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Ia presente invencibn se refiere a un método de
utilizacidn del peréxido de hidrbgeno con el prop&sito de
mejorar la capacidad de conservacifn de la leche y otros 1f
quidos que pueden actuar como sustratos para microorganis-

nos. El método se caracteriza, en particular,_por'generar

el perbxido en el mismo 1fquido que se trata, por medios en

zim&ticos,

Se han propuesto varias veces anteriormente mé-
todos de tratamiento de leche, especilalmente, por adicibn
de perdxido de hidrégeno con objeto de aumentsr su cepaci-
dad de consgervacifn, incluso desde 188l si se atiende a ciel
tas informaciones.‘Entre los compuestos quimicos que pueden
efiadirse a los alimentos.para inhibir el crecimierto de mi-
croorganismos, o para destruirlos, el perbxido de hidrfgeno
es el Gnico aceptado por los comités de especialistas orga-
nizados por la International Dairy Federation y FAO.

' No esth clara la naturaleza exacta de la accidn
actibacteriana del perdxido de hidrbgeno, pero se ha descu=
bierto en estos filtimos afios (Oram, JD y Reiter B: La inhi-
bicién de streptococos por lactoperoxidasa, tiociasnato y pe
rbéxido de hidrbégeno, Biochem, J, 100 (1966) 373-381) que
adem&s del efecto t6xido directo a concentraciones por enci

ma de 20 ppm aproximadamente, el perbxido de hidrbgeno pue-

de participar también a bajss concentraciones en un sistema

antibacteriano presente de forma naturael en la leche y ac—-
tuar asi en forme indirecta,

El método que supone la adicibn de perbxido de
hidrégeno nunca ha tenido éxito, siendo probablementc la
principal razdn, sin embafgo? la corta duracién del efgcto

del aditivo, Al descomponerse répidamente, por ejemplo, en

—3s
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leche, la concentracibén del perdzido de hidrbgeno cae pron-
Yo por debajo del nivel de la actividad bactericida, Por
eso ha sido necesafio, en el caso del tratamiento descrito
con peréxido de hidrbgeno, utilizar concentraciones inicia
les lo suficientemente altas para que la concentracién par~
manezes por encima del nivel crftico durate un periodo lo
suficientemente largo o utilizar una concenﬁracién wnicial
nés baja pero repetir ol tratamiento a intervalos de pocas
horas,

Ninguno 48 los dos procedimientos es lo bastan-
te sdecuado, sin embargo, ya que en el primer caso «y con
cierta extensién aﬁn en el {iltimo~ la concentracida de perd
xido de hidrlgeno serf a veces tan alta que algunas susten=
ciasg, por ejemplo la leche, quedarén afectadas, algunas ve-
ces coh una consiguiente disminucién en su valor nutritivo,
Una acecibn perjudicial semejante debida a la concentracién
deﬁasiado elevada del perdxido de hidrbgeno afecterf algu-
nas sustancias como la leche, por ejemplo, en las que se
forma un sistema antibacteriano que-aparece en formsa natu~
ral, E1 Gltimo procedimiento, ademfs, presupone un sistena
de dosificacidn que es diffcil llevar a cabo en condiciones
précticas, '

Lag desventajas mencionadas asociadas a estos
primeros métodos de utilizacién del perbxido de hidrbgeuno
para mejorar la capacidad de conservacidén de la leche y
otros liquidos, que pueden actuar como sugtratos para micro-
organismos, se eliminan por aplicacibn del método &l que se
refiere la presente invencidén. Se ha demogtrado, pues, por
experimentoé con leche y caldos nutritivos que aplicando el

citado método pueden conseguirse condiciones tales que hagal
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que la concentracifn del perbxido de hidrbgeno, después de
una elevacibén inicial desde éero, permpanezeca a un nivel sug
tancialmente constante justamente por encima del nivel més
bajo requerido para inhibir el crecimiento bacteriano por
accién directa o indirecta del perdxido de hidrbgeno, sien—
do al mismo tiempo el mencionado nivel lo suficientemente
bajo para causar solamente un minimo de efecto quimico so-
bre el liquido del que se trata, siendo probablemeuse este
efecto més bien insignificante, al menos en el caso de
la-leche.

Como ya se ha dicho el método seglin la inven-
cibn se caracteriza principalmente porqﬁe el perbxicdo de hi
drbgeno se genera en el 1fquido del que se trata por medios
enzimfticos, Tal obtencién enzimftica del peréxido de hidr§
geno puede llevarse a cabo por cualquiera de los diversos
sistemas de enzimas conocidas como oxidoreductasas segln el
principio siguiente: '

enzima
Sustrato > _H202

La realizacibn prictica del procedimiento puede| -

llevarse a cabo como se indica en los ejemplos dedos a con~
tinuvacibén. Se hacen también referencias a los dibujos en
los que las Figse 1 y 2 son diegramas que demuestran el de-
sarrollo de la flora bacteriana en la leche,durante un nfimg
ro de dfas,con y sin adicibn de un sistema enzimético segln
la invencibn. La Fig. 3 representa, & modo de ejemplo, cbmo
»puede instelarse una planta con dispositivos para la ubie
lizacibn del método segln la invencidn. '

Por ejemplo, ¢s posible afiadir al liquido, del

gue se trate, un enzima y una sustancia capaz de desprended
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perbxido de hidrégeno bajo la influencia del enzima, siendo
las centidades del enzima y de la sustancia afiadida las ne-
cesarias para producir la concentracibén requerida de ﬁeréx;
do de hidrbgeno, Un sistema como el descrito puede compren=-
der glucosa y glucosa-oxidasa, que libers per&xidb de hidrf|
geno en presencia de glucosa,

En la Fig. 1 las ordenadas représentan los valg
res del logaritmo del nfmero de bacterias presente ecu cada
ml y las abcisas representan el tiempo en dfas. El diegrama
demuestra el desarrollo de la flora bacteriéna en la leche
enfriada a una temperatura de 42C y mezclada con 0,5 por
ciento de glucosa y 2 U de glucosa-oxi@asa por ml, El dia-
grame. muestra también, con el propdsito de comparcr, el de
sarrollo en la leche enfriada a 42C pero que no ha sido in=-
cubada con el sistema enzimbtico.

Como se deduce del dizgrama el recuento bacte-
riano cae dursnte el primer dfa a 1/100 aproximademente y
permanece a este nivel durante los 10 dfas subsiguientes en
la leche que ha sido incubada con el sistema de enzimas,
mientras que el recuento de bacterias de la leche no trata-
da permanece sin cambio durante el primer dia y despuds pre| .
senta un fuerte cambio durante los siguientes dias,

La Fige 2 representa el desarrollo en dog mues-
tras de leche que se han mantenido a 42C pero han sido incu
badas con 1 U de glucosa~oxidasa por ml junto con un O,1
por ciento de glucosa y 0,3 por ciento de glucosa respecti-
vamente,

Como puede deducirse del disgrama la caida en
el recuento bacteriano es menos dréstica durante el primer

dfa que en el ejemplo de la Pig, 1 y esta cuenta permanece
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entqnces constante a un nivel algo més alto que en ol ejem
plo anterior, aunque s8lo durante 6 dfas en la musstra que
éontiene 0,1 por ciento de glucosa. Se alcanza un resulta-
do mejor con 0,3 por ciento de glucosa. )
Los ejemplos demuestran que puede profegerse la

leche sin dificultad frente al crecimiento bacteriamo duran

te varios dfas aplicando el método segfln la invencidn, Esto

" permite, por ejemplo, almacenar la leche en la granja duran

te un tiempo considersble, reduciendo asi el ndmero de
trausportes a la lecherfs y los costes correspondizantes.
ég recomiendan las siguientes concentraciones
dependiendo del periodo de tiempo durente el que deha pro-
tegérse 1la leche del crecimiento de bacterias}
! 0,1 = 2 U glucosa~oxidasa por m}’ de leche
051 = 0,5 por ciento en peso de glucosa
Segln otro e,j'emplo‘ de esta ejecucidén particular
de la invencidn, el 1{quido correspondiente se mezcla con
un sistema egzimético que comprende:
20 U L-amino-4cido-oxidasa por ml.
0,5 por ciento en peso de glicina
En los ejemplos de aplicacibn sefialados antes,
la leche se enfria a 42C de témperatura. El método_resulta,
naturalmente, mis eficaz si la leche sc mantiene fria. Como
puede verse en los diagramass el recuento de bacterias es cg
si 100 veces menos que en la leche original incluso despubs|-
de 10 dfias. El‘método puede aplicarse, sin embargo, & cual-
quier temperatura que se congsidere adecuada por razones eco
némicas o de otro tipo. En estos casos la composicidn y con
centroeifn adecusdas del gistems de enzimas ha de ajusbarse

empiricamente a la temperatura desecada, Puede mencionarse




10

18

20

25

30

como ejemplo que la leche con 2 U de glucose~oxidasa por ml
¥ 0,5 por ciento de glucosa afiadida puede mantenerse duran-
te dos dfas a 229C sin crecimiento de'bacterias.

En los ejemplos anteriores de aplicacién del mé
todo segﬁﬁ'la invencidn se mezcla la leche con un enzima y
una sustencia que libera perbxido de hidrdgeno bajo la in-
fluencia del enzima, Especialmente cuando se trata du leche
es aconsejable en lugar de aquello utilizer un enzina que
sea capaz de desprender perbxido de hidrbgeno en presencia
de alguna sustancia que se encuenire en la léche. n comn=
puesto que cumple este fequisito eg la lactosa de Lo leche,
que desprende perbxido de hidrbgeno bajo la influencia del
enzima galactosa~oxidasa. La concentracidén propuesisa es

0,1 =-2T galactosa«oiidasa por ml de leche

Afn se pueden alcanzar mejores resultados por
adicibn de dos enzimas, S-galactosidasa y glucosa-oxidasa,
de las que la.ﬁLgalactosidasa d4 lugar a un ruptura de la
lactosa de la leche, produciendo glucosa, @ue se oxida enton
ces bajo la influencia de la glucosa-oxidasa afiadida, dejan
do perbxido de hidrbgeno. Las concentraciones propuestas
son _

1 - 10 U A~galactosidasa por ml de leche
0,1 - 27U glucosa~oxidasa por ml de leche

Esta forma de llevar a cabo la invencibn condu-
ce a consunir parte de la lactosa de la leche pero como la
lactosa total asciende a un 5 por ciento, sb6lo se descompon
dré una pequeiia proporcifn de ella durante un almacenamien~
to de pocos dfes al afiadir, por ejemplo, galuctosa~oxidasaw

Otro método adecuado de aplicar la invencibn,

cgpecialmente en el tratamiento de leche con vistas & mejo-
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'que es particularmente (til en el tratamiento de la leche y

~como se ha dicho se¢ ha descrifto en la correspondiente lite-

rar su capacidad de conservacifén, es utilizar un enzima que
esté normalmente prgsente en la leche para liberar el perd-
xido de hidrbgeno, Un enzima tal es la xantin~oxidasa que,
junto con hipoxantiné, d& perbxido de hidrégeno. Una adi-
¢ibén adecuada para este caso es ‘ '

0,5 por ciento en peso de hipoxantina

Seglin un método de aplicacibén de la invencién

otros alimentos 1fquidos con objeto de ammentar su cepaci-
dad de conservacidn, se hace que los enzimas, que no epare-
cen normalmeﬁte en ellliquido del que se trata, se unan a

una matriz, sobre la cual se hace pasar el liquido, por ejem
pio gor bombeo de circulacidn, Por este mé%odé se pucde uti
1iza; repetidamente una cantidad dada de enzima, que en prin
cipio no es sino una clase de.catelizador, para cantidades
adicionales de leche, pof ejeﬁplo. Esto lleva, naturslmente
consigo una reduccidn considerable en el coste de este tra=-|

tamiento., La preparacién de matrices con enzimas adheridos

ratura cientifica, por ejemplo, I.H. Silmen y E. Katchals -
ki: Derivados de énzimas insolubles en agua, antigenos y
anticuerpos. Ann, Be#. Biocheém, 35 (1966) 873, |
Al aplicar la invencidn, el procedimiento géne-
ral consiste en mezclar el 1fquido correspondiente con una
cantidad suficiente de los reactivos mencionados para que
se genere el perdxido de hidrbgeno en una centidad tal por
unidad de tiempo que compense su. descomposicidn en la leche
¥ para mantener una suficiente, pero no excesiva, concentra
cién durante un periodo de tiempo predeterminado. Estas cen

tidades se han de determinar en cada caso individualmeate,
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“bombes la leche con una bomba 12 s través.de un £iltro 5 a

teniendo en cuenta factores tales como las condiciones de
temperatura, carfcter y resistencia de la bac?eria presen-~
te, sensibilidad y funcifn de los distintos componentes en
el 1lfquido, etec, y naturalmente el objetivo previsto. Se
cree, sin embargo, que las cantidades y otras condiciones
mencionadas en los ejemplos son adecuadas para losg casds
normales.,

La invencién supone asimismo la aplicacidn en
relecién con la mejora de la capacidad de conservacidn de
1{quidos obtenidos de la disolucifn o dispersibén de mezcles
de sblidos o semisblidos o de preparaciones en agua, por
ejemplo. En estos casos Llos enzimas y/o les sustansiey pre~
vistas pera la generacién de perdxido de hidrdgeno se mez-
clan en las mezclas sblidas o semisblidas o en las prepara-
ciones en cuestién, Es obvio que sblo empiezan a reaccionar
cuando los productos & los que se han mezclado se ailadan y
disuelvan o dispersen en el agua, por ejemplo.

En la Fig. 3 se muestra, a modo de ejemplo, cb-
mo se puede instalar una planta para conservacidén y preser-
vacibén de leche en una granja, y la cual v provista de dig
positivos para la utilizacibn del método segfin la inven-
cibn, El nlmero 1 indica un descargador en el extremo del
suministro de una ordefladora mecénice de tuberias, La le-
che se bombea con una bomba 2 por la tuberfa 13 y un refri-
gerador 3 a un depbsito 4 de equilibrado provisto con un

dispositivo agitador 8. Desde el depbsito de equilibrado se

una vesija 6 y de allf a un depbsito de almacenamiento 7.
La vasija 6 llecva una matriz & la que se une un enzima o en

zimas concurrentes, y se hace pasar la leche por dicha vasi
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tratamiento de/la leche u otros liquidos que pueden actuar

- 10

[0

Ja de manera que se pong!}egﬁ c'to con el enzima o enzid
mas. E1 depdsito de almacenamiento 9 va provisto de un disA
positivo de agitacidén 9 y un refrigerante 10 para controlar
la tehperatura de la leche durante el almacenamiento.

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes

REIVINDICACIONES

1. ﬁn método y su correspondiente instalacién dé

como sustratos para microorgenismos con perdéxido de hidrd-
geno con obaeto de incrementar la capacidad de consecvacidn
de tales llquldos, caracterizado por generacidén dei psrdxi-
do de hidrdgeno por medios enzimiticos en el llquldu corresyT
pondlente. ) ) o
' 2, Un método, seéﬁn la reivindicacion 1, carac-
terizado por mezclar el correspondiente 1lf{quido con un en-
zima y uwna sustancia que.puede liberar perdxido de hidrége-
no bajo la influencia de dicho enzima,

3+ Un método, segln la reivindicacibn 1, carac
terizado por mezclar el lfguido correspondiente con un enzi
ma O engimas concurrentes que pueden generar perbxido de
hidrfgeno en unibén de una sustancis presente en el liquido.

4, Un método, segin la reivindicacién 1, carac
terizado por mezclar el 1lf{quido correspondiente con una sug
tancia que puede generar perbxido de hidrbgeno bajo la in-
fluencia de un enzima que estf normalmente presente en el
1fquido,

5. Un método, segln cualquiera ae las reivindi
caciones 1, 2 y 3, caracterizado porque el enzima o enzimas
ge adhieren a una matriz y se hace pasar el 1fquido corres-—

pondiente por dicha matriz.

452%?g§7/
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" correspondiente con cantidades tales de los citados reacti-

~11 - 7
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6e Un método, seglin cualquiera de las anterio-

res reivindicacbnes, caracterizado por refrigeracibn del 14
quido.con'lo que mejora la capacidad de conservacidn y/o
puede reducirse la cantidad de enzima u otro reactivo aiia-
dido. _ '

7. Un método, segfin cualquiera de las reivindi

.caciones precedentes, caracterizado por mezclar el liguido

vos que se genere el perdxido de hidr8geno en una centidad
tal pdﬁ unidad de tiempo que compense su descomposisidn en
el liqﬁido Yy béra maﬁtener una suficiente, pero no excesivaf
concentracidn durante un periodo de tiempo predeterminado
de manera que no tenga efectos perjudiciales sobre los dis-
tintos componentes de la leche u otros 1fquidos.

8+ Un método, seglin cualguiera de las reivindi
caciones 1 - 4 3y 6 - 7, baracferizado porque dichos reacti~-
vos se mezclan en una mezcle sblida o semisblida o prepara=-
cibn prevista para disolverse o dispersarse en un lfguido,
por ejemplo, sguas V

9. Una instalacibén para la splicacién del méto
do seglin la reivindicacibén 5 que comprende una vasija (6) '
que lleva une matriz a la que v adherido un enzima o enzi-
mas concurrentes, y que comprende ademés medios (12, 13) pa
ra hacer pasar el liquido que ha de tratarse a través de di
cha vasija de manera que el lfquido entre en contacto con
el enzima 0 enzimas,

10. Una ingtalacién, segln la reivindicacién 9}
caracterizada porque también comprende medios (3, 10) para

controlar la temperatura del 1fquido.

2

\ N
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11. Se reivindica por 1ltimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita

UN METODO Y SU CORRESPONDIENTE INSTALACION DE TRATAMIENTO DE

LA LECHE U OTROS LIQUIDOS.

Todo conforme queda descrito y reivindicado

presente Memoria descriptiva que consta de doce paginas me-

canografiadas y dibujos adjuntos.

Madrid, 30 de abril de 1
BERNARDO

en la

oy

L]
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