e d e s p r e n d e de l a c o m p a ­

r a c i ó n de l a s d i s t i n t a s f a m i l i a s de c u r v a s . 
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5 . 2 . - DISEÑO Y SIMULACIÓN DE REACTORES DE LECHO F I J O 
PARA SISTEMAS CON ENZIMAS INMOVILIZADAS EN PAR­
TÍCULAS ESFÉRICAS 

El reactor tubular de lecho f i j o es 
e l más usado en operaciones con sistemas de 
enzimas inmovilizadas. Este tipo de reactor, 
cuando actúa bajo condiciones de f l u j o pistón 
(PFR), produce conversiones de salida más elevadas 
que e l reactor tanque continuo agitado, trabajando 
con un mismo tiempo de residencia. En este tipo 
de reactor e l factor de e f i c a c i a de l a reacción 
enzimática varía a lo largo del mismo como conse­
cuencia de la conversión experimentada por las 
especies reaccionantes. Hasta e l presente, en 
l a bibliografía, únicamente se ha encontrado 
e l cálculo de valores globales para e l factor 
de e f i c a c i a , usando l a media logarítmica de 
las concentraciones de sustrato i n i c i a l y f i n a l 
del reactor. En consecuencia, aunque esta aproxima­
ción pueda resultar válida en algunos casos, 
se ha entendido como necesario abordar e l diseño 
del reactor tubular de lecho f i j o para estos 
sistemas, teniendo en cuenta l a variación que 
experimenta e l factor de e f i c a c i a a lo largo 
del mismo. 

5 . 2 . 1 . - Ecuación de diseño 

En e l estado estacionario, un 
balance de materia para l a especie reaccionante, 
aplicado a l elemento de volumen de reactor de 
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longitud dL, que se muestra en l a Figura 36, e s t a b l ^ 
ce que : 

cantidad de sus 
trato que entra 
a l elemento de 
volumen, en l a 
unidad de tiempo 

cantidad de sus^ 
trato que sale 
del elemento de 
volumen, en la 
unidad de tiempo 

cantidad de sus^ 
trato que reac­
ciona en e l el£ 
mentó de volumen 
en l a unidad de 
tiempo 

Cuando e l reactor opera en f l u j o p i s ­
tón, l a expresión matemática de este balance es : 

^ SR = ̂  ̂ SR ' ̂ SR> - (1 - e) V 3 dVj^ (34) 

donde 6 es l a porosidad del lecho 

Simplificando : 

F dCgj^ + (1 - e ) Vg dV^ = 0 (35) 

Se define l a conversión a lo l a r ­
go del reactor por l a relación : 

SRO ^ S R C 
X = = ^ (36) 

^SRO SRO 
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Para una reacción que transcurra s i ­
guiendo l a cinética de l a ecuación 18, l a velocidad 
de reacción a lo largo del reactor (en función de l a 
conversión), viene dada por l a expresión 

1 - X (1 + KE) 

1 + J(3Q - X (1-Q!) 
V. (37) 

donde : 

KE = 
K 
eq 

^0 
(38) 

^SRO 

Kp Kg 

y Vjjj es la velocidad máxima de reacción intrínse­
ca por unidad de volumen de partícula catalítica. 

Definiendo l a longitud adimensio­
nal del reactor : 

X = (39) 

^0 
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se obtiene a p a r t i r de las ecuaciones 35j 37 y 39 
la siguiente : 

,̂  L„ ( 1 - € ) V ' 1 - X (1 + KE) 
= r] (40) 

d X 4 F Cgĵ Q 1 + J8Q - X ( 1 - a ) 

s i se considera que e l volumen t o t a l del reactor, 
V _ , para una longitud L_ vale : 

K U 

y, puesto que e l tiempo medio de residencia se defi­
ne por l a relación : 

75 = — (42) 

l a ecuación 40 puede e s c r i b i r s e de l a siguiente for­
ma : 

-B (1 - e ) VA 1 - X (1 + KE) 

dX 1 + - X (1 - a) 

Definiendo un nuevo módulo adimensio­
nal : 
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(44) 

ŜRO 

se l l e g a , finalmente, a l a siguiente forma adimensio­
nal de l a ecuación de diseño del reactor : 

dX 
dX 

1 - X (1 + KE) 
= e V (45) 

1 + /SQ - X (1 - a ) 

En dicha expresión, tanto l a conversión X, como e l 
factor de e f i c a c i a t] , son funciones de l a longi­
tud adimensional del reactor X • No obstante, como 
l a dependencia explícita de Tj con X no es cono­
cida de antemano, l a ecuación 45 no se puede int e ­
grar directamente. Para reso l v e r l a hay que usar e l 
cálculo numérico utilizando e l programa de ordena^ 
dor descrito en e l apartado 5 « 1 ' 4 . , que permite l a 
evaluación del factor de e f i c a c i a . 
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5 . 2 . 2 . - Integración de l a ecuación de diseño del 
reactor. 

Las condiciones i n i c i a l e s asocia­
das a l a ecuación 45 son : 

X = 0 ; X = 0 ; V = V o (46) 

siendo rj^ e l factor de e f i c a c i a calculado en las 
condiciones de entrada a l reactor. A p a r t i r de estas 
condiciones i n i c i a l e s és posible obtener, para suce­
sivos valores de AX , e l valor de la conversión has 
ta alcanzar e l extremo del reactor en donde X = 1 . 
En este proceso hay que evaluar, para cada valor de 
la longitud adimensional del reactor, X , e l corres­
pondiente factor de e f i c a c i a , a p a r t i r de los m ó d u ­
los adimensionales 0̂ , j8 y 7 definidos anterior­
mente y resumidos en l a Tabla 9- Para e l l o , hay que 
tener en cuenta l a variación con l a conversión de los 
módulos de los que depende e l factor de e f i c a c i a , va 
riación que viene dada por las siguientes relaciones: 
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1 - X 
(47) 



0 = 
1-X 

O! (Cj^ + Dif) 

(48) 

( 1 - o; Dif) 

Dif + C 
7 = (49) 

Dif + K 
eq 

0gQ es e l valor del módulo 0̂  en las condiciones 
de entrada a l reactor, y en estas expresiones : 

Con todo lo anterior, l a a p l i c a ­
ción del método de Runge-Kutta conduce a l a l g o r i t ­
mo de cálculo que se muestra en e l Apéndice 
III . Dicho algoritmo es l a base de un programa 
de ordenador en lenguaje Fortran V, que u t i l i z a 
como subrutina e l programa citado en e l apartado 
5 . 1 . 4 . En e l Apéndice IV se encuentra desarrollado 
e l diagrama de f l u j o correspondiente a l mencionado 
programa para e l diseño de este reactor de 
lecho f i j o . 
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5 . 2 . 3 . - Resultados y Discusión 

Como resultado de l a operación 
del programa de ordenador anteriormente descrito, 
se han obtenido los p e r f i l e s de conversión 
en función de l a longitud adimensional del 
reactor, y los correspondientes del factor 
de e f i c a c i a para los siguientes intervalos 
de los módulos 0^^ , J3Q y O , respectivamente. 

1 < 0¿O ^ 

0.1 < J8Q <^ 100 

0.1 < 0 < 2000 

Manteniendo constantes los valores de Dif y c¡¿ 

se han obtenido dos series de figuras, correspon­
dientes a dos valores de l a conversión de e q u i l i ­
b r i o . Las Figuras 37 a 4 0 , corresponden a un va--
lo r de l a conversión de e q u i l i b r i o 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 
valores de l a conversión, X, frente a l a longitud 
adimensional del reactor, X , agrupándose los re 
sultados en familias de curvas, de manera que ca­
da curva viene definida por un valor de ^ y -
cada fam i l i a por los valores de 0̂ ^ , j8 Q ' ^eq' 
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FIGURA 3 7 . - P e r f i l e s axiales de conversión en e l reactor 
para d i s t i n t o s valores del módulo $ , siendo 

0,1, 0so=i> KE = O, Dif=o,5 y a:=i. 



0 = 10 
J i 1 I I 1 L 

0.2 0.4 0.6 0.8 

FIGURA 38.- P e r f i l e s axiales de conversión en e l reactor 
para d i s t i n t o s valores del módulo 0 , siendo 
/3Q=100, 030=1, KE=0, Dif = 0,5 y «=1. 



0.2 0.4 0.6 0.8 

FIGURA 39.- P e r f i l e s axiales de conversión en e l reactor 
para d i s t i n t o s valores del módulo 0^siendo 
^ o" 0¿O=1OOO' KE=0, Dif=0,5 y Q! = 1 . 



FIGURA 4 0 . - P e r f i l e s axiales de conversión en e l reactor 
para distintos valores del módulo Sy siendo 
)3Q= 100, 0gQ = lOOO, KE=0, Dif= 0 , 5 y « = 1. 





FIGURA 42.- P e r f i l e s axiales de conversión en e l reactor 
para d i s t i n t o s valores del módulo siendo 
J6Q=100, 0SQ = 1, KE=O,3, Dif = 0 , 5 y 01=1. 



FIGURA 43.- P e r f i l e s axiales de conversión en e l reactor 
para d i s t i n t o s valores del módulo 0^ siendo 
Í3Q= 0,1, 0gQ=iooo, KE=o,3, Dif=o,5 y o:=i. 



FIGURA 44.- P e r f i l e s axiales de conversión en e l reactor 
para d i s t i n t o s valores del módulo 6^ siendo 
/3Q= 100, 0'gQ=lOOO, KE = 0,3, Dif=0,5 y a =1 . 



Dif y C¿ , respectivamente. 

De l a consideración de dichas f i g u ­
ras se observa que para valores cosntantes de 0^^ y 

Q } l a conversión aumenta con ^ , es decir, con 
e l tiempo de residencia en e l reactor, observándose 
que para valores pequeños de ^ , X varía de forma 
prácticamente l i n e a l con X , mientras que a valo­
res altos de este módulo, X alcanza rápidamente vâ  
lores próximos a l a unidad (o a l a conversión de --
e q u i l i b r i o en su caso). Todo lo anterior ocurre pa­
ra longitudes adimensionales del reactor i n f e r i o ­
res a l a unidad, lo que demuestra que en estas con­
diciones existe una fracción importante del volumen 
del reactor que no es operativa, pudiendo incluso 
o c u r r i r que para valores muy altos de 0 se alcan­
ce l a conversión de e q u i l i b r i o prácticamente desde 
l a entrada del reactor. Para unos valores dados de 
ŜO ^ 0 > a l aumentar |3 Q la conversión d i s ­
minuye; es decir, a l aumentar e l valor de l a c o n s — 
tante de Michaelis intrínseca, la conversión expe--
rimentada en l a corriente efluente del rector es, 
como ser i a lógico esperar, menor. Para valores f i ­
jos de los módulos adimensionales |3 ̂  y 0 , l a 
conversión aumenta conforme disminuye e l valor de -

. En resumen se confirma que l a conversión de -
sa l i d a del reactor aumenta a l disminuir l a concen­
tración de sustrato de l a alimentación y^ que pa­
ra un mismo valor de l a concentración, l a conver -
sión aumenta conforme más pequeño es e l caudal y 
menor es e l valor de 0gQ o, lo que es lo mismo, a 
medida que las limitaciones difusionales se hacen 
más pequeñas. 
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6.- CONTRASTE DEL MODELO 

Puesto que el modelo teórico 
desarrollado en e l apartado anterior está orientado 
tanto a l a estimación de factores de e f i c a c i a 
como a l a predicción de los p e r f i l e s axiales 
de conversión (y, por tanto, de l a conversión 
de salida) en reactores tubulares de lecho 
f i j o que operen con sistemas enzimáticos como 
los que se han descrito, un adecuado contraste 
del mismo debe i n c l u i r tanto l a comparación 
de valores experimentales del factor de e f i c a c i a 
con los suministrados por e l modelo como l a 
comparación entre valores experimentales y 
teóricos de l a conversión de salida en los 
citados reactores. Asimismo, y puesto que e l 
modelo se ha generalizado a tres tipos de cinéti­
cas, es conveniente que e l contraste no quede 
limitado a una sola de e l l a s . Dado que en este 
trabajo se aportan datos originales sobre dos 
sistemas enzimáticos que obedecen, respectiva­
mente, a una cinética de Michaelis-Menten r e v e r s i ­
ble monosustrato y a otra i r r e v e r s i b l e con 
inhibición competitiva por uno de los productos. 
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se han u t i l i z a d o dichos sistemas en orden a 
la citada comprobación. En ambos casos, y como 
queda reflejado en e l apartado correspondiente, 
se ha operado con e l derivado inmovilizado 
CPG-460-AA-naringinasa actuado, respectivamente, 
sobre los dos sustratos objeto del presente 
estudio: e l p-nitrof e n i l - Oi -L-ramnósido y la 
naringina. 

Los valores experimentales 
del factor de e f i c a c i a y de l a conversión a 
la s a l i d a del reactor tubular, que hayan de 
ser u t i l i z a d o s en l a comprobación del modelo, 
pueden extraerse de los resultados obtenidos 
en la experimentación llevada a cabo con dichos 
sistemas en reactores tanque discontinuos o 
tubulares continuos, resultados que ya han 
sido discutidos en e l apartado 4- En cuanto 
a l a estimación de los correspondientes valores 
con e l modelo, es requisito previo e l conocimiento 
de todos los parámetros cinéticos y de transporte 
de dichos sistemas, a f i n de poder evaluar, 
a p a r t i r de e l l o s , los módulos adimensionales 
que en él se contienen. En este sentido, y t a l co­
mo se recoge en los apartados correspondientes, 
se han determinado los valores de las constantes 
cinéticas intrínsecas por l o que solo fa l t a n 
por determinar las difusividades efectivas 
de las diferentes especies químicas implicadas 
en los dos procesos citados. Para este f i n , 
se ha u t i l i z a d o e l procedimiento de estimación 
que a continuación se describe. 

- 217 -



6 . 1 . - ESTIMACIÓN DE DIFUSIVIDADES DE LOS SUSTRATOS 
Y PRODUCTOS 

De entre los diferentes 
métodos de estimación de difusividades de solutos 
en disoluciones líquidas, recogidos en la revisión 
efectuada por Bretsznajder ( l 6 2 ) , se ha seleccio­
nado uno recomendado para su utilización en 
disoluciones acuosas de especies muy diluidas, 
circunstancias que, con gran aproximación, 
concurren en las especies implicadas en e l 
presente trabajo ya que, para todas e l l a s , 
los niveles máximos de concentración están 
en e l rango de 1-10 mM. 

En síntesis, e l procedimiento 
consiste en la aplicación de l a relación: 

D /A _S U M) 
= 7 ,4 X 10 ° 

0 , 5 

0 , 6 

donde: 

D = d i f u s i v i d a d del soluto a dilución i n f i n i t a , 
2 -1 

cm s 
fl = viscosidad de l a disolución, centipoises. 
T = temperatura absoluta, 2 K . 
X = parámetro de asociación. 
M = peso molecular del disolvente. 
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Vĵ  = volumen normal del soluto en el punto normal 
de ebullición, ml/g mol. 

La ecuación anterior puede 
usarse para temperaturas comprendidas entre 
O y 100 2 C . Tanto e l parámetro de asociación 
X, como V se han estimado a p a r t i r de los datos 
que se exponen en las tablas del l i b r o de R.H, 
Perry, Chemical Engineer's Handbook ( l 6 3 ) . 

Según comprobaciones de 
los propios autores, este método predice e l 
valor de l a difusividad de solutos en agua 
con una desviación media no superior a l 10% 

siendo, para compuestos orgánicos como los 
que aquí se consideran, sensiblemente menor, 
al no e x i s t i r en e l l o s características de elevada 
polaridad. 

Dadas las características 
del sistema, muy alta realción entre e l tamaño 
de poro y e l de las moléculas de sustrato, 
la d i f u s i v i d a d en los poros será igual a ' l a 
del seno de l a disolución y a todos los efectos 
así se han considerado. 
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6 . 2 . - C I N É T I C A DE M I C H A E L I S - M E N T E N R E V E R S I B L E : 
S U S T R A T O P - N I T R O F E N I L - Q ; -L-RAMNOSIDO 

El valor de l a constante 
de Michaelis intrínseca y de las constantes 
de inhibición por p-nitrofenol y ramnosa, con 
para e l sistema p - n i t r o f e n i l - Oi -L-ramnósido/ 
/CPG-460-AA-naringinasa, respectivamente, 0 ,96 

mM, 0,15 mM y 3 ,0 mM, t a l y como se expone 
en las Tablas 3 y 5« E l valor de l a velocidad 
máxima intrínseca por unidad de volumen de 
la partícula catalítica, se ha calculado a 
p a r t i r de la actividad específica del derivado 

2 -1 

inmovilizado y es de 3 , 7 x 10 mM min . La 
constante de e q u i l i b r i o de l a reacción ezimática 
se ha obtenido, como ya se expuso en e l apartado 
4 . 6 , a p a r t i r de l a conversión de e q u i l i b r i o 
determinada experimentalmente y tiene un valor 
de 1 . 22 . Para calcular e l módulo adimensional r 
0g se ha tomado e l valor medio del radio de 
la partícula esférica del soporte, igual a 
55 ¡l • Las dif usividades de sustrato y producto 
se han estimado siguiendo e l procedimiento 
descrito en e l apartado anterior, obteniéndose 

6 2 

para e l sustrato un valor de 5 ,64 x 10 cm 
s ^ y para e l producto 8 ,34 x 10 ^ cm*̂  s ^ , 
de manera que e l módulo Dif vale 0 , 6 8 . 
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6.2.1.- Factor de e f i c a c i a 

Para comprobar e l grado 
de aproximación entre los valores experimentales 
del factor de e f i c a c i a y los calculados con 
e l modelo propuesto en e l presente trabajo 
se han determinado, en primer lugar, los valores 
de aquellos. Con este f i n , se han u t i l i z a d o 
los resultados obtenidos en los experimentos 
realizados en e l reactor tanque discontinuo 
(apartado 4.4) para concentraciones de sustrato 
comprendidas entre 5,66 x 10 y 3,04 mM. Puesto 
que las concentraciones de sustrato y producto 
en l a disolución son conocidas, se puede deter­
minar la velocidad media experimental de reacción 
como la relación de incrementos de concentración 
de sustrato o producto a los incrementos de 
tiempo. Asimismo, se puede estimar l a velocidad 
que habría en ausencia de limitaciones difusiona­
les sustituyendo, en l a ecuación 17, los valores 
de las concentraciones de dichas especies y 
los de las constantes cinéticas intrínsecas. 
E l cociente entre ambas velocidades proporciona 
e l factor de e f i c a c i a experimental. Con los 
valores de O ,By T para las mismas condiciones 
experimentales, se ha procesado e l programa 
y calculado los correspondientes valores de 
7] . Aunque los valores experimentales de 
7] u t i l i z a d o s en e l contraste del modelo se 
han obtenido en un reactor discontinuo y e l 
modelo se ha desarrollado para l a situación 
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de estado estacionario, esta comparación es 
válida ya que el volumen ocupado por e l biocata-
lizador es menor del 10% del volumen t o t a l 
del reactor, y en estas condiciones e l valor 
asintótico del factor de e f i c a c i a en estado 
no estacionario es prácticamente igual a l valor 
obtenido en estado estacionario ( 1 0 8 , 1 0 9 ) . 

E l hecho de que deban u t i l i z a r s e para e l cálculo 
del factor de e f i c a c i a experimental resultados 
obtenidos en un reactor discontinuo se debe, 
fundamentalmente, a que como los experimentos 
realizados en estado estacionario se han llevado 
a cabo en un reactor tubular, no es posible 
medir concentraciones de sustrato y producto 
y velocidades de reacción locales, sino únicamente 
las conversiones de salida del reactor. 

En l a Tabla 10 se resumen 
los valores de las concentraciones de sustrato 
y producto, así como los de l a velocidad media 
de reacción y velocidad s u p e r f i c i a l a p a r t i r 
de las cuales se calcula e l factor de e f i c a c i a 
experimental. También se encuentran en dicha 
tabla los valores de los módulos adimensionales 
0^, j3 y T y ios del factor de e f i c a c i a obtenidos 
con e l modelo. La comparación del factor de 
ef i c a c i a calculado con e l experimental, se 
muestra en la Figura 45 en l a que se aprecia 
una buena aproximación de la nube de puntos 
a l a diagonal. El ajuste, por mínimos cuadrados, 
condujo a la relación: 
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FIGURA 4 5 . - Contraste entre los valores del factor 
de e f i c a c i a calculados con e l modelo y 
los experimentales para naringinasa i n 
movilizada en aminoaril-CPG-460 actúan 
do sobre e l p - n i t r o f e n i l - Q!-L-ramnósido . 



^ calculado ' ^ experimental 

siendo e l coeficiente de correlación l i n e a l 
igual a 0,999. En consecuencia, puede decirse 
que e l modelo predice e l valor del factor de 
e f i c a c i a con bastante exactitud. 

6 . 2 . 2 . - Conversión de salida del reactor tubular 
de lecho f i j o 

Los resultados de l a experi­
mentación efectuada con e l reactor tubular 
de lecho f i j o (apartado 4 . 7 . 1 ) , se han comparado 
con las conversiones de s a l i d a del reactor 
procedentes del modelo de diseño del mismo. 
Para e l l o , se ha procesado e l programa de ordena­
dor, incluyendo en los módulos adimensionales 
implicados en dicho modelo los valores correspon­
dientes a las diferentes situaciones experimenta­
les . 

En l a Tabla 11, se resumen 
dichas condiciones (concentración de sustrato 
y caudal), así como las conversiones experimenta­
les y teóricas obtenidas en cada caso. E l grado 
de correlación obtenido se expresa en l a Figura 
46 , en l a que las conversiones teóricas y experi­
mentales vienen especificadas en tanto por 
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FIGURA 46.- Contraste entre los valores de conversión 
obtenidos experimentalmente y los que pre 
dice el modelo desarrollado para e l dise­
ño del reactor tubular de lecho f i j o de 
naringinasa inmovilizada en aminoaril-CPG-
-46o, cuando actúa sobre p-nitrof enil-Q:-
-L-ramnósido. 



uno. Los puntos de contraste se ajustaron a 
una recta de ecuación: 

X -, -, , = 1 ,008 X . ^ -, calculado ' experimental 

siendo e l coeficiente de correlación l i n e a l 
de 0 , 9 9 9 . Como puede observarse en dicha Figura, 
existe una adecuada aproximación de la nube 
de puntos a l a diagonal, con lo cual puede 
afirmarse que e l modelo predice con bastante 
exactitud e l valor de l a conversión de salida 
del reactor tubular de lecho f i j o , para e l 
sistema estudiado. 

6 . 3 . - CINÉTICA DE MICHAELIS-MENTEN CON INHIBICIÓN 
COMPETITIVA POR PRODUCTO: SUSTRATO NARINGI­
NA 

Para e l sistema naringina/CPG-
-460-AA-naringinasa, los valores de l a constante 
de Michaelis intrínseca y de inhibición por 
ramnosa son 2 ,85 y 6,12 mM, respectivamente, 
como ya se expuso en l a Tabla 5 ' La velocidad 
máxima intrínseca por unidad de volumen de 
la partícula catalítica se ha calculado, de 
la misma manera que para e l sustrato sintético, 
a p a r t i r de l a actividad específica del derivado 

3 -1 

y tiene un valor de 5»94 x 10 mM min . Siguiendo 
e l procedimiento descrito en e l apartado 6 . 1 , 

se ha estimado para l a di f u s i v i d a d de l a naringina 
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un valor de 3 ,77 x 10 cm s y para l a de 
la ramnosa 8 ,34 x 10 cm ̂  s ^ , de manera que 
en este caso e l módulo Dif vale O.45. 

6 . 3 - 1 . - Factor de e f i c a c i a 

La comparación entre los 
valores del factor de e f i c a c i a experimentles 
y teóricos para e l sistema naringina/CPG -460-

-AA-naringinasa, se ha llevado a cabo de forma 
similar a l a efectuada en e l apartado 6 . 2 . 1 . 

Así, con los valores de velocidad de reacción 
experimentales obtenidos con concentraciones 
de sustrato y producto variables entre 0 . 2 

y 9 ' 5 mM, se han calculado los factores de 
ef i c a c i a experimentales. Con los valores corres­
pondientes de los módulos adimensionales, se 
ha procesado e l programa y calculado los factores 
de e f i c a c i a teóricos respectivos. En la Tabla 
12, se encuentran reflejados dichos factores 
de e f i c a c i a así como las concentraciones de 
sustrato y producto usadas, las velocidades 
de reacción media y s u p e r f i c i a l y los valores 
que adoptan cada uno de los módulos adimensionales 
0e' 3 y y> para las diversas condiciones ensaya-
das. En l a Figura 47 se muestra, de forma gráfica^ 
la comparación entre los factores de e f i c a c i a 
experimentales y calculados con e l modelo. 
El ajuste por regresión l i n e a l de l a nube de 
puntos conduce a l a ecuación: 
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FIGURA 4 7 . - Contraste entre l o s valores del factor 
de e f i c a c i a calculados con e l modelo y 
los experimentales, para e l sistema 
naringina/CPG-460-AA-naringinasa. 



1? n T 1 = 1 ,004 T? . ^ T 'calculado ' 'experimental 

siendo e l coeficiente de correlación r= 0 , 9 9 9 « 

Como puede observarse, existe una buena concordan­
cia entre los valores experimentales y teóricos, 
con lo cual se vuelve a comprobar la validez 
del modelo propuesto. 

6.3.2.- Conversión de salida del reactor tubular 
de lecho f i j o 

Para obtener las conversiones 
de salida del reactor tubular de lecho f i j o 
de naringinasa inmovilizada usando naringina 
como sustrato, se planteó l a necesidad de usar 
un derivado con menor actividad, de manera 
que no se obtuvieran conversiones tan elevadas 
que d i f i c u l t a r a n su comparación con las teóricas. 
De esta manera, se usó un derivado inmovilizado 
con 10,8 UAÉ / g de soporte y, puesto que e l 
tipo de enlace enzima-soporte era e l mismo, 
se supuso que los valores de l a constante de 
Michaelis intrínseca y e l de l a constante de 
inhibición por ramnosa se mantenían constantes. 

No 
la veracidad de estos 
cinéticas intrínsecas. 

obstante, y para comprobar 
valores de las constantes 
se usó e l método propuesto 
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en la bibliografía (65) y descrito en e l apartado 
2.7 j que hace uso de resultados experimentales 
obtenidos operando con un reactor i n t e g r a l . 
Para u t i l i z a r este método, es necesario disponer 
de un modelo de diseño de reactor que considere 
adecuadamente l a interacción de l a reacción 
y l a difusión interna. Puesto que ya se había 
comprobado l a validez del modelo propuesto 
en este trabajo, se procedió a la aplicación 
del método citado para l a obtención de las 
constantes cinéticas intrínsecas. Para e l l o 
se representaron gráficamente los valores de 
l a función (T para d i s t i n t o s valores de W^^ , 

y Kp• En las Figuras 48 a 50 se pueden observar 
dichas representaciones. Los valores de las 
constantes que minimizan l a función o son los 
estadísticamente mejores. 

Con este método se obtuvieron 
los siguientes valores de las constantes cinéticas 
intrínsecas: 

I Vj^ = 90 mM min ^ 
I 

= 2,85 mM 

Kp = 5 ,0 mM 

Los resultados experimentales 
obtenidos utilizando un reactor tubular de 
lecho f i j o de naringinasa inmovilizada que 
se encuentran reflejados en e l apartado 4 . 7 . 2 , 
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se compararon con los predichos por e l modelo 
de diseño del reactor. En la Tabla 13 se muestran 
resumidos los valores de las conversiones experi­
mentales y teóricas para las diferentes si t u a c i o ­
nes experimentales ensayadas. E l grado de ajuste 
se encuentra representado de forma gráfica 
en l a Figura 51 j en l a que se representa la 
desviación sufrida por los valores experimentales 
frente a los teóricos. Los puntos de contraste 
se ajustaron por regresión l i n e a l a una recta 
de ecuación: 

calculado ' experimental 

con un coeficiente de correlación r = 0 , 9 9 8 . 

Como puede observarse en la Figura, existe 
una buena concordancia entre los valores predichos 
por e l modelo y los obtenidos experimentalmente, 
con lo cual se puede afirmar, que e l modelo 
de simulación y diseño de un reactor tubular 
de lecho f i j o para sistemas de enzimas inmoviliza­
das, predice con una desviación i n f e r i o r al 
S% l a conversión de l a corriente efluente de 
un reactor de este tipo a escala de laboratorio. 

Es importante destacar, 
que e l valor de l a constante de inhibición 
para l a ramnosa calculado por aplicación del 
modelo es ligeramente i n f e r i o r al estimado 
experimentalmente. Esta pequeña variación no 
fué s i g n i f i c a t i v a a l comparar las conversiones 
de sa l i d a del reactor teóricas y experimentales. 
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TABLA 13 . - Conversiones de salida del reactor tubular 
de lecho f i j o experimentales y calculadas 
con e l modelo para e l sistema naringina/ 
/CPG-46O- AA -naringinasa. 

^SRO (mM) F (ml/min) X 
exp ^calc 

0,5 3 ,2 0 ,67 0 , 6 9 

0 ,5 3 ,6 0 , 6 5 0 , 6 5 

0 ,5 4 , 0 0 ,62 0 ,62 

0 ,5 4 , 8 0 ,55 0 , 5 5 

0 ,5 6 , 0 0 ,42 0 ,47 
1,0 3 ,2 0 ,64 0 , 6 6 
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 , 6 9 
2 ,0 3,2 0 , 6 0 0 , 6 0 

2 , 0 3 ,6 0 ,56 0 ,56 

2 , 0 4 , 0 0 ,53 0,52 

2 ,0 4 , 8 0 , 4 5 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 , 5 0 0,47 
4 , 0 4 , 8 0,41 0,41 
4 , 0 2 ,5 0 , 6 0 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 , 4 6 0 ,46 

5 ,0 3 ,6 0 ,42 0 ,42 

5 ,0 4 , 0 0 ,36 0 ,38 



FIGURA 5 1 ' - Contraste entre los valores de conversión 
obtenidos experimentalmente y los predi­
chos por e l modelo de diseño del reactor 
tubular de lecho f i j o de naringinasa inmo 
v i l i z a d a en aminoaril-CPG -460, actuando 
sobre naringina. 



como se pudo comprobar procesando e l programa 
para un valor de constante de inhibición de 
6,12 mM que fué e l obtenido en l a experimentación. 
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CONCLUSIONES 

Se ha inmovilizado covalentemente e l 
sistema enzimático naringinasa en soportes 
de v i d r i o poroso por cuatro métodos químicos 
d i s t i n t o s , tendentes a implicar en la 
unión a l soporte a cuatro residuos diferen­
tes de aminoácido de l a enzima. La modi­
ficación química de los residuos de c i s t e i ­
n i l o y de los grupos amino y carboxilato 
l i b r e condujo a una inactivación de l a 
enzima, resultando activo únicamente 
e l derivado obtenido a l acoplar l a enzima 
a l soporte a través de grupos fenólicos. 

Se ha desarrollado un nuevo método de 
medida de l a actividad CX. -ramnosidasa 
de naringinasa. E l método u t i l i z a p-nitrofe­
n i l - o; -L-ramnósido como sustrato, y se 
ha mostrado como más sensible, específico 
y, a pesar de ser discontinuo, más rápido 
y económico que los referenciados en 
l a bibliografía. 
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Se ha determinado l a masa molecular aparente 
de naringinasa de Penicillium sp. por 
cromatografía líquida de permeación en 
gel de al t a resolución. Se obtuvo un 
valor para este parámetro de I66.7OO, 
siendo ésta, la primera vez que se re a l i z a 
l a determinación del mencionado parámetro. 
Su conocimiento es importante para estable­
cer e l grado de penetración de l a molécula 
enzimática en los poros de los soportes 
empleados para su inmovilización. 

Se ha estudiado e l efecto del tamaño 
de poro del soporte sobre l a actividad 
enzimática. Los mejores rendimientos 
de inmovilización se obtuvieron cuando 
se empleó un tamaño de poro que permitió 
e l acceso de l a enzima a l i n t e r i o r de 
l a estructura del soporte. Tanto l a protec­
ción que éste brinda a l a enzima como 
la p a r t i c u l a r distribución de enlaces 
enzima-soporte para ese caso, deben ser 
los responsables de dicho comportamiento. 

Se han caraterizado las propiedades genera­
les de l a enzima naringinasa, tanto soluble 
como inmovilizada, frente a l sustrato 
sintético, p - n i t r o f e n i l - o; -L-ramnósido 
y frente a l natural, naringina. Se han 
determinado, en todos los casos, las 
condiciones óptimas de actuación 
(pH, temperatura, fuerza iónica y concentra-
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ción de enzima), las constantes cinéticas 
(velocidad máxima y constante de Michaelis) 
y las constantes de inhibición de los 
productos implicados en las reacciones 
enzimáticas. Estos parámetros son absoluta­
mente necesarios para e l trabajo con, 
y a plicación de, estos sistemas. 

La inmovilización de l a enzima en e l 
i n t e r i o r de l a estructura del soporte 
CPG-460, d i o lugar a l a aparición de 
limitaciones difusionales internas, fenómeno 
que no sucedió con aquellos soportes 
en los que l a inmovilización fué supe r f i ­
c i a l , como CPG-40. Sin embargo, estas 
limitaciones difusionales fueron compensadas 
por l a mayor densidad de carga enzimática, 
actividad y estab i l i d a d del derivado 
de CPG-460 que e l de CPG-40. 

Se ha estudiado l a e s t a b i l i d a d a l almacena­
miento de derivados de naringinasa inmovili­
zada en aminoaril-CPG -460 . Suspendidos 
en e l tampón de óptima actividad a 3 -

-5 -C, conservan un 90% de su capacidad 
hidrolítica i n i c i a l durante un año, lo 
que permitió su utilización en los ensayos 
enzimáticos necesarios s i n cambios aprecia-
bles en las propiedades del derivado. 

- 244 -



85) La estabilidad operacional de derivados 
de naringinasa inmovilizada en aminoaril-
-CPG-460 estuvo notablemente condicionada 
por e l medio de reacción en e l que se 
encontraba e l sustrato naringina. La 
utilización de zumos de pomelo acortó 
considerablemente l a vida media respecto 
a l a calculada para una disolución tamponada 
de naringina, l o que hace perceptivo 
e l estudio del efecto de los diferentes 
componentes de un zumo para comprender 
l a notable diferencia observada. 

9-) Se ha establecido que l a hidrólisis del 
p-nitrof e n i l - oi -L-ramnósido por l a enzima 
transcurre según una cinética de Michaelis-
-Menten reversible y muestra inhibición 
competitiva por los dos productos formados, 
ramnosa y p-nitrofenol. Cuando se empleó 
naringina como sustrato, l a reacción 
fué i r r e v e r s i b l e y tan sólo l a ramnosa 
inhibió competitivamente a l a actividad 
Oí-ramnosidasa. E l establecimiento de 
estos comportamientos contituyó una etapa 
esencial para e l desarrollo posterior 
del modelo matemático que permitió l a 
simulación del sistema. 

109) Se ha construido un reactor tubular de 
lecho f i j o de naringinasa inmovilizada 
en aminoaril-CPG -460 , a escala de laborato-
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r i o y alimentado con disoluciones de 
naringina y sustrato sintético de distintas 
concentraciones a diferentes caudales, 
se han obtenido l a s conversiones de salida 
en cada caso, datos que son válidos para 
posterior verificación del modelo de 
diseño y simulación de reactores en este 
trabajo propuesto. 

l i s ) Se ha desarrollado un modelo matemático 
que describe cuantitativamente l a interac­
ción de l a reacción enzimática con los 
efectos difusionales internos, para procesos 
heterogéneos monosustrato en los que 
l a enzima se encuentra inmovilizada en 
partículas esféricas porosas. Se ha formula­
do l a expresión matemática de su correspon­
diente factor de e f i c a c i a , lo que ha 
permitido e l tratamiento de un sistema 
en e l que tiene lugar una reacción enzimáti­
ca que transcurre según una cinética 
de Michaelis-Menten reversible; l a expresión 
de velocidad obtenida engloba así a otras 
menos complejas como son las de Michaelis-
-Menten simple y con inhibición competitiva 
por producto. 

129) Se han resuelto l a s ecuaciones di f e r e n c i a l e s 
planteadas mediante cálculo numérico 
por e l procedimiento de Runge-Kutta de 
cuarto orden; su algoritmo de cálculo 
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se ha transformado en e l correspondiente 
programa de ordenador en lenguaje FORTRAN 
V y procesado, obteniéndose los p e r f i l e s 
de concentración adimensional de sustrato 
y los factores de e f i c a c i a . Presentados 
estos datos en forma de curvas generaliza­
das, han permitido cubrir l a mayor parte 
de las situaciones experimentales que 
pudieran presentarse para un amplio rango 
de valores de los módulos adimensionales 
con los que se ha trabajado. 

13-) Con e l supuesto teórico de operación 
de los anteriores sistemas en reactores 
tubulares de lecho f i j o , se ha formulado 
la ecuación de diseño de los mismos, 
que expresa la progresión de l a conversión 
de sustrato a l o largo del reactor en 
función del factor de e f i c a c i a y demás 
parámetros adimensionales del sistema. 

14-) Dicha ecuación d i f e r e n c i a l se ha resuelto 
por e l mismo procedimiento de cálculo 
numérico anterior, transformándose e l 
algoritmo de cálculo en el correspondiente 
programa de ordenador, que u t i l i z a e l 
citado en l a conclusión 12^ como subrutina, 
para l a estimación del factor de e f i c a c i a 
en cada posición longitudinal del reactor. 
Los resultados han permitido obtener 
los p e r f i l e s axiales de conversión en 
e l reactor, también para un amplio interva­
lo de valores de los módulos adimensionales. 
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15-) Del contraste gráfico de los valores 
experimentales del factor de e f i c a c i a 
y de conversión de salida del reactor, 
con los predichos por l a simulación, 
para los dos sistemas en estudio, puede 
concluirse l a a p l i c a b i l i d a d del modelo 
propuesto para predecir e l comportamiento 
de los mismos, ya que la nube de puntos 
se ajustó perfectamente a l a diagonal 
con una desviación menor del 5%' 

16§) La obtención de derivados inmovilizados 
de naringinasa de elevada actividad y 
estabilidad, así como l a disponibilidad 
de un modelo del comportamiento de tales 
sistemas, p o s i b i l i t a e l diseño de reactores 
tubulares de lecho f i j o , en sus diversas 
escalas, para su utilización en procesos 
de transformación de industrias cítricas. 
De igual manera, l a metodología seguida 
en este trabajo se constituye en herramienta 
adecuada para poner en operación otros 
sistemas diferentes a l estudiado y de 
similares características. 
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NOMENCLATURA 



NOMENCLATURA 

Concentración 
en l a partícula 

Concentración 
en r = O. 

Concentración 
en r = R. 

Concentración 
en la partícula 

l o c a l del 
esférica. 

l o c a l del 

loc a l del 

lo c a l del 
esférica. 

producto P 

producto P 

producto P 

producto Q 

Cociente entre las concentraciones 
de producto y sustrato en r = R. 

Concentración l o c a l de sustrato en 
la partícula esférica. 

Concentración l o c a l de sustrato en 
r = O. 

Concentración l o c a l de sustrato en 
r = R. 
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Concentración de sustrato a la entrada 
del reactor. 

Diámetro del reactor tubular. 

Relación Dg/Dp. 

Difusividad efectiva de un producto 
en e l i n t e r i o r de la partícula esférica. 

Difusividad e f e c t i v a del sustrato en 
e l i n t e r i o r de l a partícula esférica. 

Error máximo permitido en e l cálculo 
del factor de e f i c a c i a . 

Caudal de alimentación a l reactor. 

Coeficiente estequiométrico del producto. 

Inversa de l a constante de e q u i l i b r i o . 

Constante de e q u i l i b r i o de l a reacción 
enzimática. 

Constante de Michaelis aparente. 

Constante de Michaelis intrínseca. 

Constante de inhibición del producto P. 

Constante de inhibición del producto Q. 
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Coordenada a x i a l en e l reactor. 

Longitud t o t a l del reactor tubular. 

Concentración adimensional del producto P 
en el i n t e r i o r de l a partícula catalítica 

Concentración adimensional del producto P 
en r = 0. 

Coordenada r a d i a l en l a partícula esférica 

Radio de l a partícula esférica. 

Concentración adimensional de sustrato en 
e l i n t e r i o r de l a partícula esférica 

" / ^SR • 

Concentración adimensional de sustrato en 
r = O. 

Velocidad adimensional de reacción. 

Velocidad media adimensional de reacción 

Velocidad adimensional de reacción en au­
sencia de limitaciones difusionales. 

Velocidad máxima de reacción aparente. 

Velocidad máxima de reacción intrínseca. 
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I V̂ ^ -- Velocidad máxima intrínseca por unidad 
de volumen de l a partícula catalítica. 

V_, — Volumen t o t a l del reactor. R 

\ -- Velocidad de reacción del sustrato. 

/V„ \ , -- Velocidad media de la reacción enzimá-\^ S / part 
t i c a por unidad de volumen de partícu­
la catalítica. 

V — Velocidad de reacción enzimática por unidad sup 
de volumen de partícula catalítica, en au­
sencia de limitaciones difusionales. 

X -- Grado de conversión del sustrato, definido 
por la ecuación 36. 

X -- Conversión de e q u i l i b r i o . 

Y -- Variable a u x i l i a r definida en l a ecuación 25 
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Parámetro adimensional definido por l a 
ecuación 38 . 

Módulo adimensional de concentración d e f i ­
nido por l a ecuación 21 . 

Módulo en las condiciones de entrada a l 
reactor, definido por la ecuación 38 . 

Módulo adimensional de r e v e r s i b i l i d a d de­
finido por l a ecuación 22 . 

Porosidad del lecho, definida como e l co­
ciente entre e l volumen de huecos y e l vo­
lumen t o t a l de catalizador. 

Factor de e f i c a c i a , definido por l a ecua­
ción 13. 

Factor de e f i c a c i a en las condiciones de 
entrada a l reactor. 
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Módulo adimensional de tiempo definido por 
l a ecuación 44» 

Longitud adimensional del reactor, definid 
da por l a ecuación 3 9 . 

Radio adimensional de la partícula esféri­
ca . 

Tiempo de residencia en e l reactor, defi­
nido por l a ecuación 4 1 . 

Módulo adimensional de difusión definido 
por l a ecuación 8. 

Módulo adimensional de difusión definido 
por l a ecuación 7 . 

Módulo adimensional de difusión definido 
por l a ecuación 24 . 

Módulo 0 en l a s condiciones de entrada 
a l reactor. 
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10.- APÉNDICES 



I.- Algoritmo para l a resolución del 
sistema de ecuaciones d i f e r e n c i a ­
les por e l método de Runge-Kutta 



I.- Algoritmo para la resolución del sistema de 
ecuaciones diferenciales por e l método de 
Runge-Kutta 

El procedimiento de Runge-
-Kutta puede emplearse, además de para l a resolu­
ción de ecuaciones diferenciales de primer 
orden, para resolver, de forma aproximada, 
sistemas de ecuaciones diferenciales ordinarias. 
La evaluación efectiva de los errores en este 
procedimiento, es difícil. Por consiguiente, 
en l a práctica, para l a elección correcta de 
la anchura de paso h (en e l presente caso, 
e l incremento del radio adimensional), normal­
mente, se repite e l cálculo después de dos 
pasos con una anchura de paso mitad. Si las 
diferencias entre los valores así averiguados 
se encuentran dentro del error permitido, quiere 
decir que se ha elegido correctamente l a anchura 
de paso para este intervalo. En caso contrario, 
se divide de nuevo por dos l a anchura de paso 
y se repiten las operaciones. Esta p o s i b i l i d a d 
de modificar l a anchura de paso en e l transcurso 
del cálculo, es una ventaja grande frente a 
otros procedimientos. Debido a esto y a consecuen-

- 282 -



cia de la exactitud relativamente elevada de 
la solución de aproximación, se emplea mucho 
en l a práctica. 

El algoritmo de cálculo 
para l a resolución del sistema de ecuaciones 
diferenciales por e l método de Runge-Kutta, 
se muestra en l a Tabla I. Los valores de las 
variables que se encuentran en dicha Tabla, 
se pueden obtener, para cada subintervalo, 
a p a r t i r de las siguientes ecuaciones a u x i l i a r e s : 

(n) (n-1) 

(n) (n) 
P + 
1 

A p 

(n) (n) 
P + 
1 

A p 

(n) (n) 
P 
1 

A P 
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(n-1) 

(n) (n) 

(n) (n) 

in) (n) 
^1 ^ ^3 

(n) (n) 

(n-1) 

(n) 
Yj + i B 

( n ) 

1 

(n) 
+ i- B 

(n) 
2 

(n) (n) 
^1 - ^3 

(n) (n) 
Y, . AY^ 
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( n ) ( n ) 

( i = 1,2,3,4) 

( n ) 

dY 
(n) 

0c 
s. 

X 

dp / i /3 

( i = 1,2,3,4) 

(n) / - \^"^ 

\ dp / i 

( i = 1,2,3,4) 

(n) / dY \ 
B. = A p V dp y i 

( i = 1,2,3,4) 

- 285 -



(n) (n) 
> A , 

( n ) ( n ) 

52 = 2 

( n ) ( n ) 

53 . 2A3 

( n ) ( n ) 

( n ) ( n ) 

( n ) ( n ) Y, = 2 

( n ) ( n ) 

( n ) ( n ) 
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I I . - Diagrama de f l u j o del programa 
de ordenador para l a obtención 
del p e r f i l de concentraciones 
adimensionales y e l factor de 
e f i c a c i a 



I I . - Diagrama de f l u j o del programa de ordenador 
para l a obtención del p e r f i l de concentra­
ciones adimensionales y e l factor de e f i c a ­
c i a 

En e l presente Apéndice 
se muestra e l diagrama de f l u j o correspondiente 
al programa de ordenador u t i l i z a d o para l a 
obtención de los p e r f i l e s adimensionales de 
concentración en l a partícula esférica de c a t a l i ­
zador y del factor de e f i c a c i a . Asimismo, se 
encuentra e l organigrama que corresponde a 
la subrutina de Runge-Kutta para l a resolución 
del sistema de ecuaciones d i f e r e n c i a l e s planteado. 

Las ecuaciones a usar en e l 
cálculo de p^, (dS / dp (dY / d p ) , A^, 

(para 1=1,2,3 y 4 ) , A e A Y^ que se encuen— 
tran en los citados diagramas de f l u j o , están re­
sumidas en e l Apéndice I. 
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E M P I E Z A 

/LECTURA DE DATOS: 
0 ¿ . jS , 7 

V A L O R E S I N I C I A L E S 

E , ( A p ) i , ( S Q ) Í 

A P = ( A p ) i 

^0 = ( S Q ) Í 

1 

^0 = 0 

^0 = 0 
1 
= "o 

S „ = s F 0 
Y „ = Y F 0 

R E S O L U C I Ó N D E L S I S T E M A DE E C U A C I O N E S 
D I F E R E N C I A L E S CON L A S U B R U T I N A RUNGE-KUTTA 



RESOLUCIÓN DEL SISTEMA DE ECUACIONES 
DIFERENCIALES PARA UNAp/2, CON LA SUBRUTINA 
RUNGE-KUTTA. 

SI 



9 
PF = Po 

SU = 0 

RESOLUCIÓN DEL SISTEMA DE ECUACIONES 
DIFERENCIALES PARA UN Ap/2, CON LA SUBRUTINA 
RUNGE-KUTTA. 

SU = SU + AP 
2 

ESCRITURA 
RESULTADOS 
INICIALES 

P = 1 > 
F ^ NO 

SI 

3 
7] - - • 

ij3+ 1) su 
1 - 7 

I 
ESCRITURA 
RESULTADOS 
FINALES 





Calcula p. 

/ 

dS 

"dpj 

dY 
^3 
B 

Calcula p 

Calcula A S 

A Y 

Pp = P^ + A P 

Y^ = + AY„ F 1 T 

= S + A F 1 T 





I I I . - Algoritmo para l a resolución de 
la ecuación de diseño del reac­
tor por e l método de Runge-Kutta 



I I I . - Algoritmo para l a resolución de l a ecuación 
de diseño del reactor por e l método de Run­
ge-Kutta 

E l algoritmo de cálculo 
para l a resolución de l a ecuación d i f e r e n c i a l 
de diseño del reactor tubular utilizando e l 
método de Runge-Kutta, se encuentra resumido 
en la Tabla I I . Los valores para cada una de 
las variables que se muestran en dicha tabla, 
se pueden obtener fácilmente, haciendo uso 
de las siguientes ecuaciones a u x i l i a r e s : 

(n) 

(n) 

(n-1) 
•4 

(n) 
+ i A X 

(n) 
'3 

(n) 

X . + i A X 

(n) 
+ A X 

- 297 -



( n ) (O) ( n -

+ A X„ 

( n ) ( n ) ( n ) 

X, 
( n ) ( n ) 

X. + i K 
( n ) 

2 

( n ) 

X. 
( n ) 

K, 
( n ) 

AX, 
( n ) ( n ) 

AX^ = 2 K„ 

AX, 
( n ) 

AX 
( n ) 

2 K 
( n ) 

3 

in) 
K 
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(n) 

(n) 
1 - (1 + KE) 

e V X. 
(n) 

1 + 

( i = 1, 2 , 3 , 4) 
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IV.- Diagrama de f l u j o del programa 
de ordenador para l a obtención 
de los p e r f i l e s axiales de con­
versión en e l reactor tubular 
de lecho f i j o 



I V . - D i a g r a m a de f l u j o d e l p r o g r a m a de o r d e n a d o r 

p a r a l a o b t e n c i ó n de l o s p e r f i l e s a x i a l e s de 

c o n v e r s i ó n e n e l r e a c t o r t u b u l a r de l e c h o 

f i j o 

En e s t e A p é n d i c e , s e r e f l e j a 

e l d i a g r a m a de f l u j o c o r r e s p o n d i e n t e a l p r o g r a m a 

de o r d e n a d o r que p r o p o r c i o n a l o s p e r f i l e s a x i a l e s 

de c o n v e r s i ó n e n un r e a c t o r t u b u l a r de l e c h o 

f i j o p a r a s i s t e m a s de e n z i m a s i n m o v i l i z a d a s 

e n p a r t í c u l a s e s f é r i c a s p o r o s a s . D i c h o p r o g r a m a , 

u t i l i z a como s u b r u t i n a e l p r o g r a m a p a r a l a 

o b t e n c i ó n d e l f a c t o r de e f i c a c i a , c u y o d i a g r a m a 

de f l u j o s e m u e s t r a e n e l A p é n d i c e I I . 

L a s e c u a c i o n e s n e c e s a r i a s 

p a r a c a l c u l a r K^, AX^, y ( p a r a i = 1, 2, 3, 
4 ) , s e e n c u e n t r a n e s p e c i f i c a d a s e n e l A p é n d i c e I I I 
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