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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE afios

cuyo privilegio se solicita para Espafia,
sus territorios y plazas de soberania, a

favor de:

AGENCE NATIONALE DE VALOCRISATION DE LA
RECHERCHE (ANVAR)

entidad francesa, domiciliada en 13, rue
Madeleine Michelis, 92200 Neuilly S.Seine,

Francia, relativa as

"PROCEDIMIENTO DE DEPURACION MICROBIOLOGICA
DE LAS AGUAS RESIDUALES DE INDUSTRIAS LECHERAS"
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Inventores: Agnds Ullmann y Maxime Schwartz
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/a;;;RIA DESCRIPTIVA

La presente invencién, realizada en el Institut

Pasteur de Francia, se refiere a un procedimiento que permi-
te la depuracién de las aguas residuales de las industrias

lecheras: = = = = = =« = = = = = = = = = = —_——— e = = = - - -

Las aguas residuales de estas industrias estén cons
titufdas en su mayor parte por suero o lactosuero que es una
fase 1lfquida obtenida después de precipitacién, a partir de
la leche, (por adicién de cuajo o de dcido) de la caseina que

girve para la fabricacién del queso. = = = = = = = = = - = =

Este lactosuero posee una composicién media de:

- a

AZUEB ¢ o v ¢ s o 0 0 o @ 93,5%
Lactosa e o o s 0 0 o o 4,5%
Materias nitrogenadas . . 0, 9%
Materias grasas « « o « o 0, 3%
Materias minerales . . . 0, 6%
Acido léctico « o« o & o o 0,2%

Uno de los constituyentes principales de las materias nitro-

genadas es una protelna: la lactalbumina, = = = = = = = = =« ~

El destino légico de estas aguas residuales de la
industria lechera es tradicionalmente 1z corriente de agua

pés préxima. Este método simplista origina la modificacién de
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la composicién quimica y microbioldgica de %V corriente de
agua y favorece el desarrollo de microorganismos que liberan
productos 4cidos o téxicos, los cuales conducen a perturba-
ciones en el sistema ecolégico (eliminacién de los peces y

modificacién de la flora) que son diffcilmente admisibles. -

Un procedimiento que permite eliminar el lactosue-
ro consiste en utilizarlo, ya sea directamente ya sea después
de concentracién o de desecacién, para la alimentacién del
ganado. La utilizacién directa del lactosuero necesita la
creacidén de un establecimiento de cria de ganado (de cerda)
cerca de la industria lechera. Por otra parte, la concentra-
¢ién o la desecacidén del lactosuero no son rentables mds que
en el caso en que la cantidad de lactosuero a tratar sobrepa-
se aproximédamente un millén de litros por dia. De hecho, la
mayor parte de las industrias lecheras no producen cantidades
de lactosuero suficientes (30.000 litros por dfa para una in-
dustrie media) para que ses rentable implantar instalaciones
de tratamiento y no pueden, por razones diversas, proveerse

de un establecimiento de cria de cerdos, = = = = « = = «@ = -

Otro procedimiento consiste en utilizar el lactosue-

ro como materis de regados = - - = - = = ~- - - ~ - -

Sin embargo la solucién mds econdémica, aunque la
més peligrosa para el ambiente, sigue siendo el desecho di-

YeCtOs = = o w @ - - - o e . e - - e o - -

Era pues muy de desear un procedimiento de depura-
cién antes del desecho y, en particular, una depuracién micro

bioldégica que parece adecuada teniendo en cuenta la naturaleza

- oen Em w8 wm Em e e
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del lactosuero.

La depuracién microbiolégice de las aguas residua-
les de la industria lechera ha chocado siempre con dos pro-
blemas cuyas soluciones no eran hasta el presente econdmica-
mente rentables. El primer problems se refiere a la gran con

centracién de lactosa en €1l SUEYD. = — = = = = = = = = = = =

En efecto, se‘sabe que es imposible airear suficien
temente los medios de cultivo para permitir el crecimiento ré
pido de las bacterias cuando la concentracidn de éstas sobre-
pasa 3 g en peso seco por litro. Sin embargo, con una concen-
tracién de lactosa de 45 g por litro, se podrian obtener ted-
ricamente por lo menos 10 g en peso seco por litro de mate-
rias bacterianas. La necesidad de diluir el lactosuero impli-
carfa un aumento concomitente de las dimensiones y del precio

de coste de la instalacién de depuracifn. - = = =« = « - - ~

El segundo problema se refiere al desarrollo de los
microorganismos, que necesita la adicidén en el lactosuero de
cantidades frecuentemente importantes de compuestos orgénicos
o minerales por ejemplo nitratos, lo que aumenta ain el pre-
cio de coste de la depuracién. Por ello las consideraciones
econfmicas han hecho que hasta el presenté se desechara la

depuracién microbiolégica del lactosueroc, = — = = = = = « - -

Ahora bien: el solicitante ha descubierto que algu-
nas cepas de bacterias se desarrollan en el lactosuerc no di-
lufdo, sin adicién de compuestos orgénicos o minerales, elimi-

nando a veces més del 80% de la materia seca del lactosuero,
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siendo consumida ésta por las bacterias o degradada en CO, ¥
Hy0. Las bacterias a utilizar en el procedimiento de depura-
cidn segin lg invencién son cepas aerobias no patégenas que
poseen por lo menos un enzime proteolitico y una beta-galagc

tosidasa o lactosa~0xidasa. = = = = = = = = = - - - o - - -

En particular las cepas protecliticas del género

Enterobacter y del género Serratia de la familia de las Ente-

robacteriaceae dan excelentes resultados: este es el caso de

las cepas Enterobacter liguefaciens cepa BCL y 67I, y Serra-

tia atfpica 3470 (las cepas citadas formen parte de la colec~
cién del Institut Pasteur). Las cepas BCL y 671 han sido de-
positadas en la coleccién del Ingtitut Pasteur bajo los niime-
ros 1003 y 1002. Por otra parte, las cepas de las bacterias
citadas en la solicitud han sido objeto de un depésito inter-
nacional en Holanda, en el Centraalbureau voor Schimmelcul

tures de Baarn, con los nidmeros: CBS 544.73 Enterobacter li-

quefaciens cepa 1002, CBS 545.73 Enterobacter liguefaciens
cepa 1003 y CBS 546.73 Serratia especie atipica cepa 3470. -

Estas cepas son particularmente interesantes puesto
que poseen un metabolismo suficientemente répido para efec-
tuar la operacién en plazos razonables, no producen compues-—
tos téxicos para la fauna de las corrientes de agua y estédn
suficientemente bien adaptadas al crecimiento en lactosuero
para evitar la contaminacién por otras especies bacterianas

eventualmente téxicas,: = = = = = = = = - w - - - - o - .o -

E1l aerobismo de estas bacterias evita ademds la aci=-

dulacién demasiado importante del lactosueros - = = = = - « =
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La depuracién del lactosuero se realiza en disposi-
tivos de fermentacién que son, en si mismos,rconocidos: depé-
sitos, fermentadores o similares. Se realiza una inoculacién
mesiva de bacterias en el lactosuerc y se mantiene una buena
aireacién y una temperatura comprendida entre 20 y 372C, pre-
ferentemente una temperatura préxima a 302C durante 48 horas.
En ciertos casos es necesario controlar él pH y eventualmen-
te llevarlo a entre 6 y 7 por adicidén de una base a fin de

mantener la actividad de las bacterias: = = = = = = = = = -

En estas condiciones, después de centrifugacién pa-~
ra eliminar ls materia bacteriana, se obtiene un sobrenadan-
te que tiene un contenido muy débil de materia seca, frecuen-

temente inferior a 20% del contenido inicial. = = = = = - =

La materia bacteriana recuperada, rica en proteina,
puede utilizarse para la alimentacidén animal lo que hace bajar

adicionalmente el precio de coste de la depuracién. =~ - - -

Una parte del cultivo debe conservarse (aproximada-
mente 10%) como indculo para el siguiente ciclo de depura-

Cidno —————————————————————— s -

Para una industria lechera media es necesario pre-
ver un recipiente de una capacided de fermentacién de 60 3
aproximadamente, lo que corresponde al almacenaje del lacto-
suero producido durante 48 horas y no representa una instala-

cidn muy importante., - = = = = = « @ - - - - _--——- .- -

Los ejemplos siguientes se dan a fin de ilustrar
la invencién, y no la limitan, evidentemente, en forma algu-

TIBs = “ o= o e o o o - o e . . o - - - - - = o = -
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Ejemplo 1

Depuracién con la ayuda de la cepa BCL Enterobacter

liquefaciens.

El medio de cultivo estd constitufdo por un lacto-

suero estéril obtenido de la forma siguiente: - - - - - - -

Le.he pasteurizada del comercio (LACTEL), incubada
a 372C, ha recibido una adicidén de cuajo comercial (3 ml por
litro), se ha incubado durante una hora & 37°C y luego se ha
filtrado sobre gasa hidréfila. El filtrado se centrifuga (a
9000 revoluciones/minuto durante 15 minutos). E1l sobrenadante
se filtra de nuevo en Buchner en presencia de "Hyflo super-

cell", La esterilizacibén se obtiene por filtracidn sobre fil-

tro de nitrocelulosa (Millipore)s = = = = = = = @ = = = — =

La concentracidén bacteriana de los cultivos se de-
termina por medida de la densidad déptica a 600 nanometros, ha-

biéndose determinado experimentalmente la correlacién entre

densidad Sptica y peso S€C0e — = = = = = = = = = - —w - = - -

El contenido de extracto seco del lactosuero y de
los sobrenadantes bacterianos se mide por desecacidén a 12020
de 1 a 5 ml de los fluidos hasta peso constante en una copela

de platinge. = = = = = = = = ¢ = - = - = -~ - .- - - -

El contenido de azdcar reductor se dosifica por el
método de Nelson (Nelson, Journal of Biological Chemistry to-
mo 152, p. 377 (1944)). Por medio de este método se dosifica

la lactosa y al mismo tiempo cualquier otro azdcar reductor
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eventualmente presente, como la glucosa y la galactosa que
podrian producirse debido a una hidrdlisis de la lactosa por
las bacterias (la lactosa es, en efecto, un disacérido com-

puesto por glucosa y galactosa). - - = - e -~ -

La determinacién directa del contenido de protel-
nas en el lactosuero no es posible por el método del biuret
a causa de la presencia de materias que forman un precipita-
do con los reactivos. El dcido tricloroacético precipita de

1 a 9 ml del lactosuero. El precipitado se lava una vez por

 medio del 4cido tricloroacético al 5% y se dosifica por el

método del biuret, = = =~ = = = = = = 0 = - = - - - - - - .o

Se inoculan 10 ml de lactosuero con una colonia de

Enterobacter liquefaciens cepa BCL. El cultivo se coloca en

un erlenmeyer estéril de 100 ml y se agita a 302C. Se sacan
muestras. Se determina la concentracién de materia bacteria-

na, luego se eliminan las bacterias por centrifugacidén y se

efectian los andlisis en los sobrenadantes. = — = « = ~ - =
Duracidén de Peso seco bacteriano Porcentaje de azidcar
crecimiento mg/ml reductor desaparecido
5 h 1,73 -
8 h 3715 -
24 h 6,6 : 48%
48 h 4,7 80%
Ejemplo 2

Este Ejemplo muestra la utilizacidén del azdcar re-



ductor por cuatro cepas bacterianas diferentes. Las condi-
ciones de cultivo son las del Ejemplo 1 y las medidas se han

efectuado despuds de 42 horas. = - = = = = = = = = = = = =

Porcentaje de Exitracto seco del

Cepas azdcar reductor
desaparecido sobrenadante

Enterobacter liguefaciens T6% -

(cepa BCL) ’
Enterobacter liquefaciens 86% 1,3 &/100 ml

(cepa 671)
Enterobacter cloacae 57% -
Serratia atipica 3470 69% ) -

Este lactosuero tenia un contenido particularmente
elevado de lactosa (5,4 g/100 ml). El extracto seco de lacto-
suero era de 6,1 g/100 mMl. = = = = = = = = = = = = = = = =

Ejemplo 3

Este Ejemplo y el siguiente presentan resultados

obtenidos con la cepa 671 de Enterobacter liguefaciens. = - -

30 m1 de lactosuero no diluido estéril se han ino-
culado con 2 ml de un cultivo saturado de la cepa 671 en lac-
tosqero. El cultivo se ha incubado con agitacién en erlen-

Meyer 8 302(;: = w = = = o = o = = = o = = = = - - - - - - -
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Duracién de Peso seco Porcentaje de Porcentaje de Extracto seco
crecimiento bacteriano la proteina azicar reductor del
mg/ml desaparecida desaparecido  sobrenadante
g/100 ml
24n 7 485 61% 3,3
46 h 0y T0% 86% 1,5

E1l lactosueroc utilizado tenia un extracto seco de
5,8 g/100 ml y contenfa 0,36 g/100 ml de proteina y 5,2 g/100

ML A8 1lactOSh, o o = m = = m = o= 5 - - - oo o o o - e

Ejemplo 4

5. En este Ejemplo, el lactosuero utilizado es lacto-
suero bruto obtenido por simple filtracién sobre gasa hidré-
fila de la leche tratada con cuajo. Seis litros de este lac-
tosuero se han inoculado con 600 ml de cultivo saturado de la

cepa 67I. E1 cultivo se ha efectuado a 3092C en un fermentador

10 . New Brunswick de 10 litros con una agitacién de 400 revolu-

ciones/minuto y una buena aireacién. Se ha afiadido antiespu-

mante de silicona durante el cultivo., = = = = = = = = = = -
Duracién de Peso seco Porcentaje de
crecimiento bacteriano azlicar reductor
desaparecido
10 h 6,9 - 14%
20 h . 9 27%
26 b 9,5 52%
30h 11 5%

43 h 12 88%
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En este cultivo, la acidulacidén haf€F§§

el pH final era de 6,2. = = = = = = = = = === = = = = = =~

Los ejemplos anteriores se refieren a la depura-
cién de lactosuero neutro obtenido por accién del cuajo pero
la presente invencidén se refiere igualmente a la depuracién
de lactosuero dcido obtenido por accién de los fermentos ldo-
ticos (por ejemplo procedentes de la fabricacién de quesos
de pasta blanda). En este caso, la neutralizacién del lacto-
suero se realiza antes de la inoculacién y, preferentemente,

por adicidn de amoniaco. = = -~ ~ = = - . - - . - - - - o - -

El ejemplo siguiente se refiere a la purificacién

de un lactosuero 8cido, = = = = = = - & - - . - - - - - - -

Ejemplo 5

10 litros de lactosuero 4cido inicialmente a pH 5,

se lleven a pH 7 por adicidén de 70 ml de amoniaco a 14 M. - -

Este lactosuero se inocula con 1 litro de un culti-

vo saturade de Enterobacter liguefaciens cepa 67I. El cultivo

se efectda como en el Ejemplo 4 anterior. Despuds de 12 horas
de incubacién, el cultivo contiene 13 g/l de peso seco bacte-

riano, habiéndose consumido 92% del azdcar reductor, - -« - -

Debido a que se ha afiadido amonfaco, que sirve de
fuente de nitrégeno, 90% de las proteinas del lactosuero se

hallan aln presentes al final del cultivo, = = = = = = = o «

En este caso, debe observarse que la depuracién es
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mucho méds rdpida: del orden de 12 horas.

Como es posible comprender de los Ejemplos 1 a 4,
al cabo de 48 horas la mayor parte de la lactosa y de la lac
talbumina ha desaparecido. Sin embargo, debe observarse que
el crecimiento bacteriano se detiene en general al cabo de
24 horas cuando sélo se ha consumido el 50% de la lactosa y
que la descomposicién de la lactosa y de la lactalbumina pro-
sigue, sin embargo, fendmeno que permite la descomposicién

del lactosuero sin dilucidn previgae = = = = = = = = - = =« -~ -

La invencién permite asi una depuracién muy satis-
factoria del lactosuero con la ayuds de un dispositivo sim-
ple y de volumen reducido, siendo muy pequeilo el precio de
coste de la operacién puesto que el subproducto obtenido (ma-
teria bacteriana) puede comercializarse para la utilizacién

en la alimentacidén animale = « = = = = = & - - - - - - - - -

A titulo indicativo, la masa bacteriana obtenida en
el Ejemplo 5 comprende aproximadamente 50% de proteina cuya

composicién de dcido aminado es la siguiente: - - - - - - -

Acido eminado Porcentaje
LiSina O PG OO BIREPRIOOOPOSOSEPERNSAIARSIOSBNIOEOSPSEDRLS 7,3
His'tidina C R POSP IO IPSINEEOEIENCOQUIGOYIOERNINOORSOETSS 1’4
Arginina 000000000000 00es00000000000000000TS 4,5
Cisteina S0PV IBIBIREINEOIOIOIRBIINROIOIOIAQADPOLIOLISEOCEODDREIITS 1,31

Acido aspér'bico + aspa,rgina se0sss0eversesens 11,92
Treonina LR BB B B I I I I B Y B B B N BB A B B B B ) 5'57

SEI‘iIlB. S0 0P ORAENNPEPINNEEsPVPEROIIPIOIEDRISIOIENOEROIROES 5'3
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Acido aminado Porcentaje
Acido glutémico + glutaming .eceesessacsnss 12,6
Proling seeeeeessecscovecsvoasssscsvevevonee 5,51
Glicing ccococoocvvesccccsessssssssassascsonse 6,69
ALENiNG eeevserrnsecevesovesrssaseossaccvns 9,53
Valing ceevecasnvennsssssancossoscesvoocnsas 5,69
MetioNing evessvesscsnvsosncsssnsescsssocce 3,05
I50)leucina coassoscsnscenscnosnscsccssssosans 3,95
LeUCINA eveenavcrnovrssonnssccsacscssscvncne 9,48
TiroSing seeesssavvsssenscsvasssssccsssecns 2,19
Fenilalaning seseesevesoscsosssscsoenrsccsse 2,68

Esta Tabla da el porcentaje de las moléculas de ca-

da uno de los é4cidos aminados en el hidrolizado de materia

bacteriana, = = — — — = - = = « = = =~ - = - .- - .- e~

Se han concentrado muestras de un cultivo proceden-
te de la inoculacién de lactosuero 4cido del Ejemplo 5, bajo
vacio, aproximadamente 5 veces, y se han calentado al bafio
marfa a 1002C durante 20 mn. La suspensién obtenida se ha ad-
ministrado por via oral a ratas y ratones sin que se observe

ninguna menifestacién de toxicidad aguda: = = = = = = = = = =

N o T A

Se declaran de novedad y propiedad para Espafia, sus

territorios y plazas de soberania, las siguientes: - - - - =

RETVINDICACIONES

1.— Procedimiento de depuracién microbiolégica de

las aguas residuales de industrias lecheras, caracterizado por
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que se hacen fermentar estas aguas con la ayuda de por lo me
nos una cepa bacteriana proteolitica aerobia no patégena que
posee por lo menos una beta-galactosidasa o una lactosa-oxi
dasa en un recipiente, a una temperatura comprendida entre
aproximadamente 20 y 372C y luego seisepara la materia bacte~

riena de las asguas de fermentacifn., = = = = = = = = = = = =

2.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac
terizado porque se hacen fermentar las aguas residuales sin

précticemente dilucidn previa. = = - = = -

3.~ Procedimiento segun unea de las reivindicacio-
nes 1 y 2, caracterizado porque la cepa utilizada cuando es
inoculada en un lactosuero no dilufdo hace aumentar la densi-
dad Sptica medida a 600 nm de este dltimo durante por lo me- |

NOS 24 hoTaS, = = = = = = = = - " = - m - - - - - = = - - -

4.~ Procedimiento segin una de las reivindicacio-
nes 1 a 3, caracterizado porque la cepa utilizada es de la

familia de las Enterobacteriaceae. = = = = = = = = = = = = =

5.- Procedimiento segin la reivindicac}dn 4, carac-
terizado porque la cepa utilizada pertenece al género Entero-

DECEEYe = = = = = = = = - - - - - - ————— = - —-— -

6.~ Procedimiento segin la reivindicacién 4, carac-
terizado porque la cepa utilizade pertenece al género Serra-

tige = = o w= = -, e e e e e e e e e e e e e e e e e = e

7.~ Procedimiento segn una de las reivindicaciones
5y 6, caracterizado porque la cepa utilizada se elige entre:

Enterobascter ligquefaciens cepe BCL, Enterobacter liquefacieng
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cepa 67I, Enterobacter cloacae y Serratia atipica 3470, -~ - -

8.~ Procedimiento segin una de las reivindicaciones
1 a 7, caracterizado porgue se mantiene durante la fermente-

cién el pH de la solucidn entre 6 y 7 afiadiendo una base, - -

9,~ Procedimiento segin una de las reivindicaciones
1 a 8, caracterizado porque la temperatura se mantiene entre
25 ¥ 308C. = = = e e e e e e e e e e e -

10.- Procedimiento segin una de las reivindicacio-
nes 1 a 9, caracterizado porque el lactosuero tratado es un
lactosuero 4cido que se neutraliza por adicidén de amonfaco

antes de la fermentaciénle = = = = = = = = - = - - o .- - -

11.~ "PROCEDIMIENTO DE DEPURACION MICROBIOLOGICA DE
LAS AGUAS RESIDUALES DE INDUSTRIAS LECHERAS": = « = = « = - =

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de quince hojas, foliadas y meca-

nografiadas por una sola de sus caras.

24 AGO. 1973
-+ suljoL

M. ba An.

———y
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