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MICROORGANISMO Y AGENTE DESODORIZANTE QUE CONTIENE EL MISMO

DESCRIPCION
Campo técnico

La presente invencion se refiere, por ejemplo, a microorganismos que tienen capacidad desodorizante y a un agente
desodorizante que contiene los microorganismos.

Técnica anterior

Convencionalmente, ha existido el problema de volatilizacion de una gran cantidad de componentes de olor
desagradable cuando se realiza el compostaje de restos organicos tales como excrementos de ganado. Los
ejemplos del componente de olor desagradable incluyen acidos grasos de cadena corta, e incluso a bajas
concentraciones son problematicos como componente de olor desagradable.

Como tecnologia convencional en relacion con el método de desodorizacion, se notifica una tecnologia de
desodorizacion microbiana en la que la desodorizacién se realiza usando microorganismos especificos y
microorganismos complejos. Por ejemplo, en cuanto a los compuestos de azufre, se notifican la descomposicion de
sulfuro de dimetilo por un producto de cultivo mixto de Thiobacillus thioparus y Pseudomonas sp. (Takahiro
Kanagawa y D.P. Kelly, FEMS Microbiology Letters, 1986, Vol. 34, pags. 13-19) y la descomposicion de sulfuro de
hidrégeno por Pseudomonas (publicacion de patente japonesa (Kokai) n.° 4-262778A (1992)). Ademas, se notifica
un método de descomposicion de indol y escatol usando Acinetobacter calcoaceticus (publicacion de patente
japonesa (Kokai) n.° 2-53482A (1990)). Aunque estas tecnologias en relacion con la desodorizacion microbiana de
compuestos de azufre, indol y escatol son eficaces para obtener una reduccién parcial de los componentes de olor
desagradable de excrementos de ganado, etc., no son suficientes para reducir el olor desagradable, por ejemplo, de
excrementos de ganado que contienen una gran cantidad de acidos grasos de cadena corta.

En cambio, como tecnologia de desodorizacidon microbiana para acidos grasos de cadena corta, se conoce que la
cepa de Bacillus badius MAQO1 tiene capacidad desodorizante (FERM BP-4493) (patente japonesa n.° 2810308).
Sin embargo, debido a que el intervalo de temperatura de actividad 6ptima para esta cepa de Bacillus badius MA001
esta proximo a la temperatura normal (aproximadamente de 15°C a 45°C), su efecto es considerablemente limitado
cuando se usa en el procedimiento de compostaje, etc., que se realiza en condiciones de alta temperatura.

Sumario de Invencion
Problema técnico

Con el fin de lograr la desodorizacién microbiana de acidos grasos de cadena corta, que son los componentes de
olor desagradable durante el procedimiento de compostaje, son necesarios microorganismos que funcionen
activamente en condiciones de alta temperatura en el procedimiento de compostaje.

En vista de la circunstancia mencionada anteriormente, un objeto de la presente invencién es proporcionar
microorganismos termdfilos que tengan capacidad desodorizante para acidos grasos de cadena corta, que son los
componentes de olor desagradable.

Solucién al problema

Se realizé una intensa investigacion con el fin de resolver el problema mencionado anteriormente. Como resultado,
se encontraron microorganismos termofilos que tienen capacidad desodorizante para acidos grasos de cadena
corta, completando de ese modo la presente invencion.

Es decir, la presente invencién proporciona microorganismos termofilos que tienen capacidad desodorizante para
acidos grasos de cadena corta, que pertenecen a Bacillus licheniformis, tales como los especificados mediante el
numero de registro NITE BP-998. En el presente documento, los ejemplos de los acidos grasos de cadena corta que
van a desodorizarse incluyen uno o mas tipos seleccionados del grupo que consiste en acido propiodnico, acido
butirico (acido n-butanoico), acido valérico (acido n-pentanoico) y acido isovalérico (acido 3-metilbutanoico).

Ademas, la presente invencion proporciona un agente desodorizante que comprende los microorganismos
mencionados anteriormente como componente activo. Los microorganismos contenidos en el agente desodorizante
pueden portarse por portadores de microorganismos.

Adicionalmente, la presente invencién proporciona un método de produccion de compost que comprende la etapa de
afadir los microorganismos mencionados anteriormente o el agente desodorizante a restos organicos.

El contenido tal como se da a conocer en la descripcion y/o los dibujos de la solicitud de patente japonesa n.° 2010-
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255140, de la que la presente solicitud reivindica prioridad, se incorpora en el presente documento.
Efectos ventajosos de la invencion

Segun la presente invencion, puede reducirse la produccién de acidos grasos de cadena corta, que son los
componentes de olor desagradable, y de ese modo se logra la desodorizacién en el procedimiento de compostaje,
etc.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1-1] La figura 1-1 es un diagrama que muestra los resultados del analisis de homologia del gen de ARNr 16S
de la cepa TAB7.

[Figura 1-2] La figura 1-2 es la continuacion de la figura 1-1.

[Figura 2] La figura 2 muestra graficos que indican la descomposicion de acidos grasos de cadena corta en
excrementos de ganado por los materiales microbianos que portan la cepa TAB7.

Descripcion de las realizaciones
A continuacioén en el presente documento, se describira en detalle la presente invencion.

Los microorganismos de la presente invencion son microorganismos termdfilos que tienen capacidad desodorizante
para acidos grasos de cadena corta, que pertenecen a Bacillus licheniformis. En el presente documento, “capacidad
desodorizante para acidos grasos de cadena corta” se refiere a la capacidad para desodorizar el olor desagradable
de los acidos grasos de cadena corta descomponiendo y reduciendo los acidos grasos de cadena corta. Ademas,
los “microorganismos termdfilos” se refieren a microorganismos que pueden crecer en condiciones de alta
temperatura de 50°C o superior (por ejemplo, de 50°C a 60°C, preferiblemente de 55°C a 60°C). Los
microorganismos de la presente invencion son termofilos y funcionan activamente en condiciones de alta
temperatura de 50°C o superior en el procedimiento de compostaje, y pueden descomponer acidos grasos de
cadena corta, que llegan a ser problematicos como componentes de olor desagradable durante el compostaje (es
decir, la produccion de compost), mediante lo cual se desodoriza el olor desagradable producido durante el
procedimiento de compostaje o emitido por el compost resultante.

Aunque no se impone ninguna limitacion particular sobre los acidos grasos de cadena corta que van a
descomponerse por los microorganismos de la presente invencion, los ejemplos de los mismos incluyen acido
acético, acido propiodnico, acido butirico (acido n-butanoico), acido isobutirico (acido 2-metilpropionico), acido
valérico (acido n-pentanoico), acido hidrangélico (acido 2-metilbutanoico), acido isovalérico (acido 3-metilbutanoico),
acido pivalico (acido 2,2-dimetilpropidnico), acido caproico (acido n-hexanoico), acido enantico (acido n-heptanoico),
acido caprilico (acido n-octanoico), acido pelargdnico (acido n-nonanoico) y acido caprico (acido n-decanoico). Los
ejemplos particulares incluyen uno o mas tipos seleccionados de acido propionico, acido butirico (acido n-butanoico),
acido valérico (acido n-pentanoico) y acido isovalérico (acido 3-metilbutanoico).

Como fuente a partir de la cual se aislan los microorganismos de la presente invencion se usan, por ejemplo,
excrementos de ganado en el procedimiento de compostaje. A partir de excrementos de ganado en el procedimiento
de compostaje, pueden aislarse microorganismos que pertenecen a Bacillus licheniformis que funcionan activamente
en los excrementos de ganado y pueden crecer en condiciones de alta temperatura y pueden descomponer
eficazmente acidos grasos de cadena corta y desodorizarlos de ese modo, como microorganismos de la presente
invencion. Los ejemplos del método de evaluacion para determinar la capacidad desodorizante de los
microorganismos aislados incluyen un método que incluye afiadir los microorganismos aislados a un medio que
contiene acidos grasos de cadena corta y cultivarlos, y tras el cultivo, medir la cantidad de acidos grasos de cadena
corta en el producto de cultivo mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas, etc. Cuando la cantidad
de acidos grasos de cadena corta en el producto de cultivo al que se han afadido los microorganismos se reduce
significativamente, entonces puede determinarse que los microorganismos tienen capacidad desodorizante para
acidos grasos de cadena corta. La cepa TAB7 que pertenece a Bacillus licheniformis pudo aislarse
satisfactoriamente mediante este método.

La cepa TAB7 se depositd en la agencia administrativa incorporada, National Institute of Technology and Evaluation,
Patent Microorganisms Depositary (NPMD) (2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba 292-0818, Japon) el 29 de
octubre de 2010, con el nimero de registro NITE P-998, y luego se convirtié6 en un depdsito segin el Tratado de
Budapest en la agencia administrativa incorporada National Institute of Technology and Evaluation, Patent
Microorganisms Depositary (NPMD), el 28 de septiembre de 2011, con el numero de registro NITE BP-998. Se
identifico la cepa TAB7 como una cepa bacteriana novedosa que pertenece a Bacillus licheniformis segun las
propiedades bacteriolégicas y el analisis de homologia del gen de ARNr 16S, etc., que se presentaran en los
ejemplos mas adelante. Ha de observarse que un mutante termdfilo de la cepa TAB7 obtenido mediante mutacion
espontanea o inducida artificialmente que conserva la capacidad desodorizante para acidos grasos de cadena corta

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2561281 T3

queda abarcado por los microorganismos de la presente invencion.

Por ejemplo, la cepa TAB7 puede cultivarse y hacerse crecer en un medio que contiene glucosa al 1%, extracto de
levadura al 1%, Na;HPO4 al 0,1% y (NH4)2SO. al 0,1% en condiciones de pH de 6,0 a 9,0 (por ejemplo, un pH de
7,0) y una temperatura de 25°C a 55°C (preferiblemente, de 45°C a 52°C). Ha de observarse que el medio usado
para cultivar la cepa TAB7 puede ser cualquiera de varios medios nutrientes empleados en la tecnologia de
fermentacion general. Por ejemplo, puede usarse un medio que contiene una fuente de nutrientes organicos tal
como caldo y peptona y una cantidad traza de fuente de nutrientes inorganicos para cultivar la cepa TAB7.

En cambio, el agente desodorizante de la presente invencidon es un agente desodorizante que contiene los
microorganismos mencionados anteriormente de la presente invencién como componente activo. Por ejemplo, el
olor desagradable generado durante el procedimiento de compostaje o el olor desagradable del compost pueden
desodorizarse afiadiendo el agente desodorizante de la presente invencion a los excrementos de ganado en el
procedimiento de compostaje y al compost. Como microorganismos de la presente invencion en el agente
desodorizante, también pueden usarse los portados por portadores de microorganismos. Aunque no se impone
ninguna limitacion particular sobre el portador de microorganismos, los ejemplos del mismo incluyen perlita,
bentonita, zeolita, vermiculita, tierra de diatomeas, musgo de turba y carbon activado. Por ejemplo, se afiaden 100
ml de un liquido de cultivo de los microorganismos de la presente invencioén (el valor de absorbancia a DO 660 nm
es de aproximadamente 2,0) a 1 kg de perlita, seguido por agitaciéon durante aproximadamente cinco minutos,
mediante lo cual se permite que los microorganismos de la presente invenciéon se adsorban a la perlita.
Adicionalmente, ademas de los microorganismos de la presente invencion, el agente desodorizante de la presente
invencion puede contener aditivos tales como almidoén, aceite, salvado, serrin, celulosa, hidratos de carbono, quitina,
gelatina, carbonato de calcio, sulfato de calcio, carbonato de magnesio, carbén activado, tierra de diatomeas, zeolita,
vidrio, nailon, uretano, y poliéster.

Adicionalmente, el método de produccion de compost de la presente invencidon (a continuacidon en el presente
documento, denominado “el presente método”) es un método de produccion de compost que usa los
microorganismos o el agente desodorizante mencionados anteriormente de la presente invencion, en el que se
someten a compostaje restos organicos a los que se han afiadido los microorganismos o el agente desodorizante.
Segun el presente método, el olor desagradable emitido por los acidos grasos de cadena corta durante el
compostaje puede desodorizarse, y por tanto puede proporcionarse compost con poco o absolutamente nada de olor
desagradable. Los ejemplos de restos organicos usados para el compostaje incluyen excrementos o una mezcla de
heces y orina de animales incluyendo excrementos de seres humanos y ganado (tal como cerdos, vacas y pollos).

En el presente método, por ejemplo, a los restos organicos en los que el contenido en agua se ajusta
apropiadamente de antemano (por ejemplo, hasta una razén de contenido en agua de aproximadamente el 60%), se
afaden los microorganismos de la presente invencion o el agente desodorizante de la presente invencién que
contiene los microorganismos en una cantidad de 10° a 10" bacterias por kg de restos organico. La adicion puede
realizarse en cualquier momento antes del compostaje. Posteriormente, los restos organicos a los que se han
afadido los microorganismos o el agente desodorizante de la presente invencién se someten a compostaje. El
compostaje se lleva a cabo, por ejemplo, sometiendo una mezcla de los microorganismos o el agente desodorizante
de la presente invencion y los restos organicos a fermentacion. Los ejemplos de las condiciones de fermentacion
incluyen una temperatura de 40°C a 75°C (preferiblemente de 50°C a 60°C) y un periodo de dos a cinco semanas
(preferiblemente de tres a cinco semanas). Mediante este procedimiento, puede reducirse el olor desagradable
emitido por los acidos grasos de cadena corta durante el procedimiento de compostaje, y puede producirse compost
con poco o absolutamente nada de olor desagradable de acidos grasos de cadena corta.

Los ejemplos del método de evaluacion para el olor desagradable de acidos grasos de cadena corta en el compost
durante el compostaje mediante el presente método o para el olor desagradable de acidos grasos de cadena corta
en el compost producido mediante el presente método incluyen un método de mediciéon de la cantidad de acidos
grasos de cadena corta en el compost durante el compostaje o el compost asi producido mediante cromatografia de
gases-espectrometria de masas, etc. Cuando la cantidad de acidos grasos de cadena corta es significativamente
reducida en comparacion con el compost durante el compostaje usando restos organicos a los que no se afiaden ni
los microorganismos ni el agente desodorizante de la presente invencion o con el compost asi producido, entonces
puede determinarse que el compost durante el compostaje mediante el presente método o el compost producido
mediante el presente método tiene olor desagradable reducido, y por tanto es favorable.

Alternativamente, el olor desagradable de los acidos grasos de cadena corta en el compost puede evaluarse
organolépticamente. Es decir, una pluralidad de personas comprueban el olor del compost durante el compostaje
mediante el presente método o el olor del compost producido mediante el presente método, y cuando se determina
que el olor desagradable se ha reducido significativamente o esta completamente ausente en comparacion con el
compost durante el compostaje usando restos organicos a los que no se afiaden ni los microorganismos ni el agente
desodorizante de la presente invencion o con el compost asi producido, entonces puede determinarse que el
compost durante el compostaje mediante el presente método o el compost producido mediante el presente método
tiene olor desagradable reducido, y por tanto es favorable.
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Ejemplos

A continuacién en el presente documento, se describira la presente invencion en mas detalle con referencia a los
ejemplos; sin embargo, el alcance técnico de la presente invencion no se limita a estos ejemplos.

Ejemplo 1

Aislamiento de microorganismos que descomponen y desodorizan eficazmente acidos grasos de cadena corta y
propiedades taxondmicas de los microorganismos

1-1. Aislamiento de microorganismos

Con el fin de buscar microorganismos que actien vigorosamente en el compostaje y puedan descomponer y
desodorizar eficazmente los componentes de olor desagradable en el procedimiento de compostaje, se obtuvieron
excrementos de ganado en el procedimiento de compostaje de ganaderos por todo Japon y se intenté el aislamiento
de microorganismos que reducen el olor desagradable.

Como resultado, se adquirieron microorganismos que pueden funcionar activamente en los excrementos de ganado
y crecer en condiciones de alta temperatura que pueden descomponer y desodorizar eficazmente acidos grasos de
cadena corta. La cepa bacteriana asi obtenida se denomina cepa TAB7.

1-2. Propiedades fisiologicas de la cepa TAB7
Se investigaron las propiedades bacteriolégicas de la cepa TAB7 usando los métodos descritos en “BERGEY’S
MANUAL of Systematic Bacteriology, volumen tres” y en el “Manual for the Identification of Medical Bacteria, tercera

edicién” y mediante una prueba usando APIS0CHB (bioMerieux, Lyon, Francia). Como resultado, se obtuvieron los
siguientes hallazgos.

[Tabla 1]

Hallazgos morfoldgicos y de crecimiento y propiedades bacteriolégicas de la cepa TAB7
+: Positiva -: Negativa

<Propiedades morfoloégicas>

Morfologia celular Bacillus
(0,8-0,9x1,2-2,0 um)

Tincion Gram +

Formacién de esporas +

Motilidad +

<Propiedades de cultivo>

Morfologia de colonias Medio: agar nutritivo

Tiempo de cultivo: 24 h
Diametro: 2,0-3,0 mm

Color: Amarillo claro

Forma: Ovalada

Elevacion: Lenticular

Margen: Ondulado

Forma de superficie, etc.: Lisa
Transparencia: Opaca
Viscosidad: Similar a mantequilla
Intervalo de temperatura del cultivo 25°C: +

30°C:
37°C:
45°C:
50°C:
55°C:
60°C:
Intervalo de pH de cultivo pH 5:
pH 6:
pH 7:
pH 8:
pH 9:

+ + + + +

+ o+ o+ o+

<Propiedades fisiologicas>
Catalasa +
Oxidasa -
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Produccién de acido/gas (glucosa)

Prueba de O/F (glucosa)

Crecimiento en NaCl al 10%

Hidrélisis de caseina

Hidrélisis de almidon

Beta-galactosidasa

Arginina hidrolasa

Lisina descarboxilasa

Ornitina descarboxilasa

Uso de acido citrico

Producciéon de H,S

Ureasa

Triptéfano desaminasa

Produccién de indol

Produccion de acetoina

Gelatinasa

NIT Reduccion de nitrato

<Prueba de fermentacion>

Glicerol

Eritritol

D-Arabinosa

L-Arabinosa

Ribosa

+| 4]

D-Xilosa

L-Xilosa

Adonitol

Beta-metil-D-xilosa

Galactosa

Glucosa

Fructosa

Manosa

+|+ |+

Sorbosa

Ramnosa

Dultitol

Inositol

Manitol

Sorbitol

+| 4]

Alfa-metil-D-mandsido

Alfa-metil-D-glucésido

N-Acetilglucosamina

Amigdalina

Arbutina

Esculina

Salicina

Celobiosa

Maltosa

|||+

Lactosa

Melibiosa

Sacarosa

Trehalosa

+| 4+

Inulina

Melicitosa

Rafinosa

Almidén

Glucogeno

Xilitol

Gentiobiosa

D-Turanosa

D-Lixosa

D-Tagatosa

D-Fucosa

L-Fucosa

D-Arabitol
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L-Arabitol -
Gluconato -
2-Cetogluconato -
5-Cetogluconato -

Tal como se entiende a partir de las propiedades bacterioldgicas mostradas en la tabla 1, la cepa TAB7 es una
bacteria Gram positiva moévil y forma esporas pero no mostré hinchamiento del cuerpo bacteriano debido a las
esporas. Fue positiva para la reaccion de catalasa y negativa para la reaccion de oxidasa. Estas propiedades
concordaban con las propiedades generales del género Bacillus.

Adicionalmente, la cepa TAB7 fermentd glicerol, ribosa, fructosa y similares, mientras que no fermenté L-xilosa,
galactosa y similares. Ademas, mostro actividades de beta-galactosidasa y arginina dihidrolasa; no produjo acetoina;
no mostré actividad gelatinasa; y no redujo nitrato. Adicionalmente, la cepa TAB7 crecié en NaCl al 10% e hidroliz6
caseina y almidén. Se confirmé que estas propiedades concordaban en gran medida con las propiedades de
Bacillus licheniformis, lo que se sugiri6 mediante una prueba de identificacion basada en el gen de ARNr 16S que se
describira mas adelante. Sin embargo, hubo diferencias, y en particular la diferencia es que la cepa TAB7 ni produjo
acetoina ni hidrolizé gelatina. En este aspecto, se observé que la cepa TAB7 era diferente de las cepas conocidas
de Bacillus licheniformis.

1-3. Identificacion taxondémica de la cepa TAB7 mediante la secuencia génica de ARNr 16S

Con el fin de realizar la clasificacion e identificacion de la cepa TAB7 basandose en la secuencia génica, se obtuvo
el gen de ARNr 16S a partir del ADN gendmico de la cepa TAB7 y se determiné la secuencia de nucledtidos del gen
segun el método descrito en Biseibutsugaku jikkenho (traduccion literal: técnica experimental microbioldgica)
(Kodansha Ltd.). Una parte de la secuencia de nucleotidos del gen de ARNr 16S de la cepa TAB7 asi identificado se
muestra como la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1.

Ademas, se realizé una investigacion de BLAST para la secuencia de nucleétidos del gen de ARNr 16S de la cepa
TABY contra la base de datos de secuencia de nucleétidos de ADN (NCBI (GenBank)). Los resultados se muestran
en las figuras 1-1 y 1-2. Tal como se muestra en las figuras 1-1 'y 1-2, la cepa TAB7 mostré la mayor homologia con
Bacillus licheniformis.

A partir de los resultados anteriores, se identificd la cepa TAB7 como una cepa bacteriana novedosa de Bacillus
licheniformis.

1-4. Confirmacion del crecimiento de la cepa TAB7 en excrementos de ganado

Con el fin de que la cepa TAB7 funcione de manera regular en el procedimiento de compostaje, es necesario que la
cepa TAB7 crezca en los componentes de excrementos de ganado. En vista de esto, se examind el crecimiento de
la cepa TAB7 usando excrementos de ganado reales.

Se pesaron 100 g de cada uno de excrementos de cerdo (razon de contenido en agua de aproximadamente el 60%)
y excrementos de pollo (razén de contenido en agua de aproximadamente el 60%) recogidos de una granja en
funcionamiento. Entonces, tras afiadir 400 ml de agua purificada a los excrementos de ganado, se afadié un agar
para obtener un medio de modo que el contenido del mismo fuera del 1,5%, y se someti6 la mezcla resultante a
esterilizacion en autoclave (a 121°C durante 20 minutos).

Tras la esterilizacion en autoclave, se enfrié la mezcla hasta aproximadamente temperatura ambiente, y en una sala
limpia, se afadio a una placa de Petri esterilizada y se solidifico.

En el interior del medio de excrementos de ganado preparado como anteriormente, se sembré la cepa TAB7 usando
un asa de siembra de platino y se cultivd a 50°C durante 12 horas, y se confirmé que la cepa TAB7 crecia en los
componentes de excrementos de ganado sin problema.

Ejemplo 2

Descomposicion de acidos grasos de cadena corta en excrementos de ganado por la cepa TAB7

2-1. Cultivo de la cepa TAB7

Se cultivé la cantidad necesaria de la cepa TAB7 y proliferé en un medio de cultivo que contenia los componentes tal
como se muestra en la tabla 2 a continuacion.

[Tabla 2]

Componentes del medio de cultivo:
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(1) glucosa 1%
(2) extracto de levadura 1%
(3) NazHPO4 0,1%
(4) (NH4)2S04 0,1%

Se disolvieron los componentes del medio de cultivo anterior en agua purificada y se ajust6é el pH a 7,0, y se
mantuvo la disolucién resultante a 121°C durante 15 minutos usando un autoclave para esterilizacion.

Posteriormente, se afiadieron 300 ml del medio asi producido a un matraz con deflectores de 500 ml, en cuyo
interior se sembré una pequefia cantidad de la cepa TAB7 a partir de la disolucion madre de glicerol que se habia
producido de antemano. Tras cultivar a 50°C durante 16 horas con agitacion, se obtuvo un liquido de cultivo de la
cepa TAB7 con un valor de absorbancia de aproximadamente 2,0 (DO 660 nm).

2-2. Unién de la cepa TAB7 a portadores de microorganismos

A 1 kg de perlita (el portador de microorganismos) se le afiadieron 100 ml del liquido de cultivo de la cepa TAB7
obtenido en la seccion 2-1 anterior. Entonces se agitd la mezcla resultante durante cinco minutos para permitir que
la cepa TAB7 se adsorbiera sobre la perlita, mediante lo cual se obtuvieron los materiales microbianos.

2-3. Descomposicion de acidos grasos de cadena corta en excrementos de ganado por los materiales microbianos
que portan la cepa TAB7

Se obtuvieron excrementos recientes (razén de contenido en agua de aproximadamente el 70%) de cerdos de tres a
seis meses de edad de una granja porcina, y usando excrementos secos (razéon de contenido en agua de
aproximadamente el 20%) para el ajuste del contenido en agua, se ajustaron los excrementos para que tuvieran una
razon de contenido en agua de aproximadamente el 60%.

A nueve kg de excrementos de cerdo con contenido en agua ajustado, se les afiadieron 18 g de los materiales
microbianos producidos en la seccion 2-2 anterior (estaban presentes aproximadamente 10" bacterias vivas de la
cepa TAB7 por g del material microbiano) para servir como grupo de prueba (que contenia aproximadamente 2 x 10*
bacterias de la cepa TAB7 por g de excrementos de ganado). Ademas, se usé como grupo control un grupo que
contenia excrementos de cerdo sin nada afiadido a los mismos.

Se sometieron estos excrementos a compostaje usando la unidad experimental de compostaje de pequefio tamafio,
KAGUYAHIME (producto de Fujihira Industry Co., Ltd.). Se midio la concentracion de acidos grasos de cadena corta,
que es el componente de olor desagradable, en los excrementos de cerdo tras aproximadamente cuatro dias de
compostaje.

Para la medicion de la concentracion de acidos grasos de cadena corta, en primer lugar se midié la razéon de
contenido en agua de la muestra de compost recogida, y tras mantenerla en el espacio de cabeza a 60°C durante 30
minutos (vial de 22 ml), se analizé el gas asi volatilizado mediante cromatografo de gases-espectrometro de masas
K9 (producto de JEOL Ltd.) para cuantificar la cantidad de acidos grasos de cadena corta en el compost (columna
usada: TC-WAX, DI 0,32 mm, 30 m, producto de GL Sciences Inc.). La cantidad de acidos grasos de cadena corta
asi cuantificada se muestra en la figura 2.

En la figura 2, cada panel representa lo siguiente; (A): la concentracion de acido butirico volatilizado en el compost,
(B): la concentracion de acido valérico volatilizado en el compost, (C): la concentracién de acido propidnico
volatilizado en el compost y (D): la concentracion de acido isovalérico volatilizado en el compost.

Tal como se muestra en la figura 2, en comparacién con el grupo control (el grupo sin material microbiano afadido),
se confirmo que el acido butirico, acido valérico, acido propionico y acido isovalérico habian disminuido en el 90,1%,
el 77,5%, el 62,5% y el 90,1%, respectivamente, en el compost del grupo de prueba (el grupo con material
microbiano afadido).

Referencia al material biologico depositado

NITE BP-998

Lista de secuencias

<110> TOYOTA JIDOSHA KABUSHIKI KAISHA

<120> Microorganismo y agente desodorizante que contiene el mismo

<130> PH-4978-PCT
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<150> Documento JP 2010-255140
<151> 15-11-2010

<160> 1

<170> Patentln version 3.4

<210> 1
<211> 1447
<212> ADN

<213> Bacillus licheniformis

<400> 1.

acttccccca
ttcgggtgtt
tcaccgecgge
gactgcgatc
cctttgttct
acgtcatcecce
tgctggecaac
acgagctgac
ctagggttgt
cacatgctcc
gtactcccca
aacacttagce
ccacgcecttte
cctccacatce
caagttcccce
aagaaaccgc
attaccgcgg
ccgeccctatt
ttecatcactc
gctgectccee

ggtcggctac

atcatctgtc
acaaactctc
atgctgatcc
cgaactgaga
gcccattgta
cacctteccte
taagatcaag
gacaaccatg
cagaggatgt
accgcettgtg
ggcggagtge
actcatcgtt
gcgectcage
tctacgecatt
agtttccaat
ctgcgegege
ctgctggcac
cgaacggtac
acgcggegtt
gtaggagtct

gcatcgtcge

ccaccttegg
gtggtgtgac
gcgattacta
acagatttgt
gcacgtgtgt
cggtttgtca
ggttgcgctc
caccacctgt
caagacctgg
cgggcccccg
ttaatgcgtt
tacggecgtgg
gtcagttaca
tcaccgcectac
gaccctccece
tttacgcceca
gtagttagcc
ttgttettce
gctcegtecag
gggccgtgte

cttggtgagc

cggctggcecte
gggcggtgtg
gcgattccag
gggattggct
agcccaggtc
ccggcagtca
gttgcgggac
cactctgece
taaggttctt
tcaattcctt
tgctgecagceca
actaccaggg
gaccagagag
acgtggaatt
ggttgagceg
ataattccgg
gtggctttct
ctaacaacag
actttcgtce
tcagtcccag

cgttacctca

caaaaggtta
tacaaggccc
cttcacgcag
tagcctcgeg
ataaggggca
ccttagagtg
ttaacccaac
ccgaagggga
cgcgttgett
tgagtttcag
ctaaagggcg
tatctaatcce
tcgecttege
ccactctect
ggggctttca
acaacgcttg
ggttaggtac
agttttacga
attgcggaag
tgtggccgat

ccaactagct

cctcaccgac
gggaacgtat
tcgagttgca
gcttcgetge
tgatgatttg
cccaactgaa
atctcacgac
agccctatct
cgaattaaac
tcttgcgacce
gaaaccctct
tgttegcetece
cactggtgtt
cttetgeact
catcagactt
ccacctacgt
cgtcaaggta
tccgaaaacc
attccctact
caccctctca

aatgcgccge
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gggtccatct gtaagtggta gctaaaagecc accttttatg attgaaccat geggttcaat 1320
caagcatecg gtattagecce cggtttececg gagttatcece agtcttacag gecaggttacce 1380
cacgtgttac tcaccecgtcec gecgectgace taagggageca agetcccgte ggtecgeteg 1440

acttgca 1447

10
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REIVINDICACIONES

Microorganismo termdfilo que tiene capacidad desodorizante para acidos grasos de cadena corta, que
pertenece a Bacillus licheniformis, en el que dicho microorganismo es el microorganismo que se especifica
mediante el nimero de registro NITE BP-998 de la agencia administrativa incorporada, National Institute of
Technology and Evaluation, Patent Microorganisms Depositary (NPMD).

Microorganismo segun la reivindicacién 1, en el que los acidos grasos de cadena corta son uno o mas tipos
seleccionados del grupo que consiste en acido propidnico, acido butirico, acido valérico y acido isovalérico.

Agente desodorizante que comprende el microorganismo segun la reivindicacién 1 6 2 como componente
activo.

Agente desodorizante segun la reivindicacion 3, en el que el microorganismo lo porta un portador de
microorganismos seleccionado del grupo que consiste en perlita, bentonita, zeolita, vermiculita, tierra de
diatomeas, musgo de turba y carbén activado.

Método de produccion de compost que comprende la etapa de afadir el microorganismo segun la

reivindicacion 1 6 2 o el agente desodorizante segun la reivindicacion 3 6 4 a excrementos 0 a una mezcla
de heces y orina de animales.

11
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[Fig. 1-1]
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[Fig. 2]
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