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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei solutiiapoase de 60% acid L (+) -
lactic tehnic, din zer fortificat cu un continut de minimum 75 g/L lactoza, produs secundar in
industria de prelucrare a laptelui. Obtinerea acidului lactic stereoizomerul L (+) se face cu
celule de Lactobacillus casei imobilizate prin includere in alginat de calciu cu chitosan 5%,
in conditii fermentative, prin adaos de extract de drojdie 1%. Metoda se bazeaza pe fermen-
tatia lactozei cu Lactobacillus casei, proces enantioselectiv cu formarea izomerului L (+)
90...95%, folosind o tehnica noua de izolare, bazata pe extractie cu solvent nemiscibil cu apa,
si anume n-butanol. Solutia apoasa de acid lactic tehnic L (+) obtinuté dupa acest procedeu
se poate folosi, fara alte purificari, pentru reactii de polimerizare in scopul sintezei unor
biopolimeri.

Acidul lactic L (-), D (+) si racemic pur este un compus chimic foarte valoros, care se
foloseste ca si aditiv alimentar, acidulant, conservant, si are un numar mare de aplicatii in
industria alimentara, cosmetica, farmaceutica. Acidul lactic are un rolimportant si in industria
chimica, unde este folosit ca si precursor pentru sinteza etil lactatului, propilen glicolului,
acidului acrilic si a 2,3-pentadionelor. O valorificare sintetica importanta din ultimii ani este
utilizarea acidului lactic atat stereoizomer, cat siracem in sinteza polimerilor pe baza de acid
lactic. Acidul polilactic si copolimerii acestuia sunt compusi biocompatibili si biodegradabili,
cu o larga utilizare in medicina si in industria farmaceutica. Unii compusi sunt utilizati pentru
obtinerea unor noi tipuri de mase plastice biodegradabile.

Obtinerea acidului lactic se bazeaza pe metode fermentative sau pe metode chimice
de sinteza. Metodele fermentative sunt mai avantajoase, fiind maiieftine, si conduc la obtine-
rea acidului lactic prin reactii stereoselective. Sursele de carbon pentru aceste procese fer-
mentative pot fi glucoza, maltoza, zaharoza, amidonul, celuloza, etc. La nivel industrial,
prezinta interes produsele secundare ale industriilor alimentare, melasa si zerul.

Fermentatia lactica a zaharurilor se realizeaza prin folosirea bacteriilor lactoacide
(LAB).

Propunerea de brevet se refera la un procedeu in care se foloseste Lactobacillus
casei sub forma imobilizata Tn alginat de calciu cu adaos de chitosan.

Zerul este un produs secundar considerat in multe cazuri deseu, obtinut in industria
de prelucrare a laptelui. In functie de modul de coagulare a laptelui, poate fi zer dulce sau
zer acid. Zerul este relativ sarac in grasimi gi contine lactoza 40...50 g/L, proteine 5...10 g/L,
lactat 2...7 g/L, calciu 0,4...1,6, fosfati 1...4,5 g/L si acid lactic 2 g/L. Compozitia zerului
influenteaza posibilitatile de utilizare, procesul de fermentatie lactica fiind diferit in functie de
compozitie.

Se cunosc mai multe procedee brevetate de obtinere a acidului lactic prin fermentatia
lactica a hidratilor de carbon din cartofi, porumb, etc. (Brevete FR 2635334, 2674865) si
procedeu de obtinere a acidului lactic din soia (US 72175450). Un alt procedeu folosegte ca
si materie prima in fermentatie produse secundare din industria alimentara, implicand
procese fermentative si de hidroliza (US 6319382). De asemenea, exista descrieri pentru
obtinerea acidului lactic prin transformarea enzimatica a amidonului in glucoza si fermentatia
acestuia (US 5464760). Ulterior s-a brevetat si un procedeu bazat pe celuloza ca si materie
prima prin zaharificare (Tchoderma reesei) si fermentatie (Lactobacillus delbrueckii) cu
obtinerea acidului lactic.

in scopul obtinerii unui randament cat mai bun s-au brevetat si procedeuri semi-
continue sau tehnologii in flux continuu. Brevetul US 5932455 descrie o metoda formata din
doua cicluri alternative, unul de fermentatie si unul de reprospectare prin adaugare de
nutrienti, iar in ultimii ani, in scopul cresterii productivitatii, s-au elaborat procedeuri continue
de obtinere a acidului lactic prin fermentatia deseurilor (US 47741001).
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Etapa cheie in obtinerea acidului lactic prin procedeele de fermentatie este izolarea
si purificarea acidului lactic obtinut. Prin procesele fermentative, acidul lactic se obtine in
solutii diluate; aceasta se datoreaza, in primul rand, calitatii de inhibitor a acidului lactic
asupra microorganismelor, la concentratii mari, datorita aciditatii. O alta problema tehno-
logica in procesele fermentative este faptul ca in mediu de fermentatie se gasesc mai multe
impuritati, celule din lactobacili, alti acizi organici care se formeaza in timpul fermentatiei, sau
substante nutritive necesare fermentatiei.

Izolarea si purificarea acidului lactic se bazeaza, in general, pe mai multe etape, ceea
ce are ca rezultat cresterea pretului.

Metodele propuse de diferiti cercetatori depind de materia prima foarte variata a pro-
cesului fermentativ, precum si de lactobacilii utilizati. Exista brevete pentru realizarea etapei
de izolare care propun utilizarea schimbatorilor de ioni, transformarea in esteri urmata de
hidroliza sau extractii cu diferiti solventi (US 6280985).

Cercetarile si studiile existente raporteaza obtinerea acidului lactic, sau a sarurilor
acestuia, prin metoda fermentativa, prin folosirea diferitilor lactobacili; conditiile fermentatiei
industriale, cat si metodele de izolare pentru produs difera de la caz la caz, in functie de
compozitia zerului (produs care difera de originea laptelui prelucrat), de stereospecifitatea
reactiei, de puritatea acidului lactic obtinut si de randamentele procesului.

In tara noastra existd doua brevete de obtinere a acidului lactic tehnic.

Brevetul de inventie al colectivului Koch Anton si colab. (Brevet 109756 B1) se
refera la obtinerea acidului lactic tehnic folosit in industria textila si in tabacarie ca depilator
si la decalcifierea pieilor, prin fermentatia zerului amestecat cu melasa cu Lactobacillus
bulgaricus.

Brevetul colectivului Jurcoane Stefana (Brevet 115177 B) se refera la obtinerea
acidului lactic tehnic printr-un proces de biosinteza prin obtinerea unui inocul cu o tulpina de
Lactobcillus delbrueckii, folosind un hidrolizat enzimatic de faina de porumb.

Exista si proceduri de obtinere a lactatului de calciu (Brevet 106396 B1) in scopul
utilizarii acestuia ca gi lichid antigel sau ca si lichid de frana. Pretul mic al zerului, fiind un
produs secundar, si faptul ca este un produs natural face ca interesul pentru cercetarea de
obtinere si prelucrare a acestuia sa fie in continua crestere.

Lucrarea stiintifica a autorilor Y. Géksungur, M. Glindiiz, $. Harsa, “Optimization
of lactic acid production from whey by L casei NRRL B-441 immobilized in chitosan
stabilized Ca-alginate beads”, J. Chem. Technol. Biotechnol., 2005, 80, pp. 1282-1290,
prezinta un studiu asupra producerii de acid lactic printr-un proces de fermentatie a zerului
in prezenta de Lactobacillus casei imobilizat pe perle de alginat si chitosan, cele mai bune
rezultate fiind obtinute pentru o solutie de pudra de zer cu un continut de 145...147g/L
lactoza, suplimentata cu extract de drojdie 28 g/L si CaCO, 97,5 g/L, timp de 72 h, imobiliza-
rea realizadndu-se in alginat cu 0,5% chitosan.

Cererea de brevetinternationala WO 2006/001034 prezinta un procedeu de obtinere
a acidului polilactic pornind de la materii prime agricole regenerabile, precum melasa. Fer-
mentatia are loc prin utilizarea unei bacterii din specia Lactobacillus in sistem discontinuu
timp de 24...48 h, la pH 5...6, la o temperatura de 37...45°C. Dupa fermentatie are loc sepa-
rarea biomasei, urmata de extractia mediului de fermentatie limpede cu un solvent, de
exemplu butanol, intr-un raport cuprins intre 1:1 si 1:5. Dupa separarea fazelor, extractul
care contine acid lactic este contactat cu o solutie apoasa alcalina sub agitare, timp de
1/2...1 h, iar apoi este lasat in repaos timp de 2 h pentru a se separa fazele. Faza organica
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care contine solventul este recirculatd, iar faza apoasa care contine sarea acidului lactic este
tratatd cu un acid mineral, pentru a se obtine acid lactic. Acidul lactic brut obtinut poate fi
trecut pe o rasina cationica, iar apoi concentrat la vid la o concentratie de 50...60%, pentru
a fi mai departe utilizat la obtinerea de acid polilactic.

Problema tehnica pe care isi propune sa o rezolve inventia este de a obtine o solutie
apoasa de 60% acid L (+) - lactic tehnic, solutie de puritate corespunzatoare pentru a se
utiliza n reactii de polimerizare, cu scopul obtinerii acidului polilactic.

Procedeul conform inventiei, de obtinere a unei solutii apoase de acid L(+) lactic
tehnic de 60%, cuprinde fermentatia unei solutii de zer fortificat cu o concentratie de 75 g/L
lactoza, folosind Lactobacillus casei imobilizat in alginat cu 5% chitosan, fermentatia avand
loc la pH = 5...6, si la 45...50°C, cu adaos de 1% extract de drojdie, timp de 24 h, si fiind
urmata de separarea biomasei imobilizate prin decantare, acidularea mediului de fermentatie
cu acid clorhidric, izolarea acidului lactic prin extractie cu n-butanol la un raport de 1:1,
urmata de o a doua extractie din faza organica formata cu o solutie de NaOH 1M, tratarea
fazei apoase care contine lactat de sodiu cu HClI 1M si concentrarea solutiei apoase
rezultate pentru a se obtine o solutie apoasa cu un continut de acid lactic de 60%.

Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a unei solutii apoase a
acidului lactic L (+) de 60% printr-un proces fermentativ folosind Lactobacillus casei imobili-
zat in alginat de calciu cu 5% chitosan. Utilizarea celulelor imobilizate fata de procedurile in
care se folosesc culturi de lactobacil in suspensie are ca beneficiu imediat cresterea stabi-
litatii acestora, in paralel cu posibilitatea separarii si reutilizarii lor in conditii foarte avanta-
joase, comparative cu suspensiile celulare. Adaosul de 5% chitosan Tn amestecul de alginat
utilizat in procesul de imobilizare conduce la obtinerea unei matrici cu proprietati mecanice
superioare gi o stabilitate mai ridicata la temperatura si variatii de pH.

Fermentatia se realizeaza cu o solutie de zer fortificat cu o concentratie de 75 g/L
lactoza, la temperatura de 45...50°C, mentinand pH-ul in intervalul de 5...6, prin addugare
de solutie de NaOH 10M si agitare continua, timp de 24 h.

Izolarea si purificarea acidului lactic format conform inventiei se bazeaza pe o
separare care consta in doua procese de extractie cu n-butanol/apa, care se realizeaza prin
trecerea acidului lactic Tn lactat si din nou in acid lactic. Aceasta metoda inlatura problemele
de izolare a acidului lactic, si anume separarea de proteinele existente in zer si de alti
nutrienti. Biomasa imobilizata se separa prin decantarea solutiei fermentate, se aduce solutia
laun pHde 1...2 cu acid clorhidric 1M, se extrage cu n-butanol acidul lactic (in raport 1:1 fata
de solutia apoasa). Timpul de amestecare este 45 min, urmata de repaos 1 h. Din faza orga-
nica (solutia n-butanol), acidul lactic se extrage cu o solutie apoasa de NaOH 1M, prin tre-
cerea acidului in lactat de sodiu. Solutia apoasa se aciduleaza la un pH de 1...2 cu acid HCI
1M si se concentreaza pana la un continut de acid lactic 60%. Solutia contine si clorura de
sodiu formata din neutralizare, dar separarea acestuia nu este necesara in scopul reactiilor
de polimerizare. Solutia astfel obtinuta se foloseste in reactia de polimerizare.

In continuare, este prezentat un exemplu de realizare al procedeului conform
inventiei.

Exemplu

Ca si materie prima, se foloseste zerul cu un continut de 50 g/L lactoza, a carui con-
centratie se corecteaza prin adaos de lactoza pana la o concentratie de 75 g/L si extract de
drojdie (10 g/L) ca sursa suplimentara de nutrienti, obtinand astfel zerul fortifiat. Se utilizeaza
Lactobacillus casei, liofilizat. Masa bacteriana uscata se adauga in 25 ml mediu de fermen-
tatie MRS (Man, Rogosa, Sharpe) si se incubeaza timp de 24 h la 37°C. Celulele de
Lactobacillus casei astfel obtinute se amesteca in volume egale cu o solutie apoasa de
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alginat de sodiu 4%. Suspensia de lactobacil-alginat se adauga in picaturi intr-o solutie de
CaCl, 0,2M, chitosan 5% si acid acetic 1%. Biomasa imobilizata se spala cu apa distilata si
se introduce in reactorul care contine zerul fortificat. in fermentator, se adauga extract de
drojdie 1%, se creste temperatura la 45...50°C si se porneste agitarea (150 rpm). In timpul
fermentatiei, se mentine pH-ul optim intre 5...6, prin adaugare de solutie de NaOH 10M.
Procesul fermentativ decurge in 24 h, timp in care se mentine agitarea. Reactia fiind exo-
termd, temperatura se mentine in aceste conditii la aproximativ 45...50°C, nefiind necesar
aport energetic exterior.

Dupa terminarea fermentatiei, mediul de fermentatie se decanteaza de biomasa imo-
bilizata, care se pastreaza sub apa distilata, pentru a putea fi refolosita. Mediul de fermen-
tatie se aciduleaza la un pH de 1...2 cu o solutie de HCI 1M, iar acidul lactic se extrage cu
n-butanol (raport 1:1 fata de solutia apoasa). Extractia se perfecteaza sub amestecare timp
de 45 min, iar apoi urmeaza separarea celor doua faze nemiscibile in repaos timp de 1 h.
Faza organica se amesteca cu o solutie de NaOH 1M, in raport 1:1 si, dupa o agitare de
45 min si repaos 1 h, se separa fazele. Faza organica de n-butanol se recircula pentru un
nou proces fermentativ. Lactatul de sodiu din faza apoasa se transforma in acid lactic prin
neutralizare cu o solutie de HCI 1M (pH = 1) si solutia se concentreaza la un continut de acid
lactic de 60%. In urma izolarii, in solutie exista si clorura de sodiu, a carei separare nu este
necesara in scopul utilizarii in reactia de polimerizare.

Rectificarea solutiei astfel obtinute nu este necesara. in cazul aparitiei unor probleme
de puritate, in vederea incadrarii in conditiile tehnice, se face o rectificare printr-un nou
proces de extractie - neutralizare.
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Revendicare

Procedeu de obtinere a unei solutii apoase de acid L(+) lactic tehnic de 60%, prin
fermentatia unei solutii de zer fortificat cu o concentratie de 75 g/L lactoza, folosind
Lactobacillus casei imobilizat in alginat cu 5% chitosan, fermentatia avand loc la pH = 5...6
sila45...50°C, cu adaos de 1% extract de drojdie, timp de 24 h, si fiind urmata de separarea
biomasei imobilizate prin decantare, acidularea mediului de fermentatie cu acid clorhidric,
izolarea acidului lactic prin extractie cu n-butanol la un raport de 1:1, urmata de o a doua
extractie din faza organica formata cu o solutie de NaOH 1M, tratarea fazei apoase care
contine lactat de sodiu cu HCI 1M, si concentrarea solutiei apoase rezultate, pentru a se
obtine o solutie apoasa cu un continut de acid lactic de 60%.
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