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La presente invencidn se refiere a nuevos microorga=-
"nismos metilotréficos facultativos del genero Pseudomonas 6 de
un genero similar al de las Pseudomonas, a cultivos mixtos, a
un procedimiento para la purificacién microbioldgica de solu=-
ciones acuosas mediante Ia degradacidn de coﬁpuestos que .con~
tienen grupos metilo en presencia de estos microorganismos, la
masa celular con sus componentes querée obtienen de estos mi-
croorganismos, asi como al empleo de la masa celular obtenir
ble segin el presénte procedimiento. .

Bajo la expresidn "microorganismos metilotrdficos™
Xp &

. ge entienden aquellos microorganismos que crecen sobre medios

nutrientes que como‘fuente de carbono contienen compuestos'ébn
golamente un dtomo de carbono, por ejemplo, metanol, ¢ con va-
rios dtomos de carbono sin enlace C-C directo, por ejemplo,
dimetilamina /Patt, Cole und Hansen, International J. Systema-
tic Bacteriology 26 (2), 226-229 (1979)7. |

Bajo la expresidn "microorganismos metilotréficos
facultativos" se entienden aquellos micréorganismos que crecen
gobre medios nutrientes que como fuente de carbono contienen
compuestos con solamente un dtomo de carbono, por ejemplo, me-
tanol, y/o los compuestos con varios dtomos de carbono con &
sin enlace C-C, por ejemplo, glucosa & dimetilamina.

En la 1iteratura gse describen microorganismos meti-
lotrdficos facultativos que en éolucién acuosa degradan unoc &
varios compuestos del siguiente grupo de compuestos‘orgénicos
,§ bién se pueden aprovechar como fuente de carbono & de carbono
v nitrdgeno: metano, metanol, etanol, acetatos, por'ejemplo,
acetato sddico, glucosa, determinados compuestos de metilamo-
nium, por ejemplo, cloruro de metil-, etil- § trimetilamonium,

é las aminas libres de estas sales.
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Tales microorganismos han sido depositados en distin-

- tas colecciones de cepas, por ejemplo, en la American Type

Culture Collection (ATC®), en la Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen (DSH) & en la National Collection of Industriall
Bacteria (NCIB), y se mencionan en los catalogos publicados -
por estos lugares de depdsito.

En el Environmental Protection Agency (EPA) Report

. 2-79-163 de DJjlido J.R. del Dez. 1979, asf como en la publi-

cacidn breve en Chem. Ind. 34 (1982), 750 (Biologische
Entfernung von Stickstoffverbindungen aus Abwissern) se méﬁ;
ciona la posibilidad de una eliminacidn de dimetilformamida
en soluciones acuosas con lodos de clarificacidn. En ambéé‘:
publicaciones falta, sin embargo, una caracte;izacién general
de los microorganismos que estdn contenidos en estos lodes

de clarificacidn asi como una caracterizacidn de los micro-
organismos que pueden degradar la dimetilformamida.

En la literatura no hay indicaciones sohre el lugar
de hallazgo, el aislamiento, la identificacidn 4 el lugar de
depésito de un microorganismo degradador de la dimetilforma-
mida, 6 de un cultivo mixto, Tampoco la literatura mencionada
contiene indicacidn alguna sobre el empleo de un microorganis-
mo aislado & de un cultivo mixto aislado en un procedimiento
microbioldgico para la purificacidn de aguas residuales que '
contengan dimetilformamida como impureza.

En la produccidn técnica en gran escala-en la indus-
tria quimica se obtienen soluciones abuosas, por ejemplo, aguasg
residuales que como impurezas contienen, por ejemplo, dimetil-
formamida y/o formamida, metil; S etilformamida, acetfamida,
gales de formiato & de acetato, glucosa, metanol, etanol, clo=-

rurc de metil-, etil~, dimetil- & trimetilamonium, dimetilfos-
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" fito, trimetilfosfito, acetonitrilo ¢ isobutironitrilo. La

- purificacidn de estas aguas residuales resulta problemdtica

debido a los procedimientos de combustidn hasta ashora usuales,
ya que la combustidn de sustancias residuales orgdnicas vale
como método de eliminacidn extraordinariamente desventajoso
que va ligado a elevados costes y aéimismo a altas combinacio-
nes para el medio ambiente.

‘ La presente invencidn tiene el cometidJ de hallar y
aislar nuevos microorganismos & cultivos mixtos que en sqiﬁbio-
nes acnosas, bajq un consumo lo mds total posible de los cémQ
puestos mencionados, presenten un crecimiento especialmente
bueno, '

Este cometido se soluciona mediante la presente
invencidn que tiene por objeto nuevos microorganismos metilo-
tréficos facultatives del genero Pseudomonas § de un generc
gimilar al de las Pseudomonés ¥y a cultivos mixtos. La presente
invencidén tiene igualmente por objetc un procedimiento para la
purificacidn microbioldgica de soluciones acuosas mediante la
degradacidn de dimetilformemida, formamida, metil- & etilfor-
mamida, acetamida, metanol, etanol, sacdridos, alcanocatos in-
feriores, haluros de metil-, etil-, dimetil- & trimetilamonium,
dimetilfosfito, trimetilfosfito, hidantoina, c¢reatina, creati-
nina, 4cido barbitdrico, colina, betaina, sarcosina, dimetilgig
cina, glicina, deido glioxflico, deidos N-formilaminicos, dci-
dos N-acetilaminicos, acetonitrilo 4 isobutironitrilo, & las
mezclas de estos compuestos, en presencia de nuevos microorga-
nismos 6 cultivos mixtos, la masa celular con sus componentes,
que ge obtiene de estos nuevos microorganismos & cultivos mix-
tos, as{ como el empleo de la masa celular obtenible segin el

pregente procedimiento.
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Las expresiones generales empleadas anteriormente y a

continuacidn tienen en la descripcidn de la presente invencidn

preferentemente los siguientes significados:

Los sacdridos son, por ejemplo, mono- & disacdridos, por ejem-
plo, hexosas, por ejemplo, glucosa § fructosa.

"~ Los alcanoatos inferiores son, bor ejemplo, metil-
S etilformiato & -acetato, & las sales, por ejemplo, las sales
de metal alcalino del dcido férmié6, por ejemplo, formiato sé-
dico & potdsico, & las sales, por ejemplo, las sales de ﬁ%ta%
alcalino del dcido acético, por ejemplo, el acetato sédicq_G%
potdsico.

Los haluros de metil-, etil-, dimetil- & $rimetilamo-
nium son el cloruro de metil-, etil-, dimetil- & trimetilamo-
nium, ademds también los bromuros.

Los aminodcidos H-formf{licos son, por ejemple,»ﬁ}for-'
milgicina, -alanina, -valina, -serina & =-treonina. “J

Aminodcidos N-z@cetflicos son, por ejemplo, N;aééfil-
glicina, -alanina, =-valina, -serina § -treonina.

Masas celulares son, por ejemplo, todos los sistemas
celulares gque se encuentran en estado viviente, por ejemplo,
en estado de divisidén § en estado de reposo, en muerte celular
parcial & total, 6 ya en la descomposicidn enzimdtica & en la
descomposicidn por cultivos extrafios, que se constituyen por .
los microorganismos de la presente solicitud.

Componentes de estas masas celulares son, por ejem=-
plo, los enzimas ya contenidos, por ejemplo, los extractos de
enzimas obtenibles de la masa celular, que iguaimente pueden
degradar en solucidn acuosa los compuestos 6 bién las impurezas
anteriormente mencionadas, por ejemplo, la dimetilformamida.

La presente invencidn se refiere especialmente a mi-
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'croorganismos metilotrdéficos facultativos del genero Pseudomo-

.nas d de un genero similar a las Pseudomonas, a cultivos mix-

tos y a un procedimiento para la purificacidn microbioldgica
de soluciones acuosas por degradacidén de dimetilformamide, me-
tilformamida, etilformamida, formamida, metanol, etancl, for-
miato & acetato sddicos & potdsicos, cloruro de metil-, etil-,
dimetil- & trimetilamonium, trimetilfosfito, dimetilfosfito,

acetonitrilo, isobutironitrilo & las mezclas de estos comgﬁes-

-~
L 2 -

tos.

Le presente invencidn se refiere, en primer~1ugéf;l
a los microorganismos del grupo de las siguientes cepasz.
DMF 3/3 (NRRL-B-15358), DMF 3/4 (NRRI-B-15359), DUF 3/5
(NRRL-B-15360), DMF 3/6 (NRRL-B-15361), DMF 3/11 (NRRL-B-
15362), DMF 3/12 (NRRL-B~15363), DMF 4/4 (NRRL-B-15364), DMP
5/3 (NRRL-B-15365), DMP 5/5 (NRRL-B-15366), DMF 5/T (NRRI-3=
15367), DMF 5/8 (NRRL-B-15368), DMP 5/9 (NRRL-B-15369), : '~
DMF 5/10 (NRRIL-B-15370), los cultivos mixtos de estas cepas,
el cultivo mixto DMF/HW 1-5 (NRRI~B-15371) y a los p;ccedimien—

N
A

tos para la purificacidn microbioldgica de soluciones acuosas
por degradacidn de dimetilformemida.

Los nuevos microorganismos provienen del lodo de
clarificacign de una instalacidn de purificacidn de agnas re-
siduales de Ciba-Geigy Ag Suiza (ARA Ciba-Geigy) y del lodo '
clarificador de un estanque de lodos (lecho seco) en Kairouan,
Tunez. El cultivo mixto DMF/HW 1-5 se aisld del sedimento del
Iago Hallwiler en Suiza. Todos los microorganismos asi como el
cultivo mixto han sido depositados en Agriculiural Research
Culture Collection in Peoria, Illinois 61 604, USA en fecha

13.4.83.
Fan la tabla 1 a coniinuacidn se indican los nimeros




- de depdsito y el lugar de hallazgo para cada una de 1las cepas

_ individuales 4 bién para el cultivo mixto.
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- Iabla 1:

Denominacidn interna| Numero de depdsito | Lugar de hallazgo
DMF 3/3 NRRL B-15358 ARA Ciba-Geigy
DMF 3/4 NRRL B-15359 ARA Ciba-Geigy
DMF 3/5 N¥RRL B~15360 ARA Cibe-Geigy
DITF 3/6 NERT, B-15361 | ARA Cibva-Geigy
DMF 3/11 NRRL B-15362 ARA Cibe-Gelgy
DMF 3/12 NRRL B-15363 ARA Ciba~-Geigy
DMF 4/4 NRRL B-15364 Kairouan o
DMF 5/3 FRRL B-15365 Kairouan
DMF 5/5 NRRL B-15366 Keirouan
DEF 5/7 NRRL B-15367 Kairousn
DMF 5/8 NRRL B-15368 Kairouan
DMF 5/9 NRRL B-15369 Kairouan
DMF 5/10 NRRL B-15370 Rairouan
DMF/HW 1-5 NRRL B-15371 Hallvilersee
(cultivo mixto)

Caracterizacidn de los nnevos microorganismos:

1. Método de aislamiento:

Una muestrs de agua residual & guspensidn de lodo

clarificador (1 g por 10 cc de agua de esteril) se introduce
en un matraz de agitacidn donde se encuentran 20 cc de la so-
lucidn nutriente esteril MV 7. Se agregan aproximadamente 0,1 g|
de dimetilformamida filtrada en forma’esteril; para la tampo~
nacidn de la solucidn nutriente se mezcla con 1 cc de tampdn
de fosfato 1-M y se incuba a 28°C el cultivo de agitacidn a

250 rpm durante 7-14 dfas. 1 cc de este primer cultivo de enri-
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quecimiento se vierte en 20 c¢¢ de solucidn nutriente MV 7 fres-
ca con 0,1 g de dimetilfogmmnida y nuevamente ge incubae a 2g°
¥y un pH de'7 (cultivo de agitacidn 250 rpm, 7-14 dfas). 1 cc
del segundo cultivo de enriquecimiento se vierte de nuevo er
20 c¢c de solucidn nutriente MV 7 fresca con 0;1 g de dimetil~
formamida y sé¢ incuba bajo 1gsAcondiciones mencionadas., De 1 cc
del tercer cultivo de eniiquecimiento Se prepara entonces nue-
vamente con 20 cc de solnciéﬁ nutriente MV 7 y 0,1 g de dime-
tilformamida bajo las condiciones mencionadas un cuarto éﬁl?i—
vo de enriquecimiento. Ios cultivos de enriqueéimiento a;i;-
obtenidés ge aplicaron én cada caso sobre'fondos nutrientes
sélidos esteriles de MV 7-agar /Solucidén nuiriente HV 7';bﬁ;
adicidn de 20 g/l de agar (Difco)/ y se incuba s 28°¢, ILas
colonias individuales se levantan cuidadosamente y se aplican
de nueve sobre el mismo medio. Estos procedimientos se :qpi-
tieron varias veces hasta obtener productos aislados pu?@é;

La solucidn nutriente MV 7 empleada contiene en
un litro de agua los sigulentes componentes: 2 g de NH4N03
(fuente de nitrdgeno), 1,4 g de Na,HPO,, 0,6 g de KH, PO,
(tampdén y fuente de £8sforo), 0,2 g de Mg504.H20, 0,01 g de
CaClz.ZHEO, 0,001 g de FeSO4.7 H20 y 1 cc de solucidn de ele-
mentos en huel;as (compuesto en cada casoc de 20 mg/l de
Nazﬁb04.2 H,0, Na23407.10 E,0, Mnso4.H20 N CuSO4.5 ﬁzO. Para
la obtencidn de esta solucidn nutriente se disuelven las sa=
les en agua destilada, la solucidn se sjusta con solucidn
acuosa diluida de hidrdxido sddico bajo control del pE a un
pH de 7 y ésta se completa con agua destilada a 1 litro. Para
la obtencidn del fondo nutriente sélido MV 7-agar se le agre-
gan a la solucidn nutriente MV 7 ademds 20 g/l de agar (Difco).

Se esteriliza en el autoclave (2 atmésferas, 120°Q).
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2, Hallazgos generales ¥ microscopia

Todas las cepas asi como el cultivo mix#o menciona~
dos en la tabla 1 crecen bajo condiciones aerdbicas a tempera-
turas hasta aproximadamente 37°C, Sptimamente a 28°% hasta
30°%, Ios microorganismos son gram-negativos (muestras para el
ensayo de color seglin Gram tomadas de un cultivo de MY’?-dime—
tilformamidg) ¥y oxidasa-positivos (muesiras para el ensayo
tomadas de nutriente-agar, MV T7-DMP-agar y cultivo 1fqnidg E

MV 7-DMF). En los cultivos 1fquidos que contienen dimetilfow-

”n

mamida se ohserva la tendencis de todas las depas hacisg ﬁhﬂﬁ
erecimiento en forma de coposo. .

En la imagen microscdpica (microscopio de luz)l%i;-
nen las cepas DMP 3/3, 3/4, 3/5, 3/6, 3/11, 3/12 la forma de
varillas alargadas las cepas DMF 4/4, 5/3, 5/5, 5/7, 5/8, 5/9
¥y 5/10 la forma de varillas cortas & de bolas esféricas.;Lé
imagen en el microscopio electrdénico se encuentra en buéhﬁi
concordancia con las observaciones efectuadas con el mic?gs—
copio de luz. Se aprecian, ante todo, dos tipos de células:

a) varillas alargadas, en parte polarmente flageladas del ta-

mafio 0,8 x 2 u (cepas DMF 3/3, 3/4, 3/5, 3/6, 3/11, 3/12),

b) varillas cortas, en parte polarmente flageladas del temafio
0,7 = 1,1,u (cepas DMF 4/4, 5/3, 5/5, 5/7, 5/8, 5/9 ¥ 5/10).
En las cepas DMF 4/4 y 5/3 se aprecian "pelos" finos y cortos

en la pared de la célula,

3. Caracterizacidn bioquimica y clasgificacidn de los nuevos

microcrganianos

Para la caracterizacidn bioquimica general y clasi-

ficacidn de las cepas mencionadas en la tabla 1 se emplean dos
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sistemas de ensayo comerciales.

a) Ensayo "Oxi/Ferm Tube" (Roche)

Este sistema de ensayo se emplea en las varillas grams

negativas con reaccidn de oxidasa positivas El ensayo en cada
caso se resliza en paralelo dos veces cada vez con material

de inyeccidn de la cepa correspondiente de dimetilformamida-
&gaf y nutriente-agar. Para la destruceidn del ensayo bioquir
mico normalizado y la realizacidn experimental véanse Ias*ghé—
truceiones del fabricante. Los resultados de los ensaybsjéétgn

resumidos en la tabla 2.

Tabla 2:
Cepas DMF ensayadas y con "Oxi/Berm Tube™ (48/28°C)

Denominacion Ensayo bioquimico o
+°
interna o o 3 o o
g%l A1 s |2l |&© A

Aol K] b= B M ‘o d E (o]

—Ho| (% [&g | g | |Ho @+

O g = |+ |0 |0 (0o |odg = @

a0 ggo o g kel ] O H

Hod HBo |[© o |Hd|lH09 G| o8

QO H qa @ grj{o@{ OHH Lf O

QU wirD E Edoo|lov+d d| oo

88 D8R oM aHATAE8 & Bo

Adg gl RE RAQKIAGY D] <
DMF 33 - - + - - + - -1 +
DMF 374 - - +* - - + ] + | +
DMF 3/5 - - + - - + 1 P
DMF 3/6 - - k] - - +1 + + | +
DI{F 3Al - - % - - 4 & : o+
DMF 3712 - - * - - + |+ - *
DMF 474 - - + + - + ]+ - +
DMF 573 + - + + - g + ] +
DMF 5/5 - - + + - P -1 +
DMF 5.7 - - + + - - -1 =
DMF 58 - - * + - + ] + + | +
DMF 5/9 - - + + - -1 = g By
DMF 5710 - - + + - +#{ + -1 +
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(4 ambos ensayos paralelos positivos, - ambos ensayos parale-

- los negativos, 4 un ensayo paralelo positive, un ensayo para-

lelo negativo, * en el ensayo API 20 E (tabla 4) positivd).

De los hallazgos se desprende que el grupo de las -
cepas DMF 3/3, 3/4, 3/5, 3/6, 3/11 y 3/12 (formécién de H,S
claramente negativo y disoeciacidn de xilosa claramente positif
vo) se diferencia claramente del grupo de las cepas DMPF 4{4{
5/3, 5/5, 5/7, 5/8, 5/3 ¥ 5/10 (formacién de H,S claramegfé":’
pogitiva y digociacidn de.xilosa solo en un caso clarémeﬁ{é:
negativa). las diferencias bioquimicas dentro de ambos grupos
son reducidas., Después de la evaluacidn numérica de los';é;ﬁl-
tados del engayo de la tabla 2 a base de las instrucciones
dadas por el fabricante se pueden resumir las distintas cepas

conforme a su correspondiente grado de correspondencisa y.éia-

sificar taxondmicante aproximadamente como sigue:
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" Tabla 3;
- Adjudicacidn taxondmica segin la evaluscidn numérica del ensa-

yo_"Oxi-Ferm Tube”

Denominscidn Adjudicacidn taxondmica
interna '

DMP 3/3 Pseudomonas stutzeri -

DMF 3/4 S
DMF 3/5 :
DMF 3/6
DMF 3/11 gimilar a Pseudomonas, Achromobacterusg.
DMF 3/12 -
DMP 4/4

DMF 5/7 Pseudomonas vesicularis

BKF 5/3
DMF 5/5
DMF 5/8 ningunﬁ adjudicacidn
DMF 5/9

DMF 5/10

b) Ensayo "API 20 E"

Este sistema de ensayo se emplea especialmente para

la apreciacidn de enterobacteriaceas y en general para la
determinacidn de bacterias gram-neéativas. Bl ensayo biogui-
mico normalizado y su realizacidn se describen en las instruc-
ciones del.fabricante. Los ensayos se realizaron igualmente

en forms paralela dos veces con material de inyeccidn de la

cepa correspondiente tomade de dimetilformamida-agar y nutrien-

te-agar,




Tabla 4:

Cepas DMF comprobadas con API 20 E (API-Laborsystem

GmbE)

(48 n, 28°¢)

- 12 -

Denominacidn. interna

Ensayo
bioquimico

DMF 57

DMF 5.9

ONPG: Hidrolisgis por
~-galactogidasa

4+ |DMF 3,11
+ |DMF 312

[+ {DMF 3/3
+ |DMF 3/4
+ |DMF 3/5
+ |DMF 3/6
+ |DMTF &4/4
+ {DMF 5/3

[+ |DMF 5/5

+

|+ {DMF 5.8

i+ |oMr 510

aDn ArTgimina firtdrolasy

|
]
]
]
'
1
i
i
]

LOCyjsindecarhoxilasa

0DC:0rnitindecarboxi-
laga

CIT: gpro. de citrato

|+
*
|+

H,S: Dion de tiosulrato

| URE: II':!E'E S

8
DA s ftofandesaninass)

i+
f+
|+

|+
]
[}
]

IND:pegradacidn de trip)
tofano formacidn indol

VP: .
‘Ensayo de acetoina

)
|+
| +
I+
1+
i+
|+
t+
i+

GEL:Iicuefacidn de ge-.

gﬂ?ovechamiento_gluco

MAN.8DT0 ., GE€ manita

iNO:gapro. de inosifa

SOR:gpro,. de sorbitas

RHA:apro . de ramnosa

SAC:gpro., de sacaross

]
]
]
]
'
H
i
I
]

MEL:apro. de melibiosa

AMY:apro. de amigdaling

ARA:apro. de L-arablic-

0X: apro. de X1 dass

+
{4+l it
+
+
+
+
+
.‘.
+

NOZ: . .
< —reduccion de ni-~

Nyt frato

+
+
+
+
+
+
+
+
+

CAT: catalasa




10

15

20

25

- 13 ="

La evaluacidn numérica de los resultados del ensayo
API 20 B segin las instrucciones dadas por el fabricante no
permite adjudicaciones taxondmicas indudables, por lo . gue los
. regultados segin la tabla 4 solamente se pueden utilizar para
la caracterizacidn bioquimica de las cepas correspondientes.
| Las cepas DMF 3/3, 3/4, 3/5, 3/6, 3/11 y 3/12 se
pueden clasificar a'sase de caracteristicas morfolégicas (va-
ritas polarmente flageladas) y propiedades bioquimicas en el
engayo Oxi-Ferm y en el ensayo API como Pseudomonadas. Las}pe?
pas DMD 4/4, 5/3, 5/5, 5/7, 5/8, 5/9 y 5/10 tienen una forma-
de célula ovalada (forma de varilla muy corta hasta esfdrica
flagelada). Debido a algunas similitudes en el comportamiggtq
bioquimico (exqepcién: formacidn de HyS en el emsayo Oxiffefﬁ)
gse denominan también estas cepas en la descripcidn de la pre-
sente invencidn como Pseudomonadas, maxime cuando :ormas;&éh
qélula ovalada también se observan en otras cepas ée Pseqdb;

monas, por ejemplo, Pseudomonas putida & Pseudomonas ovalis.,

4, Congervacidn de las cepas

Para la conservacidn de las cepas segin la tabla 1
son adecnados los siguientes métodos:
a) adsorcidn del material celular de la cepa correspondiente
en esferas de vidrio en solucidn glicerina y almacenamiento s
continuacidn a -20°C,
b) almacenamiento del material celular de la cepa correspon-
diente mediante agar y ‘
¢) Lyo-ampollas. El cultivo correspondiente se separa por cen-
trifugacidn de la solucidn nuiriente y la masa celular se sus-

pende en 1/4 hasta 1/3 partes en volumen de Skim-Milk al 15%

y se liofiliza,
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" 5. Compuestos degradables

En la tabla 6 ge indica una seleccidn de aquellos
compuestos (fuentes de carbono) que pueden ser degradados por
- las cepas 6 bién el cultivo-mixto mencionado en la tabla 1 al

agregar una fuente de nitrégeno, por ejemplo, nitrato amdnico:

Tabla 6:
Denominacidn interns :
) 5
Pnentes el nl ol Bl 81 e w = “"';
de G SISISISISISISISISISIS [8]52
=,
ElE|E|E\B|E|E|E|E|E|E |EIE|Z|
dimetilfor-’ wl ol ¢+l e | el el elefels|+ie]+T
nmemida(2g/1)
formamida -1 - + 1+ ]+
(2 g/1) SRR SRS M !
m;gélf:on}l%; R RS RN N N
etilforma~- L
nida £§g/;) A R B L N N IO B I I B N B
2cetanida 1l +] ¢+ +F )l el el +le] el b}E
(58/1) . v

ToTRIEt0 48 . :
metilo(3g/D| + | «| + | +| +| +| + |+ |+ | 4] +|+]| *+]|*
32521122/ i()l b A A B LA A T BN B B P L S .4

ggiga‘%ggji;*"b+++++++++*"'i

* %lucosa
5 8/1) L B S B R S 0N N S B e RN B O B K
METanol :
(2 5/1) + + + + + + - - - - - - - +
etenol

cloruro de
metilamontuhn+ | +{ + ] +| +} +| 1 + | + ] +] ] +] 1 +
(5 .2/1)

cloruro de
dimetilamo=| +
nium (5g/1)

trimetilamo!
" +l+ ] o+ 4 + | +] 1 +
niun (Sg/l) + + + + + +

cloruro de
etilamonium| «+ | « | + | «| «| +| « | + | + | ¢ + ] +] +| +

(5 g/1)

trimetilfos
fito (2g/1)

[+
I+
|+
[+
f+
1+
+
+
+
+
+
o+~
+




- 15 -

Pabla 6: (continnacidn)
Denominacidn - -interna
Fuentes o
e ¢ clelel S s eielsle (g8 s

SIS|SIS|SISISIS|S|S|I8 8|5z

By ) B2 o [

Z|E| B\ E| 8| 2|8|Z |88 |E | |E|E
Hidantoina | * | ¥ [ + | +| +| + | + | + [+ |+ |+ |+ |+ |+
Creatina L L B B B B R R P R A A P D
Creatinina | + | + L B I BN N R T BN I I (PO PO D .,
Acido VR HE S IR BN IO IR (R (R N (A A PO PO
barbitirico
Colina S I N N S N T T T PO PO e
Be'i:ains. + + + + + + + ' + + |+ + + 4
Di%e‘?il- S T I S A RN B RO RO A O R O
glicina

+ |+ LA I N B B IS N I O N T S
Sarcosina L
€licina -2 N B T A R A O I D R B P
Aeido . E O T I (T I I A [P RO N B PO D
glioxflico
Acetonitrilpt |+ | * |+ [+ + ]+ |+ |+ [+ ]+ |+ [+ |+

+ |4 + |+
Tsobutiro— A T A I I R R A I
nitrilo

(4: crecimiento bueno, i crecimiento moderado, - ningin creci-

miento § solo reducido)
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En caso de que la solucidn acuosa a purificar conten~
ga uno de los compuestos conteniendo nitrdgeno mencionados en

la tabla 6, por ejemplo, dimetilfbrmamida, metilformamida,

-etilformamids, hidantoina, c¢reatinina, creatina § dcido barbi-

tirico, no se necesitard agregar en la mayoria de los casos
ninguna fuente de nitrdgeno.

Los hallazgos experimentales segin la tabla 6 se de-
terminan, después de la preparacidén de un cultive por agi#gcidﬁ,
mediante inyeccidn del correspondiente precultive que eonﬁibﬁ%
DMF en solueidn nutriente MV 7 conteniendo las correspondi}ﬁées
fuentes de ¢ § bién de C y N (composicidn como anteriormente
descrita), tamponado a un pH de 7, incubacidn en el transéﬁfﬁo
de 5-8 dfas a 28°C y 250 rpm y medicidn de la densidad dptica
OD650 (crecimiento moderado °D650 ¢ 0,15, buen crecimiente . -
0D650 > 0,15) y, en caso dado adicidn de cloruro aménico. t

De las cepas mencionadas en la tabla 1 se pueden for-
mar espontdneamente mutantes (mutantes naturales) S se puéden
preparar mutantes artificiales que, al igual que las cepaé»ﬁa-
turales, pueden degradar en solucidn acuosa los compuestos y
gales anteriormente mencionadas, especiélmente dimetilformami-
da, ¥ producir masa celular. Tales mutantes se pueden produecir
dnicamente, por ejemplo, por tratamiento con determinados deri-
vados de éuanidina, por ejemplo, N;metil-N'-nitro-N;nitrosogué-,
nidina 6 con nitrito alcalino, por ejemplo, nitrito sddico, &
f{sicamente, por ejemplo, por radiacidn ultravioleta, con rayos
X § radioactividad.

Los microorganismos segdin la presente invencidn se
emplean en un procedimiento pare la purificacidn microbioldgica
de soluciones acuosas conteniendo dimetilformamida, formamida,

metil-, etilformamida, acetamida, metanol, etanol, sacdridos,
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alcanoatos inferiores, haluros de metil-, etil-, dimetil- &
trimetilemonium, fosfito dimetilico, fosfito trimetflico, hidan-
toina, creatina, c¢reatinina, dcido barbitdrico, colina, betaina,
| sarcosina, dimetilglicina, glicina, dcido glioxilico, aminodci-
dos ﬂkfo:mflicos, aminodcidos N-acetilicos, acetonitrilo &
isobutironitrilo, 6 mezclas de estos compuestos, que se carac-
teriza porque en una solucidén acuosa dé éstas se cultiva bajo
condiciones serdbicas un microorganismo del genero Pseudoﬁonas

6 un genero similar a las Pseudomonas que produzca- masa celular

1 en esta solucidn, d una mutante derivada de este nicroorganismo,

que igualmente sea capaé de producir masa celular, en presencia
de sales inorgdnicas esenciales'y, en caso dado, una fuen@e;dp
nitrdgeno a unos 20°C hasta unos 40°C y un valor pH de apfoii;
madamente 4 hasta aproximadamente 7,5, &, sl se desea, una masa
celular obtenible se aisls, T
En el cultivo 6 en la fermentacidn degradan lasféeﬁas
mencionadas en la tabla 1 las impurezas que se encuentraﬁ?é@jla
solucidn acuosa, por ejemplo, en un agua residual, por efemplo,
dimetilformamida, formamida, metil-, eftilformamida’, metano,
etanol, acetato sdédico, glucosa, cloruro de metil-, etil-, d4i=
metil- § trimetilamonium, fosfito dimetilico, fosfito trimeti-
lico, acetonitrilo, isobutironiirile § las mezclas de estos
compuestos & bién las sales, y consumen oxigeno. En el proce=~-
dimiento de degradacidn producen los microorganismos masa celu-
lar que se caracteriza, por ejemplo, por un multiplo de lé £6r-
mula de sumas aproximada CgHoNO_ (x = 4=5) y un contenido de
aproximadamente un 37,0 4 de ¢, un 6,2 4 de Hy un 9,6 % de N
(1iofilizado), Como ulteriores productos de fermentacidn se -

forman didxido de carbono asi como, bajo condiciones neutras y

deidas, iones amonium, Durante la fermentacidn se ajustard el
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" valor pH de la solucidn a purificar, mediante adicidn de solu~

cién tampdn, por ejemplo, solucidn tampdn de fosfato, & de ba-
ses acuosas, por ejemplo, solucidn acuosa diluida de hidrdxido
sédico 8 potdsico, a valores-enire 4,0 y 7,5, preferentemente
aproximadamente 6 hasta T.

Para la purificacidn de soluciones acuoéas que con=-
tienen dimetilformamida se emplean preferentemeﬁte las cepas
DNF 3/3, 3/4, 3/5, 3/6, 3/11, 3/12, 4/4, 5/3, 5/5, 5/1, 5/8,
5/9, 5/10 y el cultivo mixto DMP/EW 1-5. Para la pu:ificaég6§
de soluciones acuosas que contienen formamida se emplean.;£éfe-
rentemente las cepas DMF 4/4 5/3, 5/5, 5/7, 5/8, 5/9, 5/10 ¥
el cultivo mizto DNMF/HW 1-5. '

Para la degradacidn de sales de formiato, por ejemplo
formiato sddico, son solamente adecuadas las cepas DMF 4/4, -
5/3, 5/5, 5/7, 5/8, 5/9 y 5/10, de metanol solamente las cepas
3/3, 3/4, 3/5, 3/6, 3/11, 3/12 y el cultivo mixto DMF/HW 1-5,
de fosfito dimetflico y fosfito trimetflico solamente las ce-
pas DMP 3/3, 3/4, 3/6, 3/11, 3/12 y el cultivo mixto DMF/HW
1-5.

El cultivo se realiza en presencia de sales inorgd-
nicag esenciales, Tales sales son, por ejemplo, los haluros go-
lubles en agua, por ejemplo, los cloruros, carbonatos, sulfatos

6 fosfatos de metales alcalinos, por ejemplo, de sodio & pota-

sio, metales alcaline térreos, por ejemplo, calcio & magnesio,

4 metales de transicidn, por ejemplo, hierro, manganeso, molib-
deno, cobre é zinec.

Sales inorgdnicas esenciales preferentes son, por
ejemplo, las sales contenidas en la solucidn nutriénte MV 7,
por ejemplo, hidrogenofosfato disddico & dipotdsico, dihidroge-

nofosfato sédico § potdsico, sulfato de magnesio y de hierro y

y
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Acloruro de potasio y de calcio., En reducidas cantidades se

pueden agregar ademds sulfato de zinc, de manganeso y de co-
bre, molibdato de sodio ¥ bofax.

Para la purificacidn de soluciones acuogsas que con-
tienen, por ejemplo, metanol, etanol, acetato § glucosa y por'
lo demds ningdn compuesto que cénténga nitrdgeno, se agrega
como fuente de nitrdgéno, por ejemplo, aminodcidos, péptidos
§ proteinas, § bién sus productos de degradacidn, tales como
peptona 8 triptona, extractos de carne, harinas, por ejempib;:
de.maiz, del trigo & de judias, por ejemplo de la judia dé”ﬂz
goja, residuos de destilacidn.de la obtencidn de alcoholes,
extractos de levadura, sales amdnicas, por ejemplo, clorufo §
aménico & nitrato, por ejemplo, nitrato potdsico & andnico.

Algunas de las cepas mencionadas en la tabla i<pueg
den crecer al comienzo de la fermentacidn solo después de agre
gar una fuente de nitrdgenoc, también cuando en la soluciﬁn'i
acuosa ya esté pregente un compuesto que contenga nitrdgeng.

a degradar. As{ se agrega una fuente de nitrdgeno cuando en

goluciones acuosas se quiere degradar dimetilformamida en pre-
sencia de las cepas DMF 5/5, 5/7, 5/8, 5/9 y 5/10 & formamida
en presencia de las cepas DMF 3/3, 3/4, 3/5, 3/6, 3/11 y 3/12.

El cultivo se realize bajo condiciones aerdbicas,
por ejemplo, bajo alimentacidn de oxigeno 4 de aire, y ésto
sacudiendo & agitando en matraces agitadores § fermentadores.
Al emplear los microorganismos de la presente invencidn en
instalaciones de clarificacidén se puede realizar el.cultivo en
cédmaras de clarificacidn abiertas & cerradas también en pre-
sencia de otros microorganismos. El cultivo 'se puede efectuar

en un margen de temperaturas desde unos 25° hasta unos 35°C,

preferentemente a unos 27° hasta unos 28°¢.,
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El cultivo se puede reallizar por ftandas, por ejemplo,
forma cont{nua, mediante adicidn continuada de solucidn nutrien

Preferentemente se cultiva en varias étapas preparan-
do primeramente uno & varios cultivos previos, por ejemplo,
en un medio nutriente 1{quido, por ejemplo, MV 7, que, & con=
tinvacidn, se inyecta en el cultivo principal propiamente §;7
cho. Un cultivo previo se puede preparar, por ejemplo, tréééé
ladando una muestra con material celular del correspondieﬁf@i
microorganismo, que se guarda, ponrejemplo, sobre agar de cul-
tivo inelinado, en una solucidén nutriente esteril, por ejémpio,
MV 7, con una fuente de carbone adecuada, por ejemple, dimetil-
formamida, e incubando- durante varios dfas a 28°C. Con este .
primer cultivo previo se inyectan soluciones nutrientes fréﬁ-
cag, por ejemplo, MV 7, con la misme fuente de carbono y'ﬁgj
incuba de nuevo durante varios dfas a 28°C.

El desarrollo de la fermentacién se puede seggir
analfticamente durante la fermentacidn mediante tomas de mues-
tras, por ejemplo, mediante medicidn del valor pH del cultivo
§ de 1a densidad Sptics, que es una medida para el crecimiento -
de la cepa en cuestidn, as{ como gravimétricamente a base del .
peso en geco de la masa celular formada. 7

La masa celular es igualmente objeto de la presente
invencidn. Esta se puede elaborar, por ejemplo, segin uno de
los numerosos procedimientos descritos en la patente europes
0 010 243 y, por ejemplo, transformar en ahonos,

Ia mase celular es una valiosa materia prima que

tiene una composicidn definida y reproducible. Férmula de su~

mas aproximada: 05H9NOx (x = 4-5); Contenido (liofilizado):
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37,0 % C, 6,2%Hy9,6%1‘T.

Igualmente son objeto de la presente invencidn las
enzimas contenidas en la masa celular & bién el extracto de
enzimas obtenible de la masa-celular. Ias enzimas se pueden
extraer de la maga celular en forms en si conocida, por ejem-
plo, como deserito en la solicitud de patente britdnica
2.019.390. ‘ 7

Ia masa celular obtenible segin el preseﬁte,pyocedi-
miento se puede emplear como proteina monocelular, por ejéﬁpio,
como aditive a los piensos para los animales. ILa masé celﬁla?
gse puede emplear también, por ejemplo, como abono en forma de
suspensidn & elaborada, por ejemplo, después de deshidratar ¢
pasteurizar., Igualmente se puede emplear la masa celular como
producto de partida para la obtencidén de biogas con alt5.§alor
calorffico (composicidn aproximadamente un 70% de metano; -2
29% de diéxido de carbono y un 1% de hidrdgeno, valor caloéi-
fico aproximadamente 5500-6500 kcél/mB)l por ejemplo, pof}fer-

mentacidn anaerdbice en torres de pudricidn. El residuo (fango

.sapropélico) del procedimiento de obtencidn de biogas es

igualuente un abono de alta calidad que, en comparacidén con la
masa celular original, estd fuertemente enriquecido con nitré-

geno.,

Los ejemplos a continuacidn ilustran la presente in-
vencidn. Las indicaciones de temperatura se realizan en grados

centigrados.

Ejemplo 1 (Preparacidn del cultivo previo):

Una nuestra del microorganismo DMF 3/6 guardado en

agar de cultivo inclihado se agregan en un matraz de agitacidn

a 20 cc de solucidn nutriente MV 7 de la composicidn indicada
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més adelante conteniendo dimetilformamida en una concentracidn
de 5 g/1, y se incuba durante 72 horas a 28° y 250 rpm. 5-T cc
de este prim;r cultive previo se vierten em un segundo matragz
agitador conteniendo 100 cc de solucidn nutriente MV 7 (sin
nitrato aménico) y-dimetilformamida en una concentracidn de

5 g/1 y 5 mmoles de tampdn de fosfato (pH 7) ¥y se incuba durén—
te 72 horas a 28° y 250 rpm. '

Ejemplo 2: e,

[ I Y

9

Anflogo al ejemplo 1 se pueden preparar cultives '
previos de las cepas DMF 3/3, 3/4, 3/5, 3/6, 3/11, 3/12, 4/4,
5/3, 5/5, 5/1, 5/8, 5/9, 5/10 y del cultivo mixto DMF/HW I-S.
Para la obtencidn de cultivos previos de las cepas DMF 5}5;
5/7, 5/8, 5/9 y 5/10 se aéregan nitrato aménicp (2 g/l)'gggg

fuente de nitrdgeno.

Ejemplo 3:

En un fermentador de laboratorio se reunen solucidn
nutriente ¥V 7 (sin nitrato amdnico) en caso dado estabilizada
por calor (esterilizacidn 20 minutos a 120°) con una solmeidn'
de dimetilformamiﬁa acuosa, en caso dado filtrada en forma eg-
teril, de manera que resulte un volugen de trabajo aproximado
de 10 litros con una concentracidn de aproximadamente 5 g/l de
dimetilformamida.

Se agrega una nuestra con aproximadamente 500 cc del |
segundo cultivo previo de la cepa DMF 3/6 y en el fermentador
se mantienen las siguientes eondiciones: walor pH de 7,0 Que
ge nantiene congtante mediante adicidn, en cada caso, de solu-

cidn acuosa 0,1-n de ¥aOH § bién O,1-n de HCI, temperatura:

28°¢, alimentacidn de aire 0,25 1/1 min. y velocidad de agita-

¢ T i e an i |
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cidn de 400-700 rpm.

Lz cepa crece en esta solucidn que contiene dimetile
formamida como Unica fuente de carbono y de nitrdgeno. Déspués
de unas 55 hbfas Se ha degradado la dimetilformamida empleada.

Ia masa celular formada se pregsenta como mezcla de células

individuales 6 aglomerados de distinto famafio que se pueden se

parar por segmentacidn & centrifugacidn.

Ejemplo 4: ‘ : e
Andlogo al ejemplo 3 se puede degradar dimetilforma-

mida en solucidén acuosa cultivando en un fermentador de labora-
torio cultivos previos & cultivos mixtos de las cepas DMFﬁﬁ/g,
3/4, 3/5, 3/6, 3/11, 3/12, 4/4, 5/3, 5/5, 5/7, 5/8, 5/8 y 5/10
é el cultivo mixto DMF/HW 1-5. Al emplear cultivos previog de

nico (2 g/l) como fuente de nitrdgenc.

Ejemplo 5:

En un fermentador de laboraterio se reune sgolucidn
nutriente MV 7 (sin nitrato aménico) en caso dado esterilizada
térmicamente (esterilizacidn 20 minutos a 120°) con una solu~
cidn @e aguas residuales conteniendo dimetilformamida, en caso
dado filtrada en forma esteril (composicidn: aproximedamente |
6,0 % de dimetilformamida, 7 % de metanol, 1,0 % de sulfato
sédico, 5,4 % de dimetilfosfato sddico asi como 3,6 % de com-
ponentes orgdnicos y un 77 % de agua) de manera que resulte un ,
volumen de trabajo aproximado de 8 litros con una concentracidn
de aproximadamente 5 g/l de dimetilformamida. Se agrega una

muestra con aproximadamente 500 cc del segundo cultivo previo

de la cepa DMF 3/6 y en el fermentador se mantienen las condi-
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ciones indicadag en el ejemplo 3. La degradacidn de la dimetil=-|

. formamida y del metanol se realiza en el transcurso de aproxi-

madamente 100 horas.

Ejemplo 6:
Andlogo al ejemplo 5 se puede degradar dimetilforma-

mida en soluciones de aguas residuales, en Easo dado filiradas
en forma esteril, cultivando en un fermentador de laboratq;io
cultivos previos § cultivos mixtos de las cepas DMF 3/3, 5}4;
3/5, 3/6, 3/11, 3/12, 4/4, 5/3, 5/5, 5/T, 5/8, 5/9 ¥ 5/1076 41
cultivo mixto DMF/EW 1-5. Al emplear cultivos previos de las
cepas DMF 5/5, 5/7, 5/8, 5/9 y 5/10 ge agregan nitrato aﬁﬁnﬁéo

(2 g/1) como fuente de nitrdgeno.

Descrita suficientemente la naturaleza del invéntb,
as? como la manera de realizarse en la prdctica, debe hacerge
constar que las disposiciones anteriormente indicadas soﬁ;sﬁs—
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no él%éfén

su principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

l.~ Procedimiento para la purificacidén microbiolé-
gica de soluciones acuosas que contienen dimetilformamida,
formamide, metil- 6 etilformamida, acetamida, metanol, etanol,
sacéridoé, alcanoatos inferiores, haluros de metil-, etil-,
dimetil- 4 trimetilamonium, dimetilfosfito, trimetilfosfito,
hidantoina, creatina, créatinina, dcido barbitdrico, colina,
betaina, sarcosina, dimetilglicina, glicina, dcido giioxiiicé,
dcidos N—formilamfnicos, dcidos N-acetilamfnicos, acetonifrii
lo S isobutironitrilo ¢ las mezclas de estos compuestos, carag
terizado porque en una.soludién acuosa de éstas se cultié&k&h
microorganismo del genero Pseudomonas é de un genero similar
& las Pseudomonas que produzca masa celular en esta solucidn,
6 una mutante derivada de este microorganismo, que asimiapﬁ,

gea capaz de producir masa celular, en presencia de sales

: inorgdnicas esencisles y, en caso dado, de una fuente de ni-

trdgeno, a uros 20°C hasta unos 40°C y un valor pH de aproxi-
madamente 4 hasta aproximasdamente 7,5, bajo condiciones aerd-

bicas y, si se desea, la masa de células obtenibles se aisla,

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1 para la
purificacidén microbiolégica de soluciones scuosas que contie-
nen dimetilformamida, formamida, metanol, etanol, formiato ¢

acetato de sodio & de potasio, cloruroc de metil-, etil-, dime~

" til- 6 trimetil-amonium, dimetilfosfito, trimetilfosfito, ace-

tonitrilo, isobutironitrilo & mezclas de estos compuestos, ca-
racterizado porque en una solucidén acuosa de éstas se cultiva
un microorganismo del genero Pseudomonas & de un genero gimi-

lar a las Pseudomonas.
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3.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1 para la

purificacidn microbioldgica de soluciones acuosas conteniendo

ge cultiva un mlcroorganismo del genero Pseudomonas § un gene-
ro similar a Pseudomonas del gﬁupo de las siguientes cepas:
DMF 3/3 (NRRI-B-15358), DWF 3/4 (NRRI-B~15359), DMF 3/5 (NRRI-
B-15360) DKF 3/6 (NRRL-B-15361), DNMF 3/11 (NRRL—3-15362),

DMF 3/12 (NRRL-B-15363), DHF 4/4 (NRL-B-15364), DMF 5/3
(NRRL-B-15365), DWF 5/5 (VRRL-B-15366), DEF 5/7 (NRRL-B-15367),
DUF 5/8 (VRRL-B-15368), DF 5/9 (VRRI-B-15369), y 5/10 (NRRi-
B-15370) 46 ‘el cultivo mixto TMF/HW1-5(NRRL-B-15371).

4.,- Procedimiento segin la reivindicaciones 1-3, ca-

racterizado porque el cultivo se realiza a 28°¢.

5.- Procedimiento segin una de las reivindicacicnes
1-4, caracterizade porque el culiivo se realiza en forma c¢on-

tinna.

6.~ Procedimiento para la purificacién microbiolé-
gica de soluciones acuosas, tal y como queda susftancilalmente
descrito, en la presente Memoria.

Egta Memoria consta de 26 hojas escritas a mdquina -
por una sola cara,
“ Madrid, 97 FEB. 1988
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