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SURFACTANT BIOCATALYST F OR REMEDIATION
OF RECALCITRANT ORGANICS AND HEAVY METALS

STATEMENT AS TO RIGHTS TO INVENTIONS MADE UNDER FEDERALLY

SPONSORED RESEARCH AND DEVELOPMENT
This invention was made with Government support under Contract No.
DE-AC09-96SR18500 awarded by the United States Department of Energy. The

Government has certain rights in the invention.

FIELD OF THE INVENTION
This invention is directed towards bacterial strains useful for

‘_ Ebioremedi_ation and processes for using the bacterial strains. In particular, it
relates to unique bacterial isolates that can degrade polyaromatic hydrocarbons -

(PAHSs) and met_ho_ds 10 use these novel bacterial strains for bioremediation.
Remediation of lead by reducing bicavailabllity has also been demonstrated by
one of the strains indicating dual use for organic and inorganic remediation.

, BACKGROUND OF THE INVENTION
Various scientific articles and patents are referred to throughout the -
specification. These publications are inéorpora’ted herein by reference to
describe the state of the art to which this invention pertains and to provide details
on standard methodologies and apparatuses which may be useful in practicing
various embodiments of the present invention.
Polyaromatic hydrocarbons (PAHs) are widespread, common pdlu_tants

particularly found in association with ol refineries, certain refined petroleum

products, petroleum storage locations, and petroleum spill sites. High levels of

" PAHs are associated with mutagenic and carcinogenic effects in humans and

pose a high risk for migration to and pollution of soil and ground water sources.
As a result, there has been considerablévinterest in techniques and processes
which will degrade PAHs and related petroleum products to remediate the
environment, The uses of biological agents to treat PAHs are well known within

1
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the art. US Pat. No. 6,503,746 to Daane describes bacterial strains in the family
Bacillaceae which are used in PAH remediation efforts.

US Pat. No. 3,616,204 to Linn discloses inoculating contaminated soil with
cultures of microorganisms known to degrade the unwanted contaminants. The
prbcedure described in Linn additionally involves introducing nutrition{a_l
supplements fo increase the soil remediation efficiency.

US Pat. -Nb. 5,100,455 to Pickard discloses using indigenous microflora
and fauna in combination with humic substrates to biologically treat soit
contaminants including petroleum associated hydrocarbons.

US Pat. No. 4,849,360 to Norris discloses a bioreactor for treating
petroleum contaminated soil in which air Is forced through the contaminated soil
to facilitate the bioremediation. The bioreactor uses indigenous microfiora which
é're supplemented with phosphorus and nitrogen nutrients.

While a variety of PAild-degrading bacteria are known and have been
utilized In various applications for remediation, there remains a need for
improvement in the art in terms of identifying new and useful species having
novel properties which are effective for the rapid degradation of petroleum
pollutants. Further, there remains a need for improvements directed to the field
of metal remediation such as by reducing the bioavailability of metal present
within contaminated soils, metal-containing waste streams, and industrial process
materials.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relates to methods for the degradation of petroleum
pdilutahts including polyaromatic hydrocarbons (PAHs). Additionally, the present
invention relates to-a biotreatment process which enhances the removal of heavy
metals from soil. The present invention uses isolated and purified bacterial
strains of bacterial isolates from an oil refinery field. Certain of the isolates
having a further ability to produce useful biosurfactants.

It is one aspect of at least one of the present embodiments of the present
invention to provide isolated bacterial strains that produce biosurfactants under in
situ and ex situ remediation conditions. The innate ability of the isolated and
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purified bacterial strains to produce biosurfactants contributes to the remediation
properties of the bacteria. The biosurfactant provides increased solubility of
PAHMs and access of the bacteria to the PAHSs, thereby increasing the efficiency of
the bioremediation by the bacteria strains. The biosurfactant can also reduce soil
Pb bioavailability and is believed to have utility in bioremediation of other metal
contaminants which also respond to surfactant treatments.

An additional aspect of at least one of the embodiments of the present
invention is related to isolated and purified strains of bacteria in which the
surfactant producing properties confribute to enhanced solubilization of petroleum
and petroleum-derived products. The biosurfactants increase the solubilization of
the petroleum products which promotes the aqueous flushing or removal of
petroleum products associated with biosurfactant aggregates such as micelles
and related structures. Further, the biosurfactants also increase the
bioavailability of petroleum products that enhance the microbial ability to degrade
contaminants. The enhanced bioavailability is beneficial to the isolated and
purified strains as well as other beneficial microorganisms present in the
contaminated subsfirate.

It is yet another aspect of at least one of the embodiments of the present
invention to provide for strains of isolated and purified bacteria which degrade 2-
to 3-ringed low molecular weight PAHs such as naphthalene, phenanthrene, and
fluoranthene along with PAH degradation intermediates.

itis yet a further aspect of at Jeast one of the embodiments of the present
invention to provide for a strain of isolated, purified bacteria which degrades 4-
ring and higher molecular weight PAHSs including pyrene and fluoranthene.
Typically, the 4-ring and higher PAHs are much more persistent in the
environment and resistant fo degradation compared to low molecular weight
PAHs. Accordingly, the ability to provide strains of bacteria which degrade 4-ring
and higher high molecular weight PAHSs is significant.

The PAH degradation intermediates may further function as metal
chelators. This chelating activity or metal complexation may assist remediation in
waste containing both PAHs and metals. Additionally, at least some of the
bacterial strains identified herein have an ability to degrade several different
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types of PAHs (including 2-, 3-, and 4-ring PAHSs) in addition to the ability to
degrade phenanthrene.

It is yet another aspect of at least one of the embodiments of the present
invention to provide strains of isolated and purified bacteria having surfactant
properties useful in the removal of metals from contaminated soil and substrates.
The isolated and purified strains of bacteria produce biosurfactant monomers.
The biosurfactant monomers are produced in sufficient quantity that the
monomers aggregate into three-dimensional structures including micelles. The
biosurfactant micelles define polar head groups which bind with metal jons in the
soil. The micelles, containing the metal ions, can be removed by aqueous
suspensions or flushing, thereby lowering the metal ion content of the substrate.
The resulting removed metals, contained within the biosurfactant micelles, are
then more easily separated and concentrated for efficient disposal or storage.

it is yet another aspect of at least one of the present embodiments of the
invention to provide for isolated and purified cultures of bacteria which produce
biosurfactants under constitutive conditions, the isolated strains being further able
to degrade PAHSs during bioremediation conditions.

It is yet another aspect of at least one of the present embodiments of the
invention to provide for isolated and purified strains of bacteria having the ability
to degrade a broad range of different types of PAHs under bioremediation
conditions.

It is yet another aspect at least one of the present embodiments of the
invention to provide for isolated and purified strains of bacteria having an ability to
bring about a general reduction of total petroleum hydrocarbons (TPH). In
addition, the ability of certain of the isolates fo produce a biosurfactant during
bioremediation conditions increases the bioavailability of petroleum hydrocarbons
to other microorganisms that may be present within the contaminated soil or
other waste product.

It is yet another aspect of at least one of the present embodiments of the
invention to provide for isolated and purified strains of bacteria having the ability
to degrade PAHSs along with an ability to produce a biosurfactant during
bioremediation conditions.

o)
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it is yet another aspect of at least 6ne_ of the present embodiments of the
invention to allow for isolated and purified strands of bacteria having the ability to
bring about a general reduction of lead availability which may be present within
soil or lead containing waste streams. The biosurfactant produced by one or
more of the isolates may be used in combination with inorganic phosphates to
reduce the bioavailability of lead within a contaminated substrate such as soil.

Other aspects of at least one embodiment of this invention include a
process of bioremediation of petroleum pollutants from a contaminated
environment comprising the steps of providing a supply of a substrate
contaminated with a petroleum poliutant; introducing into the supply of
contaminated substrate at least one bacteria isolate which metabolizes

constituents of the petroleum pollutant and which further produces a

biosurfactant; and, providing adequate nutrients for a treatment time sufficient for
the petroleum poliutant utilizing isolate to degrade the petroleum poliution to a
target concentration of 100 ppm TPH or less.

These and other aspects of the invention are provided by biologically pure

bacterial strains for bioremediation of petroleum products and PAHs comprising
Isolates selected from the isolates identified in Table 2.

These and other features, aspects, and advantages of the present
invention will become better understood with reference to the following

" description and appended claims.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
Figure 1 sets forth a graph showing the bicavailability of lead with respect
to various additives and biological isolates with respect to highly contaminated
soil (900mg Pb/Kg soil).
Figure 2 is a graph setting forth the changes in total organic matter within
soil samples following a treatment protocol.

DESCRIPTION OF PREFERRED EMBODIMENT
A fully and enabling disclosure of the present invention, including the best
mode thereof, to one of ordinary skill in the art, is set forth more particularly in the
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remainder of the specification. Reference now will be made in detail o the
embodiments of the invention, one or more examples of which are set forth
below. Each example is provided by way of explanation of the invention, not
limitation of the invention. In fact, it will be apparent to those skilled in the art that
various modifications and variations can be made in the present invention without
departing from the scope or spirit of the invention. For instance, features
described as part of one embodiment can be used on another embodiment to
yield a still further embodiment. Thus, it is intended that the present invention
cover such modifications and variations as come within the scope of the
appended claims and their equivalents. Other objects, features, and aspects of
the present invention are disclosed in the following detailed description. Itis to
be understood by one of ordinary skill in the art that the present discussion is a
description of exemplary embodiments only and is not intended as limiting the
broader aspects of the present invention, which broader aspects are embodied in
the exemplary constructions.

The present invention is directed 1o bacterial isolates obtained from a
century-old Czechowice oil refinery in Poland. The aged sludge from the oil
refinery is characterized by its acidic (pH 2) properties and contains high
concentrations of PAHs along with heavy metals. Additionally, the siudge is
characterized by the presence of spent catalysts, asphaltics, diatomaceous earth,
silica gel, and coal fly ash, all containing high background levels of heavy metals
(Pb/Cd/Zn) which have been previously deposited at the site. The collection site
is from an area having approximately 120,000 tons of waste material deposited in
unlined lagoons 3 meters deep covering an area of 3.8 hectares. A total of 45
bacteria, 68 fungi, and 7 yeast species were isolated from the sludge on an acidic
minimum medium (pH 4) exposed to naphthaiene vapor.

A subset of isolates was characterized by traditional taxonomic criteria,
BIOLOG™, and analysis of SSU rRNA genes. The bacterial groups included
Proteo bacteria, Ralstonia, Pseudomonas, and Alcaligenes species. Further
characterizations of the isolates may be seen in reference to the information
provided in Tables 1 and 2. The BIOLOG™ characterization protocols using
minimal nutritional factors along with various organic substrates of interest are
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described in reference to the publication Use of BIOLOG™ Technology for
Hazardous Chemical Screening, Microbiological Techniques 18:329-347, 1993,
and which is incorporated herein by reference.

A total of 45 bacteria, 68 fungi, and 7 yeast species were isolated using a
naphthalene vapor acidic mineral salts basal growth medium. While not
separately set forth, it is noted that many of the isolates have the ability to
metabolize catechol and the bacterial isolates were characterized by the ability to
degrade PAHs. Additionally, it is noted that the isolated and purified organisms
having the ability to degrade PAHSs also have the ability to degrade a variety of
petroleum pollutants associated with measurements of total petroleum
hydrocarbons.

As set forth below in Table 1, three bacterial species designated
CZORL1B, BP20, and CZORL1Bsm, and which correspond to isolates 1 through
3 in Table 2, were observed to produce a surfactant when grown in a minimal
medium containing naphthalene, phenanthrene, or fluoranthene. Nine additional
strains identified in Table 1 were observed to degrade a range of PAHSs indicating
the isolates have a catalytic or enzymatic ability to degrade the contaminants
although the additional isolates do not demonstrate an ability to produce a
surfactant.

The above identified bacterial strains are grown and maintained on 1
percent peptone, trypticase, yeast extract, glucose (PTYG) plates. The bacteria
were grown aerobically at 30° C and maintained on a minimal medium at 4° C or
long-term storage in a frozen medium maintained at -70°C or in liquid nitrogen (-
196° C).

The identification of the bacteria was made using rDNA or Fatty Acid
Methyl Esters (FAME) identification protocols as set forth in the publication
Bacterial Evolution, Microbial Reviews 51:221-271 by C. R. Woese (1987) and
which is incorporated herein by reference. Deposits of isolates 1 through 12 as
identified in Table 2 were deposited with the American Type Culture Collection
(ATCC), Rockville, Maryland, on October 9, 2003, and have the indicated ATCC
designation numbers. The deposit forms accompanying each of the isolate
deposits as submitted to the ATCC are incorporated herein by reference.
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Assayed for the following characteristics:”
Isolate  indigo meta fission NAP PHE ANT FLE ACE FLA PYR .

isolated on naphthalene vapor®
- BAA-1" (PB109) indigo
BAA  (PB16) indigo
BP19A(PB17) Indigo
10 BAB (PB14) indigo
CZORL1B (KN-1)° meta fission
BP20 CZORL1B (KN-2)° meta fission
CZORL1Bsm (KN-3)°  meta fission

PB15 indigo NAP (was designated BP20)
15
isolated with phenanthrene overspray®
BPA indigo PHE ANT FLE
BPB indigo PHE ANT FLE
BPC indigo PHE ANT FLE
20 - BPD indigo PHE ANT FLE
BPE indigo PHE ANT FLE
o 8PF indigo metafission NAP PHE ANT FLE ACE FLA PYR
BPG indigo  meta fission
BPH indigo meta fission PHE ANT FLE FLA PYR
25 BFl indigo PHE ANT FLE
BPJ indigo ANT FLE
BPK PHE ANT FLE
BPL indigo PHE FLE :
8PM indigo PHE ANT FLE PYR
30 . BPN indigo PHE ANT FLE FLA
BPO 7 indigo PHE ANT FLE
BPP indige PHE
BPQ indigo PHE ANT FLE
BPR indigo  meta fission PHE
a5

a Abbreviations; indigo, production of indige from indole; meta fission, 2,3 catechol dioxygenase
activity; NAP, naphthalene; PHE, phenanthrene; ANT, anthracene; FLE, fluorene; ACE,
acenanphthene; FLA, fluoranthene; PYR, pyrene. '

b Bactaria-isolated on agar plates exposed to naphthalene,

40 ¢ Bacteria produced bioswrfactant
"d Bacterlu Isolated on agar plates exposed to phenanthrene crystals.

Table 1
. o Dihydroxylating dioxygenase and 2,3 catechol dioxygenase activity and PAH
. 45 degradative range of isolates.
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| isolate Identification ATCC-Accession Number
| 1) CZOR-L1B (KN-1) ALCALIGENES-PIECHAUDI SRS \ F‘fA~5§§§“’ﬂ g
\ 5 . )
| 2) BP-20 (KN-2) RALSTONIA PICKETTII SRS. PTA-5579.
| 3). CZOR-L1Bsm(KN-3)PSEUDOMONAS-PUTIDA BIOTYPE B SRS PTA-5581
' 4) BPB FLEXIBACTER CF. SANCTI SRS PTA-5570
5} BPC PSEUDOMONAS FREDRIKSBERGENSIS SRS PTA-5571
| 10 6) BPE STAPHYLOCOCCUS WARNERI. LMG 19417 SRS~ PTA-5572
| 7) BRF SPHINGOMONAS SRS PTA-5573
| 8) BPH SPHINGOMONAS SP. $37 SRS PTA-5574
| g) BPI PHYLOBACTERIUM SRS _ PTA-5575
| (« PROTEOBACTERIUM TA-A1)
E 15 10)BPJ SERRATIA FICARIA SRS PTA-5576
| {a PROTEOBACTERIUM TA12:21)
L 11) BPK AGROBACTERIUM TUMEFACIENS SRS PTA-5577
){ 12) BPL RHIZOBIUM SP. SDW045 SRS PTA-5578
; 20 Table 2.
% ' Isolate identification.

| The above identified bacteria isolates have been established as distinct
| 25 species. Each of the identified isolates has PAH-degrading properties and have
| . demonstrated an ability to reduce TPH in soil as well. In addition, certain isolates
have the ability to produce a biosurfactant. Each isolate is believed novel, based
o upon the rDNA characterization and variations noted in Tables 1 and 2 with
| , respect to physiological growth characteristics.
| 30 The isolates 1-3, ATCC PTA-5580(Alcaligenes piechaudii SRS); ATCC
| , PTA-5579, (Ralstonia pickettii SRS); and ATCC PTA-6581(Psuedomonas putida
: Biotype B SRS) identified above, all demonstrate the ability to produce a
biosurfactant, the formation of which was noted during culturing conditions. The
biosurfactant exudate was evaluated for each isolate and determined to have a
| ‘ 35 surface tension altering property consistent with a surfactant. Isolates 4-12 all
}r demonstrate the ability to biodegrade a variety of PAHs (Table 1). As set forthin
L | _ Example 1 below, the use of a consortium of the twelve isolates identified in
\ Table 2 to remediate petroleum hydrocarbons contained in soil in a bioreactor
remediation study results in visible quantities of biosurfactants being produced

’ 40 under the bioremediation conditions.
The ability of certain of the isolates to produce bioreactants is believed to
enhance remediation through several different mechanisms. The production of
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the biosurfactant increases the biological availability of PAHs and other
hydrophobic petroleum compounds. The increased biological availability includes
the ability of the produced surfactant to solubilize and make available to the
isolate the PAHs and other petroleum compounds. As such, the isolates’ ability
to produce surfactants increases the efficiency of the isolates to degrade and
metabolize PAHs.

As noted in Example 1, the consortium of isolates used results in visible
quantities of surfactants being produced within the soil. Biosurfactants are
generally known to have a chemistry consisting of a polar head and a non-polar
tail. In aqueous solutions, biosurfactants serve to reduce tiquid surface tension
and to facilitate the formation of an emulsion between liquids of different '
polarities. This ability facilitates the biosurfactants' usefulness in that
hydrophobic, non-polar tail regions of the biosurfactants and biosurfactant
micelles may trap oils and other petroleum compounds. The trapped oils and
petroleum compounds have greater bioavailability to bacteria for biodegradation.
Additionally, micelles containing trapped oils and petroleum compounds may be
periodically removed or flushed from the system, thereby providing an ability to
further isolate and separate petroleum compounds from the soil substrate.

Additionally, micelles formed by the biosurfactants promote the removal of
metals from the soil. The hydrophilic polar head groups of micelies will bind
metal and metal ions present within the soil. Once bound, the sofuble nature of
the micelles allows the micelles and bound metals to be collected. Once
collected, the now concentrated volume of micelles and contained metals can be
further treated to separate the metals from the biosurfactant. In addition, it has
been found that selected isolates which produce biosurfactants can be used to
reduce the bicavailability of certain metals such as lead present within the soil.
For certain remediations, the surfactants are r{ot used to remove a contaminant,
but rather provide a method of long term stabilization of a contaminated site.
Stabilization includes reducing the bioavailability of lead along with preventing the
migration of lead in surface runoff to adjacent, uncontaminated sites and
groundwater.
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Example 1
A mobile bioreactor was constructed and was supplied with a four ton

volume of soil contaminated with low leve] cesium-137 and 26,000 ppm
petroleum hydrocarbons. The contaminated soil was weathered material
obtained from the Savannah River Site (Aiken, SC). The source and make up of
the petroleum products is unknown but believed to be a mixture of used motor oil
and diesel fuel.

The soil was amended with a 7% bulking agent of aged compost. For
each isolate, a three liter culture in log growth phase was added and distributed
within the four tons of mixed waste soil. The bioreactor is equipped with a raised,
secondary, perforated floor having bottom feed aeration lines which provide a
continuous supply of ambient air to the bioreactor. Additionally, periodic nutrient
supplements of nitrogen, potassium, and phosphorus fertilizers (10-10-10) were
applied to enhance the biological activity within the bioreactor. Influent and
sffluent water couplings were attached. Air compressors, vacuum pumps, and a
liquid pump were used to control and regulate the air and liquid flows through the
bioreactor and control moisture content in the bioreactor.

The presence of low level cesium-137 limited the number and types of
sampling techniques used to monitor the bioreactor and required the use of
HEPA filtering with the air effluent couplings. Periodic CO, measurements
indicated that, in a five-month interval, 121 pounds of petroleum products were
degraded. Based upon the CO, measurements, it is conservatively estimated
that the bioremediation process removed 16,000 mg/kg of petroleum
contaminants from the soil during the five-month evaluation interval. it was
demonstrated that the 4 ton volume of contaminated soil had the TPH reduced to
45 ppm after 20 months of treatment. The ability of the isolates to degrade
petroleum and other hydrocarbon products while producing biosurfactants offers
enormous advantages in terms of efficiency and versatility of treatment protocols.
For instance, it is believed that for soils contaminated solely with petroleum and
petroleum by-products, the present isolates may, either individually or as a
consortium, be used with conventional bioremediation techniques to improve the
efficiency of degradation. As described above, the action of the biosurfactants
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creates a greater zone of petroleum solubility for each individual bacterium. As a
result, a greater availability of petroleum products occurs. Further, to the extent
the isolates form aggregate colonies, biofilms, or biosheets within portions of the
soil, the surfactants are believed to substantially increase the bioavailability of the
petroleum substrates for the bacterial aggregates. At the same time, the
surfactants also increase the solubilization of heavy metals that may be present
and provide an ability to reduce the heavy metal concentration by removal of the
produced surfactants.

As seen in Example 1, the consortium of isolates provides for a
bioremediation process which can achieve significant reductions in petroleum
from contaminated soil.” This property is particularly useful with respect to
formulating disposal strategies for mixed waste in which petroleum contaminated
soil and low- level radioactive material are present together. Currently, soil
contaminated with low-level radioactive waste and having additional petroleum
contaminants must be below regulatory limits of 1 ppm for BTEX (benzene,
toluene, ethylbenzene, xylene, and 100 ppm TPH (Total Petroleum
Hydrocarbons) before the soil can be classified and disposed of as a low-level
radioactive waste. The cost of disposing of soil which meets the definition of a
low-level radioactive waste is approximately U.S. $262 per cubic meter per year.
in contrast, soil containing both low-level radioactive material and petroleum
contamination in excess of the regulatory limits must be stored as a mixed waste
product. The cost of storage of mixed waste soil is approximately U.S. $10,165
per cubic meter of soil per year based on yearly cosis alone. The ability to treat
mixed waste soils and thereby remove substantial levels of petroleum
contaminants is of critical importance. Removing sufficient petroleum
contaminants from a mixed waste soil allows the waste to be disposed of as a
low-level radioactive waste. The resulting cost is 38 times lower than the storage
cost of a mixed waste.

The use of the present inoculants is further advantageous in that, unlike
some prior art techniques, the volume of amendments to the soil is kept at a
minimum. Keeping the volume of soil amendments to a minimum reduces the
eventual disposal costs, particularly for soil containing low-level radiation.

12
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The present isolates are also believed useful for in situ remediation
projects. The consortium of isolates may be supplied to contaminated soil using
any number of conventional techniques. As needed, nutritional supplements
along with the supply of oxygen in either a physical or chemical form facilitates
the bioremediation activity. Given the isolates’ ability to degrade PAHs as well as
the desired ability to degrade petroleum hydrocarbons generally, in situ
remediation using the isolates is advantageous. Additionally, the ability of certain
of the isolates to produce a surfactant (biosurfactant) during soil growth
conditions makes the use of certain isolates more beneficial. As noted, the
biosurfactant enhances the ability to physically entrap petroleum products and
heavy metals as well as providing for increased solubilization and access of
petroteum hydrocarbons to both the bacterial isolates as well as native
microorganisms present within the soil environment.

The use of biosurfactants can bring about useful results in a variety of
confaminated substrate conditions. For instance, it is known in the art that
biosurfactants have useful metal-complexing properties that can both reduce
metal toxicity while allowing enhanced biodegradation of other waste in sites
contaminated with both organic and metal pollutants. One such publication,
entifled “A Rhamnolipid Biosurfactant Reduces Cadmium Toxicity during

Naphthalene Biodegradation”, by Sandrin et al, Applied and Environmental
Microbiology, Oct. 2000, pp 4585-4588, and which is incorporated herein by
reference, describes the ability of biosurfactants to reduce metal toxicity in co-
contaminated systems having both organic and metal pollutants.

An additional publication, “Microbial Surfactants and their use in Figld
Studies of Soil Remediation”, by N. Christofi and 1.B. lvshina, published in the
Journal of Applied Microbiology, 2000, 93, pp. 915-929, and which is
incorporated herein by reference, provides a useful overview of the role of

surfactants in soil remediation applications. Biosurfactants can, under
appropriate conditions, provide useful benefits with respect to organic
solubilization, organic degradation, metal solubilization, and metal isolation.
Certain isolates disclosed herein have demonstrated an ability to reduce
the bioavailability of lead within a contaminated soil. Lead contaminants in sail
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may occur as a result of numerous activities including mining, presence of lead-
based paint, ordnance from firing ranges, contamination from gasoline and
petroleum additives, lead battery recycling centers, and residue from lead-based
explosives. Lead exposure is associated with numerous disorders human
nervous and reproductive systems. Lead usually enters the body through
inhalation or ingestion of lead-containing dust.

It is known that lead containing soils can be freated with the use of soil
amendments to reduce the bicavailability of lead. Some such amendments
include apatites, HR, and other calcium phosphate containing materials. Apatites
are known to bind with lead and other metals within soil and thereby reduce the
tendency of lead o migrate. The binding interaction also reduces the
bioavailability of lead. Selected surfactants may also be used to reduce the
bioavailability of lead as demonstrated by isolate 3.

An evaluation of isolate 1 (Alcaligenes piechaudii) and isolate 3
(Pseudomonas putida) was conducted to see if beneficial reductions in lead
bioavailability could be obtained by incorporating the biosurfactant producing
isolates along with other soil amendments in lead-containing soil. The lead
contaminated soil was obtained from a small arms firing range where the lead
bullets had accumulated in the soil over a number of years. 50 gm samples of
contaminated soil were mixed with 3 different calcium phosphate amendments.
The calcium phosphate amendments included a naturally occurring rock calcium
phosphate from North Carolina (USA) hereinafter designated as NCA, a naturally
occurring rock calcium phosphate from Florida (USA) hereinafter designated FA,
and a biological apatite obtaining from ground fish bones, hereinafter designated
as BA. 10% and 5% by weight additions of the NCA, SA, and BA were made to
the respective samples of the lead contaminated soils. Additionally, certain of the
amended soil samples were further freated by the introduction of 5 ml samples of
the isolate number 1, Alcaligenes piechaudiiin a 1% PTYG nutrient broth.
Density of the isolate was 3.11 E + 08 cells per ml. Additional samples were also
treated with isolate number 3 Pseudomonas putida using a similar 5 ml addition
and a density of 3.43 E + 08 cells per ml containing samples for the microbial
amendment included a 1% PTYG sterile broth. The contaminated soil samples

14
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and various amendments and cultures were mixed together in sealed containers
which were connected by tubing to a Micro-Oxymax Respirometer (Columbus
Instruments, Columbus, OH) for determination of metabolic rates includes oxygen
consumption and CO; evolution. Microbial density was obtained through
conventional plating techniques for determining colony and sample density.

As seen in the results set forth in Figure 1, the addition of isolate 3
achieves a significant decrease in lead bioavailability as measured through a
toxicity characteristic leaching procedure (TCLP) using protocols identified in the
U.S. Environmental Protection Agency Method 6010. The microbial amendments
brought about significant reductions in lead bioavailability when used with the 5%
soil amendments of NCA or BA. Given the low cost of a BA product and
uniformity of the biological apatite, it is believed that use of the biological apatite
in combination with the isolate 3, or combinations thereof, offers an excellent
reduction for the bioavailability of lead within soil.

The combination of the biological apatite with the naturally producing
biosurfactants from isolate 3 bacteria brings about other noted improvements to
the contaminated soil samples. It is noted that an increase in metabolic rates as
measured by oxygen consumption and carbon dioxide production increased
along with the overall microbial density. As seen in reference to Figure 2, the
total organic matter is significantly increased following a 114 hour incubation
period for samples using the P. putida isolate in combination with the biological
apatite at both 1% and 5% incorporation levels. The increase in total organic
matter reflects the increase in total microbial population attributable to the
increase nutrient supply of the biosurfactants. Increased availability of
micronutrients results in enhanced biological activity resulting in an increase in
organic matter. While the most significant results can be seen with the biological
apatites in combination with the P. putida isolate strain, various combinations of
other apatites suggests that one or more isolates may be used to increase total
microbial activity.

While not separately reported, it is noted that the increases in organic
matter as noted in Figure 2 correlated with significant increases in soil pH, Oz
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consumption, CO, production, as well as the reduced lead bioavailability as noted
in Figure 1.

It is believed that the use of the isolates described above bring about a
decrease in bioavailability of lead due af least in pari to the suyrfactant producing
properties of the isolates. The biosurfactants are believed fojaccentuate the
inherent tendencies of the apatite with respect to increasing metabolic rates,
nutrient availability, and favorable increases in pH and lowering of lead
bioavailability. As previously described, the biosurfactants bring about favorable

soil conditions that improve nutrient conditions and availability of micronutrients

for micro-organisms. The increase in biological activity and associated biomass
within the soil is believed to further decrease the lead bioavailability. The P.

putida activity of lowering soil lead bioavailability is synergistic with BA at the 5%
concentration. The exponential increase in respiration rate,
increase in biomass is clear evidence that the activity is related to specific

microbial density and

biological activity.

As noted in Figure 1, different surfactants have different results when
applied to any particular apatite used as the inorganic additive. One could,
through routine experimentation, evaluate the various isolates to determine the
combination offering the desired improvements in lead bioavailability with respect
to the given soil conditions, selected apatites and/or other additives used in the
remediation procedure. The most useful combinations of additives and isolates
can be selected to bring about the desired reduction in lead bioavailability.

As described previously in this application, the isolates are useful for
reduction of PAHs as well as facilitating the removal and/gr sequestration of
mineral iong from contaminated soils and substrates. Accordingly, for
contaminated soils and waste streams having a variety of| contaminants including
PAHs, mefal ions, and other metals such as lead, use of one or more of the
present isolates, including isolates producing a biosurfactant, can effectively treat

|

While the above examples were given in the context of remediation of a

multiple contaminants within a given site.

highly contaminated soil (900mg Pb/Kg sail), it is believed that the utility of
individual isolates or combinations of isolates is not limited to soil remediation

'
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efforts per se. Forinstance, it is believed that the isolates producing
biosurfactants can be used as part of a waste stream treatment process of a
mine or industrial facility where heavy metals, metal ions, lead, copper, cadmium,
zinc, other metals, and other contaminants are generated. Many sites (i.e.,
landfills and brownfields) have lead contamination in the fow ppm concentration
(1-10mg Pb/Kg soil) that is still of health concern due to the potential toxicological
impact and future land use. The use of inoculants which are incorporated into an
initital waste stream and which include one or more of the above isolates can
bring about a reduced volume of contaminants within the waste stream and
introduce a microbial flora population which can persist as/part of a longer term
treatment protocol for generated and/or stored waste. For instance, mine tailings
can be initially treated to reduce certain contaminants prior to being deposited
onto a disposal area. Afterwards, the presence of the isolates within the mine
tailings can be used to advantage by further treatment designed to promote the
useful biological activity so as to bring about a continuing reduction and/or
stabilization of the contaminants present in the waste stream.

It is believed that similar results can be used in a variety of industrial waste
streams where the isolates can be used as part of a biological treatment process
to initially reduce the level of contaminants and to provide a microbial population
which can be used as part of a longer term freatment for the stored or depaosited
waste streams.

Although preferred embodiments of the invention have been described
using specific terms, devices, and methods, such description is for illustrative
purposes only. The words used are words of description rather than of limitation.
It is to be understood that changes and variations may be made by those of
ordinary skill in the art without departing from the spirit or the scope of the
present invention, which is set forth in the following claims. In addition, it should
be understood that aspects of the various embodiments may be interchanged,
both in whole and in part. Therefore, the spirit and scope of the appended claims
should not be fimited to the description of the preferred versions contained
therein.
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THAT WHICH 1S CLAIMED ISt
1. A biologically pure bacterial strain for bioremegiation of petroleum
hydrocarbons comprising an isolate selected from the group oonsistiﬁg of
ATCC accession numbers PTA-5570, PTA-5571, PTA-5572, PTA-5573,
- PTA-5574, PTA-5_575,:PTA-5576, PTA-5577, PTA-5578, PTA-5579, PTA-
5580, PTA-5581 and combinations thereof. o
2. A process of bloremediation of petroleum pollutants from a soil
environment comprising the steps of:
providing a supply of a contaminated soil having a petroleum

WO 2006/085848 | Pcrmszoosmoms
|
l
|
|

pollutant;
introducing into said supply of contaminated soil at least one
4 bacteria isolate which metabolizes constituents of the petroleum poilutant
' . _ and which further produces a biosurfactant; and,
providing adequate nutrients for a treatment time sufficient for the
poliutant utilizing isolate to degrade the petroleum pofpution.

3. The process according to claim 2 wherein said| concentration of
peti'oleum poliutant within said soil is less than about 1100 ppm total
petroleum hydrocarbons after treatment with the at least one bacterial
isolate.

4, A process of treating a mixed waste of soll contaminated with a
heavy metal poliutant and a petroleum pollutant comprising the steps of:

providing a supply of a contaminated soil containing a heavy metal
pollutant and a petroleum poliutant;
introducing into said supply of contaminated
_ -bacterial isolate which metabolizes a constituent of t
i . and which further produces a biosurfactant; and,
periodically removing a portion of the produced biosurfactant from

| at least one
petroleum pollutant

said supply of soil, said biosurfactant containing therein either a portion of
said heavy metals or said petroleum pollutants; and,
' ' repeating said step of removing a portion of saig surfactant until

l said heavy metal concentration is reduced to a target value.
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The process according to claim 2 wherein said supply of a
contaminated soit further contains a low-level radioactive waste.

The process according to claim 2 wherein said step of intrddumirigv DR
an isolate further comprises adding an isolate selected from the group |
consisting of ATCC accession numbers PTA-5579, PTA-5680, and PTA-e_ e
5581 and combinations thereof. _

The process according to claim 4 wherein said step of introducing :

at least one bacterium isolate further comprises adding an isolate selected :
from the group consisting of ATCC accession numbers PTA-5579, PTA-
5580, and PTA-5581 and combinations thereof.

A process of treating a soil containing low-level radioactive material
and petroleum hydrocarbons comprising the steps of:

praviding a supply of contaminated soil containing a radioactive
waste and a petroleum hydrocarbon;

introducing into said supply of contaminated soil at least one
bacterial isolate which metabolizes a constituent of the petroleum
hydrocarbon and is selected from the group consisting of ATCC accession
numbers PTA-5570, PTA-5571, PTA-5572, PTA-5573, PTA-5574, PTA-
5575, PTA-5576, PTA-6577, PTA-6578, PTA-5579, PTA-5580, PTA-5581,
and combinations thereof which metabolize a constituent of the petroleum
hydrocarbons; and,

treating said supply of contaminated soil until a treated
concentration of said petroleum pollutant is less than about 100 ppm total
petroleum hydrocarbons.

The process according to claim 8 wherein said at least one bacterial
isolate further comprises an isolate selected from the group consisting of
ATCC accession numbers PTA-5579, PTA-5580, and PTA-5581, and
combinations thereof.

The process according to claim 2 wherein said petroléum poliutant
includes polyaromatic hydrocarbons.
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1.

 The process according to claim 10 whereun said polyaromatic

- hydrocarbons further includes polyaromaﬁc hydrocarbons selected from .

3.

14,

18,

" 18.

- hydrocarbons and combinations. thereof.

isolate additionally produces a surfactant during bioremediation conditions.

the group consisting of 2-finged, 3-finged, and 4-ringed polyaromatic -~

The prooesé according to claim 8 wherein said at least one bacterial

The process according to claim 12 cémprising the additional step of
periodically removing a portion of the produced surfactant from said supply
of confaminated soil.

The_proqess'accprding to claim 4 wherein said petroleum poliutant
further includes palyaromatic hydrocarbons.

The process according to claim 14 wherein said polyaromatic

_hydmcarbons further. mcludes polyaromatic hydrocarbons selected: from

the group consisting of 2-ringed, 3-ringed, and 4-ringed polyaromatic

: hydrocarbons and combinations thereof

A process of treating lead contaminated soil so as to reduce the .

bioavauabmty of lead comprising:

providing a supply of the lead contaminated soil;
providing a solil amendment in the form of an about 1% to about 5%
or greater of a biological apatite;

“further adding to said contaminated soil an innoculant selected from
the group consnstmg of ATTC accession numbers PTA-5580, PTA-5581,
and combinations thereof;

- whersein said contaminated soil hereafter has a lower bioavailability

: of lead




Pb (ppm)

>,

Lead Availability

900

800

700

600

500

400

300

200 40N

100

Soil

T T T T T 1

NCA 1% NCA5% FA1% FA5% BA1% BAS5%

FIG. 1

N none
B A. piechaudii
[1P. putida

ot

8F8580/9007 OM

SOFE00/500T80/1LDd



(9z 31NY) L3IHS ILNLILSEANS

*N.C.A.- 4.67%
\ F. A-2.24%
o

B. A.- 33.10%

i

Loss-on-lgnition %

Y}

W)
virrerrsri A\

% none
K A. piechaudii

RUIINMINY

N

P. putida

Figure 2

¢/c

(4L

8+8LR0/900T OM

SOHE00/S00TS/LDd




INTERNATIONAL SEARCH REPORT ntermationa’ :ation No

PCT/US2005/003405

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

A62D3/00

IPC 7 C12N1/20 €12S1/00 B09C1/10 C02F3/34 C12R1/01

According to International Patent Glassification (IPC) or 10 both national classificalion and IPG

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (Glassification system followed by clgssification symbols)

IPC 7 C12N C12R BO9C CO2F A62D

Nocumentation searched othar than minimum documentation to the exten thal such documents are Inclided in the fielids searched

Electronic data base consuited during the international search {name of data base and, where praclical, search terms used)

EPO-Internal, BIOSIS, WPI Data, EMBASE, FSTA, PAJ

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ® | Citation of document, with indication, where appropriata, of the relevant passages

Relevant to claim No.

USA; MAY 20-24, 2001
ISSN: 1060-2011
the whole document

A SINGLETON D ET AL: "Microbial diversity 1,8
in an acidic refinery sludge”

ABSTRACTS OF THE GENERAL MEETING OF THE
AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY,

vol. 101, 2001, page 637, XP009052807
& 101ST GENERAL MEETING OF THE AMERICAN
SOCIETY FOR MICROBIOLOGY; ORLANDO, FL,

Further documents are listed in the continuation of box C.

Patent family members are lisied in annex.

* Special categories of cited documents :

*A* documeant defining the general state of the an which Is not
consideted to be of particular relevance

"E* earlier document but published on ot afterthe International
filing date

*L* document which may throw doubts on priority claim(s) or
which Is clted to establish the publication date of another
citation or other speclal reason (as speciilad)

*()" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P* document published prior to the intemational filing date but
later than the priority date claimed

*T" later document published after the internalional filng date
or priorily date and not in conflict with the application bul
:;'ﬂed t;) understand the principle or theory underlying the
nvention

X document of padicular relevance; the clalmsd invantion
cannot be consldered noval or cannot be considered to
invelve an inventive step when the document Is taken atone

*¥* document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu~
lm«:'l_.us. ‘gtmh combination being obvious to a person skiled
n tne al

*&* document tnember of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

25 August 2005

Date of imailing of the Intematlonal search repost

08 11. 2008

Name and malling address of the ISA

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Aijswijk

Tel (+31-70) 340-2040, TX. 31 651 epo i,
Fax: (+31-70) 3403016

Authorized officer

Valcarcel, R

Form FCTASA/210 (second sheat) (Jarwary 2004)

il




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International catlon No

PCT/US2005/003405

C.{Continuatign) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category ®

Chation of documsnt, with indication, where appropriate, of the relovant passages

Rslevant to ¢laim No,

A

PLAZA GRAZYNA ET AL: "Relationship
between soil microbial diversity and
bioremediation process at an oil
refinery."

ACTA MICROBIOLOGICA POLONICA,

vol. 52, no. 2, 2003, pages 173-182,
XP0090562781 ‘

ISSN: 0137-1320

the whole document

DATABASE WPI

Derwent Publications Ltd., London, GB; AN
2004-446832

XP002342187

BLOKHIN VA ET AL: “strain of bacterium
Pseudomonas alcaligenes MEV used for the

s i

removal of petroleum and its products from

soil, ground and surface water"
-8 RU 2 228 953 € ((BIOL-R) BRIOL
PREPARATIONS TOXIYOLOGY & HYGIENE)
20 May 2004 (2004-05-20)
abstract
KORDA A ET AL: "Petroieum hydrocarbon
bioremediation: Sampling and analytical
techniques, in situ treatments and
commercial microorganisms currently used”
APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY,
vol. 48, no. 6, December 1997 (1997-12),
pages 677-686, XP009052820
ISSN: 0175-7598
the whole document
DAGHER FADI ET AL: "Comparative study of
five polycyclic aromatic hydrocarbon
degrading bacterial strains isolated from
contaminated soils"

* CANADIAN JOURNAL OF MICROBIOLOGY,
vol. 43, no. 4, 1997, pages 368-377,
XP009052823
ISSN: 0008-4166
the whole document
WO 00/56668 A (PERRIELLO, FELIX, ANTHONY)
28 September 2000 (2000-09-28)
the whole document
SALLEH ABU BAKAR ET AL: "Bioremediation
of petroleum hydrocarbon polilution."
INDIAN JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY,
vol. 2, no. 3, July 2003 (2003-07), pages
411-425, XP009052818
ISSN: 0972-5849
the whole document

1,8

1,8

1,8

1,8

1,8

1,8

Fomm PCTASA/210 (sontinustion of secand sheet) (January 2004)

Y’




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

intemations cation No

PCT/US2005/003405

C.{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegoty

Chation of document, with Indication, where approptiate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

M

ANDREONI V £ET AL: "Bacterial communities
and enzyme activities of PAHs polluted
soils”

CHEMOSPHERE, PERGAMON PRESS, OXFORD,. GB,
vol. 57, no. 5, November 2004 (2004-11),
pages 401-412, XP004544270

ISSN: 0045-6535

the whole document

US 6 503 746 Bl (DAANE LORI ET AL)

7 January 2003 (2003-01-07)

cited in the application

the whole document

HAMANA KOEI ET AL: "Polyamine
distribution profiles in newly validated
genera and speclies within the
Flavobacterium-Flexibacter~Cytophaga~Sphin
gobacterium complex”

MICROBIOS,

vol. 106, no. Supplement 2, 2001, pages
105-116, XP009052886

ISSN: 0026-2633

the whole document

1,8

1,8

Foim PCTABA/210 (vantinuation of second shaet) (Janvary 2004)




- | 1 intemtu.. applicaon No.
INTERNATIQNAL SEARCH REPORT PcT/Uszoasfé'bsqps

‘Boxll Msemﬁomwm omain clafmsm bundunseardsable (Canﬁmﬁon oﬂhm 2oiﬁrstshwl)

2. D Cizims Nos.:

Th{a Imemaﬂnnalssemh Heport haa nol been estabﬂshed in respect ofcertain clalms under Moie 17(2)(a) for the rolmlhg raasom* .' ;

1DGtalmsNoa. '
mayraldeto waeotmat&motraquhedtobeeaw&ed bymiaAuﬂ\omy namely:

becauaeheymla&empartsdﬂmmmaﬁmampplbuﬁmmatdonmm with the prasoribed requiraments to such
mexmmatmmlngmmtemauond&amheanbecamwam,sped d

1o loamnos: oo _ _
bmmyamdepsndem-qlahaandmnatdmdhawgmmmwwm:nnmsofﬂwee.d(a).

[ Boxm Glosorvations where unfty of invontion is Iacking (Cortinuetion of em 3 of frst shost)

" This Intemational Saarching Authoriy found mislipis inventians In this infemational appication, aa folows:

see additional sheet

A, | A6 il required adkitionell search foss were Smely paid by the epplicant, thie intemaional Gesrch Report covers all

2. D &saﬂeeam%dﬂnsoouwbeeamhedwmmeﬁonpaﬁtymganaddiwmmmmwnyddnotwuapaymom
myaddlﬂo

D Mcmysomeoﬂherequ!’ed addifional search fees wers ﬁmeiypddby tha applicant, this intemational Ssarch Hepor!
covemmlymoseclahne for which leeswere paid, speciticelly ciaims

[I_[ No ired adclﬁmal search fees were fimely pald by the applicant. Consemedlv this international Search Report Is..
reetﬂctedto the lnvanﬂm ﬁratmanloned In the claims; It Is covered by claims Nos,

g 8 (bath part1a11y)

| RemarkonProtest [} e axtional ssarch ees wers accompanied by the applicant's protest.

D No profest accompjanied the payment of ackitiona) search fees.

.- Form POT/IBA210 (oontinuation of first sheet (2)) (Januery 2004)




i
l
i
l
\
|

Intemational Application No. PCT/US2005 /003405

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1,8 (both partially)

A biologically pure bacterial strain having ATCC accession
number PTA-5570 and method according to calim 8 involving
the use of said bacterial strain.

——

2. ¢laims: 1,8 (both partially)

As subject 1 but wherein the bacterial strain has the ATCC
accession number PTA-B571.

3. claims: 1,8 (both partially)

As subject 1 but wherein the bacterial strain has the ATCC
accession number PTA-5572.

—

4. claims: 1,8 (both partially)

As subject 1 but wherein the bacterial strain has the ATCC
accession number PTA-5573.

-

5. clatms: 1,8 (both partially)

As subject 1 but wherein the bacterial strain has the ATCC
accession number PTA-5574.

-

6. claims: 1,8 (both partially)

As subject 1 but wherein the bacterial strain has the ATCC
accession number PTA-5575.

7. claims: 1,8 (both partially)

As subject 1 but wherein the bacterial strain has the ATCC
accession number PTA-5576.

—

8. claims: 1,8 (both partially)

As subject 1 but wherein the bacterial strain has the ATCC
accession number PTA-5577.

9. clatms: 1,8 (both partially)
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As subject 1 but wherein the bacterial strain has the ATCC
accession number PTA-5578.

————

10, claims: 1-15 (all partially)

A biologically pure bacterial strain having ATCC accession
number PTA-B572 and methods involving the use of said
bacterial strain which produce a bjosurfactant.

—o—

11. claims: 1-16 (all partially)

A biolegically pure bacterial strain having ATCC accession
number PTA-5580 and methods involving the use of said
bacterial strain which produce a biosurfactant.

e

12, claims: 1-16 (a1l partially)

A biqlogicaiiy pure bacterial strain having ATCC accession
number PTA-55881 and methods involving the use of said
bacterial strajn which produce a biosurfactant.

—————

13. claims: 2-7,10-156 (a1l partially)

Method of bioremediation of petrolieum pollutants
introducing a bacteria isolate which metabolizes
constituents of the petroieum pollutant and which further
produces a biosurfactant, wherein the bacteria isolate 1s
not one of the 3 strains recited in claim 1 (PTA~-5579,
PTA-5580, and PTA-6581) which produce a biosurfactant.

———

14. claims: 4,5 (partially)

Method of bioremediation of petrolleum pollutants and heavy
metal pollutants by using a bacteria isolate which
metabolizes constituents of the petroleum poillutant and
which further produces a biosurfactant, said biosurfactant
containing a portion of said heavy metals or said petroliuem
pollutants, wherein the bacteria isolate 1s not one of the 3
strains recited in claim 1 (PTA-5579, PTA-5580, and
PTA-5581) which produce a biosurfactant.
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“BIOCATALIZADOR DE AGENTE TENSIOACTIVO PARA COBRECCIéN DE

ORGANICOS Y METALES PESADOS RESISTENTES”

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a cepas bacterianas

Gtiles para la biocorreccién y procesos para utilizar las

cepas bacterianas. En particular, se refiere a aislados

bacterianos tunicos que pueden degradar hidrocarburos

poliarométicos (PAHs) y métodos para utilizar estas

novedosas cepas bacterianas para correccién bioldgica.
: o

También se ha demostrado la correccidén de plomo al reducir

la biodisponibilidad por una de las cepas que indica el

doble uso para correcciones orgdnicas e inorganicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

A '1§ largo de la especificacién se hace
referencia a diversos articules cientificos y -patentes.
Estas publicaciones se incorporan en la presente para
referencia a fin de describir el estado de la materia al
cual pertenece esta invencién y a fin de proporcionar
detalles o metodologias ;onvencionales y aparatos due
pueden ser utiles para llevar a la prdctica diversas
modalidades de la presente invencidn,

-Los hidrocarburos poliaromdticos (PAHs) son

contaminantes comunes 1 esparcidos encontrados en
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asociacidén con refinerias de petrdleo, algunos productoéj
derivados del petrdleo, instalaciones de almacenamiento de
petréleo, y lugares de derrames petroleros. Los niveles
elevados de PAHs estan asociados con efectos mutagénicos y
carcinogénicos en seres humanos y plantean un gran riesgo
para la migracidén y contaminacién de las fuentes de agua de
suelo y tierra. Como resultado, existe bastante interés en
técnicas y procesos que degraden los PAHs vy producﬁos
derivados del petréleo a fin de remediar el ambiente. Los
usos de agentes biolégicos para tratar los PAHs son
conocidos en la materia. La Patente de E.U. No. 6,503,746
para Deane describe cepas bacterianas en la familia
Bacillaceae las cuales son utilizédas en esfuerzos de
correccién de PAHs.

La “Patente de FE.U. No. 3,616,204 para Linn

describe la inoculacién de tierra contaminada con cultivos

de microorganismos conocidos para degradar los
contaminantes indeseables. El procedimiento descrito en

Linn involucra adicionalmente la introduccién  de
complementos nutricionales para incrementar la eficiencia
de correccidén de tierras.

La Patente de E.U. No. 5,100,455 para Pickard
describe la utilizacién de microflora y fauna endégenas en

combinacién con substratos humicos a fin de tratar

biolégicamente los contaminantes de la tierra incluyendo
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hidrocarburos asociados con petrédleo. o

La Patente de E.U. No. 4,849,360 para Norris.

describe un bioreactor para tratar tierras contaminadas con

petréleo en el cual se fuerza el aire a través de la tierra
contaminada a fin de facilitar la biocorreccidn. El
bioreactor utiliza microflora enddgena que se cogmplemente

con nutrientes de fésforo y nitrdgeno.

Aunque es cconocida una variedad de bacterias:

degradantes de PAH vy ha sido utilizado en diversas
aplicaciones para correcciones, existe la necesidad de
mejoras en la materia en términos de la identificacién de
nuevas y Utiles especies que tengan propiedades novedosas
las cuales sean efectivas para la rdpida degradacién de

contaminantes de petréleo. Ademds, existe la necesidad de

mejoras relacionadas con el campo de correccidén de metal

tales como por la reduccién de la biodisponibilidad del
metal presente en tierras contaminadas, flujos de desechos
con contenido metalico, y materiales de procesos

industriales.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a métodos para
lavdégradacién de contaminantes de petrdleo QUe incluyen
hidrocarburos poliaromaticos (PAHs). Ademds, la presente

invencidén se relaciona con un proceso de biotratamiento que

3




10

15

20

25

mejora la eliminacién de metales peéados de la tierra. .Lé*t:
presente invencién utiliza cepas bacterianas aisladas y
purificadas de aislados bacterianos provenientes de un;
terreno de refineria de petréleo. Algunos aislados tienen
la capacidad adicional de producir biocagentes tensioactivog
utiles.

Un aspecto de al menos una de las presentes
modalidades de la presente invencidén es propercionar cepas
bacterianas aisladas que produzcan bioagentes tensioactivos
bajo condiciones de correccidén in situ y ex situ. La
capacidad innata de las cepas bacterianas aisladas vy
purificadas para producir bioagentes tensiocactivos
contribuye a las propiedades, de correccidn de laé
bacterias. El bicagente tensioactivo proporciona una mayox
solubilidad de los PAHs y accesc de las bacterias a los
PAHs, incrementando consecuentemente la efiéiencia de 1la
biocorreccién por las cepas de bacterias. El bioagente
tensioactivo también puede reducir la biodisponibilidad del
Pb de lé tierra y se considera que tiene utiiidad para
biocorrecciones de otros contaminantes metalicos que
responden también a los tratamientos de agente
tensioactivo.

Un aspecto adicional de al menos una de la
modalidades de la presente invencidén se refiere a cepas

aisladas y purificadas de bacterias en las cuales las
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propiedades productoras de agente tensiocactivo contribuyen s

a una mayor solubilizacién de productos de petrdleo y de
derivados del petréleo. Los bioagentes tensioactivos
incrementan la solubilizacidén de los productos petroleros

la cual mejora el enjuague acuoso o eliminacién de

productos petroleros asociados con agregados de bioagentes. . -

tensiocactivos tales como estructuras micelares y las
relacionadas. Ademds, los Dbioagentes tensioactivos
incrementan también la biodisponibilidad de productos
petroleros que mejoran la capacidad microbiaﬁa de degradar
los contamiﬁantes. La biodisponibilidad mejorada es
benéfica para las cepas aisladas y purificadas asi como
también otros organismos benéficos presentes en el
substrato contaminado.

AGn otro aspecto de al. menos una de las
modalidades de la presente invencidn es proporcionar cepas
de bacterias aisladas y purificadas que degrédan PAHs de
peso molecular bajo de 2 y 3 anillos tales como naftaleno,
fenantreno, Y fluoranteno junto con | intermediarios
degradantes de PAH.

Adn un aspecto adicional de al ménos una de las
modalidades de la presente invencidén es proporcionar una
cepa de bacterias aisladas y purificadas la cual degrada

los PAHs de peso molecular alto y de 4 anillos incluyendo

pireno y fluoranteno. Tipicamente, los PAHs de peso
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‘molecular mis alto y de 4 anillos son mucho mas

peréistentes en el ambiente y resistentes a la degradacidn
en comparacién con los PAHs de peso molecular bajo. De
acuerdo con lo anterior, la capacidad para proporcionar
cepas de bacterias que degraden PAHs de peso molecular mas
alto y de 4 anillos es significativa.

Los intermediarios degradantes de PAH pueden
funcionar ademds como queladores metdlicos. Esta actividad
quelante o complejacién metdlica puede ayudar a la
correccién de desechos con contenido tanto de PAHs como de
metales; Ademds, al menos algunas de las cepas bacterianas
identificadés en‘la presente tienen capacidad para degradar
diversos tipoa diferentes de PAHs (incluyendo PAHs de 2;,
3-, y 4-anillos) ademds de tener capacidad para degradar
fenantreno. |

Ain otro aspecto de al menos wuna de las
modalidades de la presente invencién es proporcionar cepas
de bacterias aisladas y purificadas qﬁe tienen propiedades
de agente tensioactivo uUtiles para la eliminacion de
metales de tierras y substratos contaminados. Las cepaé de
bacterias aisladas y purificadas producen mondmeros de

bicagente tensioactivo. Se produce una cantidad suficiente

‘de mondémeros de bicagente tensioactivo que los mondmeros se

agregan en estructuras. tridimensionales incluyendo colonias

micelares. Las estructuras micelares de bioagente
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tensioaétivo definen grupos de cabeza polar. que se unen.a\
iohes metdlicos en la tierra. Las estructuras micelares,
con contenido de iones metdlicos, pueden eliminarse por
suspensiones o enjuagues  acuosos(as), disminuyendo
consecuentemente el contenido de iones . metdlicos del
substrato. Después, los metales eliminados resultantes,
contenidos dentro de las estructuras micelares de bioagente
tensioactivo, contenidos dentro de las estructuras
micelares de ' bicagente tensioacti§o, se separan |y
concentraﬁ mas facilmente para su eficiente” desecho y
almacenamiento.

Aun otro aspecto de al menos de las presentes
modalidades de 1la invencién es proporcionar cultivos
aislados y purificados de bacterias que producen bioagentes.
tensioactivos bajo condiciones = constitutivas, siendo
capaces ademds las cepas aisladas de degradar los PAHs
durante cohdiciones de correccién bioldgica.

Atn otro aspecto de al menos una de las presentes
modalidades de la invencidén es proporcionar cepas aisladas
y purificadas de bacterias que tienen la capacidad para
degradar un amplio rango de diferentes tipos de PAHs bajo
condiciones de correccidn biolégica.

AGn otro aspecto de al menos una dé las presentes

modalidades de la invencidén es proporcionar cepas de

bacterias aisladas y purificadas que tienen capacidad para
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producir una reduccién general de hidrocarburos: de petréleo:ﬁ*
total (IPR - total petroleum hydrocarbons). Adends, la

capacidad de algunos aislados para producir un bioagente

tensioactivo durante las condiciones de  correccion .

bioldgica incrementa la biodisponibilidad de hidrocarburos
de petréled para otros microorganismos  que pueden estar
presentes en tierras contaminadas u otros productos de
desecho.

AGn otro aspecto de al menos una de las presentes
modalidades de la invencidn es prqporciénar cepas de
bacterias aisladas y purificadas que tienen Jla capacidad
para degradar los PAHs Jjunto con una capacidad para
producir un biocagente tensiocactivo durante las condiciones
de cdrreccién biolégica.

AGn otro aspecto de al menos una de las presentes
modalidades aeyla invencidn es permitir que las cepas de
bacteriaé aisladas y purificadas tengan la capacidad para
producir una reduccién general de la disponibilidad ’de
plomo que éuede estar presente en tierra o los flujos de

agua con contenido de plomo. El biocagente tensioactivo

producido por uno o mas aislados puede' utilizarse en

combinacién con fosfatos inorganicos a fin de reducir la
biodisponibilidad del plomo en un substrato contaminado tal
como tierra.

Otros aspectos de al menos una modalidad de esta
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invencién incluyen un proceso de correccién biolégica «de ..

contaminantes petroleros provenientes de un ambiengé;JP'
contaminado que comprende los pasos §a£$ §meorcionar un
suministro de un substrato contaminado con un contaminante
petrolero; introducir’ en el suministro del substrato
contaminado élymenos un_aislado bacterial que metabolice.ﬁwy
los integrantes del contaminante petrolero y que_produzcaf
ademas un bicagente tensiocactivo; Yo proporcionar
nutrientes adecuados para un tiempo de tratamiento
suficiente para que el contaminante petrolero utilice el
aislado a fin de degradar la contaminacién petrolera hasta
una concentracién objetivo de 100 ppm de TPH o mencs.

Estos y otros aspectos de la invencidén se

proporcionan por cepas bacterianas bioldgicamente puras

para la biocorreccién de productos petroleros y los PAHs

gque comprenden los aislados seleccionados de los aislados
identificados en la Tabla 2.

Estas y otras caracteristicas, aspectos, Yy
ventajas de la presente invencidn se comprenderan mejor con
referencia a la siguiente descripciédn y.reivindicaciones

anexas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 presenta una grafica gue muestra la

biodisponibilidad del plome con respecto a diversos
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aditivos y aislados biolégicos con respecto a una tierfa-:
altamente contaminada (900mg Pb/Kg de tierra).

La Figura 2 es una grdfica que presenta los
cambios en la materia orgdnica total en muestras de tierra

después de un protocolo de tratamiento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Una descripcidén total vy  habilitante de la
presente invencién, incluyendo la modalidad preferida de la
misma, para aquellos expertos en la materia, Sse expone mas
particularmente en el resto de la especificacidn. A
continuacién se harda referencia detalladamente a las
modalidades de la invencidén, uno o mas ejemplos los cuales
se exponen a continuacién. Cada ejemplo se proporciona a
manera de explicacién de la invencidn, no de'limitaciéﬁ de
la invencidn. De hecho, sera aparente para aguellos
expertos  en la materia gue pueden realizarse diversas
modificaciones y variaciones en la presente invencidén sin
aislarse del alcance o espiritu de la ‘invencién. Por
ejemplo, las caracteristicas descritas como parte de una
modaliaad pueden utilizarse en otra modalidad a fin de
producir una modalidad adicional. Consecuentemente, seé
preteéende ' gue la presente invencidn cubra tales

modificaciones vy variaciones dentro del alcance de las

reivindicaciones anexas y sus equivalentes. Otros objetos,
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caracteristicas, y aspectos de la presente invencién se.

revelan en la siguiente descripceidén detallada. Los

expertos . en la materia comprenden due la presente.

descripcidén es solamente una descripcién de modalidades a
manera de ejemplo y no pretende ser limitante de aspectos

més amplios de la presente invencidén, aspectos mds amplios

gue se incorporan en las construcciones a manera de

eijemplo.

La presente invencién se refiere a aislades:

bacterianos obtenidos a partir de una vieja refineria de
petrélec en Czechowice, Polonia. Los sedimentos afiejados
proveniente de la refineria de petrdleo se caracteriza por
sus propiedades acidicas (pH  2) y contiene altas
concentraciones de PAHs junto con metales pesados. _Ademés,
los sedimentos se caracteriza por la presencia de

catalizadores agotados, asfdlticos, tierra diatomacea, gel

de silice, y polvillo de cenizas de carbén, conteniendo

todos altos niveles de fondo de metales pesado (Pb/Cd/Zn)
los cuales se han depositado con anterioridad en el iugar.

El lugar de concentracién es de un &rea que tiene

aproximadamente 120,000 toneladas de material de desecho

depositade en lagunas sin revestir a 3 metros de

profundidad cubriendo un &rea de 3.8 hectareas. Se aisléd

.un total de 45 bacterias, 68 hongbs, y 7 especies de

levadura a partir de los sedimentos en un medio minimo
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acidico (pH 4) expuesto a vapor de naftaleno.

Un subconjunto de aislados se caracterizd por i o

criterios taxondémicos tradicionales, BIOLOG™, y analisis de
genes de ARNr de SSU. Los grupos bacterianos incluyeron
especies de Proteo bacterias, Ralstonia, Pseuduomonas y
Alcaligenes. Las caracterizaciones adicionales de los
aislados pueden ocbservarse con referencia a la informacién
pxbporcionada en las Tablas 1 y 2. Los protocolos de
caracterizacidn de BIOLOG™ que utilizan factores
nutricionales minimos junto con diversos  substratos
organicos de interés se describen con rgferencia a la

publicacién *“Uso de tecnologia BIOLOG™ para técnicas

microbioldgicas riesgosas y de examen quimico” (Use of 7.

BIOLOG™ Technology for Hazardous Chemical Screening,
Microbiological Techniques) 18:329-347, 1993, y que se
incorpora en la presente para referencia.

Se aislé un total de 45 bacterias, 68 hongos, y 7
especies de levadura utilizando un medio de desarrollo
basal de sales minerales acidicas de vapor de naftaleno.
Aunque no se exponen separadamente, ée observa gue muchos
de los aislados tienen la capacidad para metabolizar el
catecol y los aislados bacterianos se caracterizaron por la
capacidad para degradar PAHs. Ademds, se observa que los
organismos aislados y purificados tienen la capacidaa para

degradar los PAHs también tienen la capacidad para degradar

Sor
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una variedad de Qontaminaﬁ?és de petxégggfasociados coufld@f

mediciones de hidrocarburos de petréleo total.
Como se expone en la Tabla 1, se observé que tres

especies bacterianas designadas CZORL1B, BP20, y CZORLlBsm;3%T-u

y que corresponden a los aislados ‘1 a 3 en la Tabla 2,:
producen un’agente tensiocactivo cuando se désarrolla en un
medio minimo con contenido de naftaleno, fenantreno, o
fluoranteno. Se observd que nueve cepas adicionales
identificadas en la Tabla 1 degradaron los contaminantes .;r:¢W m
aunque . los aislados . adicionales no de muestran una

capacidad para producir un agente tensioactivo.

Las cepas bacterianas anteriormente identificada
se desarrollaron y mantuvieron en placas al 1 por ciento de
peptona, triptona, extracte de levadura, glucosa (PTYG -
peptone, trypticase, yeast extract, glucosa) . Las
bacterias se desarrollaron aerdbicamente a 30°C y se
mantuvieron en un medio minimo a 4°C o en almacenamiento a
large plazo en un mediq congelado mantenido a -70°C o en
nitrégeno liquido (-196°C).

La identificacién de las bacterias se realizé
utilizando - los protocolos de identificacidén de ADNr o
Esteres Metilicos de Acido Graso (FAME -~ Fétty Acid Methyl
Esters) como se expone en la publicacidén “Evalucidn
Bacterial, Reserfias Microbianas” (“Bacterial Evolution,

Microbial Review”) 51:221-227 por C. R. Woese (1987) y la
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cual se incorpora en la presente para referencia. Los

depésitos de los aislados 1 a 12 identificados en la Tgsl&g@
2 se depositaron con la ATCC (ATCC - American Type Culturei

Collection), Rockville, Maryland, el 9 de Octubre de 2003, :
y tienen los numeros de designacién de ATCC. Las formas de.
depésito anexas a cada uno de los depdsites de aislado
enviadas al ATCC se incorporan en ' la presente para

referencia.
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Evaluado para las siguientes caracteristicas®:

aislado indige meta NAP PHE

figién

Aislado en vapor de naftalenc®
Baa-1 (PB19) Indigo

BAA (PB16) Indigo

BAR (PB(4) indigo

CZORL1B (KN-1)° meta £isidn
BP20 CZORL1IB (KN-2)° meta fisidn

CZORL1Bsm (KN-3)¢ meta fisién

PB1S indigo NAP  (se designd
BP20)
Aislado con sobreatomizador de fenantreno®
BPA Indigeo PHE
BPB indigo PHE
BEC fndigo PHE
BPD ) Indigo PHE
BPE indigo PHE
BPF fndigo meta NAP PHE
fisién
BPG indigo meta
fisién
BPH _ indigo meta PHE
fisién
BPI . Indige PHE
BRJ indige
BPK . PHE
BPEL indigo PHE
BPM indigo PHE
BPN indigo PHE
BPO Indigo PHE
BPP indigo PHE
BPQ indigo PHE
BPR indigo meta PHE
fisioén

ANT
ANT

ANT

ANT
ANT

ANT
ANT

ANT

ANT
ANT
ANT

ANT

FLE

FLE
FLE
FLE
FLE
FLE
FLE

FLE -

FLE
FLE
FLE
FLE
FLE
FLE
FLE

FLE

FLA PYR
FLA PYR
FLA PYR

PYR
FLA

a Abreviaciones; indigo, produccién de indigo derivade de indola; meta fisidn,
actividad de dioxigenasa de 2,3 catecol;
antraceno; FLE, fluoreno; ACE, acenanfteno; FLA, fluorantenq; PYR, pireno.

b Bacteria aislada en placas de dgar-Agar expuesto a naftaleno.
¢ Bacteria gue produjo bioagente tensioactivo

naftaleno;

fenantreno; ANT,

d Bacteria aislada en placas de &gar-agar expuestas a cristales de fenantreno.

Tabla 1

Dioxigenasa dihidroxilante y actividad de dioxigenasa de
2,3 catecol y rango degradante de PAH de aislados.
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Aislado Identificacidén Némero de

Accaeso des
ATCC
1) CZOR-L1B (KN-1) ALCALIGENES-PIECHAUDII SRS PTA-5580
2) BP-20 (KN-2) RALSTONIA PICKETTII SRS. ~ PTA-5579
1) CZOR-L1Bsm(KN-3) PSEUDOMONAS-PUTIDA BIOTIPO B SRS  PTA-5581
4) BPB FLEXIBACTER CF. SANCTI SRS PTA-5570
5) BEC PSEUDOMONAS FREDRIKSBERGENSIS SRS = PTA-5571
6) BPE STAPHYLOCOCCUS WARNERI, LMG 19417 PTA-5572
SRS
7) BPF SPHINGOMONAS SRS PTA-5573
8) BPH SPHINGOMONAS SP. S37 SRS PTA-5574
9) BPI PHYLOBACTERIUM SRS PTA-5575
' (o PROTEOBACTERIUM TA-A1l)
10) BPJ SERRATIA FICARIA SRS PTA-5576
(o« PROTEOBACTERIUM TA12-21)
11) BPK AGROBACTERIUM TUMEFACIENS SRS PTA-5577
12) BPL RHIZOBIUM SP, SDW045 SRS PTA-5578
Tabla 2

Identificacidén de aislados

Los aisladoes de bacterias anteriormente
identificados se han establecido como distintas especies.
Cada uno de los aislados identificados tiene propiedades
degradantes de PAH y ha demostrado capacidad para reducir
el TPH en tierra también. Ademds, algunos aislados tienen
capacidad para producir un biocagente tensiocactivo. Cada
aislado se considera novedoso, con base en la
caracterizacién de ADNr y las variaciones observadas en las
Tablas 1 y 2 con respecto a las caracteristicas de
desarrollo fisioldgico.

Los aislados 1-3, ATCC PTA-5580 (Alcaligenes
piechaudii SRS); ATCC PTA-5579, (Ralstonia pickettii SRS);

y ATCC PTA-5581 (Pseudonomas putida Biotipo B SRS)
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identificados con anterioridad, demuestran todos capacidéd
para producir un biocagente tensioactivo, cuya.formaCién se
observd durante las condiciones de cultivo. El exudado de
biocagente tensioactivo se evalué para cada aislado y se
determind que tenia una tensidén superficial que altera la
propiedad consistente con upn agente tensioactivo. Los
aislados 4-12 demuestran capacidad para biodegradar una
Qariedad de PAHs (Tabla 1). Como se establece en el
Ejemplo 1 mostrado a continuacién, el uso de un conjunto de
doce aislados identificados en la Tabla 2 para remediar los
hidrocarburos de petrdleo contenidos en ia tie;ra en un
estudio de correccién de  bioreactor da come resultado
cantidades visibles de biocagentes tensiocactivos producidos
bajo las condiciones de cor#eccién biolégica.
I

La capacidad de| algunos aislados de producir
|

I
bicagentes reactivos se cobsidera que mejora la correccidn

a ttavés de diversos meca#ismos diferentes. La produccion

del biocagente tensioacti@o incrementa la disponibilidad
; .

bioldégica de los PAHs fy otros compuestos petroleros

hidrofdébicos. La mayor disponibilidad bioclégica incluye la'

capacidad del agente tensioactivo producido de solubilizar'

y tener disponible para [el aislado los PAHs y los demds

compuestos petroleros. Como tal, la capacidad de 1los

aislados de producir agentes tensiocactivos incrementa la

eficiencia de los aislados para degradar y metabolizar los
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PAHs.

Como se observa en

18 -

el Ejemplo 1, el conjunto de

aislados utilizados da como resultado cantidades visibles

de agentes tensioactives prg

bioagentes tensioactivos generalmente tienen una quimiga.

consistente de una cabeza polar y una cola no polar. En

ducidos en la tierra. Los

soluciones acuosas, los. biopgentes tensicactivos sirven

para reducir la tensidén superficial liquida y @para

facilitar la formacién de unla emulsién entre liquidos de

diferentes polaridades. Esta capacidad. facilita la

utilidad de los Dbioagentes tensiocactivos porque las

regiones de cola no polar e h
tensiocactivos y de las estruc
tensicactivos pueden retener
petroleros. Los aceites vy

retenidos tienen mayor bio

biodegraden. las Dbacterias.

idrofdbicas de los bioagentes
turas micelares de bioagentes
aceites y otros compuestos
otros compuestos petroleros
disponibilidad para que se

Ademas, las estructuras

micelares que contienen aceltes y compuestos petroleros

retenidos pueden eliminarse o

enjuagarse peridédicamente del

sistema, proporcionando consequentemente una capacidad para

aislar y -separar también

substrato de tierra.

compuestos petroleros del

Ademds, las estructuras micelares formadas por

los bioagentes tensiocactivos mejoran la eliminacién de

metales de la tierra.

Los grupos hidrofilicos de cabeza
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polar de estructuras micelares se unirdn a metales y iones

metdlicos presentes en la tierra. Una vez unidos, la

naturaleza soluble de las estructuras micelares permite
recolectar las estructuras micelares y metales unidos. Una

vez recolectados, el nuevo volumen concentrado de

adicionalmente para separar los metales derivados del

bioagente tensiocactivo. Ademds, se ha descubierto que los

aiglados seleccionados que producen biocagentes

“tensioactivos pueden utilizarse para reducir la

bigdisponibilidad de alguncs metales tales como plomo
presentes en la tierra. 'Para algunas correcciones, los
agentes tensioactivos no se utilizan para eliminar un
cgﬁtaminante, sino mds bien para proporcionaf un método de
esﬁabilizacién a largo plazo de un sitio contaminado. La

estabilizacién incluye reducir la biodisponibilidad del

plomo ademds de evitar la migracién del plomo a sitios no

contaminados  superficiales y adyacentes y al agua

subterrdnea.

Ejemplo 1

Se construyd un bioreactor mdévil y se suministréd
con un volumen de cuatro toneladas de tierra contaminada

con cesio-137 de bajo nivel y 26,000 ppm de hidrocarburos

de petréleo. La tierra contaminada fue material desgastado

LI

estructuras micelares y metales contenidos puede tratarse

Lo
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obtenido por the Savannah River Site (Aiken, 3C). -La b
fuente vy conformacién de los productos petroleros es
deséénocida pero se considera que es una mezcla de aceite
de motor y combustible diesel utilizados.

La tiérra se modificd con un agente masivo al 7%_M
de abono afiejo. Para cada aislado, se afadié un cultivo de

tres litros en fase de desarrollo logaritmico y se

'distribuyé dentro de las cuatro toneladas de tierra de

déséchos mixtos. El bioreactor se encuentra equipado con
un fondo elevado, secundario y perforado que tiene lineas
inferiores de ventilacién de alimentaciodn §ue proporcionan
ﬁn suministro continuo de aire ambiente al bioreactor.
Adends, se’aplicaron complementos de nutrientes periédicos
de fertilizantes de nitrégeno, potasio, y fdésforo (10-10-
10) para mejorar la actividad biolégica dentro del
bioreactor. 8Se anexaron acoplamientos de agua influentes y
efluentes. Se utilizaron compresores de aire, bombas al
vacio, y una bomba liquida para controlar y regular los
flujos de aire y liquidos a través del bioreactor vy
controlar el contenido de humedad en el bioreactor.

La presencia de cesio-137 de bajo nivél limité el

numero y tipos de técnicas de muestreo utilizadas para

" monitorear el bioreactor y requirieron el uso de filtracidn

HEPA con “los acoplamientos efluentes de aire. Las

mediciones periddicas de CO; indicaron que, en un intervalo




de cinco meses, se degradaron 121 1libras (54.8 kg) ’&e
productos petroleros. Con base en las mediciones de COgz,
se calcula conservadoramente que el proceso de correccidn
bioldégica elimind 16,000 mg/kg de contaminantes petrolemwg__
5 de la tierra durante el intervalo de cinco meses déh
evaluacién.,  Se demostré que el volumen de 4 toneladas de
tierra contaminada redujo el TPH hasta 45 ppm después de 20
meses de  tratamiento. La capacidad de los aislados de
degradar el petrdleo y otros productos de hidrocaburo y
10 simulténeamenté de producir bioagentes tensioactivos ofrece

enormes ventajas en términos de eficiencia y versatilidad

de 1los protocolos de tratamiento. Por ejemplo, se
considera que para las tierras contaminadas uUnicamente con
% ' peﬁréleo y derivados del petréleo, los presentes aislados
15 . pueden wutilizarse, individualmente o en conjunto, con

técnicas convencionales de correccidn biolégica para

mejorar la eficiencia de degradacidn. Como se describié

. con anterioridad, la accién de los biocagentes tensiocactivos
crea una mayor zona de solubilidad de petrdleo para cada

20 bacteria individual. Como resultado, ocurre una mayor
disponibilidad de productos petroleros. Ademds, en la

medida en.que los aislados forman colonias, biopeliculas, o

biolaminas anexas dentro de porciones de tierra, se

considera «que los agentes tensicactivos incrementan

25 substancialmente la biodisponibilidad de los substratos
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petroleros para los agregados bacterianos. Al mismo
tiempo, los agentes tensioactivos incrementan también la
solubilizacién de metales pesados que pueden estar
bresentes y gque proporcionan capacidad para reducir la
concentracidn de metales pesados mediante la eliminacidén de
los agentes tensioactivos producidos.

Como se observa en el Ejemplo 1, el conjunto de
aislados proporciona un proceso de correccién bioldgica que
puede alcanzar reducciones significativas del petréleoc en

tierra contaminada. Esta propiedad es particularmente 0til

con respecto a la formulacidén de estrategias de desecho

-para desechos mixtos en los cuales la tierra contaminada

con petrdleo y el material radiactivo de bajo nivel se
encuentran presentes conjuntamente. Actualmente, la tierra
contaminada con desechos radiactiveos de bajo nivel y que

tiene contaminantes petroleros adicionales debe estar por

. debajo de los limites normativos de 1 ppm de BTEX (benceno,

tolueno, etilbenceno, xileno, y 100 ppm de TPH (Total
Petroleum Hydrocarbons) antes de que la tierra pueda
clasificarse y desecharse como desecho radiocactivo de bajo
nivel. El costo de desecho de la tierra ¢gue cumple la
definicién de un desecho radiactivo de bajo nivel es de
aproximadamente U.S. $262 por metro cubico al afio. En

cambio, la tierra con contenido de material radiactivo de

bajo nivel y con una contaminacién de petréleo gque excede
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los limites normativos debe almacenarse como un productbkd@-”\
desechos mixtos. El costo de almacenamiento de tierra de
desechos mixtos es de aproximadamente U.S. $10,165 por

metro cubico de tierra al afio con base en los costos

anuales solamente. La capacidad para tratar tierraé e
desecho mixto y consecuentemente de elimin.ar los nivelesﬁu
substanciales de contaminantes petroleros es de importancia
critica. La eliminacién de suficientes contaminantes
petroleros de wuna tierra de desechos mixtos permite
desechar el deéperdicio como un desecho radiactivo de bajo
nivel. El costo resultante es 38 veces menor que el costo
de almacenamiento de un desecho mixto.

El uso de los presentes inoculantes es ventajoso
porgue, & ’diferencia de algunas técnicas anteriores, el
volumen de modificaciones a la tierra se mantiene en un
minimo. Mantener el volumen de modificaciones de la tierra
en un minimo reduce los eventuales costos de desecho,
particularmente para la tierra con contenido de radiacién
de bajo nivel.

Los presentes aislados también se consideran
utiles para los proyectos‘ de correccién in situ. El
conjunto de aislados puede suministrarse a la tierra
contaminada utilizando cualguier namero  de técnicas
convencionales. Segun se requiera, los cbmplementos

adicionales djunte con el suministro de oxigeno en forma
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‘capacidad de algunos aislados de producir un adéﬁ;

fisica o quimica facilita la actividad de correccidn @i

biolégica. Dada la capacidad de los aislados para degradar
los PAHs asi como también la capacidad deseada de degradar
los hidrocarburos de petréleo generalmente, es ventajosa la

correccién in situ gque utiliza aislados. Ademds, la

tensioactivo (bioagente tensicactivo) durante las’

condiciones de desarrollo de la tierra hace mds benéfico el
uso de algunos aislados. Como se observa, el biocagente
tensioéctivo mejora la capacidad para retener fisicamente
los productos petroleros y metales pesados asi como también
de proporcionar una mayor solubilizacidén y acceso de
hidrocarburos de petrdéleo tanto a los aislados bacterianos
asi como también en microorganismos presentes en el

ambiente de tierra.

El uso de biocagentes tensioactivos puede producir’

resultados 1ntiles en una variedad de condiciones de
sqbstrato contaminado. Por ejemplo, en la materia se
conoce que los biocagentes tensicactivos tienen propiedades
utiles de complejacién de metales que pueden reducir la
toxicidad del metal tanto con contaminantes orgdnicos como
metéligos. ‘Una de tales publicaciones, titulada “Un
biocagente tensiocactivo ramnolipido reduce la toxicidad de

cadmio durante la biodegradacién de naftaleno” (“A

Rhamnolipid Biosurfactant Reduces Cadmium Toxicity during

Y
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Naphtalene Biodegradation”), por Sandrin et al.,

Microbiologia Ambiental 3% Aplicada (Applied and
Environmental Microbioclogy), Octubre de 2000, pags. 4585~
4588, y que se incorpora en la presente para referencia,
describe la capacidad de biocagentes tensioactivos para
reducir la toxicidad metdlica en los sistemas co-
contaminados que tienen contaminantes tanto organicos como
metdlicos.

Una publicacién adicional, “Agentes tensioactivos

microbianas y su 1so en estudios de campo de correccion de

tierra” (“Microbial Surfactants and their use in Field

Studies of Soil Remediation”), por N. Christofi e I. B.

Ivshina, publicada en la Gaceta de Microbiologia Aplicada
(Journal of Applied Microbiology), 2000, 93, pags. 915-929,
y que se incorpora en la presente para referencia,
pfoporcioﬁa un resumen 0til del papel de agentes
tensioactivos en aplicaciones de correcciodn de tierra. Los
bicagentes tensiocactivos - pueden, bajo condiciones
apropiadas, proporcionar beneficios Gtiles con respecto a
una solubilizacién .orgénica, degradécién organica,
solubilizacié4n metdlica, y aislamiento metalico.

Algunos aislados descritos en 1la presente han

" demostrado capacidad para reducir la biodisponibilidad del

plomo en una tierra contaminada. Los contaminantes de

" plomo en la tierra pueden ocurrir como resultade de
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numerosas actividades que incluyen la minerié, la'p:esencia-
de pinturas con contenido de plomo, artilleria.de rangos de
disparo, contaminacién derivada de la gasolina y aditivos
de pet;éleo, centros de reciclaje de baterias de plomo, y

residuos derivados de explosivos con contenido de plomo.

La exposicidén al plomo se encuentra asociada con numerosc
padecimientos nerviosos humanos y de los sistemas.a
reproductivos.  El plomc normalmente ingresa al cuerpo a
través de la inhalacién o 1la ingestidén de polvo con
contenido de plomo.

Se sabe que las tierras con contenido de plomo
pueden tratarse con el uso de correcciones de tierra a fin
de reducir’_la biodisponibilidad del plomo. Algunas de
tales | correcciones incluyen apatitas, HR, y otros
materiales con contenido de fosfato de calcio. Las
apatitas son conocidas por unirse al plomo y a otros
metales .en la tierra y consecuentemente reducen 1la

tendencia del plomo a migrar. Esta interaccidén de unidn

reduce también la biodisponibilidad del plomo. También

pueden utilizarse los agentes tensioactivos seleccionados a
fin de reducir la biodisponibilidad del plomo como lo
demuestra el aislado 3.

Se realizd una evaluacidén del aislado 1
(Alcaligens piechaudii) y del aislad 3 (Pseudomonas putida)

para ver si podian obtenerse reducciones benéficas en la
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biodisponibilidad de plomo al incorporar los aislados de’

produccién de bioagente tensiocactivo con otra correcciones

de tierra en tierra con contenido de plomo. La tierra

contaminada con plomo se obtuvo a partir de un pequefio
raﬂgo de disparo de armas en el que se habian acumulado en
la tierra balas de plomo durante varios afios. Se mezclan
50 gm de muestras de tierra contaminada con 3 diferentes
correccidén de fosfato de calcio. Las correéciones de
fosfato de calcio incluyeron un fosfato de calcio de roca
de calcio de generacidn natural proveniente de Carolina del
Norte (EUA) designada en lo sucesivo como NCA, un fosfaﬁ&iﬁ

de calcio de roca de generacidén natural proveniente de

'Florida (EUA) designada en lo sucesivo FA, y una apatita

bioldégica obtenida a partir de huesos de pescado alojados
en la tierra, designada en lo sucesivo como BA. Se
realizaron adiciones de peso del 10% y del 5% de NCA, SA y
BA en las muestra respectivas de las tierra contaminadas
con plomo. Ademds, algunas de las muestras de tierra
corregida se trataron adicionalmente por la introduccidn de
mueétra de 5ml del aislado numero 1, Alcaligenes
piechaudii, en un caldo nutriente de PTYG al 1%. La
densidad del aislado fue de 3.11 E + 08 células por ml.
También se trataron muestras adicionales con el aislado
nimero 3 Pseudomonas putida utilizando una adicién similér

de 5 ml y una densidad de 3.43 E + 08 células por ml. con
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contenido de muestras para la correccién microbianai,
incluido un caldo estéril de PTYG al 1%. Las muestras de
tierra contaminada y diversas correcciones;y cultivos se
mezclaron conjuntamente en recipiente sellados los cuales
se conectaron mediante tuberia a un Respirdmetro Micro-
Oxymax (Columbus Instruments, Columbus, 0) para la
determinacién de tasas metabdlicas incluye el consumo de
oxigeno y evolucién de CO:. La densidad microbiana se
obtuvo mediante técnicas convencionales de preparacidén de

placas para determinar la densidad de la colonia y de la

muestra.

Como se observa en los resultados expuestos en la
Figura 1, la adicién del aislado 3 alcanza una disminucidn
significativa en la biodisponibilidad del plomo medida a
través de un procedimiento de lixiviaci6n  caracteristica
de toxicidad (TCLP -~ toxicity characteristic 1leaching

procedure) gque utiliza protocolos identificados en el

Método 6010 de la Agencia de Proteccidén Ambiental de E.U.

Las correcciénes microbianas generan reducciones
significativas en la biodisponibilidad del plomo cuando son
utilizadas con las correcciones de tierra al 5% de NCA o
BA. Dado el bajo costo de un producto de BA y la

uniformidad de la apatita bioldégica, se considera que el

uso de la apatita bioldgica en combinacidén con el aislado

3, o combinaciones de los mismos, ofrece una excelente
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reducéiéh para la biodisponibilidad del plomo en la tierra}}?if

La combinacién de la apatita biolégica con los
biocagente tensiactivos de generacién natural derivados de
las Dbacterias del aislado 3 produce otras n&jorgs
observadas para las muestras de tierra contaminada. Se .
observa que hubo un incremento en las tasas metabdlicas
medide por el consumo de oxigeno y se incrementd .la
produccién de didéxido de carbono Jjunto con la densidad
microbiana general. Como puede 6bservarse con referencia a
la Pigura 2, la materia orgéanica total ée incrementa
significativamente después de un periodo de incubacidn de
114 horas para muestras que utilizan el aislado P. putida
en combinacién con la apatita bioldgica en los niveles de
incorporacién de tanto de 1% como de 5%. E1 incremento.de
la materia o;génica total releja el incremento de la
poblacién microbiana total atribuible al mayor ;uministro
de nutriente dé los bicagentes tensioactivoes. La mayor
biodispoﬁibilidad de micronutrientes da como resultado una
mejor actividad bioldégica que da como resultade un
incremento en materia orgdnica. Aunque los resultados mas
significativos pueden observarse con las apatitas
bioldégicas en combinacién con la cepa del aislado P.
putida, diversas combinaciones de otras apatitas sugieren
que pueden utilizarse uno o mas aislados para incrementar

la actividad microbiana total.




10

15

20

25

Lo T e T

Aungue no se feportan separadamente, se observa
que los incrementos en la materia organica como se observa
en la Figura. 2 estdn correlacionados con incremento
significativos en el pH de 1la tierra, consumo de O
produccién de COz, asi como también una biodisponibilidad-
del plomo reducida como se observa en la Figura 1.

Se considera que el uso de los aislados descrito

con anterioridad produce una disminucién en la

‘biodisponibilidad del plomc debido al menos en parte a las

propiedades de produccidén de agente tensioactivo de los
aislados. Se considera éue los biocagentes tensioactivos
acentian las tendencias dinherentes de la apatita con
respecto al incremento de las tasas metabdlicas,
biodisponibilidad de nutrientes, e incrementos favorables
en el pH y la disminucién de la biodisponibilidad del
plomo. Como se describidé con anterioridad, los bioagentes
tensicactivos producen condiciones de tierra favorables que
mejoran las: condiciones de los nutrientes Yy la
biodisponibilidad de micronutrientes para microorganismos.
Se considera que el incremento en la actividad bioldgica y
la biomasa asociada en la tierra disminuyen también la
biodisponibilidad del plomo. La actividad de P. putida
para disminuir la biodisponibilidad del plomo en la tierra

es sinergistica con BA a una concentracidn del 5%. El

incremento exponencial en la tasa de respiracién, densidad
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microbiana e incremento en la biomaéa es una clara
evidencia de que la actividad.se encuentra relacionada con
actividad bioldgica especifica.

Como se observa en la Figura 1, diferentes
agentes tensioactivos tienen diferentes resultados cuando
se aplican a alguna apatita en particular utilizada como
aditivo inorgédnico. Uno podria, mediante experimentacidn
rutinaria, evaluar los diversos = aislados a fin de
determinar la combinacién que ofrece las mejoras deseadas
en la biddiéponibilidad del plomo con respecto a las
condiciones de tierra determinadas, las apatitas
seleccionadas y/u otros aditivos utilizados en el
procedimiento correctivo. Las combinaciones mis Gtiles de

aditivos y aislados pueden seleccionarse a fin de producir

la reduccién deseada en la biodisponibilidad del plomo.

Como se describe con anterieridad en esta

solicitud, los aislados son 0tiles para la reduccidn de

'PAHs asi como también la facilitacidén de la eliminacién y/o

secuestro de iones metdlicos derivados de tierras y
substratos contaminados. De acuerdo con lo anterior, para
las tierras contaminadas y flujos de desechos qué tienen
uha wvariedad de contaminantes que incluyen PAHs, iones
metalicos, y otros metales tale como plomo, el uso de uno o

mds de los presentes aislados, incluyendo los aislados que

producen un bioagente tensiocactivo, pueden tratar
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efectivamente maltiples contaminantes - en un lugar
determinado.

Aungue los ejemplos anteriores se determinaron en
el contexto de la correccidén de una tierra altamente

contaminada (900 mg de Pb/Kg de tierra), se considera que

la utilidad’de los aislados o combinaciones individuales dé*
aislados no se limita a esfuerzos de correccidén de tierra
per se. Por ejemplo, se considera que los biocagentes
tensioactivos que producen aislados pueden utilizarse como
parte de un proceso de tratamiento de flujo de desechos de
una mina o instalacidén industrial donde se generan metales

pesados, iones metdlicos, plomo, cobre, cadmio, cinc, otros

‘metales, y otros contaminantes. Muchos sitios (es decir,

basureros y terrenos industriales inactivos) tienen
contaminacién por plomc con una baja concentracién de ppm
(1-10 mg de Pb/Kg de tierra) gque es aun causa de
preocupacién debido al potencial impacto toxicoldgico y al
futuro uso de la tierra. El uso de inoculantes que se
incorporan al flujo de desechos inicial'y que incluyen uno
o mas de los aislados anteriormente mencionados puede
producir un volumen reducido de contaminantes dentro del
flujo de desechos e introducir una poblacién de flora
microbiana que pueda persistir como parte de un protocolo
de tratamiento a mds largo plazo para desechos generadbs

y/o almacenados. Por ejemplo, los residuos mineros pueden
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tratarse inicialmente para reducir algunos contaminantes

antes de desecharse en un &rea de desechos. Despuési.de

ello, la presencia de aislados en los residuos mineros |,

puede utilizarse para sacarle ventaja al tratamiento
disefiado a fin de mejorar la actividad bioldégica Gtil a fin
de producir una reduccién en el consumo y/o estabilizacidn
de los contaminantes presentes en el flujo de desechos.

Se cons;dera que pueden utilizarse resultados
similares en una variedad de flujos de desechos
industriales en los que los aislados pueden utilizarse como
pérte' de un proceso de tratamiento bioldgico a fin _de
reducir inicialmente el nivel de contaminantes y para
proporcionar.una poblacién microbiana que puede utilizarse
como parte de un tratamiento a mds large plazo para los
flujos de desechos almacenados o depositados.

Aunque las modalidades de 1la invencién se han
descrito utilizando términos, dispositives, y métodos
especificos, tal descripcidn solamente es para propdsitos
ilustrativos. Las palabras utilizadas son palabras de
descripcién méds que de limitacidn. Debe comprenderse que
lés expertos en la materia pueden realizar cambios vy
modificaciones sin aislarse del espiritu y alcance de la
presente invencién, la cual se expone en las siguientes

reivindicaciones. Ademds, debe comprenderse gque pueden

"intercambiarse aspectos de las diversas modalidades, tanto
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NOVEDAD DE LA INVENCION

Habiéndose descrito la invencién como

antecedente, se reclama como propied;é“lo contenido en las

siguientes reivindicaciones:

REIVINDICACIONES
1. Una cepa bacteriana biolégicamente pura la

biocorreccién de hidrocarburos de petrédleo caractergzada

porque comprende un aislado éeleccionado a partir del gﬁﬁ,
que consiste en los numeros de acceso de ATCC PTA-5570,
PTA-5571, PTA-5572, PTA~5573, PTA-5574, PTA-5575, PTA-5576,
PTA~-5577, PTA-5578, PTA-5579, PTA—SSéO, PTA-5581 y
combinaciones de los mismos.

2. Un proceso de biocorreccidén de contaminantes
de petréleo provenientes de un ambiente de tierra
caracterizado porque comprende los pasos para:

proporcionar un suministro de tierraﬁcontaminada
gque tiene un éontaminante de petréleo{

introducir a dicho suministro de tierra

contaminada al menos un aislado de bacteri€§XQUe metabaiiép

e T T S 2

los constituyentes- del contaminantéa“dg petréleoc y que
)

producémademéswUﬁ"EIBégente es aéffﬁjf"§,
proporcionar - ‘nutrientes adecua§h§ para una
T - e

duracién de tratamiento suficiente para que el contaminante

utilice (ajslados\\para degradar la contaminacidén de
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petrdleo.
3. El proceso segin la reivindicacién 2,
caracterizado porque la concentracién de contaminante de

petréleo en la tierra eS\méﬁbr que aproximédémenga)lOO ppm

de hidrocarburos de petrdleo total después del tratamiedpa

T

- s

con Qi’menos un aislado bacteriano.

e

4. Un proceso para tratar un desecho mixto de
tierra contaminada con un contaminante de metal pesade y un
contaminante de petrdéleo caracterizado porque comprende los

pasos para:

proporcionar un suministro de tierra contaminada
que contiene wun contaminante de metal pesado y  un

contaminante de petrdleo;

introducir a dicho suministro de tierras

contaminadas aiﬁgfﬂps un aislado bacteriano que metaboliza

un constituyente del contaminante de petréleo y que préduce

- ) e,
ademds un‘biocagente tensioactivoy y -

st
o -

elimlﬁgi'Qeréédigamgéfé)una porcién del biocagente
tensioactivo producido del suministro de tierra,
conteniendo el biocagente tensiocactivo serd una porcidn de
metales pesados o de los contaminantes dé petréleé; Yo

repetir el paso de eliminacién de una porcidn del

agente tensiocactivo hasta que se Eﬁduzca la concentracion

- ——— L T e e =

de metales pesados & un valor objetivo.’

5. El proceso segin la reivindicacidon 2,




10

15

20

25

caracterizado porque el suministro de tierra contaminadé

oo

contiene también un desecho,radiactivo de Efffﬁfégg)'

6. El ©proceso égéﬁn la reivindicacién 2,
caracterizado porque el paso de introduccién de un aislado
comprende ademds afiadir un aislado seleccionado del grupo
consistente en los nUmeros de acceso de ATCC PTA-5579, PTA-
5580, y PTA~-5581 y combinaciones de los mismos.

7. El proceso segian la reivindicacidén @ 4,
caracterizado porgue el paso de introduccidén de al menos un
aislado bacterianc comprende también la adicién de un
aislado seleccionado del grupo consistente en los ndmeros
de acceso de ATCC PTA-5579, PTA-5580, y PTA-5581 vy
combinaciones de los mismos.

8. Un proceso para tratar wuna tierra con
contenido de @g;;riéi radiactivo’: de bajo nivel | e
hidrocarburos de petréleo,mcarébfégizado porque comprende
los pasos para:

‘proporcionar un suministro de tierra contaminada
con contenido de desechos radiaétivos y un hidrocarburo de
petréleo; |

introducir en dicho suministro de tierra

contaminada al menos un aislado bacteriano el cual

metaboliza un constituyente del hidrocarburo de petrédleo y

se selecciona a partir del grupo que consiste en los

ntmeros de acceso de ATCC PTA-5570, PTA-5571, PTA-5572,




PTA-5573, PTA~5574, PTA-5575, PTA-5576, PTA~5577, PTA-5578,"

R e S o)

PTA-5579, PTA-5580, PTA-5581 y combinaciones de los mismos
gue metabolizan un constituyente de los hidrocarburos de
petrdleo; vy,

5 tratar el suministro de tierra contaminada hasta
gque una concentracidén tratada del contaminénte de petréiep
sea menor que aproximadamente 100 ppm de hidrocarburqs.ﬁg'Q
petrdleoc total.

. : 9. El proceso segun la reivindicacién 8,
10 . caracterizado porque al mgigs un aislado bacteriano
comprende ademas un aislad;x;;leccionado a partir del grupo
gue consiste en los ﬁﬁmeros de acceso de ATCC PTA-5579,
PTA-5580, y PTA-5581, y combinaciones de los mismos.
10. El1 proceso segan la reivindicacidn 2;
15 caracterizado porque el contaminante de petréleo incluye
hidrocarburos poliaromaticos.
11. El proceso segun la reivindicacidén 10,
. caracterizade porque los hidrocarburos poliaromdticos

incluyen ademds hidrocarburos poliaromaticos seleccionados

20 a partir del grupo que consiste en hidrocarburos
poliaromdticos de 2 anillos, 3 anillos, y 4 anillos y
combinaciones de los mismos.

12. El1 proceso segin la reivindicacidén 8,
caracterizado porque al menos un aislado bacteriano produce

25 un agente = tensiocactivo durante las condiciones de
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bigcorreccidn.

13. El proceso segun la vreivindicacidén 12, - ”\mw
caracterizado porque comprende el paso adicional para
eliminar pgggégisémgﬁge una porcidén del agente tensioactivo

producido del suministro de tierra contaminada.

14. El1 proceso segun la reivindicaci@n 4,

caracterizado porque el contaminante de pettéléé iﬁé}
ademds hidrocarburos poliaromaticos.

15. El proceso segin la reivindicacién 14,
caracterizado porque los hidrocarburos poliaromdticos
incluyen ademads hidrocarburos poliaromaticos seleccionados
a partir del \grupo que consisté en hidrocarburos
poliaromdticaes de 2 anillos, 3 anilles, y 4 anillos y
combinaciones de los mismos.

16. Un proceso para tratar de tierra contaminada
por plomo a fin de reducir la biodisponibilidad del plomo,
caracterizado porgque comprende:

proporcionar un suministro de la tierra
contaminada por plomo;

proporcionar una correccidén de tierra en forma de -
aproximadamente numero 1% hasta aproximadamente nimero 5% o
mas de una apatita biolégica;

afiadir ademds a la tierra contaminada un
inoculante seleccionado a partir del grupo que consiste en

los nuUmeros de acceso de ATCC PTA-5580, PTA-5581, vy
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RESUMEN

Se han identificado cepas novedosas:de bacterias:
aisladas y purificadas que tienen la capacidad para

5 degradar hidrocarburos de petrdleo incluyendé una variedad

de PAHs. Diversos aislados bresentan también la capacidad

para prodﬁéir un bioagente tensioactivo. La combinacidn de

‘la capacidad de produccién de biocagente tensioactivo juntQ

.- con la capacidad parg degradar los PAHs mejora Xa
10 eficiencia con la cual pueden degradarse los PAHs. Ademas,

el bioagenté_ténsioactivq proporciona también una capacidad

adicional para unir iones de metal. pesado para la

eliminacién de un ambiente de tierra o acudtico.
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25
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
'PCT
PATENTE DE INVENCION V( MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacion de que se solicita la concesion de una patente [lf]”
¢ Datos de identificacién del salicitante o de la persona que presenta la solicitud | 1}/
¢ Descripcion de la invencién | | |
€ Dibujos de ser estos pertinentes L pﬂ
- ‘ 4 Comprobante de pago de las tasas establecidas : [y]/

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

-

DISERO INDUSTRIAL [ ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial 1]
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona gue presenta la solicitud [ ]
1 ¢ Representacxon grafica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del [ ]
1 material que incorpora el disefio
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas []
|
| : .
@) COMPLETA [ ] : INCOMPLETA [ ]

| ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

9 Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
€. Datos de identificacion del soficitante.o de la persona que presenta la solicitud [
¢ Representacion grafica del esquema trazado [
¢ - Comprobante de pago de las tasas establecidas [
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Doctor (a)
RODRIGUEZ D ALEMAN DILIA MARIA

REFERENCIA Radicacién No. 7 69903
Solicitud internacional PCT/US2005/003405
Fecha inicio fase nacional 28/08/05

Tramite 11
Evento 378
Actuacidn

430 ,
Oficio No. 10386

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de

‘. la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
fnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesibn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, deben
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédigo
de Procedimiento Civil.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por log articulos 63 y subsiguientes del Codigo de
Procedimiento (ivil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dJdos meses siguientes 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
considerara abandonada y perderd su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numerxal 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

~ALIX CARMEN.
Jefe de la

CESPEDES DE VERGEL
vigién de Nuevas Creaciones

El antéfior requerimiento fue @notificado por fijacién en ligta de

fecha______ 3000 20T

jEernand




