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@Resumen:

Ensayo y procedimiento para la evaluacion de la
biodegradabilidad rapida de aguas mediante
Pseudomonas putida.

La invencion consiste en un nuevo kit y procedimiento
de evaluacion de la “biodegradabilidad rapida” de
aguas contaminadas. El test se basa en el empleo de
unas capsulas que contienen una proporcion
adecuada de bacteria Pseudomonas putida liofilizada
y sales minerales que se afiaden al agua cuya
biodegradabilidad desea evaluarse. Durante tres dias
de incubacion a 30°C, se monitoriza la Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) y se calcula la eficiencia
de biodegradabilidad al final del ensayo.

Este test esta dirigido al sector del tratamiento de
efluentes acuosos, especialmente de origen industrial
para realizar el seguimiento de la biodegradabilidad.
El método resuelve los problemas de repetibilidad y
tiempo de ensayo de los métodos tradicionales.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION

ENSAYO Y PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUACION DE LA BIODEGRADABILIDAD
RAPIDA DE AGUAS MEDIANTE PSEUDOMONAS PUTIDA.

Sector de la técnica

La presente invencién estd dirigida al sector del tratamiento de efluentes acuosos,

especialmente de origen industrial.

DESCRIPCION GENERAL DE LA INVENCION

La invencién consiste en un nuevo kit y un nuevo procedimiento de evaluacién de la
“biodegradabilidad rapida” de aguas contaminadas. Este kit consiste en cdpsulas de la
bacteria Pseudomonas putida liofilizada y sales minerales que se afaden al agua cuya
biodegradabilidad desea evaluarse. Se mide la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y

se calcula la eficiencia de biodegradabilidad a los tres dias de incubacién a 30°C.

El kit se aplica al seguimiento de la biodegradabilidad de efluentes acuosos y para el
control de influentes en Estacién Depuradora de Aguas Residuales Industriales (EDARI).
Las alternativas para evaluar la biodegradabilidad en aguas propuestas por la OCDE e [SO
(Zahn-Wellens, relacion DBO,/DQO, respirometria, etc.) se basan en la utilizacién de
fangos activos y presentan numerosos inconvenientes en cuanto a su aplicabilidad. Este
método resuelve los problemas de repetibilidad y tiempo de ensayo de los métodos

tradicionales.

Estado de la técnica

En las dltimas décadas, la cantidad de compuestos orgdnicos que persisten en el
medioambiente se ha visto considerablemente incrementada. Paralelamente, la
comunidad cientifica ha ido desarrollando métodos para investigar y controlar los
procesos de biodegradacién y proporcionar el conocimiento adecuado para la toma de

decisiones en materia de proteccién medioambiental. La mayoria de los esfuerzos se han
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concentrado en la biodegradacién de los compuestos organicos en el medio acuético,
fundamentalmente en los procesos de tratamiento de aguas residuales, por ser un
pardmetro clave para estimar los riesgos a largo plazo en la biota. Estos métodos deben
realizarse preferentemente con un coste minimo, por lo que una forma preliminar de
evaluar qué productos son peligrosos para el medioambiente es hacer un estudio sencillo

de su biodegradabilidad.

Las pruebas de biodegradabilidad mas empleadas internacionalmente son las propuestas
por la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (OCDE). En estas
pruebas estan basadas otras técnicas estandarizadas por la Organizacién Internacional de
Normalizacién (ISO) o por la Agencia deProteccién Ambiental de los Estados Unidos

(EPA), entre otras.

Segin la OCDE (OCDE CGuidelines for the Testing of Chemicals, Paris, Francia (1992))
debe estudiarse primero la biodegradabilidad aerobia mediante una prueba de
“biodegradabilidad rdpida” y en caso de que el resultado sea negativo la
biodegradabilidad puede determinarse mediante una prueba de simulacién. De forma
alternativa puede realizarse una prueba para detectar la “biodegradabilidad inherente” ya
que los ensayos de “biodegradabilidad rapida” son mas rigurosos. En todos los casos,
dicha organizacién aconseja que los ensayos sean realizados preferiblemente bajo
condiciones realistas para simular el comportamiento de un medioambiente particular (ej.
estacion depuradora de aguas residuales (EDAR), aguas superficiales, suelos o

sedimentos).

Los test de la OCDE (OCDE Guidelines for the Testing of Chemicals, Parfs, Francia (1992))
que pueden usarse para determinar la “biodegradabilidad rapida” de sustancias orgdnicas o
aguas residuales son los test OECD n2 301 A-F: Test de pérdida de Carbono Orgénico
Disuelto (COD) (TG 301 A), Test de evolucion del CO, (TG 301 B), Test MITI modificado (I)
(TG 301 C), Test en botella cerrada (TG 301 D), Test de seleccion OCDE modificado (TG
301 E) y Test de respirometria manométrica (TG 301 F).
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Los ensayos de “biodegradabilidad répida” se realizan en condiciones aerobias empleando
altas concentraciones de COD (2-100 mg CODY/L) de la sustancia cuya biodegradabilidad es
objeto de estudio como Unica fuente de carbono (excepto la fuente de carbono asociada
con la biomasa). El agua contaminada se incuba durante 28 dias con una concentracién
relativamente baja de microorganismos (10*-10° CFU/mL) no adaptados al contaminante. La
biomasa procede de fangos activos, efluentes secundarios de depuradora, extracto de suelo
o agua superficial a los que se anade un medio mineral especifico. Se mantiene la
incubacién en condiciones aerobias a temperaturas entre 20 y 252C y a pH neutro. El
periodo puede aumentarse por encima de 28 dias si la degradacién ha comenzado pero no

se ha estabilizado (OCDE Guidelines for the Testing of Chemicals, Paris, Francia (1992)).

Los test de “biodegradabilidad rapida” son pruebas muy versatiles que pueden emplearse
para un amplio ndmero de contaminantes debido a que la medida de biodegradabilidad
se realiza monitorizando pardmetros globales. Un ejemplo de pardmetro global es el
COD, que es proporcional a la concentraciéon de compuestos orgénicos presentes y esta
limitado a describir la oxidacién total permaneciendo invariable cuando no existe
oxidacién o es muy pequefia. Otros pardmetros son relacionados con la respiracién
microbiana como la Demanda Biol6gica de Oxigeno (DBO) o la produccién de diéxido
de carbono que indirectamente proporcionan datos sobre la degradacion del

contaminante.

Se considera que el compuesto es rapidamente biodegradable si se elimina un 70% del
COD (TG 301 Ay TG 301 E), un 60% del diéxido de carbono teérico (ThCO,) (TG 301
B) o un 60% de la demanda de oxigeno tedrica (ThDO) (TG 301 C, TG 301 Dy TG 301
F). Estos niveles limite de biodegradacién deben alcanzarse en una “ventana de 10 dfas”
durante los 28 dias de duracién del test (excepto en el ensayo TG 301 C). La “ventana de
10 dias” comienza cuando el grado de biodegradacién ha alcanzado el 10% de
eliminacién del COD, ThDO o ThCO,. Si el resultado es positivo puede considerarse
como indicativo de que el contaminante sera rapidamente biodegradado en la mayoria
de ambientes, incluidas las EDAR (OCDE Guide lines for the Testing of Chemicals, Parfs,
Francia (1992)).
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La evolucién de un compuesto quimico en una EDAR también puede estudiarse en el
laboratorio usando los ensayos de simulacién del tratamiento aerobio de aguas residuales
(OCDE, 1992): Unidad de fangos activos (TG 303 A) y Biofilms (TG 303 B). Para ello, se
monitorizan los cambios en el COD y/o la DQO para una concentracién inicial
recomendada de entre 10 y 20 mg/L. Sin embargo muchos compuestos normalmente se
presentan a menores concentraciones por lo que son necesarias técnicas analiticas mds
sofisticadas. Estos test de simulacién ofrecen datos de biodegradacién bajo unas
condiciones medioambientales especificas mediante el uso de biomasa autéctona y
solidos (fangos activos, sedimentos, suelos, etc.) que permiten la adsorcién del

contaminante a la temperatura tipica que representa el ambiente particular.

Las pruebas de “biodegradabilidad inherente” presentan una elevada capacidad de
degradacién. Permiten tiempos prolongados de exposicién de la sustancia a los
microorganismos, se emplea una baja relacién sustancia evaluada/biomasa y se anade
normalmente una fuente de carbono adicional, por lo que ofrecen méas posibilidades de
obtener un resultado positivo que los test de “biodegradabilidad rapida”. Algunos de
estos test incluso utilizan microorganismos adaptados para incrementar el grado de
biodegradacién. Por ello, si el resultado es positivo no puede asumirse que la sustancia

problema vaya a degradarse rapidamente en el medioambiente.

Los métodos de biodegradabilidad inherente més utilizados son los ensayos 302 A (SCAS
modificado), 302 B (Zahn-Wellens/EMPA) y 302 C (MITI Il modificado)(OCDE, 1992). De
todos los ensayos, el 302 A presenta mayor capacidad de biodegradacién con un tiempo
de ensayo de hasta 6 meses de duracién, en el que la sustancia a evaluar (20mg COD/L)
es biodegradada por fangos activos empleando un efluente doméstico como fuente de
carbono adicional. El ensayo de Zahn-Wellens se realiza siguiendo el consumo de COD
durante 28 dias y empleando una elevada concentracién de sustancia problema (50-
400mgCOD/L). Enel ensayo MITI Il modificado (el de menor capacidad de
biodegradacién) se expone al contaminante a microorganismos provenientes de una

mezcla de muestras naturales de aguas superficiales, fangos activos, suelo, etc. durante 30
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dfas. En todos los casos las concentraciones de biomasa son mucho mas elevadas que en
las pruebas de “biodegradabilidad rapida” (del orden de 1 g STS (sélidos totales en

suspension)/L).

Una biodegradacién por encima del 20% de la teérica (COD, DQO o DBO) se considera
como evidencia de “biodegradabilidad inherente primaria” mientras que por encima de
un 70% “biodegradabilidad inherente final”. Si este nivel es casi alcanzado (ej. ThOD o
DQO ligeramente por debajo de 60 o 70% respectivamente) también es indicativo de
“biodegradabilidad inherente”. Igualmente, esta aproximacién se aplica en el caso de que
el porcentaje sea alcanzado pero no en la “ventana de 10 dias”. Si el resultado es
positivo, la sustancia tiene una degradacién potencial bajo condiciones favorables (ej. una
EDAR bien operada) y si es negativo debe concluirse que la sustancia sera persistente en

el medioambiente.

Otro método alternativo a los propuestos por la OCDE y que es ampliamente utilizado por
diversos investigadores para estudiar la evolucién de la biodegradabilidad es el test estandar
de la DBO (). P. Scott y D. F. Ollis, Journal of Advanced Oxidation Technology 2: 374-381
(1997)). Los cambios en la biodegradabilidad se evalGan midiendo las relaciones
DBO,/DQO y/o DBO,/COD y comparando sus valores en las muestras tratadas con los de
los efluentes originales (D. Mantzavinos y E. Psillakis, Journal of Chem. Technol. Biotechnol.,
79: 431-454 (2004)). Estas relaciones ofrecen un indice de la proporcién de materia
organica presente que es aerébicamente degradable dentro de un cierto periodo de tiempo
(ej. 5 dfas en la DBQO,). Las limitaciones del test de la DBO surgen principalmente del hecho
de que la velocidad de biodegradacién varia con la concentracién. Asi, los resultados de la
DBO deben interpretarse con precaucién y no deben compararse con datos de otras
fuentes. Ademas, las relaciones DBO,/DQO (o DBO,/COD) por si solas pueden conducir a

error a menos que también se den los valores de DBO individuales.

Segln Pagga (U. Pagga, Chemosphere, 35: 2953-2972(1997)) es dificil definir un “método
verdadero” de medida de la biodegradabilidad ya que diversos factores o situaciones

medioambientales pueden influenciar los resultados obtenidos. Diversos autores (U. Pagga,
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Chemosphere, 35: 2953-2972(1997); Jiang y cols., Chemosphere 48: 133-138 (2002))
sugieren que la reproducibilidad de las medidas de biodegradabilidad utilizando diferentes
métodos o condiciones, o incluso usando el mismo test pero diferente inéculo, pueden
llegar a generar resultados inconsistentes y algunas veces incluso contradictorios. El in6culo
es el factor que mas afecta a la reproducibilidad de los ensayos especialmente cuando la
concentracion de este es baja (en los ensayos de “biodegradabilidad rdpida”). Blok y Booy (.
Blok y M. Booy, Ecotoxicology and Environmental Safety 8: 410-422 (1984)) demostraron
que las diferencias encontradas al comparar la biodegradacién de 29 compuestos quimicos
empleando diversos métodos propuestos por la OCDE eran debidas a la variabilidad en el

indculo.

Reuschenbach y cols. (P. Reuschenbach y cols., WaterResearch 37: 1571-1582 (2003))
utilizaron dos metédos respirémetricos diferentes para evaluar la biodegradabilidad de 10
compuestos quimicos segin el test OCDE 301F (Oxitop® and Sapromat®). En 8 casos
obtuvieron resultados comparables pero en los dos restantes los resultados fueron diferentes,
por lo que concluyeron que ambos sistemas no eran equivalentes. Asimismo, Kimmerer y
cols. (K. Kimmerer y cols., WaterResearch: 38 2111-2116 (2004)) encontraron que las
concentraciones inhibitorias de diversos antibiéticos, desinfectantes y citot6xicos dependian
fuertemente del tiempo del test y del tipo de compuesto, concluyendo que el test
estandarizado de la OCDE empleado fallaba al estudiar los efectos medioambientales de

dichos compuestos organicos.

La OCDE indica que la normalizacién del inéculo puede mejorar la comparacién de
resultados entre los distintos ensayos. Sin embargo, es dificil estandarizar el inéculo si al
mismo tiempo se requiere un nimero elevado de especies en el ensayo, ya que esta
organizaci6on recomienda un inéculo mixto para asegurar la variabilidad de
microorganismos. Ambas recomendaciones, inéculo normalizado y mixto resultan
contradictorias y, pese a que la variabilidad de resultados dependiendo del ensayo
empleado es posiblemente un reflejo del comportamiento de los microorganismos en los

ecosistemas naturales, la necesidad de reproducibilidad y fiabilidad en los datos ofrecidos
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precisa nuevas investigaciones para disponer de métodos de medida de la

biodegradabilidad més robustos.

Ademds de la variabilidad de métodos existentes de medida de biodegradabilidad y los
problemas asociados al empleo de estos, la legislacion espafiola de aguas no establece
valores limite para la biodegradabilidad de aguas de vertido o reutilizables. Sin embargo,
para otro tipo de sustancias como los tensioactivos, la legislacién incluso recomienda qué
método de referencia debe utilizarse (CE 907/2006). Por ello, es necesario investigar en
métodos alternativos robustos que aseguren la reproducibilidad de los resultados y permitan
definir un protocolo estandarizado para evaluar la biodegradabilidad de los efluentes en

estaciones depuradoras urbanas e industriales.

La presente invencion tiene como objetivo la comercializacion de las capsulas conteniendo
la bacteria Pseudomonas putida como indculo estdndar para la evaluacién de la
“biodegradabilidad rapida” evitando la utilizacién de fangos activos. Trabajos previos al
estudio objeto de patente han sido publicados demostrando la viabilidad del uso de dicha
bacteria para medir la biodegradabilidad de aguas contaminadas aunque con importantes
diferencias respecto al kit objeto de patente. Los autores de la invencién desarrollaron un
nuevo método en el aflo 2008 para medir la biodegradabilidad de aguas contaminadas
empleando cultivos liquidos de la bacteria P. putida y monitorizando la eliminacién

biolégica del Carbono Organico Disuelto (COD).

El método se comenz6 a emplear para evaluar la mejora de la biodegradabilidad
obtenida al tratar mediante foto-Fenton aguas contaminadas con plaguicidas (M.M.
Ballesteros Martin y cols., Chemosphere 70, 1476-1483 (2008); M.M. Ballesteros Martin
y cols., 155, 342-349 (2008)). Posteriormente, se demostré su viabilidad como ensayo
para evaluar la biodegradabilidad (A. Garcfa-Ripoll y cols., Jounal of Hazardous Materials

162,1223-1227 (2009)).

Para validar los resultados obtenidos con un Unico plaguicida, y garantizar la generalidad

del ensayo, se sigui6 la misma metodologia con una mezcla de cuatro plaguicidas



10

15

20

25

30

ES 2470819 Bl

comerciales ((M.M. Ballesteros Martin y cols., Water Research 43, 653-660 (2009)) y otra
de cinco plaguicidas comerciales con un mayor nivel de contaminacién inicial ((M.M.
Ballesteros Martin y cols., Water Research 43,3838-3848 (2009)). La investigacion
realizada para el empleo de dicho método se encuentra desarrollada en la Tesis Doctoral
de Dha. M? de la Menta Ballesteros Martin titulada “Eliminaciéon de plaguicidas no
biodegradables en aguas mediante acoplamiento de fotocatdlisis solar y oxidacién

biol6gica” defendida en la Universidad de Almeria en el afio 2008.

En el afo 2010, los autores de la invencién publicaron un estudio comparativo en el que
se demuestran las ventajas del ensayo frente a otros métodos alternativos utilizados para
la medida de la biodegradabilidad ((M.M. Ballesteros Martin y cols., Ecotoxicology and
Environmental Safety 73, 1189-1195 (2010)) que despertd el interés de la comunidad

cientifica por este nuevo ensayo.

Para hacer extensivo este método a todos los interesados se propone en esta invencién
estandarizar el procedimiento para su comercializacién mediante capsulas de in6culo
liofilizado de la bacteria P. putiday una proporcién adecuada de sales minerales. Con el
mismo fin, se presenta un nuevo método de evaluacién de la biodegradabilidad mediante

el seguimiento de la Demanda Quimica de Oxigeno.

Descripcién de la invenci6n

El test de medida de la “biodegradabilidad rapida” mediante el empleo de la bacteria
Pseudomonas putida se basa en el empleo de unas cdpsulas que contienen una
proporcion adecuada de bacteria liofilizada y sales minerales que se anaden al agua cuya

biodegradabilidad desea evaluarse.

En primer lugar se hidrata la bacteria liofilizada, mezclando en un tubo estéril el
contenido de la capsulaciéon una disolucién estéril de NaCl al 0,9%. De esta forma se

obtiene el in6culo estandar que se adicionara posteriormente al agua problema.
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Una porcién de inéculo se incuba junto al agua problema en un matraz Erlenmeyer que
se dispone en un agitador orbital a 150 rpm manteniendo una temperatura de
incubacién de 302C. Cada 24 h se recoge una alicuota de forma estéril y se mide la DQO

hasta valor constante (3-5 dfas).

Finalmente, se calcula la eficiencia de biodegradacién mediante la expresion:

¢ _Po,-(DQo, -Dgo,)
! DQO,

i

donde DQO, es la DQO inicial aportada por la materia orgdnica presente en el agua
contaminada, DQO, es la DQO medida al final del ensayo y DQO, es la DQO

remanente obtenida de un ensayo blanco. Si la eficiencia de biodegradacion supera el
40% puede considerarse que el compuesto o el agua contaminada es “rapidamente

biodegradable”.

Realizacién preferente de la invencién

La bacteria Pseudomonas putida CECT 324 se obtuvo de la Coleccién Espanola de
Cultivos Tipo (Valencia, Espana). Los cultivos se mantuvieron en placas Petri durante 24
horas a 30°C con medio de cultivo conteniendo extracto de buey, 1 g L, extracto de
levadura, 2 g L7, peptona, 5 g L, NaCl, 5 g Ly agar, 15 g L" a pH 7.2. Una vez
formadas las colonias se recogié una y se cultivdé en medio liquido en un matraz
Erlenmeyer de 25 mL conteniendo 5 mL del medio anterior (a excepcién del agar). Se
mantuvo esta disolucién en agitacion 24 horas y se repartié en tubos estériles a los que se
afadié disolucién de glicerina al 87% (v/v) en una proporcién 4/1 (cultivo/disolucién de
glicerina). Una vez agitados, cada tubo se introdujo en nitrégeno liquido y se conservé a

-70°C obteniendo un stock bacteriano.
A continuacién, se incubaron200 ul de dicho stock en un matraz de 250 mL

conteniendo 50 mL de medio liquido (extracto de buey, 1 g L, extracto de levadura, 2 g

L", peptona, 5 gL' y NaCl, 5 g LM a pH 7.2) durante 24 h a 302C. Con el fin de obtener

10
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una elevada cantidad de biomasa, pueden emplearse voliimenes mayores de matraces
siguiendo las mismas proporciones. La biomasa asi obtenida se centrifugd durante 15 min
a 7000 rpm lavandose con disolucién estéril de NaCl al 0,9% tres veces y se liofilizé

durante 24 h el pellet bacteriano.

La bacteria liofilizada se encapsulé afadiendo en cada capsula 1 g de bacteria liofilizada y
5,5 g de NH,CI, 5,5 g de K,HPO,, 5,5 g de KH,PO,, 5,5 g de MgSO,-7H,0, 0,11 g de
CaCl,2H,0, 0,11 g de MnSO,H,0, 0,09 g de Fe(NH,),(5O,),6H,0, 0,02 g de
ZnSO,-7H,0 y 0,02 g de 4cido nitrilotriacético. El vehiculo para la encapsulacién debera
ser preferiblemente insoluble en agua e inerte o en forma de blister. Con el contenido de
una capsula se preparé el indculo estdndar mezclando en un tubo estéril la bacteria y
sales minerales contenidos en la cdpsula y 10 mL de una disolucién estéril de NaCl al

0,9%. Se agit6 hasta completa disolucién.

A continuacién, el pH del agua problema se ajusté a 7, afadiendo NaOH o H,50,0.1 M
y se filtr6 a través de filtros de 0.80 um, ya que si la filtracién se realiza con filtros de
menor tamano, parte de la materia orgdnica puede quedar retenida en éste. Una alicuota
de 50 mL se verti6 en un matraz Erlenmeyer de 250 mL de capacidad (cada ensayo se
realizé por triplicado), se adicionaron 1,5 mL de inbculo estdndar y se taparon los
matraces con tapones de algoddén. Seguidamente, se dispusieron los matraces en un

agitador orbital a 150 rpm manteniendo una temperatura de incubacién de 30°C.

Cada 24 h se recogi6é una alicuota de 2 mL con una pipeta estéril en cabina de flujo
laminar y se midi6 la DQO hasta valor constante (3-5 dias). La DQO puede medirse
mediante el uso de kits espectrofotométricos (A=448 nm) adecuados para el rango de
medida conteniendo K,Cr,O,, H,50,, Ag,SO, y HgSO, como reactivos e incubdndose a
1482C durante 2 h. El método puede emplearse para muestras diluidas teniendo en
cuenta que un gran exceso de DQO puede llevar a la indicacién de resultados fuera de la
gama de medida. En este caso se recomienda realizar un control de verosimilitud de los
resultados de medicién mediante dilucién. Todas las medidas se realizan por duplicado y

periédicamente se realiza la medida de una disolucién estandar.

1"
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Finalmente, se calcul6 la eficiencia de biodegradacién mediante la expresion:

£ - DQO, -(DQO, -DQO,,) 100
s DQO,

1

donde DQO, es la DQO inicial aportada por la materia organica presente en el agua
contaminada, DQO, es la DQO medida al final del ensayo y DQO, es la DQO

remanente obtenida de un ensayo blanco. Si la eficiencia de biodegradacién supera el
40% puede considerarse que el compuesto o el agua contaminada es “rapidamente

biodegradable”.

Se realizé6 un ensayo en blanco (por triplicado) procediendo de igual forma que con el
agua problema pero utilizando agua destilada. Asimismo, se realiz6 un ensayo de
viabilidad del inéculo inoculando durante 24 h a 150 rpm y 302C con 200 uL del stock
de P. putida matraces de 250 mL conteniendo 50 mL de medio recomendado por la
CECT para la bacteria (extracto de buey, 1 g L, extracto de levadura, 2 g L, peptona, 5
gLl", NaCl, 5gL"yagar, 15 gL"a pH 7.2 y se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm. Todos
los materiales se esterilizaron mediante autoclave a 1262C y 2 atm durante 20 minutos

antes de su utilizacién.
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ES 2470819 Bl

REIVINDICACIONES

1. La invencién consiste en el encapsulamiento de una proporcién adecuada de bacteria

5 P. putida liofilizada como microorganismo patrén y una mezcla de sales minerales. Cada
cdpsula contiene un gramo de bacteria liofilizada y 0,16 g de NH,Cl, 0,16 g de K,HPQO,,
0,16 g de KH,PO,, 0,16 g de MgSO,7H,0, 0,11 g de CaCl,2H,0, 0,11 g de
MnSO,-H,0, 0,08 g de Fe(NH,),(SO,),6H,0, 0,02 g de ZnSO,-7H,0 y 0,02 g de acido
nitrilotriacético.

10
2. El procedimiento para evaluar la biodegradabilidad rdpida de aguas mediante el

método objeto de proteccién consiste en:
a) Preparacion de un in6culo de P. putida mediante disolucién y homogeneizado
del contenido de la cépsula preparada seg(in la reivindicacién 1 en 10 mL de una-
15 disolucién estéril de NaCl al 0,9%.
b) Inoculacién de 50 mL del agua objeto de analisis (ajustada a pH 7 y esterilizada
mediante filtracién) con 1,5 mL del inéculo previamente descrito, en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL de capacidad a 302C de temperatura y agitacién orbital.
¢) Muestreo y medida de la DQO. Repetir cada 24 h durante 3-5 dias hasta
20 obtener un valor constante de DQO (variacién inferior al 10% entre dos dias’
consecutivos). |
d) Determinaciéon de la biodegradabilidad rapida mediante el calculo de la

eficiencia de biodegradacion:

; _DQ0,-(PgO, -DQO,)
! DQO,

1

25 donde DQO, es la DQO inicial aportada por la materia organica presente en el
agua contaminada, DQO, es la DQO medida al final del ensayo y DQO,, es la

DQO remanente obtenida de un ensayo blanco.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300029

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 17.10.2013

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1,2 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 2 SI
Reivindicaciones 1 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300029

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2005033021 A1 (PAKOZDI LASZLO et al.) 14.04.2005
D02 ES 2127703 A1 (UNIV SALAMANCA) 16.04.1999
D03 ES 2085239 A1 (CONSEJO SUPERIOR INVESTIGACION) 16.05.1996
D04 WO 9321348 A1 (BARTL LUDWIG et al.) 28.10.1993
D05 US 4843009 A (BOPP LAWRENCE H) 27.06.1989

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion divulga en la primera reivindicacion una mezcla de P. putida y sales minerales en distintas
proporciones. La segunda reivindicacién caracteriza un procedimiento de evaluacién de la biodegradabilidad rapida de
aguas que consiste en la preparacion de un inoculo de P. putida y adicién al agua objeto de analisis, el muestreo de la
determinacion quimica de oxigeno (DQO) de la muestra y la determinacion de la biodegradabilidad mediante el calculo de la
eficiencia de biodegradacion aplicando la formula del apartado d) de la reivindicacion.

D01 divulga un procedimiento para la limpieza de la fase acuosa del estiércol liquido usando una sustancia microbiana,
inoculandola a la fase acuosa del estiércol liquido, en concreto de estiércol liquido de cerdo, con una sustancia que contiene
una mezcal bacteriana de: Bacillus megatheriun7, Bacillus astuta, Pseudomonas putida, Pseudonwonas fluorescens y
Micrococcus roseus, con el objetivo de su posterior uso como abono de suelos.

D02 divulga el uso de P. putida en la degradacion de azocolorantes en el tratamiento de aguas residuales textiles.

D03 a D05 divulgan diversos usos de P. putida en procesos de biodegradacién de distintos contaminantes (hidrocarburos,
PCBs en aguas residuales.

Ninguno de los documentos del estado de la técnica divulga un encapsulamiento que contenga la bacteria P. putida junto a
una mezcla de sales inorganicas, por lo que la reivindicacién 1 seria nueva, segun se menciona en el art. 6 de la ley
11/1986. Sin embargo, dado que la adicién de sales inorganicas al inoculo de P. putida no parece reportar ningun efecto
sorprendente a la bacteria en si, la elaboracién de una mezcla P. putida y sales inorganicas seria obvio para el experto en la
materia en el campo de la depuracién de aguas residuales, por lo que la reivindicacion 1 careceria de actividad inventiva tal
y como se menciona en el art. 8 de la ley 11/1986.

La reivindicacién 2 divulga como objeto de la invencion un procedimiento para evaluar la biodegradabilidad rapida de aguas
mediante el uso de P. putida y el célculo de la eficiencia de biodegradacién en base a los parametros de DQO. Ninguno de
los documentos del estado de la técnica divulgan un procedimiento con las mismas caracteristicas que el reivindicado, ni
tampoco se puede derivar de manera obvia a partir de los documentos citados, tomados solos 0 en combinacién. Asi pues,
la reivindicacion 2 parece cumplir con los requisitos de novedad y actividad inventiva, tal y como se menciona en los arts. 6 y
8 delaley 11/1986.
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