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@ Resumen:

Procedimiento de cultivo de la Pseudomonas putida re-
combinante (CECT 5279) para su utilizacién en la desul-
furacién de dibenzotiofeno.

La invencion consiste en un procedimiento para producir
en un fermentador la cepa recombinante de Pseudomo-
nas putida CECT5279 que se utiliza como biocatalizador
para desulfurar dibenzotiofeno. Se realiza la preparacion
de un preindculo en medio LB (Luria - Bertani) y la pro-
duccion en bioreactor comercial aireado empleando me-
dio basal salino (BSM) con 20 g/L de &cido glutamico a
una temperatura de 30°C. La expresién de los genes de
la ruta de desulfuracién 4S se induce al cabo de 4 horas
de haber comenzado la produccién del microorganismo,
empleando para ello IPTG.

Esta invencién indica, por tanto, el medio de cultivo y las
condiciones de operacién adecuadas para conseguir me-
jorar y aumentar la escala de produccion de este biocata-
lizador con vistas a su utilizacion a nivel industrial.
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DESCRIPCION

Procedimiento de cultivo de la Pseudomonas putida recombinante (CECT 5279) para su utilizacién en la desulfu-
racién de dibenzotiofeno.

Sector de la técnica

La invencion reivindica un procedimiento de produccion de cantidades elevadas de un biocatalizador con capacidad
desulfurante que utiliza dcido glutdmico como fuente de carbono en un medio de crecimiento minimo (BSM, Basal
Salino Medio). En ella se describe el método experimental para llevar a cabo la citada produccién empleando unas
condiciones de operacién 6ptimas. Este proceso presenta considerables ventajas respecto a otros procesos de obtencién
de células con la citada capacidad de eliminacién selectiva de azufre de moléculas organicas previamente descritos.

Estado de la técnica

La desulfuracién del petréleo mediante el uso de microorganismos ha sido objeto de estudio durante la dltima
parte del siglo pasado (McFarland y col. (1998) Crit. Rev. Microbiol. 4, 99; McFarland (1999) Curr. Opin. Microbiol.
2, 257). Las investigaciones que se han llevado a cabo han servido para desarrollar métodos biotecnolégicos para
eliminar el azufre del petréleo antes de su combustion. Las estrictas regulaciones que han impuesto los gobiernos
sobre la emision de azufre a la atmésfera han sido las verdaderas impulsoras de este desarrollo (McFarland y col.
(1998) Crit. Rev. Microbiol. 4, 99).

El gran avance en el campo de la biodesulfuracién del petréleo se produjo con el aislamiento y caracterizacion de la
bacteria Rhodoccocus erythropolis IGTS8 (ATCC53968) una bacteria Gram-positiva obtenida por el Institute of Gas
Technology de Chicago que ha sido la fuente de inspiracién para el desarrollo de muchos biocatalizadores y procesos
(Patentes USA 5.356.801, 5.358.870, 5.358.813, 5.198.341, 5.132.219, 5.344.778, 5.104.801, 5.002.888, 5.804.433,
5.846.813, 5.879.914, 5.733.773). Este microorganismo posee una ruta metabdlica denominada ruta “4S” capaz de
transformar la molécula de dibenzotiofeno (DBT) en 2-hidroxibifenilo (2HBP) y sulfito (McFarland y col. (1998)
Crit. Rev. Microbiol. 4, 99; McFarland (1999) Curr. Opin. Microbiol. 2, 257), produciendo asi la eliminacién del
atomo de azufre del DBT sin pérdida de d&tomos de carbono en su estructura, lo que es de gran interés para la industria
petrolera y petroleoquimica. Hay que sefialar que el DBT es la molécula que con mayor profusién se ha utilizado como
compuesto modelo para determinar la capacidad desulfurante de un microorganismo y, por ello, se ha elegido para los
estudios que se describen en esta patente. La ruta de desulfuracién “4S” de R. erythropolis IGTS8 estd constituida por
cuatro enzimas denominadas DszA, DszB, DszC y DszD (Gray y col. (1996) Nature Biotechnol. 14, 1705). Acerca de
la funcién de estas enzimas se sabe que las proteinas DszA y DszC son monooxigenasas dependientes de FMNH, que
oxidan el DBT, la enzima DszB es una desulfinasa que libera el 4&tomo de azufre de la estructura del DBT oxidado,
y la enzima DszD es una flavin: NADPH reductasa que proporciona el FMNH, que necesitan las enzimas DszA y
DszC. También se sabe que los genes dszABC, que codifican las enzimas DszA, DszB y DszC, respectivamente, se
encuentran formando un operén localizado en un plasmido, en tanto que el gen dszD, que codifica la reductasa DszD,
se encuentra localizado en el cromosoma de la bacteria (Denome y col. (1994) J. Bacteriol. 176, 6707).

Aunque casi todos los procesos de biodesulfuracién descritos hasta la fecha se han realizado con microorganismos
salvajes, recientemente se han descrito unos pocos casos en los que se ha utilizado para la biodesulfuracién de DBT
bacterias recombinantes de R. erythropolis IGTS8 (Patentes USA 5.733.773, 5.789.914, 5.804.433). En estos casos,
se ha tratado de incrementar la capacidad desulfurante de la bacteria salvaje de R. erythropolis IGTS8 mediante la
adicién de genes por técnicas de ingenieria genética. Es decir, se ha tratado de mejorar un microorganismo que ya
tenfa la capacidad de desulfuracién. Sin embargo, resulta interesante que no se hayan realizado muchos estudios para
intentar desarrollar microorganismos recombinantes capaces de desulfurar DBT a partir de bacterias que no poseian
inicialmente dicha capacidad. La primera descripcion de uno de estos casos fue realizada cuando se donaron los genes
dszABC de R. erythropolis IGTS8 en una cepa de Escherichia coli (Denome y col. (1994) J. Bacteriol. 176, 6707),
si bien sélo se constaté la capacidad desulfurante por el hecho de que las cepas eran capaces de crecer en un medio
minimo de cultivo que contenia DBT como unica fuente de azufre. Aparentemente, los pocos datos aportados en
este trabajo sugieren que la capacidad desulfurante de DBT de estas cepas de E. coli recombinantes era escasa. Mas
recientemente, se ha descrito la construccion de varias cepas recombinantes del género Pseudomonas que portaban
los genes dszABC de R. erythropolis IGTS8 y que eran capaces de crecer en un medio minimo de cultivo que contenia
como Unica fuente de azufre DBT (Gallardo y col. (1997) J. Bacteriol. 179, 7156). En este caso, se pudo constatar
que como consecuencia de la desulfuracién del DBT se liberaba al medio de cultivo 2HBP y que las Pseudomonas
recombinantes crecian mds rdpidamente en este medio minimo que la cepa R. erythropolis IGTSS. A la vista de
estos resultados se podia afirmar que las cepas de Pseudomonas recombinantes eran mas eficaces que R. erythropolis
IGTSS en la desulfuracién de DBT en las condiciones de cultivo ensayadas. Sin embargo, no se constatd si estas cepas
de Pseudomonas recombinantes eran capaces de desulfurar DBT en un reactor en condiciones de células en reposo
(resting cells), el proceso de biodesulfuracién de petréleo mds utilizado a escala industrial (McFarland y col. (1998)
Crit. Rev. Microbiol. 4, 99). Por otro lado, también hay que sefialar que en estas cepas de Pseudomonas recombinantes
s6lo se habian introducido los genes de desulfuracién, dszA, dszB, y dszC pero no el gen dszD cuyo producto también
participa en el proceso. Se suponia que las Pseudomonas recombinantes podrian aportar una flavin: NADPH reductasa
endégena que proporcionaria FMNH, a las enzimas DszA y DszC, sin embargo los ensayos llevados a cabo con estas
cepas indicaron que la desulfuracion era menos eficiente de lo esperado. Por este motivo, recientemente se describié
un procedimiento mediante el cual se pueden obtener organismos capaces de desulfurar eficazmente DBT tras donar
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los genes dszABC implicados en la desulfuracion de este compuesto, procedentes de la bacteria R. erythropolis IGTSS,
junto con el gen hpaC que codifica la flavin: NADH reductasa HpaC de E. coli W (Galén y col. (2000) J. Bacteriol.
182, 627), en una bacteria del género Pseudomonas (Solicitud de Patente Espafiola 200000661).

En la presente patente se ha desarrollado un método para obtener células de Pseudomonas putida KTH2 (pESOX3)
(en lo sucesivo denominada Pseudomonas putida CECT5279) con capacidad desulfurante maxima. Para ello se han
determinado las condiciones de operacion dptimas (temperatura, pH, oxigeno disuelto, concentracién inicial de fuente
de nitrégeno) cuando se emplea un medio de crecimiento minimo en el que la fuente de carbono es acido glutamico.

Descripcion de la invencion

Procedimiento de cultivo de la Pseudomonas putida recombinante (CECT 5279) para su utilizacion en la desulfura-
cion de dibenzotiofeno

La presente invencién describe un procedimiento mediante el cual se lleva a cabo el cultivo y crecimiento de la
bacteria modificada genéticamente Pseudomonas putida CECT5279 en las condiciones de operacién idéneas (prepa-
racion de indculo, medio de cultivo, pH, temperatura, oxigeno disuelto) para obtener la mayor capacidad desulfurante
del compuesto modelo (dibenzotiofeno), empleando para ello un periodo de tiempo corto con relacion a los empleados
con células de otros microorganismos con la citada capacidad natural.

El proceso de produccién de un biocatilizador de dibenzotiofeno estd basado en la mejora de la capacidad de
eliminacidn selectiva de azufre de moléculas érgano-sulfuradas empleando como modelo el dibenzotiofeno que tiene
la bacteria recombinante Pseudomonas putida KTH2 (pESOX3) obtenida mediante Ingenieria Genética y depositada
en la Coleccion Espafiola de Cultivos tipo (CECT) como Pseudomonas putida CECT5279.

En el origen de esta invencidn se pensé que las condiciones de operacion empleadas durante el crecimiento de
la citada bacteria debian presentar una elevada influencia sobre la capacidad de desulfuracién de la misma. Para
demostrar que las citadas condiciones de operacién presentan elevada influencia en la obtencion de 2HBP a partir de
dibenzotiofeno cuando se emplea P. putida CECT5279 crecida sobre 4cido glutdmico, se procedié en primer lugar a
determinar la influencia de la presencia de amonio en el medio de cultivo. En segundo lugar se determin6 la influencia
de la temperatura. En tercer lugar, se procedié a la determinacion de la influencia de la transferencia de oxigeno. Los
resultados obtenidos permitieron establecer las condiciones de operacién 6ptimas en un sistema de fermentacion en
matraz para mejorar tanto el rendimiento en la produccién del catalizador como su capacidad catalitica, y, por lo tanto,
supone un avance significativo en el desarrollo del proceso de desulfuracion.

A continuacién, se examina la posibilidad de aplicar estos conocimientos al desarrollo de la produccién del bioca-
talizador P. putida CECT5279 mediante su fermentacion en un bioreactor. Por eso la tltima etapa de esta invencién
consistié en optimizar las condiciones de operacién en un bioreactor para obtener los mejores rendimientos del bio-
catalizador tanto en cuanto a su biomasa como en cuanto a su poder de desulfuracién. Para ello fue necesario no
s6lo utilizar un medio de cultivo optimizado como se habia descrito mds arriba, sino también encontrar el equilibrio
justo entre la produccién de biomasa, la induccién del sistema de desulfuracién y la cantidad de oxigeno suministrado
al bioreactor Los resultados obtenidos demuestran que en las condiciones desarrolladas en el bioreactor es posible
obtener una considerable mejora en la produccién con respecto al procedimiento inicialmente desarrollado para la
produccioén en matraz.

Descripcion de las figuras

Para facilitar la comprensién de la invencién y formando parte de esta memoria descriptiva se acompafian una serie
de figuras.

La figura 1 muestra los resultados experimentales obtenidos en los experimentos realizados a 30°C en matraz
utilizando una incubadora orbital (250 r.p.m.) empleando medio BSM (ver Ejemplo 1) para realizar los experimentos
con 20 g/L de acido glutdmico como fuente de carbono adicionando o no amonio al medio de cultivo. La concentracién
inicial de partida es de 0,1 g/l de biomasa obtenida segun se especifica en el Ejemplo 1. El seguimiento de biomasa,
pH, amonio y capacidad desulfurante en las muestras se ha llevado a cabo segtn se especifica en el Ejemplo 1. Se
observan los resultados experimentales referentes a la capacidad de desulfuracion en valores numéricos porcentuales
para cada uno de los experimentos representados.

En la figura 2 se representan los resultados experimentales obtenidos en los experimentos realizados a diferentes
temperaturas (28, 30 y 32°C) en matraz utilizando una incubadora orbital (250 r.p.m.) empleando medio BSM (ver
Ejemplo 1) para realizar los experimentos con 20 g/L de 4cido glutdmico como fuente de carbono y amonio como
fuente de nitrégeno al medio de cultivo. La concentracién inicial de partida es de 0,1 g/l de biomasa obtenida segtin
se especifica en el Ejemplo 1. El seguimiento de biomasa, pH y capacidad desulfurante en las muestras se ha llevado
a cabo segtin se especifica en el Ejemplo 1. Se observan los resultados experimentales referentes a la capacidad de
desulfuracién en valores numéricos porcentuales para cada uno de los experimentos representados.

La figura 3 muestra los resultados experimentales obtenidos en los experimentos realizados a 30°C en matraz
utilizando una incubadora orbital (250 r.p.m.) y en fermentador comercial de 2 L de volumen de trabajo - con IPTG
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desde el inicio del experimento e IPTG adicionado a las 4 horas -, empleando medio BSM (ver Ejemplo 1) para realizar
los experimentos con 20 g/L de 4cido glutdmico como fuente de carbono y amonio como fuente de nitrégeno. La
concentracion inicial de partida es de 0,1 g/l de biomasa obtenida segtin se especifica en el Ejemplo 1. El seguimiento
de biomasa, pH y capacidad desulfurante en las muestras se ha llevado a cabo segin se especifica en el Ejemplo 1. Se
observan los resultados experimentales referentes a la capacidad de desulfuracion en valores numéricos porcentuales
para cada uno de los experimentos representados.

Modo de realizacion de la invencién

A la presente invencién referida a un procedimiento de produccién de un biocatalizador, se acompaiian los siguien-
tes ejemplos.

Ejemplo 1

Andlisis de la capacidad desulfurante de DBT de Pseudomonas putida CECT5279 crecida en matraz e incubadora
orbital en presencia y ausencia de amonio en el medio de cultivo realizado en las siguientes etapas

Preparacion del medio de cultivo

Para los estudios sobre el crecimiento del microorganismo Pseudomonas putida CECT5279 descritos en esta pa-
tente se ha utilizado como medio de cultivo basico el medio minimo denominado BSM (Medio Basal Salino) formado
por los siguientes compuestos en las siguientes concentraciones: fosfato monosddico monohidrato 4 g/L; fosfato dipo-
tasico trihidrato 4 g/L; cloruro de magnesio hexahidrato 0,0245 g/L; cloruro de calcio dihidrato 0,001 g/L; cloruro de
hierro (IIT) hexahidrato 0,001 g/L; tetraciclina 25 ug/mL; sulfato de magnesio 2 mM; Glicerol 2% dcido glutdmico 20
g/L. Ajustar a pH 7 con NaOH. Ademds, a este medio se le afiade cloruro de amonio 2 g/L como fuente de nitrégeno,
a excepcion del ensayo en el que se estudia la ausencia de este compuesto (ejemplo 1). El inductor de la capacidad
desulfurante: isopropil-3-D-tiogalactopiranosido (IPTG) 2 uL/mL se adiciona siempre pero puede llevarse a cabo el
ensayo con IPTG desde el comienzo (ejemplos 1, 2 y 3) o ser adicionado tras 4 horas de haber iniciado el crecimiento
(ejemplo 3).

Preparacion del preinoculo

En todos los casos se ha empleado un método previamente estandarizado de preparacién del indculo, lo que pro-
porciona total reproducibilidad de los resultados experimentales. Para la preparacion del preindculo se ha utilizado la
bacteria P. putida CECT5279, que se ha conservado en tubos Eppendorf de 1,5 mL de capacidad con una solucién de
medio LB (Extracto de levadura 5 g/L; triptona 10 g/L; cloruro sédico 10 g/L) y glicerina al 50% a una temperatura
de -18°C durante un tiempo maximo de tres semanas. El preindculo se prepara en medio LB inoculando matraces
Erlenmeyer con 50 mL de medio LB, con 50 uL del contenido del Eppendorf e incubandolos en incubadora orbital a
30°C y 250 r.p.m. durante 12 horas. Este preindculo se emplea como se describe en cada ejemplo.

Técnicas analiticas utilizadas
Andlisis de biomasa

Para el seguimiento del crecimiento del microorganismo empleado se ha utilizado un método de anélisis de la
concentracion de biomasa (g/L) basado en la medida de la turbidez del caldo, es decir un método 6ptico que relaciona
la absorbancia que presentan las bacterias, en longitudes de onda del espectro visible, con el peso seco del microorga-
nismo. Consiste, por lo tanto, en medir la absorbancia de la muestra a una cierta longitud de onda, frente a un blanco.
La longitud de onda empleada para este andlisis fue de 600 nm y el blanco utilizado, agua destilada. El andlisis de
la biomasa durante los experimentos se realiza seguin el siguiente protocolo experimental: Se toma una muestra del
bioreactor o incubadora orbital y se diluye con agua destilada, de modo que la absorbancia medida entre dentro de
la regién lineal de la curva de calibrado. El valor de absorbancia obtenido a 600 nm es convertido en concentracién
mediante la ecuacién:

Cbiemasa (g/L) = O, 621 AbS 600nm

Medida de la concentracion de sustrato nitrogenado

La concentracién de nitrégeno (en forma de sal de amonio) ha sido medida empleando un electrodo de membrana

semipermeable de la casa ORION, modelo 720A. El procedimiento seguido para el analisis del amonio ha sido el
siguiente: Se toma una muestra y se diluye si es necesario hasta un volumen de 10 mL y se adiciona una disolucién
compuesta por: NaOH 5 M, EDTA 0,5 M, metanol 10% y azul de timol, hasta alcanzar valores de pH superiores a 10
(momento en el que el indicador azul de timo) vira de incoloro a azulado). Para asegurar que la reaccion se lleva a
cabo correctamente, siempre se adicionan 10 gotas de la disolucién, agitando la muestra constantemente. El calibrado
se realiza introduciendo dos patrones de concentracion conocida (10 y 100 p.p.m.). El intervalo de concentracién
de calibrado es de 0 a 100 p.p.m. Los patrones son analizados del modo 5 indicado y la pendiente es calculada y
almacenada por el equipo de modo que, una vez realizado el calibrado, la concentracién es leida directamente.
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Andlisis de los compuestos de la ruta de desulfuracion 45

Se realiza mediante cromatograffa liquida de alta resolucién. El cromatégrafo empleado para este fin es de la marca
HEWLETT PACKARD, serie 1100, con detector “diode array”. La columna empleada es del tipo C-8 de 3 um (150 x
4,6 mm); como eluyente se ha usado una mezcla acetonitrilo/agua Mili Q (50:50), con un caudal de 1 L/min y a 25°C
de temperatura, midiendo en el detector a una longitud de onda de 240 nm. En estas condiciones se identifican: DBT,
a un tiempo de elucién de 14,9 minutos, el 2HBP, a 5,9 minutos, el dibenzotiofeno sulfona (DBTO,), que aparece a
los 4 minutos y el dibenzotiofeno sulféxido (DBTO) a 2,7 minutos. Las ecuaciones de calibrado obtenidas son las
siguientes:

Cper(UM) = 0,00478 - Area,omin — 0, 283
Cupp(uM) = 0, 03536 - Areas omn — 0, 621

Coiro, (M) = 0,0095 - Area,;, — 0,41

CDBTO(,UM) =0,03- Azjmin -0,06

El otro compuesto de la ruta 4S, el hidroxibifenilsulfinito (HBPSi) se analiza a pH entre 1 y 2 para ser detectado
con el detector UV-VIS en forma cerrada - denominada sultine -. Se analiza empleando una columna C18 de 3 um
(150 x 4,6 mm), como eluyente se ha usado una mezcla acetonitrilolagua Mili Q (50:50), con un caudal de 1 mL/min
a una temperatura de 25°C. El compuesto se detecta a 1,99 minutos en una longitud de onda de 210 nm, siendo la
ecuacion de calibrado de la concentracién en funcién del area obtenida del pico:

Cugpsi(UM) = 0,021 - Area, gopin — 0, 6

En resumen, el protocolo para la preparacion de las muestras para el seguimiento de la desulfuracion es el siguiente:
se toman 0,5 mL de muestra a cada tiempo de ensayo de células en reposo (resting cells). Se afiade 0,5 mL de aceto-
nitrilo y, a continuacidn, se centrifuga a 9000 rpm y 4°C durante 10 minutos. Se toma una alicuota del sobrenadante
para ser analizada mediante HPLC y detectar DBT, 2HBP, DBTO, y DBTO. El drea de cada pico correspondiente a
cada compuesto permite calcular su concentracién usando la ecuacién de calibrado correspondiente. Posteriormente
se acidifican con HCI (10 L) el contenido de los viales para alcanzar un pH entre 1 y 2 y se analizan con la columna
C18 para detectar el HBPSi.

Andlisis de la capacidad de desulfuracion

El andlisis de la desulfuracion se realiza mediante el sistema de células en reposo (resting cells). El protocolo
de realizacién es el siguiente: se parte de una muestra cuyas células han sido tomadas durante el crecimiento en el
medio BSM y conservadas en glicerol al 50% a -18°C. Las muestras se descongelan y se mide su concentracién de
biomasa, para conocer el volumen de indculo necesario para realizar el ensayo de desulfuracién con una concentracién
de 0,75 g/L de dicha biomasa. Paralelamente se afiade DBT al tamp6n HEPES a pH 8 (40 mL en Erlenmeyer de
250 mL), para tener una concentracion inicial de DBT de 25 uM. Se deja en incubadora el tampén con el DBT
durante 15 minutos a 30°C de temperatura y 250 r.p.m. A continuacién se inocula en el Erlenmeyer la cantidad antes
fijada de biomasa. El seguimiento de la desulfuracion se realiza tomando muestras cada 30 minutos durante 3 horas.
Estas muestras se analizaran posteriormente mediante HPLC, tal como se ha indicado. El parametro indicador de la
capacidad desulfurante es el que se ha denominado porcentaje de desulfuracion, cuyo valor se obtiene de acuerdo a la
siguiente expresion:

%BDS = C“B"xloo

DBT

El objetivo de estos experimentos era conocer la influencia que la introduccién de amonio en el medio de cultivo
presenta sobre la capacidad de desulfuracién P. putida CECTS5279 durante las distintas etapas del crecimiento cuando
se utiliza como fuente de carbono un aminoécido como el 4cido glutdmico. Para observar dicha influencia se realizaron
dos experimentos. En el primero de ellos se utilizé cloruro amoénico 34 mM mads 4cido glutdmico 136 mM como fuente
de nitrégeno. En el segundo de ellos se utiliz6 el 4cido glutdmico 136 mM como unica fuente de nitrégeno.

Los experimentos se llevaron a cabo de la siguiente manera. Se reparten 50 mL del medio BSM (sales y acido
glutdmico) en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Posteriormente se introduce el IPTG (100 uL), para tener una concen-
tracién de 0,2 mM, y la tetraciclina (50 uL), para que la concentracién sea de 50 L. En la mitad de los matraces se
aflade también cloruro aménico. Los matraces se inoculan con el preindculo preparado segin se ha explicado previa-
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mente, para que la concentracién de partida en ellos sea de 0,1 g/L de biomasa. Se introducen los matraces Erlenmeyer
inoculados en la incubadora orbital con una agitacién de 250 r.p.m. y una temperatura de 30°C. Se toman muestras (un
matraz Erlenmeyer por punto) y se procesan, como se indicard mds adelante, con el fin de realizar el seguimiento del
proceso y para la posterior realizacion del test de desulfuracion (resting cells).

Durante el desarrollo de los cultivos se llevaron a cabo el andlisis y seguimiento de la biomasa, amonio, dcido
glutdmico, pH y capacidad de desulfuracién. El volumen del Erlenmeyer (50 mL) se centrifuga a 9000 r.p.m. durante
10 min a 4°C, con el fin de separar el caldo de las células, y de esta forma parar el crecimiento y la evolucién de
las muestras. El caldo es conservado en tubos estériles e introducido en congelador para su conservacién hasta el
analisis de los diferentes componentes del caldo. El sedimento con las células es lavado con 50 ml de suero salino y
centrifugado nuevamente en las condiciones comentadas anteriormente. El sobrenadante serd eliminado y el sedimento
serd resuspendido en 10 mL de glicerol al 50% para su conservacién hasta la realizacién del test de desulfuracién
(resting cells).

En la Figura 1 se recogen los resultados obtenidos a partir de los citados experimentos, observdndose que no
se presentan diferencias en las evoluciones de la biomasa y del pH a lo largo del experimento (20 horas) entre los
cultivos que contienen cloruro aménico y los que no lo contienen. En los cultivos que no contienen cloruro aménico
se produce una acumulacién progresiva de amonio debido a que el microorganismo debe emplear en mayor medida la
parte hidrocarbonada de la molécula del 4cido glutdmico y le sobra amonio, que deja en el caldo. Sin embargo, cuando
se introduce i6n amonio en el caldo, se produce un descenso en su concentracion durante las 10 primeras horas de
fermentacion, produciéndose después un aumento del amonio a la misma velocidad que en el caso anterior.

La capacidad desulfurante del microorganismo obtenido en estas condiciones se realiza y calcula como se ha
indicado anteriormente. Mientras que las células crecidas en presencia de amonio llegan a presentar un méaximo de
desulfuracién de alrededor del 70%, las obtenidas sin amonio no superan en ningin caso el 25% de desulfuracion.
Este resultado indica la importancia del amonio para obtener células con capacidad desulfurante.

Ejemplo 2

Andlisis de la capacidad desulfurante de DBT de Pseudomonas putida CECT5279 crecida en matraz e incubadora
orbital a diferentes temperaturas

Se desarrolla como en el ejemplo 1 donde para comprobar la influencia de la temperatura de operacion en la capaci-
dad de desulfuracién desarrollada por las células de P. putida CECT5279 se procedio a la realizacién de experimentos
a distintas temperaturas en un medio de cultivo que contiene cloruro aménico. Los experimentos se llevaron a cabo de
la siguiente manera. Para cada experimento realizado a una temperatura determinada, se prepararon matraces Erlen-
meyer con medio de cultivo conteniendo cloruro aménico como se describe en el ejemplo 1. Los matraces Erlenmeyer
inoculados se introdujeron en la incubadora orbital con una agitacién de 250 r.p.m. a las temperaturas objeto de estu-
dio, es decir 28°C, 30°C, y 32°C. Se tomaron muestras (un matraz Erlenmeyer por punto) y se procesaron y analizaron
como se indicé en el ejemplo 1.

En la Figura 2 se recogen los resultados comparativos de los tres experimentos comentados, observandose que el
maximo nivel de desulfuracion se obtiene cuando las células se cultivan a una temperatura de 30°C.

Ejemplo 3

Andlisis de la capacidad desulfurante de DBT de Pseudomonas putida CECT5279 en un reactor de 2 L de volumen
de trabajo

Como en el ejemplo 1, para determinar la influencia del transporte de oxigeno (o de la cantidad de oxigeno disuelto
al que puede acceder el microorganismo) en la preparacioén de células con capacidad de desulfuracién de DBT, se
realizé un experimento empleando un reactor comercial tipo tanque agitado de la marca Braun Biotech (actualmente
Sartorius), modelo Biostat B, empleando una cuba de un volumen de trabajo de 2 L, con sensores de medida de pH,
oxigeno disuelto y temperatura.

En el reactor se puede controlar la cantidad de aire (caudal) y la velocidad de agitacién de forma programada
para evitar la existencia de dafio celular causado por estrés hidrodindmico. De este modo, es posible mantener el
oxigeno disuelto en el sistema en valores no limitantes para el crecimiento de un microorganismo aerobio como es el
empleado. Otro objetivo de este experimento, es la determinacion del impacto del estrés oxidativo en la produccién
del biocatalizador.

El procedimiento experimental utilizado en los experimentos realizados en fermentador comercial se describe a
continuacién. En primer lugar la composicién del medio de cultivo es similar a la utilizada en el Ejemplo 1, empleando
un volumen de 2 L, siendo esterilizada de forma separada las sales del medio BSM (cuyo pH se ha ajustado a 7) y
la fuente de carbono (dcido glutdmico). La fuente de carbono se introduce de forma estéril (empleando una bomba
peristéltica del equipo para ello) una vez que la temperatura de la vasija ha bajado a valores cercanos a 50°C. Una
vez mezcladas las sales y la fuente de carbono, y con el reactor precalentado a una temperatura a 30°C se introduce
el antibidtico tetraciclina. De forma paralela se prepara el indculo como se ha comentado previamente en el Ejemplo

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2232290 B1

1, y conocida la concentracién de biomasa presente en el mismo, se procede a la inoculacién en el fermentador con
el volumen del mismo necesario (no superior a 200 mL) para que la concentracion inicial de biomasa sea de 0,1 g/L.
En un primer experimento, manteniendo el reactor precalentado a una temperatura a 30°C (ejemplo 2) se introduce a
continuacién el IPTG (0,2 mM) que actiia como inductor del sistema de desulfuracién. En un segundo experimento el
IPTG se introdujo en el reactor después de las 4 horas de fermentacion.

En el reactor se introduce un caudal de aire (L aire/L. medio/min) al caldo de cultivo, aumentando durante el
experimento la agitacién desde unavalor inicial de 100 r.p.m. hasta un maximo de 350 r.p.m. para evitar la existencia
de dafo celular causado por estrés hidrodindmico. Este aumento se realiza para compensar el consumo de oxigeno
disuelto e intentar mantener el valor de su cantidad en disolucién en valores ligeramente superiores al 0% de saturacion.

Para llevar a cabo el seguimiento de la evolucién de este sistema durante el proceso, se realiza la toma de las
muestras a distintos tiempos, asi como el andlisis de las mismas. Se realizaron andlisis de la biomasa, pH y capacidad
de desulfuracion. En cada toma de muestra se extrae un volumen de 50 mL del reactor. Cada muestra se procesa y
analiza segtn se describe en el ejemplo 1.

En la Figura 3 se representan los resultados obtenidos en condiciones de limitacién de oxigeno disuelto (matraz en
incubadora orbital) y en el caso de mantener la citada variable en valores lejanos a una posible limitacion (reactor tipo
tanque agitado y aireado). En este segundo caso se muestran los resultados obtenidos cuando se adiciona el inductor
IPTG al comienzo de la fermentacién y después de 4 horas de fermentacion.

En primer lugar, en la Figura 3 se muestra que cuando el inductor IPTG se afiade desde el comienzo de la fermen-
tacion se observa que tanto el crecimiento del microorganismo como la capacidad de eliminar el azufre de la molécula
de DBT es menor cuando no existe limitacion de oxigeno. Esto es debido al estrés oxidativo que sufre este microorga-
nismo por la hiperproduccion de la enzima HpaC oxidorreductasa. Como el inductor IPTG se ha introducido desde el
principio del crecimiento del microorganismo se produce una gran cantidad de la enzima HpaC, la cual genera desde
el comienzo demasiado FMNH, quien a su vez en presencia de oxigeno genera mucho peréxido de hidrégeno que al
no poder ser eliminado por la bacteria le produce un dafio celular grave que disminuye su capacidad de desulfuracion.

A la vista del resultado del experimento anterior, se pensé que el método a emplear para producir células con
elevada capacidad de desulfuracién en un reactor consistiria en realizar un crecimiento inicial de la bacteria en ausencia
del inductor IPTG, para que a las 4 horas de haberse iniciado el mismo, cuando la cantidad de biomasa es més elevada,
se pueda introducir el IPTG en el reactor. Realizado este experimento, los resultados se muestran en la Figura 3. En
esta figura se puede observar como el hecho de introducir el IPTG a las 4 horas influye de forma destacada en la
capacidad de desulfuracién que esas células desarrollan, consiguiéndose valores de desulfuracién mayores que los
obtenidos hasta la fecha con cualquier otro procedimiento, ya sea en reactor o en incubadora orbital.

Por tanto, tras los ejemplos 1, 2 y 3 que se han venido exponiendo, los pasos a seguir para obtener un cultivo de
Pseudomonas putida CECT5279 con elevada capacidad desulfurante son los siguientes:

a) Partiendo de un stock congelado del microorganismo se realiza un primer preinéculo en medio de cultivo
LB contenido en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Este cultivo se incuba a 30°C durante 12 horas en
Incubadora Orbital. A continuacidn, con las células crecidas en esta etapa, se realiza un segundo cultivo en
medio LB en las mismas condiciones que antes pero fijando la concentracién inicial de biomasa en 0,1 g/L.

b) Una vez obtenido el preindculo se transfiere al bioreactor de 2 L que contiene un medio de cultivo sintético
BSM cuya composicion es: fosfato monosddico monohidrato 4 g/L; fosfato dipotdsico trihidrato 4 g/L;
cloruro de amonio 2 g/L; cloruro de magnesio hexahidrato 0,0245 g/L; cloruro de calcio dihidrato 0,001
g/L; cloruro de hierro (III) hexahidrato 0,001 g/L; tetraciclina 25 ug/mL; sulfato de magnesio 2 mM; Gli-
cerol 2%; acido glutamico 20 g/L; isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) 2 ¢UmL. pH 7 con NaOH.).
La concentracion inicial de biomasa en el reactor se fija en 0.1 g/L. Las condiciones de operacién en el
bioreactor aireado son 28-32°C de temperatura y agitacion, que ird aumentando desde 100 rpm hasta 350
rpm. El inductor de la capacidad desulfurante IPTG se debe adicionar a las 4 horas de haber realizado el
inéculo en el reactor.

¢) Mediante este procedimiento se obtendrdn células con elevada capacidad de desulfuracién a partir de las
10 horas del crecimiento en el medio y en las condiciones descritas.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de cultivo de la Pseudomonas putida recombinante (CECT 5279) para su utilizacién en la desul-
furacién de dibenzotiofeno, caracterizado porque el cultivo de dicha bacteria incluye las siguientes operaciones:

a) Utilizaciéon de un preindculo obtenido a partir de células de stocks congelados y empleando medio de
cultivo LB (Extracto de levadura 5 g/L; triptona 10 g/L; cloruro sédico 10 g/L) para realizar los preinéculos.

b) Utilizacién de un medio de cultivo sintético y minimo BSM: fosfato monosédico monohidrato 4 g/L; fosfato
dipotdsico trihidrato 4 g/L; cloruro de amonio 2 g/L; cloruro de magnesio hexahidrato 0,0245 g/L; cloruro
de calcio dihidrato 0,001 g/L; cloruro de hierro (III) hexahidrato 0,001 g/L; tetraciclina 25 ug/mL; sulfato
de magnesio 2 mM; Glicerol 2%; acido glutdmico 20 g/L; isopropil-5-D-tiogalactopiranosido (IPTG) 2
u/mL. pH 7 con NaOH).

2. Procedimiento de cultivo de la Pseudomonas putida recombinante (CECT 5279) para su utilizacién en la desul-
furacién de dibenzotiofeno, segin reivindicacion 1, caracterizado porque la temperatura de operaciéon empleada es
entre 26 y 34°C, presentando mayor capacidad de desulfuracién a 30°C.

3. Procedimiento de cultivo de un biocatalizador para la desulfuracion de dibenzotiofeno utilizando una bacteria
recombinante de Pseudomonas putida, segin reivindicacion 1, caracterizado porque se introduce el inductor IPTG
después de 4 horas de haber realizado el indculo en el medio de crecimiento.

4. Proceso de produccién de un biocatalizador para la desulfuracién de dibenzotiofeno utilizando una bacteria
recombinante de Pseudomonas putida, segun reivindicaciones anteriores, caracterizado porque se lleva a cabo en un
bioreactor o en una incubadora orbital.
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