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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

La presentse invencién describe una cepa mutante de Pseudomonas ayucida ATCC No. PTA-806
que es capaz de segmentar selectivamente enlaces de C-N y reduce el contenido de nitrégeno
de material organico carbonaceo.
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MICROORGANISMOS UTILES PARA LA SEGMENTACION
DE ENLACES ORGANICOS DE C-N

CAMPO DE INVENCION

Esta invencion est4 relacionada con un cultivo mutante de Psexdomonas ayucida
capaz de retirar selectivamente el nitrégeno orginicamente enlazado de materiales
carbonficeos mientras que se retiene el valor calorifico de dichos materiales carbondceos. Los
microorganismos de esta invencidn son particularmente dtiles pera retirar nitrégeno orgénico
de combustibles fésiles tales como el carbén y petréleos conteniendo nitrégeno.
INFORMACION SOBRE ANTECEDENTES

La calidad del petréleo deteriora progresivamente segiin se ponen en produccion
preferencial los depdsitos de la mejor calidad de petrélen. Como consecuencia es cada vez
mds preocupante la concentracién de compuestos/contaminantes tales como sulfuro,
nitrégeno y metales en el petréleo. Estos contaminantes no sélo contribuyen a la polucién
ambiental como resultado de la combustidn de petréleo, sino que también interfieren con el
procesamiento del peirdleo, envenenando catalizadores y contribuyendo a la corrosioén. El
retiro selectivo de contaminentes del petréleo mientras que se retienen los valores de
combustibilidad supone un dificil desafio técnico.

El retiro selectivo de sulfuro del dibenzotiopleno con la ayuda de unz bacteria {til
para |a segmentacion de enlaces C-S es instruido en la patente US 5,002.888.

La patente US 5,297,625 enscfia un método de prepararacidn, aislamiento y uso de un
microorganismo que pueda metabolizar petréieos crudos y otros hidrocarburos de elevado
peso molecular, como fuente de energla, y la emulsificacién de crudos pesados bajo las
condiciones extremas existentes en depdsitos de petréleo. ’ '

La biorefineria del petrdleo es por ello una tecnologla que pronto serd comercializada
y puede resultar muy prometedora.

El retiro de nitrégeno y de meteles del petrdleo es otro de los usos potenciales de
biocatalizadores, aunque hasta ia fecha este érea de investigacion ha recibido muy poca
atencién.



La quinolina es quizés ¢l compuesto de organonitrégeno més estudiado en lo que respecta a
biodegradacion, y es considerada como representante de muchos compuestos de
organonitrégeno cominmente hallados en el petréleo. Se ha observado que muchos cultivos
aerdbicos y anaerdbicos microbianos pueden degradar la quinolina. La mayoris, si no todos,
los cultivos microbianos descritos que metabolizan Ia quinolina lo hacen degradéndola
totalmente, y por lo tanto pueden utilizar quinolina como fuente exlusiva de carbono, energia
y nitrégeno.

Shukla, Onkar P., en "La Transformacién Microbiana de Quinolina por un
Pseudomonas sp.”, Microbiologia Aplicada y Ambiental. Tomo 51, Junio 1986, pAgs. 1332-
1342, sefiala que un Pseudomonas sp aislado de efluentes por un cultivo de enriqguecimiento
en quinolina, metabolizd este substrato por una nueva via de 8-hidroxicoumarin. Este
microorganismo usa quinolina como fuente exclusiva de carbono, nitrégeno y energfa.

Schwarz, G. et al, in "Metabolismo Microbiano de Quinolina y Compuestos
Relacionados”. "1. Aislamiento y Caracterizacién de Bacteria Degradante de Quinolina”, en
"System Appl. Microbiol. 10, 185-190 (1988)" , reporta que se aislaron 16 estirpes de
bacterias de suelo, aguas y lodos activados que pueden utilizar la quinolina como fuente
Gnica de carbono y nitrdgeno. De estas 16 cepas de bacterias investigados, 13 podrian ser
asignadas al género Psenudomonas. Estas bacterias son Gram-ncgativas, con aspecto de
vistagos, de movimiento espontineo, derechos a ligeramente curvados, que en Agar HNB
forman colonias suaves o parcialmente rugosas, circulares y de color amerillento a crema.
Las especies identificadas son las de Pseudomonas putida Biovar A y B, Pseudomonas
Jluorescens y Pseudomonas testosteroni. Sc reporta que el crecimiento en 2-hidroxiquinolina
es comin en todas las cepas investigads. Se ha estudiado la degradacién de quinolina en
diversas especies de Pseudomonas y sc observé que 2-hidroxiquinolina fué el primer
intermediario en ia via de degradacién.

Grant, D.J.W. et al, en "Degradacién de la quinolina por una bacteria del suelo”,
Microbios 1976, 15, pags. 177-189, reporta que se aisld una bacteria del suelo de un jardin, la
cual crecid acrdbicamente en un medio de sales minerales con Ia quinolina como fuente
cxclusiva de Carbono y NH4+ como fuente de Nitrdgeno.

Durante el crecimiento con quinolina, se acumulé 2-hidroxiquinolina en ¢l fluido de

cultivo y mas wurde desaparecid. 2,6-Dihidroxiquinolina es probablemente el proximo
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intermedio ya que las células completas lo oxidan totalmente y con rapidez. La segmentacién
de anillos aromdticos bajo condiciones aerdbicas sigue casi invariablemente la formacién de
un compuesto con dos estirpes de hidroxilos anexos a un anillo en las posiciones o- é p- entre
sl.

O’Loughlin, E.J. et al. En "Aislamiento, Caracterizacién y Uso de Substralos de una
Bacteria de Quinolina en Degradacidn”, " Biodeterioro y Biodegradacidn Intemacional
(1996), pégs. 107-118, reporta un organismo con aspecto de véstago Gram (+), identificado
como un Rhodococus sp, capaz de crecer usando la quinolina como la fuente dominante de
carbono, energfa y nitrégeno. Este elemento aislado, designado Rhodococus sp. Q1 también
es capaz de crecer en 2-hidroxiquinolina, piridina, 2-3 dimetil piridina, catechol, benzoato y
écido protocatechuico, sugiriendo una capacidad diversa para degradacién de anillo
aromético. Aunque el nitrégeno de anillo fué aplicado al medio de crecimiento en forma de
amoniaco, la degradacién de quinolina no se vié limitada por Ia disponibilidad del producto
inorginico de degradacidn N.A. identificado y la 2-hidroxiquinolina fué identificada a base
de varios andlisis espectroscdpicos.

De forma que, aunque las publicaciones citadas mencionan cultivos microbianos que
pueden metabolizar la quinolina degradéndola totalmente, el uso de tales cultivos en una
aplicacién de biorefineria de petréieo requeriria que el nitrdgeno sea selectivamente retirado
de la quinolina, dejando intacto el valor carbénico y calarifico de la molécula.

Segtin sefialado en dichas publicaciones, las vias metabdlicas utilizadas por diversos
microorganismos aerdbicos degradantes de quinolina parecieron iniciar la degradacién de
quinolina, oxidando selectivamente y retirando nitrégeno de la quinolina. Como no se
provweyd ninguna otra fuente de carbono, el metabolismo de tales especies continuaria
segmentando enlaces de C-C.

Aunque la biodegradacion de la quinolina ha sido razonablemente bien estudiada, hay
muy poca informacién relativa al uso de microorganismos degradantes de quinolina para
retirar nitrégeno del petrdleo. Por otra parte, se observd que varios Psevdomonas
degradantes de quinolina no tenian la capacidad de retirar niveles significativos de nitrégeno
del petréleo crudo o de fracciones de asfalteno (Aislabie ct al. 1990, "Degradaci6n
Microbiana de la Quinolina y la Methilquinolina”, Apl. Environ. Microbiol. 56: pags. 345-
sh.



Por lo tanto, hay necesidad de aislar cultivos aerdbicos capaces de utilizar quinolina
como una fuente de nitrégeno, pero i'ncapaces de utilizar la quinolina como una fuente de
carbono, examinando a continuacién la via metabdlica de la degradacién de la quinolina, asf
como la habilidad de tales cultivos de retirar selectivamente nitrégeno del petréleo,
logréndose estos objetivos mediante la presente invencién.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencin es proveer un microorganismo y un proceso para
¢l retiro de nitrdgeno orgénicamente ligado, de materias carbonéceas orgénicas contenedoras
de nitrégeno.

Otro objeto de la presente invencién es proveer un proceso microbiano para el retiro
sclectivo de nitrdgeno de combustibles orgénicos fdsiles contenedores de nitrdgeno y
combustibles de derivados de fdsiles.

Aln otro objeto de la ﬁresente invencién es proveer un microorganismo y proceso
capaces de segmentacién especifica o formacién de enlaces C-N en reacciones de materias
orgénicas carbonéceas, tales como en sintesis orgénica.

Aln otro objeto de la presente invencién es proveer un microorganismo que sea
estable y retenga sus caracteristicas especificas de nitrdgeno bajo condiciones de proceso que
se valgan del microorganismos para la segmentacidn del enlace de C-N.

Y aiin otro objeto de la presente invencién es proveer un microorganismo y proceso
para retiro especifico de nitrégenc de la quinolina que resuite en productos substancialmente
exclusivos de 2-quinolina y 8-hidroxicoumarina.

Estos y otros objetos y ventajas, que resultardn aparentes al leer esta descripcién, han
sido logrados logrados con el puro cultivo de un microorganismo que ha sido aislado y sujcto
a procesos en la forma especificada a continuacidén en mds detalle en esta invencién e
identificado como Psendomonas ayucida El cultivo ha sido depositado con la Coleccién de
Cultivos de Tipo Americano, 10801 University Blvd, Manassas, VA 20110-2209, USA, y ha
sido asignado el ATCC N°PTA-806 PTA-806.

Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 PTA-806 pucde ser preparado
inyectando muestras del medio ambicnte obtenidas de emplazamientos que tengan presentes
materias de enlace C-N que se desee segmentar, un medio de crecimiento que comprenda

nutrientes



minerales, una firente asimilable de carbono, y encontrdndose en substancial ausencia de un
compuesto conteniendo nitrégeno, excepto compuestos que sélo tengan nitrégeno presente en
enlace C-N del tipo que se desee segmentar; creciendo el cultivo bacterial en presencia de
oxigeno a temperaturas de unos 30°C durante tiempo suficiente para producir selectivamente
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 que tiene la propiedad de segmentacién selectiva
de enlaces de C-N en materiales carbonédceos orginicos.

El contenido de nitrégeno de materia carbondcea orginica contenedora de nitrgeno
puede ser reducido poniendo en contacto dicha materia carbonécea orgénica conteniendo
nitrégeno con el microorganismo Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806. El proceso es
especialmente apto para uso cuando el material conteniendo nitrégeno es carbén, petréleo de
esquisto bituminoso o petréleo de hidrocarburos. El continuo crecimiento de la cepa de
Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806 en Ia presencia de petrdleo de esquisto bituminoso
conteniendo nitrdgeno resulta en el retiro de més del 5% del total de nitrdgeno y
preferiblemente més del 68% del total de quinolina,

El proceso para reducir el contenido de nitrégeno del material carbondceo organico
conteniendo nitrégeno ocurre por segmentacion de los enlaces C-N orgénicos del
microorganismo Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806. El cultivo puro de nitrégeno
orgénico selectivo de Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 ticne la capacidad de reducir
seiectivamente el contenido de nitrégeno del material carbondceo orgénico mediante
segmentacién de los enlaces orghnicos de C-N produciendo 2-hidroxiquinolina y 8-
hidroxicoumarina cuando se cultiva en un medio de crecimiento que incluye nutrientes
minerales y una fuente asimilable de carbono en substancial ausencia de un compuesto que
contenga nitrégeno, excepto ¢l material carbondceo orgénico conteniendo nitrégeno, y en la
presencia de oxigeno a temperaturas de unos 35°C a 30°C. Los derivados de Ia cepa de
Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806 retienen la habilidad de reducir selectivamente el
contenido de nitrégeno de materiales orgénicos carbondceos por segmentacién de enlaces C-
N de la misma forma.

BREVE DESCRIPCION DE LOS ESQUEMAS

FIG | es un grifico que ilustra una comparacidn dc datos MS de un metabaolito de

quinolina producido por Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 con 2-quinolinona.
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FIG 2 es un grifico que ilustra una comparacién de datos MS de un metabolito de quinolina
producido por Pseudomonas ayucida ATCC N°® PTA-806 con 7-hidroxi-2H-1-benzopiran-2-
uno(7-hidroxicoumarina).

FIG 3 es una representacién esquemdtica de Ja via parcial para la degradacién de
quinolina por Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS DE LA
INVENCION

Cultivos ambientales con un conocido historial de exposicién a compuestos
organonitrogenados, asf como cultivos de enriquecimiento utilizando fuentes de carbono,
acetato, benceno, dcido benzoico, etanol, glucosa, glicerol, caldo nutriente, sucinato y
tolueno, y compuestos de nitrdgeno orgénicos tales como quinolina, carbazol y piridina
produciendo cultivos bacteriales capaces de metabolizar cada uno de los compuestos de
nitrégeno utilizados.
Segin el material técnico provisto, los microorganismos més conocidos para utilizacién del
nitrégeno de compuestos organonitrogenados son los Pseudomonas aislados de cultivos de
entriquecimiento emlpeando quinolina como fuente exclusiva de nitrégeno, Mientras que las
especies de Pseudomonas son capaces de utilizar nitrégeno orgdnicamente enlazado, no
muestran especificidad para la oxidacién de enlkaces de carbono-nitrégeno. Esto muestra la
falta de deesarrollo de cultivo de enriquecimiento de un microorganismo de ocurrencia
natural que muestre especifidad para oxidacién de enlaces orgénicos de C-N. De aquf que se
deba utilizar un proceso no natural de mutacién selectiva para desarrollar un microorganismo
que posea dicho metabolismo selectivo de nitrégeno.
Los microorganismos con capacidad metabdlica no especifica al nitrégeno con respecto a
substratos orgAnicos pueden ser desarrollados por seleccidn a través de experimentos con
enriquecimiento por inoculacién quimiostitica y de matraz vibrador en los que los nutrientes
y ¢l nitrdgeno orgénicamente enlazado que normalmente no se cncuentran en el tejido vivo,
puedan ser suministrados en substancial ausencia de otra fuente de nitrégeno disponible tal
como ;:itrbgeno inorgénico en (NH4)2804 .

El medio de crecimiento deber# proveer nutrientes orgénicos e inorgénicos para un
buen crecimiento del microorganismo, pero estard desprovisto de compuestos inorgdnicos y
orgdnicos que contengan nitrégeno que se desee metabolizar por el microorganismo. Un

medio adecuado para el crecimicnto de microorganismos bajo condiciones de



organonitrégeno puede que sea una composicién apropiada de nutrientes minerales, tales
como 0,37g KHaPO4, 0,25g de MgS04.7H20, 0,07g de CaCL:2H20, 0,02g de Fe Cla y 20,0g
de glucosa/glicero/sucinato por litro de agua destilada ionizada. Dicho medio es conocido
como ModA. Cualquier fuente asimilabe de carbono desprovista de nitrégeno puede ser
utilizada en cantidades de apoyo del crecimiento microbiano deseado. Entre las fuentes

adecuadas de carbono asimilable se encuentran la glucosa, el glicerol, acetato de sodio,
benzoato de sodio, sucinato de sodio y sucrosa, en concentraciones de 1 a 20mM..

El compuesto organonitrogenado preferido con enlaces orgénicos C-N es la quinolina. A
continuacién se enumeran otros compuestos adecuados con enlaces de C-N.

_ Las muestras ambientales de tierra de suelo y de agua pueden obtenerse de

. empiazamientos de elaboracién de carbones, de turba y otros en los que existan hidrocarburos
de petrdleo.

Las muestres tomadas del medio ambiental son utilizadas para experimentos de
cultivo de enriquecimiento por inoculacién de quimiostato y matraz vibratorio para obtener
cultivos capaces de utilizar quinolina como fuente exclusiva de nitrégeno. En la presente
invencidn, todos los experimentos utilizaron los medios minerales definidos a continuacidn:
0,37g KHaPO«
0,25g MgS04.7H20
0,07g CaCl2.2H20
0,02g g FeCl3
¥ 20,0g de glucosa/glicero/sucinato por litro de agua destilada ionizada.

Estos medios van ajustados a un pH de 6,5 a 7,0 y el nitrégeno es suministrado ¢n la
forma de quinolina que se encuentra presente en concentraciones de 1 a 20mM, o para
experimmentos de control se utiliza (NH4)SO4 a una concentracién de 1,3g por litro.

Los quimiostatos y matraces vibratorios son operados a temperatura ambiente (25°C)
6 30°C. El volumen de trabajo de los quimiostatos es de 1 litro y los experimentos con
matraz vibrador normalmente usan 50 ¢ 100m! de medio liquido. Se ajustan los grados de
flujo de los quimiostatos para obtener tiempos de retencién hidriulica de dos dias de duracién
hasta un mes, y se alteran los caudales y también el compuesto organonitrogenado de ensayo

cn la forma requerida para asegurarse de que los quimiostatos crean un ambiente adecuado



para la seleccién de cultivos con capacidad mejorada de segmentar selectivamente los enlaces
C-N. La densidad de célula bacterial en los quimiostatos/matraces vibratorios varia de 10z a
10s células/ml, con densidades promedias de células de 104 a 10s células/ml mantenidas. Las
bacterias aisladas del efluente de quimiostatos y/o de matraces vibratorios son sujetas &
mutagenesis quimica y/o fIsica utilizando nitrosoguanidina (NTG) y corta irradiacién
ultravioleta respectivamente. Las poblaciones de células son mutagenizadas bajo condiciones

que resultan en la muerte de aproximadamente un 99% de la poblacién. Las células
mutagenizadas son entonces usedas para reinocular quimiostatos, iniciar experimentos
adicionales con matraces vibratorios, y para platos de agar que contienen compuestos de
organonitrogeno de prucba. Se debe llevar cuidado de que la cantidad de biomasa afiadida de
nuevo a los quimiostatos en forma inoculada sea suficiente para proveer una cantidad
considerable de nitrégeno en forma de células de biomasa muertas de los efluentes de los
quimiostatos, matraces vibratorios y platos de agar y scan comprobados con regularidad
usando el Ensayo de Prueba de Biodisponibilidad de Nitrégeno descrito a continuacién,

La determinacidn de las secuencias de gene 16S-rRNA para la determinacion de las
especies de aislados bacteriales fué Hevada a cabo por MIDI Labs (Newark, DE).

Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno

La capacidad de las bacterias de utilizar compuestos de nitrégeno orgdnicos para
crecimiento puede ser medida mediante el Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno (NBA).
Este ensayo se basa en el hecho de que todo proceso de vida requiere nitrégeno para el
crecimiento y por lo tanto se puede crear una situacién en la que la cuantificacién del
crecimiento bacteriano provea una medida del grado de utilizaci6n de cualquier compuesto
orgdnico o inorgdnico como fuente de nitrégeno.

De aqul que, el Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno utilice un medio de sales
mincrales definidas en las pruebas de crecimiento en las que los compuestos modelos de
organonitrégeno tales como quinolina, piridina, carbazol y porfirina sirven como fuentes de
carbono y/o de nitrégeno. Las pruebas de crecimiento se hacen usando seis condiciones:

I Compuesto de prueba como fuente exclusiva de carbono y nitrégeno.

2. Compuesto de prueba como fuente exclusiva de carbono (se encuentra

disponible amoniaco como fuente alternativa de nitrégenoc).



3. Compuesto de prucba como fuente exclusiva de nitrégeno (como fuente
alternativa disponible de carbono: glucosa/glicerol/sucinato).

4, Compuesto de prueba presente, ademds de fuentes altenativas de carbono y de
nitrégeno.

5. Con sélo fuentes alternativas de nitrégeno (amoniaco) y de carbono
(glucosa/glicerol/sucinata). No se encuentra presente el compuesto de prueba.

6. Sin compuestos de nitrégeno de clase alguna presentes, pero con fuentes
alternativas de carbono (glucosa/glicerol/sucinato).

Estas seis condiciones para crecimiento constituyen un bioensayo pare comprobar la
habilidad de un cultivo particular de metabolizar compuestos organonitrogenados.
Cuando se requieren fuentes de carbonoe y de nitrdgeno en adicién a los compuestos
de prueba, son provistas en forma de una mezcla de glucosa/glicerol/sucinato (20g/L)
y de amonia (20mM) respectivamente.

La prueba NBA puede ser realizada con cualquier compuesto de
organoniirdgeno de prueba que sea ordinariamente usado & una concentracion de
desde 3mM a 20mM.

Para determinar la gama de compuestos de organonitrigeno que podrian servir
como fuentes exclusivas de nitrégeno para crecimiento de los diversos cultivos puros
de la invencidn, se han probado varios compuestos de organonitrogeno y de control,
siguiendo el proceso de Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno. Todos los
compuestos son muy puros y de grado analltico.

Entre estos compuestos figuran:

2-Metil-beta-Naftociazol

2-Metil-Benzotiazol

2(Metilmercapto)Benzimidazol

I,1-Metileno Bis(3-Mctil Pipridina)

Tiazol

1-Butilpirrolidina

2-Metileno-1,3,3-Trimetil Indolina

2-Metil-3-Propilpirazina

2-Fenilbenzotiazol



i
2-Metil Quinoxalina

2-Metil Indolina

Carbazol

Quinolina

Quinazolina

Quinoxolina

2,4-Quinolindiol

Isoquinolina

3-Mcetil Isogquinolina

Isocarbostiril

Protoporfirin

Piridina

Fenil Benzotiazol

Acido Nicotinico

imidazol

Indole

Solucién Tampén HEPES

Urea

Guanina

Lisina

Tritofan

Cloruro de Amonio.

Los diversos cultivos son inoculados en tubos de ensayo o matraces que
contienen componentes de medios apropiados para las seis condiciones antedichas de
prueba.

Los cultivos son incubados a continuacién aerébicamente durante 2 a 4 dfas &
temperatura ambiental de 30°C.

Se monitorea ¢l crecimiento de los cuitivos midiendo densidad éptica/de
turbulencia de los cultivos en las diferentes condiciones de ensayo, o determinando
las unidades que forman colonias.

La condicién de ensayo N°6(muestra libre de nitrdgeno) cs de control

negativo.
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Las condiciones N°4y 5son  controles positivos porque las muestras son

alteradas con fuente de carbono y de nitrégeno y por lo tanto debieran producir un
sano cuitivo microbiano al menos que el compuesto resulte téxico para el cultivo
sujeto a ensayo. En este caso, sélo la condicién N° 5 resultarfa en crecimiento sano.

El grado crecimiento bacteriano observado en las condiciones de ensayo 1, 2 y
3, comparado con el grado de crecimiento observado en las condiciones de ensayo 4, -
5 y 6 indica la habilidad de los cultivos de usar ¢l compuesto de prueba de
organonitrégeno como fuente de carbono y/o de nitrégeno.

Los cultivos que muestran mejor crecimiento en lascondiciones de ensayo N°
que en las de los ensayos 1 y 2 puede que utilicen preferencialmente ef compue.sto de
organonitrégeno como fuente de nitrégeno solamente.

Identificacién de Metabolitos

Para identificar metabolitos sc realiza Cromatografia de Capa Fina (TLC) en
platos de Silica C-18 mediante ¢l método descrito por G. K. Watson.

R.B. Cain en “Metabolismo Microbiano en Anillo de Piridina”, Biochem. J. 146-
172.Nos disolventes de fase corriente serdn por ejemplo, el hexano, dcido acétido y
xileno en la proporcidn de 5:1:2. Supernadantes de cultivos bacterianos en
crecimiento con quinolina como fuente exclusiva de nitrégeno son extraidos con
acetato de etilo y pasados por platos de TLC,

Alternativamente, se pueden usar células en reposo, utilizando granulos de
células de cultivos de la fase de prueba registrada con quinolina o con amonia como
fuentes de nitrdgeno. Se incuban las suspensiones de células concentradas con 20mM
de quinolina durante periodos desde 15 minutos hasta 16 horas.

La extraccién de los supernadantes de células en reposo y de células en
crecimiento puede ser llevada a cabo con disolvente de acetato de etilo 0 con
cartuchos de fase s8lida C18 y los extractos se analizan por TLC.

Derivacién de los metabolitos
Se puede efectuar la derivacion de los metabolitos afiadiendo semicarbacida HCI y
2,4 dinitrofenil hidrazina (2,4-DNPH) a algunos experimentos, seguido de la
subsiguiente extraccién y andlisis de TLC. Una mczcla tipica que usa derivaci6n de
metabolitos consistird de 200 mls de medio A (con fuente de carbono) que contiene
2¢ de peso seco de células, 2mM semicarbazida-HCl, y 3 mM a 20 mM de quinolina

como fuente de nitrégeno. La mezcia es incubada durante 2 horas y las células son
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centrifugadas. Se aflade 2,4 DNPH &l supernadantes, se deja la mezcla reposar durante
la noche y se extrae con acetato de etilo, sepanindola en un plato de TCL e
identificando los puntos.

Cromatografia de gas/espectrometria de masa

Se realiza el andlisis GC/MS en extractos derivados de cultivos de células en reposo y
en crecimiento expuestas a la quinolina, y en compuestos eludidos de puntos
observados en los platos TLC.

La extraccion de los supernadantes de [as células en reposo y también los de
las células en crecimiento puede ser llevada a ecabo con disolvente de acetato de etilo
o con cartuchos de extraccion de fase sélida C-18. Se analizan los puntos TLC de
posibles metabolitos por GC/MS.

Los espectrogrificos de masa son entonces comparados con las diversas
librerfas de datos de espectrografia de masa preparadas de los resultados con
compuestos esténdar conocidos.

Evaluacién de Iz habilidsd del I-’seudomanas ayucida ATCC N" PTA-806en Ia
segmentacién de enlaces orgdnicos de C-N

Para evaluar la habilidad de segmentacion de enlaces orgénicos de C-N del
Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806, se hace crecer este organismo en un
medio ModA que usa la quinolina como Unica fuente de nitrégeno. Se produce una
camada de cultivo OD600=1,67, que es recogida y se vuelve a suspender en un medio
ModA de 100mis. Se divide el cultivo en dos porciones de 50 m! y 3 ml de petrdleo
de esquisto (1,7 de porcentaje de peso de nitrégenc) es afladido acada una, A
continuacién los cultivos son incubados sometidos a agitacién a temperatura ambiente
durante 1a noche (16 horas), y sc separa y analiza el petréleo. La cantidad de
quinolina presente en las muestras tomadas es determinada por GC, correspondiendo
al drea bajo el punto cumbre a un tiempo de retencién de quinolina.

Preparacion de un cultivo puro de cepa de Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-
806

La preparacion de un cultivo puro de un microorganismo capaz de segementacion
orgénica del enlace C-N mientras se mantiene el valor calor{fico de la molcula
orgénica de acuerdo con In presente invencién incluye la recogida de muestras del

ambiente abtenidas de emplazamientos contaminados con petréleo, la inoculacién de

N3
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quimiostatos y experimentos con matraces vibratorios en los que se proveen 3mM a
20mM de quinolina como fuente exclusiva de nitrégeno. Pasado el periodo inicial de
toxicidad de la quinolina, se mezclan la cosechas de crecimiento bacteriano y se
prucban los cultivos puros por sistema de Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno
para detectar los cultivos capaces de utilizar quinolina como fuente de nitrdgeno, pero
no como fuente de carbono.

Se observa que los cultivos iniciaimente obtenidos de los quimiostatos que
utilizan quinolina ia degradan totalmente, usdéndola como fuente de carbone y como
fuente de nitrégeno. Entonces se incrementan los caudales de quimiostatos para
disminuir los tiempos de retencién hidrdulica desde 96 horas a 4 horas. Las células
del efluente de quimiostato son mutagenizadas y restituidas al quimiostato.
Eventualmente se obtiene un cuitivo puro con resultados de Ensayo de
Biodisponibilidad de Nitrégeno que indican que la quinolina fué utilizada como
fuente de nitrégeno pero no como fuente de carbono. Una secuencia parcial del gene
16S-rTRNA de estas bacteria Gram negativa con aspecto de véistago fué identificada
como Pseudomonas ayucida, la cusl fué depositada en el ATCC bajo el N° PTA-806.
P monteliii, que muestra 99% de homologia, y Psewdomonas nitroreducens y
Pseudomonas pseudoaicaligenes, mostrando ambas 98,3% de homologfa, se
encuentran estrechamente relacionadas, pero no son idénticas a la Pseudomonas
ayucida ATCC N° PTA-806.

Naturalmente se desconoce si las cepas ocurrentes de Pseudomonas ayucida
ATCC N° PTA-806 son capaces de segmentacidn selectiva de enlaces de C-N en
quinoline utilizando la quinolina como fuente de nitrogeno pero no de carbono. Por lo
tanto, el cultivo aqui aislado y sujeto de esta patente es Gnico y es un mutante de
Pseudomonas ayucida que fué intencionalmente producido en el laboratorio por
experimentos de cultivo enriquecido/evolucién dirigida llcvados a cabo por el
Solicitante.

Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 tiene un tiempo de doblzje de célula de
4,25 horas cuando se hace crecer en un medio de sales definidas a 30°C con quinolina
como fuente exclusiva de nitrogeno.

También se lievaron a cabo pruebas de gama de substratos y especificidad

para el microorganismo de la invencidn, utilizando inoculaciones derivadas de todos
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€505 compueslos organonitrogenados  mencionados que que fueron crecidos en un

previo Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno..
Se encuentra Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 creciendo en urea,
triptofan, lisina, guanina, &cido nicotinico, quinolina, 3,4-dihidro-(1H)-quinolinona,

2,4-quinolinediol, 8-hidroxiquinolina, y quinoxalina como fuentes exclusivas de
nitrégeno, pero ningune de éstas sirven de fuentes de carbono.

Debe observarse que el crecimiento con urea, triptofan, lisina, guanina y dcido
nicotinico como fuentes de nitrégeno ¢s una habilidad comin poselda por un gran
nimero de baterias acrébicas ymuy probablemente no tenga relacién con las vias
metabdlicas pertinentes a la utilizacién de quinolina.

El cultivo crecié en la presencia de todos los compuestos de ensayo, excepto
1-butilpirrolidina y 2-metileno-1,3,3-trimetil indolina cuando la quinolina se
encontrabea simulténeamente presente como fuente alternativa de nitrégeno.

Se llevd a cabo TLC en los extractos derivados de los supernadantes de cultivo de
Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806 cultivada en crecimiento con quinolina
como fuente exclusiva de nitrégeno, ademds de células pre-crecidas incubadas
durante periodos diferentes en presencia de quinolina en la forma descrita
anteriormente. En todos los experimentos se incluyeron controles del cultivo crecido
utilizando amoniaco en lugar de quinolina como fuente de nitrégeno. Adicionalmente,
se incluyeron como controles productos qulmicos puros posibles metabolitos de
quinolina, tales como protocatachuate, catechol, dcido pinivico y dcido p-hidroxi
benzoico, formamida, 8-hidroxiquinolina y écido sucinico dimetil éster, como norma
estdndar en experimentos de TLC para observar si estos compuestos se formaron
durante la degradacién microbiana de la quinolina. Se identificaron dos puntos con
factores de vaior de Retardo (Rf) de 0,73 y 0,88 como posibles metabolitos de
quinolina por Pseudomonas ayucida ATCC N°® PTA-806 ya que estos compuestos
s6lo fucron observados en muestras derivadas de la incubacién de Psewdomonas
ayucida ATCC N° PTA-806 con quinolina. Células del mismo cultivo incubadas con
amoniaco no produjeron estos compuestos. TLC de por si no identificd estos dos
compuestos, de forma que se retiraron los puntos en los platos de TLC, fucron eluidos
con acelato de etilo y sometidos o andlisis de GC/MS.
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El andlisis de Cromatogragfe/Espectroscopia de Masa

(GC/MS) puede ser también efectuado en extractos derivados de la célula ep
crecimicnto, ademés de las células en reposo de Pseudomonas ayucida ATCC N°
PTA-806, permitiendo la posible deteccién de metabolitos que no presentan puntos
detectables en TLC. Dos compuestos pueden ser identificados como metabolitos de
quinolina producidos por Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806: 2-quinolinona

8-hidroxicoumarina. Los

datos de MS de comparacién de estos metabolitos con 2-quinolina auténtica 7 hidroxi
coumarina (7-hidroxi-2H-1benzopiran-2-uno) son ilustrados en FIGS. 1 y 2,
respectivamente.

Se puede usar GM/MS para seguir analizando los metabolitos de quinolina
producidos por Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806, siendo cuantificada la
relativa abundancia de estos dos metabolitos con las células en reposo expuestas a
quinolina durante diferentes periodos. Los resultados son mostrados en la TABLA 1 a

continuacidn.
TABLA 1
Metabolito 15 minutos 60 minutos 4 horas
2-quinolinona 47,8% 373% 17,2%
8-hidroxicoumarina 84% 173% 16,7%

Los datos indicados en la Tabla 1 son expresados como porcentaje del drea total de
todos los picus presentes en la cromatografia (con la excepeién de quinclina). Estos datos
mucstran insistentemente que ia quinolina es primero convertida a 2-quinolinona y entonces a
B-hidroxicoumarina, con otros metabolilos intermedios también. FIG. 3 anexa ilustra las

estructuras Je 2-quinolinona y8-hidroxcoumarina, cuyos dos compuestos constituyen una via

_
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parcial para la biotransformacién de quinolina por el Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-
806. '

La oxigenacién del 4tomo de carbono adyacente al 4tomo de nitrdgeno en la quinolina
para formar 2-quinolinona es consistente con la segmentacién selectiva de enlaces C-N en la
quinolina por el Pseudomonas ayucida ATCC N°® PTA-806.

Ain mds, los resultados de las pruebas de game de substratos, que muestran que
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 puede utilizar quinolina, 3-
4dihidro2(1 H)quinolinona, 2,4-quinolinediol, 8-hidroxiquinolina y quinoxalina, también son
consistentes con la via parciel ilustrada en FIG 3.

El hecho de que 8-hidroxicoumarina no contiene nitrégeno demuestra que Pseudomonas
ayucida ATCC N° PTA-806 ¢s capaz de retiro selective del nitrégeno de la quinolina.

Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 no utiliza 8-hidroxicoumarina como
fuente de carbono, lo cual indica que este compuesto no sigue siendo degradado por este
cultivo, Se cree que la decrecida abundacncia de 8-hidrocoumarina trés prolongados
periodos de incubacién es el resultado del creciente enlace a biomasa haciendo decrecer la
eficiencia de recuperacién de este compuesto en los procesos analfticos.

Al contrario de lo que sucede con muchos microorganismos degradantes de la
quinolina que producen metabolitos rosados, verdes y marrones, el Pseudomonas ayucidad
ATCC N°PTA-806 no produce metabolitos coloreados.

Por ello, las investigaciones llevadas a cabo por el Solicitante demuestran que el
cultivo puro del Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806 de la invencidn tiene dos
caracteristicas Gnicas, patentemente distintivas:

. La incapacidad de usar la quinolina como fuente de carbono.

. La segmentacidn selectiva de enlaces de C-N en la quinolina y compuestos

organonitrogenados relacionados.

La presente invencién serd ahora ilustrada con un ejemplo especifico, el cual no

debera ser interpretado como limitador de la invencién.

EJEMPLO
Una prueba de biodenitrogenacion de petrélco segiin los principios de la
invencion demuestra la habilidad del Psendomonas ayucida ATCC N° PTA-806 de retirar
nitrdgeno del petréleo de esquisto. Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 fué cultivado

creciendo de la forma descrita anteriormente, utilizando quinolina como fuente exclusiva de



Y74

i8
nitrégeno. Entonces, las suspensiones de célula concentradas de lavado de duplicado

fueron incubadas con muestras de petrdleo de esquisto durante 16 horas a 30°C. La muestra
de control consistié de petrbieo de esquisto afiadido a un medio esteril ModA que fué
incubado durante 16 horas a 30°C. Después de Iz incubacidn, las muestras de petréleo fueron
recuperadas y analizadas. Los-resultados han sido alistados en la TABLA 2 a continuacién,
indicando que las células pre~cultivadas de Pseudomonas ayucida ATCC N* PTA-806 son
capaces de retirar aproximadamente un 5% del nitrégeno orgénico total y aproximadamente
un 68% de quinolina del petréleo de esquisto durante una incubacién (de 16 horas) de una
noche a otra. Los resultados en Ja Tabla 2 son reportados como un porcentaje del petréleo
limpio, excepto por la cantidad de quinolina que se expresa como ¢! drea bajo el pico
correspondicnte al tiempo de retencién de quinolina en cromatdgrafos de gas. -

TABLA 2

. | Elemento Petréleo Control Biotratado Blotratado
Petréleo N® 1 Petrdleo N* 2

Carbono - % peso 35,01 85,21 84,87
Hidrégeno - % peso 9,69 9.81 9,81
Nitrégeno - % peso 1,71 1,63 1,62
Sulfuro - % peso 1,41 1,34 1,36
Quinolina - % peso 177.495 58.502 57.415
(Area pico GC)

Los datos en la Tabla 2 demuestran por lo tanto que el total de nitrégeno en el
petréleo puede ser reducido en un 5% como resultado de la exposicién del petréleo al
cultivo puro de la invencién. Ain més, aproximadamente un 68% de Ia quinolina
presente en el petrdleo puede ser retirado como consecuencia dei biotratamiento y

por ello se pueden lograr procesos de biorefinerin para ¢l retiro sclectivo de nitrdgeno
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del petrdleo, en presencia de biocatalizadores tales como Pseudomonas ayucida
ATCC N° PTA-806 de la invencién.

Derivados de Pseudomonas ayucida de N®* ATCC han sido seleccionados
habiendo mejorado In habilidad de utilizar quinoxolina como fuente exclusiva de
nitrégeno. Este cultivo derivativo retiene su habilidad de segmentacién selectiva de
enlaces de C-N en la quinolina y posee una gama incrementada de substratos para el
metabolismo de compuestos organonitrogenados adicionales tales como la
quinazolina y I isoquinolina. De forma similar, derivados de Pseudomonas ayucida
ATCC N® PTA-B06 que son resistentes a antibiéticos, ya sea mediante gislamiento de
mutaciones cromosomiticas o por la introduccién de plasmidas apropiados, retienen
la habilidad de segmentaci6n selectiva de enlaces C-N en la quinolina y en otros
compuestos organonitrogenados. Esta propiedad hace que el Pseudomonas ayucida
ATCC N* PTA-806 y sus derivados sean un agente especifico de uso en sintesis
quilmica orgdnica para la segmentacién de enlaces de C-N que puede ser utilizada en
diversos sistemas de procesos orgénicos. De la misma manera, las caracteristicas
tnicas del Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806 y sus derivados que poseen la
habilidad segmentacién selectiva de enlaces C-N pueden servir para la degradacién de
desnitrogenacién de una gran variedad de materiales orgénicos.

Aunque en la especificacion antedicha, esta invencién ha sido descrita en
relacion a ciertas aplicaciones en medios preferidos y se han provisto muchos detalles
a efectos de ilustracion, resultard aparente & los expertos en la materia, que la
invencidn es susceptible de aplicaciones adicionales y que ciertos detalles aquf
descritos pueden variarse considerablemente sin apartarse de los principios bésicos de

la invencién.



20

i REIVINDICACIONES :

2.

3.

4,

5.

Un cultivo de cepa de microorganismo mutante Pseudomonas ayucida ATCC
N° PTA-806.
Un cultivo del microorganismo mutante Pseudemonas ayucida ATCC N°
PTA-806 que posee la habilidad de reducir selectivamente el contenido de
nitrdgeno de material carbonéceo orgénico conteniendo nitrégeno mediante
segmentecién de enlaces orgdnicos de C-N y produciendo 8-hidroxicoumarina
cuando en un medio de crecimiento que comprende nutrientes minerales y una
fuente asimilable de carb6n en substancial ausencia de compuesto contenedor
de nitrdgeno excepto dicho material orgdnico carbondceo que contiene
nitrégeno, y en la presencia de oxigeno a temperaturas de unos 25°C a 35°C.
Un cultivo de microorganismo mutante Pseudomonas ayucida ATCC N°
PTA-~806 que ticne la habilidad de reducir sclectivamente ¢! contenido de
nitrégeno de material carbondceo organico conteniendo nitrégeno mediante
segmentacidn de enlaces orgdanicos de C-N, exponiendo las citadas células
bacteriales intactas, extractos de célula o enzimas purificados de la
segmentacién de enlace de C-N a materia orgdnica carbonécea contenedora de
nitrgeno a temperaturas de desde 15 a 40°C en |a presencia de oxigeno.
Un cultivo de microorganismos derivados de Pseudonionas ayucida ATCC N°
PTA-806 que posee la habilidad de reducir selectivamente el contenide de
}Eftrdgeno material orgénico carbonéceo J,.ontenedor de nitrégeno mediante
segmentacién de los enlaces orginicos de C-N y producir 8-hidroxicoumarina

cuando crece en un medio que contiene nutrientes minerales y una fuente
asimilable de carbono en [a substancial ausencia de compuesto conteniendo
nitrégeno excepto dicho material carbondceo contenedor de nitrégeno y en
presencia de oxigeno a temperaturas de unos 25°C a 35°C.

Un cultivo de microorganismos derivalivos de Psendomonas ayucida ATCC
N° PTA-806 que tiene la habilided de reducir selcctivamente el contenido de
nitrégeno de material carbondceo organico contenedor de nitrdgeno mediante
segmentacion de enlaces orgdnicos de C-N exponiendo las citadas células

bacterianas intactas, extraclos de célula o enzimas purificadas dc
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segmentacion de enlace C-N a materia carbondcea orgénica a temperaturas de
15°C a 40°C en la presencia de oxigeno.
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EXTRACTO

Se describe una cepa mutante de Pseudomoas ayucida ATCC N° PTA-806 que
es capaz de segmentar selectivamente enlaces orgénicos de C-N y reduce el contenido
de nitr6geno de meterial orgénico carbonéceo.

22—
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= enseflay; su renovackén, traspaso, camsblo de nombre o
domicille, capcelacién voluntarls; y el reglairo de M-
cencias de upo de esos derechos; b) Las acciones de
opeaiclén, cancelacién, nulidad, medidss cautelares, con-
. cesidn de licenclas y en ganeral Jos procesos clviles, pe-
Boor e vales, administrativos o contencioso-administrativos
’ -.:',;-\ relaclonados con esios dm:un‘}umquua
 '/:). promovarnos o st nos promusvan. Y para qua en todos
- Y’ *Jos asuntes arriba delerminsdos, puedsn musiltuir esie
o Tsdw r. mandata, transigly, deslstir, eancelar, recibir, renunetar,

1. ""-. 1 ¥ retificar los nctos hechos por agentes oficlosos

' | foute y simate var —30_Agosto 1995, ..

5T e eeeecRi0-de- Janeiro

%i'i‘&';‘“;""ﬁ5"."“""R‘i‘U"‘d‘B"“-‘I‘&hB.*!‘O'.

e BRASTE:

. .pelo presents nomeamos s GERMAN CAVELIER, tpa.

32, GONZALO PERDOMO, tpe. $31, ERNESTO CAVE-
LIER, tpa. 11810 ¢ EMILIO FERRERO, 31928, domi-
cilindos na Carrera 4° N* 71-13, Colombla, em
sujeicio so diapasto ho parigrefo L¥ de Actige 843 do
Cédigo de Comiérelo, @ primelre como o principal o o8
outrus como substitutos, nesss ordem, coms nossos Te-
presantantes ¢m fodos as aszuntas de propriedads indus-
trial, com a faculdada para receber notificacies «
nomear procuradores judicialy ou extrajudielals. No
caso de awsinels ou impedimento temporal cu defini-
tivo do principsl, o primalre repreammtanta substituto
substituird iquile, Serd splicada a mesma regra quan-
do o segundo representante gubstituto tenhy qua subs-
titulr so primeiro, ou o tercelro a0 segundo. ¥m tals
ocasifes; o representanta principal, ou o primeiro au a
segundo substiluto em sua ocaslio ou on dola, declara-
rio sus Intengio em nilo exercer s representaclo me-
diante declaraclo atestads por Tabelilo Pidblleo na |
Coldmbia, ou por Tabelilo ou outre Funelonirle Pdbl-
e0, ou Consul du Coldmbla no exterlor; e ze for Impe.
dimento, com o certifieado competenie. Be algumn dos -
nomeados faltasse definitivamente, o seguinia tomard
© seu lugar, Quando s ausinela ou Impedimento do re-
pressniapte principal cessar, ou em $al caso a de seu
primsiro, segundo ou farceire subatituta, poderio wwer-
cer a representucio nesss ordem, uns ou outros, segundo
o caso, amumindo-a palo o a8 fato de exercé-ls, cessando
pesss momanio o axercielo da representagio pelo pri-
meiro, o segunds ou o Yarcalro mubstituto em seu easo.
Aldm dimo, o mb as ragras, conferimos procw-
ragio aca advogados scima nomeados, - pura obler w
protegio de minha (nossa) propriedadse indusirial
contra a concorrénela deslesl, a cujo efelts mutorizn
{xamas) nmois ditos mandstarios para que nos represen-

cls e em b ; pena fminis

ou conteReibsod’ adimintstéative Telaifets's esses direltos,

acBes & pleitos que entabulames ou se nos entabulem;

# ¢) pars que em todos o8 amsunios Ji detarminsdos
possam substitulr essa mandato, transigir, deslstir, ean-  ° .
:EL"' recsber renunclar, e ratiflear o atos dos ugentes - .-

.
-"‘
.

. 30 de agosto de 1995
Dado & assinado hoje .
Rio de Janeiro

25z, Oros. R, _ iR

f N f ' OBREGA
- ALOESTO FELIX DA NGBREGA - ALOISIO FELIX DA N

- Technology Marketing Manager . %"
Ressarch & Development Center -, .ji<. .
"“petrdlno Brasiietro S.A: - PETMB'H:‘.S Th
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7  CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

CONSULADO DE COLOMBIA
No.71/95.

El Suscrito Cénsul General de Colombia en Rio de Janeiro, visto los

documentos presentados por los interesados, CERTIFICA: Que la Sefiora

CRISTINA MAMBRINI SANTOS MOREIRA PINTO, quien como Escribiente

Autorizada de la Notarfa 230. de Rio de Janeiro, Brasil, autentico la firma~
del signatario de! poder precedente, ejercla en la facha las funciones

indicadas y su firma comresponde a la registrada en este Consulado.

Que la Compafila PETROLEO BRASILEIRO S/A. - PETROBRAS es una
sociedad constituida de acuerdo con las Ieyes del Brasil y cumple su
objetivo conforme a las mismas.

Que el Sefior ALOISIO FELIX DA NOBREGA, quien en su caracter de Jefe
del Sector de Comercializacién de Tecnologia de la citada Compaiiia,

confiere el poder precedente y cuya firma fué autenticada ante la Notaria
230. de Rio de Janeiro, Brasil, es su repressntante legal en aste pals. -

El Cénsul no asume responsabilidad por el contenidg gp!ste dowme:ﬁ;

Rio de Janeiro, septiembre 25 de 1995.

5

#3530 O1N3IARD
uydY YHELIY

ey 0¥ I10K1 SINOIHN4

INLOZANO GALARZA
6nsul General de Coiombia

\ PAGADO IMPUESTO GF. rm
US$ 6,00 (Seis do Zr ;]
Pagado De{echos Con ula

CINCUENTA D LAI\E
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Traducclén Ofical No. 2019.
TRADUCCION OFICIAL N° 2019 DE UN DOGUMENTO ESCRITO EN
PORTUGUES EFECTUADA EL 1° DE JULIO DE 1998 POR CONSUELO
S. DE SANTA MARIA, C.C.20.165.248 DE BOGOTA, INTERPRETE Y
TRADUCTORA OFICIAL JURAMENTADA SEGUN RESOLUCION N°8085
DEL MINISTERIO DE JUSTICIA - SANTAFE DE BOGOTA - COLOMBIA.—

Sellos en portugués que aparoéen a continuacién de un documento
escrito en espafiol y portugués: “REPRESENTACION Y PODER" -
otorgado por Petréleo Brasilelro S.A. - PETROBRAS - de Rio de
Janelro, RJ, Brasll, - a GERMAN CAVELIER, tpa. 832, GONZALO
PERDOMOQ, tpa. 831, ERNESTO CAVELIER, tpa. 11518 y EMILIO

FERRERO, tpa. 31929, domiciilados en Bogota, "ColoaRIaT o '{‘i}'m" '

~ b DEADOSIA HAGD COMEMARGUE E1 ﬁgﬁ“g
. TOSTATICA COMCIRE COR
firmado en Rlo de Janeiro, el 30 de agosto de 1495 /Fifthad By -
"S 3 Nk 2000 Gil
Alofsio Félix da Nobrega. } 2 ", 2 ;:
j' . Ly, ,.‘..i.! Y
Sello: Notaria 23" - Principal - Notarlo: GUIDO (1 wmunmi

At sk & of AL
Pecanha, 26, 3er. piso/RJ. - Taeléfono: 533-5500 - N* 731141 -

Reconozco por semejanza la(s) firma(s): ALOISIO FELIX DA

NOBREGA. - Rio de Janelro, 13 de Septilembre de 1995 a las 11:22:10.

- En testimonio de la verdad. (fdo): firma legible. - 'CRISTINA

MAMBRINI SANTOS MOREIRA PINTO - RFO - UFERJ. - 33,40 P/Firma

0.0040 P/Proc. Datos 0.04. - (llegible) - R$ 1,46. - Notaria 23°, - (fdo):

assinatura ilegivel. Cristina Mambrini SM Plnto. Empleada-
Autorizada.- MTPS-97760 (llegible) RJ.




?>%- ! | faduccién Oficlal N° 2019,

Un (1) certificado en espafiol del Consulado General de Colombia en
Rl de Janeiro, N* 71/95, con fecha del 25 de septiombre de 1995,
firmado por Efraln Lozano Galarza, Cénsul General, certificando la
firma y cargo de Cristina Mambrinl Santos Moreira Pinto, y la
existencla legal de la Compalfiia Petréleo Brasllelro S/A - PETROBRAS.
Pagado impuesto de Timbre US$ 6,00 (US seis délares).

Pagados Derechos Consulares US$50,00 (cincuenta US dblares).

Un (1) sello en espafiol del Ministerio de Relaclones Exterlores, N*
126733, con fecha del 26 de Junlo de 1996 P 12:11, firmado por el

Jefe de Legalizaciones, certificando la firma y cargo de Efraln’f':# ‘

Lozano.

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA DEL DOCU
QUE TENGO A LA VISTA DE LA CUAL QUEDA %
ARCHIVOS DE CONSUELO S. DE SANTA M

CONFRONTACION............. aerennnue D wssnsssrussnaanes coseesdy §

COINCIDE CON LA R
BN ESTA NOTARIA,

o

g
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- CAVEILIER
- . . ABOGADOS Compre ELECTRONICO MUNDIAL: CAVE
Texefan 137 111 2330330 TELEFONO [37) (1) 2120100
Toift 43479 CAVE CO : EDIFICIO SISKI
12317407373 CAVE UC CARRERA 4%, No. 72.35 Casies; CAVELEYES

BOGOTA 8, COLOMBIA

Sefior Jefe de la
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industris y Comercio

E. S. D.
Poderdante: PE.‘I'RDLBD. BRASTLETRO S.A. - PETROBRAS
Poder conferido el: 30-08-95

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado, atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder que me ha sido
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No. 31.925, con todas las facultades que me
fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme al articulo 66 del
Codigo de Procedimiento Civil ya que 1los otros sustitutos
faltan en este momento.

Sefior Jefe,

LY

\Cos
PN Qe A
GERMAN CAVELIER

T.P.A. No. 832
C.C. No. 2.877.924 de B goté

TEKIDO A LA VIRTA

fiy NOV 2000 mf
:}tﬁﬁfﬁ‘ﬁf' 3y

= JUAN IIANUELrE-OTERD HED!NA

T.P.A. NR 31.929
C.C. No. 438.019 de Usaquen

2e~-780-2

CAVELIER ABOGADOS NIT, 380.041.347-)
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o THE UNITED] %. ERICAY

, s ‘7:) It
; | A"‘i"‘ (|1 hr\‘-ﬂ
UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark Office

February 11, 2000

THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM

THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK f;l"\'\
Bl  OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT 3t
NH  APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A ;‘\. ;

FILING DATE UNDER 35 USC 111.

APPLICATION NUMBER: 09/449,615
FILING DATE: November 30, 1999

By Authority of the
 COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS
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LAW OFTI(ES
SUGHRUE, MION, ZINN, MACPEAK & SEAS, PLLC

2100 PENNSYLVANIA AVENUE, R.W. -
WASHINGTON, D.C. 20007-3203 n
TELEPHONE (302} 293-7060 ne
PACSIMILR (303) 293-T860 8
JAPAN OFFICE

TOU] NIV SHIMBARNE BID]. 4F
BARK, CA 94025 November 30. 1899 e :
(830 323-5800 MINATO-KIJ, TOKYO 105, JAPAN
PACYIMILE (630) Z28-6608 TELEPIDNE (03) 3503-3760
BOX: PATENT APPLICATION FACSIMA R (03) 3503-3786

Assistant Commissianer for Patants
Washington, D.C. 20231

Rs:  Application of John J. KILBANE I, Claudis Maris Scares RIBEIRD and Monlea Morsira LINHARES
MICROORGANISMS USEFUL FOR CLEAVAGE OF ORGANIC C-N BONDS
Our Reference: Q58983

Deer Sir:

. Attached harsto I the applicstion kientified above including the specification, claims, executed
Daclaration and Power of Attomey, tiwes (3) sheets of drawinps, Preliminary Amendmant, Informetion Disclosure
Stitement and PTO Form 1448 with refsrencas, exscutsd Assignment and PTO Form 1595.
|
N Tha Government filing fee is calculatad aa foliows:

)] Totsl Clalms B-20 = Ox 1B = * 000.00
o independarmt Claima 6- 3= 2x 878 = # 158.00
k. Base Fliing Fee {8780.00) & 780.00
1y Muttiple Dep. Claim Fes {$260.00) % 000.00
. TOTAL FLING FEE ¢ 518.00
e Recordstion of Assignment Fee $ 40.00

TOTAL U.8. GOVERNMENT FES # 556.00

[
rll
L Chacks for the ststutary filing fee of $ 916.00 and Assignment recordation fee of $ 40.00 are attached.
¥4u are also directed and authorized to charge or cradit sny difference or overpaymant to Deposit Account
ﬂ:b. 16-4880. The Commisaloner iz harsby suthorized to charge any fess under 37 C.F.R. 1.18 and 1.17 and
dily petitions for extenalon of tma under 37 C.F.R. 1.136 which may be requived during the sntire pendency of
the application 1 Deposit Account No. 18-4880. A dupficmte copy of this tranasmittal letter is sttached.

The Office is Invited to contact the above firm on any question which might arise on ths above-named
applicstion. Any contect thaet the Offica might need to make should be directad to Brett 5. Sylvester,
Reglatration No. 32,785, at (202)283-7080.

3

Reapectfully submitted,
SUGHRUE, MION, ZINN, MACPEAK & SEAS
Attormeys for Applicant(s)

. I
Registration No. 24,8061
WAB:elb

2y
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ATTN: BOX PATENT APPLICATION

VY el

In g5 Patent Applicstion of
John J. KILBANE Il, Claudia Maria Soarea RIBEIRO and Monica Moreira LINHARES
Sarisl No.: NOT YET ASSIGNED

Filed: November 30, 1888

For; MICROORGANISMS USEFUL FOR CLEAVAGE OF ORGANIC C-N BONDS

Aaslistant Commiaslaner for Patants
Washington, DC 20231

B pfor to examination of the shovekdentifled application, please amend the above-mentionsd application
as follows:
IN THE SPECIFICATION:
Page 4, finas 28 and 27, please dalete "ATCC"; and
linas 26 and 27, pleasa delam "PTA-808" (second eccurrencs).
Page &, lines 1, 5, 8, 13, 14, 21, 27, 30 and 33, pleass delets "ATCC".
Page 11, fine 33, plaase dalate "ATCC".
Page 12, lines 1, 12, and 31, plsase deleta "ATCC".
Page 13, Unes 7, 14 and 28, pleass delets "ATCC".
Page 14, nes 2, 4 and 17, plenss dalete "ATCC"; and
finss 1 and 4 from the bottom of the page, pleasa dealets "ATCC".
Page 15, Fnas 2, 8, 7, 14, 17, 26, 27 and 34, plesss deleta "ATCLC".
Page 186, lines 3, 7, 12 and 13 from the bottom of the page, pisase delets "ATCC".
Page 17, Ene 1, pleasa delete "ATCC".
IN THE CLAIMS:
Claim 1, lins 1, please delets “ATCC".
Claim 2, lina 1, pleass deiste "ATCC".
Claim 3, fins 1, pisase delste "ATCC".
Claim 4, line 1, pleass delets “"ATCC",
Chaim 5, ine 1, pleass delete "ATCC".
IN THE ABSTRACT:
Page 20, fine 1, please delets “"ATCC",
BEMARKS

Applicants submit no questiona of new metter should ariss and entry is requested.

SUGHRUE, MION, ZINN, MACPEAK & SEAS
2100 Pennaylvania Avenue, N.W.
Washington, D.C. 20037-3202

Tel: {202) 293-7080

WAB:alb

Dete: November 30, 1999
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MICROORGANISMS USEFUL FOR CLEAVAGE OF ORGANIC C-N BONDS

FIELD OF THE INVENTION

This invention relates to a mutant culture of Pseudomonas ayucida
capable of selective removal of orgenically bound nitrogen from carbonaceous
materials while maintaining the calorific value of the carbonaceous materials.
The microorganisms of this invention are particularly useful In removal of
organic nitrogen from fossl fuels such as nitrogen-coniaining coal and olls.
BACKGROUND INFORMATION

The quality of petroleum Is progressively deteriorating as the highest
quality petroleum deposits are preferentially produced. Consequently, the
concem about the concentration of compounds/contaminants such as sulfur,
nitrogen, and metals In petroleum will intensify. These contaminants are not
only contributors to environmental poliution resulting from the combustion of
petroleum, but also interfere with the processing of petroleumn by poisoning
catalysts and confributing to corrosion. Further, the presence of these
contaminants lowers the price of the oil and related products. The selective
removal of contaminants from petroleum while retaining the fuel value is a
difficult tachnical challenge.

The selective removal of sulfur from dibenzothlophene with the aki of a
bacterium useful for cleaving C-S bonds is taught in US patent 5,002,888.

US patent 5,207,626 teaches a method for preparing, isolating and
utiizing a microorganism which can metabolize crude- olls and other high
molecular weight hydrocarbons as a source of energy, and emulsify heavy
crudes under the exireme oﬁndlﬂons existing in oll reservoirs.

Blorefining of petroleum is themefore a technology soon being
commercialized and which may be very promising.

The removal of nitrogen and metals from petroleum is a further potential
use of blocatalysts, but so far this area of research has received very little
attention.
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Quinaline I8 perhaps the most widely studied organonitrogen compound
as regards biodegradation, and quinoline Is considered to be representative of
many organonifrogen compounds fypically found in petroleum. Many aerobic
and anaerobic microblal cultures have been found that can degrade quinoline.
The maljority, If not the entirety, of microbial cultures described in the {iterature
that metaboilze quinoline do so by fully degrading It, and can therefore utilize
quinoline as a sole source of carbon, energy, and nitrogen.

Shuikda, Onkar P., In "Microblal Transformation of Quinoline by a
Pseudomonas sp.", Applied and Environmenta! Microblology, vol 51, June
1988, p. 1332-1342, reports that a Pseudomonas sp isolated from sewage by
enrichment culture on quincline metabolized this substrate by a novel pathway
involving 8-hydroxycoumarin. Such microorganiam utlliizes quinoline as the sole
source of carbon, nirogen, and enerpy.

Schwarz, G. st al, In "Microbial Metabolism of Quinoline and Related
Compounds. L. Isolation and Characterization of Quinoline-Degrading Bacteria®,
System. Appl. Microbiol. 10, 185-180 (1888) report that from soll, water and
activated sludge 16 bacterial straine were isolated which are able to use
quinoline as scle source of carbon and nitrogen. Of the 18 bacterial stralns
investigated, 13 could be allocated to the genus Pseuwdomonas. These bacteria
are Gram-negative, straight to slightly curved, motile rods, which on HNB-agar
form yeliowish to cream-colored, circular, smooth or partiafly rough colonies.
The species were identifled as Pseudomonas putida Blovare A and B,
Pseudomonas fiuorescens and Pseudomonas testosteroni. it (s reported that
growth on 2-hydroxyquinoline is common to all strains, which were Investigated.
With several Pseudomonas spacies the degradation of quinoline has been
studied and 2-hydroxyquinoline was found to be the first Intermediate in the
degradation pathway.

Grant, D.J.W. et al. In "Degradation of quinoline by a soil bacterium®,
Microblos 1978, 15, p. 177-189, report that from garden soil a bacterium was
Isolated which grew asrobically in mineral salts medium with quinoline as sole C
source and NH," as N source. During growth with quinoline, 2-hydroxyguinoline
accumulated in the culture fluld and later disappeared. 2,6-Dihydroxyquinoline
is probably the next intermediate since whole cells oxidize it rapidly and
completely. Aromatic ring cleavage under asrobic conditions almost invariably



(c]]

GGOETT" ST

follows the formation of a compound with two hydroxyl groups attached to a ring
in positions o- or p- to each other.

O’Loughlin, E.J. et al. In “Isolation, Characterization and Substrate
Utliization of a Quinoline-Degrading Bacterium™, International Blodetsrioration
and Blodegradation (1996), 107-118 report a Gram (+) rod-shaped organism
identified as a Rhodococcus sp. capable of growth utiiizing quinoline as the
dominant carbon, energy, and niirogen source. The lsolate, designated as
Rhodococcus sp. Q1 was also capable of growth on 2-hydroxyquinoline,
pyridine, 2,3-dimethy! pyridine, catechol, benzoate, and protocatechulc acid,
suggesting a diverse capacity for aromatic ring degradation. Although ring
nitogen was released inio the growth medium as ammonium, quinoline
degradation was not iimited by the avallabllity of inorganic N. A degradation
product identified as 2-hydroxyquinoline was identified on the basls of several
spactroscopic analyses.

Thus, aithough the cited literature mentions microbial cultures able to
metabolize quinofine by fully degrading it, the use of alich cultures in a
psetroleum biodenitrogenation application would require that nlirogen be
selectively removed from quinoline leaving the carbon and the calorific value of
the molecule intact.

As related in the Iterature, the metabolic pathways ulllized by varous
aerobic quinoline-degrading microorganisms were shown to inttlate the
degradation of quinoline by oxidizing and removing nitrogen from quinoline. As
no other source of carbon was provided, the metabolism of such species would
proceed by cleaving C-C bonds.

While the biodegradation of quinoline has been reasonabily well studied
there is very little Information conceming the use of quinoiine-degrading
microorganisms to remova nitrogen from petroleum. On the other hand, several
quinoline-degrading Pseudomonas were found to have no abllity to remove
significant levels of nitrogen from crude oil or asphaltene fractions of petroleum.
(Alslable at al. 1990, "Microbial Degradation of Quinotine and Methyiquinoline™,
Appl. Environ. Microbiol. 58: 345-351).

Therefore there is the need to Isolate aerobic microbial cultures capable
of utilizing quinoline as a nitrogen source, but incapable of utilizing quinoline as
a carbon source, then examining the metabolic pathway of quinoline
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degradation as well as the abliity of such cultures to selectively remove nitrogen
from petroleum, these goals being achleved by the present Invention.
SUMMARY OF THE INVENTION

It Is an object of this invention to provide a microorganism and a process
for removal of organically bound nitrogen from nitrogen-containing organic
carbonaceous materials. -

It s another abject of this Invention to provide a microorganism and
process for selective nitrogen removal from organic nitrogen-containing fossil
and fossll derived fuels.

It is yot another object of the presemt Invention to provide a
microorganism and process capable of specific cleavage or formation of C-N
bonds In reactions of organic carbonaceous materials, such as in organic
synthesls.

it is yet another object of this Invention to provide a microorganism, which
is stable and retains its nitrogen specific characteristica under process
conditiona using the microorganism for cleavage of organic C-N bonding.

It Is another object of this Invention to provide a microorganism and
process for specific nitrogen removal from quinoline resulting In substantially
sole products of 2-quinolinone and 8-hydroxycoumarin.

The above and other objects and other advantages, as will become
evident from reading of this description, have been achieved by the pure culture
of a microorganism which has been Isolated and subjected o processes as set
forth in further detall In the present specification and Identified as Pseudomonas
ayucida. The culture has been deposited with American Type Culture

. Collection, 10801 University Bivd Manassas, VA 20110-2208, U.S.A and

assigned ATCC N° PTA-806 PTA-8086.

Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-808 PTA-806 may be prepared by
inoculating samples derived from sltes having preasent materials of C-N bonding
desired to be cleaved, a growth medium comprising mineral nutrients, an
assimilable source of carbon, and in substaniial absence of a nitrogen-
containing compound, except compounds having nitrogen present only in C-N
bonding of the type desired to be cleaved; growing the bacterial culture In the
praesence of oxygen at temperatures about 30°C for sufficient time to selectively
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produce Pseudomonas ayucikda ATCC N° PTA-808 which has the property of
selactive cleavage of C-N bonds in organic carbonaceous materials.

Nitrogen content of niirogen-containing organic carbonaceous materials
may be reduced by contacting such nitrogen-containing organic carbonaceous
material with the microorganism Pseudomonas ayucida straln ATCC N° PTA-
806. The procesas is especially suitable for use where the nitrogen-containing
carbonaceous material is shale oll or hydrocarbon oll. Contintlous growth of
Pssudomonas ayucida strain ATCC N° PTA-806 In the presence of nitrogen-
contalning shale oll results in the removal of more than 5% total nitrogen and
preferably more than 68% of the total quinoline. The process for reducing the
nitrogen comtent of the nitrogen-containing organic carbonaceous material
occurs by cleavage of organic C-N bonds by the microorganism Pseudomonas
ayucida strain ATCC N° PTA-806. The organic nitrogen selective pure culture of
Pseudomonas ayucida strain ATCC N° PTA-808 has the abllity to selectively
reduce the nitrogen content of nitrogen-containing organic carbonaceous
material by cleavage of organic C-N bonds by production of 2-hydroxyquinoline
and 8-hydroxycoumarin when grown in a giowth medium comprising mineral
nutrients and an assimilable source of carbon In the substantial absencs. of a
nitrogen-containing compound eaxcept the nitrogen-containing organic
carbonaceous material, and In the presence of oxygen at temperatures -about
35°C to about 30°C. Derivatives of Pseudomonas ayucide strain ATCC N° PTA-
B06 retain the abllity to seleclively reduca the nitrogen content of nitrogen-
containing organic carbonaceous materials by cleavage of organic C-N bonds in
the same fashlon.”

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

FIGURE 1 Is a graph which illustrates a comparison of MS data of a
metabolite of quinoline produced by Pssudomonas ayuckia ATCC N° PTA-808
with 2-quinolinone.

FIGURE 2 is a graph which illustrates a comparison of MS data of a
metabolite of quinoline produced by Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-808
with 7-hydroxy-2H-1-benzopyran-2-one (7-hydroxycoumarin).

FIGURE 3 is a schematic representation of the partial pathway for the
degradation of quinoline by Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806.



DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED MODES

Environmental cultures having a known history of exposure to
organonitrogen compounds as well as enrichment cullures using as carbon
sources acetate, benzene, benzoic acid, ethanol, glucose, glycerol, nutrient
broth, succinate, and tolueneé and organic nitrogen compounds such as
quinoline, carbazole and pyridine produce bacterial cullures capable of
metabolizing each of the organic nitrogen compounds used. All of the
environmental Isolates and enrichment cultures tested are reported in the
(iterature to metabollze organonitrogen compounde by initiating blodegradation
of the carbon-carbon bond and/or by utliizing the organonitrogen compound as
a carbon and energy source.

Acconding to the technical [iferature, the most widely-known
microorganiems for nitrogen utiiization from organonitrogen compounds are
Pseudomonas {solated from enrichment cultures employing quinoline as the
sole source of nitrogen. These Pseudomonas species while capable of utilizing
organically bound nitrogen fails to show apectficity for the oxidation of carbon-
nitrogen bonds. This shows the failure of enrichment cuiture development of a
naturally occurring microorganism showing specificity for oxidation of organic C-
N bonds. Thus, an unnefural, seloctive mutation process must be utillzed to
develop a microorganism having such salective nitrogen metabolism.

Microorganisms having nitrogen-specific metabolic abfities with respect
to organic substrates may be developed by selection through chemostat
Inoculation and shake flask enrichment culture experiments In which nutrients
and organically bound nittogen not normally found In living tissue may be
supplied In the substantial absence of other available nitrogen source such as
inorganic nitrogen as (NH)2S0,

The growth media should suppily organic and inorganic nutrients for good
microorganism growth, but be devoid of inorganic and other organic nitrogen-
containing compounds desired to be metaholized by the microorganism. A
sultable media for growth of microorganisms under organonitrogen conditions
may sultably be a composition or mineral nuirents, such as 0.37g KH.PO,,
025 MgS0.7H0, 0.07g CaCh2H.0, 0.02g FeCh and 20.0g of
glucose/glycerol/succinate per liter of distilled, deionized water. Such medium is
known as ModA. Any assimilable carbon source devoid of nitrogen may be
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used In amounts to support desired microblal growth. Sultable assimilable
carbon sourcss include glucose, glycerol, sodium acetate, sodlum benzoate,
sodium succinate, and sucrose at concentrations of from 1 to 20 mM.

The preferred organonitrogen compound having organic C-N bonds is
quinoline. Other sultable compounds having organic C-N bonds am listed
hereinbelow.

Environmental samples of sofl and/or water may be obtained from
petroleum and coal processing sites, compost and other sites where
contamination with petroleum hydrocarbons exists.

The environmental samples are used to inoculate chemostat and shake
flask enrichment culture experiments to obiain cultures capable of using
quinoline as a sole source of nitrogen. In the present Invention, all experiments
employed the above-defined mineral salt media:
0.37g KH:PO,
0.25g MgS0,.THO
0.07g CaCh 2H,O
0.02g FeCly
and 20.0g of glucose/glycerol/succinate per Iiter of distilled, delonized water.

This media is adjusted to a pH of 6.5 to 7.0 and nitrogen Is supplled in
the form of quinoline which Is present at concentrations ranging from 1 to 20
mM, or for control experiments (NH,)2SO, I8 usaed at a concentration of 1.3g per
Mer.

Chemostats and shake flasks are operated at room temperature (25°C)
or 30°C. The working volume of chemostais Is one liter and shake flask
experiments generally utliiize 50 or 100 ml of liquid media. Flow rates of the
chemostats are adjusted fo achleve hydraulic retention times ranging from two
days io as long as a month and the flow rates as well as the organonitrogen test
compound are altered as needed to ensure that the chemostats create an
environment sultable for the selection of cultures with Improved abllities to
selectivaly cleave C-N bonds. The bacterial cell density in the
chemostata/shake flasks ranges from 107 to 10° cella/ml, with average cell
densities of 10* to 10° cells/ml being maintained. The bacterla isclated from the
offluent of chemostats and/or from shake flasks are subjected to chemical
mutagenenasls and/or physical mutagenesis using nitrosoguanidine (NTG) and



short wave ultraviolet (UV) imadlation respectively. Cell populations are

mutagenized under condlitions, which result in the death of about 89% of the -

population. The mutagenized cells are then used to reinoculate chemostats,
start addiional shake flask experiments, and to streek onto agar plates
containing organonitrogen test compounds. Care should be taken to insure that
the amount of blomass that Is added back to chemostats In the form of Inocula
is insufficlent to provide a significant amount of nitrogen In the form of dead
blomass. Calls from the effluents of chemostats, shake flasks, and agar plates
are routinely tested using the Nitrogen Bloavallabliity Test Assay described
below.

The determination of 16S-rRNA gene sequencas for the determination of
the species of bacterial Isolates was performed by MID! Labs (Newark, DE).
Nitrogen Bloavallabliity Assay

The abillty of bacteria to utliize organic nitrogen compounds for growth
can be measured by the Nitrogen Bloavailabliity Assay (NBA). This assay ls
based on the fact that all life requires some nitrogen for growth and, therefora, a
sifuation can be created whereby quantiiying bacterial growth provides a
measure of the utilization of any organic or inorganic compound as a source of
nitrogen.

Thus, the Nitrogen Avallabillty Assay utlizes definad mineral salls
medium In growth tests in which organonitrogen model compounds such as
quinoline, pyridine, carbazole, and porphyrin serve as sources of carbon and/or
nitrogen. Growth tests are paerformed using six conditions:

1. Test compound as sole source of carbon and nitrogen;

2. Test compound as sole source of carbon (altemnative nitrogen source,

ammonia, |s available);

3. Test compound as sole sourca of nitrogen (altemative carbon source,

glucose/glycerol/succinate, is avaliable);

4. Test compound present as well as altemative sources of carbon and

nitrogen,;

5. Only alternative nitrogen (ammonia) and carbon

(glucose/glycerol/succinate) sources are avallable. The test
compound is not presant.
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8. No nitrogen compounds of any kind are present, but altemative

carbon (glucose/glycerol/succinate) sources are available.

These six growth conditions constitute a bloassay for the ability of a
culture to metabollze organonitrogen compounds. When carbon and nitrogen
sources other than the test compounds are needed, they are supplied In the
form of a glucosa/glycerol/succinate mixture (20g/L) and as ammonia (20mM)
respeactively.

The NBA test may be performed with any organonitrogen test compound
which Is ordinarily used at a concentration of from 3mM to 20 mM.

In order to determine the mange of organonitrogen compounds that could
serve as sole sources of nitrogen for growth for the various pure cultures of the
inventlon various organonitrogen compounds and control compounds are tested
according to the Nitrogen Bloavallabllity Assay procedure. All compounds are
highly pure, analytical grade compounds.

These compounds Included:

2-Methyl-beta-Naphthothlazole;

2-Methyl Benzothiazole;

2(Methyimercapto)Benzimidazole;

1,1-Methylene Bis (3-Methyl Plpridine);

Thiazole;

1-Butylpyrrolidine;

2-Methylene-1,3,3-Trimethy! Indoline;

2-Methyl-3-Propylpyrazine;

2-Phenylbenzothiazole;

2-Methyl Quinoxaline;

2-Methyl Indoline;

Carbazole;

Quinoline;

Quinazoline;

Qinoxaline;

2.4-Quinolindlol;

Isoquinoline;

3-Methyi Isoquinoline;

Isocarbostyrit;

2



Protoporphyrin;

Pyridine;

Phenyl Benzothlazole;

Nicotinlc Acid;

Imidazole;

indole;

HEPES Buffer;

Urea;

Guanine;

Lysine;

Tryptophan;

Ammonium Chioride.

The various cultures are inoculated Inio test tubes or shake flasks
contalning media components appropriate for the six test conditions.

The cultures are then Incubated aervbically for 2 to 4 days, at room
temperature or at 30°C.

The growth of the cultures is monitored by measuring the turbidity/optical
density of the cultures in the various test conditions, or by determining colony
forming units.

Test condltion n"8 (nitrogen-free sampile) Is a negative control.

Test conditions n° 4 and § are positive controls since the samples are
amended with both a carbon and nitrogen source and therefore should produce
healthy microblal growth unless the test compound is toxic to the culture being
tasted. In this event only condition n® § should result in healthy growth.

The amount of bacterial growth observed in test conditions 1, 2 and 3 as
compared with the amount of growth observed In test conditions 4, 5 and 8
Indicate the ablilty of cultures to use the organonitrogen test compound as a
source of carbon and/or nitrogen.

Cultures which show better growth in tast condition n® 3 than in test
conditions 1 and 2 may be preferentially utilizing the organonitrogen compound
as a nitrogen source only.

Identification of Metabolites

In order to identify metabolites, Thin Layer Chromatography (TLC) Is

performed on Silica C-18 plates by the method described by G.K. Watson and

3
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R.B. Cain In "Microblal metabolism of the Pyridine Ring *, Blochem. J. 146:148-
172. Running phase solvents are for axampie hexane, acetic acki and xylene in
the ratio of 5:1:2 . Supematants from bacterial cultures grown with quinoline
the sole source of nitrogen are extracted with ethyl acetate and run on TLC
plates:

Altematively, resting cells may be used, employing washed cell pellets
derived from log phase cultures grown with either quinoline or ammonia as
nitrogen sources. Concentrated cell suspensions are incubated with 20mM
quinoline for periods ranging from 15 minutes to 16 hours.

Extraction of the supematants from resting cells as well as growing cells
may be carmied out elther by ethyl acetate soivert exdraction or with C18 solid
phase extraction cariridges and the exdracts analyzed by TL.C.

Derivation of Metabolites

Derivation of metabolites may ba effected by adding semicarbazide-HCl
and 2,4 dinttrophenyl hydrazine (2,4-DNPH) to some experiments followed by
subsequent extraction and TLC analysis. A typlcal incubation mixture which
utilizes metabolite derivation consists of 200 mi of Medium A (with carbon
source) which containg 2g of calis dry weight, 2 mM semicarbazide-HC!, and 3
mM o 20 mM quinoline as the nitrogen source. The mixture Is incubated for 2
hours and the celfls are centrifuged. To the supematant 2,4 DNPH Is added, the
mixture Is left ovemnight and extracted with ethyl acetata, then separated on a
TLC plate and the spots identified.

Gas Chromatography/Mass Spectrometry

GC/MS analysis is performed on extracts derived from growing and
resting cell cultures exposed to quinoline, and on compounds eluted from spots
observed on TLC plates.

Extraction of the supematants from resting cells as well as growing cells
may be carled out elther by ethyl acetate solvent extraction or with C-18 solid
phase axtraction cartridges. TLC spots of possible metabolites are analyzed by
GC/MS.

Mass spectrographs are compared with varlous libraries of mass
spectrograph data prepared from known standard compounds.

Assessment of the abllity of Pseudomonas ayucide ATCC N°® PTA-808 In
the cleavage of organic C-N bonds

yad



Vi

In order 10 assess the abllity of Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-

806 of cleaving organic C-N bonds, this microorganism is made to grow In
ModA medium using quinoline as the sole nitrogen source. One liter of culture
0OD800=1.67 Is produced, which Is harvested and the cell pellet is resuspended
in 100 mi of ModA medium. The culture is divided Into two 50 ml portions and 3
ml of shale oll (1.7 welght % nitrogen) Is added to each. Then, the cuitures are
incubated under agitation at room temperature overnight (16 hours), the oll is
soparated and analyzed. The amount of quincline present In oll samples is
determined by GC, the area under the peak being corresponding to a retention
time for quinoline.

Preparation of a pure culture of mutant Pssudomonas ayucida strain
ATCC N° PTA-808.
The preparation of a pure culture of a microorganism capable of organic

C-N cleavage while maintaining the calorific value of the organic molecule
according to the present invention comprises collecting environmental samples
obtained from petroleum-contaminated locations, Incculating chemostats and
effecting shake flask enrichment cutture experiments in which 3mM to 20 mM
quinoline Is supplied as the sole source of nirogen. After the Initlal period of
toxicity of quinoline, bacterial growth yiekis mixed and pure cultures which are
tested using the Nitrogen Bloavailabllity Assay to detect cultures capable of
using quinoiine as a nitrogen source, but not as a carbon source.
Quinoline-utilizing cultures Initally obtained from the .chemostats are
found to fully degrade quinoline, utliizing it as a carbon as well as a nitrogen
source. Then, the flow rates of the chemostats are Increased 8o as to decrease
the hydraulic retantion times from 86 hours to 4 hours. Cella from the chemostat
effluent are mutagenized and retumed to the chemostat: Eventually a pure
culture is obtained that yielded NHrogen Bloavailability Assay results that
indicated that quinoline was used as a nitrogen, but not as a carbon source. A
partial sequence of the 18S-rRNA gene of this gram negative, rod-shaped
bacteria was detarmined identifying it as Pseudomonas ayucida which was
deposited In the ATCC under N° PTA-808. P. montelll, which shows 88%
homology, and Pseudomonas nitroreducens and  Pseudomonas
pseudoaicaligenes pesudoaicaligenes, which both show 98.3% homology, are
closely related, but not identical to Pseudomonas ayucida PTA-808. Naturally
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occurring strains of Pseudomonas ayucida are not known to be capable of
selectively cleaving C-N bonds In quinoline utliizing quinoline as a nitrogen but
not a carbon source. Therefore the cutture isolated here and the subject of this
patent Is unique and is a mutant of Pssudomonas ayucida that was Intentionally
produced in the laboratory by the enrichment culture/directed evolution
experiments performed by the Applicant

Pseudomonas ayucida ATCC N®° PTA-806 has a cell doubling time of
4.25 hours when grown In defined salte medium at 30°C with quinoline serving
as the sole nitrogen source.

Substrate range and specificity tests are also camled out for the
microorganism of the Invention, using inocula derived from all of those
organonitrogen compounds cited hereinbefore that did yield growth in a
previous Nitrogen Bloavailabliity Assay.

Pssudomonas ayuclida ATCC N°* PTA-806 Is found to grow_on urea,
tryptophan, lysine, guanine, nicotinic acid, quinoline, 3.4-dihydro-(1H)-
quinolinone, 24-quinolinediol, 8-hydroxyquinoline, and quinoxaline as sole
nitrogen sources, but none of these compounds serve as carbon sources.

It should be noted that growth with urea, tryptophan, lysine, guanine and
nicotinic acid as nitrogen sources is a common abllity possessed by a large
number of asrobic bacterla and most likely has no relationship to metabolic
pathways relevant to the utilization of quinofina.

The culture grew in the presence of ali of the test compounds axcept 1-
butylpyrrolidine and 2-methylene-1,3,3-trimethyl indoline when quinoline was
simultaneously present as an altemnate nitrogen source.

TLC was performed on.the extracts derived from the culture supematants
of Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 grown with quinoline as sole
nitrogen sourca, as wall as pre-grown celis Incubated for various imes in the
presaence of quinoline as described hereinbefore. Controls of the culture grown
using ammonia rather than quinoline as a nitrogen source were included In all
experiments. Additionally, pure chemicals that are possible metabolites of
quinoline such as protocatachuate, catechol, pyruvic acld and p-hydroxy
benzoic acid, formamide, 8-hydroxyquinoline and succinic acid dimethyl ester
were Included as standards In TLC experiments to see if these compounds
were fomned during the microblal degradation of quinoline. Two spots having
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Retardation factors (Rf) values of 0.73 and 0.88 were identified as possible
metabolites of quinoline by Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-808 as these
compourxis were found only In samples derived from the incubation of
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 with quinoline. Cells of the same
culture incubated with ammonia did not produce these compounds. TLC alone
could not accurately identify these two compourxis so the spots were scraped
from TLC plates, eluted with ethyl acetate and subjected to GC/MS analysis.

Gas Chiomatography/Masa Spectroscopy (GG/MS) analysis may be
further performed on extracts derived from growing cell as well as resting cells
of Pseudomonas ayucida PTA-808, allowing for the possible detection of
metabolites that do not yield detectable spots In TLC. Two compounds may be
identifled as metaboiites of quinoline produced by Pseudomonas ayucida PTA-
808: 2-quinofinone and 8-hydroxycoumarin. MS data comparing these
metabolites with authentic 2-quinolinone and 7-hydroxycoumarin (7-hydroxy-
2H-1-benzopyran—2-one) are shown In FIGURES 1 and 2 respectively.

GC/MS may be used to further analyze the metabolites of quinofine
produced by Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806, the relative abundance
of these two metabolites being quantified with resting cells exposed to quinoiine
for various fimes. The results are shown in TABLE 1 below.

TABLE 1
Metabolite 15min. [60 min.| 4 hours
2-quinolinone 47.86% (37.3% | 17.2%

8-hydroxycoumarin | 8.4% [17.3% | 18.7% '

The data set forth in Table 1 are expressed as a percentage of the total
area of all peaks present in the chromatograph (with the exception of quinofine).
These data strongly Indicate that quinoline Is first converted to 2-quinoiinone
and then fo 8-hdyroxycoumarin, with other intermediate metabolites as well.
FIGURE 3 attached illustrates the structures of 2-quinolinone and 8-
hydroxycoumarin, these two compounds constituting a partial pathway for the
biotransformation of quinoline by Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-B06.

The oxygenation of the carbon atom adjacent to the nitrogen atom In
quincline o form 2-quinoclinone is consistent with the selective cleavage of C-N
bonds in quinoline by . Pseudomonas ayucida ATCC N°® PTA-8086.
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Moreover, the resulis of the subsirate range tests which indicate that .
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-808 can utiize quinoline, 3,4-dlhydro-
2(1H)quinolinone, 2.4-quinolinadiol, 8-hydroxyquinoline and quinoxaline are
also conslstent with the partlal pathway depicted In FIGURE 3.

The fact that 8-hydroxycoumarin contains no nitrogen demonstrates that .

Pseudomonas ayucida ATCC N* PTA-806 is capable of selective removal of

nitrogen from quinoline. Pseudomonas ayucide ATCC N° PTA-806 does not
utilize 8-hydroxycoumarin as & carbon source indicating that this compound Is
not degraded further by this culture. It Is belleved that the decreased abundance
of 8-hydroxycoumarin after longer incubation times Is the result of increasing
binding to blomass decreasing the recovery efficiency for this compound In
analytical procedures.

Contrary fo many quinoline-degrading microorganisms which produce
pink, green and brown metabolites, Pseudomonas ayucidea ATCC N° PTA-808
praduces no colored metabolites.

Therefore, the researches conductad by the Applicant demonstrate that
the pure culture of the Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 of the
invention has two unique, patentably distinguishing features:

« The inability to use quinoline as a carbon source;

+ The selective cleavage of C-N bomds In quinoline and related

organonitrogen compounds.
The present invention will now be illustrated by a specific axample, which
should not be construed as limiting the Invention.
EXAMPLE

A pefroleum blodenitrogenation test according to the principles of the
invention demonstrates the ability of Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-
806 to remove nitrogen from shale oll. Pseudomanas ayucida ATCC N° PTA-
806 was grown as described hemsinbefore, using quinoline as a sola nitrogen
source. Than duplicate washed concentrated cell suspensions were incubated
with shale oil samples for 16 hours at 30°C. The control sample consisted of
shale oll added to sterile ModA medium which was incubated for 16 hours at
30°C. After incubation the petroleum samples were recovered and analyzed.
The results are listed in TABLE 2 below which indicate that pre-grown
Pseudomonas ayucida ATCC N°® PTA-806 cells are capable of removing about

3
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5% of the total organic nitrogen and about 68% of quinoline from shale ol
during an ovemight (16 hour) Incubation. Results in Table 2 are reported as a
percentage of the neat oll, except for the amount of quinoline which is reported
as the area under the peak corresponding to the retentlon time of quinoline In
gas chromatographs.

TABLE 2

‘Element Control Ol {Blotreaind
olin*1 Olin"2
[Carbon, wt % 85.01 85.21 84.87

Hydrogen, wi% | 9.69 9.81 9.81
Nirogen, wt % | 1.71 183 1.62
Sulfur, wt % 141 134 136
Quinaline 177495 [58,302 57415
(GC pesk aren)

Data in Table 2 demonstrate therefore that total nitrogen in petroleum
may be reduced in 5% as a result of the exposure of the petroleum oll to the
pure culture of the invention. Moreaver, about 88% of the quinoline present in
petroleum may be removed as a consequence of the blotreatment and
therafore blorefining processes for the selective removal of nitrogen from
petroleum may be achleved in the presence of blocatalysts such as the
Pseudomonas ayucida ATCC N°® PTA-8086 of the invention.

Darivatives of Pseudomonas ayucida ATCC No. have been selected
which have improved ability to utiiize quinoxoline as a sole nitrogen source.
This derivative culture retains its ablilty to selectively cleave C-N bonds In
quinoline and has an increased substrate range for the metabolism of additional
organonitrogen compounds such as quinazoline and isoquinoline. Similarly,
derivatives of Pseudomonas ayucidea ATCC N° PTA-806 that are resistant to
antioblotics, either by the isolation of chromosomal mutations or by the
introduction of sultable plasmids, retain the ability to selectively cleave C-N
bonds in quinoline and other organonitrogen compounds. Such property
renders Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 and Its derivativas a specific
agent for use in organic chemical synthesls for cleavage of organic C-N bonding
which may be used in various organic process synthesis systems. Likewise, the

vt
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unique properties of Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-808 and its
derivatives that possess the abliity to selectively cleave C-N bonds may be
utiiized In denitrogenating degradation of a wide variety of organic materials.

While in the foregoing specification this invention has been described in
relation to certain preferred embodiments thereof, and many details have been
set forth for purpose of Rustration it will be apparent to those skilled in the art
that the invention s susceptible to additional embodiments and that certaln of
the details described herein can be varied considerably without departing from
the baslc principles of the invention.
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I CLAIM:

. A culture of mutant microorganism Pseudomonas ayucida strain ATCC N°
PTA-808.

. A culture of mutant microorganism Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-
808 which has the ability to selectively reduce the nitrogen content of
nitrogen-containing organkc carbonaceous material by cleavage of organic
C-N bonds and praduction of 8-hydroxycoumarin when grown in a growth
medium comprising mineral nutrients and an assimilable source of carbon In

e the substantial absance of a nitrogen-containing compound axcept said

.

i nitrogen-containing organic carbonaceous material, and In the presence of
i oxygen at temperatures about 25°C to 35°C.

! / A culture of mutant microorganism Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-
™ 808 which has the abliity to selectively reduce the nitrogen content of
'_'” nitrogen-containing organic carbonaceous material by cleavage of organic
b C-N bonds by exposing sald Intact bacterial celis, cell extracts, or purified C-
t, N bond cleaving enzymes o carbonacecus nitrogen-containing organic
E: mater at temperatures of from 15 to 40°C In the presence of oxygen.

' A culture of derivative microorganisms of Pseudomonas ayucida ATCC N°

PTA-808 which has the abllity to selectively reduce the nitrogen content of
nitrogen-containing organic carbonacecus material by cleavage of organic
C-N bonds.and production of 8-hydroxycoumarin when grown In a growth
medium comprising mineral nutrients and an assimilable source of carbon in
the substantial absence of a nitrogen-containing compound except sald
nitrogen-contalning organic carbonacecus material, and In the presence of
oxygen at temperatures about 25°C to 35°C.

A culture of derivative microorganisms of Pseudomonas ayucida ATCC N°
PTA-808 which has the ability to selectively reduce the nitrogen content of
nitrogen-containing organic carbonaceous material by cleavage of organic
C-N bonds by exposing said Intact bacterial cells, cell extracts, or purified C-
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-* N bond cleaving enzymes to carbonaceous nitrogen-containing organic Lt“
mater at tamperatures of from 15 to 40°C in the presence of oxygen.
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ABSTRACT

A mutant Pseudamonas ayucida strain ATCC N° PTA-806 which is able
o selectively cleave organic C-N bonds and reduce the nitrogen content of
organic carbonaceous materials Is described.
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MICROORGANISMOS UTILES PARA LA SEGMENTACION
DE ENLACES ORGANICOS DE C-N

CAMPO DE INVENCION

Esta invencion estd relacionada con un cultivo mutante de Pseudomonas ayucida
capaz de retirar selectivamente el nitrdgeno orgfinicamente enlazado de materiales
carbondceos mientras que se retiene el valor calorifico de dichos materiales carbonéceos. Los
microorganismos de esta invencién son particularmente Gtiles para retirar nitrégeno orgénico
de combustibles fdsiles tales como el carbdn y petrdleos conteniendo nitrégeno.
INFORMACION SOBRE ANTECEDENTES

La calidad del petréleo deteriora progresivamente segtin se ponen en produccién
preferencial los depdsitos de la mejor calidad de petréleo. Como consecuencia es cada vez
mds preocupante la concentracién de compuestos/contaminantes tales como sulfuro,
nitrégeno y metales en el petréleo. Estos contaminantes no sélo contribuyen a la polucién
ambiental como resultado de la combustién de petréleo, sino que también intesfieren con el
procesamiento del petrdlco, envenenando catalizadores y contribuyendo a la corrosién. El
retiro selectivo de contaminantes del petréleo mientras que se retienen los valores de
combustibilidad supone un dificil desafio técnico.

El retiro selectivo de sulfuro del dibenzotiopleno con la ayuda de una bacteria Gtil
para la segmentacién de enlaces C-S es instruido en la patente US 5,002.888.

La patente US 5,297,625 ensefia un método de prepararacién, aislamiento y uso de un
microorganismo que pucda metabolizar petréleos crudos y otros hidrocarburos de elevado
peso molecular, como fuente de energfe, y la emulsificacién de crudos pesados bajo las
condiciones extremas existentes en depdsitos de petréico. )

La biorefineria del petréleo es por ello una tecnologia que pronto serd comercializada
y puede resultar muy prometedora.

El retiro de nitrdgeno y de metales del petréleo es otro de los usos potenciales de
biocatalizadores, aunque hasta la fecha este drea de investigacion ha recibido muy poca

atencién.
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La quinolina es quizis el compuesto de organonitrégeno mis estudiado en lo que respecta 2
biodegradacidn, y es considerada como representante de muchos compuestos de
organonitrégeno comanmente hallados en el petréleo. Se ha observado que muchos cultivos
aerdbicos y anaerdbicos microbianos pueden degradar la quinolina. La mayoria, si no todos,
los cultivos microbianos descritos que metabolizan la quinolins lo hacen degradéndola
totalmente, y por o tanto pueden utilizar quinolina como fuente exlusiva de carbono, energia
y nitrégeno.

Shukla, Onkar P., en "La Transformacién Microbiana de Quinolina por un
Pseudomonas sp.”, Microbiologla Aplicada y Ambiental. Tomo 51, Junio 1986, pdgs. 1332-
1342, senala que un Pseudomonas sp aislado de efluentes por un cultivo de enriquecimiento
en quinolina, metabolizé este substrato por una nueva via de 8-hidroxicoumarin. Este
microorganismo usa quinolina como fuente exclusiva de carbono, nitrégeno y energfa.

Schwarz, G. et al, in "Metabolismo Microbiano de Quinolina y Compuestos
Relacionados”. "I, Aislamiento y Caracterizacion de Bacteria Degradante de Quinolina", en
"Systemn Appl. Microbiol. 10, 185-190 (1988)" , reporta que se aislaron 16 estirpes de
bacterias de suclo, aguas y lodos activados que pueden utilizar [a quinolina como fuente
tinica de carbono y nitrégeno. De estas 16 cepas de bacterias investigados, 13 podrian ser
asignadas al género Pseudomonas. Estas bacterias son Gram-negativas, con aspecto de
véstagos, de movimiento espontdneo, derechos a ligeramente curvados, que en Agar HNB
forman colonias suaves o parcialmente rugosas, circulares y de color amarillento a crema.
Las especies identificadas son las de Psewdomonas putida Biovar A y B, Pseudomonas

Jluorescens y Pseudomonas testosteroni. Se reporta que el crecimiento en 2-hidroxiquinolina
es comiin en todas las cepas investigads. Se ha estudiado Iz degradacion de quinolina en
diversas especies de Pseudomonas y se observé que 2-hidroxiquinolina fué el primer
intermediario en la via de degradacién.

Grant, D.J.W. ct al, en "Degradacién de la quinolina por una bacteria del suelo”,
Microbios 1976, 15, pégs. 177-189, reporta que se aislé una bacteria del suelo de un jardin, la
cual crecid acrdbicamente en un medio de sales mineraices con la quinolina como fuente
exclusiva de Carbono y NH4+ como fuenie de Nitrgeno.

Durante el crecimiento con quinolina, se acumuld 2-hidroxiquinotina en el fluido de

cultivo y mds tarde desaparecié. 2,6-Dihidroxiquinolina ¢s probablemente el préximo



intermedio ya que las células completas [o oxidan totalmente y con rapidez. La segmentacidn
de snillos arométicos bajo condiciones acrdbicas sigue casi invariablemente la formacion de
un compuesto con dos estirpes de hidroxilos anexos a un anillo en las posiciones o- 6 p- entre
si.

O’Loughlin, E.J. et al. En "Aislamiento, Caracterizacién y Uso de Substratos de una
Bacteria de Quinolina en Degradacion®, " Biodeterioro y Biodegradacién Internacional
(1996), pdgs. 107-118, reporta un organismo con aspecto de vistago Gram (+), identificado
como un Rhodococus sp, capaz de crecer usando la quinolina como |a fuente dominante de
carbono, energia y nitrégeno. Este elemento aislado, designado Rhodococus sp. Q1 también
es capaz de crecer en 2-hidroxiquinolina, piridina, 2-3 dimetil piridina, catechol, benzoato y
dcido protocatechuico, sugiriendo una capacidad diversa para degradacién de anillo
aromético. Aunque el nitrégeno de anillo fué aplicado al medio de crecimiento en forma de
amoniaco, la degradacién de quinolina no se vi6 limitada por la disponibilidad del producto
inorgénico de degradacién N.A. identificado y la 2-hidroxiquinolina fué identificada a base
de varios andlisis espectroscdpicos.

De forma que, aunque las publicaciones citadas mencionan cultivos microbianos que
pueden metabolizar la quinolina degradindola totalmente, el uso de tales cultivos en una
aplicacién de biorefinerfa de petréleo requeriria que el nitrégeno sea selectivamente retirado
de la quinolina, dejando intacto el valor carbénico y calorifico de la molécula.

Segiin sefialado en dichas publicaciones, las vias metabélicas utilizadas por diversos
microorganismos aerébicos degradantes de quinolina parecieron iniciar la degradacidn de
quinolina, oxidando selectivamente y retirando nitrégeno de la quinolina. Como no se
provweyd ninguna otra fuente de carbono, el metabolismo de tales especies continuarfa
segmentando enlaces de C-C.

Aunque la biodegradacién de la quinolina ha sido razonablemente bien estudiads, hay
muy poca informacion relativa el uso de microorganismos degradantes de quinolina para
retirar nitrégeno del petrdleo. Por otra parte, se observé que varios Psevdomonas
degradantes de quinolina no tenian Ia capacidad de retirar niveles significativos de nitrégeno
del petrdieo crudo o de fracciones de asfalteno (Aislabie et al. 1990, "Degradacién
Microbiana de la Quinolina y l2 Methilquinolina”, Apl. Environ. Microbiol. 56: pigs. 345-
351).



Por lo tanto, hay necesidad de aislar cultivos aerébicos capaces dc utilizar quinolina
como una fuente de nitrégeno, pero incapaces de utilizar la quinolina como una fuente de
carbono, examinando a continuacién la via metabdlica de la degradacién de [a quinolina, asi
como la habilidad de tales cultivos de retirar selectivamente nitrégeno del petréleo,
logrindose estos objetivos mediante la presente invencién.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencién es proveer un microorganismo y un proceso para
el retiro de nitrégeno orgénicamente ligedo, de materias carbondceas orgénicas contenedoras
de nitrégeno.

Otro objeto de la presente invencién es proveer un proceso microbiano para el retiro
selectivo de nitrégeno de combustibles orgénicos fésiles contenedores de nitrégeno y
combustibles de derivados de fésiles.

Aun otro objeto de la presente invencién es proveer un microorganismo y proceso
capaces de segmentacion especifica o formacién de enlaces C-N en reacciones de materias
orgdnicas carbondceas, tales como en sintesis orgénica.

Aun otro objeto de la presente invencién es proveer un microorganismo que sea
estable y retenga sus caracteristicas especificas de nitrégeno bajo condiciones de proceso que
se valgan del microorganismos para la segmentacién del enlace de C-N.

Y atin otro objeto de la presente invencidn es proveer un microorganismo y proceso
para retiro especifico de nitrégeno de la quinolina que resulte en productos substancialmente
exclusivos de 2-quinolina y 8-hidroxicoumarina.

Estos y otros objetos y ventajas, que resultardn aparentes al leer esta descripcion, han
sido logrados logrados con el puro cultivo de un microorganismo que ha sido aislado y sujeto
a procesos en la forma especificada a continuacién en més detalle en esta invencién e
identificado como Pseudomonas ayucida El cultivo ha sido depositedo con la Coleccién de
Cultivos de Tipo Americano, 10801 University Blvd, Manassas, VA 20110-2209, USA, y ha
sido asignado el ATCC N°PTA-806 PTA-806.

Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 PTA-806 puede ser preparado
inyectando muestras de! medio ambiente obtenidas de emplazamientos que tengan presentes
materias dc enlace C-N que se desee segmentar, un medio de crecimiento que comprenda

nutrientes

AR



minerales, una fuente asimilable de carbono, y encontrdndose en substancial ausencia de un
compuesto conteniendo nitrégeno, excepto compuestos que sélo tengan nitrégeno presente en
enlace C-N del tipo que se desee segmentar; creciendo el cultivo bacterial en presencia de
oxigeno a temperaturas de unos 30°C durante tiempo suficiente para producir selectivamente
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 que tiene la propiedad de segmentacion selectiva
de enlaces de C-N en materiales carbonéceos orginicos.

El contenido de nitrégeno de materia carbonécea orgénica contenedora de nitrégeno
puede ser reducido poniendo en contacto dicha materia carbonécea orgénica conteniendo
nitrégeno con el microorganismo Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806. El praceso es
especialmente apto para uso cuando el material conteniendo nitrégeno es carbén, petréleo de
esquisto bituninoso o petrbleo de hidrocarburos. El continuo crecimiento de la cepa de
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 en la presencia de petréieo de esquisto bituminoso
conteniendo nitrégeno resulta en el retiro de més del 5% del total de nitrégeno y
preferiblemente més del 68% del tota! de quinolina.

El proceso para reducir et contenido de nitrdgeno del material carbonéceo orgénico
conteniendo nitrégeno ocurre por segmentacion de los enlaces C-N orgénicos del
microorgenismo Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806. El cultivo puro de nitrégeno
orgénico selectivo de Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 tiene la capacidad de reducir
selectivamente el contenido de nitrégeno del material carboniceo orgdnico mediante
segmentacitn de los enlaces orgénicos de C-N produciendo 2-hidroxiquinolina y 8-
hidroxicoumarina cuando se cultiva en un medio de crecimiento que incluye nutrientes
minerales y una fuente asimilable de carbono en substancial ausencia de un compuesto que
contenga nitrégeno, excepto el material carbondceo orgénico conteniendo nitrégeno, y en la
presencia de oxfgeno a temperaturas de unos 35°C a 30°C. Los derivados de la cepa de
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 retienen [a habilidad de reducir selectivamente el
contenido de nitrdgeno de materiales orgénicos carbondceos por segmentacion de enlaces C-
N de la misma forma.

BREVE DESCRIPCION DE LOS ESQUEMAS

FIG | ¢s un gréfico que ilustra una comparacién de datos MS de un metabglito de
quinolina pruducido por Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 con 2-quinolinona.



LT
7 QL

FIG 2 es un grifico que ilustra una comparecién de datos MS de un metabolito de quinolina
producido por Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 con 7-hidroxi-2H-1-benzopiran-2-
uno(7-hidroxicoumarina).

FIG 3 es una representacién esquemitica de Ia via parcial para la degradacién de
quinolina por Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS DE LA
INVENCION

Cultivos ambientales con un conocido historial de exposicién a compuestos
organonitrogenados, asf como cultivos de enriquecimiento utilizando fuentes de carbono,
acetato, benceno, dcido benzoico, etanol, glucosa, glicerol, caldo nutriente, sucinato y
tolueno, y compuestos de nitrégeno orginicos tales como quinolina, carbazol y piridina
produciendo cultivos bacteriales capaces de metabolizar cada uno de los compuestos de
nitrégeno utilizados.
Segin el material técnico provisto, los microorganismos mds conocidos para utilizacién del
nitrégeno de compuestos organonitrogenados son los Pseudomonas aisiados de cultivos d=
entriquecimiento emipeando quinolina como fuente exclusiva de nitrégeno. Mientras que las
especies de Pscudomonas son capaces de utilizar nitrdgeno orgénicamente enlazado, no
muestran especificidad para la oxidacién de enlkaces de carbono-nitrégeno. Esto muestra la
falta de deesarrlollo de cuitivo de enriquecimiento de un microorganismo de ocurrencia
natural que muestre especifidad para oxidacién de enlaces orgdnicos de C-N. De aqui que se
deba utilizar un proceso no natural de mutacion selectiva para desarrollar un microorganismo
que posea dicho metabolismo selectivo de nitrégeno.
Los microorganismos con capacidad metabélica no especifica al nitr6geno con respecto a
substratos orgénicos pueden ser desarrollados por seleccién a través de experimentos con
enriquecimiento por inoculacién quimiostatica y de matraz vibredor en los que los nutrientes
¥ ¢l nitrdgeno orgénicamente enlazado que normalmente no sc encuentran en el tejido vivo,
puedan ser suministrados en substancial ausencia de otra fuente de nitrégeno disponible tal
como nitrégeno inorgénico en (NH4)2SO04 .

El medio de crecimiento deberd provecr nutricntes orgénicos e inorgénicos para un
buen crecimiento del microorganismo, pero estard desprovisto de compuestos inorgénicos y
orgdnicos que contengan nitrégeno que se desec metabolizar por el microorganismo. Un

medio adecuado para el crecimiento de microorganismos bajo condiciones de
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organonitrégeno puede que sea una composicién apropiada de nutrientes minerales, tales
como 0,37g KHaPO4, 0,25g de MgSO4.7H20, 0,07g de CaCl22H20, 0,02g de Fe Cls y 20,0g
de glucosa/glicero/sucinato por litro de agua destilads ionizada. Dicho medio es conocido
como ModA. Cualquier fuente asimilabe de carbono desprovista de nitrégeno puede ser
utilizada en cantidades de apoyo del crecimiento microbiano deseado. Entre las fuentes

adecuadas de carbono ssimilable se encuentran la glucosa, el glicerol, acetato de sodio,
benzoato de sodio, sucinato de sodio y sucrosa, en concentraciones de 1 a 20mM..

El compuesto organonitrogenado preferido con enlaces orgénicos C-N es ia quinolina. A
continuacién se enumeran otros compuestos adecuados con enlaces de C-N.

Las muestras ambientales de tierra de suelo y de agua pueden obtenerse de
emplazamientos de elaboracién de carbones, de turba y otros en los que existan hidrocarburos
de petréleo.

Las muestras tomadas del medio ambiental son utilizadas para experimentos de
cultivo de enriquecimiento por inoculacién de quimiostato y matraz vibratorio para obtener
cultivos capaces de utilizar quinolina como fuente exclusiva de nitrgeno. En la presente
invencién, todos los experimentos utilizaron los medios minerales definidos a continuacion:
0,37g KH2PO4
0,25g MgS04.7H20
0,07g CaCl2,2H20
0,02g g FeCla
¥ 20,0g de glucosa/glicero/sucinato por litro de agua destilada ionizada.

Estos medios van ajustados a un pH de 6,5 a 7,0 y el nitrégeno es suministrado ¢n la
forma de quinolina que se encuentra presente en concentraciones de 1 a 20mM, o para
experimmentos de control se utiliza (NH4)SO+ & una concentracién de 1,3g por litro.

Los quimiostatos y matraces vibratorios son operados a temperatura ambiente (25°C)
6 30°C. El volumen de trabajo de los quimiostatos es de | litro y los experimentos con
matraz vibrador normalmente usan 50 6 100m! de medio liquido. Se ajustan los grados de
flujo de los quimiostatos para obtener tiempos de retencion hidrdulica de dos dias de duracién
hasta un mes, y sc alteran los caudales y también el compuesto organonitrogenado de ensayo

¢n la forma requerida para asegurarse de que los quimiostatos crean un ambiente adecuado
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para la seleccién de cultivos con capacidad mejorada de segmentar selectivamente los enlaces éL(
C-N. La densidad de célula bacterial en los quimiostatos/matraces vibratorios varia de 102 a

10z células/ml, con densidades promedias de células de 104+ a 10s células/ml mantenidas. Las
bacterias aisladas del efluente de quimiostatos y/o de matraces vibratorios son sujetas a

mutagenesis quimica y/o fisica utilizando nitrosoguanidina (NTG) y corta irradiecién

ultravioleta respectivamente. Las poblaciones de células son mutagenizadas bajo condiciones

que resultan en la muerte de aproximadamente un 99% de la poblacién. Las células
mutagenizadas son entonces usadas para reinocular quimiostatos, iniciar experimentos
adicionales con matraces vibratorios, y para platos de agar que contienen compuestos de
organonitrogeno de prueba. Se debe llevar cuidado de que la cantidad de biomasa afiadida de
nuevo a los quimiostatos en forma inoculada sea suficiente para proveer una cantidad
considerable de nitrégeno en forma de células de biomasa muertas de los efluentes de los
quimiostatos, matraces vibratorios y platos de agar y sean comprobados con regularidad
usando el Ensayo de Prueba de Biodisponibilidad de Nitrégeno descrito a continuacién.

La determinacién de las secuencias de gene 16S-rRNA pere la determinacion de las
especies de aislados bacteriales fué llevada a cabo por MIDI Labs (Newark, DE).

Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno

La capacidad de las bacterias de utilizar compuestos de nitrégeno orgénicos para
crecimiento puede ser medida mediante el Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno (NBA).
Este ensayo se basa en el hecho de que todo proceso de vida requiere nitrégeno para el
crecimiento y por lo tanto se puede crear una situacion en la que Ia cuantificecion del
crecimiento bacteriano provea una medida del grado de utilizacién de cualquier compuesto
orgdnico o inorgénico como fuente de nitrégeno.

De aqui que, el Ensayo de Biodisponibilided de Nitrégeno utilice un medio de sales
minerales definidas en las prucbas de crecimiento en las que los compuestos modelos de
organonitrégeno tales como quinolina, piridina, carbazol y porfirina sirven como fuentes de
carbono y/o de nitrégeno. Las pruebas de crecimiento se hacen usando seis condiciones:

1. Compuesto de prueba como fuente exclusiva de carbono y nitrégeno.

2, Compuesto de prucba como fuente exclusiva de carbono (sc encuentra

disponible amoniaco como fuente alternativa de nitrégeno).



3. Compuesto de prueba como fuente exclusiva de nitrdgeno (como fuente
alternativa disponible de carbono: glucosa/glicerol/sucinato).

4. Compuesto de prucba presente, ademis de fuentes alternativas de carbono y de
nitrdgeno.

5. Con sdlo fuentes alternativas de nitrégeno (amoniaco) y de carbono
(glucosa/glicerol/sucinato). No se encuentra presente el compuesto de prueba.

6. Sin compuestos de nitrégeno de clase alguna presentes, pero con fuentes
alternativas de carbono (glucosa/glicerol/sucinato).

Estas seis condiciones para crecimiento constituyen un bioensayo para comprober la
habilidad de un cultivo particular de metabolizar compuestos organonitrogenados.
Cuando se requieren fuentes de carbono y de nitrégeno en adicién a los compuestos
de prutbas, son provistas en forma de una mezcla de glucosa/glicerol/sucinato (20g/L)
y de amonia (20mM) respectivamente.

La prueba NBA puede ser realizada con cualquier compuesto de
organonitrégeno de prueba que sea ordinariamente usado a una concentracién de
desde 3mM a 20mM.

Para determinar la gama de compuestos de organonitrégeno que podrian servir
como fuentes exclusivas de nitrégeno para crecimicnto de los diversos cultivos puros
de la invencidn, se han probado varios compuestos de organonitrégeno y de control,
siguiendo el proceso de Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno. Todos los
compuestos son muy puros Yy de grado analitico.

Entre estos compuestos figuran:

2-Metil-beta-Naftociazol

2-Metil-Benzotiazol

2(Metilmercapto)Benzimidazol

1,1-Metileno Bis(3-Metil Pipridina)

Tiazol

1-Butilpirrolidina

2-Metileno-1,3,3-Trimetil }ndolina

2-Metil-3-Propilpirazina

2-Feniibenzotiazol
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2-Metil Quinoxalina

2-Metil Indolina

Carbazol

Quinolina

Quinazolina

Quinoxolina

2,4-Quinolindiol

Isoquinolina

3-Metil Isoquinolina

Isocarbostiril

Protoporfirin

Piridina

Fenil Benzotiazol

Acido Nicotfnico

Imidazol

Indole

Solucién Tampon HEPES

Urea

Guanina

Lisina

Tritofan

Cloruro de Amonio.

Los diversos cultivos son inoculados en tubos de ensayo o matraces que
contienen componentes de medios apropiados para las seis condiciones antedichas de
prucba.

Los cultivos son incubados a continuacién aerébicamente durante 2 a 4 dfas a
temperatura ambiental de 30°C.

Se monitorea el crecimiento de los cultivos midiendo densidad dptica/de
turbulencia de los cultivos en las diferentes condiciones de ensayo, o determinando
las unidades que forman colonias.

La condicidn de ensayo N°6(muestra libre de nitrégeno) es de control

negativo.
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Las condicicnes N°4 y 5son  controles positivos porque las muestras son

alteradas con fuente de carbono y de nitrégeno y por lo tanto debieran producir un
sano cultivo microbjano al menos que el compuesto resulte téxico para el cultivo
sujeto a ensayo. En este caso, sdlo la condicién N°® § resultarfa en crecimiento sano.

El grado crecimiento bacteriano observado en Ias condiciones de ensayo 1, 2 y
3, comparado con el grado de crecimiento observado en las condiciones de ensayo 4,
5 y 6 indica la habilidad de los cuitivos de usar el compuesto de prueba de
organonitrégeno como fuente de carbono y/o de nitrégeno.

Los cultivos que muestran mejor crecimiento en lascondiciones de ensayo N*®
que en las de los ensayos 1 y 2 puede que utilicen preferencialmente el compuesto de
organonitrégeno como fuente de nitrégeno solamente.

Identificacién de Metabolitos

Para identificar metabolitos se realiza Cromatografia de Capa Fina (TLC) en
platos de Silica C-18 mediante el método descrito por G. K. Watson,

R.B. Cain en “Metabolismo Microbiano en Anillo de Piridina”, Biochem. J. 146-
172.Nos disolventes de fase comriente serén por cjemplo, ¢l hexano, 4cido acétido y
xileno en la proporcién de 5:1:2. Supcrnedantes de cultivos bacterianos en
crecimiento con quia0lina como fuente exclusiva de nitrégeno son extraidos con
acetato de etilo y pasados por platos de TLC.

Alternativamente, se pueden usar células en reposo, utilizando grénulos de
células de cultivos de la fase de prueba registrada con quinolina o con amonia como
fuentes de nitrégeno. Se incuban las suspensiones de células concentradas con 20mM
de quinolina durante periodos desde 15 minutos hasta 16 horas.

La extraccidn de los supernadantes de células en reposo y de células en
crecimiento puede ser llevada a cabo con disolvente de acetato de etilo o con
cartuchos de fase sblida C18 y los extractos se analizan por TLC.

Derivacién de los metabolitos
Se puede efectuar la derivacidn de los metabolitos afladiendo semicarbacida HCI y
2,4 dinitrofenil hidrazina (2,4-DNPH) a algunos experimentos, seguido de la
subsiguiente extraccion y andlisis de TLC. Una mezcla tipica que usa derivacion de
metabolitos consistird de 200 mls de medio A (con fuente de carbono) que contiene
2g de peso seco de células, 2mM semicarbazida-HCI, y 3 mM a 20 mM de quinolina

coma luente de nitrégeno. La mezcla es incubada durante 2 hores y las células son
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centrifugadas. Se afiade 2,4 DNPH al supernadantes, se deja la mezcla reposar durante
la noche y se extrae con acetato de etilo, separdndola en un plato de TCL e
identificando los puntos.

Cromatografia de gas/espectrometria de masa

Sc realiza ! andlisis GC/MS en extractos derivados de cultivos de células en reposo y
en crecimiento expuestas a [a quinolina, y en compuestos eludidos de puntos
observados en los platos TLC.

La extraccién de los supernadantes de las células en reposo y también los de
las células en crecimiento puede ser llevada a cabo con disolvente de acetato de etilo
o con cartuchos de extraccién de fase sdlida C-18. Se analizan los puntos TLC de
posibles metabolitos por GC/MS.

Los espectrogréficos de masa son entonces comparados con las diversas
librerfas de datos de espectrografia de masa preparadas de los resultados con
compuestos esthndar conocidos.

_ Evaluacién de I habilidad del Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 en Ia
segmentacion de enlaces orgénicos de C-N

Para evajuar la habilidad de segmentacion de eniaces orginicos de C-N dei
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806, se hace crecer este organismo en un
medio ModA que usa la quinolina como tinica fuente de nitrégeno. Se produce una
camada de cuitivo OD600=1.67, que es recogide y se vuelve a suspender en un medio
ModA de 100mls. Se divide el cultivo en dos porciones de 50 ml y 3 ml de petréleo
de esquisto (1,7 de porcentaje de peso de nitrégeno) es afiadido acada una. A
continuacién los cultivos son incubados sometidos a agitacién a temperatura ambiente
durante la noche (16 horas), y se separa y analiza el petr6leo. La cantidad de
quinolina presente en las muestras tomadas es determinada por GC, correspondiendo
al érea bajo el punto cumbre a un tiempo de retencién de quinolina.

Preparacién de un cultivo puro de cepa de Pseadomonas ayucide ATCC N° PTA-
806

La preparacién de un cultivo puro de un microorganismo capaz de segementacién
orgénica del enlace C-N mientras se mantiene ¢l valor calorifico de la molécula
orgdnica de acuerdo con la presente invencién incluye la recogida de muestras del

ambicnte obtenidas de emplazamientos contaminados con petréleo, la inoculacién de

A7
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quimiostatos y experimentos con matraces vibratorios en los que se proveen 3mM a
20mM de quinolina como fuente exclusiva de nitrégeno. Pasado el periodo inicial de
toxicidad de la quinolina, se¢ mezclan la cosechas de crecimiento bacterianc y se
prueban los cultivos puros por sistema de Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno
para detectar los cultivos.capaces de utilizar quinolina como fuente de nitrégeno, pero
no como fuente de carbono.

Se observa que los cultivos inicialmente obtenidos de los quimiostatos que
utilizan quinolina la degradan totalmente, usdndola como fuente de carbono y como
fuente de nitrégeno. Entonces se incrementan los caudales de quimiostatos para
disminuir los tiempos de retencitn hidraulica desde 96 horas a 4 horas. Las células
del efluente de quimiostato son mutagenizadas y restituidas al quimiostato.
Eventualmente se obtiene un cultivo puro con resultados de Ensayo de
Biodisponibilidad de Nitrégeno que indican que la quinolina fué utilizada como
fuente de nitr6geno pero no como fuente de carbono. Una secuencia parcial del gene
16S-rRNA de estas bacteria Gram negativa con aspecto de véstago fué identificada
como Pseudomonas ayucida, la cual fué depositada en el ATCC bajo el N® PTA-806.
P monteliii, que muestra 99% de homologia, y Psewdomonas nitroreducens y
Pseudomonas pseudoalcaligenes, mostrando ambas 98,3% de homologfa, se
encuentran estrechamente relacionadas, pero no son idénticas & la Pseudomonas
ayucida ATCC N° PTA-806.

Naturalmente se desconoce si Ias cepas ocurrentes de Pseudomonas ayucida
ATCC N° PTA-806 son capaccs de scgmentacidn selectiva dc enlaces de C-N en
quinolina utilizando la quinolina como fuente de nitrégeno pero no de carbono. Por lo
tanto, el cultivo aquf aislado y sujeto de esta patente es finico y es un mutante de
Pseudomonas ayucida que fué intencionalmente producido en el laboratorio por
experimentos de cultivo enriquecido/evolucién dirigide llevados a cabo por el
Solicitante.

Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 tiene un tiempo de doblaje de célula de
4,25 horas cuando se hace crecer cn un medio de sales definidas a 30°C con quinolina
como fuente exclusiva de nitrégeno.

También se llevaron a cabo pruebas de gama de subsirates v especificidad

para el microorganismo de la invencion, utilizando inoculaciones derivadas de todos



15
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previo Ensayo de Biodisponibilidad de Nitrégeno..
Se encuentra Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 creciendo en ures,
triptofan, lisina, guanina, &cido nicotinico, quinolina, 3,4-dihidro-(1H)-quinolinona,

2,4-quinolinediol, 8-hidroxiquinolina, y quinoxalina como fuentes exclusivas de
nitrégeno, pero ninguna de éstas sirven de fuentes de carbono.

Debe observarse que el crecimiento con urea, triptofan, lisina, guanina y écido
nicotinico como fuentes de nitrégeno es una habilidad com(n poselda por un gran
nimero de baterias aerébicas ymuy probablemente no tenga relacién con las vias
metabdlicas pertinentes a la utilizacién de quinolina.

El cultivo crecié en la presencia de todos los compuestos de ensayo, excepto
1-butilpirrolidina y 2-metileno-1,3,3-trimetil indolina cuando la quinolina se
encontraba simultdneamente presente como fuente alternativa de nitrégeno.

Se llevé a cabo TLC en los extractos derivados de los supemnadantes de cultivo de
Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 cultivada en crecimiento con quinolina
como fuente exclusiva de nitrégeno, ademés de células pre-crecidas incubadas
durante periodos difereates en presencia de quinolina en la forma descrita
anteriormente. En todos los experiimentos se incluyeron controles del cultivo crecido
utilizando emoniaco en lugar de quinolina coma fuente de nitrégenc. Adicionalmente,
se incluyeron comao controles productos quimicas puros posibles metabolitos de
quinolina, tales como protocatachuate, catechol, écido pinivico y écido p-hidroxi
benzoico, formamida, 8-hidroxiquinolina y &cido sucinico dimetil éster, como norma
estdndar en experimentos de TLC para observar si estos compuestos se formaron
durante 1a degradaci6n microbiana de la quinolina. Se identificaron dos puntos con
factores de valor de Retardo (Rf) de 0,73 y 0,88 como posibles metabolitos de
quinolina por Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 ya que estos compuestos
sélo fueron observados en muestras derivadas de la incubacion de Pseudomonas
ayucida ATCC N° PTA-806 con quinolina. Células del mismo cultivo incubadas con
amoniaco no produjeron estos compuestos. TLC de por sf no identificé estos dos
compuestos, de forma que se retiraron los puntos cn los platos de TLC, fucron eluidos

con acetalo de ctilo y sometidos a andlisis de GC/MS.



PYs
1 H

El anilisis de Cromatogragia/Espectroscopia de Masa
(GC/MS) puede ser también efectuado en extractos derivados de la célula en
crecimiento, ademds de las células en reposo de Pseudomonas ayucida ATCC N°
PTA-806, permitiendo la posible deteccidn de metabolitos que no p'resentnn puntos
detectables en TLC. Dos compuestos pueden ser identificados como metabolitos de
quinolina producidos por Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806: 2-quinolinona

8-hidroxiccumarina. Los

datos de MS de comparacidn de estos metabolitos con 2-quinolina auténtica 7 hidroxi
coumarina (7-hidroxi-2H-]1benzopiran-2-uno) son ilustrados en FIGS. 1 y 2,
respectivamente.

Se puede usar GM/MS para seguir analizando los metabolitos de quinolina
producidos por Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806, siendo cuantificada la
relativa abundancia de estos dos metabolitos con las células en reposo expuestas a
quinolina durante diferentes periodos. Los resultados son mostrados en la TABLA 1 &

continuacién.
TABLA 1
Metabolito 15 minutos 60 minutos 4 horas
2-quinolinona 47,8% 373% 17,2%
8-hidroxicoumarina 8,4% 17,3% 16,7%

Los datos indicados en la Tabla 1 son expresados como porcentaje del 4rea total de
todos los picos presentes cn la cromatografia (con la excepcitn de quinolina). Estos datos
mucslran insistentemente quc la quinolina es primero convertida a 2-quinolinona y entonces a
8-hidroxicoumarina, con otros metabolitos intermedios también. FIG. 3 anexa ilustra las

estructuras de 2-quinolinona y8-hidroxcoumarina, cuyos dos compuestos constituyen una via
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parcial para la biqtrlnsfonnacién de quinolina por el Pseudomonas ayucida ATCC N*® PTA-
806. '

La oxigenacitn del dtomo de carbono adyacente al 4tomo de nitrdgeno en la quinolina
para formar 2-quinolinona es consistente con la segmentacién selectiva de enlaces C-N en la
quinolina por el Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806.

Aln més, los resultados de las prucbas de gama de substratos, que muestran que
Pseudomonas ayucida ATCC N* PTA-806 puede utilizar quinoline, 3-
4dihidro2(1H)quinolinona, 2,4-quinolinediol, 8-hidroxiquinolina y quinoxalina, también son
consistentes con la via parcial ilustrada en FIG 3..

El hecho de que 8-hidroxicoumarina no contiene nitrégeno demuestra que Pseudomonas
ayucida ATCC N° PTA-806 es capaz de retiro selectivo del nitrgeno de la quinolina.

Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 no utiliza 8-hidroxicoumarina como
fuente de carbono, lo cual indica que este compuesto no sigue siendo degradado por este
cultivo. Se cree que la decrecida abundacncia de 8-hidrocoumarina tris prolongados
periodos de incubacidn es el resultado del creciente enlace a biomasa haciendo decrecer la
eficiencia de recuperacién de este compuesto en los procesos analfticos.

Al contrario de lo que sucede con muchos microorganismos degradantes de la
quinolina que producen metabolitos rosados, verdes y marrones, el Pseudomonas ayucidad
ATCC N°PTA-806 no produce metabolitos coloreados.

Por ello, las investigaciones llevadas a cabo por et Solicitante demuestran que el
cultivo puro del Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 de la invencidn tiene dos
caracteristicas Gnicas, patentemnente distintives:

. La incapacidad de usar la quinolina como fuente de carbono.

. La segmentacion selectiva de enlaces de C-N en la quinolina y compuestos

organonitrogenados relacionados.

La presente invencidn serd ahora ilustrada con un ejemplo especifico, el cual no

deberd ser interpretado como limitador de la invencién,

EJEMPLO
Una prueba de biodenitrogenacién de petréleo segiin los principios de la
invencién demuestra la habilidad del Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 de retirar
nitrégeno del petrdleo de esquisto. Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 fué cultivado

creciendo de la forma descrita anteriormente, utilizando quinolina como fuente exclusiva de
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nitrégeno. Entonces, las suspensiones de célula concentradas de lavadc de duplicado
fueron incubadas con muestras de petrdleo de esquisto durante 16 horas a 30°C. La muestra
de control consisti6 de petréleo de esquisto afiadido & un medio esteril ModA que fué
incubado durante 16 horas a 30°C. Después de la incubacién, las muestras de petréleo fueron
recuperadas y analizadas. Los resultados han sido alistados en 1a TABLA 2 a continuacién,
indicando que las células pre-cultivadas de Pseudomonas ayucida ATCC N° PTA-806 son
capaces de retirar aproximadamente un 5% del nitrégeno orgénico total y aproximadamente
un 68% de quinolina del petrdlec de esquisto durante una incubacién (de 16 horas) de una
noche a otra. Los resultados en la Tabla 2 son reportados como un porcentaje del petrdleo
limpio, excepto por la cantidad de quinolina que se expresa como el drea bajo el pico
cormrespondiente al tiempo de retencién de quinolina en cromatégrafos de gas. -

TABLA 2

Elemento Petréleo Control Biotratade Biotratado
Petréleo N° 1 Petréleo N* 2

Carbono - % peso 85,01 85,21 84,87
Hidrégeno - % peso 9,69 9,81 9,81
Nitrégeno - % peso 1,71 1,63 1,62
Sulfuro - % peso 1,41 1,34 1,36
Quinolina - % peso 177.495 58.502 57.415
(Area pico GC)

Los datos en la Tabla 2 demuestran por lo tanto que el total de nitrégeno en el
petrdico puede ser reducido en un 5% como resultado de la exposicidn del petréleo al
cultivo puro de Ia invencidn. Ain mis, aproximadamente un 68% de la quinolina
presente ¢n ef petrdleo puede ser retirado como consecuencia del biotratamiento y

por ¢l se pueden lograr procesos de biorefineria para el retiro sclectivo de nitrdgeno
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del petrédleo, en presencia de biocatalizadores tales como Pseudomonas ayucida
_ ATCC N° PTA-806 de la invenci6n.

Derivados de Pseudomonas ayucida de N®* ATCC han sido seleccionados
habiendo mejorado la habilidad de utilizar quinoxolina como fuente exclusiva de
nitrégeno, Este cultivo derivativo retiene su habilidad de segmentacidn selectiva de
enlaces de C-N en la quinolina y posee una gama incrementada de substratos pars el
metabolismo de compuestos organonitrogenados adicionales tales como la
quinazolina y la isoquinolina. De forma similar, derivados de Psendomonas ayucida
ATCC N° PTA-806 que son resistentes a antibidticos, ya sca mediante aislamiento de
mutaciones cromosomiéticas o por la introduccién de plasmidas apropiados, retienen
la habilidad de segmentacién selectiva de enlaces C-N en Ia quinolina y en otros
compuestos organonitrogenados. Esta propiedad hace que el Pseudomonas ayucida
ATCC N° PTA-806 y sus derivados sean un agente especifico de uso en sintesis
quimica orgénica para la segmentacién de enlaces de C-N que puede ser utilizada en
diversos sistemas de procesos orgdnicos. De la misma maners, las caracteristicas
tinicas del Pseudomonas ayucida ATCC N® PTA-806 y sus derivados que poseen la
habilidad segmentacion selectiva de enlaces C-N pueden servir para la degradacidn de
desnitrogenacion de una gran variedad de materiales orginicos.

Aunque en la especificacion antedicha, esta invencidn ha sido descrita en
relacion a ciertas aplicaciones en medios preferidos y se han provisto muchos detalles
a cfectos de ilustracidn, resultard aparente a los expertos en |a materia, que la
invencidn es susceptible de aplicaciones adicionales y que ciertos detalles aqui
descritos pueden variarse considerablemente sin apartarse de los principios bésicos de

la invencién.

M
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I REIVINDICACION

3.

Un cultivo de cepa de microorganismo mutante Psexdomonas ayucida ATCC
N° PTA-806.

Un cultivo del microorganismo mutante Pseudemonas ayucida ATCC N°
PTA-806 que posee la habilidad de reducir selectivamente el contenido de
nitrégeno de material carbondceo orgénico conteniendo nitrégeno mediante
segmentacién de enlaces orgdnicos de C-N y produciendo 8-hidroxicoumarina
cuando en un medio de crecimiento que comprende nutrientes minerales y una
fuente asimilable de carbén en substancial ausencia de compuesto contenedor
de nitrdgeno excepto dicho material orgéinico carbonéceo que contiene
nitrégeno, y en la presencia de oxfgeno a temperaturas de unos 25°C a 35°C.
Un cultivo de microorganismo mutante Pseudomonas ayucida ATCC N°
PTA-806 que ticne 2 habilidad de reducir sclectivamente el contenide de
nitrégeno de material carbondicec organico conteniendo nitrégeno mediante
segmentacién de enlaces orgdanicos de C-N, exponiendo las citadas células
bacteriales intactas, extractos de célula o enzimas purificados de la
segmentacién de enlace de C-N a materia orgénica carbonécea contenedora de
nitrégeno a temperaturas de desde 15 a 40°C en la presencia de oxigeno.

Un cultivo de microorganismos derivados de Pseudomonas ayucida ATCC N°
PTA-806 que posee Ia habilidad de reducir selectivamente el contenido de
nitrégeno material orgénico carbonéceo contenedor de nitrégeno mediante
segmentacién de los enlaces orgdnicos de C-N y producir 8-hidroxicoumarine
cuando crece en un medio que contiene nutrientes minerales y una fuente
asimilable de carbono en la substancial ausencia de compuesto conteniendo
nitrégeno excepto dicho material carbondceo contenedor de nitrdgeno y en
presencia de oxigeno a temperaturas de unos 25°C a 35°C.

Un cultivo de microorganismos derivativos de Pseudomonas ayucida ATCC
N° PTA-806 que tiene la habilided de reducir sclectivamente el conienido de
nitrégeno de malcrial carbondceo organico contenedor de nitrdgeno mediante
segmentacion de enlaces orginicos de C-N exponiendo las citadas céluias

bacterianas intactas, cxtractos de célula o enzimas purificadas de
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segmentacidn de enlace C-N a materia carbonéicea orgdinica a temperaturas de

15%C a 40°C en la presencia de oxigeno.
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EXTRACTO

Sc describe una cepa mutante de Pseudomoas ayucida ATCC N°® PTA-806 que
es capaz de segmentar selectivamente enlaces orgdnicos de C-N y reduce el contenido
de nitrégeno de material orgénico carbonéceo.
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acha 600 OIS o peesmic
mnih 042 PATENTES § CREACTES
pepmdencia: muwsluﬁm
KIT : 890i74089-2
RECIBG OFICIAL DE CAJA : 71,348
FECHA : KJVIEMBRE 20 DE 2000
bttt CCKSIGNACICN Uin
DEPOSITANTE TIPD PAGO BANCO SUCURSAL CUENTA Na. PAGD Vr. PASO
CAVELIER ABOGADGS CONSIGNACION  DAMCO POPULAR  BOBOTA 050-00110-6 2825220 14,327,000.00
MMy C 0O R C EPT D ik
CANT. RENTISTICD CONCERTD TOTAL CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRANITES DE SOL. DE PATENTE DE IN &08,000.00
TOTAL : $ 508,000, 00

S0N: SEISCIEWTOS OCHO WIL PESDS

RESPOMNSAELE :

RECIBOD DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

SUPERINBUSTRIA Y CORERCIQ B
N/ Radicacion : OS1AZ2 00DONOD Folioss 34
PATENTE DE INVENCION Fecha ()1 2OM-11-0 10:04:48

Tragite 1 O02 PATENTES D 1 REBISTRD/ A1l PRESENTAC
Dependercia: 2020 MVISION DE JUEVAS CREACIONES

p/No-rIMGidanlilleacbndeISt:ﬁdm AL I . X e
« Nomixe ¢ identfcacitn del Ivenor ~ ~_ RAL [
»~ Titulo 0 nombre de la Invencion i

Do PAG 2 u/
,/&m TAS 20 ol
owen RAG, S -
yeaim(hmhdel’am ?:A% g'tl [1/

o Poder, cuado proceda []

o Copia de la primara solicitud de patente, si reivindica prioridad, seflalandola [

expresamenta
/m itgnt€ 0 apoderado (]
COMPLET, INCOMPLETA | ]

DISERO INDUSTRIAL [ ]

e Nombre e identiicacion del peticionario []

e Nombre e identificacidn del inventor o disefiador {1

e Indicacion de! género de producios para los cuales debe utlizarse [1]

‘s Representacidn grafica []

o Comprobants de pago (]

o Poder, cuado proceda [1]

e Firma del solicitants o apodarado {1

COMPLET. INCOMPLETA | ]

Firma

Fecha i Carrera 13 No, 2700 Piso 5y 10

Conmutador: 334 12 21-2-3-4
Fax: 281 31 25 e-mali: mogsic.gov.co
Santa Fe de Hogotd D.C. - Colombia
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SUPERINTENDENCIA

2020

Bogoté, D.C.

Doctor

EMILIO FERRERO

Apoderado

REFERENCIA: Radicacién No. 00-91832
Trdmite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 0537
Follos 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
488 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar copla del documento en que consta la ceslén del derecho a |a patente ctorgado por el Inventar
al salicitante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

En cumplimiento del articulo 38 de la Decisién 4868 de la Comisién de ia Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del término de dos (2) meses sigulentss a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar

cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerard abandonada y perderé su
prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 210 del 1

ESPEDES DE VERGEL
ion de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de facha u 8 MAR. Zm .

202027/202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mall: Info@slc.gov.co
Bogotd, D.C., Colombia



