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cama sun ledn.

<omg ‘On N

impartan:ia -n alimentuu

En’ il:_Prisintu'krabaJn prqinntan las pro:nlqs“flil:ul (R.

Hangen 1974}, quimll:as KL "Saito 950) ‘uiélogxcb"tﬂ:. . Abem 1974)

para la obtencian de Alcadn millcn sienda los’ mﬂs:'lfi:inﬁ:e! b
productivos los dus_- ultimou.}: Esto- -'matbdas pruﬁor:xnnan ans

alternativaxs lmpurtantal Para su Fabrl:ac:ﬁn.

Sg propurcinqan famutdn pPropliadades ¥ caractearfaticas del dcido

madlico.

En base a . lo expugsta  ma realizg este tracajo teniendo come

abjetivos;:

al Apurtar Ii mayu tnfnrma:ion sobre &l 4cido malice con el fin de

establncnr crltqrtul para €l mmjor uso ai mismo.

b) Propar:jnnar las ba:es Para ta produccion a nivel industrial th

nuuatro pall. ya qu- actualmante, en México, se carece de Hrlth
A .

1nv=st15a:ion y una Planea p#ndu:tiva.



en Ia :lnt-:xl del
acidea gixuullico.
:nlular; .saendn ;mpartant
obtiane enurstl para

14y,

wn lns Sllcemis:‘lelDQlCD
naturales, ah frutas y "
bartaricn, unalicn. su::lhic

Se an:uantri librl potaliu.'
lus talln-. laﬂ

calc:u; magneﬁia y ualnl nrganican

nojag, las flares'f”lqs ??utu- da numﬂrolau plantas.: (éZD (:5).
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1) HISTORIA -

"Ef nomore del acide malizo proviens “del latin malum (manzanal)

adjetivo qué aignifica Partenaciente a la maﬁ:aﬁl{

£1 acida aalico fue estudiada  por Primeca ves par 'lcs siquientes

investigadores: : - - : -

SCHEELE 1o abtuve por Primeca ve: en 17895 do la manzana verds (no

PUdIENYUD pregardrlo Purc),

vornd'T LIERIG, en 1833, lo estudid detenidamants vy l@ analize

averiguando su Zompoficion.

PALST , Bn 1852 obtuvo el acido - mdlica Lnactivo a pPartir de scido

aspartizo.

EEFULE, lo obtuve an 1841 del acido hrumﬁiuq:tntcﬁ{

PREMER, prepard la forma - dextnaglra;l'hor.,Fiduc:lnn de Acido

dextratartarico.

KREBS, =n 1730 sbhbserve la a:flvldnd_de los acidos di;irbnntli:n! [ 1o}

teiidos animales. (31 (15) (491.¢&9) . :



2)ABUNDANTCIA .-

Tabla If-t.~ ABUNDANCIA DE LOS ACIDOS MALICO ¥ CITRICO

AL IMENTT % ACIDO MALICO - %-ACIDQ CITRICO
Arandano Q.10 {.56
Apio 0.17 . 2,01
Bracaly D.12 . -2 )
Cal 0,10 : O.14 .
Cal rizada 0.03 0.33
Coltiflor 0.39 " L 0.2
Eareza V.36 - 1.99 -
Cebolla 0,12 0,02
Ciruela .92 . 0.0F
Calabaza 0.15 T e
Espinaca 0,09 X C0.08 |
Frital 0,17 0.63
Frambugsa - . 1.0&6
Frasa - O.lé - 1.08
Grosella 3,03 . L 230
Chicharo 0. 08 O.11
Higo Trazas 0.33
Hangos - 0.14 . -
Limon Trazas =.84
Jugre de Liman 0.29 &.08 -
Lechuga . G 17 .34 ,
Manzana dif.tipos 0,10 - 1.2 0.03. = 1.0&
tHalocoton Q.37 0.37 7. -
Naranda Tratas . 0.78
Nabo 0.23 -
Platans 0,37 Rving
Fepino 0.29 o O.01
Fara -~ Q.42 X L SO0 24
Fiia 0.1 0.84
Fapa - DL . n
Remolacha -— FENTRRN - I'F ¥ S s
Ruiharbo 1.77 s 0.41 . - T
Sandta . U. 20 Do T, PENEL .
Tomate - 0.05 = 0.20 Q.30 =, 0.47
Toronla Q.08 L 133 -
va Q.63 ) oL
Zanahoria 0.24 ... 0.0%9

- Trazas

Zarzamora 0.14




3} PROPIEDADES FISICAS ¥ QUIMICAS

3.1) Propiedadey Elwigas, (22} (3%)

El acide malico farma cristales hlan:u-.’cnans]u:;dul{‘ E1l ‘tsam

lavegire y oestrogiro sen las formas en que se  sncuent a}.zél-fcﬁdq:lar

de alta humadad aa higroscopicog u-'un'a;Ldﬁ_'aﬁéanlcn fuar
bajo pH en soluciones acusas. A bljall-gunhlﬁfrndfé

®1quientas valoras da pHi ) : _;:, et

% ACIDE MALICO

9.001
1




Tabla 11-3 i
' PROPIEDADES F1S1CAS DEL ACIDD MALICO

Forpula Qulmica - . 0
: CgMg0; 6 HOGH-GOOH 6  HO- cndor 6 goA

: : : CH 4]
e »—CO0H CHa-gI—OH GHOH
CHap
5028
Ac:du. Suave
glor .. Ninguno

Aspecto Fisico Criatales blancos triclf{nicos
Farmas'en que w& encusntra Sintetica; mozcla racemica Dl
’ ’ Matural: forma levagira

Poso Molecular 134,09 ' -
Forma Rac#mica DL, 12B.5 a 130 97
Farma Natural L, 100 a 103 90

D, 90 a 99 °C .

. .
Punto da Fusicn

20

" Peso mspecifico = d 1.601
Feso mspecifico de una soclucion
satuyrada de Acido DL-mdalico 25 . .
. d t.2% . ‘ .
5 : .
20 . .
L.+ 12.0

Kotacion especifica (o<1 D
Rotacion optica en acetona a 19 oC Levagira 5.7



Tabla [I-2

" . PROPIEDADES ‘FISICAS

DEL’ ACIDD MALICO

canneage-:dé ionizacieon K-

Salubiligad: .

Agua . 5 o

25 ot
753 aC
Etanci . 25 aC

Etar wtlilico 2500

Clorpforma 23 aC

Calor da combustidn AH & 20 ol
Calor de la solucicn

Engrgfa libre da formacicon sstandar
de la union (&F grados!, 25 oC

Viscosidad (solucidn acuosa, 50% a 25 oC)
Indice ge Amartiguacion
Valares de pkK pK

1

209
2

48 gramaos/100 ml de solucidn
38 gramos/100 ml do solucion
BO gramas/i00 ml de solucion

' 39.15 gramos/io0 ml de wolvente
1.41 gramas/i00 ml da sclvente
0.04 gramos/1iD0 ml de solvente

c= 320.1 kecals/mal

= 4,0 Kcal/mol soluto

= 201.98 Kcal para sol. acuDsa
&.3 epg
3. 28

3.4

5.0



Tabla- fI=3.= Densidad de Solucionas ACuosas

. LT e 13- -]
Congantrazidan g/t.°" .. T4 T
00, 0 T To1a11% 14.9 .
I3 LT 1.129 La.&
b1 e s le 144 8.5
az l.133 19.5
46 - S ) a l.la? 1.0
S0 . L+ 1B& 2.7
=4 _ 1.199 4.1
a0 . - . 1,220 . 2hel

El  dgido malico parteneca a la Gamilin ;ulmica:'dg‘lu! aeidos

gdicorpntilicas alifaticos. __Sea claslfica, timbidn _=bmu urt .dertyaua :

hidroxilada del Jdacide succinico, como Acaido ,dlcarbnxilléé :y -dcido

hidroxidicarbokilico.

LOsS nombres comunes que =g asignan san:

rmalica

Hid;uatsucclni:u-'
-_:Hidraglbufanadio;:n

quﬁaui-i.z- eganudl:arbanili:q

Se epcuentra en muchas plantas y zumos, an vegetalas formando sales

de potasio ¥ caicio. (%21,

Pur”'tennr un dtomo og& carbono asimdtrico (cantra quirat) =8

spricamente activo y wm& pregenta en tres madificaciones 1sbmaral|



asktragira, levagqira 'y  racémica,

simbgolicamante ile

La manara en que e dasignan

5 (fl{'L_ﬁ_Farma:lQQﬁng;

‘R {+}, D.m Farma: gextragira ’ :

RS .‘_DL_- Fdrml'

Law formas L y D's

&8 1nactiva -

E1 enantiomero. levorotatorio

espaciall (3)-(S200

| COOMW

R

C HOw— b
N 1 S
CH cooH
2

5 (=) Ad. Malico

En estade natural el dcide

demuastra un comportamiento peculiar con respecto a la

lux polarizada; una solucidn al J4%

'

COOH
1
H o [ e O

i
CH coaH
2

R {+) Ac. Malico

tisne la siguiente configuracion

lavomalico an wstluciones acuonaw

a 200C es dpticamante 1nactivag

Acci1dn soore la

las

de mayor concentracidn somn  dextrogiras y  las mds dilujigaws levogaras.

(3523 .

11



Tabla Ti-d.- ﬁc:ldn spbre la iusz anlir::ada.

’ 2
Cancentracian de 42. L-malico . L tal .
an LOL ml dp Balucien a .-
70.1 + 2.83% .
44.4 Daxrrogira . B Y
a1 ) — e 0
LTS Lavaaira - 1.5 .
8.4 - R.30 S

3.S)Beacrividag gel dgige Milice

1}~ Los acidas 0 y L =~ malica pueden Intercanvertiria gegdianse

formacion del acido clorgsuccinica i{inverzLon o Walden!.

Al tratar 2l acido malico  cpn pontagcloruro de Fasfaors  se progusy
una  inversian o en  la- configuracian * eopacial gal Atoma” ap  carzang
azsimétrica y se fOrma =1 4gide d=clorosucsinigo:

FCL

: T 11
© ACido L-mdlica - » Aciae d-clorsauccinica

‘St @) reactivo g% el cloruro de tianilo la lnvarsias  po fiene lugar
v &1 dcido formado a3 e1 [-ziarosuccinicas
| soEy

Azido 1-mAlicg =ercrm—mmcmme———— Anigs =g largsuceinico



Far acciodn do oxldo de pia:a ®n  BuSPEN3itn aJcucsas =1 JAgida

d"clnrasucclntcu EL] :nnvxartn *n a:lda A=mal teo.

“ag O
n
o

. AzZida ﬁ-:lnrasucqlnléﬁ e - ——3 Acido demilico

.'ﬂg.n

2

Acide t-clarosuczinico’ A lidemmas> Acida l-mAlice

Si ne utiliza htdrauldu l1os- a:ida: qua ge ‘obitienen ‘san l=malica y‘

d-amdilen, relpactivamanha.

KOH

. ACidD d-clorpsucclalce | = = - > Azide 1-wAlico

KOH

» ‘ficide d-malico

Acida l-clorssuccinied = —-

E1 gnnta:lnruru de .fdsfure ¥ w1 hidrﬂxidn da pntalia Pravncan

inversicn Bn ja cnnf!gura:ion miwnera Jaque- el

utdw da' plata y clururo

de tionilo no.

Los :Ambiua te 'li: :enflgura:ian rc:ultante P ravelan por su

accisn sohre la luz pularl-nﬁa. ldén- Indica que dos

‘grupPoE unidos a un atnmn de carbuno a:imétri:u Han :éhﬁf:da de posicion.

13



Las modifl:acionca produ:idas .ie_ﬁﬁprenentan por’lal siquisntes

farmulas prcye:tadal an papul:

PC1 ca
- >
o,
—— Cl—=C—H
KM Lt 1
e, . €O M
Agido l-mdltca__:_”7'i v S . Acido d-clorosuccinico
. . N
soC1 Sagio. L ER Ag O soc
2 - 2 : : 2 2
v- | B B
‘CD IO © PCL . CO_H
LAEEIE - Ss L 2
CH . . R4 CH
TR . 12
|1-c.—51 : > HO—=C =H
. L . g KOH L
ca : . co_H
Acido 1-clarosustnico Atido d-daf!:a‘

£1 Acide ma:tcu t:cnn muchas de las :ara:tertst:cas du reactividad de

los scides © dicarbaxilt:as v alcuhnlnl : monnhidrnxlll:nl o

mnnohtdréhiladus,,cumn A:!dﬂl:L;hﬁdfakfaarbaui}§cbl'

"2 .- Al calentar con &cido sul#ﬂricq'fhmadéakénh[ nhidrido sulfdrica al

=

{reaccian de los

10% =2 separa _ una mnf!cuiaf d' scido

d~hidroxlacidos) y dos mald:ula igl?ihiﬂé-aél Acido malénico

tacido  formil acéticol, las quu Cread iunaﬁ‘enfr; "wi  bajo la forma

EaL ! R
endlica Para dar acido cumili:n o malinico. ' (32). (TS (47),



co_H H  Acido

L2 H2504 L Farmico -
LCHOH . Cﬂzﬂ

L —————————————3

CH»

L2

S0 H [CO + Huol

‘Farmil=

Ac. Mdlico
‘acatica
H : o -
1
COH
HC
1§ *
c
Fr
a OH
2 moldculas shélicas del Ll L Acido Cumalice
dcido formilacética ST . . AC. pirana~S-car .’

boxilico, - -

3= '_Cal-ntlﬁdo wl {At:i'dn '.m-aurcu. a ;-10060 - durante’ 24'. hc'br"a_l, LT

convierte an acido maldnica. [§-1-3 0 513

T M

co H
NP Tk L 2
o, Tel 100% co- . CH,
: => '
Cnéi

Ac. Malonico

4¥,~ El él:!ﬂl; Vm;'l‘_ﬂ.'l:u snl ‘“p"r.npal'ar hidratando el anhidrido malico: Este se
origina cuando . s'i";az_i'_érié_;:'- oy Jac_irdcr malica can  anhidrido acética,
.:lnrur'a _da léi'_tifl_;-: _o,Fen"taclnr;Jr'u d:l fdsforot en presancia de estos
deshidratantes nnsq Pl“udl;lcn- Acido fumarico v se favoreace la formacion
del anhidrido del 6:.1dc| ‘malice el cual se cenvierts a su vez, en

anhidrido maléica. (30} (60 (71).




¥ ann.Idr;i&-:i'rﬁnli!

7.

de una sal _fﬂl’l_‘_:ll!' al:ldn cxata:ﬂ:ic

(CH
FEBI,a

— . 2
CHOR— S8 Tl
I . oo anh, acético -
BHg — COQM -

Ac.

- Halico

o

H=—=C—Ca,H
X l_-'urn'ar'-lvcﬂ -
C(teans) .

- PAg. MAlico--

6) L.l ouidacidn son Pur'dmido ¢I hidl"ﬁgﬂﬂﬂ P"‘ﬂﬂu:l- on prassncia

Ac. Palico. L R P ch_allélticb



T4

7). Con 'pnrauldn e' . 1200€ ge -

’ Proguce -écldn tartaricu ncia de

cromg,

o axalacético. (S1) .

’ I'.'HUH
. -"’Ha -
T8

Ag. Malico

10} Con di:rnmatu de Pu:alia prnau:n acida malantcu.-_(47)

[~ O . g cu .

- o2 K a='7 2:,7 z’* L
CHOH SELE 'I:H . co. .
L e ———rm——————D L 2-. o ’
o R e ;
CogH

Ac. %4lico jAes Maleniea - ©



11 Péw reduccidn con acido .yodhldrlcu nas pProduce Jacido

cuceinieo. (%23 B
G 2"
CHOH - HI* = P
i L= n - -> 1.7 . .
™2 L B SR
SRR e

Ac. Malica | 0 - Ael Suésinica

137 Calaentando ':an". gl'y:l;rina =@ forma anhidrido carbdnico y

acroletna. (53 .

- BHOHCHUHCHOH 7 T . -
CE L ‘C R - T
. Blicerina Vs \ Co
Foeo. . M. CH
e i SUERRPERNIEE &
= “—3 cH,
=30 - 340% 2
Acroleina

',_n:.;m'ii:o' -
12 Calentands al dcida malico ‘cah fencles y dcldo mulfarico =se

Produce :annr‘ii'u. A7) (S51)

co
1 ZH H25E|4 I\ =
. . CHOH
< 1 > \/ X[
P CH ) [+]
12
anH

Cumarina

Ac. Malieo Fenal

14) El dcido madlico y &1 benzaldehido reaccicnan an presencia de

piperidina, a 130aC, para formar dcido B-benzailpropionico. {91y 87



N . .
(. 2
A . R . .
cﬂaH . : . N -t . ) CH
L E A H . . (:]:;)
- GHOH + T < td
i | : 1z0 - 1a0%
CHy : ‘ L [\
) Mt Ban=aldehido X S ) . B a
CDZH -
Ac. Halice . . Ac. t.3-naptale-
. . nogiona.
Ag, A-benzoilpro-
’ P1ANICS.
15) Calentando con acidu nrnmhldri:c forma Acido bromosuccinice.
[1-29 1% . o] .
co_H . co
12 ‘ 2
CHOH . -, : HBr CH,
1 » 12
CHo . a . CH=Br
o H .
coy - co,H
Aé.'nallgq‘ . Ac. Bromosuceinico

14} Sa prapara é¢stares afadiendo malats argéntico an pequenas
parciun-: y un'nucnlq de yudurn alqullicu y complatando la reacclion por
cal-ntami.ntu. an baro de agua. (S1)

. R-ang : , CH ~CH,T . 7 "lag +  R=EOR
: r : ICHa LT 2

. . ————--—--—)
. Sal de Plata Yodura : S Eaten
HMalata Argdntico . - e :
':171 El monocéstar 3@ prepara por riflujn &i‘jaﬁlnﬁ malico en
" aleohal y triflorurc ds bore como catalizador.

CBZH_ . . 'CD H

2
P
CHEH R°OH CHOH
] N P
|I:H2 L ‘ ,V.I:Ma S . .
CO H CyH

fc. Mdlieo Estar



T
18) sa ;ln-o-n'dul:i"ol &@Q;:nr} c_m;ru:pl:lndiqnt_n_' éun,un,—al:ahol.
Gag . . ; R = v .
L

cHou' . zAton

'_CH
1 2 .
I':Dzlfl—':

mn:i-.{_‘- :

--F\I:-V

anhidrida . Blicerol, Alcahal’
Midlico - . pu“htdr!dn S

CBZH_
a Lo ‘Resina aiquidtlpu—-
' T liemters o

20) Reacclidn del didster malico y alcdxide d-'uagio-

l:l:lzﬂ . EugR
CHOH . + R-UMa —w——=~——=> CH=ONa = .
1 | .
CHa U'Ia
)
CoR I.‘:Cl.‘ﬁ
Dituter del Sal sodica del

Ac. Mdlico dismtar.



' 21) Cobtsncian dn nmiuan.

a A Partir dul :lorura dcl actao malicn con amunsacu.

GogH -
CHOH CHOH
| - - 1
12 ?"2
- BOgH cogH

Ac, Mailica Malamida

cidd_naiﬁcu'cnn amaniaco.

[+]

1 fl
CHOH CHOM-CNH
oua : 2
CH a CH,,CODNH
2 > 2 4
Cozﬂ -
Ac. Malico nnhldrtdn ﬂélicn ff-” I Honoamida

c) A partir dtl :!ururu dul -nhidrldu mAlico CON AMONiACO.
Q 0

- i [
CHOH=C._ - 5OCL 4 CI-CH’—-C ’ NH“UH C1-CH= ~_
‘. a . I SN t
CHy—c? -— - > cHy e’
) cnz-—c AN}
jv]
D
Anhidrido Malico . Cloruro del 2—Clorosuccindmida
Panidrido
a
7
NH—CH-C
20,01 £ N
NH
et e >
CH; %

o
2-Aminosuccinamida

2



2y A partlf dal dxo-épF del deids maf::u.

COo,R :
COp , Canky :EUNHZ .
CHOH NH . CHON - : NH CHOH
1 3 1. : 3 X
CH —_———————————ea—3 [H ——————— . e cH
t 2 F=0H t 2 1 2
COoO_R cCo_R CONl
2 2 . "2

Disster dal Dianida del
Ac. Malico Acs Halico

22) E1 acido malico forma :nmpl-Jés de quelatos con Lones
metdlicos dependiendo dol pH de sistemas acuosos. Las reaccionss de

quelatos se usan on procesos industriales requiritndose la aliminacidn o
control catalitico do iocnes peotalicos, para inhibir la corrosion en los

productos de galvanoplastia.

Cocmo o oObsgrva en las rgacciones expuestas, £1 Aacido malico

reacciona,.como los dcidos carbonilicos formando derivados funcionales de

Cloruros de adcido, anhidridon, ésteres y amidas.

los mismaos, como son:
que e! OM de un grupo tarboxflica

Estos derivados son compuesntos en los
-g0cR, —-NH2, ~OR, {3%) {51

ha sido remplazado porr <Cl,



S.4)B2scciones de Qutention.”

i. El Jc!dn mtll:ﬂ -q prepara pur htdra:a:ian dn Actda malticﬂ

o fumarica madiant. :alantamiantu =3 altau t-mporltura- t:oo a ZOO'C) y

Presidn alta. 52y . -

H-c-cpzu'; ’

'CHOM.— CO,H

H=G-CC3H - .
R 0,H

-Ace Maldico:

cuaﬂ—c—af
CAC. Fppﬁr{:a

'ruméidzzinicu' can

- “reduceién del  Acido’

cHoH
Lo —
CHOW = - “=Ha0
CHOR 1 7=
cogH

Ac. d-tartdrico .- . ) pg. d-malico



. Unidacion ‘uel a:iua luc:xnlcn cun Pevmanqanaco ae :u:asin.
prraduce una me::la do ﬂctdn maltca y 4=1du tartArxua. (52 =/
: COgH
P .

CHOH

"Ac. Malico

 {No se resorta gran-
--endiﬂientn)

‘dm. la enzima fumarasa.

(41 (27

. Azi Halico

m.au:.. pn «..7;

cH -|:|:| Yt a : —
CHa: M Dulhldrésﬂﬂlla - sz COyH
co 1cuzu -- —— CHOH-= COaH
0 B ‘C Malica
.lhc;'ﬂnAlaﬁlti:or"“ . KR o Ac. HMalico

4)PROPIEDADES ALIMENTICIAS

£1 acido malico es uno . de 1os adltivni gene}ala- propuastas por
la FDA (Foog and Drug Administration). Se encuentra =n la lista de
sustancias GRAS (Sustancias 4que ‘son generalmente reconocldas como

soguras), an la lista da agontes Neutralizantes vy ﬁmurttguidnre-. (8= }]

El acide malico os reconocido y uslao an Norte Amirica desde

196% y en muchas otras partas'dnl mundo como son: CJapan, Inglaterra, -



+ Estados Unidos y RErLCo, =91 (22)

Tomanda &1 acido malico comor un dﬂ_ﬂéi\rﬂ alimenticio _d!él pude

definicrse vomno dqualla sustshcid Ous Ha  We  un producto _a\lm!ﬁticxc
basizo ¥y due ;ﬁti Pressnte an alimentos cone f¢tuihada‘ de sy
1ACorporactan on la produccion  de los mismon (-n"farma natural - sa
qn:u;nira un frutas ¥y vegetalaes). Sy \mpurtanéla ;:ertu-'in IHF un

Aditivo que pusde contrithuie 4 la sonservacion de  las casactariseican

dal alimento. Tomanda al Jcido malica como aditlve  slimenticio debe

ajustar a4 las siguientess prupxaddesli

* a) Mantanar Lla calldad nutrittva"dol alimanta sin afectar :u-_'
proptaditdes. ) ’ '
B} Aumestar estasilidad del alimentao.

¢) Coadyuvar al procasimiantio u-i alimeanta. 7.

El acida malico se considara un Jagente Iabnrl:int‘.. que

lhecrementa o -htl%ndu el sabayr y come sustansia qulmsﬁ-'para contrplar

wl gH, Q& ) ST
CARACTERISTICAS GENEROLES.

El Arzidp mélico as un acidulante ﬂ.}\ﬂl“ll .dl '.jslbqr; ‘igt‘xn. iﬁav.‘.

nor  fuarts,

aue desapareces gradualments sSih dajar  senzacidn ﬁo_f

acentusnda o retenlendo el sabor del alfméntﬁ. .Pnr !u?ilﬁf‘;cguﬁ{itdcd
&n agus ¥ Su baja higrescopicidad as muy atil 'ﬁ'érdd&;tal:liquidn: ¥ an
productos en palvo. 56 usa en pequedss cantldades dinﬁa la ien-cc:an de
un Wabor navural, shcascars sabdres tnﬁaldlble;..na- af!uth ipﬂ colores’

sedimenta del coler como sucedw con

naturales o artificiales ¥y no causa



‘ce

algunos a=zidos fucrtu-. 'T:irnrza prqplcdad de 1nniblr -: duilrrallu de
rancidez an acelt.l y gra!.- y. per ln tantu sirvc como lnttnnxdancl un

alygunos alimentas- = “)_(35)..-_*_2~uf  ..-§2 R I

=)BI0BINTESIS ¥ TOXICALOGIA ©

5. 1)BIOGINTESTY :

Eil acido malico intervienws d-' Mmanard muy lmportants en =l
metabillma hum)hn ¥ vaget;l. Il_ §0n.malatu en formado =n ci._:icla-aq_
Krabs y en -l_c!cio da glioxilato. Funciona coma uﬂ ingnrm-dtarln
metabdlico annvaflou tipos de resccionos lan cuales son cataxt?idal
enzimaticaments y son responsakles de mantenar la vianxliﬁad,'dnl?-‘

.organxsma;,ai_un;an;urlnr da determinadas rnl:;inna! biu‘iné‘tl:ai qQﬂ
== forman a‘Paﬁ:lr qn ruac:inn-; degrldnélvaq da carbohidratow, llpidcﬁ

. proteinas y Acidou nu:litcusfr--c:ion.l de sintesjis y_dagrada:lanl;- 4 -

En ellciéiﬁ'ﬁQ_Kras; funciona camg lntsrmadiario;,Qt@cgn-'dﬁn_di
'ljl‘,rpncclnnesf éﬁ- ;lunl " rospontSdblaen de - la dgsradacian éxid;tzvé
prﬁdu:tn#a 'da:aﬁergla- ﬁ de la produceicn de piravate _a'hibgidn dI 
fcnrhona ln.sl; Qlu:ollis;. Juﬁtn. con la fasforilacidn oxidativa ItrQé
como !dwﬁté'pésnéipll dn energla metabalica en forma de ATP. . .

Bl | acide ﬁtltcu junto . con ‘Vaeruu aclan . di:-rhnxflicn-
tsuectinleos, fumarico, uual-élti:ﬁ ¥y d.:ntnglutaricnl. nitlmuln la
rdlpira:(an, aumnneandé «! gconsumo da nniganu y la prnuu:ctan de hiuxtau

de carbono & partir de la degradacion de piravato. 123y .



- El acido malico ‘Gn_\q-llntllll de aminoacidos funciona coma un
1nt-rﬁaﬂ;irln_‘pé-§uridr de la formacidn de oxalacetato fuaras de la
mﬂﬁbrana :liullr ﬁa?& ‘ilf‘ﬁrnnifurm-dn BN aRpaArtato (trqns-M|nalen{‘

danda origen ala formacion de amincacidos. (41}

. Eor qi'Acicla dal éltunllato las plantas y bacterias tienan la

ﬂﬂFlctdla da 4urmar-.=arhahtaratns a partir e acidos gécual, donde una_"
ae las ﬁea::tnnls.czav-n de este o8 la formacian de m;lltn Partisnds de
una uqld;d de acetil=-5CoA y gltonilato par madio de la enzima malato
sintatasa, ¢l malato formado pucde sar Gonvertldo «N oxalacetato y este
pusde ;dr .utlllzada on la biosintesis d@ carbohidratos vy -mtnuactnus;

L27) .

En =l ‘metabolismo vegatal las pr.ﬁurlnr!l da  acidos organicos

san ‘gi

ralmente Ootros acidosw Orgénicos Y aiucares, algunos aparecen
intcialmente ‘en .la . fotosintesis de aminsacidas durante 1a
'FF alaﬁiﬂicgﬂn."_gi 'prlncapal Eaminn. dml ‘mﬂtlbulilmu de los scicos
.ﬁrgqnlunn _pﬁnagcibﬁlzon 1a rvespiraczion :-lular_ &h carboautlacionas ¥y

también el 4cido malico os oxidado #n 1a mitosanderia

‘degcarboxilaciones,

Tumahdu el  Acido ﬁa(i;u ﬁnséu otre punto de vista, dunte foraa
parte del ééu{libﬁtn scido-base an @l crganlumé humana (se sncusntra en
sangr'e an - la cantidsd de 0.19 ma/1G0 ml,3. Como. w1 acido malico we

parte da la diota humana {en frutas y verdur

-sm sfectidan crertas

¥
':luncion-"mnt;bﬂlica- por la absorcion dal misma par sl organismo dnnd-.

‘@l 4cido malice we oxida facilmente. =~ (31) (mé) .



S IQXICOLDGIA

Es wun Acido relativamente fusrte Que puede producis  alguna
irritacion en ja ptel ¥y membranss Muconas, 2N los ¢jos causa lagrimacion
Cuando 30 usa cOncentrado. HNo »e conocen efectas acunulativos ¥ no se

Ran reportado dasos en su maneja industrial.

La dosis  oral, LD=%0, gn ratones v ratas as de 1 600 a 3 206
mg/i‘g mn solusion acuosa 41 L. Los sintenas sant debillidad, retraccion
cel abcdoman, ciainosis, adlar al respirar, trritacion en  la plal  de
CHyYyOR. {No bay diferencias Notorias ensre los dcidos malice b O L),

(S43

&) HMETODOUS DE ANALISIS DE ACIDD MALICO

.

a.TiCualitetivg

IDENTIFICACION DE ACIDO MALICO

Reaccion de Plheura. Se aﬁplla como reactivo ‘una solucion qhi“
contiene 0.02g cde B-naftal par cada  mililitro . de. aciﬁu: sul furico

cancentrada.

Pruocedimimnto:

Se adaden &N una =Apsu(a de ﬁnr:nlana 0,05 gramos an la sustancia

por artalizar ¥ 15 gotas de. reasctivo. Sllhgx_écfdu -maliéu aparecq‘una



caloracisn verde amar:!tlnta quﬂ pasa a “amarilla palido al calantar y &

anaran;auq al dilu:rll can agua. (L%),

Cramatografia de Papwl {Salwin anc Band)

‘Se  usa gromatogra*ia ascengantce cn. papal para l; separacion de
_a:ida malico y otros acidos organicas (oxallco, citrico, 'téFiArI:u.
fumarica, succlnico, lactica, «aipico) con una mescla’ de Sdrléard 'da:'
atanol 964t agua:t hidroutdo de amanlo concenbrada unau; coma solvente.
ta visualizacion se realiza rociréndo @l papel con una mexcla de rajo de
matilo (0.02%) y una solucion ge azul da secilanc al ©.1% en atanal (192

291

Cromatogratia ode Capa Fina

Schwcigar reportd la separacion de acido como lacrtico, malico,
cftrico, fumarico. Se usa pelve Ffino de celulosa can 201201t de

pantanal: acido Fqﬂmicaz agua comg solvante. La ideantificacitn sa llava

a4 cabo por sl reociado con B-hidroxigquinoleina, o%5analica. (1 (74,

Cromatografia de Columna Liquida.- Silica gol. .

Una me>xcla de acido de CZ & C4 {citrico, succinica,, matica,

fumarico, Pirdvice) puedsn  sepdrarsa en una columna  que contis

“actao
qulfirico 0,95 N wobre un gal, <! salivente ucado an bun:-nu-‘atar._ La-
éraccianas de acido se lacalizan con  una nnlu:tcn de. rn:n da m-tiln y )

postarior titulacidn con solucion os hiaruxldn de !ndln 0 DOI'-N haltn




p L}
alcansar ¢l punto rojo. fanol, (17
Far iJumplu' Cllmbht- ah 1964 separsd los dcidom  organicos  de

wxtracton de Raranja par cromatograf{a do wiliza ael chtonienga la

‘wigutentes grafica-1I~T. (2%

(GRAFICA II-I
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Grafien II-T

"L = Acido Maldnico ;3 2 = Acldo Oxdlico; 3 = Acido MAlice
4 = seldo Cfitrico,

Cromatograffa de Sngen

Algunos investigadores como Mazliak y Salsac (1955), Brunells .
(1567) mrovarsn la cromntograffz de gnun vera estinacidn de acidos
orginicos tres posterior esterificacidn de loo nimmos.

Hazliak y Salsac obtuvieron la siguiente grifica do los metil
enteres de pulpa de manzanwb, {(grafica II-2 ). (16)(28).
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CrnmuEagr.fla da G Piruvntn; 2 - Gll:alatu.' 3 - ﬂu-latal-

Fuhnratu: S '- Buc:lnatus 6:-: Adlpltna 7 - Halntug 8 = Cltratu;

tsucxtrato._--i

El métado. para land-tuﬁmlnanian'¢§:.

frotah dqucrltn par Brunall

Mo todo

a) Cromatogr'afn_.du"," a

b} Columna 'ﬁu 1. 55 ml.

,ampaquitiﬁ;.éan BE-JO ll s.az sobre D!atrupo”t 5 uphrtda {luttrmlcam-ﬂtq

. ‘s 130aC. con hlaqun de’ Iny.:cjén y - ;detn:tnr a ISOQC.

clJeringa, mlcrhjaringa Hamiltnn ndmcru 705. T:'. :

3

"1-".

dldm.tru Intnrnn,. dq Avinriu, o



Reactivgos,

a) Disclucion de acetato de Plamg. Dildyase 735 grs. de dcotato qd'
plomo y 1 ml de acido hasta 250 ml con Agul, '
b) D;Iatu‘ctan Patran de actdo malico.’

€V Actdc Sulfurlce 1 N. Dildyase 26.4 al da H,S0, hasta un litro de

AGUR. V

‘@) Henamwti{ldisilazano ¥y trimetilclorosilanag.

Diénrmin;;!&n;_

.‘SIAtFIn;éll;ﬂ. 1% ml dnrlu .munétra Por analizar’ an un fragco de
‘Centeifuga de 250%ml s@ agrgga acido sulfirico L N y 20 ml de disatucien
di.icuthta dé piuho; 0.2 éramos de calita 543; agitar vigorosamanto dos
Vmiﬂutus : y . centeifugarc. Degcartar el lidquido sobrenalante per
duéantaélan; Lavar dos veces la sal o@ plome con 100 ml de alcohol al
a0% agitanﬁn. cehtrifugando y decantendo. Caliéntess el residuo a 100aC
;halta sequedad {por 2 Noras). Suspundar 1a sal do plamo desacando on 3
m]l de la'disnlucidn patron {b) disgregar el precipitado :an.una warilla
de vidrio. Adadir a este suspencitn on &l siguients arden, unas cuantas
pi-:a: .a. drierita, 1 ml da trimagtilclorpailano vy 1 mi de
hexamatildinilazans, agitar durante dos minutes para completar la
reaccian, degcartar la mezcla a un vial de 3 mlI con ctapdn do
Polimstirent y cantrifugar, Cromatoegrafiar 20 Mls  del iqbrenqdqnte'on
carriante de helic a SO0 al/mtn, Se’ rapite gaste pracedimiento con
%,10,15,20 mgs de Jdcido milico y se representa los coclentes de altura
de los plcos de la trimetil=-silanp derivados par altura de @l pico de &l

patrén intorno, en funcidn da la concentracion de dcido malica fijp. S

u
o



clomatagrafla dus vaces :ada mulltra por_cnmpara:ian :oh los tiempos de

resencicn da 1us a:inn- conncinnl. :,
Cromatografia da Intercanbio Ionico. {(Goodban y Stark 1957)

Maétode desarrollado por USDA Weestern Reginal Resarcn Laborateorios.
@ basa on  la eliminacion de los cationes en una golumna cambiadora de
cationes, ¥y la pulﬂnéldr atsorcian de los 4dcidos en wna columna de
redinas cambiadoras de aniones. Los acidos débiles retonidos se eluyen
can una disolucidn do carbonato do amonio ¥y @1 Acido malico se extrae

con carbonate de amomo a una malaridad mas alta, {1a) (297 c6d?

Roactivos

a) Ambaerlita IRA~100, torma carbonato, de &0 . a BUO. mallaw

hamogenizar y pasar | Pnr un  tamlz la r!ﬁtna hunada en forsa de-

cloruroi redganarar can una disolucisan *al 52 der hidrdxidu d! nudln.

lavar luegd con cédrbonato de’ nmnqip,l Ny :fxnalm-nte :nn :ad

destilada.

b) Deowez %0, - fnrha-hldrogunadav'dq- malla So;lOOQ fi:x'qa' enlace
crusade. - i !
e carbnnata do amonlo 0.

d} carhunato da lmnnt

e} Acido sul{arlcn al 96% g_auu analitiCn-x '; )
f). 2.7 d- Naftalunadinl. 1 gr!loo ml da é:ldu -uLfarino al vaz

3) p-mdrnauennm ducuu:mn a1 1% wn- hidrnuldo de ‘modio 0.1 N.

L Carhonitn de sndln._l Ne-

i _Eulfatu caprinn. CUSDA. SHaD. al 41 P




Detarminacleén

Prlpar.r_'la :qluhna - almera 1. 1nsartando un  tapan del aAdharo OO
Praél-tn de un.urtfi;iu an ;l' que se introducs un - Eroto de  tubo oe
VldPlO‘lﬂ_U“a :biumnA Erﬁmaéaéraflca. constituida FO? uq tuba de vidrid
de 55 em. de longitud y 134 am de diametro enterno. 5Se coloca un pedusdic
_:ir:ulo de tﬁla_de'nylnn en al fondo datl tuha para retinqv. AsggquUrarse
que no se proyecten fibraa de nylon por debajo del @itremo de e
columna. (caégaw la c¢olumna con una pasta acuogsa ua‘ rasina [RA=-430
{raactivo a) hasta que gl ssdimanto alcance una altura de 19 om.

.

Cargar la columna numoro T (un tubo de 14 mm da didmeatro @xaterno y
20 om de longitud aquipade de moda similar? con une papillae de Sows: Sd
(reactivo b)) on <Tantidad sufilciente para gue la  rasins aléatse  uno

altura de 10 cm. Coloquaess la columna nunera 2 encima de 13 numero i. ar

MaNEra gue Sus sluates caigan directamente sobre la columna anidnica.
ARadlr cuidadosamonte a la columna sup@rlor una allcucta da la
disolucidn por analdzar que contanga no mas de¢ I3 milisquivalantes de
Acidos  totales ¥ no menos dJde 0.008 amilieguivalentes (0,534 mgrs.) de
dcido mafico y dejar gue pase libremente a traves da amban columhnaa.
Retirar la columna infarior: lavar la supsriar con tees porcilones de 1O
ml.} .ﬂi A destilaga y esperar A que una porcion hayas penetraon
éutalmuntn an &l lecho de reXinas antes de afadir la proxima, Lavar la
columna inferior con tres porcicnes de 10 ml. da agua destilada. Eluir
la columna inferior con cinco porcicnes sucesivas da 10 ml. de canboanato

e amonio 0.23 N (reactivo ©) racogiendo @1 aluato & un matrasr aforado

de 100 ml. {determinacidn otroo acidos arganicos).

- Cambiar el matrar afarado por otro de S0 ml ¥ lavarse sucesivemente

15



16. calumne con 10, 10, 10, 1o, ¥y 9 mil de carbonate de amanic 1M

irgactive d). Este sagundo aluato contiens sl acido malico.

Lo detorminacicdn de acido mAlico sa hace tomande 1 ml. da oluata

Aue contiene @l acide malico y que debe contwner da 3 4 G0 mgre. Qe

acide malica, -a un tubo de ensays de 25 u« 200 mm. ARadir <con cutidado

Fuactamenta 6.0 ml, de acido sulfurico 41 4%, gota » gova, cen una

burgta delando que ol rpactive se deslice por la parad del tuba oy

T agitanda 2! 1lquidao del tuoo da wrsayn durdnte la adician. MAzclar »

afhadfir 0.t ml., d& la drsolucion ga 2, 7-naftalenodigl (reactivo LRI
Se4lontar ©n YaRe de agua hirviendd gurante 20 minutas.  ENdriar y
transferirt und alicuota & la cubeta del aspecrtraofotometroc. Loar el
porcantate de absorbencia a 390 milimicrones (mm). ia grafica patran e
potione al ropresentar las lacturas aen el esoeciroiotanotro @n funaion

-

oe la concontracion dm a:|d6‘malicn. 43 unyg linea racta an #! ranga de T

- B MiErogrants. El hlanco se prapara con O.l ml de reactivo fde color,

1.4 alr, de ajua y &0 ml. de aclido sulfurico. Este blanco dJdebo

permanscer ingolaro, tras el calentadienta.

Eipraesar los reﬁulfados an porcentaje de acldo malico o an - gramos par

100 ml. {18 (21)



a.3r@ialanice

LLos procedimientos enNZiMaticoOs 300 rapLycd y Sy BEOE 4 MmifLmad

errores de msnipulacian, (LS B s R ]

Hay do$ Pracadimigntos an &1 Primero A3 uad &l microorganiamo

Schizosaccnaromycos s@ detd 'ming Cusntitacivamante 2] acido mali=o zar

fermentaciaon proguciends etanol y alonido Ow cartang 85,

ZH =CH OM  +  TCO
- -

= - =

Ao, Malico X Etanal

l.a cantidad da acido nalica % autiena porer o Jdab@rmMingc LR o)
- .
dCido tatal antald ¥y daspues d¥ la fIrmentscion da ZaniZokacthardmycas.
El segundo grocedimients sé utiliza la enzima cdeshidrogenssa salics
que cataliza la raaccion  eatre agitio MAlico  melaxg y  NAD+) {farmands

oxalacetato y sa #lduc- la forma da8 &l dinucleotido a NADH.

H
|
=0OCCH~—L-CO0~ =Qocuw gCado- + HabH
2 ’ 2
o . o
L-Malato Dxalacatata

Sa detarmina el dcido oxalacetico con hideazina @0 solucion
alcalina. El alcence de 1la resccion se mide espactrofotometiicamente
por #1 cambio de el cowfigcirents de axtansioch a  Fadmm. {debido a la

reaccion de NAD- a NADH =1 resultado puede s®r un pocd inespectificod.,

Gedlravimatirico (Cowles 17081, .



Sa dnp:vkh!n dows motodoag ®1  primers ton 1a usi1lizacion do clorura

de calgio v 9l !Qéunnn con acetato do calcio,

Los dos mntadaﬁ dependen de la precipitacion de &Cido malico coso
malato de calcie, con mintma solubilidad en alcohal. Cuango ostas o
calcinan producen Carbonato oo cailcina, scetato de calcioc gue sa fitula

con nidronido de sodio, usando como indicador andranjado de metilo.

Los otros  acidos grgsnicos prasantes en la muestra sa precipitan

can alecohal.

Esta determinacion me realiza en productos que contienan asucar o

carpohidratos. (101 {333 {201 (731,



CAPITULOC @

METODOS DE
OBTEXCION



BEYQ0NS DR QRTEHCION QE AQIRD HALICO

La cotencion <@ icida malico se realiza por diferentes procedcs o
manufacturas, tantc 4 nival leboratorio coma tnguscrial, Los meicdos ae
optancian dua =a praesentan en nete trabajo musstran un amallo pAanorama
desde Sus pPringiptos -cn que fue descubierto y se Oobtuvo d¥  frutas
fagurales roalizade par Schele an 1765 vy por Von=uiabig .an 1983, thasca
AUEBBTra dpOoca, donde a1 dcido aw obtiene por mesodis  Juimicox o

SintétiCON, Fn2imiticon o fermentativon,

Estos pProcesos 2@ nasan an lag propiladades Auimicas y bigquimicas

del acide malico.

A partir del dascubrimiento duwl acido malicyg wmpezd a  surgir  le
infquietud POr obtendr #] Acido @n rarma pura, De aste interess surdieran
varios investigadores pugturtérul & la spoca de ven Li®pig como fueran
JM Waies (1922),  Fleisch (igzar, A.Pictet (1asi, St aup L1871 .
S.Tanator (1893=-1{894), aportaron diversas métcdos 40 aDLERCiON A Nivel

lauoratbrin utilizando productaos haturales ¥y qQuimicas. L83

Esxtos métodos s& axponen a4 continuac:on:



1)OBTENCION NATURAL DE FRUTOS (R. Hangen 1841)

VEl dcido malico pusde prnb;rar§§ hparti!nda da frutos verdes como
20N Dayas verdes silvostres (Serbus. Acupario, . romiceds 4rbol de
dasarral 1o ranolo de 5 A & mnérn! de alfura.'?iurn:; &n primavera, dandod
lugar a4 frutous carnosos del tamaﬁa'-durhﬁ"gargnn:n.'c- astringenta y
contiane pectine, Jdoido cltrico icidé malico, ma encusntra en climas
tamplados}), en la vidg y =l man:aﬁa, uj k?u:!diﬁiantn de cbtsncidn as al

siguientar . . R . .

#8 decanta,’

" nui?iﬂ qua -

\ ‘nirviente de acido

S,~ Sa vierte wl precipitad

nltr!:n 1t 10. 

7.— Para nhtqnqr -l a:idu mllico _ln pr-clpita la lnluc!ﬂn‘_cnn

aulfurico,’ '.: [f: e _" U 'yn_ - A fi__r

B8.- Sa flltra 'y =8 canserva =l 1iquida hasta la cristalizacion.

(s 49y (32 : o L oo .

rﬁmblcna, este malatu

L3



Otra fuente 'd-,apt-n:iaﬁ‘i-'c-f ! “umo de arte aIucarddd o naple

tarce saccharinum). . 77 v

T W wakrun‘nn l?li'lnqumafqun_d- lOOO‘arhnl.. se gbtiene de 7 a 11

kg de sal calcicala. que pusde convertirse en dcido malica.:

;-ﬂ glcéir' él acido mlldi:ﬁ. | %% produce facl lmante por oxidanion

‘de b-n:inu; (30) Cai&ntandn: #] acido maleicao con agua en  un

r-:{ﬁl-nt‘ :n%chE:-'f17o fC == nbtiqﬂn wl dcido malico y como protucto
_!lcundaria\-lHiaélénlfumaricu. m‘tudn reportado por Ekflup e 1991, S.
Tanaton lE?;,:J;ﬁ;H§|ll-y Dawwns en 1922. (47

2.— A partir dn.a:ldu fumidrico se puedes cotener el a3cido milico cun.
vARGP 28 agua a Pr.ﬂiﬁn a 150~206 ec, raportado por J.Flelsch 1838,
A,Pictet en 1881, Bk;-up en 1B%1 ¥y B,Tanator en 1841. (329

3.— A partir, de calentamiento de scido maleico o fukdrico e iogeC
can NaQOM diluida, reportade por H.1 Von 't Hotf 1893, Skaup 1891 (49).

La fabnricacion actual del écido malico se l[leva & cabo #n Estados
Unidos, Canada, Inglaterra, los Cuales ta producen an fOrma sintetica @
quimica con lo que s# n?tiqna 2l Jacido PL- majica, en Eurcpa se& produce
la forma L-malico por utiliragton de wsicrogrgantsmas, en  Japon sa
producen lap dos farmas del dcido malico, #1 metodo quimico’ a nivel
l;huratortn y al maetodo gnzimatico a nivel industeial. Los m?tnuul da
producesitn gal Jcida maligo se registran en dlfercﬂedn pPatantes Ossede
1930 por. K. Saita, 1958 por Y.Ono y M.A.Cullen, 197&4 por C.R.Algen, 1974

- -

por Kazo Yamanota. {34y (T3 . N . . =




33

En ol presonte frabata Se 8vponon loi motodos quimicog, SNZlnatizIos

y tformantativol por los cualas 30 progoduce gl acido malicao. S5 presaenta

4 nival inquecrial @l procesd quimico ¥y & nival lanoratgric los procescs

gniimaticos y fermantativo Guyo astugio #n ldaboratorio Fuhdamanta las

condiciones de produceion Indqustrial.
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3) OBTENCION INDUSTRIAL {@iimica-Sintetical.

La lintllli quiml:a -

a:idq DL-malt:u tnvnlu:r- ﬁtarnél:\qn de

Azsy v .

acida maltxcq o, fumarl:p a :-mpuratura ¥ Pr-lien

El Jcnda malnlca ln ‘clunlon acuosa rcqui

hldﬂata:iﬁﬂ uirccta a

1800" v 130 a _OO pll. pnr un agpn:xa de t|qmpu Qntru 3 y 5 nnr;s, ul

prndu:tn He eltn roac:san ol una m -cla do acidg mali:o

-qutl;nrin

con acida fumartcn y un pequ-ﬁo por:-n:aj. de a:idu maloxcn. cant-ntnnuu

usualmente cantlnndni paquesas de F wtos’ cqlurtunq dn cnmpo-l:lon.
d@lcénﬁ:lda can ;atlunal provenientes as la curralianrdnl r.lceur. {ipor
acida mailcn caliento) y agua. La purifl:ac;nn:sanl éctén,lﬁ;llca ;I
realiza por dobla wtapa de criwtalizacion qﬁnd. iqi;tgh-n,i#u s1gutentus

pasan: n N

l.— Ajustar la lolucloﬂ acucsd de actdé‘ﬁa;iEa]a una.:nncanéra;ian

| de 20% *n peso 3 anec,

- Enfriar la ‘Qluctﬂn a 1s5°C para al:an-lr

3.~ Saparar el dcide’ fumari:o _'-alidu.:. Ichlﬂl' par

filtracton.

4.~ Concentrar =l l!cur,madru a.un.mtﬁ(muud-f é:z‘; up; Ecmpnriéhré"
de 40°C, efectuar la cristalizacidan del ic(dﬁ malica. - -

%.- Segparacian de acldo mallco a 40°C. )

6.~ Lavar el 4acido aalico con una solucien aﬁua-a. que  este
sustancialmente libre de Acicdg maleico y fumarico.

7.~ Redisolver los cristales ds 4cico malico en agua.

8.~ Eliminadacion da residucs inaolubles par filtracion . -

.~ Pagar euta Rolusian directamante 2  una columna de carben



activado para elimlnar cantaminantes colaoridos.

L ~AJustar la solucian resultance de ' acida malice -a una

C3INCENTrACIAN de  42% 4N PeYDT  Mantenar s Una temperdtura. de d0oc

nasea srectusr la criwtalizacion.

11.= SePacracion de acido Malico por flltracion

tZ.- Lavar los salidos de acide malico ‘©on una-solucion -dcucsa que

este libre de acido maléico y fumarico.
El acido malico que e obtiens  y pur}fi&a an ssta . forma econtiene

U. 0% de acido maleico y manos ae 1% de acide fumarico in}agrimi:lll;lY.

ﬁurlfl:a::onol adicionales pueden llavario ‘a :Quu. Fﬁr_'l;-uin dey
TAEINAS CALONLICAS Y resinas anignicas @0 cqlumnal intarcambiadaoras, esfie
paso pugde realizarse despuss de el tratamiento cud.:lrhnn o iﬂﬂ.;{GP.l
1a apgunda «etapa ow cristalizacion {(Diagrama I1[=-2). Lag Ee-\ﬁdn
anidnicas DILM{nan al acido 4umarice y maleico QaFldn- arganicos
insaturados), las resinas catignicas @liminan cationes moetalicow ¥ -l

cérbon absorbente o activado remueve lmpurezas coloridas. Los diagramas

e purificaclon de acido malico se describe como sigue: ’

(tiagrama EII-l ¥ III-2}



Diagraoma ITX-1

ACIDG HMALICO
H O

1 v
ACIDO MALICO
ACIDO FUMARICO
(180 a 200 °C)
UL Y

1

1
{2 v
ENFRIAMIENTO
REFRIGERACION

ELIMINACION DE
ACILO FuMARLICO
(Fitracian)

i

4
(£ 2] ]
COMCENTRACION
ACIDD MALICO
&2 % PesaD

R

Purificacidn de Acido Mdlieo’

9) . .. .
TRATAMIENTD
coM CREON -

o e o e

-~

KI: 1

-

ELIMINACLION
ACIDC FUMARICO
(Filtracian)

1
i

7 1
RED1SOLUCION
EM AGUA TE
CRISTALES DE.
ACIDD MALICD
i

LY-H 1

LAVADD DE

CRISTALES
TE ACIDO MALICD

H
3-2] )

SEFARACTION DE
ACIDD MALICO
(Cantrt fugard

409

EMBALAJE

S ——

CoLumnA TE
INTERCAMBIO
CATIONMICA

coLuUMNA BE
INTERCAME1O
 ANLONICA

[§ X+ B
COpNCENTRACTON
ACIDO rAaLICO
a2l % Peso

H

11y
SEPARACION DE
ACIDO MALICO
(Cantrifugar)
l
i
() v
LAVADOD DE
CRISTALES
oE
ACLIDO
MALICO
H
b
SECADO
(%0 a 80 °C)
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Las  espociLficaciones  que qeoe cumplie .ul' dcido malico que sa

.nbthen- POr asite PPD:ISQ’IDI‘I las Ilguantansl

ESPECIFICACIONES (Food Chemicals .Cﬂduxlr

Apariancia - - polve cr%s‘ea:ll.nu Planco

cler : 1hodarg T t
T Punto dw Fusion : o "130-132 oc

pH en solucion al 1% 1‘2.35

Puraeza 7. 0% _nln..

Cenizas , - . i ) Q.14 Max. - L N

Material Insoluble en agua O, 1% Hax.

Humedada . L ) 0.03% % Max.

LIMITES DE® IMPUREZA

Ar-tﬁi:o . L 7_0.00_)03 % Max.
-‘H-__eal'c-“‘Pwiadn-. .cumu_ Ph-. . 0002 % Man.
‘Ploma _- B . T0J00t % Hax. .
..Ag:gdléll-'um.a_r.l:g ) - .1_.0 % Max. por pesc

_Acido Maleico .- - 9,05 % Max. por peso
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4) OBTENCION POR BINSINTES!S MICROBIANA

La manufactura de acido Lfnall:o Forf.érb:ildi ‘nﬁ::ﬁatlcpl -y

jermantativos nNO e comparable 4 la producciden . por hidral atalitica

3 altas temparaturas y prcllnnél.

El acido malico que se obtiens por bBlontntesl

microbiana. se

realiza partiendo de al Jcide, -fpmir:cn-'n] ‘cua &*:tfansfnrmida
en:imaticamante con o alh sl sistamiento de ls wnzima  fumarasa. Para
este %$ipO de Biocofnversiones s han utilizado - varios microorganismeg

camg sON

atLgugongator Qrevie, Caodida wutilis, Eichia Wéu-

. transforman el fumaraco a L-malato. IFurvkawa 1970)

)Puliularia pullulang, Pravibacterium due bransforma @l fumarata a
L-malato {Qzawa y Watanabe 15&8)
=) Gandi{da Hydrocarppofumariga; al acido tmalico se cbtiena partiendo,

de un mediog que contiena n-parafinas como fuente ae carbono, so abtione

un rendimignto de 72% en peso de producto. {Furukawa 1%70).

d)BRbhigopus gryzas; ol calde de cultiva contiane una soluctdn de
arsenite dg sodio 0.901 M, pH= 8.8 y ‘acidy fumdrice este es casi

completamante Sransformado 3 dcido Lwmalica. tFurukawa 19703 .



El procesa comercial enzimdtico e pProduccion continuad  de aciag

an

L-malico a2 afectua en Jagon a;rtiqﬂdn de la transformacion. de agido

fumirico, este metodo 38 basa #n 12 uti1lizacien uc cllula:‘ nmavilizadas

u-wwzwm

Este procesa ha sido uttll:a¢n para la prauu::lan lndustrtnl ansu.g

1974 utilizando el B. ammonisgenss,’ abt-nt-ndn

'r'nui tcnto-
toneladas por mas y con &l E‘ilgzgm uosdt t??? aat' .

da 24.1 tonmladas por nes. (S35) “taa t7b).

El procesao de finmovilizacidén sn.?llnﬁ ':iﬁa in ‘un. gel de

poliacillamidar. prfMEram-nté e .pr-gaﬁb uiau;“usptﬂcldn d- :ilula- an
solucidn salin-; ..‘.m!==l‘ can lcr;iamkdi ¥ un. agent. liganteg prumatﬂr
de  la polimerizacidn dando ;nma rasul tado un gwl formado par particulas
de 3 mm da didmetrc a las que se las aﬁadg D.3% de axtracto de bllis
taumanta la ‘l:tlvldld de la fumarasa Yy debilita la formacien do acidao
!.:ul:l;.irlh:o). Con estas*celulas se empaca wna columha da 1000 litrow 4 la
cual s& pasa dirsctamente un flujo de 1QC a 200 litros de funmaratc da
sadico & 3I76C. El periodo da actividad de la fumarasa de law cdlulas
inmavilizadas en la columna @s de aprocximagamonte 4os mesns. (IS) (74

(24 . -

Eatn md todo de produccion can celulas inmovillzadas de
Brevibacrerium ammgniagengy se describe a continuacion dctallauamant; ¥
pastariormente %# dan las condicicnes de produccion da acido L—ml;i:b &n
forma Ccoamparativa de los dos microorsanismas soralados para la

procuccion industrial.

a- I.|.4_



bilis acida,

4.1} Dbtencicn Enzimatica por Inmovilizacian de Celulan

0

Prouuccion gontinua gs Asige  Lomalico eor  inmgeilizazien ge
grevibaceqrium ammogiagenes ¢n asl de epglaiagrilanida., el (7o), .

Los resultadcs d& la investigacion

Hasariales

as!l coma las condicitnes an las

que we desarrallo la misna se qpuestran a continuacion:

Manoseprs de  acrilanida, Acido degricgélico, persulfate de potasig,

aitracto de bilis. ascido fumdrica.

Sulfive g¢ migrograanismog

LCantiene las siguienfes susStancian:

2% de glucasa
.54 de  dgido fumarico
1.0% de licor de mafz .
10,2 de urea

A= P:HaF'D4
O.05% de HgSQ4

pPH = 7.0

Se inocula una mueostra de @iCreorganismos an

distribuye en frascos de SO0 ml, se incuba por 24

i00 ml de medio se

horas can agltacien



{140 rpm, 8 cm a@ golpe). Las celulas se colecciona ﬁar centrifugacion,

lomovilizacion de félulas

La inmovilizacion oe :ilul;s ‘e llava a cabo an un EL} di
_Paliacrilamida utilizando el ligutqn:e prucudlm:an:ﬁ-tcnzblti 1974t. Se
suspende 1g {peso humedo!) de selulas en 3 ml de solucidn salina al Q.94
¥ 750 mg de monomoro do acrilamida que se  adiciona p;r. formar” la
suspension, sa agregan 0,5 ml de B*dimltlIamtnupruﬂluﬂlt;lla al T%, comp
acelerador do la polimerisacien y 0.5 ml de parsulfato de potasio al 1%
coma iniciacar ae la misma 14 SusPens10n 4@ mantiehe & I25°C por 1T min
Rara adamplntar la polimertracian. El gel1 s2 prepara ton partlsulqs -1

S mm d= diametro (mall 9) y ss lavan a fondo con solucidn salina al 9%.

-

Comprobagion de la sotividad go la fumarasa

Purificacion parclal de fumarasa.

H)

Se suspandan [0 g oe calulas i1nmovilizagas on 100 ml ce solucidn
amartiguadora dea fasfato de potasio 0.0l M {pHw?7,0) <@ zonifica a Pz
par 10 min. Las particules celulares se ranoviergn por Centrlfugasion y
#l sabrenadante fue fraccicnago con sulfato de amonic. El pregipttado
tan el 40 & 70% de smaturacicn se centrifuga y dializa contra wuna

solucidn amortiguadora de fosfato de potasio 0,01 M (pH=T.0},

Esta preparacican alcanza una actividag dg § Mmoles g& actdo

L-malico/min/my de proteina.

*  Drusba de estandarizacion de la agtividad dg la fumaraga

"~
.-



La actividag do  1a  fumarazsa de las ‘c#lulas  inmovilizadas se

adtarming zomd siguet

Fara 7.4 g da células innovilizadas se éérné-n Soml de f;ﬁ-ratc.d-

33310 iR (ph=7.9) y se i1ncuba a 3790 par uﬁa har;.cnn“aéita;iﬁn. La

C reascian ne deticne por remocion  dol qa} pu& filtracion’ 9 ol 4cxdﬁ
L-malice formadn za detarmina colorimétricamente.’ E1 rchnuntn do iéidn
fundrico se remuu}n como pracipitada al adicionar un volumen igual de

HCL IMN a la mezcla reaccionanta.

Determinacion dg dcido guccinico

Cespues de remover el acido fumdriceo el precipitado é‘gulgﬁﬂtq da
la centi'ifugacidn sp detarmina del sobreanadants el aﬁ:ﬂa'!uc:!nicu-paﬂ
sedio de una cromatografla de papel utilizando los Siguiontes sulvunt-s;
n-putancl: acido acéticor agua (S313ly, usanco como indicador azul de

hrancfenol en netanol al C.1%.

Reterminacipn de agido fumdricog

La concentracion e acido fumarico " se datermina

gEpgctrofotométricanente a ZBO nm. (metodo da Back y Alberty 19535)

ACondjciones gptimas para la  jnmovilizacion de  celujas ¥
tratamjentg gan extractg dg Rilis epara la produygeion ge Agidg Lomalico,

t-~Eleccign de migroprganismog.



Sw 'prepaéarnn diversos miCrodrgjanismos con  alts actividad de la

L]
a

@nzima fumarasa, fuerdn inmevilizadas en un 901 da poliacrilamida, danda o

como rasultado ‘que @l Brevibactgrium ammonisgenss !An;lﬁAS‘tiinn éayur_

actividad encimatica en comparacicn con los Otros microorganismos usadon

(Tatila ILli-1). EER R NS
S.-SuPrasion da la fqrmacion de scidQ succinigg,

Sa 1i1nvestigaron diversos mnétodos ¥y sustancias para n.vﬂ:lr- l-.l
fur‘m.lctcn de dcido succinica, teniandnse Coma resultads que copn @ el
extracto de bilis a8 reduce a una minima cantidad su produccidn’ y s

tm:r-nmq.n:l la farm«citin do Acido L-malieo (@abla 1711-2,3,4).

S.-Candigicney para sl ltilﬁmlﬂﬁiﬂfﬁﬂﬂ autragto doe LLLlle,

alCogngentragion del extracto dg hilie

Para us® inNdustirial 2! Eratamiento con axtracto da bilis e3 mas
adecuade a una consentracilon de 0. 3% suprime a un minimo el acido

succinico (Tabla (11-5),
BIEfecto de 1a ifcoparatura

La tarmperatura dptima para @l tratamianta con extractc de bilis es

da 37°C produclendose una menor cantidad de dcido succiﬁlcu_lTabla

11I-&1.

crEfectg de gl eH.




raalizoda cgn diversas variantes <Oomd

Ffizstlcox y quimizas. Edtas varlantss

El aptima PH para wl iratamlenta, @#std dentrd e wn rangd do pH de

adozuaca a8l o= 7.5 {Tabla

% oa g9, tomandose como el [LET

1I1I-7r.

Los resultados oupuantos eut4n  Ffunganentados an la 1nvoastigacian

S0M: MICrOSrganlsmas, ofestts

8 anponTn a continuacias an forma

tablas de resultadaos.

1.-Elegcgion de micrnorsan lsmo.

Tapla Itl-1

Farmactian de agido L-Mali-

Migragraanisncs
co (maales/h/a de celulal

Sin CFC  Con CFC

Brnvibacferlum amnoniagenes

Frateus vulgarig LFO = Z04%

TAM-154% 1. 49 z-37

Caryngpactarium equ: IAM-1038 0.0% .42

- Eacherichila coli ATTCC-11203 .27 .32
Microbactarian flavum =M 1442 T. 20 0. 38

0. 16 .25

= Clorura de centilpiriginio al 2%, adicionaga a la

mazcla =sacclonante, acelera la permoabilidad dal
sustrato o de @2l pProducto s ia membrana celular.



A Autolist

tratamliento cdﬂ Aaca@tona w tratamients <o GQQQFQQHEB.

Tanla I1I-2.- Autclisis,
I “Inmovilisadas

_Canﬂqlamt-nté; ¥ . dancongelamienta, calantamjancs,

Tratamianto

Formacion ae. az.

L~mal:ica

tmnaless}

Farmacion ce ac.

L=sucestnizo

h/g de z#lula PR oacil-malica
(a) in) :
. . 4 :
Contraol sin sratamieéntg o .49 4,57 [ Sa
N .
Autolisic de calulas a i
S79C par I0 horag ' 5.3 4, 25 T.5 -1
t
Congeleniento ¥y Dwscon- :
galamientg ! t
245 nrs .57 #,91 1 2.5 H.1d
_:oﬂc 1
24 hrs 2.9n S.ex FI.E 2.0
Tratamiento de células-~ .
car <alos ZEPC. 1 nora T35 L y 5% 5.9
1
Tratamiento se celulan . i
inmovilizadas con caipr  1.53 4, 086 - D0
g3°C 1 hoera. !
-+ i
a) Celulas tnmovilizadas tritacas son CFC al O.d
b) Calulas tnnovillzadas tratadas <on EFC & ncubadas

a 3I7°C por 0 hovas.

L]
3

Cangclamxentn. Calentamianto aa Celulas



TABLA ITI-Z. _TRATAMIENTO COM ACETONA

ITratamimnto =zan acetona
1 ;

Formacian

Formacidn |}

H H

i de dcido i @4 acide
IConcentracian Tamparatura Tiempo | malico i sucsintza !
e fcetona H tnm2les/h/g | tmal % oag.d
[ A - tsc tnin) H de =¢lulas) ! L-mdalieso !
b - B
! Control . (sin =rataniantol H .57 )V Z.8 - Z.0 8
i H ! 1
H =] o5 &0 1 +22 1 2.8 = 5.0 08
: H 1 1
1 prin} " - H " T.7L [ »3.0 §
1 1 ! }
H =8 " " 1 T.235 >S.001
- ! ! ¢
H 43 " - H T.4% 1 1.9 = 2.5
i i H H
t 30 " " H T.43 ] £ 0.2 3
| H H i
) a7 " - [ 6,02 - < 0.2 1
H 3 . i
50 to ’ - 6,41 > .01
. | i Tt
=0 - "0 129 i @s 72 > S.0
. H H . '
=0 } ’ 20 &3 4 7.37 | 1.0 - 2,51
. - H H H
5G pded 120 1 731 0,2 = 1.8
. . H . <1 Lt
H 0 e v] 0 L.2% 1 9.3 - 1.0%
i 1 1 f
H 5Q -] 30 1 1.17 H < 2.2




TABLA 1Ill1-+,_ TRATAMLENTO COM PETERGENTES

Cutergenta fancentracicn
)

Foraacion de
acido L-malico
(mmolos/hrsg

Formacion as
acido succlnico
(mal % de acado

1 4
H H
i H
i da célulias? f Lmaiico}
H — H
Lantrol linmegiatamenta ' 0,49 ! —_——
despuss da la inmavilizacian.) i i
Sin adic.onar deterjentcs i 0.9% i 2.5 - B.0
H H
crz 3,02 H A.57 i .5 - S.u
H H
oo [ N3 H T.07 i 1.0 - 2.%
H H
St.3 D.0% t .03 ! 1.07= 2.5
) H H
=10 .02 4 [ H 2.5 - 5.0
1 H
TrLion x—10 Qe 20 ) T H -
H H
Srart oacidae Ok H &, 57 ! w2
v R
= ac%s do (i3] i 7.%8 i .2
21t T H
H i
AR §=-1-1 e i) H 7.28 B <0.3
Gansicalico 3 H

L & Cloruro de cantilpividinia.
Sl o= Lagvil sul fate de sadlo.
ZL-10 Sarkitan manalaurato. .




T--fondiciones para @) Lralamiento GON sHtracto de biliw.
a) Efecto qe la concantracicn de2 axtracto de bilis.

Tabta III-%

Congentracion da
wsxtracto de bilis

Farsacian die acido
L-malico t(mmoles/h/

Formacian as acido
succinice {mol- % @

T i
I L]
H '
() | 9 do células i 4cigo L-malica)
[ H
o o : . 0.7 ' 2.5 - 5.0
Q.05 . [ Q.77 ' 2.9 - %.0
[ 1% ¥ R B } 4,18 1 1,0 - 2,%
.20 7.48 ' € 0,2
¢.0 f 7.71 4 < 0,2
2,430 ! 7. 2% i < G2
1

b Efecto de  la tampe@ratura en @l tratamienso con axtracto  de

Bllis, .

"Tabla L1I-&

 Temperatura Formacisn da acido Formacien de acigo

i i

‘l r

|, L-malice (mmolas/hs o succinice tmol % o
(ﬂc) ' g de celulas - | dci1do L-malico

! !

s H

5 - v &84 1 1.0 = 2.5

R i 6. 44 b 0.2 - 1.0
30 ' 4,93 . 0.2
37 o .18, H < 0,2
a3 L] &.71 ' < 0.2

L .




g) Efecto ae e1 pH usado en wl tratamimnto con extracto da bilis.

Takla 111=-7

29

‘Formacion de Acida

. 1 1
PH [} ¢ Formacion de acido
! L.-malico (macleash/ ] succinica (mal W
: 8 da celulas ; - dcida L-malico
]
V . )
=.0 'i .90 ' < 0.2
6.0 ; 7.87 ' < 0.2
. &.5 . 1 Tedt i < 0.2
7.0 T 7.8 { < 0,2
T.5 ,': 7635 I' < 0.2
8.0 t 7.323 H < 0,2
9.0 [ 5,63 i < 0.2
i

Du'_ las experindntos sypusstos lag condiclones  coptimas s obtuviercn
"utilizenda 7.8 gramos de celuiag fnmovilizadas suspandidas sn 30 ml de
fumaraty de ®wodig ph = 7.0 a I3°C paor 20 horas. Du:éu&s de sfactuado =l

saparimerrto 3@ determina la actividad enzimatica midiendo la formacion

de 4cido L-malica {(mmolas/h/g da ciliulas) vy '?a, formacion’ de é:icé )

suceinica (mol ¥ de acige L-malicad.

La actividad da  la fumarasa de. células despues -del t
oxtracto c¢a bilis se muastra nn--liuigu}unty qiagrimax



DlAGRAmMA III-T E
Actividada de la fumarasa o

CELULAS [NTACTAS
0.2 amolas/h 25>

(10.4 mmoiassh)

- Y
-
CELULAS IMNMOVILIZIADAS
3,49 amolas/h (3N
(3.37 mmolas/h} <3I2U>
1
1

|
CELULAS INMOVILIZADAS
TRATADAS CON EXTRACTO
OE BILIS
7.71 mmolan/h <73%»

< 24 de actividad se
par gramo de celula,

{ ) Actividad enh presancia de N.0Q0ZY% de CPC= cloruro de centilpiridiniso.

O)Eagtores gue afectan la sgfividad gnIimitica ge law c#lulas

lomovilizadas,

Esta investigacion se

agecuadas para la froduccidn di acida

Rrevipacterium ammoniaqenes y detardinar
las celulas ipmoviltzadas

con la fumarasa pPura @ nativa. (ool .

,

+*aaliz% para establacer las

L=mnalico par

tratadas con extracta de

<100

e )
CELULAS TRATADAS CON-

EXTRACTD DE BILIS
Y a2 magnles/h <e8%>
~
.

A

LY
0y

.
CELULAS SOMNOF ICADAS
2.96 mmoiess/h <85%

las propiedades anlmaticas

condicriones

inmovilizacien de

bilis ¥y compardrlas

ir

I

indica en mmales da Acido L-MALICO formadao por hora



sl
- Bfecto del eH.

£1 sptimo pH para - la iarma:lan da écfuu L—mlli:n fuéfﬂl' 7.0 a 7.5 para
la enzima nattva y para hs celulas !.nmnvui-aaal. LE1 . "nflcho dao el_pH_

sobre la actividad de la nn 1ma !u munser

un 1a ar-aFi.t:a 11‘!-!.,

GRAFICA I~ . .
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2a= Efectg ne la goaparatuyrs

La temperatura OoptiMa para la formacion de acido L-malsiea” s de ;0°C'

£ :ci:ectn de 1-

pFara la #anTima nativa ¥ para.las ceélulas tnmuylli:iul'

camperstura scorw  la actividag de 12 enzim Cla grafiea’

-2,

" GRAFISA M—2 . ;.

T awa

170
100
150
148 <
130 o
120
AL

-

¥ ACTVOAD FELATIVA,

Egavsd

2 . L
P BEL] o, 40 .50 80 . 70 (1]
. . TEMPKRATURA . Op H ’

—— CELULAS ILUVOVILIZADAS
s ——Oe— TREIMA NATIVA
De los CetoR e obtuvo 1a enwrgla  aparente dE - acFivacion uzanoo. el
motelo o Arrhenivs el valor Aara  la enzima fetlva: -f;u. de 8,80¢ cal/mol

¥ pars celulas inmavilicsgas fus ce 5.50:4 calrmol, - ' "__



-'anluu fumtrl:n.

-Efectg de la tempRraturs gn 13 Roostante ge equilibrig.

Hay un esquilibrio en la reacclion de la fumarasa #xpresado por:

L-malato

Keq = emmmcao—

Fumarato

a3

Se calculd plra las tnmp-raturan lnﬂlcadas an la grafica Ii1-2, usanga

fumarato de sadta in :nmu nu;tra:n.- e

73 (Brafi:a llt—u).

La cunstantn de -qullihriu valnrad- - 37'c #un d!
E1 :alnr d. © Feact | nl, dulpuls qu- la r-l:cian

jalcan-a nl . a:tdq L-malico ¥

5.5
6.0

5.§~W 

g s
a5
4.0.
3.5

SRR Y I 15 3T T 3.3 . aa
‘ /T x 103 te™h



&q

4.~ Compara N oge la sagtividag v gstaoylidagd ge la fumpacprea de gelulan

tntactas y células jnmovilizadas.

£5Ca COMParacion =% realiza con #]1 fin 08 aclardr las .venta)ss Oe lasv
cejulas i1nNmovilizadas soore las .:llul‘l ihtactas en condicionas de
"#ACC1On  CoMtinud, mOStranda la .ewtdbil:gdasd o= la  actividad de la
qnéiml fumarassa. ’ - ) - - - .

.

Lo resultados se mun!graq*in 1-'gr;4;E¢fti]—4}

% ACTIVOAD FELATIVA

-8 1 ¥ 8

T _l_l ¥ + T T 1

1 T X -5 & a 7 a » 1L
. . — . Dias .
—~ OZLULAS INMOVILIZADAS

—#=—CELULAS INTACTAS

]

Le actividad de la &nzima fumarama ge law celblass inmovilizadas ms mucho

mas estable que la =nzimid de’ las celulas intactas -:uya actividad decress -

conforme pasa el ‘tiampo.



© B.3) Produccidn Continua de Acido L-malico. (S5 (76).
Las condiciones para la i:ruduccir.'m de écido L—malico y la cindtica do la
.,actividad de la enzima se muastra en la Tabla II1-B, ¥ 12 purificacicon

‘“da el Agido L-malicp es an Diagrama 1I1-3.
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«210btencion Fermantativa.

Producclon 9% . #6ido L-malico 4 eartir de p-parafinas son Candida
Rrumerii, fem (7. '

Hateriales.

ﬂicrourgnni!mbi Candida brumptii IFQ-P73L. .

Fuente de carbonoi n-parafinas superpesada (pureza 95.7 y gravedad

n%paclfzfa da 0.775 a 159,
tiadig de Gultivo

Aonl de 6-paraFln-I
. Q.04 de KH2P04
©v.08g da HaSD4.7H20
0.1g ge MnsSO4.4H20
509 ce CacOy '
10mg de Tiamina-HC1 ' .
iml de licor da malz
F40Oml de agua dn!éni:aga

ostracto de levadura

El pH =& ajusta a 4.2 con solucion de NaOH TN, =1 precultivo ss

hace &n extracto #de malta incubandose por S5H horas.



ag

Reterminacion g¢ volumen de Stlulas
Sa dertermina por denilgad GPLiCa a &aY MM can sspectrofotonetiro.
Regegrminacion de la qancentracion resjdual de D-esrafioss

Sa llava a cabp por cromatografia lLlquido—-gas an  un crematografo

aquipado con detector de flama ionizantoe de nlarogonc.'

Idantiflacagion de cida Lomdlaigo.

La 1gentificacidn se nace dJespues de¢ slety dlas da cultivo an un

caldo ya decat:pnizado con Ambelita IR-13G  (forma H*). los dcidos

arganicos cantanlacs en gl nedio so absarven &n una columna de Dawex 1 “

f. Se aluys selectivamente con soluclon de acido +odrmico a1 o;:.i;z.o,

220, 4.0 N.

|8 .
El w=luateo que contian® Hcido maltico .S rIchiltnli:ado cen

LN

salucion de  scetona—clorafarme. Las Aropladsden fislcéquimicas “del
producto obtenido se comparan con  las dae A;dlén"ﬁ iicn:phrn- &“ﬁq
. . E - - S [N o A e T

muastra en la Tabla I11-9.°



&9

TabLA 111-9 oL

N _éq L-Hlllcﬂ

Praducta "

R+ Valores en papsl .
cronatogranos - L
Salventg 1)

Solvente (21

Punto da- fumien (uC)
Andlinis Eleamental (pasal

Solvente (1) n-butanul: dcida’ fotical aguai®4xl, =3t
Salventa {23) fenol: aguar 72128 . o [P

Sa han Qn:untradu que =) acido nallcn inlcia nu apari:ian ‘al fln-l
'dnl crecxmlentu de la faso enpnnen:inl Y nl maulmn--prndu:to L 1] abtianc

dalpual da 6 i 7 dias da cultivu, -nqonyrlndu-- un :ompnrtnmlunta

:imilar.:ﬂn los otros aciun- nrgint:nl.

:=Lan condictonas del cultivo oe nmusstran en 1a ;nbln III—IO.



TeLA 111-10

:I‘JJIUJICIUNES DE CULTIVO [HVESTIGOUR PHPH LB PROBUCCLIM DE ACI0O L-HHLICG (60

{  EFECID DE DIFERHENIES VIRIANILS ¢ RESULTADOS HAS FHVLRHLLLS PARM EL CLATLVWW
1EN LA PRODULCCION DE HCIUE L-hALICU H .

i

Fuentes inergénicuas de Hitrogew 1 Log resulladus ads Favorstdes se encuntracon
: ! oon ures 8 une ctocentracion de 00 mgslitrg
iConuentyacinn de urva, i Se inervawnia ul dcido L-mndlico o ung

1 $oconemitrgotdn do 2 gl alen, disminugerdo

: ' los obrog Scidus orginitos.
tTumperatw-a 1 El cultivo a 30 o€ o3 ol ads wdvicuado.

: -
i e acitn !

El proceso requiere grendes canlidades
de onigeta

Corcuntracidn o Call
E]

Lo masima grodocnion de dctda Losal ico s
wbtuvo con 50 y/litre e CaCo
3

Contetibiracion y Lonyitud de la
cadena de neparafinas,

Li minios prodoccion se ercontrds cohy una
concuntrac1én de n-paraf wnas de 1 2.
Tenivinduse un mdkipo cocimientn con
nopurafines des
C C

« G,
1 172 0

UL liZzacidn de atras
tfuentes de vurbonn
4

3,49 o doe ylucosa y 4 q de surbitol wn ) .
de medio correspombin o B 2 de neparal soag,
wereaenla 1o prodoccide de dcido L-ud

H
(Concentracitn de licor de mafz
3

ta adicidn de L @121 itro de snia saigoe
productividad ge scrda L-wdlico.

i
1Presencia de vibaminas
1

Ua weacia de viladinas for vgevzial para o

duswrellu colular: trasas Acidy
nicolinico, piridsiine iG], pantotenato
de caliio y dcido prasinohonenica (4 eygd,
Tiominag L1 mg?l, biobit iy stamcobalanine
.14 mg).

H
1
1
i
1
1

Privhclividat

A4 @ B4 per Lilra de Scido Leaslice

1

oL
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Actualmente 8! acido malico =8 usa mn diversas manufactucas como -

sah las sigutentes:
13 AL IHENTOS

t- VEBndimentos

El 4cido malico acentua el sabor proparcionando un efgcto acido

sabor natural y enmdscarando sabores

#suave, dando la sensacion de

ngaseablian. (1) (33)

alCombinago con Consgrvadores Alimenticjow

R
La inhibicion de micrgottganismos por los diversows conservadores
{banzoata, sarbato, etc.) se efectua por las mnlocuiag nho disociadas

cuya cantided depande del pH del sistema al aumentar la acidez =1 nuaorc’

de maldculas nodidoGiadas de incrementa y la actividad del consarvador

aes acrasantada. 3 (57

biEroducton de Carne

Un método para conservar la carne, es 2] curadd o© spcurtido. Los
ingredientes quoe se utiiizan son loa siguientas: nitrato de sadio,
cloruro de sodio, azucar, acido mdlico (S:ldc citrico, acido aceéeticol.
cantidades pare aculerar la reaccion del

El adcido u@# atreda &€n pequadias
Aitrito a Acido nitroso, el cual sea combinés con la micglobina, formando



3

wl color rojo estable de las carnes curadas (e forms nltrﬁsahimncrama

rosa). E1 acida malica aQuda“a.uﬁitnr cambios de.color .n:Jla cgrn-.y

ayuda a'lg presarvacion de la misma al combinarse con el acido acetico.

TCIESEY -

c)En Jamon

Provee 2 itn hidrdgeno requeridc para que actiue la’pectina dandole

cansistencla y sabor acido requeridao. {58)
d)fustivucion de Yinagare

€l acido malice ha sido  sprovechads en Estados Unidos camo  un

sustituto de vinagre tespecificacionas HMilitares No MILV-35017E). {13

. Dulcen
21En Inversidn de Azdcares

El proceso de ebullicidn da soluciconed de sacarosa e puads hacor
oan presaencla de adcldo mailico. Se lleva a cane una ntarolisis en la cual
e forman  AZucares en  reduccion (dextrasa y lavulasa) qua wa conocan
como azucares invertidos. L& velocidad de 1la invarsilion astd
influsnciada por la temparatura, el tigempo de calentamiento y el valar

del pH de la aolusién
bIEn Pulces y Gomas de Hascar

Acracanta al sabar*, #4 incorpora facilmentw por sSu bajo punto TN



T4

-fusion y su gran solubilidad an  agua, balancea el sanar dulce (excesiva
dzucatr! sin dejar una sengacion persistente. Las salas de calcio quse ae
formen con el uso del acido malico tisnen mayor solubilidad que las que
a0 forman  con otres acidos y por esto ta claridad dol products no se

enmascara por el precipitado da las sales de calcio. {3) 10y (33 (13)

crtanufagtura de Chocolate
En cnbarturh da chocolate law jinvartasas s@ afaden para descomponer

los disacdridos, monasacaridaw. Como la invertasa &« sensible al pH =1

uso de Jdcido malico da ods amplitud & la formulacxnn y avita =l
aesarrollo de microorganismos  an la supsrficie, avita tamoilén la

rancidez de ! chocolate.

En Jjarabe de chocolate proporciona la:;a:ldp:zrlquﬂrtﬂi Pari que

actuan los conservadoras, Sin dar un':abgrf‘:idu unr{

En gelatinaw el acldo mdli:a:;}g

Sabor, da busna tentura y ‘unﬁ ﬁd;:y;dp [~

mermaladas y conservas screceanta’ @l

Ambas produ:tén Ibn --h-lblui'il”pﬂ fnndu‘iylﬁpfimd:3f:'y_Qalar.:.

mencras {para formacion det étlij'ql;aElﬁaJ'm‘fiﬁﬁ'PnQFQraE}Dna al pH

calidad del get. (14)

desesdo, funclona como amortiguador -y mejora t



s
€0 Jalees: Por ser  un producte - saminalido de  4u90 da . frutas se
adiciona pectina y dcido malicn.'pnra auplir las diferancias de las

cafbios de la fruta (cantenido de dcido) .

La formacian dal gel deponde principalmenta de la combinacion de

pectina, azdcar y soldo,. 1i4)
1-3Frytds v Yagatales.

alYgpaetales ¢ Frutas mnlatadow,

El acido malico e adiciona para optimizar y fijar el sabor de
las frutas y vedetales, datos  sg encusntran an  diferaentes condiciones
las cuales dependan de la reqion quae provienen detl grado de madurez y el
tiwmpa gque llevan almacensdos (factoras que afecton ol contenido de
acidoy naturales’. Sa ajunta al pH durantea «l proceso dea
ssterilizacion, teniendo la propiedad de inhibir el Jdasarrclic de
bactarias con lo Eual se puade minimizar lows Liempoa y temperaturas de
ezxterilizacion, mejorandosa con éwto Lla  apariancia, sabar, ca:itura,

aumantands tambidn la vida de anagquel da los alimentds procasados. 113

(2%)

b)Ezpvencion del Hanshado v Butrefscoion en Frutas ¥ Yedstales

irpacos,

El obscurecimiento eonzimatico que w8 progduce wn tejides o
frutas ¥ vegetales que han »1do rotow  por cortes, taladas, molidos y
mandados, pusda controlarsad con &l uso de dcido malice cemvinado ton el

acido ascorbico. -



La preservacian de frubtas pusda llavarse a cabo por fumtgaczion
dq laa mismas c¢of una folucion da Acido malica al 0.02S%, benigats de
sadto  al a.030%, dcido ascarnico al Q.002%, an agua. Eata salucion
puade agreqarsd tambien en forma He hielo triturado,. La putrefaccian de
frutas T8 roduce con una solucilon de actdo malicy al 0.03% de acido

dcético al 0.2 a Q.5%, (10} (27 1)
CiHaladgs ¥ Jorbeted de Teutas.
El acldo mAlicd provae un sabor ¥y olor mas natural, fijando el

sabor ge las frutas. 122

l1.4)Acaites vy Grasas

M Inhibicion de rancigez Bh Agejited vy Gianss,,
B1 aci1do maiico tiene una funcidn sinérgica con tas

ahtxauidantns. funciona camo un agente sscuestrantes de metales, pratese

a 1a3 aceitox vagotales durante el procaso de fabricacidn. Se agreda an

paquedas cantidades come. ayuda para eliminar metales pesados  Lomo

hierrra, cobre (agtuando como agente guelanta), de nao oliminarse &stos

metalas sarvirdn caomo catallzadores de la oxtdacidn’ de la grasa,

haciéndola incomible o desagradable al palacar. (L3 {2}
1.S1Estabilidad del Lolor
2)E=stabilidad d2) Calgr e Inhibicidn de la Desgloracion.

tiene la propiocad ce fijar el color en

El acido malico

Ta



productons - alimenticios a los  cuales fue nacesario "syregar _Golores

‘artificiales, -:tgbtli:a_eamﬁtan'ol zolar qp'lul hrpdh:eu:'naturatu' no

parmitiando grandas :ambius.en su colar nntuéaf;-'(ﬁ?)
t.6)gabidan

alPghidas Garbonatadan,

El disxido de carbono pressants en las bebidas carbonatacas ss

. .
forma ®n presencia de acido malica, dando un sabor espacial, ejerco una
accidan praservativa on  bebidas Qua no me han sometido "a tratamianto

termico. 122} (33 (I8

brBelidas ag Alcoholicas Q Dulcgs.
El dcido <unciona tomo  agente amortiguadar contralando al grado

de acidez #n la bevuida. (&)

c)Pabidas con Rodelsantes Artificiales,

£1 4cido mallco on este tipo oo bebidae tiena la propiadad de
anmascarar o aupeimir @l sabor amargn posterior qué celan los astucarea
artificiales como son la wacarina y &l aspartamp. El 4cido  tianes la
propiedad de actuar sinergicamenta con el endul-ante - y par  ecta
prapicdad los niveles de azicares aritficiales pusden sar resucidos en

un 10 a TU%. (13
dipsbicdas ¥ Polvos deshidratadow, .

Suminiztra acidez y bai® pH, satabillza 81 color dol polve v

preanrva &l sabor, {20) I

sl larabg y Esenciss gde Erutag,



Ayuda a la pru-urQaclnn del nabdr.,tz}

f’E!ﬂl E&Eﬁ!t Ql lﬂﬂﬂl ¥ E£H££l&

Imparte un sabor Guortt pRro graeo. “sacuastra :}nncn o tetales

pesados, suministra -n:ida-:y PH oy nstabill-a el colar del ' nectar de

fruta, armoniza @l sabor de :ombinaclcneg

31En ¥inay,

Uno da 'lal prlnclplltn i:idnl

n'uvnl y vinos es et

Aclida malica, sSu prnnencin uu muy tmporu'nt para qu- 1a llave a cabo ja

fermentacion malo-= la:ticq, dando ' aclda mallca a &tanal v

Cos. ‘La sscasez o falta dul acidn Fucda .Prnduclr una farmentacidn

inadecuada por 1n-quu_ 5 nuqunaric adlcinnar a:idu mall:a al manto.  t&)
7Y (20 R L

COMPOSIC1OM -DEL- MOSTO ¥:VINO

i HGSTdf‘

ac. maLtca - "c 9,1 A.6.8
ALCOHOLES - Thﬁzas

L maynrla N 13 -5,

=an:nntrlda-
de {rutan._raqutnr-n_ d- :ontr

de . amortiguacidn 11-va a ':abn

brusces de "pH qum puadan’ afsctar

(33 (58}

‘q' bubidas. N



A TESIS M0 oEpE
SJUB PE 14 BiBLgTEER

2y QUIMICA

2.1)Cong Intereediscic sn Sintesis Quimicas.

Modtendo an raacitividad del 4dcido malica.

2-2iEar_i Elipinar Coatominantes an Gomaw,

Paor su prnpl.did da agenta quelante elimina ionos motalicoo wn

la puv£41=a=lan de gomds. (22)

" 2.5)En Binturas ¥ Lagan,

Inhibe la aglomersacion © gelacion que S¢ pusde pPraducir on las

pinguran, :unt;u] de pH. 3

2.4)Cong Amaetiquador,
B + El dcido malico establece un squilibrio enta el acido y la mal,

zon lg cual ol pH s estable y rasiste <cambios #n el pH cuando otrog

ingredientes &% Jgrejen al sistema. 1133

2.5)En Fumlaacito, ‘ ‘ o
Para la fumiqacion de frutas y wvegetales .rojou (tiene - alto
contenida de sorbato), se usa el Acido malico - coma agente. auxiliar

combinade can @l agente fumiqante {(metabisulfito). ;bl- . . : <

Z.6)En Fotoqrafia,,
Para ajustar el pH da las sdlucionas qua.an utilléan y cono un

componente de la imprenion con  la émulwidn de pléta ¥ '.ltlhlllzir -L

color an ol Papel copta sensitiva, L33 : X . o



Qo

S.7Rana Lavadg de Taxtiles,
Afirma, retione y estabiliza @l coler do las filbras tonttlaes,
Come amortiguador durants la dispercion del tinte. (33} (32

SHMETALURGIA

S.1keng gqente Quelsnte., .
El acido milico tiens la habtilidad de quaolar qué' as la pérdida
de -iones metalicos camo son higrrm Y cobre, estos Iane; pund-n retacdar

o inhibir ciertas reaccionas quimicas ¥ S@ encuentran com® impuresan do

daterminados matales. [$e-3 I Boct- ]

T.2tkirpjigze de Motal.

El Acldo malico en una solucidédn de 1 a 10% llﬁﬁ(a :mcthia;
ferroeos ¥ no ferrosos  sin Ccausar corvosion fuerte, combinado gon -
amonlaca funciona como pulider quimico de aluminio vy cébﬁe. '(tl):llsl ’

3.31Epghepade ¥ Balvenigads, .

La galvanizacien que =3 @l procesd d@ raecubrimisnto de ﬁ!t;lé;
ferroaas, Antes dal recubrimiento se debe de limpiar al metﬁl. al acido -
maltco funciona como un desengrasante y quitasxido d;l' matal. én

enchapado funciona de igual manara limpiande la parte donde te va a

soldar =1 metal. 13} (aB)

4)FARMACEUTICA



4. 11EN Pastillag v Istiletow Cforvesconien,

El acido malico genera digxido de carbono al combinarse con
carbonatoc 0 bicarbonato o algun quimico similar, Sea pefiers el acido
malico por wu baja hNigroscopicigad que avita cambios de calor,
desprendimientan de gas. prematura efervescencia. 131 {10 (35)

4. 2)Ep Suspensigoes, Jacsbew, Eliwnir,

Funciona come amortigjuador, controla el pH, resaita ol sabor da.
la fruta y anmascars =l wabor del medicamento. (33 . ’

4.3)En Rentrificon, ' ‘- L

) Se usa an tablwtas dgentrificas Pal'l r-mnv-r‘ :nrhoh!dr‘atﬂ Los

1ngredl-nt.l de la tableta zon los ‘igutnnt

1 acids. maul:n 47&, lqrultnl‘ o

2%, clorurc de-sodic 2%, Josfato :r-tcah:h:n :z.

son fermsntados por bacterias. (d5)

4.4 Coumeticos,

Ajusta el pH, coma Agente antlﬁ‘ {:Ianh; E

de

lom : acel tas

esenclales, como conawrvador avttanda du lrrullu y_:p..-..



CAFITULO V

COMPARACICN CON
OTROS ACIDOS



1) COMPARACION CON OTROS ACIDOS

En diversas argas 38 invalucra 81 uso de Acidos urgarﬂccs'cnmu'
1on acetics, adipica, citrico, fosforica. fumarico, laasrkica. malicao,

FwcEinica, tartarico. {272

Eoraulss Quimicas
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Estes  acidos san usados principalments en la tecnojocfia de

4limentos ¥ sSU Uso s@ ha 1NgrefMentado oebido a que los - alimentos (Frutas

y vearduras) presentan varjaclones en wl contenido de& sus agidos
naturales y al =r AroCesadc % NeCEsario adicSi1ohdér agidulantes, Para
cptimizar »l proceso cON UN ranNgo de Saguridad y de ssta manera hantener

GR sabor uniformn®  testandarilacion de! productol, La eleccion de Cada

ullos depends del gusts O mabor que %@ quisre proparcionar al

ung de
alimants, - (10 (17 ’
:¢d- a:ldulane- pr-snnta vqria:lcn.n w0 su gultn y mabpr y estas ’
[ ) q.-:rqun come’ -xgu- o 1a Tabla u-z. R : -
N R L . N
o . ACIDO | Gusto o Sabor ..
. CLTRICOD S Limpio, Puro
T MALICD Grato,Suave
< Fumarico . ~Matdlico
ADIPICO - Calcar=so
: ACETICO Amtringents, Severa
- TARTARICD _1_ s - Fusrce o Amargd
LACTILO - Amargo
-_FDSFORIEG (INGRGRNICD) . Amnrgn.ﬂc!d.z uniformn

La swleccion del scido o acidos’ ldhqﬁadui"hal incrementa o
‘afirma el wmspectro total de  sabor r.ﬁu.ﬁlua, nos atnimiza o enmascars

sabores indoseableas como wl de {6-:: Ocares ;rtifﬂ:lal-- y.mndacamuntn.c-
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1. 1)Bystitucion da un ASide ear obra.

En vista de las difersnclias da sabor que producen los dlifarentes
acfdulhntos. sienda unos mas complomentarios para daterminagaos labnrl; y'“
tomando ah cuenta la presencia de lows iéidnl-ip lai_alimlnéﬁl ;Fudég. -ﬁ
uso debe proporcionar un  sabor suparior lo ' mas Viimilar_Pautblq ;i
natural ya woa usanda el acidulante indlvldu;!'u :Dmblnndu'engrq‘:gl-q_‘
con sabores ﬁutmicu-. astra:ta:; nlnﬁ:ias y';abbres lrnma¥l=oi.

'Para-se:e:clnhar.é iu;éiﬁuitzuﬁ scido por égru ;- d-heA‘dn tomar
an':uentq las propi;dldes gn c}di Lﬁu Ei los a:l&u}apicl (Takla V-1}, ya
que en .;gualdnd do‘gnncnntr-c;on;- varia lq'hahtiidad c-_prqﬁicﬂad que’
titenen para reducir &l pH, dando dffnruﬁtés niv-lesudi acidez, g;adn o

intensidad del sabor acida. Esta prﬁpttdnd se nuastra en la Grafica

v-1. (10) (22}
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iulubilldad'en.agui a.'d'i§e'r'e;'|:li' ftmhél‘:a'tu!‘.i'i. il_‘éﬂmpbrtama.nec da los

diferentes acidos ue-muns:rl. an 1

GRAFICA V—2
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Par --taslprnplidadéﬁ ana:nqn nn pu-du ser -usettutdn pqr nkra

(17} h

en una relacicn dae :dnc-qtriclnd'cun

Tambidn Para ln lu-tltuclﬂn d.
©la Biguinntu tlbll. camo un : 3 da. yaa qu. lns valnras ﬁu

porcentaje qua & dan lstln halauns uni:amant. nn cupnrlnncxai. ‘donda !e

tleia U—3l

le Astsna al a:idu :Itrl:u -1 1007 L a:tﬂ

TABLA V-Z.~ PORGENTAJE.DE AGIDEZ. -(10)

ACIDG oo T wiacipEz

CITRICO -~ 100
FOSFORICO" H - 33 = &0
FUMARICO - X . &Y = 72
- MALICO (FRUTAS) o . 78 - B3
TARTARICO - o U Bo - 8%
rALICd ICITRICDE) 89 - 94
- 115

ADIPICO - . 100

] uUn fa:tér mas que dobo sar  tomado en cuanta para la sustitucicn
o uln:ciﬁn da un dcido es el Juicio bumanao, ya qua ilquna- Forsat s
tzgnén la :apaﬁldau aa difaranciar los niveles de  scides: coma por
-Jamﬁla a0 las encuestas realizadas por Alliad Chemical‘s Buffalo
'ﬁn:earch Cantar {1974), con 142 parsonas, determinaron la habilided do
Ia gents para detectar los niveles de concentracion de dcido en agua: 3@
unarﬁn las sigulentes concentracioneus de acido malice 0.00 %, 0.0135 %,

0.03%0 %, 0.040 %1 obtenidndose come  resultado gque el 17 % (24 personas)

un A:ldn Pu-dn tamari. «n cuuntl-

i

digtinguieron los difarentes niveles de acides. £n otra nn:uiﬂta-_

realizada con 42 personas usanda dcido malico en solucidn de aciacar de 8

y 12 Grados Brix respactivamento.



La cancensracien
chaBrvd- q'unl la- p'er_ian‘a- ahtltdad plra du L-a!:tar puqunnas
'dl-r'm'em:i ai 'qn - il

a':ucar-,

'1 10% y con B%
. de l:d:ar' ha' s rn-utladal a munstran an la

Grdfica V-3,

GRAFICA V—3.
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.2} COMPARACION CON ACTDO CITRICO °

:eraﬁuﬁkn -Afl; ﬁifuraia:A ET ) cnéuaq;rin an frutas y vegoctales
un sélo dcido, normalmente unui_ san mas predominantes y s& ancugntran
r!forr'zada'!'ﬁnr' otros écldos an manar proporcisd. Slendo el acido malico
y al cltrice ddl“:idu! predaminint-s que sa ;ncguntran asagciados en la

naturaleza y teniendo actualments w1 acldo citrico mds uso comearcial ae

dan los siguientas puntos de compracidn de las propisdades da cada une:

a)Botencion del Sabor.

@ mabor de acida mutstra an la

El parfil citrice y midlico se

Grafica v-5.

GRAFICA V-5

CURAYA DE pETNCION Ok Ladom

. Ac. CITRICO
4”’—\\\ Vv

N

FUERTE

WMODERLDO

ZADOR AG

[

\ .

s

Nt |

e
vy /S

La

tendencia qui

—_
S

la-

" wabar.

f:qua; la de un



pH

labnr quq pelmnnecn . F:F: ﬁas €1 ampa y :vn‘ d1|M|nUy-nda

gradualm-ntu lin d-sar una sons-ctan dq :abor fu-rtn. ~(15)”
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da rﬂtcnclan d-l,
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IlbﬂP qu- tt
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4sta as’ estlmoua Yy
acidez lﬁH cnntri

2}
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“1a acit-: tieullull con N NJ
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Se cbsarva an la gri3fic
mayor acidez con el dcid

acidaz dessada se nocesi

B gque con la misma cantidad de NaOH nay
n mitlica y por lo tanto para obtener la

tan cantidades mis bajas Zon respacto 4

las del acido citrico pwrc obtenme 1a misma acidez.
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La saolubilidad del acide malico y del acide . cftrico as  muy. .
cRparecida, tenidndons tigeras difarencias que:se donsuastran con

los siguientes porcentales do solubilidad (Tabla V-4).

TABLA V-4.- GOLUBILIDAD DE ACIDD MALICD Y CITRICO

“TEMPERATURA SOLUBILIDAD SOLUB IL IDAD

S A9oC) . AC. MALICO . RC. CITREICO
: % EN PESOD % EN PESOD -
0 S 47 E a43%
19 -1 S . . 50
25 . 58 . . 1)
75’ o ag - : 78-79

'Elti“ﬂ"r“ﬂt‘ﬂr".‘i?i:l" vorec® 4Jus lom acidow se Fuedan mazclar

(22

tanto an, furmulai:lbna liquidas como en polvao. (3

arSolubilided do sales do saleio.

La salubi i‘idl‘d .dc -cadluuno . de lge  décidos se denuastra de la

glguiante,rﬁahnra_an la Tabla V—S_; '(l_fS)'

TABLA V-5.- SOLUBILIDAD DE SALES DE CALCIO

CAMTIDAD EN GRAMDS DE " CANTIDAD DE AGUA EN OUE ES
SALLES DE CALCID SOLUBLE LA SAL DE CALCIO
0.0% 9 DE CITRATO DE CALCIO 100 g DE AGUA

©.Z g DE MALATO CALCIOD . 100 g DE AGUA

Camo 4# obsorva la solubilidad &5 mayar con las sales del acido



k4

Mmalico, esta caracterlstica s de gran importancia en productous

*n Cuyas farmulas  me uwan Aguas duras, las sales do calcio que

R

sw forman  tienden a procipitarse cpaleciendo el productn.: Can

Qi ulﬁ da acido malico este problans se minimizac

.

e)Sustitucion de un Acidg eow @trg.

Los fabricentas de dcido malico rapart:nrqu.:il hclde.éttfl:d ha

=ido susticuids por el 4cido malico en. los Sl9uUlentes sabores;

Cereza an F2%. Frambueta en el 90%, Limon en '.1f94%{.'ﬁipurtan
que en promedio una libra (0.434 - kg) d; i:tda':itriﬁu puUade nar

C SuRtituido por 0.9C libras t0,4177kg{ de acido malizo. (3)
-_A:tuqlmontb ol uso qb.lcxﬁa malico an cnmﬁlnaclan CON ATUDAIEN
artiticiales comn ol asparcamo y la sacartna. £n campavecion <on &l
Acido citrico 9 uvad 40 un 10, - & J0X menos do Acido mAalico encontringose
Niveales &E .azides 1gualds a la proporcionada por el acido citricot 33
demastro, tambi4n fue 4l uno da J:lda milice suprime low sabores amargow
que dwjan lom a:ucer-s artificiales wiendo praferido el aclaos mdlico en

una ralacion de 2al sobre wl acida citrica. (3 2

Usando #l aspartamo se utiliza el 21.8 menos de Acido Mallco &M
cnmpara:ioﬁ con wl Adciag citrico, ademas wea reduce la cCantided odw
aspartama en 10 a 00X, esty represonta cierta agonomia an los procason

donde me utiliza. (refrescos y babidaes diwteticam), {13}



CAPITULO VI
. CONCLUSIONES
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Las canclugiones que =@ inflikeni dnk-lncﬁd;uj realizado ‘son las

. siguisntas:

€l acida majico o ha Iu:lo motivu de’ utudlu dnldu -1 aao de 1765 y

.oon el t\ompn ha. tamadu gran' lmpnrbancta dnbido Prkn:tpalmnnta a quu aa

un tneevmodiarla on los’ ciclul mutahntlcn- dcl nugans-mn humana y de 1ng

sistemas blulagicn-.

£1 . 4cida mal‘cn JQntd’cun"el-Acscn cttrica se encuentea en  1a
mayor(c d frutas y veg-tnlai an forma nlturll on cantidadaw variaul-: ¥
par cunlisuiﬂn}a. L)) Atha mllicq -fnrma parte de la dieta humana,
sncontrandosd an {forma natural en 21 cuarpo. Partiendo da ente
fundamento puwmde deducirse que ®1 acido mAlico  se encuentra en forma
int?ncolular 1!-vandn acabo funciones propias deal metabolismo celulae y
an {forma esxbracelular manéen\cﬂdo parte del equilibria &:ldn;ba;e ﬁu.
mantiene el  pH dea la sangre, por medio de asbsorcian-y nuidi:lan del

r
mi13md. i

Actualmente en varias rvamag de la industria se lnvolucra .l usu dn.
acide wmalico principalmente an  la industria a;im-nttqic. ennac qu;
utilizan divarsaos n:x&utanpan signda vl més utilizado =1 :1§-x=o.' En cl
fragente trabajo Sa ha demastrado que al dcido mallqé-a h@iaﬁ ‘d’_quu

tlunnr:aractdristt:as muy pareclidsas a las del dcido :lyr{qbgpragnnﬁn‘

vyantajas represgntativées an Cuantoc 3 sSU UB0.

Como acidulante Al acido malico se usa en un '10-0_29%,:hnnn-.:6n
raspacto al dcido citrica, #dto trae como consccuencia qﬁ- at prﬁ:n-a an



al cual . a9 utili:. t
_come  woA] U .alta nlquliiéhd, al hqdu pH qun prupur:tena s bajasa
:an:nntractan-g, . . in- carncturllt\ca- naturales  del

sus pr:p\tdadns come’ son sabar, olar,

Tnmando e :unnta ul- prnpildanaq fimicas vy qulml:al ol acioa

mall:u puudu cumhln -n 1nn listlmal al1m.ntl=ios ya _maa liguidos o

-n patvu.- Em un pruuucta quu no requiers gran cuidado dehido a au baja
htgrus:apu:fuad. . .

Las m#tcdoi'dulid-ntificaclcn y . cuantificacidn del dcido malico so
rnnitzaAprlnclpalmenti con axtrecto do .  frutas, stendo loa mas arnactos y
canfiables 1a cromatografia de gasas y la cromatografla de intercamoio

idnieca,

La. determipacion cuasntitaziva :dQl aciao “ﬁéllcu @s importanta en
determinadog prﬂdu&qp:. por HJQ@FIQ en la fermantacidn da vino, ya Sus
ia presencia de 4ste en @l mosto nos da la calidad del  vino

S ifarmentacidn - maloldcticar., Es imnartaﬁt- tambian daterminar la
cantidad de aAcido malico an frutas y.vorquras las cuales haé perdido Sus
propiadadas  par al praceso AL gue . fuaran sometidas, da esta
daterminacidn se puede tDnar una base para agredar l1a cantidad adecuada
de d4cido mallca y asl mantensr o acrasentar el sabor natural dal

Alimanta.

De los métodos de ocbtencion de 4cido malico las principales ¥y maa
productivox son  los procesas quimico o sinterice ¥y el procaso

en=imdtico. El proceac de autraccian de productos naturales no es

b

af{mdg'rnﬁdtminﬁtu.'dﬂumal tienl. atra- vantajas



costaablie debidc a que st

ancusntra  en :an:idadns_ r-lativam-nto baJ . pur Lo qu- -

grapndas volumenes da Frutal para 'abiu a —ntv-l

industrial.

--ya.qud la
canttidad de 4dcido malico qu-' -’ ontl

en w! miamo

fcos aue incrementan

prracaso fermentative wa Prauuéun' utru- A:lcno nrq

los Costos de au purificacion.

En cuanto & las ventajas o -dngQ;ntlJas de los dos métodos
principale: de ohtencidn, a nivel tn&u!trial de acido malico es
impartants tomarean cusnta el lugar n'pal! danda w%e desarrolla al
pProcesc de fabricacion. Asi el matoow que  aa elijs depende
asencialmente dua las materias prinas que @ dJdisponga, par ajemplo en
Canada y Estedos Unidow, asi como en otras palsos Eurcpeas sl métodao do
fabricacion as por ilnt-uii qQuimica, coma Jun derivado del patroles. La
fapricacian de acido maAltico madiante &) procesce Bnzimatico 0o rasults
cousteable por el alto costo de la anzima. E£0 cambio para pailses comg
Japdn, cuys recurad patroquimices aon linitados y tomando e@n cusnta quo
su industria da bgugln:nqts as muy desarrollada, @1 método de slaccion

as vl ancimdtico.

En gote procesa  las cantidades de dcido malico que s& producen en
18 columna de sélulam inmovilizadas son swignificativas y a un custn‘que

permite su comercializacion. La productividad du?-stu mitodo }i QQbe A

la actividad enzimatica, a la alta -ﬂtabllldad'_upuracional y al bajs T

costo do la anzima.

kfubiﬁ Iﬂ'

nac-nlban/

. ascala



El usg dol Acido malico en nuestro pals 4 pesar de sus vontajas es

79

muy Limitada, stendo actualmonte mids caroc comparado con &l pracio &ll_

Atlde citrico (en proporcion de 4 a 1} ue a3 el acidulante de mieccian.
Gu elevndo coSte se debe a que #l Acido malico que se8 consume aqul en
Merice es dr importacian, praveniente do Estados Unidos. Lo ofrecen dos
praveddras camerciales a preciaos dlifaventes los cudles fluctuan

depandiendo de los gastos da importacian.

Con pato . eatudio tnicial se abra &l Zaming para raalizar aqui en

Mérica investigaclones para la fabricaci1dn  induatsial an  1as que sa
establescan low crikorios vy condiciagngs de produccian. En 1la
1nidrmacion que sc describa & lo large duo este Srabajo guaeda definida la
taonailegla a nivel laboratorio o industrial que utilizan otros paisass an

o cbtepcisn do acido malico.

. Tomando en  cuenta la disponibilidad de petrolec  dua sa’ tiana wn

Meiico & conveniente estudiar el método sintatico, va quu'lilpraduccldﬁ

PO Aste Camins serta ventajosa per la  iafraestructura con la que e

cuenta, asi ol costo del Jdcido malico se pu-d-~_ab;éir:suitinﬁlhlmqntn.

ziendo compatitivao con al Acido citrice. - - Lol e
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1 yMETOROS uUIMICU—S!NTETiCDS
L. 18g0ge Malice Grady Gomegtiple.

S& Frapara un pegdudtd pard  ulo cangstible, a partir ge la
hldrath:xan d4e acido malaice @ fumarico o do sus anhidridos saguida par
h{dvcganac:dn. Una mezcla do anhldrido maleico y agua fue calentado por
3 horaz & 1809C ¢ 1Z0 pst en uﬁn autoclava, despuss la nexcla fuc
cclectada, anfriandome. Bl acido malico fua fiLltrada y tratado can
hidrogonacdidn ssbra PR/C a 259 v JO pst poar una hera, se Filltra y aa
trate =Zon  carbén a2 509C v ce evapora pard foemar criastalos de acido

malica. 3-7]

1.D1ganpfagtura do Acige DAllcd,

. ta antasis de acldo apartir da acido malélco o fumadeicso en una
TAn4 de roaccidn fuya superficic oatd oopusata o la mercla reaccionanta

que centiene titania, 2irconiao, tantalum, 1113
1.31Rrqcewg paca 1a Purifices)dn oe Agide Milico.

El procasc para la puri#icacidn ‘'da acidao malico an solucién acugsa
. r
que contiene acidd Maldico ¥ acido fumdrico & impurazas, consiste an al

paso dirocto a unad columna de aniones fuertementa bamicaa. a3y 720

L. 47Purificagion de Aaldg (dlico.

El proceso da purifiacacion do  acido malico crudo que contiane

100



o1

acido maldieo ¥ fumdeico, compranda los siguisntesd pascani

a) Ajustar la solucian du acido malico & una concentracion cerca de
30% & una tomperatura dentra dol rango de O°C y S09C, daspuss sobre la
saturacian la tuﬁperatura deba mantenorse sabre 10 } 1% C.

b)) Separacicn solidos g acido fumiricao de la lechada rosultante.
€) Cancentracidn del licor madra abtenida an 2l aaiu_b ¥ recuderar
el dcido @alico purificado qua tiens alrredadar de SO0 ppm do agido

madlico ¥y carca ga 7300 ppn do acide fumarrica. (3451 (a3}

SIEXTRACCION DE VEGETALES

T. DExtrdcgion de Atidos Qradnicow dw Yegantaluy..

Los dcidos arganicos 100 Sxtraidod de nateriales yveagetales poar arprimide
y flltrads del jugu y afacienco Hz30,; parad originar la sal y dejer libre
el acido maltica. S; arade CaCO- pars llavar ol pH 3 7,0 y  wveluer a
agregar stﬂq hasta pH mﬂna} de 1.5, €l tigquido resultante e&s fi1ltracao
¥y evaportado, 1o acidos praducidaa se prassntan comn productos solidos.

De asta manora lo3 dcldos malico v tartaricad fueron extraidog. t79
2IMETODOS EMIIMATICOS

S.1)8gido L-Malico de Acido Fumarico,

El fumarato de sodiao fue convertida a acide L~milico por
tratamisnto ®mobre una salucien  acuosa contaniendo granulos de vindl



R X k]

Polimero conteniendo un microorganisma lnmnvlil:aaﬁ que bradu:n

fumarass, Se utiliza gutracte deg bills para azt;vak la iqmqv#ii:nciéﬁ.

dal microorganismo. 19}

3.2 Ipmovilizagion de células de Candiga rwagsa con actividad de la

fumarags.
La inmovilizacion de células de C,oyugosd que pnlnn'l=é1§{d$d de'}q{z
fumarasa fus preparada por varios matodos -n:antrandusn.que ‘la @lynﬁ
actividad as uaando célulag lnmovilizadss en gal de poliactlamida,.. E}
afacto dal pH y cationes divalenstes: en la  actiwvidad 4'  células
inmovilizadas y células nativasz fue 1a misma. La l:tivtd;d de  la
fumaragsa inmovilizada permancce constante durdante %1 dida de almnc-nila
a2 4=4°C ¥y la columna de células inmovilizadas que fue uslda_.para_lé'
produccidn continua ao acido main:n. apartir tdo fumarato de sodio L M a
J0°C ¥ pHz 0.5, E#ts columna tisne una  vida media de la fumarasa

inmavilizada & I0°C de 95 dlas. (77}

3.3)8eid0 Lotalice

El a:tdn'ﬁ;mal;tn ug:un-pruductn de la catalisis de acido fumarico
par celulan"n'eﬁéihas ipréparjédai a partir de Gandida ‘lieqlytics, Se N
-éﬁlgkva en hﬁn” ﬁd:ﬁl;.;unégnlendc fumarato de sodio 8ig9, Hgsﬁﬁ.VHZP la
cual so inﬁubd a 30%% por 26 horas. La produccion fue de 90g/1. (75)

‘2)METODOS FERMENTATIVOS

4. DEroduggign Migrobjoldaice 42 fcido LobBalico,
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El . actds L-malieo fue producida por Pyreobasidium  pullulsny
(FEﬁHfZ?bOl.ﬁ Este microorgantsmo fue cultivado con agitacidn a 279C pam
cinco dias, en un 6-&*0 contentendo glucosa S0G. ManOy 1.35g, MgSs.7H O
. 0.9, c;ut|-act.n- do luvndura-. CaCOs 20g/litro La produccion fus de 5.2
9/1itro, el sohronédante fue tratads con  Ambalita IR-1Z6 (H )y
ibnnrvldu an IRA=400 (KCOO) v eluido con HCOOH 4N, El sluida fus
. dn:ﬁ.l.nl"ldn £on carhdén activado y congentrada. [3=[x})]

4.Prodysclon ¢a Acidos Drasnicos eor hevadural.

Los acidos organicos camo succinico, malica, cltrico 200 Producidos
Fpar cultivo de pProttanfmvcan pesrpbilum, El microarganisma fue:
cultivado amrabicamente a IZ3°C por tres dias en un  medio conteniendo;
hnn;nrmdm:lno 49, wrea .lg FIHFD4 0,139, (NH4)2504 o.1g, MsS04 Ol.!-g. )
CaCl2 O.1g vy eutracto de levadura, pH=H.0. EI1 cultivo fue filtrand Y
fracclionado por cramatografia en columna obtenié¢ndose dcido nu::l.ni:a,

milico ¥ citrico. {&7)

4,3)Broduscidn Fremantativa ¢e Agiga WoMalice.,
Candida brumptii IFO-731 fue cCultivada aercbicaments con agitacion

a 3IQaC por 7 dtas en un madio ligquida tpH-é;.:J con msorbital, maniteol o
glicarol al 1.6%. La predfuccian de acido L—malico fum de 17.4, 14&.2,

15.8 g/litro. (48)
4. VProduccion da Acido L-HAligo,

El 4cide L-milicc es gpreparadn apartir de el cultivo de Candilda
hydrogarbofumarica, fue cultivada aerchblcaments a 309C por 20 horas eh



un maedia contantandol (NH4)’504 2.59. VH2P64 l 0g. Hgsuu 0.%g sKcracta
¢2 levadura, L l:tvc de agua y- Cacu’ fu- anadtdn an -g/ﬁoml. El culriva
ue aincubado a TOSC pnr atute dlal sa abtlune a...glutra de acida

maligs. (75 oL e

4-~lEsr_tm_us.tm d.:ec_tﬂ.n I..._Lu;.n:gn. _!-!S.J_tm :...Jmm.n de
m&_w

Pavaright !:nm'- l-a capacidad de producie acida L-malico apartir de

acdtatao, proplanato ¥ It’ﬂﬂl.

t-a cepa da P.var-!atl AMY 90!57. 2Sd y 7417 fuaran las mas gfoctivan
entre T30 razes, pruduciarun 4cido L-malice con un rendimiento de 27.%,

I7.5 v 43.0% respectivamante.

4. btPpaAparicion @¢ Fumaras Termpfllicy

Una fumarasa termafilica (temperatura éptima S0-8CoC) praparada dw
microorgan:smos cono Thegrmus ¥ Begilius #n cultivo apn usados para la
preparacisn de acido L-=malico. €1 ¥, pubensg # 102 fue inesulade on tras
litras da medie {pH = 7,0} conteniendo polipectina 0.89, extrasta do

lavadura y NaGl 0.2 g9/ittro 98 incuba a 50 - BO°C ton sergacian y

agltacian (300 rpm) Bor T4 horas,
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