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@Resumen:

Bacteria degradadora de HTF.

La presente invenciéon se refiere a la bacteria
Pseudomonas oleovorans HBD2 depositada en la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo con el numero
de acceso 8969, y al uso de la misma para la
degradacion del fluido calorportador HTF, ya sea en
medios liquidos o en suelos contaminados por HTF o
sus componentes quimicos.
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DESCRIPCION

BACTERIA DEGRADADORA DE HTF
Campo de la invencidén

La presente invencién se encuadra en el campo general de la biorremediacion y en
particular se refiere a Pseudomonas oleovorans HBD2, depositada en la Coleccion Espafola
de Cultivos Tipo (CECT) para su identificacion y depésito con el cédigo de acceso CECT
8969.

Estado de la técnica

Algunas centrales termosolares utilizan el fluido calorportador Dowtherm A (HTF) para
transferir el calor desde las parabolas hasta las turbinas que generan la electricidad. Este
fluido estd compuesto por una mezcla eutéctica de bifenilo (26,5%) y 6xido de bifenilo
(73,5%); es un liquido altamente téxico, viscoso, incoloro-amarillento y que presenta un
punto de ebullicion de 257 °C.

En ocasiones las tuberias de las centrales pierden la hermeticidad como consecuencia de
los cambios de temperatura durante la operacion de la planta, produciéndose fugas en los

codos de unioén de las mismas, contaminando el suelo de las centrales.

Se conocen numerosos géneros bacterianos que tienen la capacidad de degradar el bifenilo
(Fugihara et al., 2015; Draft genome sequence of Pseudomonas aeruginosa KF702
(NBRC110665), a polychlorinated biphenyl-degrading bacterium isolated from biphenyl-
contaminated soil. Genome Announc 3: e00517-15), mientras que el numero de
microorganismos que pueden utilizar el 6xido de difenilo es reducido (Wang et al., 2015
Characterization of the molecular degradation mechanism of diphenyl ethers by Cupriavidus
sp. WS. Environ Sci Pollut Res, DOI 10.1007/s11356-015-4854-3). En cuanto al fluido HTF,
hasta el momento no se ha descrito ningin microorganismo que pueda degradar

simultaneamente los dos compuestos organicos presentes en esta mezcla eutéctica.

A pesar de los avances que estda habiendo en este campo en los Ultimos afos, sigue
existiendo la necesidad de proporcionar un método para la eliminacion de los residuos

contaminantes en las centrales termosolares y en las proximidades a las mismas.
Breve descripcion de la invencion

La presente invencién soluciona los problemas descritos en el estado de la técnica puesto
que se refiere al uso de un microorganismo que degrada el HTF de tal forma que
proporciona un método de biorremediacion de suelos contaminados con HTF.
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Asi pues en un primer aspecto la presente invencion se refiere a una cepa de Pseudomonas
oleovorans HBD?2 aislada y depositada en la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo con el
nuamero de acceso CECT 8969 (de aqui en adelante cepa de la presente invencion).

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un cultivo puro bacteriano, y/o extracto
y/o compuesto bioactivo que comprende la cepa de la presente invencion.

En la presente invencién por productos bioactivos se refiere a productos obtenidos a partir
de la cepa de la presente invencidn, tanto sus componentes celulares como intracelulares
tales como ADN, péptidos, etc. que confieren a la cepa de la presente invencién, la actividad
degradadora y/o tolerante al HTF.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion que comprende la cepa
de la presente invencion, o un cultivo puro, o un extracto o un compuesto bioactivo de la

cepa de la presente invencién (de aqui en adelante composicion de la presente invencién).

En un aspecto en particular, la composiciéon de la presente invencion es una composicion
biol6gica. En otro aspecto en particular, la composicién biolégica comprende vehiculos y/o
excipientes biolégicamente aceptables.

En la presente invencién por composicion biolégica se refiere a aquellas composiciones que
incorporan la cepa de la presente invencion, y/o el extracto, cultivo y/o compuestos
bioactivos de la misma con al menos un vehiculo y/o excipiente biolégicamente aceptable.
Los vehiculos y/o excipientes biolégicamente aceptables a utilizar en la presente invencion

son conocidos en el estado de la técnica para un experto en la materia.

En un aspecto en particular, la composiciéon de la presente invencion es una composicion
quimica. En otro aspecto en particular, la composicion quimica comprende vehiculos y/o
excipientes bioldgicamente aceptables.

En la presente invencién por composicién quimica se refiere a aquellas composiciones que
incorporan la cepa de la presente invencion, y/o el extracto, cultivo y/o compuestos
bioactivos de la misma con al menos un vehiculo y/o excipiente quimicamente aceptable.
Los vehiculos y/o excipientes quimicamente aceptables a utilizar en la presente invencion

son conocidos en el estado de la técnica para un experto en la materia.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere al uso de la cepa de Pseudomonas
oleovorans HBDZ2 depositada en la Coleccién Espanola de Cultivos Tipo con el nimero de

acceso CECT 8969 y/o al uso del extracto, cultivo y/o compuestos bioactivos de la cepa de
3
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la presente invencién y/o al uso de la composicion de la presente invencion para la
degradacién del fluido calorportador. En una realizacibn en particular, es para la
degradacién de fluido calorportador y/o bifenilo. En otra realizacién en particular, es para la
degradacién de fluido calorportador y/o difenil éter.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere al uso de la cepa de Pseudomonas
oleovorans HBDZ2 depositada en la Coleccién Espanola de Cultivos Tipo con el nimero de
acceso CECT 8969 y/o al uso del extracto, cultivo y/o compuestos bioactivos de la cepa de
la presente invencién y/o al uso de la composicion de la presente invencién para el

tratamiento de biorremediacion de suelos contaminados.
Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra el consumo de bifenilo (BP), difenil éter (DE) y el fluido calor
transportador (HTF). La cepa de Pseudomonas oleovorans de la presente invencién y
Cupriavidus necator cepa H850 depositada en la CECT con el nimero 4424 se cultivaron
aerébicamente con amonio 10 mM como fuente de nitrégeno y BP (2 g L-1), DE (2 mL L-1) o
HTF (2 mL L-1) como unica fuente de carbono. La concentracién de BP (barras vacias) y DE
(barras rellenas) en el medio se determind6 mediante GC/MS tras 1 o 5 dias de cultivo
(izquierda y derecha respectivamente para cada cepa). Los datos, que corresponden a la
media de tres experimentos con su desviacion estandar, se expresan como % respecto a la

concentracion inicial de cada compuesto.

La figura 2 muestra la tolerancia al fluido calorportador (HTF) por bacterias. La cepas
bacterianas Pseudomonas oleovorans HBD2 de la presente invencion y la bacteria
degradadora de bifenilo Cupriavidus necator H850 se cultivaron aerébicamente con amonio
10 mM como fuente de nitrégeno. Como Unica fuente de carbono se utiliz6 HTF a distintas
concentraciones: 50000 ppm (50 mL L-1; cuadrados), 100000 ppm (100 mL L-1; triangulos)
o 150000 ppm (150 mL L-1; circulos). A los tiempos indicados se determiné el crecimiento
bacteriano (A600, simbolos rellenos) y la concentracién de amonio (simbolos vacios). Los
datos corresponden a la media de tres experimentos con su desviacion estandar.

Descripcion detallada de la invencidon

Los inventores de la presente invencion han conseguido identificar una nueva cepa
bacteriana, Pseudomonas oleovorans HBD2, depositada en la Coleccién Espafola de
Cultivos Tipo con el numero de acceso CECT 8969 que posee actividades biolégicas
novedosas con respecto a otras bacterias puesto que hasta la fecha no se ha descrito

ningn microorganismo con actividad degradadora de HTF, es decir que degrade
4
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simultdneamente los dos compuestos organicos presentes en esta mezcla eutéctica. Esta
actividad degradadora de HTF se ha analizado por comparacién con Cupriavidus necator
H850 depositada en la CECT con el numero 4424, bacteria degradadora de difenilo y
Sphingomonas sp.SS3, cepa degradadora de difenil éter. Ademas se comprobé la tolerancia
de Pseudomonas oleovorans HBD2 CECT 8969 al HTF.

A partir de la rizosfera de plantas de la central termosolar “La Africana” (Cérdoba, Espana),
mediante técnicas de enriquecimiento, se aisldo e identificd la estirpe Pseudomonas
oleovorans HBD2, depositada en el Coleccion Espanola de Cultivos Tipo con el cédigo de
acceso CECT 8969.

Las células se inocularon en matraces de 50 mL de capacidad, con 10 mL de medio M9
(Sambrook y Russel, 2001 Molecular cloning: a laboratory manual. 3rd ed. Cold Spring
Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2001), a pH 7, y se incubaron en
aerobiosis en un agitador orbital termostatizado a 30°C y 220 rpm. La fuente de nitrégeno
empleada fue cloruro de amonio 10 mM y como Unica fuente de carbono se utilizé bifenilo,
bifenil éter, o HTF (2000 ppm). Los matraces se sellaron con parafina y se incubaron a 30°C
en agitador a 220 rpm.

Para el enriquecimiento bacteriano, una vez por semana durante un mes se tomaron
alicuotas del cultivo y se transfirieron a matraces que contenian 9 ml de medio fresco con
las mismas fuentes de carbono y nitrégeno y se incubaron con las mismas condiciones que

el cultivo inicial.

Finalmente se tomaron alicuotas de los cutivos con turbidez (que indicaba el crecimiento
bacteriano), luego se pasaron a placas de medio LB con HTF para obtener las colonias
individuales. El mantenimiento de la estirpe bacteriana se realiz6 tomando 750 pl de un
cultivo puro en medio LB liquido y afnadiendo 250 pl de glicerol al 80 % (v/v), y
posteriormente se almacend a - 80 °C.

Determinacién del crecimiento bacteriano

Las bacterias Pseudomonas oleovorans HBD2, depositada en la Coleccion Espafola de
Cultivos Tipo con el numero de acceso CECT 8969, Cupriavidus necator H850 y
Sphingomonas sp.SS3, se cultivaron a 30°C en medio LB o en medio M9 que contenia
cloruro amaénico (10 mM) como fuente de nitrégeno y BF, DE o HTF (2 000 ppm) como Unica
fuente de carbono.
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Para medir la tolerancia al HTF, se utilizaron 50, 100 o 150 ml de fluido calorportador HTF
(50000, 100000 o 150000 ppm respectivamente). El crecimiento bacteriano se determiné por
diferentes métodos incluyendo la monitorizaciéon de la absorbancia de los cultivos a 600 nm
(Aeoo), mediante el recuento de unidades formadoras de colonias (C.F.U.) y por
determinacion de la concentracion de proteinas en células enteras por el método de Lorry
modificado (Shakir et al., 1994. A rapid protein determination by modification of the Lowry
procedure. Anal. Biochem. 216:232-233).

Determinaciones quimicas y analiticas

Para cuantificar el consumo de BF, DE y HTF se determind su concentracion en los medios
de cultivo. Como control se usaron medios idénticos en composicién que no habian sido
inoculados con las bacterias. En cada caso, se realiz6 una extraccion liquido-liquido del
sobrenadante de los cultivos con cloroformo 1/10 y se analiz6 mediante Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas acoplada a una Trampa de lones Varian-
Sarturno 2200. Las condiciones experimentales fueron las siguientes: inyeccién a 275°C,
con helio como gas portador a un flujo constante de 1ml/min, inicialmente se realizd un
gradiente de temperatura desde 65 °C (se mantuvo durante 0,5 minutos), incrementando 8
2C por minuto hasta alcanzar 180 °C (se mantuvo 0,1 min). Posteriormente, se alcanzaron
300 °C mediante la aplicaciéon de un gradiente de 25 °C por minuto y se mantuvieron 300 °C
durante 2 min. El volumen de la muestra inyectada fue 1pl. La deteccion mediante analisis
por Espectrometria de Masas se llevé a cabo mediante ion Full Scan entre m/z 50 y 275 (0,5
s/scan) y 70 eV.

Para detectar la presencia de la enzima 2,3-dihidroxibifenil dioxigenasa (BphC), se
pulverizaron las placas de medio so6lido que contenian las colonias de bacterias con una
solucién de dihidroxibifenilo 0,1% (p/v) y acetona al 10% (v/v), como se describe en Wagner-
Ddbler et al., 1998 Microcosm enrichment of biphenyl-degrading microbial communities from
soils and sediments. Appl Environ Microbiol 1998; 64:3014-22. La aparicion del color
amarillo transcurridos varios minutos indico la formacion de &cido 2-hidroxi-6-oxo-6-
hexafenil-2,4-diendico (HOPDA).

Los productos de reaccion (bifenilo, difenil éter y demas, fueron comprados en Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO). EI HTF se obtuvo de la compania MAGTEL, S.L que es la empresa
que gestiona la planta termosolar.

En las condiciones experimentales previamente descritas, se demostré6 que Pseudomonas

oleovorans HBD2 degrad6 la mezcla eutéctica, con un consumo de casi un 85% de HTF
6
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después de 5 dias de cultivo (Fig.2). Esta bacteria ademas degrada de forma independiente
los compuestos quimicos BP y DE, aunque de forma mas eficientemente el BP que el DE
cuando se cultiva con cada uno de estos compuestos como la unica fuente de carbono,
quedando solo un 5% de PB pero mas del 50% de DE después de 5 dias de cultivo (Fig.1).
Por el contrario, la cepa bacteriana Cupriavidus necator H850, que podia degradar un 95%
de BP y un 40% de DE después de 5 dias, en la mezcla del HTF sélo degrada un 45% DE y
un 40% BP a los 5 dias de cultivo. Aunque, se demostré también que la cepa H850 era
tolerante a altas concentraciones de HTF (Fig. 2)
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REIVINDICACIONES

1. Cepa de Pseudomonas oleovorans HBDZ2 aislada y depositada en la Colecciéon Espanola
de Cultivos Tipo con el numero de acceso CECT 8969.

2. Cultivo puro bacteriano, extracto o compuesto bioactivo que comprende la cepa de
Pseudomonas oleovorans HBDZ2 de la reivindicacion 1.

3. Composicion que comprende la cepa de Pseudomonas oleovorans HBD2 segun la

reivindicacion 1, o un cultivo puro, extracto o compuesto bioactivo segun la reivindicacion 2.

4. Composicion segun la reivindicacién 3, donde dicha composicidon es una composicion
biolégica.

5. Composicién segun la reivindicacion 4, que comprende al menos un vehiculo y/o un
excipiente biolégicamente aceptable.

6. Composicion segun la reivindicacion 3, donde dicha composicidon es una composicién

quimica.

7. Composicién segun la reivindicacion 6, que comprende al menos un vehiculo y/o un

excipiente quimicamente aceptable.

8. Uso de la cepa de Pseudomonas oleovorans HBDZ2 segun la reivindicacién 1, o de un
cultivo puro bacteriano, extracto o compuesto bioactivo segun la reivindicacion 2 o de una
composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 3-7, para la degradacién del fluido
calorportador.

9. Uso segun la reivindicacion 8, para la degradacion de bifenilo.
10. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 8-9 para la degradacién de difenil éter.

11. Uso de la cepa de Pseudomonas oleovorans HBD2 segun la reivindicacion 1, o de un
cultivo puro bacteriano, extracto o compuesto bioactivo segun la reivindicacion 2 o de una
composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 3-7 para el tratamiento de

biorremediacion de suelos contaminados.
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FIG.2
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201630622

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 16.10.2017

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-11 Sl
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-11 Sl
Reivindicaciones NO

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

Base de la Opinién.-

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

N° de solicitud: 201630622

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la realizacion
de esta opinidn.

Docum , . L. e ., Fecha
ento NUmero Publicacién o Identificacion Publicacion
D01 HICKS P. et al. In situ bioremedation of biphenyl and biphenyl ether. 2000

D02 | Biotecnologia aplicada en la biorremedacion de un suelo afectado por un vertido de fluido térmico| 09.06.2014
mediante la formacién de biopilas dinamicas.
D03 | US 2003148501 A1 (PICARDAL FLYNN W et al.) 07.08.2003
D04 | US 4664805 A (FOCHT DENNIS D) 12.05.1987
D05 |Wang, S. et al. Characterization of the molecular degradation mechanism of diphenyl ethers by| 25.06.2015
Cupriavidus sp. WS.
D06 |Schmidt S. et al. Biodegradation of diphenyl ether and its monohalogenated derivatives by 1992
Sphingomonas sp. STRAIN SS3.

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

El documento D01 divulga la degradacion bioldgica in situ de restos de fluido caloportador (Dowtherm) de alto contenido en
bifenilo y difenil éter. La degradacion de estos compuestos se lleva a cabo en condiciones de aerobiosis con cepas
bacterianas de las especies Pseudomonas cruciviae, Burkholderia cepacia y Mycobacterium chlorophenolicus.

El documento D02 describe la biorremedacion de un suelo afectado por un vertido de fluido térmico mediante biopilas
dinamicas, en las que se utilizan colecciones de cepas aisladas del suelo contaminado, pero no se menciona en el
documento a qué especies pertenecen las cepas utilizadas.

En el documento D03 se usan 4 cepas de los géneros Pseudomonas y Alcaligenes, capaces de crecer con bifenilo, para
degradar policlorinatos de bifenilo (PCB) (tabla 2)

El documento D04 menciona una cepa de Acinetobacter que crece en presencia de bifenilo (columna 6, linea 13-29)

Por ultimo, los documentos D05 y D06 se refieren a cepas de las especies Cupriavidus sp. y de Sphingomonas sp. capaces
de degradar difenil éter.

Novedad y actividad inventiva (art. 6.1y 8.1 de L.P. 11/1986)

En ningun documento del estado de la técnica se ha divulgado un microorganismo de la especie Pseudomonas oleovorans
con el mismo numero de depdsito que el que figura en la reivindicacion 1, por lo que, la cepa de esa especie con ese
numero de deposito, se considera nueva.

Cualquiera de los documentos D01 a D06 puede considerarse el documento mas cercano del estado de la técnica, puesto
que en estos documentos se trata de resolver el mismo problema técnico, es decir, obtener una cepa capaz de degradar
fluidos caloportantes o los productos que lo componen (bifenilo, éter de difenilo, etc.)

Sin embargo, ninguno de los microorganismos mencionados en estos documentos pertenece a la especie Pseudomonas
oleovorans. El problema técnico a resolver por el solicitante se considera, por lo tanto, encontrar una cepa alternativa a las
ya existentes para la degradacioén de los fluidos caloportadores ricos en bifenilo y éter de difenilo.

A la vista del estado de la técnica, no seria evidente para un experto en la materia utilizar una cepa de esta especie para la
biorremedacion de fluidos caloportadores.

Por lo tanto, la reivindicacion de la cepa de Pseudomonas oleovorans, objeto de la primera invencion, cumple también el
requisito de actividad inventiva.

En conclusion, la reivindicacion 1, referida a la cepa de Pseudomonas oleovorans con ndmero de depodsito CECT 8969,
cumple el requisito de novedad y de actividad inventiva. De la misma manera, son nuevas y con actividad inventiva las
reivindicaciones 2 a 7 que se refieren a cultivos o composiciones que contienen dicha cepa y los usos de la misma de las
reivindicaciones 8 a 11.

En resumen, todas las reivindicaciones 1 a 11 satisfacen los requisitos de patentabilidad (art. 4.1 de la L.P de 11/1986).
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