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ISTORIA DESCRIPTIVA 

para s o l ic ita r

P A T E N  T E DE  I N  V E N C I  0 N 

en

E S P A Ñ A  

por YEINTd años

a nombre de ROHI-.I -?: HAAS COmPANY, entidad norteamericana, esta­

blecida en 222 West Washington Square, F i la d e lf ia ,  Pensìlvania, 

Estados Unidos de América, por:

"UN UETODO PARA LA CONVERSION ENZIMATICA DE NARINGINA".

Este invento se r e f ie r e  a una oonversién ensimátíca de 

naringina que mejora e l sabor de la s  soluciones acuosas que - 

contienen naringina. El invento se r e f ie r e  asimismo a los  

jugos o zumos tratados con naringinasa de contenido reducido 

5 en naringina. Otro aspecto de este invento se r e f ie r e  a la

preparación ensimática del glucósido flavono ide , prunina.

La naringina es un compuesto que es responsable del sa­

bor amargo ca rac te r ís tico  en soluciones acuosas, incluyendo - 

lo s  jugos. La naringina es una rainnosido-glucosido-hidroxi- 

10 flavanona. La ia r te  de la  molécula l ib r e  de ramnosa, es de­

c ir ,  e l  glucósido del flavonoide h idroxilado se denomina "pru-
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n in a ". La parte de la  molécula de naringina l ib r e  de las dos 

partes de rannosa y glucosa, es d ec ir , e l  aglucon, se denomina 

"naringenina". La prunina y la  naringenina, la  última en una -  

extensión lim itada, son productos formados en nuestro método.

La naringinasa en esto invento se de fin e , según se ind ica­

rá aquí en lo  que sigue, como un p rin c ip io  enzimatico que es ca­

paz de producir rannosa con o sin glucosa apa.rtir de la  naringi- 

na. De acuerdo con este invento, e l  tratamiento enzimàtico s o ­

l le v a  a cabo basta que por lo  menos e l  15% de la  naringina o r i­

g inal se desdobla dando e l producto prunina, pero antes de la  - 

conversión completa de prunina en naringenina, un segundo pro­

ducto. La conversión de prunina en naringenina se detiene cuan­

do queda , generalmente toda en solución, una cantidad de pruni­

na que sea equ ivalente, por lo  menos, a l 15% de la  naringina -  

existente originalmente en e l  jugc tratado. Este invento se re ­

f ie r e  asimismo a jugos mejorados de gustos aceptables, lib re s  

del sabor amargo desagradable y se caracteriza , además, por. te ­

ner un contenido disminuido en naringina, un contenido en pruni­

na relativam ente elevado y una cantidad lim itada de naringenina.

La naringina se encuentra en los  jugos de determinados -  

productos agríco las ; se encuentra en los  jugos de fru tas de la s  

especies c ít r ic a s , Se encuentra ai, e l jugo de la  naranja tange­

r in a  y es muy frecuente en e l jugo de toron ja . La naringina -

ex is te  on elevada concentración en la  

l ia s ,  en e l corazón y en las membranas

capa albedo, en las semi­

de vegeta les o fru tas.

Su sabor es claramente detectab le en los  jugos frescos, r e f r i ­

gerados; pasteurizados, enlatados y en los  jugos congelados. El 

sabor de la  naringina se observa asimismo en la s  secciones de -

fru to s , en especia l secciones de toron ja, cuyo jugo 

te p rin c ip io  amargo. Su concentración en e l fra ti es

contiene es- 

máxima en -

2



la  primera parte le  la  estación de la  cosecha; como consecuen­

cia  de e l lo ,  lo s  jugos extraídos de los  fru tos recogidos tempra­

namente son, particularm ente, amargos. Por consiguiente, e l - 

gusto amargo de la  naringina en lo s  jugos es un problema de la  

5 industria  de elaboración de fru tos y vegeta les  que ha evitado

completamente la  explotación comercial de diversas aplicaciones 

de dichos jugos de fru ta  que contengan naringina. De aquí que 

haya habido un urgente in terés  de los fabricantes de jugos que 

contengan naringina para encontrar métodos de mejorar e l  sabor 

10 de dichos jugos reduciendo su contenido en naringina. Podenca­

mente se ha sugerido tra ta r  la s  soluciones acuosas que conten­

gan naringina con carbón activo  para ab ¿o rb erla  en é l ,  separan­

do despu-ós e l carbón por f i l t r a c ió n .  Este método f í s ic o —quími­

co exige la  ca lefaccióndel jugo y provoca, generalmente, la  -  

15 absorción no deseada de pigmentos naturales, compuestos p e c t í-  

n icos y aromas simultáneamente a la  elim inación de naringina.

En otro in tento de mejorar e l sabor de lo s  jugos amargos, se 

ha propuesto e l  empleo de un p rin c ip io  enzimàtico capaz de de­

gradar la  naringina en fases hasta su componente primario, e l 

20 flavonoide h idroxilado, naringenina. Era de esperar que cuan­

to  más completa fuese la  degradación de naringina a naringeni- 

na, tanto mayor seria  la  mejora d e l.sa b o r 'd e l jugo. Sin embar­

go, se encontró que dicho método tenia.poco in terés p ráctico , 

particularmente debido a su tendencia a la  elim inación de sabo- 

25 res in fe r io re s  y a a fecta r perjudicialmente la  turbiedad p ec ti­

n ica natural del jugo. En contra de lo  esperado, lo s  s o l ic i ­

tantes encontraron que la  degradación completa de naringina a 

naringenina no solo no es conveniente, sino que por otra parte, 

lim itando la  conversión a naringenina en la  extensión p rescr l- 

30 ta  en este invento, se obtienen nuevos y va liosos  resultados.

-  3 -
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Mientras que una h id ró lis is  degradativa de la  naringina a narin- 

geninaparece ser que está considerablemente inhibida por la s  -  

sustancias naturales presentes en e l  jugo, dichas sustancias de 

modo sorprendente no tienen ningún e fec to  in h ib ito r io  importan­

te en la  conversión de naringina a prunina y conversión lim ita ­

da en naringenina propuesta por los  so lic itan  t - s .  Otro aspecto

interesante de este invento es que, a d ife ren c ia  

nes de osto problema propuestas anteriormente, 1

0.3 las SOlucio—

o so lic ita n tes

conservan la s  va liosas 

to  y la  turbiedad pectí a 

tes  en los  jugos de fru t 

otro aspecto sorprendent

.câ

as

sacias n a les que comunican gis-

deseada qo pueden ha llarse presen

que coniungan naringina. Todavía -

oote invento es que, a d iferen cia

tenido de productos de solub ilidad decae

tar y a c r is ta l iz a r , lo s  so lic ita n te s  no

ma de CI'is ta liza c ió n . Por e l oo u ir  a rio ,

proce so contribuyen al gusto natural, y cu

De acuerdo con al prosento invento, 

ra la  conversión enzimàtica de naringina 

tamiento de lo s  jugos que contienen nari 

ción enzimàtica que contenga naringinasa

cien to  tienden a aumen- 

encuentran ta l prOble­

lo s  productos de este 

oryo del jugo tratado, 

se crea un método pa- 

que comprende e l tra - 

ngina con una preparn- 

hasta que (a ) se e fec ­

túe la  conversión prácticamente completa en prunina, en cuyo 

caso, la  reacción tiene lugar en presencia de un compuesto au­

x i l ia r ,  t a l  como se define aquí, y que se h a lle  disponible en 

una cantidad su fic ien te  para e v ita r  esencialmente la  conver­

sión de prunina en naringenina, o (b ) hasta que, por lo  menos, 

e l  15,1 de naringina se convierta en prunina y antes de la  con­

versión completa de la  últim a en naringenina, qxedando en la  

mezcla de reacción una cantidad de prunina que sea equivalen­

te , por lo  ¡nenos, al 15% de la  naringina o r ig in a l.

-  4 -
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El invento proporciona además un jugo o sumo tratado con 

naringinasa de contenido reducido en naringenina, l ib r e  del gus 

to amargo desagradable y que tiene un sabor mejorado, sotando 

dicho jugo (a ) esencialmente l ib r e  de naringina y de naringeni 

na y conteniendo solo esencialmente prunina en una cantidad - 

equivalente a la  naringina o r ig in a l, o (b ) conteniendo prunina 

e identificándose además por tener una re lac ión  del contenido 

de prunina a naringina en e l in terva lo  de 60:40 hasta que todo 

es esencialmente prunina sin naringina y además por una re la ­

ción del contenido de prunina a naringenina en e l  in terva lo  de 

40:60 hasta que todo es esencialmente prunina sin naringenina.

De acuerdo con este invento, e l  origen del jugo que con­

tiene naringina no es d ec is ivo . Puede obtenerse de productos - 

agríco las o puede prepararse de m ateria les a islados o s in té t i­

cos. En la  actualidad, la s  aplicaciones prácticas más va liosas 

son las que se re fie ren  a l tratamiento de extractos, concentra­

dos y j -gos de productos agríco las , como por ejemplo jugos de 

fru tas o vegeta les que contengan naringina por lo  macos como - 

uno de sus elementos amargos. Este invento es ap licab le  tam— 

bien a la  preparación de vinagres y montos de fru tos . En la  - 

memoria presente y en las re iv in d icac ion es , e l  término "jugo" 

es genérico y se r e f ie r e  a cualquier líqu id o  de cualquier con­

centración obtenida de vegeta les , fru tas o cualquier parte com­

ponente de los  mismos, como por ejemplo mondas y/o sem illas - 

que contengan naringina. El jugo puede obtenerse comprimiendo 

dicho producto que contenga naringina, en este caso, e l  jugo - 

se designa como de consistencia simple. El término "jugo" se 

r e f ie r e  también, aquí, a un jugo de más de un vegeta l o fru ta , 

o a mezclas de jugos de fru ta  o vegeta les , o a mezclas de uno 

o más jugos de fru ta  con uno o más jugos vegeta les . Los jugos 

componentes de una mezcla simple no es preciso que contenga to -

-  5 -
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do3 naringina. E l jugo que se tra ta  puede ser un jugo de con­

s istencia  simple, un producto de d ilución  del mismo o, como -  

puede ser más frecuente, e l  jugo puede ser un concentrado. E l 

jugo puede ser fresco , e s te r iliza d o  o elaborado. Puede ser a s i­

mismo fru to  segmentado tratado o fru to entero pelado, por -

ejemplo, segmentos de toron ja .

E l jugo que se tra ta  puede tener pequeñas cantidades, 

tsn pequeñas como un 0,001% de naringina. Los jugos amargos 

y los  concentrados de lo s  mismos pueden contener cantidades 

que oscilan  hasta un 6% de naringina. Los jugos exprimidos - 

directamente contienen, generalmente, de un 0,03 a 0 , 1% y -  

más ordinariamente 0,03 a 0,08% de naringina. Cuando las  con­

centraciones de naringina tiendsi o. ha lla rse  en e l  in terva lo  

superior, por ejemplo de un 1% a 6% o incluso más en algunos 

casos en que la  solución está sobresaturada, tiende a c r is ta ­

l iz a r  algo de naringina. Sin embargo, incluso en táLes casos, 

de acuerdo con e l proceso de los  s o lic ita n te s , la  concentra­

ción do naringina se reduce eficazmente mientras que disminu­

ye la  sobresaturación gradualmente y pasa a la  solución más

naringina; finalm ente, se alcanza la reducción deseada en e l  

contenido de naringina. Este tip o  de situación puede tenor lu ­

gar en la  preparación de melazas c ít r ic a s  en donde, por consi­

guiente, nuestro invento tiene un vaLor práctico p a rticu la r.

La cantidad de preparación enzimàtica que contenga na- 

ringinasa empleada para e l  tratamiento en aquella cantidad - 

que sea e fic a z  para disminuir e l contenido de naringina hasta 

la  concentración deseada. Una cantidad tan pequeña como e l - 

0 ,001% dé preparación enzimàtica de naringinasa puede a fectar 

a l contenido en naringina; generalmente, se emplea una nrouor- 

ción de 0,01 a 0,5% y , de preferencia , de 0,01 a 0,05% de pre-

-  6 -
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poración enzimàtica. No parecen necesarias concentraciones su­

periores a un 1 ;*. La cantidad de preparación enzimàtica que 

contenga naringínasa puede ajustarse de acuerdo con la  tempera­

tura a la  que se r ea lic e  e l tratam iento, conduciendo, en gene­

ral. , la s  temperaturas superiores a una conversión más rápida -  

de la  naringina. Lapreparación enzimàtica conteniendo naringi** 

nasa puede añadirse en forma de polvo o líq u id o . Las prepara­

ci ai os líqu idas pueden obtenerse a p a r t ir  de polvo antes del -  

tratam iento. Cuando se añade la  preparación enzimàtica que -  

contonga naringínasa.al jugo, es p re fe r ib le  mezclar e l  jugo y 

la  enzima por lo  menos duren te algún tiempo, con ob jeto de con­

seguir la  reacción y s o lu b il ización más completa que fuese ne­

cesaria. El mezclado de la  enzima puede rea liza rse  poco a po­

co o bien in icialm ente de una sola vez.

Henos descubierto que la  activ idad  Ae la  naringínasa -  

tiene lugar en e l  in terva lo  de pH desde 9* aproximadamente, has­

ta un pH tan bajo oomo 2,5. Las preparaciones enzimáticas que 

contienen naiinginasa son muy e ficaces  en e l in terva lo  de pH 

de 5,0 a 3,0 que es e l  pH natural de la  mayoría de lo s  jugos.

La actividad  enzimàtica en la  zona àcida es, particularmente, 

ventajosa, puesto que lo s  va lores bajo ácidos del pM es más pro­

bable que se prosente en lo s  fru tos tempranos de la  estación en

30

los  que la  concentración de naringina tiende a sor elevada. En 

e fe c to , e l tratamiento de fru tos tempranos de la  estación, es 

d ec ir , fru tos en lo s  que la  re lac ión  B rix  ácido sea baja, m ien ­

ta e l va lo r  del invento de los  s o lic ita n te s , puesto que ai es­

te periodo las concentraciones de naringina tienden a ser- eleva­

das y e l  sabor dulce de la  sacarosa que lo  disimula tiende a -  

ha llarse en un mínimo. En el presente invento y en las  r e iv in ­

dicaciones e l "jugo tan prano de l a  es ta c ión ", que se deriva de

-  7 -
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fru tos tempranos de la. estación, so define domo un 

aue la  re lac ión  de B ríx  a ácido o s c ila  entre 6 :1  y 

l i a ,  un re no r a l , en e l  m vorvalo de 6,5*1 a 8,5*1* 

defíne como sólidos solubles to ta le s , en ¿mneral,

juro en el 

1 2 :1  y se ha-

la  mayor pa r -

te de e llo s  asdear; el ácido se cáLcula oomo ácido c ít r ic o  anhi­

dro ñor 100 mi. de jugo. La re lac ión  B rix  ácido va ria  do acuer­

do oo n la  invión en que se desarro lló  e l fru to . Por ejemplo, -

la  toron ja  temprana de estación en Texas se aproxima a una re la ­

ción 8 ,0 :1 , mientras que la  toron ja  de F lorida  frecuentemente -  

se aproxima a 6,5:1*

La temperatura a la que puede r e a l i ,  arse e l  presente tra ­

tamiento es p re fe r ib le  mantenérla durante una gran parte ¿e l -  

tiempo entre unos 52 y unos 602 0. Para tuia conversión rápida 

es conveniente una temperatura en e l  in terva lo  de 252 a 502 c . ,  

s i bien la  naiinginasa es, asimismo, a ctiva  a temperaturas en 

e l in terva lo  de unos 252 a 5̂  C. La activ idad  de la  m ring ina- 

sa en este in terva lo  in fe r io r  de temperatura es un aspecto de -

u tilid a d  del invento que permite e l tratamiento de jugos que - 

contenga! naringina mientras se conservan con re fr ig e ra c ió n . 3e 

ha encontrado que una combinación pmr t  i  cuín rii ent o e fica z  de pH 

y temperatura para numerosas ap licaciones indu stria les es un in ­

terviú, o de pH de 3,0 a 4,5, aproximadamente, en un in terva lo  de 

temperatura de 252 a 352 o . ,  Esta combinación de condiciones -  

tiende a provocar rápidas mejoras en e l jugo tratado de naring i-

na.

De acuerdo con e l  método del invento, la s  preparaciones 

enzlmáticas que contenga! naringinasa provocan un desdoH amien­

to de la  naringina dando prunina y de la  prunina, en una exten­

sión lim itada, dando naringenina. E l desdoblamiento de la  na­

ring ina  dando prunina alcanza, por lo  menos, un 15% de la con-

-  8 -
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preferencia  alcanza un 40

l

/-

J

- -

a 60 ĵ, ^roximadaménte. Puede lle¿p 

de conversión. En cualquier caso, 1

ar, prácticamente, al 100% - 

e conversión en narin^n ina

se controla con objeto de conservar una cantidad ¿e  prunina —

equivalente, por lo  menos, al 15% y , preferentemente, por lo  me­

nos, a l 50% de la  naringLna o r ig in a l en e l jugo. De acuerdo oca 

algunos aspectos especia les de este invento, la  conversión de -  

naiingiha se ha lla  lim itada a la formación de prunina, no dejan­

do que tenga lugar esencialmente ninguna conversión en naringe- 

nina y siendo la  cantidad de prunina prácticamente equivalente 

a la disminución del contenido o r ig in a l de naringina-del jugo.

Las dos fases en la  conversión de naringina en naringoni- 

na pueden ta ie r  lugar, simultáneamente, por lo  menos, durante -

una grsn parte déL tiempo. Sin embargo -es ib le lograr la

conversión en prunina de iodo prácticamente completo unto., de 

que tenga lugar una importante conversión en naringenina.

Di irocedim iento de ss-te invento se l le v a  a cabo con pro-

p oraciones enzimáticas que contengan 

tenerse de d iferen tes orígenes. Las

naringinasa que pueden ob- 

;r apuraciones p\ieden ex—

traerse de te jid o s  de plantas, por ejemplo delashojas, albedo, 

y flavedo de fru tos c ít r ic o s , de l apio y del ruibarbo. La pre­

paración necesaria que contienen naringinasa puede obtenerse -- 

también d e bacte iia s  y hongos. Las enzimas apropiadas para su 

empleo en este invento se elaboran, por ejemplo, por diversos 

Bongos. Son ib entes de hohgos particularmente r ica s  los  de l gé­

nero a sp e rg illu s , como por ejemplo A .n ig e r , A .a llia c eu s , A.Wen- 

t i i  y o tros . Asimismo, otros hongos, como por ejemplo c ie rtas  

especies d i  género pen icillium  pueden ser inducidas a y  edu­

c ir  la  naringinasa nedasaria en la  combinación apropiada de -  

condiciones. Es p re fe r ib le  e l  d esarro llo  Re las cepas que pro-

-  9 -
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ducen naringinasa en un medio de cu ltivo  ^ue favorezca e l de­

sa rro llo  de la  actividad deseada en un grado elevado. Para pro­

ducir e l  necesario p rin c ip io  enzimàtico pueden lle va rse  a cabo 

lo s  métodos de cu ltivo  a bandeja o de propagación sumergida 

de la  cepa deseada. Los ingradiont:. s y pro oroiones de los  - 

mismos esenciales para conseguir e l  d esa rro llo  del organismo -  

e leg ido  son conocidos cor los  nrácticos en la m ateria. Sin em­

ir i-o. 3o ha encontrado que, con objeto de provocar la produc-

ción de naringinasa, puede añadirse a l  medio p ira  el d esarro llo  

alguna forma de pulpa de un producto a g r íco la , como por ejemplo 

pulpa de remolacha, pulpa de frutos_ c í t r ic o s , pulpa de naranja 

y limón, residuos de uva o pulpa de anzanas. Sg ha encontra­

do que son convelientes productos residuales de S teffens y ma­

te r ia s  pócticas en cantidad lim itada.

Junto con lo s ,in g n  dientes indicados déL medio, debe em­

plearse asimismo una fuente de n itrógeno. Este debe ha llarse 

en forma de compuestos nitrogenados s e n c illo s , como por ejemplo 

n itra tos  o sales amónicas o en forma de compuestos nitrogenados 

más complejos, cono aminoácidos, pectidos o proteínas. El me­

dio de desarro llo  so e s te r i l iz a  y , a continuación, se inocula 

con e l  orgsnismo apropiado. E l desarro llo  se l le v a  a cabo a 

un pH generalmente por debajo de 7 durante la  mayor parte daL 

tiempo y , generaL mente, entre 3 y 7. Puede proporcionarse a i­

reación y/o agitación  para conseguir e l  desarro llo  del organis­

mo que se desee. La tan pe matura óptima p ira  e l  desarro llo  del 

sistema en zirá tico  deseado o s c ila  de unos 20S a 35  ̂ C. Un de­

sa rro llo  adecuado se obtienen, en general, en unas 72 a 116 no­

e l c l i o  bruto. La con-ras. A l cabo de -este tiempo se cosco': 

centración de la  enzima puede realizan aiuntc e l .o 30 d;

30 m ateriales absorción o oT'ocipj.tac*.*ón is la lento

-  10
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de lo s  p rin c ip ios  activos deseados. La p rec ip itac ión  do las en- 

zinas puede efectuarse mediante la  adición de sales y/o de un -  

d isolvente orgánico que sea m iscible con e l  agua, como los  aleo 

holes m etílico , e t í l ic o  o p ro p ílic o , acetona o dioxano. B1 pie- 

cipitado se recoge y se seca a una tempe ..atura relativam ente ba-

ejemplo, en e l in terva lo  de 103 a 353 o. y , de eete mo-

do, se obtiene un extracto bruto que contiene los  p rin c ip ios  en-

zí nativos deseados. S i se desea separar de la preparación enzi­

màtica que contiene naringinasa lo s  sistemas en s i"á ticos  que ac­

túan sobre la pectina, la preparación enzimàtica que contiene - 

la  naringinasa puede tratarse con tiourea o urea.

Una preparación enzimàtica standard que contiene naringi- 

nasa es la que efectúa, por lo  menos, e l  25p do h id ró lis is  de -  

ls3. tj o-.ación de n as* ingina ori¿^inal a l 0 ,05/- a 505 en un ín ter va—

lo  de pH de 4,0 a 5,0, dando, por lo  menos, 0,0008 g. de rameo­

sa y de 0 a 0,009 g. de glucosa en estas condiciones normales.

El desarro llo  de la  hexosa ramnosa, con o sin glucosa, caracte- 

r i za las preparac iones enzimáticas que contienen narin^i nasa, 

fo r  ta ito , la  naringinasa puede considerarse como un princin io 

enzimàtico que produce ramnosa con o sin glucosa a p a r t ir  de na- 

rihgina.

La concentración de naringina o naiingina y prunina en un 

momento dado se determina de acuerdo con e l  ensayo de Davis -- - 

(W.B. Davis, Anal.Chem. 19 , 476 (1947).

De acuerdo con e l ensayo de Davis se prepara lo  sigu iente:

una solución a lca lin a  de d ie t i le n - g l ic o l  a p a r t ir  de 950 

mi. de d ie t i le n - g l ic o l , 13,3 mi. de hidróxido sódico 6N y 36,7 

mi. de agua.

A 10 ml. de esta solución se le añaden 0,2 mi. de la solu­

ción enzima-sustrato a ensayar. Se produce un co lor am arillo . -

-  11 -
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A l cabo de 20 minutos la
3 3

ntensìdad dàL co lor se determina es-

pectrofotométricamente. La intensidad absoluta del co lor ama­

r i l l o  es proporción a l a l contenido en naringina o en naringi- 

na más prunina. Hedíante comparación con una curva standard - 

c^e represente la  intensidad de co lo r  dada por concentraciones 

conocidas de naringina, puede determinarse la  concentración -  

de naringina más prunina de un producto desconocido. La can-

tiüad de prunina forinada por una preparación eozimáti-'s. qj.ne -

contenga na 

cu3ar es la  

da por una ; 

la cantidad 

tratamiento

:'inginasa en un momento dado en una muestra p a r t i-  

d iferen cia  entre la  cantidad de naringenina forma- 

nrepa ración ensimática que contenga noringinasa y 

to ta l de naringenina fcrmada corno resultado del -  

posterior de Ha muestra con un exceso, de la enzi­

ma emulsina a 35 s 0 . y un pH de 5,0  hasta que tenga lugar la  

h id ró lis is  completa de 3a prunina. Prácticamente, e l  tanto -  

por ciento de naringina convertí ida en y  unina es un momento -  

dado es igua l a

ftanto por ciento de naringina ) (tanto por cíente de ) 
(a  naringenina después del t r a - )  -  (naringina a naringe-) 
(tamiento con emulsina ) (nina antes d e l trata4

(miento con emulsina )

La emulsina es una preparación extraída de plantas que 

tiene activ idad  enzimàtica de -glucosidasa que no a fecta  a la  

naringina. La enzima ae u t i l i z a  preferentemente en forma c r is ­

ta lizad a . Lasprepa raciones de emulsina se hallan disponibles 

comercialment e .

La determinación de prunina transcurre en la forma s i­

guiente: Después de calentar la  muestra para in activa r la  en­

zima, s i  estuviese presente, se "ete mina la  concent;-aciónde 

naringina más prunina mediante el ensayo Davis en una determi­

nada muestra. A continuación, la  muestra se tra ta  con emulsina

-  12 -
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p.íra hid r o l  iza r toda la  prunina a naringenina. Esta h id ró li­

s is  lo  mejor es r e a lis a r la  con un exceso de emulsina, en una -  

cantidad de. 0,2 a 0, 8% de 3a misma, de preferencia  emulsina -

c r is ta liza d a , en condiciones qie favorezcan la  h id ró lis is  por

emulsina, por ejemplo un pH de aproximadamente 4,5 a 5,0 y una 

temperatura de unos 30 a 35B C. Cuando la  h id ró lis is  de pru ri­

na es completa, e l contenido en naringina se determina de nue­

vo por medio del ensayo D§vis. El aumento de naringenina o la  

disminución subsiguiente de naringina corresponde a 3a can ti­

dad de prunina presente antes deL tratam iento con emulsina. - 

Cuando 3.a nuestra e s un jugo tratado con naringinasa, la dismi­

nución poster io r de naringina corresponde a 3a cantidad de pru-

nina present,- despues del tratamiento con naringinasa. De —

acuerdo con este invento, es esencial que e l  desdoblamiento en- 

zimático de la naringina.se detenga antes'deL momento en e l  

que la  prunina residual sea, por lo  menos, equivalente a l 15% 

de Ta naringina o r ig in a l, generalmente en el in te rva lo  d e l 40% 

a 85% re fe r id o  at. contenido o r ig in a l de naringina.

La actividad de 3a naringinasa sobré la  naringina puede 

detenerse en e l  momento especificado mediante una se r ie  de mé­

todos. Por ejemplo, e l  jugo tratado puede calentarse a una -  

tanpera tura por encima de 803 C. durante un breve periodo de 

tiempo, por ejemplo durante 2 minutos, a a 90S C. durante 1 mi­

nuto. Por otra  parte, e l  jugo puede ser pa steurisado rápida­

mente, tratado por vibraciones u ltrasónicas o por la lus u ltra ­

v io le ta .  Otro método que puede ser muy ventajoso en determina­

das circunstancias es congelar e l jugo tratado de acuerdo con 

lo s  métodos de congelación rápida. En lo s  casos en que e l  ju­

go se tra ta  después con agentes c la r i f ic a n te s , por ejemplo -  

enzimas c la r if ic a n te s , las preparaciones que contienen narin-

13 -
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ginasa, pueden separarse del jugo tratado junto con las ázim as 

c la r if ic a n te s  o inactivarse junto con e l la s .  Para detener la  

activ idad  de la m ringinasa, e l pH puede elevarse por endlma de 

9,0 o rebajarse por debajo de 2,5 con agentes químicos, como 

por ejemplo ácidos minerales u orgánicos fu e rtes , por ejemplo - 

ácido su lfú rico , ácido c lo rh íd r ico , ácido hidrobenzoioo, ácido 

oxá lico o ácido i t á l ic o  o bien bases, incluyendo los  hidróxidos 

de metales a lca lin os  o de metales a lca lin o tá rroos , por ejemplo

hidróxido sódico. Se ha descubierto, asLmiamo CU( la  acciàin

2i  mética puede de t o a r s e  esencialmente mediante la adición al 

jugo tratado de un exceso de azúcar, dé. p re ferencia  glucosa, pa­

ra conseguir una concentración f in a l  por lo  menos deL 2%, prefe­

rentemente, por lo  menos, del 5% en e l  jugo. Este aspecto ex­

cepcional de este invento es particularmente ú t i l  porque permi­

te  tro ta r  un jugo amargo que contenga naringina y , posterio r­

mente, en e l momento indicado en que queda la  prunina en e l ju­

go en una cantidad equivalente por lo  menos a l 15/3 de la narin- 

gina o r ig in a l, añadir azúcar en exceso pora preparar un jugo -  

endulzado, pero sin. sabor amargo.

El primer momento en e l  que debe detenerse la  acción de

la  naringinasa es cuando haya tenido lugar aproximadamente un 

15% de conversión de naringina en prunina. En general, la  con­

centración de naringinaalcanaa lím ites  muy sa t is fa c to r io s  cuan­

do haya tenido lugar la  conversión de naringina en prunina en 

una cantidad del 40% a l 60%. En condiciones particularmente 

favorables y con determinadas preparaciones enzimáticas que con- 

trligan naringinasa, la  conversión de nao'ingina en prunina puede 

alcanzar, de modo rápido, prácticamente un 100%.

En todo caso, la  conversión de naringina en naringsnina 

se detiene cuando la  prunina residual es equ ivalente, por lo

-  14 -



menos, a l 15%, generalmente dáL 50% a l 85% y mas especialmente 

del 85% a l 100% de la naringina o r ig in a l.

Los productos p re feridos de este invento se caracterizan 

por una combinación de propiedades excepcionales. E l jugo tra - 

5 talo por la  enzima contiene una cantidad res idual de nailngina

no mayor del 4^  dol contenido o rig in a l de naringina.

Los productos que no tienen prácticamente naii ngina r e s i­

dual son especialmente notables par su sabor y aroma cuando se 

M drolizan  de acuerdo con este inven to. Sin embargo, e l bajo - 

10 contenido en naringina residual es solo un fa c to r  que contribu­

ye a l " s  propiedades excepcionales de nuestros jugos. Junto con 

e l lo ,  e l contenido en naringenina de lo s  jugos preferidos debe 

ser bajo, como lo  es cuando se  conserva la  prunina , de p re fe­

rencia  en una cantidad equivalente a l 40%-85% de la  naringina 

15 o r ig in a l. Cuando no amiste esencialmente naringenina, se obtie­

ne un jugo especialmente conveniente. Como resultado de las ba­

jas concentraciones de naringina y naringuiina, e l contenido 

en prunina e.o, por tanto, apreoiable y o s c ila  del 40% a l 35% e, 

incluso, hasta e l 100%. Este factor parece que contribuye ¿e - 

20 modo importante a 3a ca lidad  de los  productos p re fer id os  de -

lo s  s o lic ita n te s . Por consiguiente, éstos pueden id en tific a rs e  

ademas por contener siempre, por lo  menos, e l 40% de la  naringi­

na o r ig in a l en forma de prunina, siendo la  re lac ión  del conteni­

do de prunina a cualquier contenido en naringina presente des- 

25 de, por lo  ráenos, 40:60 hasta ser todo prunina y no e x is t ir  na­

ringina. Los productos p re feridos se id en tifica n , ademas, sor 

3a re lac ión  del contenido en pr-unina al contenido en naringenina 

que es, por lo  menos, 40:60 e, incluso, más, de p referencia  en 

e l  in terva lo  de 60:40, re fe r id o  a la  naringina o r ig in a l. En ca- 

30 sos excepcionales, todo es prunina, sin que se forme nada de na-
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ringenina. ^ay una situación única en la  que no solo no so fo r ­

ma naringenina, sino que tampoco hay naringina res idu a l, conte­

niendo e l  producto esencialmente en su totdLidsd prunina. Por 

tanto, lo s  productos p re feridos de este in ven tóse  id en tifica n ,

5 a d iferen cia  completa d é lo s  productos naturales, por la  presen­

cia  de prunina generai, mente en cantidades elevadas, cantidades 

reducidas de naringsnina, si os que e x is ten ,y , asimismo, canti­

dades reducidas de naringina, s i  ex isten . Las otras propiedades 

excepcionales que caracterizan lo s  productos p re feridos de este 

10 invento son la  fa lt a  del gusto amargo pe r ju d ic ia l,  e l  co lor in a i 

teredo, un gusto a fru ta  que ya no está enmascarado por e l  prin­

c ip io  amargo de la  naringina. La turbiedad pe c t ín ica  deseada 

se conserva prácticamente inalterada .

Otro aspecto de gran v a lo r  de este invento es un método 

15 enzimatico para la  preparaciónde prunina. Según se indicó ante­

riormente, la  prunina es e l gluoosido flavonoide de la  naringe­

nina. Laprunina es, asimismo, un compuesto que pertenece a un 

giupo de flavonoides que, como la  hespe r id in a  y la rutina, son 

de gran u tilid ad  debido a su acción vitam ín ica aumentando la  -  

20 res is ten c ia  a la  ruptura de los cap ila res  deTa sangre, mientras 

que la  na ringina y otros ramno-glucosidos flavonoides s im ila­

res son muy facilm ente asequibles en la  naturaleza, el correspon 

diente glucósido ha sido relativam ente d i f í c i l  de obtener, se 

estado natural o a p a rtir  de l ramnosi do-gluc o sido antes indica-* 

25 do. Los intentos anteriores para elim inar la  parte de raranosa 

de una b iosa unida a un flavonoide dieron lugar a la  elim ina­

ción de la  biosa completa. Se ha descrito  asimismo e l ensayo - 

sin éx ito  de procedimientos de h id ró lis is  empleando ácidos cono, 

por ejemplo, e l  su lfd r ico , acético , fo s fó r ic o  y c í t r ic o .  Hecien- 

30 temente se ha propuesto un método en e l  que s e 'u t i l iz a  un a lco­

le
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hol c ic lo a l i fá t ic o  y ácido fórm ico. Este procedimiento es re la ­

tivamente len to , precisando de 10 a 30 horas para lograr resu l­

tados adecuados.

De acuerdo con e l método deL presente invento, una prepa­

ración enzimàtica que dontenga naringinasa del t ip o  indicado an­

teriormente se deja actuar sobre la  naringina en solución en - 

presencia de un exceso de un compuesto, generalmente un azúcar, 

en especia l glucosa, u otro azúcar como la  manosa, u otro com­

puesto, como ácido glucónico, ácido tán ico, c ic loh ex il-^ -d -g lu - 

cosido y gluoonolactona, o reacias de 2 o mas de estos compues­

tos que pueden emplearse esencialmente con un efecto  equivalen­

te . Calculada en peso, la  glucosa debe estar presente, p re fe ­

rentemente , en una cantidad en e l  in te rva lo  de 40 a 200 partes 

por cada parte de naringina; y la  gluo*/relaciona debe estar pre­

sente en una cantidad que o s c ila  de 1,0 a 5 partes por cada 

parte de naringina. Los otros compuesto s deben ha llarse presen­

tes en cantidades intermedias que ce c ilan  de 1 ,0  a 1000 partes 

por cada parte de naringina. La preparación do naringinaaa se 

u t i l i z a  ai las cantidades citadas anteriormente;, la concentra­

ción o r ig in a l de naringina no es particularmente c r i t ic a .  La 

naringina puede estar presente toda en solución o solamente en

ja r t e ,  como en casos en que ex iste naringina en 

ta los  debido a la saturación de la  solución. A 

ne lugar la  h id ró lis is , se disuelve gradualmente

forma do c r is -  

modida que t i e -  

más narin-'*'-lne

ge obtienen rápidamente conversiones excelentes que en grnoral 

gobio pasan e l  90% en prunina. La pranina c r is ta l iz a  por concon-

tyación deL medio acuoso. Se p u r ifica  por r e c r is ta liza c ió n .

E l invento se 

p íos , en los  que las 

en peso por volumen.

aclara ademas mediante los  sigu ientes e"-om- 

la r te s  son en pe so y los  porcentajes son 

En lo s  ejemplos, lo s  porcentajes indinados
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se re fie ran  a la  cantidad de naringina o r ig in a l convertida en 

prunina y/o naringuiina. En todo caso, para obtener la s  con­

centraciones rea les , lo s  val ores de n. rihgina pneden m u lt ip li-  

corse por un fa c to r  .de 0,47 y , análogo,monte, lo s  valores de pru 

nina pueden m ultip licarse por un fa c to r de 0,75.

En lo s  ejemplos sigu ientes e l  tratamiento se rea lig a  en 

muestras de un l i t r o :

Producción de una preparación t ip ica  qua, contnpa naringinasa 

Una preparación enzimàtica que contenga narirginasa se 

obtiene preparando un medio de desarro llo  don lo s  ingredientes 

s i guientes en las  proporciones indicadas:

G* Iva  do de tr ig o  

Harina de soja 

Residuos do S teffen  

fo s fa to  amónico 

Naringina

5 gramos.

3 gramos 

0,5 gramos 

2,5  gramos. 

0,25 granos.

30

So añade agua para completar 190 mi. Este medio se ajus­

ta a un pH de 6 oon 0,2 a 0,5 mi. de d id róxido.amónico y se es 

t e r i l i z a  en un matraz Erlenmeyer de boca ancha. E l medio esté­

r i l  enfriado se inocula asépticamente con esporas de una cepa 

de A sperp illas n ig e r . Los matraces inoculados tapados con algo 

gon se agitan durante 48 horas a 28s 3 . en un agitador Gump.

10 mi. de este cu ltivo  se transvasan asépticamente a matraces 

proviauent c e s te r iliza d o s  que contengan 140 mi. daL medio de 

de.sanolio an terio r. A l cabo do 96 horas en e l agitador dump, 

a 28c o . e l  cu lt ivo  se f i l t r a  y ai una parte del f i l t r a d o  se 

ensaya la  activ idad  enzimàtica deseada.

Un mi. del f i l t r a d o  enzimàtico so ensaya de acuerdo con 

e l ensayo dei tamizado del p -n it io fe n i l- ^  d-glucosido.Por é l ­

se determina que s i f i l t r a d o  enzimàtico produzca poi' lo  menos

-  18 -
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0,5 x 10*"̂  moles de p -n itro fon o l a p a r t ir  de una solución 1,57 

x 10*^ molar en 20 minutos a 2-8e 0. y a un pH de 5. A este f i l  

trado enzimàtico se le  añaden 4 volúmenes de isopr opanol. Se -

forma ìin precipitado que pronto se sediuenta. A l liqu ido ^ue 

sobrenada se separa por decantación y e l precipitad o so pone en 

suspensión en 3 volúmenes de alcohol f r í o .  El precip itado se - 

separa a continuación ^or centrifugación  y se ceca en una cq? a 

delgada a unos 35s 0.

Una muestra de es ta  preparación enzimàtica se ensaya en 

una solución de naringlm  a l 0,05g preparada a p a r t ir  de narin- 

gina c r is ta liza d a  y ácido c ít r ic o  y que ten ía  un pH do 4. 0,2 

mi. de una solución dela enzima a l 2,5/- re mezclan con una por­

ción de 25 mi. del sustrato. Desnuca de incubación a 50̂  C. du­

rante dos sores, se ensaya cromat ó grá f io  amente en porcim os del 

sustrato la  presencia de rarmosa y/o glucosa. Se encontró que 

se liberan 0,0008 g. de rannosa y 0,0009 de glucosa.

TT.n

Ejemplo 1

jugo frasco de toronja extraído de frutos escogidos

20 de Texas, que tenían un guato fu erte  y claramente

analizó determinando la  concentración to ta l de flavonoides por 

e l mótoìo Davis.

Do un modo general , ce añadió un gran exceso de enzima 

para h id ro llza r  completamente la  naringina, dejando otros f la -  

25 vonoides. La disminución de la  intensidad del co lo r  después - 

de la  h id ró lis is  enzimàtica es proporcional a l contenido o r ig i­

nal de naringina. El va lo r re a l se  determina a continuación a 

p a rtir  de una curva standard. El método se rea liza  como sigue; 

se mezclan

30 0,2 mi. de jugo

-  19 -
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IO mi 

950 mi. do

de d ie t i le n - g l ic o l  a lca lino  preparad) a p a rtir  

d ie t i le n - g l ic o l ,  13)3 mi. de NaOH 6N y 36,7 mi.

de

de

- agua.

Se desarro lla  gradualmente un co lor am arillo. A l cabo 

de 20 minutos la  intensidad del co lo r am arillo se determina en 

un espectrofotómetro.Coleman Júnior en tubos de enrayo c el l i r a ­

dos. ¿ 1  contenido en naii ngina se determina a p a r t ir  de una -  

curva patrón preparada de concentraciones conocidas en e l  Ín ter

ve lo  necesario. SI contenido o r ig in a l de n-'..ringina se ancón— 

tró  que era 0,07%.

Se mezclan con e l jugo 2,5 g. de preparación enzimatica 

que contiene naringinasa obtenida según se d escrib ió  an terior­

mente. S I pH del jugo es 3,5* S I jugo se manti ene a 28a o . con 

agitación  in term itente. Periódicamente se detonar* can las  con­

centraciones de naringina y prunina y se ca lcu la  e l aumento

de la concentración de naringenina. Cuando la  

de naringina se ha reducido a 0, 038%, e l jugo s 

rente 15 minutos a 100S C. La nar*ingina conver

con cen tración

o c ¿Lienta du- 

tida  en pruni-

na se encontró que era 0,026%. E l aumento de la  concentración 

de naringenina se encontró que era 0,006%. El jugo de toronja 

resu ltante sin sabor aiao.rro es entonces apto para e l  consumo 

humano. Tiene un gusto delicado recalcado por la  elim inación 

agradable d e l sabor excesivamente amargo.

Se sigu ió e l mismo procedimiento manteniendo e l jugo a 

35s C. La h id ró lis is  es, incluso, más rápida. Cuando se em­

plean 25 g. de preparación enzimàtica a 25  ̂ C. tiene lugar 

-una h id ró lis is  muy e fic a z .

Ejemplo 2

Mediante e l  mismo procedimiento, se tra tó  jugo de toron- 

30 jas escogidas que contenía 0,076% de naringina can 0,5 g. lo

20 -



la  preparación enzimàtica an terior hasta que la  naringina o r i­

g ina l disminuyó a 0,04%, la  concentración de prunina es de — 

0 ,030% y e l  contenido en naringaiina a llen tò  en 0,006%.

Otra muestra de este jugo se tra tó  con re fr ig e ra c ión  a 

una temperatura de unos ios 0 . Tiene lugar un desdoblamiento 

gradual de la  naringina, bien controlad) . El jugo se pasteu- 

r iz ó  rápidamente puando e l contenido en naringina se redujo 

a 0,03%. ^1 contenido ao piumina es 0,037% y e l  aumento en -

la  concentración de naringenina es de 0 ,009%, r e fe r id ) a la  

concentración de naringina o r ig in a l.

Otra muestra se tra tó  a 53 C. Después de un periodo de 

h id ró lis is  a lgo mayor se obtuvo un producto con sabor amargo 

disminuido.

15

20

25

30

Ejemplo 3

Un jugo de toronja enlatado, sin endulzar, y obtenido

de toronja Pihkmeat Texas i  onía un contenido en naringina

de 0,058%, se ca lien ta  a unos 50¿ C. y se mezcla una prepara­

ción de naringinasa produciendo una ccn cent ración enzimàtica 

de 0,15%. La temperatura se mantiene a 5OS C. durante una ho­

ra. Al cabo de este tiempo e l  a n á lis is  de naringina ind ico  -  

una reducción del 90% hasta un contenido de naringina de -y— 

0 ,006%, un contenido en prunina de 0 , 047% y un contenido a i-  

mentado de naringenina de 0,005%, re fe r id o  a la  concentración 

o r ig in a l de naringina. E l jugo se c d ie n ta  a más de 1203 c. 
durante un minuto. La muestra obtenida está exenta de gusto -

amargo objecionable y tien e  un sabor de licado , agradab3e y - 

du lce. El jugo puede consumirse solo; es muy apropiado pa ra -  

mezclarlo en grandes c entidades con otros jugos de fru tas co­

mo naranja, limón, pina y albaricoque.
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aSiguiendo un procedi.liento análogo, e l  jugo se tra ta  

603 c . dando un producto l ib r e  de sabor amargo ob jac io  nabla.

Ejemplo 4

Una muestra de jugo de toronja enlatado, endulzado, que 

ten ía un contenido en naringenina de 0, 058% se tra tó  a 35s 0 . 

durante dos horas cón 0 , 20% de preparación enzimàtica, áL ca ­

bo de cuyo tiempo e l contenido en naringina se redujo en más 

del 95% hasta 0,003%. El contenido en prunina es de 0,053% y

e l contenido en naringenina, re fe r id o  a la  naringina origiiyaJL,.
%

ha aumentado en 0,002%. La acción enzimàtica se detiene por 

congelación déL jugo. Se obtiene un jugo dulce emento del sa­

bor amargo objecionable.

Ejemplo 5

Se extrae toronja de Indian R iver y la  parte ri nei pal

del jugo exprimido se ap: 

Los residuce y mondos de 

elevada c nteo. fendo e l ji.

ir ta  inra e l tratamiento posterior 

toron ja  se exprimen después a pr 

igo obtenido naringina en la  cae t i

de 0 ,118%. Tiene un gusto amargo muy desagradable que lo  ha­

ce inadecuado para e l consumo humano. Con este jugo se mez­

clan 0 , 5% de preparación que contiene naringina sa m.'.entras 

que la  temperatura se mantiene a 45 s C .. Después deum hora 

de tratamiento e l an á lis is  deL contenido en naringina indica 

una reducción del mismo a l 0,014%. E l contenido en prunina es 

de 0,094% y la  naringaiina aumentó a 0, 010%, re ferido  a la con­

centración o r ig in a l de naringina. El jugo está  entonces l ib re  

de la  mayor parte de su sabor amargo desagradable. No se ob­

serva pérdida de la  turbidez y opalescencia del jugo. La acción 

enzimàtica se detiene por pasteurización . E l jugo producido es
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5

do u tilid a d  para m ezclarlo con e l jupp obtenido diroctanente 

o para concentración a melazas c ít r ic a s .

El jupo exprimido diroctanente, an terio r, que 

una caatüad in ic ia l  de naringina de 0,07% se t ra ta  

de preparación de naringinasa. Hn media hora a 259

contenía 

con un ly  

0. no qre

da prácticamente 

0,056%. -̂ 1 jugo 

vacío , so enlata

na-'ingina. DI contenido en prunina es de — 

sin sabor amargo se concentra tros veces en 

y se congela.

10
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Ì0

25

Ejemplo 6

Un jugo de toron ja obtenido a p a r t ir  de fru tos tempranos 

y que ten ía  una re lac ión  B rix  ácido do 6 a 1 y un contenido -  

in ic ia l de naringina de 0,09%, se tra ta  con 0,1%' de una prepa­

ración enzimàtica que contenga naringinasa a 259 C. Despues de 

dos horas de tratam iento, e l  contenido de naringina se reduce 

a 0, 03% y e l contenido en prunina es de 0,03% mientras que la 

naringgi ina ha aumentado a 0,006%. Este jugo tasuran o está — 

exento del sabor amargo desagradable; tiene un gusto refrescan­

te . Es muy adecuado para jugos de bajo contai ido en azúcar o 

pura mezclar con otros jugos.

jugo de naranjas tangerinas tempranas y 50 paz-tes de jugo de 

toron ja  temprana. La mezcla resu ltan te se h a lla  ementa do sa­

bor amargo desagradable. Los gustos delicados dol jugo se han

conservado completamente.

Do un modo análogo so tra tó  una

En una caldera de 19 l i t r o s  se tra ta  un jugo fresco  de 

toron ja, que contenga 0,12% de nas*ingina, con dióxido de azu- 

30 fr e  prra e s te r i l iz a r  e l  jugo. E l jugo se inocula a continua-
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ción con. cé lu la  * de una le  

X'-an+gi iendo la temperatura

249335g
vadura, Saccha—romyces e llip so id eu s . 

L a 30e 0 . se efectúa una farmenia-

ción enérgica. Cuando le. fermentación ha terminado, se separa i 

la  levadura y e l  mosto de toronja se t ra ta  a continuación con ' 

una preparación de naringinasa a l 1%' a 506 c . Eq f in a l del tra ­

tamiento se obtiene un vino que tiene un gusto esencialmente -  

mejorado y un contenido rebajado en naringina. Bn otio experi­

mento , e l  jugo de toronja se tra ta  con non*inginasa antes de la  

fermentación con levadura.

Be un modo análogo, e l  jugo de toron ja , antea o después 

del tratamiento con naringinasa, se tra ta  con una espedLe apro -  

piada de Acetobactor con objeto de preparar un vinagre de toron­

ja . El producto tiene saber amargo disminuido.

Ejemplo 8

que

Jugo da 

ten ía una

toron ja extraído de fru to s  da invierno d e flo iid a  

rolad, ón B rix  ácido de 6,5 a l  y un contenido en

naringina de 0,12% se tra tó  oon 0,5% de naringinasa a 50  ̂ C. 

Después de dos horas, e l  contenido en naringina disminuyó en

e l 80%, donde un contenido en naringina de 0,024'f uncon ten i-

do de irunina de 0 ,08l%; la  

nido de 0,015%. So añadió 

una concentración to ta l del 

amargo se cari.centró y se co

naringanina aumentó hasta un cont 

entonces exceso a e glucosa, dando 

5%. El jugo endulzado sin  sabor -  

ngeló para su empleo poster io r.

Ej.eSEÍo_9

2 g. denaringina re c r is ta liza d a  so d iso lv ie ron  ai .aproxi­

madamente 800 mi. de agua ca lien to . A esta solución se le aña­

dieron 10 g. de gluconolactona y 6 g. de ácido n ít r ic o . El pH 

se ajustó a 4 con hidróxido sódico. E l volumen se completó -

-  24 -
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hasta un l i t i o  . Se añadieron 5 g. deprecaración enzimàtica do

naringinasa y la  temperatura se mantuvo a 502 c . durante 2 ho­

ras. El an á lis is  indica la  conversión esencialmente completa de 

naringina en prunina. La solución se concentró a vacio y la  pru 

nina bruta p re c ip itó . E l producto s... r e o r is ta l iz ó  varia aveces de 

una solución metanol-agu.a.

Ejemplo 10

10

15

20

25

5 g. de naringina se añadieren, a 450 mi. de agua ce lien te  

a 502 c . Parte de Ta nar ingina quedó sin d iso lve r . Se aladen - 

120 g. de glucosa y 3 g. de ácido n it r ic o .  E l pH se ajustó a -  

3 , 5 . 3 g. de preparación enzimàtica de naringinasa se mezclaron

con la  solución. A l cabo de 6 horas, durante cuyo t i  capo la  na- 

ríngina- , róstante se d iso lv ió  por mezcla in term iten te, toda - 

la  nar ingina se ha convertido esencialmente en prunina. La pru­

nina se recuperó por c r is ta liza c ió n .

De un modo análogo, se preparó prunina realizando el proce 

dimiento an terio r a unos 153 c . Laprepa ración dura algo más de 

tiempo.

20 g. de los  120 g. do glucosa to ta l de este ejemplo se 

sustituyeron por dos gramos de gluco ñola otoña y la  h id ró lis is  se 

r ea lizó  siqu ier do e l mismo procedimiento. Se obtuvieron resu lta  

dos igualmente sa t is fa c to r io s .

Esta so lic itu d , qie corresponde a la  presentada en Estados 

Unidos de Amórica, e l  26 de mayo de 1958, bajo e l número 737.477 

se acoge a lo s  ben efic ios  del a rticu lo  51 dáL vigente Estatuto 

sobre Pro r ie  dad In du str ia l.

30
N O T A

Los puntos de invenciói propia y nueva queso  presentan pa­

-  25 -



%

5

10

15

20

25

30

ra que sean objeto de esta patente - de invención en H 

VEINTE años, son los  sigu ientes:

1 . -  Un método ptra la  conversión enzimàtica de

spaña, por

narínpi-

na que comprende e l  tratamiento d 

pina con una preparación ensilad t ic

jugos que contengan narin- 

q'ne contenga naiduginasa

M eta  que (a ) se efectúe 

en prunina, en cuyo caso 

de un compuesto a u x ilia r

la conversión esencialmente completa 

, la reacción  tiene lugar en presencia 

, taL como se ha defin ido aquí, que -

se ha lla  disponible en una cantidad su fic ien te  

esencialmente, la  conversión do prunina en nar 

hasta que, por lo  menos, e l 15% de n-^ringina s<

-.ra e v ita r , - 

ingenina, o (b ) 

e convierte en

prunina y antes de la  conversión 

ringenina, que-"en do si la mezcla c 

prunina que sea eqi.u'.valante , por

completa do 'la  última en na­

ie  reacción una o m t i  da 1 de 

lo menos, al 15% dola narin-

gina o r ig in a l.

2 , -Un mótodo deacuerdo con la  zei vindicación  1 , carado r i -

sado por e l  hecho do que dichos 

se tratan en un int-erváLo de pH

jugos que contienen naringiua 

de 2,5 a 9 y en un interváLo

de tempes a tura de 5

3 .- Un 'método de acuerdo con lí.re reivindj.ca cione:3 1  ó 2 ,

caractori Sudo por e l. lie oh o de que el jugo q\i.e c ontiene narin-

gina contiene un jugo vegetal o una mezcla de dichos jugos, - 

o un jugo de fru tas o una mesóla de dichos jugos o b ia i una -  

mezcla de jugos vegeta les y de fru tas, siendo dichos jugos -  

frescos, e s te r iliz a d o s  o elaborados.

4 .  -  Un mótodo de acuerdo con la re iv in d icac ión  3, carac­

terizado por e l  hecho de que e l  jugo que contiene naringina - 

contiene jugo de toron ja .

5 .  -  Un mótodo de acuerde con cualquiera de las reivindi­

caciones 1  a 4t caracterizado por e l  hecho de que la  prepara­

-  26 -
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ción ensimética con "tiene de 0,001% a 1,0^ en peso de la  misma 

de narinpinasa.

6. -  Un método de acuerdo con cualquiera de las re iv in ­

dicaciones 1 a 5, caracterizado por a l  hecho de que dicho com­

puesto a u x ilia r  es (a ) un azúcar, o (b ) ¿Luconolactona, o (c ) 

ácido plncónico o tánico o c ic lo h e x il-^ -d -g lu c o  sido o ne-clas 

de dos o mas de estos compuestos, es ten do d ieres coi-u'-estos - 

(a ) ,  (b ) y (c ) presentes en la  nególa, r  aspe c t iv  amento, en una 

cantidad en e l in terva lo  de 40-200 partes, 1,0-5 partes y — 

1,0—1000 partea par onda parte de naiingina.

7 . -  Un método re acuerdo oou cualquiera de las r e iv in ­

dicaciones 1 a 5, caracterizado or e l hecho 3 o que en e l pro­

cedimiento (b ) se ev ita  la  conversión completa da semina en 

naringenina interrumpiendo la  acción ensinática  cono resulta 

do da la. inactivación  ra la  nar inginas a .

8 . -  Un método do acuerdo con 3a re iv ind icac ión  7, carac­

terizado por e l hecho de que dicha inactivación  se consigue -­

calentando e l  jugo tratado a una temperatura superior a 30S C.

barante un corto periodo dr tiempo, o ras+eurisándolo instan-

téneamente o sometiéndolo a vibraciones u ltrasón icas o a la  - 

luz u ltra v io le ta , o congelándolo, o elevando su pU por- enema

de 9,0 o rebajándolo por debajo ce o q-,r.
9 .-  Un método de acuerdo re on 3a re iv in d icac ión  7, caí 

terizado ror e l  hecho de que dicha inactivación  se conci uu

añadiendo a l jugo tratado exceso de azúcar ' e f  er en te m en te

glucosa, para conseguir una concentración f in a l ,  por lo  menos 

del 2';j, p re fe i^n temente, por lo  menos, del 5/j en e l  jugo.

10.- Un método pa ra la  conversión enzimàtica de nar in g i­

na .
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Tal y como se ha descrito  en la  Memoria qce an+ecele y 

con los  fin es  qu.e se han especificado.

.Teta Memoria consta de veintiocho hojas escr itas  a máqui­

na por una sola de sus caras.
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