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10 ANEXOS

E:j Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud v

"

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

Poderes siI fuere el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante
Declaraciones .
Copta de la solicitud internacional (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos) L

»

L
Traduccion de la solicitud internacional al castellano  (Resumen, descripcion, revindicaciones, dibujos)

rof

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA) 2ot
Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copla de contrato de acceso ~

De ser el caso, documento que acredite |a licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas ¥

H
De ser el caso, certificado de deposito del matenal biologico .

Arte final 12 X 12 "
De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el

mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud :
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional ;

Otros
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12 Solicito la concesidn de la patente
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1.)

4.)

5.)

7.)

ANEXOS

INVENTORES

JAMES L. GADDY

( Fayetteville, Arkansas 72703, Estados Unidos de América ); I

DINESH K. ARORA
( Fayetteville, Arkansas 72703, Estados Unidos de América );

CHING-WHAN KO
( Fayetteville, Arkansas 72701, Estados Unidos de América );

JOHN RANDALL PHILLIPS

D L BT

"

( Fayetteville, Arkansas 72703, Estados Unidos de América); - -

RAHUL BASU
( Fayetteville, Arkansas 72702, Estados Unidos de América );

CARL V. WIKSTROM

( Fayetteville, Arkansas 72703, Estados Unidos de América );

EDGAR C. CLAUSEN

( Fayetteville, Arkansas 72704, Estados Unidos de América ).



Solicito expresamente a nombre de la sociedad_..-f.f-'_-_
BIOENGINEERING RESOURCES, INC«:‘T
sociedad constituida de conformidad con las leyes del #
estado de Arkansas, Estados Unidos de América,
domiciliada en 1650 Emmaus Road, Fayetteville,
Arkansas 72701, Estados Unidos de América, el °
otorgamiento de Patente para la invencion titulada \.
"METODOS PARA INCREMENTAR LA
PRODUCCION DE ETANOL DE UNA'¥
FERMENTACION MICROBIANA ”.

Clase: C 12

QE‘[W ESCOBAR URIBE

C.C. 39.779.452 de Usaquen
T.P . 68.228
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PCT ’-_Farmelvimomcemmu

International Application Na.

REQUEST
Internationa! Filing Date

The underzigned requests that the present
intemacional qgl:nuon be prw:::ed

according to the Patent Coopemation Treaty, Name of :euim Office and “PCT International Amiclliln"

lcant" 's flle reference
F‘.r..»..'u'r?; wcurs marimim) CEL2BPCT

Boxz No. I TITLE OF INVENYION
METHODS FOR INCREASING THE PRODUCTION OF ETHANOL FROM MICROBIAL

. FERMENTATION

BoxNa. Il  APPLICANT [] vis person is also Inventor
Name and nddress: (Fandlyname fiollowed By acxre; for a legalentity, fult officiol decipnation. | Te No.
e et e sl e o ey e S | S 5212745
Faesimile No.
Bioengineering Resources, Inc. 501-521-2749
1650 Emmaus Road Teleprinter No.
Fayetteville, Arkansas 72701 -
us Applicant’s regismration No, withthe Office
Ssate nhat s, coinvry) of nationality: State fthar ix. cmniry) of residence:
us us

T el W Ll P oy e R W g W o

Box Na. Il FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)

Name and addresa: Family mume # legel entity, full afficial desigmarion, This i
e L e R e e T Rl
Gaddy, James L. [X] applicont and inventor
2207 Tall Oaks Drive inventor mly thir cheek-bax
Fayetteville, Arkansas 72703 (] e S e
us Applicant's registration No, with the Office
Sete frhat Ly, couniry) of nationaliry: Sute fYhat ix, enuntry) of residence:
us us
Ratmmaaiet e Ditmgios X eiidty kS

@ Further applicants and/ar (fizther) inventars are indicated on a continuntion sheet.

Boax No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESMONDENCE

A el L
Name and address: (Family mme piven mawe . fow a legal endity, fidl designatian. | Telephone No,
o etvee sust il vl code ol st of 215-540-9200
Facsimile No.

Bak, Mary E. 215-540-5818

Howson and Howson Teleorinie No

Spring House Corporate Center P )

P.O. Box 457 — -

Spring House, Pennsylvanla 19477 Ag' 213 gmmmmmm:omu

14

D Address lor correspondeace: Mark this check-box where mxnl or common reprumllnve iw/hus been sppointed and the
space sbove i3 used instead W indicate » special address to which eommespondence should be sent,

Form PCT/RO/101 (ficst sheet) (March 2001; reprint July 2001) Sea Noter o the request form




SheetNo. ...%...

Continastion of Box No, LIl FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not ba included ix the reguass.

Name and address: [Fawlly some follovrd by mmﬂﬂm This person in:
The axddrexs micct include postal code and.
humﬂ-_u&wﬁmﬁumﬁ db-fg M'M.“ ] sppricant onty
Arora, Dinesh K. % _"’"“""“"" ;‘r"::"
2725 Wakefield Place & ke 5 0 U ko)
Fayetteville, Arkansas 72703 oA b
us Applicant's registration No. with the Office
~State fihot &, cowniry) of nafionality: State fokas In, couanery) of vesidence;
Us Us
Tf:umfm:upg}_hnt Dnlldu-mul D e‘lp:s’iu_ m“ ‘r Unhd!ﬂln D e M.:
e e e A o s T
s ic the applicanss Srote fihat i craniry) af vesidence if o, irindicated beinw.) D applicont anly
pplicant and inventor
Ko, Ching-Whan 1 :
1245 Mission Bivd. e L o)
Fayetteville, Arkansas 72701 - —— -
us Applicant’s registration No. with the Office
"State (that i, cowniry) of nationabity; State frhat Ix, eruntryy of residence:
Uus us
B R [lerdivem X idty O &b
Nnme and nddrm fFuibm-cﬂh-ﬂ wrgr-hﬂumﬂwm-m This pecsan is:
lullulnq-lkul': mﬁmqr “}h“ mmquﬂnuwm;"“ D applicant only
Phillips, John Randall (] appticontsnd invemsor
2425 Sharon [l oy @k stk o
Easyettewlle. Arkansas 72703 Aoy s rew sestion o i e Offes
Suate (thot is, country) of notionality: State frhef is, enuniry) of residence:
us us
o st [ dhiionted [ 8l et S et v e D Sepctemant Bax
m-uwhmh o g o e udtnlm!dk-ﬂ. iy | Thls person i
Baxixihe applicant’s Sate fihar s, couniry) nfresidence meq E] applicant only
[%] applicant and inventar
Basu, Rahui .
' Iy (I this check-bax
572 Dockery Lane (] msda mﬂ{f'ﬂlh below.)
Sgyatlevnlle. Arkansas 72702 Ao sveaiswation No. with GreOffics
Stase frhat is, eouniry) of navionality: State fther 2, coumery) of residence:
Us Us
Dhrmeiien [Jfaee LGRS Kreee (kb
[X] Further applicants andor (further) inventons are Indicated on anather costinuation sheet.
Form PCT/ROV101 (continuation sheet) (March 2001; reprint July 2001) See Notes (o the request form



ShetNa. ,..3...

Centinustion of Box No, [II  FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S)
If none of the following sul-boxes is used, this shest should not be included n 1he requast.

N
e T
‘lliﬂlm:rhrﬂhlmwy)d' mmv

Wikstrom, Cad V.

2832 Centerwood
Fayetteville, Arkansas 72703
us

l‘v'-'mﬂﬂm This person ix:

"the axvdrays Lndicasrd in thix
inindicated betow.) D applicant enly

E spplicant and inventar
D hvmmrnn‘.ym'wlnhd-h:
ix marked, mﬁﬂ belnw)
Applicant'sregimration No. with the Office

Stia fthat s, cowury) of naBionality-
us

Swe fthai In. country) of residence:
us

purpuluo

Ewulﬂlﬂm D.udn.gmud Ddl%“w Emllnhdlun DNMMm

Nun: and address: [Family xamefiliowed by,
The addrexy {nciedy code amd J
Fmdrriedeber iy e oo b “'?:.m.,r

Clausen, Edgar C.

5137 Wingfoot

Fayettaville, Arkansas 72704
us

-uuw raficial desipnadion,

h” This person 1s:
D applicant only
[¥] sppticant aad inventae
D mvenlnron lm}c,# ‘:\ld-hl

Applicant's registration No, with the OfTice

"Stare fivar is, counisy) of nationality; State fthat i, ceinyy ofmndenu
Us Us
Thia i applicant Il deni indicated i
et [l Citimeiogse, @iyistty [ kst
T T
e the applicaar s Sece s 1. couniy) f estdence o Sesef rearonce U lshcered e ) ] opplicant only

D lp]llia.:lnl and inveniar

D inventar only (I thix check-bax
ix marked, 40 mot Jlll b below,)

Applicant”aregistrotion No. with the Office

State fihar is, enumiry) of nationality:

Swte (rhat ks, country) of residence:

o Sl W o N W

e Seates indicawed in
of AmeTica of Amesics only the Supplemmial Bax

Mdi-lnmlnhﬁ
Baxivihespplicant's .&mﬂhm. m.m-fm m-ﬁrmf

Name and addrezs: /F; u-qﬁn'hmd Pmlt.w"wmm

: i This person ia:

s indicuted beiere) [] appticantenly
(] epnticant and invensar
| E_wﬂgg%hum

Applicant’s regisration No. with the Office

State fthat is, coxoriry) of navionality:

State fthat i, country) of residence:

Thupumnapplmt D all designated D o 4ok

MR, Ohisly [ Risesasa

D Further applicants and/or (Further) inventors are indicated an another continuation sheet

Form PCT/RO/101 (cantimuation sheet) {March 2001; reprint fuly 2001}

See Notes 12 the requast form
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Sheet No, ... 4...

Box No. V  DESICNATION OF STATES Moark the appiicable chack-batas below: at lsast ons must be morked

‘The following designations are hereby made under Rule 4.9(a):
Reglonal Patent

B AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambis, KE Keays, LS Lesotho, MW Malawi, MZ Mozambique, SD Sudan,
SL Sicrra Leone, SZ Swsailand, TZ United Republic of Tanxania, UG Uganda, ZW Zimbabwe, and any other State which is
aContracting State of the Harare Protocol and of the PCT

6d EA EurssisaPatont: AM Armenis, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyastan, KZ Kazakhstan, MD Republic of Moldova,
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, THM Tuwrkmenistan, and any other State which is a Contracting State of the Eurasian
Patent Convention and of the PCT )

0 EP Europesn Patent: AT Austia, BE Belgium, CH & LI Switzeriand and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Gemuny,
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, LU Luxembourg,
BIC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, TR Turkey, and any other State which is a Contracting Siate of
the European Pawent Convention and of the PCT

Rl OA OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Centm! African Republie, CG Cango, CI Cate d"Ivoire, CM Camervon,
GA Gabon, GN Guinea, GW Guinea-Bissay, ML Mali, MR Mavritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, andany
other State which isa member State of OAP] anda Contracting Sute of the PCT (Ifother kind of protecrion ar ireatment desired,

specifrondoitedling) . .................. S s r e Rt EEEETEEEsEseaRaTenIiesatenssanantenaan Enen st aennn
Natlonal Patent (ifother bind of protectian ar ireatmant dasired. spacifyy an dateed line):
& AE United Arab Emirates RCHGmS...........ceiveeeens D8 MXMexico......oooviennnnenn..
B AGC Antigus and Barbuda B GMGambia B MZ Mommbique
B AL Albania......ovevnneinecnrons Bl HRCrontis .....couveenvrrnnnnns @ NO Norway
B AMAmenia..........coeeeeenns B HUHungary ........cccconnneans B NZ NewZealand.......ocnvennns
B AT Aummia.....oooiiiiiiirennrens & ID Indonesia BPL Poland.......covvverrerinens
B AU Austmralia . .oeenineiinnreneneas W OIL damel.......ooiiiiiennnnn. B PT Pornigal.....ccovvevnnennnn
i AZ Axerbaijan BOINIndia.........oovniininnnn. B RO Romanin
D BA Bosmis and Herzeyovina .. ....... B IS leeland & RV Russian Fedemtion...........
il BB Barbados B JP Japam........covuinrinnianas  eREesrEiiieaersssrsaers
B BG Bulgaria.......covvvirnereeres B KEKenya.......cocvvvnvennnnnns ® 5D Sudan
WBRBmTl.....oovvvvivinrnnaanss B KGKynpyzstan .........o0nvnnnns & SE Sweden
B BY Belorus......oocveerenrnnnens @ KP Democmtic People’s Republic (] SG Singapore
BIBZ Belize..........ooovvveneennns ofKores....o.oooevunnnnns B SI Slovenia.......oovvereecnen.
K CA Camada O KR RepublicofKarea...........-. B SK Slovakif....ouuurnreerinnnn.
B CH & LI Switzerland and Liechtenstein 0] KZ Kamkhswn.................. B0 SL SiermLeone......coooereiens
i CN China. ..., / .......... B LC SaimtLucia BT Tajikistan..........o00c00nee
B €0 Colombia D LK SriLanla B T™M Twkmeniston........o0cocnnt
WCRCoumRicn...........ccceuen @ LR Liberia B TR Turkey.......covveecnnnnnss
Wovcum..........ccoievevennnns O LS Lesotho . ,.oovnvnnvcnncnnnnns (B TT Trinidad and Tobago ..........
W CZ Crech Republic............... B LT Lithwnia = seevrvseareeracanmaaan
W DE Gemany......ocoveeenecanns B LU Luxemboury @ TZ United Republic of Tanzania
BIDKDenmark........convemrnens B LV Lavia B UAUKRING ...oovovvaiainnanss
& DM Dominica B MAMorceo........covvvennennns B UGUganda ........... s
BDZAgsE .......coveieiiaeennns R DD Republic of Moldova . . ....... @ US United Staws of Ameriaa . ...
WECEcundort === tiiiesisresssssssesssassaas arierssssssssssressessrasen
BIEE Estonin........ocovvvvvnnnnns B MGMadogsscar..............-.. LB UZ Usbekistan .................
BIES Spain o.ooovvvvvrrnnenvreen- I MK The former Yugoslav Republicof (8] VN Vit Nam......covvvennnnns
W FI Finland...........ccconvunneas Macedonid .....oovuevrninnes 02 YU Yugoslavia ..........c.cunurs
i GB United Kingdom 1 ™MN Mongolia B ZA Sowth AfficR . ..cvunnnnnnes
K GD Grenda R MWMalbwi.....ooovrcineecnnnss W ZWZimbobwe .. ....cocinuninns
B GE Georgin. . ..oovevrennerennns
Check-boxes below reserved for designating States which have become party to the FCT after issuance of this sheer:
o o . o .
o o [P Ceerreerrres EJ covcrenrmracanransorsonnnarnnanns

Precautionsry Designation Statement: In addition to the designations made abave, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all
other designations which would be permitted under the PCT except any designation(s) Indicated in the Supplemental Box as being
excluded ftam the scope of this statement. Tha applicant declares that those additonal designations are subject to canfirmation and that
sny designation which is not confirmed before the expirstion of 15 months from the priority date is 10 be regorded as withdrawn by the

applicant at the expiration of that time limit. (Con/irmation (ncluding feey) must raach the receiving Office within the 15-month tima limit)

Form PCT/RQV101 (second sheer) {July 2001) See Notes io the request form




Supplemurstal Box

{f the Supplemental Box is nos ured, shis sheet should not be inclided in the reques:.

)

‘mors than two parsons are to be indicated ax
fnﬁrhmﬁumﬂn mﬁn-ﬂm“'ham:nl:

mdcnl.wlu Wﬂlm}hﬂf'ﬂﬂhh

additinnal, tha same
hlmlhm ; W
Is the applicant :l.hnﬂhl mm)dmlhnﬂ'm&n

of resi is indieated below:
z mmn;qu'mnm Box No. I, the
“the States ludicaied In the S entel Bax” s

ddd in such cave, wriie “Canilnuntion of Baz Ne. II™ or
“Continustion af Box No. Il “ or “Conniruaiion of Baxss No. I
and Na, U™ {ax the case may be), indicase the name of the
imvolved and, naxt io fecch) such nama, tha Soarefy}

ind/or. qﬁlﬂﬂ: ARIPO, Evrasian, Eurnpsan or
gl;lplmu,ﬁr purpases of which the named persan Is

l’nluMl.Ilarhny the xuh-boxes of Bax No, HL the

icant &s not luventar Jor the

or for the -m;_
BaxNa. [l ar 'Cnuhmtm nfBax Na. Il or “Cretinuation
dlmhlldmlll'fulhmmw thﬂlu
nome of the in and. naw 1o feach) such mama,
the Statafs) fandior, where applicabls, ARIPO, Ewrasian,
Eurnpear or OAPI pateni) for the purpnzss of which the
named persoy is brventor;

hd&hnmd-qwmwhlmhw here ore
l,lll in such cazs, write “Continuaiion of
luMaJ * and indicoie for each

ihe
of bnformation ax required in Bax D"w e bpe

inBnzNo, Vlhnmr{my&au{mwnbwd
ﬁr the fdhum y’ddm or of
sddition, " arﬂ’.'luln:Nn. the nume of the United Siates of
America s nﬁiz dll'
“continuation-i) such case, write 'Chu

she parunt iitle or fillig af the parer: gppiica.

i In Box No. VT, there are more than five earlier

whaze prior in daimed; in such case, write

af Bax Nn. VT" and indicais for eoch additioncl earfier
appll«thn"ﬂu fome Upe of infarmation o3 required
in Baz No.

I with io e ton xiaiement
&-Wﬁn:-f:g:p of thal Statemieni; ﬁun';uu. ..:L.V
m'ﬁﬁanmfrmarMWMd‘aﬂ
State m exchided,

Kita, Slanley B.
Smith, George A, Jr.
Kodroff, Cathy A.
Bak, Willlam
Pelovich, Tracy *

* ragistered USPTO patent agant only

All above allorneys ere members of the fim of
Howson and Howson.

Addreas of all is indicated in Box No. IV.

Form PCT/RO/101 (supplemental sheet) (March 2001; reprine July 2001)

Sea Noiax to the reguest form



ShestNo. .. 8...

BoxNe. VI PRIORITY CLAIM

The priority of the following eazlier applicatian(s) is hereby claimed:

Filing
of elﬂ:er application
{dayheneih/year)

Number
of eardier application

Where earlier application iz

country

national applicption;

regional applicarion:*
reglonat Office

intemational spplication:
receiving Office

item (25
Juty 2000 80/220,784 us
{25.07.00) ‘

item (2)

ftem (3)

item (8)

item (3)

[C] Further priarity clainw are indicated in the Supplemental Bax.

The reeziving Office is requened to prepore and traasmit to the International Bureau a eertified copy of the eadier application(s) fenly
{/ the sariter applicatinn was filed with the Offtce which for the purpnses of this Intemaiinnal applicatinn is the recaiving Office) identified

above ax:

O stems Bf emy [ item@ [ wem®m [ wem@ [ iems Ds..mumn
WnlhcmfhrappﬂamlsmAﬂPO mmﬂrmuﬂhmmmmwmynmmmwmhﬁrmmuhd
Indusirial Properly or ane Maeniber of the World Trode Orgonizatine for which shat earlier applicetinn wes filed (Rule 4. 1B)AD): . .

..........................................................................................................

Doz Ne. VII  INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Choles of Internatinnal Scarching Authority (13A) fif mvn or ssore Iternavional Searching Authnrities ara competent in corry out the
brmnldamll‘ o n“ mf.ﬂm}ycﬁ# )gﬂfn-lﬂ:rmﬂmyhlﬂ - o o~

ISA L. B s f e e e teeenn et aaeaaaans

Request to use results sl earlier search; reference to that sesrch {{f'ox earfier soanch Aar begn corried mst by or requested fram the
Iniernational Searching Authority):
Country (or regianal Office)

Date (dawmonth/year) Number

Boa No. VIII DECLARATIONS

The following decluratioas ore contained in Boxes Nos. VIII (i) to (v) fmark the -Number of
check-baves beiow and Indicate I+t the right enhumn the nonber nf vach type of decloration): declarations
[ BoxNo. VHI{i) Declaration as 1o the identity of the inventor
D Box No. VI (ii) Declarstion as tn the applicant’s entitlemnent, as at the international filing
date, to opply for and be granted s patent
[___| Box No. VIII (iii) Declarution as to the applicant’s entitlement, us ar the international filing
date, to claim the priority of the earlier application
D Box No. VIII (iv) Declaration of inventorship {only for the purposes of the desiynation of the
United Seasen of Arnerica)
[J BoxNe. VI (v} Declaration as to non-prejudicis] disclasures or exceptions to leek of novelty
Form PCT/RO/101 (third sheet) (March 2001; repriaz July 2001) See Nores ta the request farm

|19



{

(b) sequence !i::i:! of description filed in
computer able form

(i) O only (undzr Section 801{a){))
(ii) O in addition 10 being filed in r
form (under Section 801(a)ii})

Sheat Mo, ...7...
Box Ne. IX CHECKLIST; LANGUAGE OF FILING
This international application conlalng; This international spplication is sccompanied by the following Number
(a) the following number of ftem{s) fmark the i M-hlllp.khw and indicale in of itzms
sheets In paper form: rﬁlmhnnﬁllu!hrqfudlm-)
request (includi 1. [ fee calculation sheet 1
declaration sheets : 7| 2.0 origioal sepasate power of attomey
descripti Judi ot
qﬁ'&“ﬂ:ﬁ P'ﬂl;' : g2 | 3 01 original general power of attorney
clyims : 5 4.0 :fm of general power of sttomey; reference number,
: L EE LRIV IS LD IIPEPETPLPIPPE
::"'“. , 2 | %O natement explatog lack of iguatue
Subastat sumberofsheers : 77 | & B e e B e, :
e e mumbar 7.[] translation of intematioaal spplication ato
m led In m.‘n' e s sisesecaseerasss e s sen R RS &
or Aot S separate indications concemning deposited microorganism
ﬂkdhmmwm*m 2 ar ather biological material I :
Jorm; see ) T3 | 9.0 sequencelistingin readable form (indicate also type
Total aumber of sheets  : 7T | ™ and number of carriers (diskette, CD-ROM, CD-R or other ))

{iy [ copy submited for tha of Internationa) search
under Rule 13rer only not as part of the
Inteynational application) :

(i) [ (only whara check-bax (h)(1) ar (B){(i{} is marked in lef)
coluwrn) additionnl ecpies including, where applicable,
the copy for the purpases of international search under

i s e i
, (LI-R or other) on tiii} O wilh relevant statement as to the identity
linin is conwined fadditianal g ey
el b e eed e o 10, e a1 wuenee iniogpent
e 10. g other dpacisy: YanamIlal latter Jo.tha USRO. ... : 1
Figure of the druwings which Langunge of filing of the
should accompany the abstract: international sppliceion:  English

BaaNe. X  SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Next i soch slgnatare, ndicaie the nane of the person signing end ihe copaciy in whick she persnn signs (i suck copacily (s net alninus from reading the reques),

Mary E.
Attorney fpf Applicants

By: | _{?_2.-.34,

For recelving Office use anly

1. Dare of actual receipt of the purported
international application:

3. Correctd date of actual receipt due to later but
timely received papers or drawings completing
the purported international application:

4. Date of timely receipt of the required
corrections under Anicle [1(2):

S. Iniemationa] Searching Authority
(if two ar more are competen):  ISA /

until search fee i paid

&, D Transminal of search copy delayed

Date of receipt of the recond capy
by the Immzlinnll Bureau:

For Internations] Bureau use only

Form PCT/ROV101 (last sheet) (March 2001; repring July 2001)
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY {PCT)

(19) World Intellectual Property Organlzation
International Bureau

{43) Internationsl Publication Date
31 January 2002 (31.01.2002)

PCT

| T A A 2 R A

{10) International Publication Number

WO 02/08438 A3

(51) International Patent ClassiGestlon:
M CI2R |:)45. ):D]. 1:02

CI12P 106

(21) laternational Application Number: PCTAIS0L/23149

(22) Internationa! Filing Date: 23 July 2001 (23.07.2001)

(25) Fillag Language: English
(26) Publication Language: English
{30) Priority Data: .

607220.794 25 July 2000 (25.07.2000) US

(71) Applicant (for all designaied States excepr US): B10-
ENGINEERING RESOURCES, INC. [US/US]; 1650
Emmaus Road. Fuyetieville, AR 72701 {US).

{71) laventars; and

(75) Inventors/Applicants (/or US only): GADDY, James, L.
[US/USE 2207 Tall Oaks Drive. Fayenteville. AR 77703
(US). ARORA, Dinesh, K [USAUS]: 2725 Wakefield
Pisce. Feyeueville. AR 72703 {US). KO, Ching-Whan
[US/US): 1245 Mission Boulevard, Fayeneville, AR
72701 (US). PHILLIPS, John, Raudsll [US/US]: 2425
Sheron. Foyeueville. AR 72703 (US). BASU, Rahul
[INFUS]: 572 Dockery Lane, Fayeueville, AR 72702 (US).
WIKSTROM, Carl, V. [US/US]: 2832 Centerwood Road.
Faycteville, AR 77703 (US). CLAUSEN, Edgar, C.
[US/US]: 5137 Wingfoot Road. Fayetteville. AR 72703
{US).

(74) Agents: BAK, Mary, E. ¢t al.. Howson and Howsan,

Spring House Corporate Center. P.O. Box 457. Spring
House. PA 19477 (US).

AZ BA.BB.BG.BR,BY,BZ.CA.CH.CN CR.CU,
CZ DE. DK. DM. DZ. EC. EE. ES. FI. GBI UD. GE. GH.
GM. HR. HU.ID. IL.IN.15. JP. KE. KG.KP. KR. KZ. LC,
LK. LR LS. LT. LU, LV, MA. MD. MG. MK. MN. MW,
MX. MZ, NO. NZ. PL. PT. RO. RU. SD. SE. 5G. §l. SK.
SL.T). TM. TR. TT. TZ. UA. UG. US, UZ, VN. YLI. ZA,
ZW. -

{81) Desigoated States frational): AE. AG, A:@ AT, AU.

($4) Designsted States (mgional): ARIPO patemt (GH, GM,
KE. LS. MW, MZ. SD. SL. SZ. TZ. UG. ZW). Eursisn
paiet (AM, AZ. BY, KG. KZ MD. RU, T). T™™). Entupern
parcnt (AT, BE. CH. CY. DE. DK. ES. F1. FR. GB. GR. [E.
TT. LU. MC. NL. PT, SE. TR). OAPI patent (BF. BJ. CF.
CG. Cl. CM. GA. GN. GQ. GW, ML, MR, NE, SN. TD.
TG).

Published:
—  with international search report

(88) Date of publication of the international search report:
27 June 2002

For nwo-leiter codes and other abbreviations, refer to the “Guid-
ance Notez an Codes and Abbreviaiions” appearing at the begin-
ning of each regular issue of the PCT Gazutte.

(34) Title: METHODS FOR INCREASING THE PRODUCTION OF ETHANOL FROM MICROBIAL FERMENTATION

(57) Abstract: A stable continuous method for producing ethanol from the anaerobic bacterial fermentation of & gaseous whm
= conalniag ar lesst one reducing gas involves culturing » fermentation bloresctor anaerobic. scelogenic bacteris in a liquid nulrient

medium: supplying the gaseous substrate 1o the bioreactor: and manipulating the bacteria in the bioreactor by reducing the redox
pu.enlill.urlmusln;nuNAD(F)H‘I'ONA.D(P)mb.inMhﬂmﬂmbﬂhmmmm:mwmﬂm
cell concentration in the bioreacior. The free scetic acid concentration in the bioreactor 1s maingsined at less than $ g/l free acid.
This method sllows ethanol to be produced in the fermentation broth In the bloreactor st s productivity greater than 10g/L per day.
Both ethanol and acetate gre produced {n a ratio of sthanol to ecetste ranging from 1:1 to 20:1.

A



PATENT COOPERATION TREA'.

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)
Appicant’s of agent's fie reference FOR FURTHER m ni*r’r:n.twlhn:ll .:l inaeratone m .
CEL28PCT ACTION _ i
Intermnational appiicason No. international fillng date fday/monih/year} (Enrllest) Priority Date (dey/monthjwear)
PCT/US 01/23149 23/07/2001 25/07/2000
Applicant

BIOENGINEERING RESOURCES, INC.

This Intemasonal Ssarch Raport has been prepared by this intemational Ssarching Authority and is transmitted 1o the applicant
according 1 Articie 16. A copy s being transmittad 0 tha inlanational Burean.

This Intemationst Search Repontconsissolatoiol 2 shesta.
i1l also accompaniad by & copy of aach prior art documant cited In this rapon.

1. DBasls of the report
. a. With regard to the language, the intemational sairch was CArfiad out on the baals of the intemational application In the
language In which it was fied, unieas otherwise indicatad under this Rem.
D the Inlemational search was carried cut on the basls of a transiation of the intamational application furnished to this
Authority (Rule 23.1(b)).

b. With regard 10 any nucisotide and/or amine ackd sequenca disciosed In the imamational appiication, tha intematonal seanch
whs carriad oul on the basls of the saguence lsting :

contalned in the intemational spplication in writien form.

ifed together with the intacnational appication in compuir readabie fom.
fumished subsequently to this Authority In writen torm.

furnished subsequently 10 this AUthOrfty in compuler raackie form.

the statement that the subseguently furnished writlen seguence Usting does nol ga beyond the discioawe In the
Imernalional application as fied has bean lumished,

the staternant that the information r@cordad in computar rgadabila form Is identical 10 the writtan saquence llating has been
furnishad

Ceortain clalms wers found unssarchable (Saé Box I).
Unity of invention Is lacking (see Box II).

0o 0O 0DOOoO

4. WIth regard ko the title,
[X] e textis approved as submitted by the appicant.
[[]  thetext hes been estabished by this Authortty 1o read as folows:

5. With rogard to the abatract,
tha \ext s approved as subminad by the applicant,

D tha text has baen estbished, according to Ruie 38.2(b), by this Autharlty as It appsars in Box 1. The applicant may,
within one month kom the date of maling of this intemational search report, submit commeanis to this Authority,

8. The figure of the drawings 10 be published with the absiract is Figure No.
[]  as supoested by the applicant.
[]  vecause te agphcant taled 1 supgest a iguwe.
[J  because tis igure better charcciarizes the invention.

D Nona of the figures.

Form PCTASA210 (Tirs! sheel) (July 1568)



= INTFINATIONAL SEARCH REPORT

Wamational Appiication No

) PCT/US 01/23149

T T CI2PT/06  J/C12R1: 145, C12R1:01,C12R1:02

According 10 Intermational Peiend Claasification (IPC) o1 to beth national clesaliicalion and 1PC

B, FELDS SEARCHED

Minkruim doaumentaiion sasrcher (classiicaiion system folowad by Classiicaiion eymibols)
IPC 7 Ci12P

Documenistion searchad diher Ihan minimum documantaiion 1o Ihe sstent 1hat such documants arg inciydad In the fiskis sasrchad

Elsctronic daja bast Sonsullpd dixing \he inemadional seirch (rene of dais bets gnd, whims practical, sssrch Mame used)
EPO-Internal

. DOCUMENTS CONBIDERED TO BE RELEVANT

Cawgory * | Chatlon of documant, wilh indicxiion, whars appropeisie, of the eisven pasaages Ralevani 1o cheim No.

P,A WO 00 68407 A (GADDY JAMES L |
;BIOENGINEERING RESOURCES INC (US))
16 November 2000 (2000-11-16)
claims

A US 5 807 722 A (GADDY JAMES L)

15 September 1998 (1998-09-15)
cited in the application

D Further documenis are ksled inthe confinuiion of box C.

E] Putend tamily mambers s Usiad in snex.

* Specal calegories of ciled documants :

A" documant datining thy general sigie of tha an whch is not
comsidered 10 be of particuiar lavance

‘E* u[inIM|uluuwonwllulm Intprnational

o mmmmmmmmpmmv dnnmu
which e ckad 10 astabisk the publicaiion dale of anciher
cliation or olhér apecial ason {as speciied)

*O* documant re(erring 1o an oral disclostre. usl. ashibllion or
olher memns

P documant published to Iha inlermnationx! date bat

u-rlmmnmmnhm s

imvantion

X" documant of paricular relevancs; the clalmed invendion
cannol ba considerad novel or CanNOt b Coridersd o
Invoiva an inventive cisp whan the documaent Is Laken sions

- mupnummmmmm
cannal ba considerad lo involva an imvenive lnnmlnllu
documan s combined whh ona or Mpre other such
hnn.m -lmwnuunummun p-lmllﬁ

oo,

"&" documnanl member of the same patent lamily

Ou's of the acius! complation af 1he inlemalional search Data gf maliing of ihe Inlemational saarch repon
17 January 2002 23/01/2002
Name and maillng sddrass ol the 1SA Authoriand ofticer
Europasn Palerd Otfice, P.8. 5818 Peianiiaan 2
T to POl MO 040, Tr. 31 851 apo
Fax: (»31-70) 340-3018 Coucke, A

Form PET1SATY [sacine shast) piuly @)



INTFRNATIONAL SEARCH REPORT

- v amation nemational Applieation Ne
A on petert el members | PCT/US 01/23149
Paiant documeant Publication Patont family Publication
cited In saarch report pre, mamber{s) date
NO 0068407 A 16-11-2000 WO 0068407 Al 16-11-2000
AU 3789699 A 21-11-2000
US 5807722 A 15-09-1998 BR 9612653 A 28-12-1999
cA 2259492 Al 08-01-1998
N 1228124 A 08-09-1999
AU 724215 B2 14-09-2000
AU 6344196 A 21-01-1998
EP 0909328 Al 21-04-1999
WO 9800558 Al 08-01-1998
Us 6136577 A 24-10-2000
us 5693886 A 14-01-1997
JP 2000513233 T 10-10-2000

Form PCTASA N0 inolern tamuly annds ) July 1053)



F . o The dovand must be flled direcsh ' shar compasoit Juernonianal Prelleinary Exantiniig Ay or. if tw o more Awthorities are
o with the ong chase: by die qpplic  Tha fidl mams or wo-letiar code of tha Astherily may . dicated by the appliceni on the ling below:

IrEAEP.
PCT CHAPTER I
DEMAND
under Article 31 of the Patent Cooperation
The undersigned n:quelr.l that the intcrnational application specified lcw be the lubject of
international examination scconding to the Patent C non

electl all eligible States (except where otherwise

For Interationa! Preliminary Examining Authority use only -
Idemtification of [PEA l Dais of receipt of DEMAND
-_ﬁ

BosNo.l IDENTIFICATION OF THE INTERNATIONAL APPLICATION E’EB";;,E.'F"'  flla refience

i lication Ni International filing da jeat) Priority date 1
International spplication No. ternationa 12 ?Jullye £wnmwurj (Eariiest) oty (2‘6.0?" A/vear)
PCT/US01/23149 _ {23/07/01) (25/07/00)

Title of invention
METHODS FOR INCREASING THE PRODUCTION OF ETHANOL FROM MICROBIAL
FERMENTATION
Box No.IT  APPLICANT(S)
Name and address: Telephone No,
e Pl o i o e ot G o] T | 501-521-2745
. . Factimile No,
Bioengineering Resources, inc. 501-521-2748
1650 Emmaus Road Teleprinter No.
Fayetteville, Arkansas 72701
Us . Applicant’s registration No. with the Office
State fthot I, couniry) of nationality: State (That Is, couniry) of residence:
us us

g
Name and address: (Family name folirwnd by phes name; for g inpel auity, full oficiol dasignation. The address mus inchade jssol cods sad seme of counsry.)

Gaddy, James L.
2207 Tall Oaks Drive
Fayettevillo, Arkansas 72703

us
State fYhat is, country) of natlonality: Stata (that Is, couniry) of residence:
us Us

Name and sddress: {Famlly asns Sllowsd by given ncwe; Jor o lrpel mely, Jull qfficiel dedymoion. The addrer mue laclade pacel code and acvw of comsy)

Arora, Dinesh K.

2725 Wakefield Place
Faysetteville, Arkansas 72703
uUs

State (that is. coumiry} of natianalivy: Suto (rhet is, counsry) of residence:
us us

E Further applicants are indicated on a continuation sheet, l

Form PCTAPEA/40] {furst sheet) (March 200]; reprint Jamuary 2002) See Notes 10 the demand form




81/97/2003 13:44 215-54B-50818 HOWSON & HOWSON PAGE 82/02

International spplicatlan No.
St No. 2. PCT/US01/2314D

Conlinostian of Box Ne. II AFPPLICANT(S)
Jrone of the following sub-bares is weead, this sheat shonded not be included in the demand.

— ——— —

Nome and 2ddrees: (Family s fllewed b piven moma; for o Sagal sasipy, /il afficial desigmarion. The address wuss inclade pasel vode exd mans of couniry)

Ko, Ching-Whan
1245 Mission Bivd.
Fayetteville, Arkansas 72701

Statc fthat is, coumiry) of pationality: Swna fikat iy, cauairy) of residence:
us us

- L ———

Name and address: Famlly mooy joliownt by pivaz seme; for o icgul evity. fol ofiviol darignasion, The evaress mcurt lachuie pasiel codle and aama of counmy)

Phillips, John Randall

2425 Sharon
Fayettevlile, Arkansas 72703
us
State frkat is. covntry) of natianality: State fthat is, covniry} of revidence:
us us

Name and addiross: (Fanlly nen ollows by ghios nowe: for o fegal iy, Al officiel darjpestion. The addre st Inchale pavel cade and nams of rewnry,)

Basu, Rahul

572 Dockery Lane
Fayettavilla, Arkansas 72702
us

Sllall:l frkar Is, country) of nationalicy: Sﬂléﬂhl Ir, country) of resldence:

Name and oddress: (Family maue follousd by giver name: for o lepel earlry, ol offickel dasigaziion. The adirey ot iaciuds posind code snd sanw of canaryy)

Wikstrom, Car V.

2832 Centerwood
Fayetteville, Arkansas 72703
us

State (ikat Is, comnry} of pationalily: Stats fthat is, couniry) of rasidence:
us Us

Further applicants are indicatcd on snother coatinuation sheet.

Form BCTAPEA/401 (eontinuation gheet) (March 2001, repvint January 2002) Ste Notes to the demand form

/7



International application No.

saNe. 3. | PCTIUS01/23148

Coatinuatiea of Bax No. 11  APPLICANT(S)
I none of the follawiig rub-baxes by used, this shaet s/wuld nor be inckicked in the demand,

Clausen, Edgar C.
5137 Wingfoot

us

Fayetteville, Arkansas 72704

Name and address: (Fonily name fowed by ghes mow; for « logal aully, full afficiel dusipuasior, The sidrass szt inchaiy powol tode aad wars of coumvry)

State {thot Is, counry) of nationality:
us

Stata fthat Is, country) of residence:
us

Numa and address: Family mns fidiowad by glven mu; for & legui iy, fiull afficia! dutigastion, Tht addrats s inhade prol code gad wame of tousiry,)

State fikat s, country} of nationality:

Suate frhat is, couniry) of residence:

Nume and sddress: (Femily s falowad by ghon nont! for u kel suilyy, full official decignosion, The addvess macst Gaclude postal code and namg of couasy)

State (that [s, couniry] of nationality:

Suie fikes s, couniry) of residence:

Name and address: (Fanily s St by piven nun; for o iogel ey, A afficial dosipuation. T3¢ addraxe sun? Inchuly patol cods and nome of couwry)

Siata fthat is, couniry) of nationality:

State {that &, couniry) of rezidence:

[[] Funher applicants are indicated an anothier continuation sheet.

Form PCT/IPEA/401 (continuation sheet) (March 2001; repriat January 2002) See Notes 1o the demand form

/%



4 International application No.
Sheat No. 3. | PcTIUSO1/23149
Bex Nao.IIl AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE
The following peraon i~ [X] agent ﬁmm
and [} has been appointed earlier and represcts the applican(s) siso for international preliminary examination,
] is hereby sppoinied and any earlier appointment of (im) ageni{s)common representative is hereby revoked.
| ir %wuwwy&mmwmmmmmmmmq in addition 1o

e e e B e e . 40,8200
Bak, Mary E. Facimile No.
Howson and Howson 215-540-5818
Spring House Corporate Center Teieprintet No,
P.O. Box 457
Spring House, Pennsylvanla 19477 Agent ircgismation No. with he Olflce |
us 31,215

D Address for correspondence: Mark this check-box where no ageat or comman representative is/has been appointed and the
space ahove is used ‘o indicate s special address to comespondence ghould be sent

Box No. IV BASIS FOR INTERNATIONAL FRELIMINARY EXAMINATION

Statement concernlng amendments:*
1. Tha applicant wishes the imermational preliminary examination to siart on the basis of®
[X] the intemational application as ariginally filed

the description || as originally filed
] s amended under Article 34

the clsima ] ascriginally filed
D a3 amended under Asticle 19 (together with any sccompanying statement)
[[] asamended under Asticle 34

the dwings D as originally filed
D s amended under Article 34

2. [] The epplicant wishes sny amendment to the claims under Article 19 to ba consldered as reversed.,

3 D The spplicant wishes the start of the internatione] preliminery examination te be pastponed until the expiration of 20 months
from the priority dase unless the Intemnstional Preliminary Examining Authority receives a copy of any amendments made
under Article 19 or a notice from the applicant that he does not wish to make guch amendments (Rule 69.1(d)). (This check-
bax may be marked only whare the time limit undar Article I9 hax mot yet expirad))

* Where no check-box is marked, international preliminary examination will start on the basis of the Internationa! application
a5 originally flled or, wheve a copy of amendmenis to the elaima under Astlele 19 and/or emendments of the international application
under Article 34 aye received by the Intemational Preliminary Examining Authaority bafore it has begun to deaw up a written opinion
or the international prefliminary examination repost, ss so amended.

Laognsgo for the purposcs of laternational preliminary examination: _ENajish
which is the language in which the intenational spplication was filed.
G which is the language of a transisiion furnished for the purposes of intemational search.

D which is the language of publication of the international application,
D which is the Ianguage of the translation (to be) fumnished for tha purposes of international preliminery exeminatisn,

Box No.V ELECTION OF STATES
The applicant hereby elects all eligible States (ihat ts, afl States which Aave been designaied and which are bound by Chapier I of
tha PCT}

exchuding the following States which the applicant wishes not to elect:

Form PCT/IPEA/401 (second sheet) (March 2001; reprint January 2002) 3=a Notes ta the demand form
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Intzmatianal application No.

St o. .5 PCTIUS01/23149
Baox No. VI CHECK LIST
The demand i panied by the following clemen the language referred For International Preliminary
Bax No. 1V, Il!n:“l::npnpu;zfmmm pelml::; examination: o Examining Authaxity use only
received not recelved
1. wansintion of international application : shests O O
2. amendments under Article 34 shocts (| O
3. copy (or, where required, canslation) of
amendrmants under Articls 19 : sheets (| (|
4, copy (or, where required, transistion) of
statement under Ardcls 19 : sheets D D
5. leuer sheets ] O
6. other ppecify) sheets | (|
The demand is slso accompanied by the itezn{s) marked below:
1. [X] fee calculstion sheet 5.[] matemen: explaining lack of signature
2.[] original separate power of aomey 6. ] sequence listing in computer readable form
3. original genera! power of sttoancy 7. [] oner fapecisy):

4.[C] copy of general power of sztomey;
reference monber, if any:

Box No. V1l SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE
Neaxt 1o each siguature, indicare 1ha name of the perxan signing oud ihe copacity In which the persan signs (if rwch coputity [ xot abviss from reading the dowond).

By: .._(f-_&_
Mary E.Bak
Attormey for Applicants

Fer International Preliminary Examining Authority use anly
1. Date of actual receipt of DEMAND:

1. Adjusted date of receipt of demand due
ta CORRECTICNS under Rule 60.1(b):

3 D The date of receipt of the demand is AFTER the expination of 19 months D The applicant has heen

) from the priority date and item 4 or 5, below, does nat apply. informed accordingly.

4. D mdslouofme:ptofﬂudemduWHHINﬂnpuiodolemnﬂnfmmlhepwntydneuqmdbyvm:of
Ul

5. D Although the date of receipt of the demand is after the expiration of 19 months fram the priority date, the delay in amival
is EXCUSED pursuant to Rule 82,

For International Buresu use anly

Demand received from IPEA on:

Form PCT/IPEA/401 (last sheet) (March 2001; reprint January 2002) Sea Notes o the damend form
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PATENT CO PERATION TREATY

From the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY PCT
T
BAK, Mary E.
HOWSON AND HOWBON
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Spring House Corporata c'nt'f-.-w 111:] . INTERNATIONAL PRELIMINARY
P.0. Box 457 s e N IR EXAMINATION REPORT
Spring House, PA 19477 ol .
ETATS-UNIS D'AMERIQUE L APR . l r-nw s
"ii i ,‘;:': (PCT Ruls 71.1)
h-::rv'r" Ml Py
UL T *Dats 'of, maillng
- emememnnen L (daypnonth jyear) 04/04 /2002

Applicant’s ar agent’s file reference

CEL28PCT IMPORTANT NOTIFICATION
International appilcation No. International filing dain (shy/monthjyasr) | Priceity data (day/monchyear)

PCT/US 01/ 23149 23/07/2001 25/07/2000
Applicam

BIOENGINEERING RESOURCES, INC. et al.

The applicant is hereby notified that this Internadonal Pre 'ﬂ amining Authority tranemits herewith the international
preliminary examination report xnd Its winemes, if any, establl on the international application.

mgllrn- report md its sanezes, if any, Is being transmitted 1o the International Buresu for commmunicatien to all the
eos.

‘Whare required by any of tm eected om«::. the Intemnstional Buresu will prepare &n English transiation of the repart (but
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

{PCT Artice 3¢ and Rule 70)
Applicant’s or ege's flo refersmce See Notfication of Trsnamital of International
CEL28PCT FOR FURTHER ACTION  prefininyry Exsmination Raport (Form PCT/IPEAK16)
Intemational spphicstion No. Tnwernationnl filing date {day/monthjyear) | Pricrity due (dayjmonthiyesr)
PCT/US 01/ 23149 2370772001 25/07/2000
international Patent Classification (1PC) ar national ciasification and 1PC.
C12P7/06
Applicanm

BIOENGINEERING RESOURCES, INC. et al.

1. ‘This internalional preliminary exsmination report has been prepnl by this Intsmational Preliminary Examining
Autherity and s transmitted to the applicant according to

#:. This REPORT consinsof stotal of ___ 2 shests, including tris cover sheet.

D This report is nln sccompanied by ANNEXES, Le., sheets of the desexiption, elalms snd/or dra which have
been amanded snd are the busls for this report and/ar ahests co) rectifications made before ¥ Authorly
{sce Rule 70.16 and Scction 607 of the Administrative Insructions the FCT).

Thew mnexes contists of u towd of sheets,

3.  Thia report containg indicstions relating to the {allowing itemr:
1 [X] ®ass of the report
[] Prierty '
11 [] Non-emablishment of opinion with regard 1o nowelty, inventive sep and Industrial applicabilicy

v 7] Lack of unity of invention

v Reasoned under Article 35(2) with regard invendwe indhatrini
m citariony In.ﬂmlﬂﬂll npu‘dnlm nmnn' {0 sevelty, baveactes sep ot wrial sppllcabllty:

Vi [] Cerusin docaments clted

VIl [] Certain defects in the International spplication
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22/02/2002 28/03/2002
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" INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemationa! application NoPCT/ US 01/ 23149

EXAMINATION REPORT

L Basls of the report

The basis of this international preliminary examination is the application as ariginaily filed.

V. Reasoned statement under Rule 86.2(a)(ll) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicabllity

In light of the documents cited in the international search report, it Is considered
that the invention as defined in the claims meets the criteria mentioned In Article
33 (1) PCT, La. it appears to be noval, to involve an inventive step and o be
industrially applicable.
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PCT

INFORME EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT articulo 36 y regla 70)

[Referencia del solicitante o agente
Ver notificacion de la transmision del examen
CEL28PCT PARA PROSEGUIR preliminar interacional (formato PCT/IPEA/4186)
No. Solicitud Intsmacional Fecha de presentacion intemacional | Fecha de prioridad (dia/mes/afio)
PCTIUS 01723149 (dia/mes/afio)
23/07/2001 25/07/2000

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o clasificaclon nacional e IPC
C12P7/08

Solicitante

BIOENGINEERING RESOURCES, INC. Et sl.

1.- Este examen preliminar intermnacional ha sido praparado por esta Autoridad encargeda del Examen Prellrmnar
Intemecional y es transmitida a! solicitante de acusrdo con el articulo 36.

2. Ests INFORME consista de un total de 2 paginas, Incluyendo esta hoja.

—_ Este informe también estsi acompafiado por ANEXOS, esto es hojas de la descripcion, ralvlndlcaci:;‘hes y/o
dibujos, los cuales han sido modificados y son la base para este informe y/o hojas que contienen

rectificaciones presentadas ante esta Autoridad (ver Regla 70.18 y Saccién 607 de las Instrucclones
Administrativas bajo el PCT).

Estos anaxos consistan en un tota! de __ hojas.

3. Este informe contiene indicaciones que se relacionan con los sigulentes puntos:

1. X Base del Informe

. Prioridad

M. —_ Elno-establecimiento de opinién en relaclon con la novedad, nivel inventivo y
aplicacion industrial

V. — Faita de unidad de invencién
V. _X_ Declamacidn motivada bajo el Art. 35(2) con relacidn a la novedad, nivel Invantivo o aplicacién
industrial; citaciones y explicaciones que soportan dicha declaracién "
V1. — Ciertos documentos citados . :,f._
VIl. _ _ Ciertos defectos en la solicitud intemacional
Vil. ___ Cleartas observaciones en la solicitud Intemacional
Fecha de presentacion de la demanda Fecha en que se completd este informe
22/02/2002 28/03/2002
Nombre y direccidn de la autoridad encargada def Oficial autorizado
examen preliminar intemacional:
Oficina de Patentes Eurcpea FERNANDEZ Y BRANAS F J '
D-80288 Munich
Tel. +48 89 2388-0 Tx: 523656 epmu d
Fax: +49 89 2399 — 4465 Teléfono: +49 80 2389 2628 :

Faormato PCT/IPEA/408 (hoja de cublerta) (julio 1998)
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INFORME DEL EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud intemacional No. PCT/US 01/23149

. BASE DEL INFORME

La base de este informe del examen preliminar Intemacional es la solicltud como fue presentada
originaimente.

V. Declaraclén motivada bajo la Regla 86.2 {a) (ll) con relacién a la novedad, nivel Inventivo o
aplicacién Industrial; citaclones y explicaciones que sustentan dicha declarscién

A la luz de los documentos citados en el informe de blsqueda intemacional, $8 considera que ia invencién
como es definida en las relvindicaciones cumple con los criterios mencionados en el Articulo 33 (1) PCT, esto
es, aparenta ser novedosa, tener nivel inventivo y ser aplicable industrialments..
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OF A CHANGE

{PCT Rule 92bls.t and
Administrative Instructions, Section 422)
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Date of malling {(day/monthiyesr) ! , Y
21 February 2002 (21.02.02) ,’ :
Applioant's or agent’s file referance i HAR vl
CEL28PCT
emational appliestionNe. T TN tmmmaaa (|
PCT/US01/23149

PCT/US01/23149

From the INTERNATIONAL BUREAU
Teo:

BAK, Mary, E,

Howson and Howson

Spring Houss Corporste Center

P.O. Box 457

Spring House, PA 18477
ATS-UNIS D'AMERIQUE

IMPORTANT NOTIFICATION

nstinal fiting dete (dey/month/vear)
23 July 2001 (23.07.01)

1. Thae fallowing Indications sppearad on record concaming:

E the sppllcam E the inventor

D the agem

D the commoh representative

BASU Rahul

572 Docl:ery Lane
Fa ville, AR 72702
United States of Amerlca

D the person I:I the name

2. Tha intsrnational Buresu heraby notifles the applicant that tha following change has been recorded concerning:

D the address

State of Nationailty ["State of Residenos |
us us

Telephone No.

Faesimile No.

Teleprinter No.

Nams and Addreas

BASU, Rahul
572
\ieuevllla AR 72702
ted States of America

3. Further observations, if nocassary:

[)3 tha recelving Offlee
D the International Sssrching Authority
D the Intemational Preliminsry Examining Authorkty

4. A copy of this notificstion has besn sent to: ,

E the nationglhty D the residence
State of Natlonai Stats of Residance
IN us
slephons No.
Facslmils No
[ Taleprinter No.

@ the desaignated Offices concorned
r_—l the slected ONloes concorned

Tha Imsmations! Burexu of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Genova 20, Switzerland

Facalmilg No.; {41-22) 740.14.36

Anne BEUCHAT €JL

Telephona No.: [41-22) 338.53.38

Form PCTAB/308 (March 1884}

004877401
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NOTIFICATION CONCERNING BAXK, Mary, E.
SUBMISSION OR TRANSMITTAL Howson and Howson
OF PRIORITY DOCUMENT Spring House Corporate Center
(PCT Adminlstrative Instructions, Sectlon 411) P.O. Box 457
’ _Spring House, PA 19477
AL _ETATS-UNIS D’'AMERIQUE
Date of malling (day/monthiyear) .+ . _lac- 4 flec a
22 October 2001 {22.10.01) are 2 EEl=
Applicant's or sgent's file reference . T
CEL28PCT . '-_':-_ A g e IMPORTANT NOTIFICATION
Imarnxtional application No. International filing date {dey/month/vasar}
PCT/US01/23149 23 July 2001 (23.07.01)
Imemationsl publicstion date {day/month/year) Priority date (day/momh/yesr)
Not yet published 25 July 2000 {25.07.00)

Applicam

q BIOENGINEERING RESCURCES, INC. et al

3. An astwrisk{®) appearing naxt to a date of receipt. In the right-hand column, denotes a priority dosument submintad
ar ransmitted to the iImemational Bureau but not in complisnas with Rule 17.1(a} or (b). in such a case. the sttention
of the applicant ks directed to Rule 17.1{c) which provides that no designsted Offlos may disregard the priority olaim

within a time limit which Is reasonable under the circumstances.

upon entry Into the national phasa, to furnigh the priority dooument within a time limit which Is reasonable under the

1. The appiioant is heraby notified of the date of recaipt (axcept where tha istters "NR™ appear in the right-hand column) by the
International Buresu of the priority document(s) relating 1o the earller spplication(s) indicated below. Uniess atherwise
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documant concernad was submittsd or transmitted 10 the International Bureau in compliance with Rule 17.1{a) or (b).

2. Thia updates and raplaces any previously issusd notilcation concsrning submisslon or transmittal of priority documents.
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4. The lettars “NR" sppesring In tha right-hand column denote 8 priority documant whish was not recelved by the Intemational
Bureau or which the applicant did not request the receiving Office to prepare and transmit to the Intemationsl Bureau,
#s provided by Ruls 17.1{a) or (b), respactively. In such s case, the stisntion of the applicant Is directad to Ruls 17.1{c) which
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Brdarity date Praritv soalication No. Country or resignal Offios Data of receim
or PCT racalving Qifica of prority dooument
#zs July 2000 (25.07.00)  6(0v220,794 us 04 Sept 2001 (04.09.01)
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1211 Goneva 20, Switzariand .
Facsimile No. {41-22) 740.14.36 Telephone No. (41-22) 338.83.38

Form PCTNB/304 {July 1988) 004300168
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METODOS PARA INCREMENTAR LA PRODUCCION DE ETANOL DE UNA
FERMENTACION MICROBIANA
CAMPO DE INVENCION

La presente invencion se refiare a mejoras en los métodos de
fermentacién microbiana para la produccién de etanol a partir de un sustrato

gaseoso, que contiene por lo menos un gas reductor, utilizando bacterias

acetogénicas anaerodbicas (o facultativas).
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los inventores de la presente han descripto métodos para producir

etanol, entre otros acidos organicos, alcoholes, hidrégeno y sales de acidos
orgdnicos, @ partir de la fermentacién microbiana de sustratos gaseosos en
medios que contienen nutrientes y minerales traza adecuados usando
determinadas bacterias anaerdbicas. Por ejemplo, los inventores de 1a presente
describieron anteriormente la introduccién de mezclas de gases diluidos en un
' biorreactor que contenfa una o varias cepas de bacterias anaerdbicas capaces
de utilizar los componentes de gases residuales en una via directa para
producir el compuesto deseado. El compuesto se- ;'ecupera de 1a fase acuosa
en uno o varios recipientes, utilizando un método de recuperacidn adecuado
para el compuesto producido. Los ejemplos de métodos de recuperacion
incluyen extraccion, destilacion ¢ combinaciones de los mismos u otros
métodos de recuperacién aeficientes. Las bacterias se pueden separar de la
fase acuosa y reciclar en el biorreactor con el fin de mantener concentraciones
celulares altas, maximizando de esa manera la productividad. La separacion de

células, si se deseara, se leva a cabo por centrifugacion, filtracién por
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membranas u otras técnicas. Véase, por ejemplo, la Solicitud de Patente
Internacional N° WQ98/00558, publicada el 8 de enero, 1998; la Patente de
EE.UU. N°: 5.807.722; la Patente de EE.UU. N°: 5.593.886 y la Patente de
EE.UU. N°: 5.821.111.

Ademds del producto principal, acido acético, ias cepas de la bacteria
anaerdbica Clostridium ljungdahlii también tienen |la capacidad para producir
etanol como producto en la conversion de mondxido de carbono (CO),
hidrégeno (Hz) y didxido de carbono (COy). La produccién de acido acético
(CH3;COOH) y etanol (C;HsOH) a partir de CO, CO; e H, se muestra en las
siguientes ecuaciones estequiométricas generales:
4 CO + 2 H20 —» CH3COOH + 2 CO; (1)
4 Hy + 2 CO; — CH;COOH + 2 H;0 (2)
6 CO + 3 H,0 - C,Hs0OH + 4 CO; (3)
6 Ha + 2 CO; — CaHsOH + 3 H20 (4)

Algunos ejemplos de cepas de C. ljungdahlii incluyen la cepa PETC
. (Patente de EE.UU. N° 5.173.429); la cepa ERI2 (Patente de EE.UU. N°
5.593.886) y las cepas C-01 y O-52 (Patente de EE.UU. N°: 6.136.577). Estas
cepas estan depositadas en American Type? Culture Collection, 10801
University Boulevard, Manassas, VA 201 10-2209, con los N° Acceso: 55383
(anteriormente ATCC N° 49587), 55380, 55988 y 55989, respectivamente.
Cada una de las cepas de C. ljungdahlii es una bacteria anaerdbica, Gram-
positva con un contenido de los nucleétidos guanina y citosina (G+C) de
aproximadamente 22 mol%. Estas bacterias utilizan una variedad de sustratos
para su crecimiento, pero no metanol o lactato. Estas cepas difieren en su

tolerancia al CO, velocidad de captacion de gases especifica y productividad



espacifica. En las cepas "de tipo salvaje” encontradas en la naturaleza, se
observa muy poca produccién de etanol. Las cepas de C. [jungdahiii funcionan
idealmente a 37 "C y producen tipicamente una relacién de etanol a acetilo (es
decir, con referencia tanto el écido acético libre o molecular como a las sales
de acetato) de aproximadamente 1:20 (1 parte etanol por 20 partes de acetilo)
en el estado "salvaje”. Las concentraciones de etanol son tipicamente de tan
solo 1-2 g/l. En tanto esta capacidad para producir etanol es de interés, dada la
baja productividad de etanol ias bacterias “de tipo salvaje” no se pueden
utilizar para producir un etanol econdmicamente rentable sobre una base

comercial.

Las cepas de C. [jungdahli mencionadas previamente se han utilizado,
con una manipulacidn minima de nutrientes, para producir etanol y acetilo con
una relacién de producto de 1:1 (partes iguales de etanol y acetilo), pero la
concentracién de etanol es menor que 10 g/l, un nivel que da como resultado
una baja productividad, por debajo de 10 g/l-dia. Ademas, la estabilidad dei
. cultivo constituye un tema en si mismo, primariamente debido a la
concentracidén relativamente aita (8-10 g/} de ace_tilo (2,5-3 g/l acido acético
molecular) en combinacion con |a presencia de et;nol. Aln més, a medida que
se aumenta la velocidad del gas en un esfuerzo por producir mas etanol, se
Inhibe el cultivo, primero por el acido acético molecular y luego por CO. Como
resultado de ello, el cultivo se vuelve inestable y fracasa en captar el gas y
producir el producto adicional. Ademas, en trabajos anteriores los autores
tuvieron dificultades para obtener una relacién mayor que 2:1 de etanol a
acetilo en una operacién de estado estacionario. Véase, por ejempio, Kiasson

et al., 1990 Applied Biochemistry and Biotechnology, Proceedings of the 11"
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Symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicals, 2: 1125: 857; Phillips et
al., 1993 Applied Biochemistry and Biotechnology, Proceedings of the 14"
Symposium on Biotechnology for Fuels and Chemicais, 39/40: 559, antre otros.

Existe una gran cantidad de documentos en los cuales se describe el
uso de bacterias anaerdbicas, distintas de C. jjungdahlii, en la fermentacién de
azdcares sin consumo de CO, CO; e H; para producir solventes. En un intento
por proporcionar rendimientos altos de etanol, se alteraron diversos pardmetros
que incluyen: tipos de nutrientes, microorganismos, adicidén especifica de
agentes reductores, variaciones en el pH y la adicién de gaseé exdgenos.
Véase, por ejemplo, Rothstein et al, 1986 J. Bacteriol., 183(1): 319-320; Lovitt
et al, 1988 J. Bacterol., 170(6): 2809; Taherzadeh et al, 1996 Appl. Microbiol.
Biotechnol., 46: 176.

En el arte persiste la necesidad de manejar sustratos gaseosos
industriales, para poder extraer productos bésicos valiosos de dichos gases, en
particular gases residuales, tales como Hz, CO y COQO,. Persiste también la
"necesidad de mejorar la produccién de etanol con relaciéon a la produccién de

los otros productos que habitualmente son génerados por la fermentacion de

dichos gases por accidn de bacterias acetogénicas.
RESUMEN DE LA INVENCION

Como respuesta a dicha necesidad en el arte, la presente invencion
provee métodos novedosos que son continuos, de estado estacionario y que
dan como resultado concentraciones de etanol mayores que 10 g/l y
concentraciones de acetato menores que aproximadamente 8-10 g/l, logrando

al mismo tiempo la continuacién del crecimiento del cultivo y una buena

estabilidad del mismo.
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En un aspecto, la invencién provee un método estacionario continuo
para la produccion de etanol a partir de la fermentacién bacteriana anaerdbica
de un sustrato gaseoso. El método comprende los pasos de cultivar, en un
biorreactor de fermentacién anaerdbica, bacterias acetogénicas en un medio
nutriente liquido y suministrar en el biorreactor un sustrato gaseoso que
comprende por lo menos un gas reductor seleccionado del grupo formado por
CO e H:. Las bacterias presentes en el biorreactor son manipuladas por
reduccion del potancial redox o por aumento de la relacion NAD(P)H a NAD(P),
en el caldo de fermentacion después que las bacterias alcanzan un estado
estacionario, por ejemplo, una concentracidn celular estable, en el biorreactor.
La concentracién de acido acético libre en el biorreactor se mantiene en un
nivel menor que 5 g/l de acido libre. Los pasos de cultivo y manipulacién
causan que las bacterias presentes en el biorreactor produzcan etanol en el
caldo de fermentacién con niveles de productividad mayores que 10 g/l por dia.
En el caldo de fermentacién se produce tanto etanol como acetato con una
. relacion de etanol a acetato que varia en un rango de 1:1 a 20:1, ———-—-——-

En una realizacion de este método, el p.aso de manipulacién incluye uno
o varios de los siguientes pasos: alteracién de ;or lo menos un parametro
seleccionado del grupo formado por contenido del medio de nutrientes,
velocidad de alimentacién de los nutrientes, velocidad de alimentacion del
medio acuoso, presion de operacién, pH de operacién, contenido del sustrato
gaseoso, velocidad de alimentacidn de gases, velocidad de agitacion del caldo

de fermentacidn, paso de inhibicibn por producto, densidad de células e

inhibicién por sustrato.
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En otra realizacion de este método, el paso de manipulacién comprende
el suministro a dicho biorreactor de dicho sustrato gaseoso que comprende el
gas reductor, CO, a la velocidad de captacion deseada. Esta velocidad es,
convenientemente, de 0,3 a 2 mmol CO/gramo de células secas de bacterias

en dicho biorreactor/minuto.

En otra realizaciSn mas de este método, el paso de manipulacién
comprende la alimentacion en dicho biomreactor de fermentacion de dicho
medio de nutrientes que comprende una cantidad limitante de pantotenato de
calcio. El pantotenato de calcio se encuentra, convenientements, en un rango
de 0,5 a 50 kg/gramo de células bacterianas secas producidas en el

biorreactor.

En atn otro aspecto, la invencidn provee otra realizacidon del método que
incluye el suministro de un exceso de gas reductor H; a dicho biorreactor antes

de incorporar |a cantidad limitante de pantotenato de calcio.

En aun otro aspecto adicional, la invencién provee un método en el cual
el paso de manipulacion del método incluye la alimentacidn en dicho
biorreactor de fermentacién de un medio de nutrientes que comprende una
cantidad limitante de cobaito. Convenientemente:' la cantidad de cobalto se
encuentra en un rango de 5 a 100 ug de cobalto/gramo de células bacterianas

secas producidas en dicho biorreactor.

En otra realizacion, el método de la invencion incluye el impedimento de
la adaptacién de dichas bacterias en dicho biorreactor a dicha cantidad de
cobalto manteniendo la concentracién de cobalto constante y ajustando uno o

varios parametros adicionales, tal como la velocidad del gas, velocidad del

liquido, velocidad de agitacin y presion parcial de H; gaseoso.



Otros pasos optativos de estos métodos incluyen centrifugar una
muestra de) caldo con el fin de eliminar las células y monitorear mediante
cromatografia gaseosa el mantenimiento de los valores de [a relacién y/o

productividad.

En otra realizacién, el método comprende alimentar como sustrato
gaseoso una cantidad de Hz en ligero exceso con relacién a la cantidad
estequiométrica para la produccién de etanol. En otra realizacién mas, el
sustrato gaseoso comprende ademas una cantidad de CO en ligero exceso con
relacidn a las cantidades requeridas por las bacterias, donde se inhibe la
captacién de H; por las bacterias y se incrementa la relacion de NAD{P)H a
NAD(P) en el caldo.

En adn otra realizacién del método, se provee un paso en el cual se
reduce la inhibicidon por &cido acético molecular mediante un incremento en la
velocidad de alimentacidn del medio acuoso cuando la cantidad de acido
acético molecular presente en el caldo de fermentacidén se acerca o excede los
. 29N

En otra realizacién del método, el paso de manipulacién puede incluir ia
agitacién del medio, bacterias y sustralo gasec;s;o en el biorreactor a una
velocidad de agitacién seleccionada. Por eJemplo, una reduccion en Ia
velocidad de agitacién reduce la cantidad de CO transferido al caldo de
fermentacién. Esta reduccion en l1a velocidad de transferencia de CO causa un
incremento en la conversidn de Ha, de manera tal que el gas reductor, H,, esta
presente en el biorreactor en un exceso con relacién a los requerimientos de
crecimiento de las bacterias. La velocidad del gas también se puede reducir de

manera similar para disminuir la cantidad de CO transferido, incrementando de
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esa manera la conversién de Hz, de modo que el gas reductor, Hi, estd

presente en el biorreactor de fermentacibn en exceso con relacién a los

requerimientos de crecimiento de las bacterias.

En otra realizaciébn mas del método, el cultivo bacteriano se puede llevar
inicialmente a la concentracion celular deseada en el biorreactor antes de
limitar la concentracion de pantotenato de calcio o cobalto en el medio de

nutrientes.

En otra realizacién del método de esta invencidn, se usa un CSTR de
dos etapas (biorreactor} que consiste de un reactor de crecimiento que
alimenta el caldo de fermentacién a un reactor de produccidn en el cual se

produce la mayor parte del etanol.

En ofto aspecto de la invencién, el método descripto anteriormente
incluye los pasos optativos de recuperar etanol por separacién del caldo de
fermentacidn del biorreactor; destilacion del etanol a partir del caldo; y
recuperacion del etanol. Ademés, o preferentemente, se centrifuga una
" muestra de caido con el fin de eliminar las células; y luego se monitorea esta

relacién utilizando cromatografia gaseosa.

En aln otro aspecto, el método de la invenc-ién puede emplear ademas
un paso adicional de reciclaje de agua {que contiene hasta 5 g/l de acetilo)
desde la producciéon de etanol de vuelta al reactor de modo que se establece
un equilibrio entre el etanol y el acetilo en el reactor. Como resultado de ello,

una mayor cantidad del CO, CO; e H; alimentado al reactor y convertido en

producto da como resultade mayor produccion de etanol.
Otros aspectos y ventajas de la presente invencién se describiran en la

siguiente descripcion detallada de las realizaciones preferidas de la misma. -—-



DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 es un diagrama esquemaético que ilustra un método de
fermentacién continua con una recuperacién de producto acorde con esta
invencion. El sustrato gaseoso 1 y el medio de nutrientes en fase liquida 2
alimentan al biorreactor 3 que contiene el cultivo bacteriano de la invencion. La
conversion del sustrato gaseoso en etanol y acido acético tiene lugar en el
biorreactor 3. El gas de residual 4 que contiene gases distintos de CO, COz e
Hz y CO, CO2 e Hz no convertido del biorreactor 3 se ventea, se quema como
combustible o se quema al aire. Con el reciclaje de células, el efluente liquido 5
se envia a un separador de células 6 en el cual se separan las células 7 y el
pemeato libre de células 8. Las células 7 se vuelven a enviar al biorreactor 3 y
el permeato” 8 se envia a recuperacidon de producto. El etanol se puede
recuperar del permeato 8 (o, como alternativa, del efluente 5 si no sa emplea
separacion de células). El permeato 8 se separa en la columna de destilacion 9
para producir etanol 95% en la cabeza de la destilacién 10 y agua 11 que se
recicla hacia el biorreactor 3. El etanol 95% en la cabeza de la destilacion 10 se
envia a un tamiz molecular 12 donde el etanol anhidro 13, el producto final
deseado, es separado del etanol diluido 14 que set\.ruelve a enviar a la columna

de destilacion 9.

La Fig. 2 es un diagrama esquematico de un sistema de reactor de
agitacién continua, de dos etapas {(CSTR) para una mayor estabilidad en el
cultivo. Se introduce el medio liquido 2 en el CSTR 1 de etapa de cracimiento.
El gas no convertido 3 del CSTR de etapa de produccién se introduce en el
CSTR 1 de etapa de crecimiento. En el CSTR de etapa de produccién 4 se

introduce una alimentacién nueva de gas 5 y de medio nuevo 6, asi como la
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alimentacion de cultivo 7 del CSTR 1 de stapa de crecimiento. El reciclador
celular 8 se usa para obtener la mayor parte de la produccion de las células 9
enviadas al CSTR de etapa de produccidn 4. Las células 9 no se reciclan al
CSTR de etapa de crecimiento. El producto liquido 10 que consiste de etanol

diluido en el caldo de fermentacién se obtiene como el producto de destilacion

final y se recupera como etanol anhidro tal como en {a Fig. 1.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion involucra métodos para una fermentacién
anaerdbica de sustratos gaseosos que contienen por lo menos un gas reductor,
en particular los componentes gaseosos de los dashechos industriales y los
gases de sintesis (por ejemplo CO, CO; e H;) para obtener etanol. Estos
métodos permiten productividades de etanol mayores que 10 g/l*dia gracias a
la manipulacién de las vias bioldgicas de las bacterias de la invencién. Un
método de la invencidn causa una abundancia de NAD(P)H con respecto a
NAD(P). La oxidacién de NAD(P)H en NAD(P) provoca la reduccion del acido
acético producido por el cultivo en etanol. Como alternativa, otros métodos para
la produccion de concentraciones altas de etanol en la fermentacién anaerébica
de esta invencién comprenden la reduccién del Bﬁtencial redox del caldo de
fermentacién y de esa manera la reduccién de acido acético en etanol. Los
métodos de esta invencidn producen concentraciones altas de etanol {es decir,
mayores que aproximadamente 10 gfl, y preferentemente mayores que
aproximadamente 15 gfl) y concentraciones bajas de acetato (es decir,
menores que aproximadamente 5 g/l de acido acético libre en el biorreactor).
Estos métodos también mantienen y controlan las condiciones de los métodos

para la produccién continua de etanol y 4cido acético con e fin de ayudar en la
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recuperacion rapida del sistema de eventuales desviaciones del método.
Ademas, los métodos de esta invencidn ayudan a prevenir la adaptacion del
cultivo a una concentracion baja de nutrientes, que puede ser nociva para el
rendimiento del cultivo. La presente invencidbn provee un método comercial

viable para la produccidn de etanol.

l, Definiciones

A menos que se defina lo contrario, los siguientes términos se utilizan en

toda la memoria descriptiva como se describe a continuacion.

El término "método continuo®, tal como se utiliza en este documento, se
refiere a un método de fermentacidn que incluye una alimentacidn continua de
nutrientes, una alimentacion continua de sustrato, una produccion continua de
células en el biorreactor, la eliminacién continua de células (o purga) del
biorreactor y la separacion continua del producto. Estas alimentaciones,
separaciones o produccidon de células continua puede tener lugar en el mismo
flujo o en flujos diferentes. Un proceso continuo da como resultado la obtencion
"de un estado estacionario dentro del biorreactor. El término “estado
estacionario” significa que todas estas variables mensurables .(es decir,
velocidades de alimentacion, concentraciones?lde sustrato y nutrientes
mantenidas en el biorreactor, concentracidn de células en el biorreactor y
separacion de células del biorreactor, separacién de producto del biorreactor,

asi como variables condicionales, tal como temperaturas y presiones) son

constantes en el tiempo.
El término "sustratos gaseosos”, tal como se utiliza en este documento,
significa CO solamente, CO e Hz, CO; e H2 o CO, CO; e Hz, mezclados

optativamente con otros elementos o compuestos, incluyendo nitrégeno y
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metano en estado gaseoso. Dichos sustratos gaseosos incluyen gases o flujos,
que tipicamente son liberados o descartados hacia la atmdsfera, ya sea de
forma directa o por medio de una combustién, En algunas realizaciones de este
método, el sustrato gaseoso comprende CO. En otras realizaciones de este
método, el sustrato gaseoso comprende CO; e Hz. En adn otras realizaciones,
el sustrato gaseoso comprende CO e Hz. En una realizacién particularmente
preferida, el sustrato gaseoso comprende CO, CO2 e Ha. Alin otros sustratos de
la invencién pueden incluir los componentes mencionados previamente y por lo
menos un gas de nitrégeno, CO;, etano y metano. Por lo tanto, dichos
sustratos incluyen los que convencionalmente se denominan "syngas” o0 gases
de sintesis provenientes de la gasificacidn de productos de carbono
(incluyendo el metano), asl como gases residuales de diversos métodos

industriales.

El témino "gas reductor” significa CO o Hz o ambos. La frase “una
cantidad de gas reductor mayor que la requerida para el crecimiento de las
bacterias" significa una cantidad de gas reductor que excede la cantidad que
ias bacterias pueden usar para su crecimiento o metabolismo, dados los
ingredientes del medio de nutrientes. Esta ;antidad se puede lograr
incrementando la cantidad neta de gas reductor o reduciendo los ingredientes
de nutrientes clave, de modo que el exceso de la cantidad de gas se logra sin
incrementar el gas, o incrementando la velocidad de administracién de gases a
las bacterias. Cuando las bacterias son expuestas a mas gas reductor que el

necesario para su crecimiento, las bacterias responden incrementando la

produccion de etanol.
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Las "bacterias de la invencién”™ son bacterias acetogénicas anaerdbicas
(o facultativas), que tienen la capacidad para convertir CO y agua o Hy y CO,
en los productos etanol y acido acético. Las bacterias que son de utilidad de
acuerdo con esta invencidn incluyen, sin limitacionas, Acetogenium kiwi,
Acetobacterium woodii, Acetoanaerobium noterae, Clostridium acsticum,
Butyribacterium methylotrophicum, C. acetobutylicum, C. thermoaceticum,
Eubacterium limosum, C. ljungdahlii PETC, C. ljungdahlii ERI2, C. l[jungdahiii C-
01, C. ljungdahlii O-52 y Peptostreptococdus productus. Los especialistas en el
arte sabran seleccionar otras bacterias acetogénicas anaerdbicas para su uso

en estos métodos.

El término "cepas mixtas” significa un cultivo mixto de dos o varias de las
bacterias de fa invencidn. Dichas "cepas mixtas” de las bacterias enumeradas
previamente en este documento se utilizan en los métodos de esta invencion. -

Los términos “biorreactor”, “reactor” o "biorreactor de fermentacidon”
incluyen un dispositivo de fermentacidbn que consiste de uno o varios
) recipientes y/o torres o disposicion de tuberias, que incluye un Reactor
continuo de mezcia completa (CSTR), Reactor de Células Inmovilizadas (ICR),
Reactor de lecho arrastrado (TBR), Columna Je burbujeo, Fermentadores
slevados para gases, mezclador estatico u otros dispositivos adecuados para
un contacto gas-liquido. Preferentemente, para el método de esta invencion, el
biorreactor de fermentacidn comprende un reactor de crecimiento que alimenta

¢l caldo de fermentacién a un segundo biorreactor de fermentacién, en el cual

se produce la mayor parte del producto, etanol.
El término "medio de nutrientes” se usa en general para describir un

medio de crecimiento para bacterias convencional que contiene suficientes
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vitaminas y minerales como para pemmitir el crecimiento de las bacterias de la
invencion seleccionadas. No se incluyen azlcares en estos_ medios. Los
componentes de diversos medios de nutrientes adecuados para el uso de esta
invencién son conocides y estan descriptos en publicaciones anteriores,
incluyendo las de los inventores, Véase, por ejemplo las fdrmulas de medios de
nutrientes descriptos en la Solicitud de Patente Intemacional N°: W098/00558;
Patente de EE.UU. N°: 5.807.722; Patente de EE.UU. N°: 5.593.886 y Patente
de EE.UU. N° 5.821.111, asl como en las publicaciones identificadas
previamente. De acuerdo con la presente invencién, un medio de nutrientes de
laboratorio tipico para la produccién de acetato a partir de CO, CO; e H;
contiene 0,8 mg/f de pantotenato de calcio. Sin embargo, un medio de
nutrientes de.laboratorio tipico para la produccién de etanol a partir de CO, CO;

e H; contiene 0,02 mg/l de pantotenato de calcio.

Los téminos "sustrato limitante” o “nutriente limitante”, definen una
sustancia en el medio de nutrientes o sustrato gaseoso que, durante el
crecimiento del cultivo bacteriano en el biorreactor, es agotado por el cultivo
hasta un nivel que ya no permite sustentar el estado estacionario o el
crecimiento bacteriano estable en el biorreactor. '-I';Jdas las demas sustancias
en el medio de nutrientes o sustrato gaseoso estan presentes en exceso y son
"'no limitantes”. La evidencia de la limitacién es que un incremento en la
velocidad de adicién del sustrato limitants, es decir en la velocidad de
alimentacién de los nutrientes o la velocidad de alimentacién de gases, al
cultivo causa un incremento correspondiente en la velocidad de captacidn del

gas (mmol/min de gas) debido a un incremento en la densidad de células. -~——-
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A menos que se indique lo contrario, el tdrmino "acetato" se utiliza para
describir una mezcla de acido acético molecular o libre y sal acetato presente
en el caldo de fermentacion. La relacidn de acido acético molecular a acetato
depende del pH del sistema, es decir, 8 una concentracion constante de
"acetato”, cuanto menor sea el pH mayor serd la concentracidon de acido

acético molscular con relacion a la sal acetato.

En esta memoria descriptiva, la "concentracidn de células" se basa en el
peso seco de las bacterias por litro de muestra. La concentracién de células se

mide directamente o por calibracién con una densidad éptica.

Ei término "estado natural® describe cuaiquier compuesto, eilemento o
via que no contiene los electronas o protones adicionales que habitualmente
estan presefites. A la inversa, el término “estado de reduccién" describe
cualquier compuesto, elemento o via que contiene un exceso de uno o varios
electrones. El "estado de reduccién” se logra con la adicidn de uno o varios
electrones al “estado natural®, es decir, con la disminucion del potencial redox

del caldo de fermentacion.

La "productividad de etanol" es la productividad volumétrica de etanol,
calculada como la relacién de la concentrat-:-i'On de etancl en estado
estacionario y el tiempo de retencién de liquidos (LRT) en sistemas continuos ©
la relacidn de la concentracién de etanol y el tiempo necesario para producir
dicha concentracidn en sistemas por lotes. La frase "productividad alta de
etanol" describe una productividad volumétrica de etanol de mas de 10 g/l-dla. -

La frase “"concentracibn aita de etanol” significa mas de
aproximadamente 10 g/l, preferentemente mas de 15 g/l de etanol en el caldo

de fermentacién o una relacidn de producto de etanol a acetato de 5:1 o mas. -
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El "Ha en exceso” esta disponible para la produccién de etanol cuando la
relacidn de los moles de H; en la alimentacién de gases a la suma de dos
veces los moles de CO convertidos y tres veces los moles de CO; convertidos
es mayor que 1,0. Si esta ralacion es menor qua 1,0, no hay Hz en exceso
disponible y solamente es posible producir etanol por medio de un mecanismo
de control diferente.

i Vias bioldgicas utilizadas en el método de esta invencion

Sin tener en cuenta una teorla particular, los inventoras proponen que
los métodos para-incrementar la produccién anaerdbica de etanol de los
métodos que se describen en este documento se basan en las vias bioldgicas
que involucran ia conversidn de NAD(P)H en NAD(P) en los ciclos de vias
basicas de Ia via acetogénica para un crecimiento autotréfico. La invencién
involucra la manipulaciébn de dichas vias para permitir una produccién y
mantenimiento continuos de concentraciones altas de etanol con
concentraciones bajas de acetato, bajo condiciones de funcionamiento

estacionarios, proporcionando de esa manera métodos que son de utilidad para

la produccion de etanol a partir de gases industriales.

El compromiso asencial de NAD(P)H a NAE;(.P) en las vias bioldgicas se
describe como sigue: La produccién de etanol a partir de componentes
gaseosos, tal como CO, CO; e Hj; tiene lugar con un método bioldgico de tres
pasos. En el primer paso, se oxidan los sustratos CO e H: y, al hacerlo, liberan
NAD(P)H:

NAD(P) - NAD(PH
CO+Hy+H,O0 - CO+4 H*
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Los productos del paso 1 se convierten entonces en acido acético, un
paso que requiere

NAD(P)H:
NAD(P)H — NAD(P)
CO + CO2 + 8 H' = CHyCOOH + H;0

Finalmente, si hay un exceso de NAD(P)H disponible debido a que ia
reaccion del paso 1 avanza a una velocidad méas rapida que la reaccion del
paso 2, el 4cido acético se reduce a etanol.

NAD(P)H — NAD(P)
CH3;COOH + 4 H'— C,HsOH + H0

Por consiguiente, la disponibilidad de un exceso NAD(P)H debido a
oxidacidon de sustrato conduce a la produccion de etanol a partir de acido

acético.

Hay dos ciclos de vias basicas conocidas en la via acetogénica: (1) el

ciclo de la acetil-CoA y (2) el ciclo THF, en los cuales se raduce COz a un grupo
- metilo. La secuencia para la generacién de etanol y acido acético a partir del
mismo se ilustra en J. R. Phillips et al,, ‘i994_Apph‘ed Biochemistry and
Biotechnology, 45/46: 145. El ciclo de la acetil-CoA tiene un ciclo intemo,
denominado ciclo dal CO en este documento. Como el ciclo del CO
habitualmente reacciona en el sentido de las agujas del reloj, se reduce
ferredoxina. La ferredoxina también se puede reducir por Hz cuando se oxida
con la enzima hidrogenasa. Como resultado de sllo, el ciclo de la acetil-CoA
también reacciona en el sentido de las agujas del reloj y se oxida la
ferredoxina. Si el ciclo de CO intemo y el ciclo de acetil-CoA reaccionan a las

mismas velocidades, la ferredoxina se encuentra en un estado de equilibrio
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redox. Sin embargo, si estos dos ciclos no tienen lugar a las mismas
velocidades, es decir, el ciclo de! CO reacciona a una velocidad mayar que el
ciclo de la acetil-CoA, se acumula ferredoxina reducida. Ademas, con un
exceso de Hz, también se puede producir un exceso de ferredoxina. Este
axceso de ferredoxina reducida causa una regeneracién (reduccién) de NAD(P)
en NAD(P)H, que se acumula en un exceso que debe ser llevado a equilibrio y

al hacerlo, reduce el acido acético en etanol.

Ei ciclo de THF funciona en el crecimiento celular y es necesario para un
cultivo continuo; por ello no es posible detenerlo por completo. La reduccion de
la velocidad del ciclo de THF también sirve para lograr una relacién mayor de
NAD(P)H a NAD(P). El NAD{P)H se oxida en dos lugares. Al limitar esta
oxidacién, qie mantendria la relacién celular total de NAD(P)H a NAD(P) en
equilibro, el NAD(P)H se usa para reducir acldo acético en etanol. —~———-——---

Un segundo método bésico para reducir acido acético a etanol es por
disminucion directa del potencial redox del caido de fermentacién. Un estado
" de reduccién suficientemente inferior al estado natural del cultivo permite
obtener abundante NAD(P)H y promueve la red-t_xccibn de 4cido acético en

etanol,

lll. Los métodos de la invencidn

Los pasos bésicos del método incluyen lo siguiente: Se describird un
método de fermentacion continua con recuperacion de producto con referencia
ala Fig. 1 y ejemplificado en el Ejemplo 1, mas adelante. Se suministra un flujo
continuo de sustrato gaseoso 1 que comprende por [0 menos un gas reFluctor.
por ejemplo, CO o Ha, a un velocidad de alimentacién de gases seleccionada, y

un flujo continuo de medio de nutrientes en fase liquida 2, a una velocidad de

S
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alimentacién de nutrientes seleccionada, en un biorreactor de fermentacién 3
que contiene las bacterias de la invencién. En el biorreactor 3, el medio y el
sustrato gaseoso son fermentados por las bacterias para producir etanol y
acetato acido. Una vez que se logré una concentracién estable de células bajo
condiciones de estado estacionario, se manipulan los componentes del sistema
continuo para reducir el potencial redox o incrementar la relacién de NAD(P)H a
NAD(P) en el caldo de fermentacién, manteniendo al mismo tiempo la
concentracién de acido acético libre en el biorreactor por debajo de 5 g/. Los
métodos de esta invencidon estan disefiados para permitir y mantener una
produccién de etanol y acetato en el caldo de fermentacion de manera tal que
la productividad de etanol sea mayor que 10 g/I*dla con una relacién de etanol
a acetato de entre 1:1 y 20:1. En una realizacién, dicha relacién es mayor que
3:1. En otra realizacién, dicha relacidn es mayor que 5:1. En aln otra
realizacién, dicha relacion es mayor que 10:1. En otra realizacibn mas, dicha
relacion es mayor que 15:1. El método de esta invencién es alternativamente
efectivo para mejorar las produccién estable continua (de estado estacionario)
de concentraciones altas de etanol {15-35 gll.etanol) y concentraciones bajas
de acetato (0-5 g/l acetato), es decir, una relacién-;e producto etanol a acetato
de 3:1 o més, a partir de CO, CO; e H; con una buena estabilidad de método. -~

Periédicamente, durante el desarrollo de los métodos de esta invencion,
se retiran muestras del caldo para determinar dicha relacién con un método de
ensayo convencional. Por ejemplo, las células se separan de la muestra, por
ejemplo, por centrifugacion, y la muestra libre de células es sometida a un
método de ensayo, tal como el método preferido de cromatografia gaseosa. Sin

embargo, el especialista en el arte puede selaccionar otros métodos de ensayo
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convencionales. Se agregan pasos optativos adicionales del método para
lograr y/o mantener dicha relacién. En el Ejemplo 2 se describe un método de

ensayo.

Los pasos usados para manipular los componentes del sistema y
mantener y/o lograr la productividad de etanol o la relacidn etanol a acetato
deseada incluyen por lo menos uno, y convenientemente, combinaciones de
los siguientes pasos: alterar el contenido del medio de nutrientes, la velocidad
de alimentacién de los nutrientes, la velocidad de alimentacién del medio
acuoso, la presion de operacién, el pH de la operacion, el contenido del
sustrato gaseoso, la velocidad de alimentacibn de gases, la velocidad de
agitacién dei caldo de fermentacidn; evitar el paso de inhibicidn por producto;
disminuir la”densidad de células en el biorreactor; o prevenir la inhibicion por
sustrato. Algunas manipulaciones preferidas incluyen limitar, en el biorreactor,
los nutrientes en fase liquida (pantotenato o cobalto), suministrar un ligero
exceso de CO e H, en el gas de alimentacién, minimizar la concentracién de
. acetato, evitar la adaptacidn del cultivo a concentraciones bajas de nutrientes
en fase liquida, lievar el cultivo a una concentrécio_r_l'de células adecuada a una
velocidad relativamente rapida, elevar el pH del. cultivo por encima de 4,5,
purgar las células bacterianas del biorreactor hasta un concentracién de células
menor que la concentracién estable del estado estacionario que utiliza todo el
sustrato de gas reductor o de nutrientes en el biorreactor e incrementar la
velocidad de alimentacién del medio acuoso cuando la porcidn de acido acético
libre del acetato presente en el caldo del biormeactor de fermentacion excede

los 2 g/l, inhibiendo de esa manera cualquier incremento no deseado en la
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concentracidn de acido acético libre. Todos estos pasos se dascriben con

detalle a continuacion.

El gas de escape 4, que contiene gases distintos de CO, CO2 e Hz y CO,
CO; e H2 no convertidos del reactor, es venteado del reactor y se usa por su
valor como combustible. Si se emplea un exceso de Hz como mecanismo de
control, se utiliza la presioén parcial de H2 en el gas de salida y la relacién de
presién parcial de Hz a presidn parcial d@ CO, en el gas de salida para
identificar el control de |a relacién etanol a acetato por dicho paso. El reciclaje
de células se usa {pero no es un requisito) para incrementar la obncentracién
de células dentro del biorreactor y de esa manera provee mas biocatalizador
para la conversion de CO, CO2 e Hz. Con el reciclaje de células, el efluente
liquido del rdactor § se envla al separador de células 6 donde se separan las
células 7 y el permeato (liquido libre de células) 8. Las células 7 se envian

nuevamente al biorreactor y el permeato 8 se envia a recuperacién de

producto.

La separacion de células se lleva a cabo utilizando una centrifuga
continua, un sistema de filtracion de fibras huécai oen aspiral, un sistema de
filtros de ceramica u otro separador sélido/liquido. E! etanol se puede recuperar
del permeato (0, como alternativa, del efluente del reactor 5 si no se emplea
separacion de células) empleando diversas técnicas incluyendo destilacion y
adsorcion. El permeato 8 se separa en una columna de destilacibn para
producir etanol 95% en la cabeza de destilacion 10 y agua 11 que se recicla
hacia el reactor 3. El agua de reciclaje 11 contiene un exceso de nutrientes que
no se usaron en la fermentacién, pero todo exceso de vitaminas de la

fermentacidn o de la lisis celular es destruido por la destilacién térmica. El

A {
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atanol 95% en la cabeza de destilacidn 10 se envia a un tamiz molecular 12

donde el etanol anhidro 13, el producto final deseado, es separado del etanol

diluido 14 que se vuelve a enviar a la columna de destilacién 9.

La combinacién de crecimiento, muerte y purga de células continua
mantiene una concentracidn constante de células, de manera tal que el método
continuo usado para producir etanol (y pequeias cantidades de acido acético)
pueda funcionar durante muchos meses con la simple alimentacién de CO, CO;
e Ha, junto con nutrientes sin suplementos da cultivo adicionales. Los métodos
de esta invencion mantienen y controlan ias condiciones para uné produccién
continua de etanol y acido acético e impiden o comigen rapidamente las
desviaciones del método. Los métodos de esta invencién también ayudan a
prevenir la ddaptacion del cultivo a una concentracion baja de nutrientes, Ia
cual puede ser nociva para el rendimiento del cultivo. En las siguientes
descripciones y en los ejemplos, a menos que se indique lo contrario, la presidn
usada es de 1 atmodsfera y la temperatura usada es de entre 3641 *C. El
'especialista en el arte puede determinar las temperaturas y presiones
deseables, seglin el microorganismo seleéciog_ado para su uso en el

biorreactor.

Diversas manipulaciones, que se describen especificamente mas
adelante, ademds de los pasos basicos de esta invencién, permiten lograr una
produccion mejorada de etanol. Preferentemente, la limitacién de nutrientes en
fase liquida (pantotenato o cobalto) o el uso de un exceso de Hz o CO son los
pasos del método de la invencién, descripto con detalle a continuacién, que se
usan para alcanzar y mantener la productividad deseada de etanol y permitir 1a

produccién de concentraciones y relaciones de etanol a acetato estables en el

¢4
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caldo de fermentacion. Estas condiciones permiten produci;' concentraciones
estables de etancl y acetato en el caldo de fermentaciéon. En una realizacion
preferida, 1a relacién de producto etanol a acetato producido en el caido de
fermentacién es mayor que 1,0:1 y la concentracién de stanol es mayor que 15
gh.

A. Limitacién por pantotenato de calclo

En una realizacion especifica de esta invencién, el método para
manipular las vias biolégicas para favorecer la produccidn de etanol y limitar la
produccién de dcido acético comprende limitar la cantidad de pantotenato de
calcio en el medio de nutrientes a una cantidad que sea menor que la requerida
para mantener las bacterias a una concentracién estable, de estado
estacionario Que emplearia por completo el pantotenato de calcio provisto. El
pantotenato es un componente de la acetil-CoA y por ello, al limitar el
pantotenato de calcio en el medio de nutrientes, disminuye la velocidad del
ciclo de acetil-CoA con relacién a la velocidad del ciclo de CO. Esto provoca
una acumulacién de ferredoxina reducida y la reduccién de NAD(P) en
NAD(P)H. y de esa manera Incrementa la pro&uoc_:_it_.’an de atanol como producto

final.

Se observa limitacidon de pantotenato cuando los microgramos (ug) de
pantotenato de calcio alimentados al reactor por gramo (g) de células {peso
seco) producido en el reactor se encuentra en el rango de 0,5 a 100. Una
limitacién de pantotenato mas deseada se encuentra en el rango de 2 a 75 g
de pantotenato de calcio por gramo (g) de céiulas secas producidas en el
reactor. Otra limitacién preferida de pantotenato se encuentra en el rango de

0.5 a 50 pg de pantotenato de calcio por gramo (g) de células producidas en el
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reactor, Otra realizacién de esta limitacién es de aproximadamente 1-25 pg de
pantotenato de calcio por gramo (g) de células producidas en el reactor. Otra
realizacioén de esta limitacion es de aproximadamente 10-30 pg de pantotenato
de calcio por gramo (g) de células producidas en el reactor. Esta cantidad de
nutrientes mantlene una produccién preferencial de etanol con respecto a la

produccion de acetato. Una realizacidn de aste método se ilustra en el Ejemplo
4.

En otro aspecto de este método, se evita la adaptacion de las bacterias
en el biomreactor -de fermentacién a concentraciones Iimitantés bajas de
pantotenato de calcio regulando o ajustando los parametros de la fermentacion,
de manera tal que se mantiene una concentracién constante de pantotenato de
calcio, en tanto se ajusta por lo menos uno, y a veces mas de uno, de los
parametros de velocidad de alimentacién de gases, velocidad de alimentacién
liquida, velocidad de agitacién o presidn parclal de Ha. Se evita efectuar
cambios imporiantes en los nutrientes, pero se mantiene una concentracion de
nutrientes en la alimentacién relativamente constante. Si se permite Ia
adaptacién del cultivo a bajas concentracione.;. linli_tantes de nutrientes en fase
liquida, se produce una relacion pobre de productos de 1,0 g etanol/g acetato o
menos en un método irreversible. Por lo tanto, serd necesario detener el
reactor y una reinoculacién del mismo. Preferentemente, se controla ia via
biolégica para favorecer la produccién de etanol y limitar la produccidn de acido
acético suministrando primero un exceso de H; en la alimentacién de gases al
blorreactor y luego pantotenato de calcio limitante en el medio de nutrientes

como se describid previamente.
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De hecho, en el momento del arranque se mantiene un exceso del
pantotenato de calcio en los nutrientes en fase liquida, habitualmente limitante,
con el fin de evitar la adaptacion a bajas concentraciones de nutrientes, una
condicién que puede dar como resultado un rendimiento muy pobre y la pérdida
de la capacidad del cultivo para lograr una productividad alta de etanol de mas
de 10 g/I*dla si no se emplea un exceso de Hz. Un ejemplo de dicha regulacion
de los parametros de la fermentacién para un cultivo bacteriano particular se

ilustra en el Ejemplo 17.

B. Limitacidn por cobalto

En otra realizaciéon de esta invencién, el método para manipular las vias

bioldgicas para favorecer la produccidon de etanol y limitar la produccién de
acido acéticd involucra una limitacién de la cantidad de cobalto en el medio de
nutrientes hasta una cantidad que sea menor que la requerida para mantener
las bacterias a una concentracién estable de estado estacionario que emplearla
por completo el cobalto provisto. Se observa una limitacion por cobalto cuando
los microgramos (pg) de cobalto alimentados al reactor por gramo (g) de
células {peso seco) producidas en el biorreactor se encuentra en el rangode 5
a 100. Preferentemante, [a limitacién cobalto comprende entra 20 a 50 ug
aproximadamente de cobalto en el reactor por gramo de células producidas en

el reactor. Esta cantidad de cobalto mantiene una produccién preferencial de
. etanol con respecto a acetato en el proceso. En el Ejemplo 18 se ilustra una
realizacién del método del cobalto limitante en el reactor de acuerdo con este
método. .

Una limitacién del cobalto en el caldo de fermentacién también puede

reducir la velocidad del ciclo de acetll-CoA. Dado que se usa cobalto para
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transferir un grupo maetilo del ciclo de THF al ciclo de acetil-CoA, una limitacion
an la cantidad de cobaito en el caldo de fermantacién también reduce la funcion
del ciclo de THF al no permitir dicha transferencia. La limitacién de cobalto
reduce la velocidad del ciclo de THF, que también es causante de una relacién

mayor de NAD(P)H a NAD(P), con lo cual se produce etanot.

El método se manipula ademas impidiendo la adaptacién a una
concentracion limitante baja de cobalto. De forma muy similar a la manera de
evitar una adaptacién a concentraciones bajas de pantotenato, se mantiene
una concentracion- de cobalto constante ajustando al mismo tiémpo uno o
varios de los parametros de la fermentacidn (velocidad del gas, velocidad del
liquido, velocidad de agitacién, contenido de CO: y presion parcial de Hz
gasenso). Se evita en Io posible efectuar grandes cambios en los nutrientes,
sino que en su lugar se mantiene una concentracion de alimentacién de
nutrientes relativamente constante. Un ejemplo de dicha regulacion de los

pardmetros de la fermentacion para un cultivo bacteriano particular se ilustra en

el Ejemplo 19.

Preferentemente, se controla la via b_i_qlégica para favorecer la
produccién de etanol y limitar ia produccién de -dcido acético suministrando
primero un exceso de Hz en el reactor y luego cobalto limitante en el medio de
nutrientes como se describié previamente. Al arranque, se mantiene un exceso
del cobalto en los nutrientes en fase liquida habitualmente limitante con el fin
de evitar la adaptacién a bajas concentraciones de nutrientes, una condicion
que puede dar como resultado un rendimiento muy pobre y la pérdida de la

capacidad del cultivo para producir una relacién de productos mayor que 1:1.—
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C. Sobrealimentacién de hidrégeno

En otra realizacidn adicional, el método para manipular las vias
biolbdgicas para favorecer _Ia produccidn de etanol y limitar produccién de &cido
acético comprende alimentar un exceso de Hz en el gas de alimentacién o
carbono gaseoso limitante que da como resuitado un exceso de Hz, que luego
serd utilizado por la via bioldgica. Preferentemente, el gas reductor H; se
encusntra en exceso con respecto al CO; y dicho exceso de H2 hace que las
bacterias produzcan una relacién alta de etanol a acetato en el caldo de
fermentacién. Si la relacién de H; (moles de gas alimentado) al doble de CO
(en moles de gas) convertidos y al triple de CO2 (en moles de gas) convertido
es mayor que 1, el fermentador esta limitado por carbono. La presidn parcial de
Ha presente”en el gas de escape es preferentemente mayor que 0,4 atm.
Finalmente, la relacidn de presién parcial de H; a presidn parcial de CO; debe
ser mayor que 3,0 con el fin de asegurar una disponibilidad suficiente de H;
para usar todo el CQO,. Si la presion parcial de CO, es mayor que 0,1 atm, es
probable que el crecimiento haya sido limitado de otra manera. Véase, el

Ejemplo 20 por una ilustracion de este paso del ml!.:tpdo.

Durante el arranque, se favorece el uso de un exceso de H; ante una
limitacion de nutrientes, fundamentaimente porque es més sencillo de controlar.
Las ventajas del uso de un exceso de Ha son que evitan la produccién de
excesos de acido acético, que puede conducir a una relacién pobre de
productos y una inhibicidn potencial de &cido acético, asi como a una

adaptacion a bajas concentraciones de nutrientes.

54
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D. Sobrealimentacidn de monéxido de carbono

Otra manera de manipular los componentes del método, involucra una

sobrealimentacién del gas reductor, CO, en el sustrato gaseoso para su uso en
la via, que sirve para disminuir directamente el potencial redox en el caldo de
fermentacién. Por consiguiente, de acuerdo con esta realizacién, se suministra
un sustrato gaseoso en el biomeactor que comprende CO, donde la cantidad de
CQ presente en el bioreactor es mayor que la cantidad necesaria para
mantener las bacterias a una concentracién de estado estacionario estable que
utilizaria completar_:_iente el CO provisto. La sobrealimentacion de CO se puede
usar como método para favorecer la produccidén de etanol ante ia produccidn
de &cido acético, cuando la velocldad espaclfica de captacion de CO (milimoles
de CO por gramo de células (peso seco) en el reactor por minuto 0 mmol/g
células/min) es mayor que 0,3. Mas preferentemente, este paso involucra una
velocidad de captacidn de CO especifica mayor que 0,5. Esto significa que
cada célula en promedio estd usando CO en su metabolismo a una velocidad
de por lo menos 0,3 mmol/g/min, o méas ideaimente, a una velocidad de por lo
menos 0,5 mmol/g/min. Preferentemente, ei CO se provee a una velocidad a la
cual la captacién de CO es de 0,3 a 2 mmol de CO/gramo de célula (peso
seco) bacteriana/minuto. En otra realizacién, el CO se provae a una velocidad
de 0,5 a 1,5 mmol de CO/gramo célula (peso seco) bacteriana/minuto. En otra
realizacion, el CO se provee a una velocidad de aproximadamente 1 mmol de
CO/gramo de célula (peso seco) bacteriana/minuto. En el Ejemplo 24 se provee

una ilustracién de una realizacién de este paso del método.

Esta velocidad de captaciébn de CO mantiene una produccion

preferencial de etanol con respecto a la produccién de acetato. Si el CO se
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suministra de manera tal que el CO disuelto en el caldo de f;;'.r;entaciOn es
significativo por la presin de gas o una transferencia de masa
extremadamente buena, el caldo de fermentacién se vuelve mas reducido. La
sobrealimentacion de CO presenta dos ventajas adicionales. Un exceso de CO
puede provocar que el ciclo de CO funcione a una velocidad mas répida v, si se
limita el ciclo de acetil-CoA de otra manera y no puede alcanzar al ciclo de CO,
se produce acumulacién de ferredoxina. El CO también puede disminuir la
velocidad del paso 2 {produccion del intermediario acido acético) en el método
general de tres p;asos por medio de inhibicidn del sustrato. Esta menor
velocidad del paso 2 con respecto al paso 1 produce un exceso de NAD(P)H:
que conducea la produccion de etanol en favor de acido acético, -————-—-

Si bien un exceso de CO puede dar como resuitado una mayor
produccion de etanol por reduccién directa del potencial redox del caldo de
fermentacion, la presencia de dicho exceso de CO también inhibe el
‘crecimiento porque inhibe la CO-deshidrogenasa y por ende la captacion de Ha.
Desafortunadamente, la presencia de un exceso de CO también da como
resultado una pobre conversibn de H; que probablemente no sea
econdmicamente favorable. La consecuencia de un funcionamiento extendido
bajo condiciones de inhibicidn por sustrato es una captacién pobre de H;. Esto
conduce eventualmente a una lisis celular y sera necesario volver a arrancar el
reactor. Cuando aste método lleva a un resultado involuntario de inhibicién por
sustrato por CO (la presencia de demasiado CO para las células disponibles)
durante el crecimiento inicial del cultivo o posteriormente, se reduce la
velocidad de alimentacion de gases y/o la velocidad de agitacion hasta sliviar la

inhibicién por sustrato. En el Ejemplo 21 se describe una ilustracion de la
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manera de ajustar la velocidad del gas o la velocidad de agitacion para lograr

este efecto.

E. Pasos de manipulacidn adicionalas

Ademds de los pasos més importantes para mejorar el método que se

describieron previamente, se pueden incluir varios pasos en el método de

produccidn de atanol.

1. Incremento en la transferancia de masa

Una de dichas realizaciones adicionales, comprende asegurar que la
‘transferencia de m;asa de CO o Hz de la alimentacién de gases al caldo de
fermentacién liquido sea mas répida que la capacidad de las bacterias para
utilizar los gases disueltos. Por ejemplo, si un biomreactor que contiene C.
ljungdahlii se alimenta con CO, CO; e Ha y se opera sin limitaciones de
nutrientes (tal como pantotenato o cobalto) o la presencia de exceso de Hz, el
crecimiento celular se limitard por la cantidad de gas transferido a la fase
liquida y el sistema produce &cido acético como producto. Si el cultivo recibe
una alimentacién de un ligero exceso en la cantidad de CO o H; que la
requerida para el crecimiento del cultive, producira etanol. Sin embargo, si se
transfiere demasiado gas a la fase liquida para su uso por parte del cultivo, se
producird una inhibicién por sustrato, que puede conducir a una alteracién del
cultivo y la muerte celular. Por consiguiente, hay un rango muy estrecho de
operacién con un exceso de transferencia de masa. En el Ejemplo 22 se

provee una ilustracion de este método.

Con referencia al ciclo de acetil-CoA, para poder producir un exceso de
ferredoxina reducida, el ciclo de CO o la reduccién de ferredoxina por una

hidrogenasa debe tener lugar a una velocidad mayor que el ciclo de acetil-CoA.

57
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Los métodos que se describen en este documento limitan la velocidad a la cual
los organismos pueden utilizar los gases disueltos por medio de una restriccién
de la velocidad a la cual los nutrientes esenclales, como por ejemplo
pantotenato de calcio o cobalto, u otros sustratos, tal como CO; gaseoso,
estaran disponibles para las bacterias o por provisién de un exceso de sustrato,

Hz o CO, al cultivo.

Se puede calcular una velocidad de transferencia de masa tedrica, que
es mas rapida que la velocidad a la cual las bacterias pueden usar el sustrato,
adin sin otras Iimit;Lciones. Dicha velocidad, cuando se alcanza, esta limitada
por la velocidad de crecimiento natural del organismo. Por ello, |a realizacién
mas productiva es cuando la transferencia de masa (velocidad de fiujo g.aseoso
o velocidad de agitacidn) es mas rapida que la velocidad a la cual la mayor
concentracion posible de células puede utilizar el sustrato sin ninguna
limitacién. Habra un rango de operacion muy estrecho dado que la inhibicidn

"por sustrato podria llevar rapidamente a la muerte celular y a una
concentracién de subproductos resultantes que es toxica para el cultivo, —----—-

2. Sumninistro da un exceso de CO e H;

En oftra realizacién del método de esta invencion, la estabilidad en la
concentracidn alta de etanol/produccidn limitada de acido acético se logra con
aquellos métodos que limitan el cobalto o pantotenato de calcio o que proveen
abundante H; o CO. De acuerdo con este paso, a medida que el cultivo utiliza
los sustratos gaseosos CO, H; y COz, como fuentes de carbono y energla, se
suministra CO e H; con un ligero exceso. El exceso ligero de CO e H; se logra
alcanzando una operaci6n estacionaria y luego incrementando graduaimente la

velocidad de alimentaciéon de gases y/o la velocidad de agitacidn (incrementos
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del 10% o menos) hasta que las conversiones de CO e Hy; comienzan a
declinar. Esto constituye un medio para evitar Ia limitacién por transferencia de
masa, que favorece la produccidn de acido acético, y suministrar un exceso de
ferredoxina reducida con el fin de reducir NAD{P) a NAD(P)H y producir etanol.
Si no se suministra un ligero exceso de CO e Hz, se produce una limitacién por
transferencia de masa, y se equilibra la via. Esto da como resultado una pobre
relacién de productos etanol a acetato (concentraciones altas de acetato). Las
concentraciones altas de acetato pueden, en ditima Instancia, dar como
resultado una inh_i_'I;icién de &cido acético, que limita la capacidad de las

bacterias para captar Hx y eventualmente puede conducir al deterioro del

cultivo. x

Los pasos para evitar una limitacién por transferencia de masa incluyen
un incremento en la velocidad de agitacion o en la velocidad del gas para
transferir mas CO e H; hacia la fase liquida, y por ende volver a la presencia de
un ligero exceso de CO e Hy. Si la inhibicién por el producto tiene lugar como
resultado de una limitacién por transferencia de masa, serd necesario
incrementar la velocidad de alimentacién de liquido para revertir la inhibicidn
por acido acético, por dilucién a una concentracion de acetato resultante mas
baja. Dado que un incremento en la velocidad de alimentacién del medio
incrementaria los ug de pantotenato o cobalto/g células producidas, esto sélo
se debe hacer brevemente o serd necesario eliminar el exceso de pantotenato

o cobalto ajustando la concentracién del medio o incrementando la velocidad

de alimentacidn de agua.

3. Control de Ia inhibicién por producto de écido acético

59
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En los métodos descriptos previaments, se puede producir una inhibicion
por producto por &cido acético si se acumula demasiado 4cido acético
molecular, es decir, >2 g/l, en el biorreactor como para permitir el crecimiento
de las células y la produccidn posterior de etanol. Se utiliza otro paso de
manipulacion para evitar el deterioro del cultivo. Una modificacién involucra un
incremento breve en la velocidad de alimentacién del medio acuoso o liquido
para reducir la concentracié.n en la fase llquida del acido acético inhibidor por

debajo de 2 g/l. Una ilustracion de este paso para un cultivo particular en un

reactor se describe_l_en el Ejempilo 23.

4.Paso con reciclaje de agua

Aun otrp paso optativo del método para mantener un cultivo estacionario
capaz de producir etanol como producto Unico, sin una produccién neta de
acido acético en los métodos de esta invencién, comprende la adicidon de agua
reciclada de la destilacion al reactor de fermentacién (véase, por ejemplo, el
"Ejemplo 15). Como se indicd previamente, el agua reciclada (que contiene
hasta 5 g/l de acetato) posee la ventaja de reciclar el acetato producido
nuevamente hacia el reactor de manera tal que no se produce acido acético
neto. Por consiguiente se establece un equilibrio entre el etanol y el acetato en
el reactor. Como resultado de ello, todo el CO, CO: e Hj alimentado al reactor y

convertido en producto se utiliza en la produccion de etanol, excepto lo que se

utilizd para el mantenimiento del cultivo.

5. Reduccién de la densidad de células

Aln otro paso de manipulacién que es de utilidad en el método consiste
en iniciar una purga periddica o continua de células bacterianas del biorreactor

con el fin de reducir la concentracién de células en dicho biorreactor. Esta
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manipulacién sirve para reducir la concentracién de células a menos gue la
concentracion de células del estado estacionario que usa todos los sustratos de
gas reductor o nutrientes en el biorreactor. Por lo tanto, al alterar la densidad
de células, se favorece la produccién de etano! ante la pf‘oduccién de acetato
en el biorreactor. Véase, por ejemplo, el Ejemplo 25.

6. CSTR de dos etapas

Uno de los problemas asociados con la produccién de etanol con una
limitacién del medip es la capacidad o tendencia del cultivo de adaptarse
eventualmente a Ia;s condiciones limitantes y no continuar produciendo etanol
después de varios meses de operacidén. En su lugar, el acetato se convierte
eventualmente, en el producto dominante. Esta adaptacidn a concentraciones
bajas de nutrientes limitantes da como resultado un cultivo que produce mas
4cido acético que etanol (relacién de producto etanol a acetato de 1,0 0 menos)
y bajas concentraciones de etanol (a veces tan bajas como 1 g/). La
adaptacién probablemente tenga lugar cuando no se proveen nutrientes
suficientes al cultivo durante el arrangue, donde la velocidad de crecimiento es
mas importante que la velocidad de producciéon de etanol. Ademas, existe el
peligro que el cultivo se pueda adaptar a las concentraciones bajas de
nutrientes limitantes durante la operacién de estado estacionario, en particular

porque las concentraciones de nutrientes limitantes se ajustan hacia abajo para

depurar el acetato del sistema de reaccién.

Con el fin de evitar esta adaptacién cuando se utilizan los pasos de
pantotenato o cobalto limitantes, en lugar de permitir que el cultivo crezca con
los nutrientes disponibles, y el peligro mencionado previamente, se puede

emplear otra modificacidon del método. Un sistema de CSTR de dos etapas, en

6!
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el cual se produce un crecimiento de cultivo primariamente bueno en la primera
etapa con un ligero exceso de nutrientes limitantes (tal vez con una produccién
conjunta de acido acético), seguido de una etapa de produccidn donde el
cultivo de la primera etapa sera limitado por el nutriente fimitante y se usa para
producir concentraciones altas de etanol, constituye otra mc-:diﬁcaclén del
método. Esta modificacién permite el mantenimiento de un cultivo estacionario,
que no se adapta a concentraciones reducidas de pantotenato o cabalto. Esta
modificacién comprende la operacién de un CSTR de dos etapas, en el cual un
reactor de crecimi_e;nto (Etapa 1) alimentara a un reactor de produccién (Etapa
2) donde tendra lugar la produccién del volumen mas importante de etanol. El
reactor de crecimiento no se opera con los pasos de limitacién de nutrientes

descriptos previamente, de manera tal que el cultivo no sea tan susceptible a la

adaptacién a alguna condicion limitada.

En la Figura 2 se muestra un diagrama esquemético de este sistema de
CSTR de dos etapas Y la siguiente descripcién hace referencia a dicha figura.
De acuerdo con esta realizacién, la etapa de crecimiento se opera con un
tiempo de retencidn de liquidos (LRT) de aproximadamente 24 horas. EI CSTR
de etapa de crecimiento 1 recibe una alimentacién de suficiente pantotenato o
cobalto en el medio 2 como para obtener un cultivo saludable (y también puede
producir un poco de acido acético). Por consiguiente, se produce un exceso de
&cido acético en el reactor, pero con una mayor estabilidad. Esta concentracion
de pantotenato o cobalto estd en exceso con respecto a la cantidad que
habitualmente se alimentarfa un CSTR Gnico utilizado para producir etanol. La
alimentacién de gases a este reactor es un gas no convertido 3 de la Etapa de

produccién 4 y la alimentacién de liquido es medio fresco 2. El CSTR de etapa
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de crecimiento opera sin reciclaje de células. El propésito de este reactor con
etapa de crecimiento consiste en proveer un cultivo saludable para la

produccion posterior de etanol, que no se adapta a concentraciones bajas de
pantotenato.

El reactor de la etapa de produccién 4 opera con un LRT nominal menor
de 20 horas. Este CSTR con reciclaje de células recibe una alimentacién de
gases nuevo 5 y puede presantar conversiones bajas. Recibe una alimentacion
de medio fresco 6, asl como una alimentacién de cultivo 7 proveniente de la
etapa de crecimier_nio. Se alimenta un minimo de pantotenato o cobalto a este
reactor dado que dispone del exceso de la etapa de crecimiento. El reciclaje de
células 8 se Wsa en este reactor con el fin de obtener la mayor produccién de
las células enviadas de vuelta al reactor 9. La concentracidn de etanol de salida
en el producto liquido 10 deberla ser mayor que 20 g/l. Las caracteristicas del
sistema de CSTR de dos etapas incluyen pocos cambios para una adaptacion
a bajas concentraciones de pantotenato o cobalto; un LRT general menor que 0
igual a 30 horas; una productividad de etanol esperada mayor y una

concentraciébn mas alta de etanol que en un CSTR dnico de las mismas

dimensionses.

7. Modificaciones del arranque

AUn otros pasos del método, que se utilizan preferencialmente en la
practica de esta invencién, comprenden la produccién de células en el arranque
inicial del cultivo de fermentacién. El arranque de un biorreactor alimentado con
CO, CO; e Hz para producir etanol y 4cido acético se lleva a cabo mediante la
inoculacién de una carga a partir de un cultivo madre (Ejemplo 11) o mediante

el empleo de un indculo continuo de un reactor existente como alimentacion de

&3
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cultivo (Ejemplo 12). Como se indicé anteriormente en la descripcién de la
manera de evitar la adaptacién de los cultivos a bajas concentraciones de
pantotenato o cobalto, el cultivo se lleva convenientemente a una
concentracién alta de células antes de limltar los nutrientes, pero suministrando
un exceso de H: al cultivo. Este arranque rdpido ayuda en la adaptacién del
cultivo y permite obtener una buena relacién de productos (concentraciones
altas de etanol y bajas de acetato). Si no se emplea dicho arranque rapido,
puede aparacer una retacion pobre de productos y el cultivo puede sufrir una
adaptacion a conqéntraciones bajas de nutrientes en fase liquida y requerir la

reinoculacién del reactor.

El reactor se arranca con una carga en fase liquida (el medio liquido no
se alimenta inicialmente de una forma continua al reactor), con una velocidad
de agitacion baja (tal vez 400-600 rpm en un reactor de laboratorio New
Brunswick Scientific Bioflo®) y al pH deseado. La fase liquida en el reactor
consiste entonces de una carga de medio de nutrientes que contiene vitaminas
y sales, con una concentracion nominal de nutrientes limitantes, ya sea
pantotenato de calcio o cobalto (20 pg/t pantotenato o 75 ppb de cobalto como
ejemplo). Si se emplea inoculacidn continua de un reactor existente,
probablemente no sea necesaria una operacion de una carga en fase liquida.
En este caso, se alimenta gas de forma continua al reactor durante el arranque
inicial a velocidad baja. idealmente, la fase gaseosa en el momento del
amranque estaria libre de CO,, abundante en H; y la velocidad del gas y la
velocidad de agitacién se mantendrian a niveles bajos con el fin de evitar una

inhibicién por sustrato por CO.

&



Un ejemplo de protocolo de arranque general para producir y sustentar
concentraciones de etanol comerclalmente viable a partir de CO; CO; 8 H;
consiste de tres fases distintivas: (a) arranque inicial, donde la produccién de
células es critica; (b) arranque en el cual la velocidad de produccidn se vuelve
critica; y (c) operacién de estado estacionario. Esencialments, el arranque
inicial se caracteriza por la inoculacidn de una carga liquido, con nutrientes
limitantes nominales, seleccionados entre cobalto (75 ppb) o pantotenato de
calcio (20 pg/l) a un valor de pH deseado (tipicamente 4,5-5,5). Para facilitar el
arranque, se preﬁ_ére mantener la velocidad de alimentacién de gases y la
velocidad de agitacién en valores bajos, en tanto se alimenta un exceso de Ha.
La causa de la produccién de etanol durante el arranque es el exceso Hy; la
limitacién de nutrientes ocurre mas adelante. Por consiguiente, hay en realidad
un exceso de nutrientes liquidos durante el arranque con el fin de evitar una
adaptacién involuntaria del cultivo a pocos nutrientes. A medida que la
fermentacion avanza sobre un periodo de varias horas después de la
inoculacién, se produce CO; y se consume Hz Los cambios en estas
velocidades indicaron que la velocidad de agitacién deberia incrementarse
lentamente de forma nominal (tal vez en 200-300 rpm en un reactor de

laboratorio, sobre un perfodo de 2-3 dias) con el fin de evitar una limitacién por

transferencia de masa.

Este inicio de produccion de CO; se produce mas rapidamente en los
sistemas que emplean inoculacién continua en oposicién a una inoculacién por
lotes a partir de un cultivo madre. Sin embargo, si se aumenta demasiado la
velocidad de agitacién, se produce inhibicion por sustrato de CO. Este

procedimiento de observacion de la conversién de H; (o produccion de CO2)
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aumentando nominalmente la velocidad de agitacion se produce a una
velocidad relativamente répida hasta alcanzar la velocidad de agitacidn de
interés. Durante este tiempo de incremento de la velocidad de agitacién en el
cultivo liquido, la produccion de células en lugar de formacién de producto es

de gran importancia.

Una vez alcanzada la velocidad de agitacién de interés (800-1000 rpm
en un reactor de laboratorio New Brunswick'Scientiﬂc Bioflo®), se permite que
el cultivo se estabilice para confirmar la captacién de H,. El arranque cambia a
una modalidad en _'la cual [a velocidad de produccién se vuelve importante.
Resulta conveniente contar con conversiones de CO que excedan un 80% vy
una presion parcial de H; alta en el gas de salida (por lo menos 0,55 atm) con
el fin de asegurar la produccién de etanol en tanto limitar la concentracién dei
acetato y de acido acético molecular libre. Luego se aumenta la velocidad de la
alimentacién de medio llquido (para los sistemas que cuentan con una
inoculacién por lotes a partir de un cultivo madre) para iniciar la alimentacién
continua de liquido y se aumenta la velocidad del gas en incrementos del 10%
hasta alcanzar la velocidad de flujo deseada. El H; permanece en exceso para
evitar la produccidon de un exceso de 4cido acético. A medida que aumenta a
velocidad, se limitan los nutrientes en fase liquida (pantotenato de calcio o

cobalto) y el efecto de dicha limitacién es una pequefia calda en la conversion

de Hz en {a produccidn de interés.

En la operacion de estado estacionario, se alcanza una produccion de
15-35 g/l de etanol y 0-5 g/l de acetato. En esta etapa, es nacesario efectuar
pequefios ajustes en los nutrentes limitantes, en las velocidades de

alimentacién liquida y en la velocidad de alimentacién de gases y seran
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elegidos por el especialista por sus conocimientos en el arte asl como por las
descripciones de esta invencidn. Si al método de produccidn de etanol se
agregara reciclaje de células, en este momento se dispondra un ajuste en la

velocidad del gas (incremento) y en Ia concentracibn de nutrientes

(disminucién).

Los métodos descriptos praviamente para producir y mantener de forma
continua las concentraciones altas de etanol con bajas concentraciones del
subproducto acetato, bajo condiciones de funcionamiento estacionarias,
mejoran el uso dg;las bacterias de la invencién a escala comerclal para la
produccién de etanol. Los pasos descriptos en los métodos anteriores superan
las limitaciomes en el uso de las bacterias de la invencion para una produccién
comercial de etanol a partir de CO, CO, e H,. El método emplea
preferentemente un biorreactor continuo, si bien también es posible utilizar
métodos de fermentacién por lotes y de alimentaciéon por lotes, aunque no es
probable que sean econémicamente viables para una produccion a gran escala

de etanol.

Los siguientes ejemplos ilustran diversos aspectos, métodos y pasos de
métodos acordes con esta invencion. Estos ejemplos no limitan Ia invencion,
cuyo alcance estd comprendido en las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLO 1. EJEMPLO DEL METODO DE LA PRESENTE INVENCION ---—-

Se introduce de forma continua un gas de sintesis o residual, que
contiene CO y/o CO./Hz, en un tanque agitado de un biorreactor que contiene
una cepa de C. liungdahlii, junto con un medio liquido convencional que

contiene vitaminas, trazas de metales y sales. Un medio de nutrientes deseado

se dascribe més adelante en la Tabla 1.
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Durante el amanque del método con un indculo de cultivo de 10% o
menos, el reactor se opera con una carga en fase liquida, donde el medio
liquido no se alimenta de forma continua al reactor. La fase liquida en el reactor
consiste entonces de una carga de medio de nutrientes con una concentracién
nominal de nutrientes limitantes, ya sea pantotenato de calcio o cobalto. Como

altemnativa, también se puede emplear un medio rico que contiene extracto de

levadura, tripticasa u otros nutrientes complejos.

Ideaimente, la fase gaseosa del aranque esta libre de COz y contiene
un exceso de Ha. L_é velocidad del gas y la velocidad de agitacion se mantienen
a niveles bajos (menos que 500 rpm en un biorreactor de fermentacién New
Brunswick Soientific Bioflo®) para obtener un ligero exceso de CO e Hy, pero
evitando al mismo tiempo una inhibicidn por sustrato de CO. En un biorreactor
de fermentacion de laboratorio de un litro New Brunswick Scientific Bioflo®,
como ejemplo, donde la compaosicién del alimentacion gaseosa es de 63% de
Ha, 32% de CO y 5% de CHs, la velocidad de agitacion para iniciar el aranque
es de 400 rpm y la velocidad del gas es de 20 ml/min. la causa de Ila
produccién de etanol durante el arranque es el exceso de Hy; la limitacion por
nutrientes se produce mas adelante. Por consiguiente, existe en realidad un
exceso de nutrientes llquidos (pantotenato, cobalto) durante el arranque para
evitar una adaptacion involuntaria del cultivo a bajos contenidos de nutrientes.—

A medida que la fermentacién avanza sobre un periodo de varias _horas
después de la inoculacién, se produce CO, por la conversion de CO y se
consume Hz junto con el CO; que es una sefal para incrementar
nominalmente la velocidad de agitacién con el fin de evitar una limitacién por

transferencia de masa gaseosa. En el CSTR New Brunswick Scientific Bioflo®,

&%
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el gas de salida es 25% de CO, 67% de Hz, 2% de CO. y 6% de. CH: Sila
velocidad de agitacién se aumenta demasiado rapido, se produce Inhibicién por
sustrato de CO, como lo evidencia una disminucién en la concentracién de
metano después de aumentar la agitaciéon. Asl, la velocidad de agitacién se
puede incrementar tipicamente an 200 rpm sobre 24 horas. Este procedimlento
de monitoreo de la produccién de CO2 (o canversién de Hz) al tiempo que se
incrementa nominalmente la velocidad de agitacién se produce a una velocidad
relativamente rdpida hasta alcanzar la velocidad de agitacidon de interés. Una
velocidad de agita_cjén de interés tipica en el bioreactor de fermentacion New
Brunswick Scientific Bioflo® es de 800 rpm. Durante este periodo de
incremento de la velocidad de agitacion en la carga de cultivo liquido, la
produccidn de células en lugar de formacién de producto es de gran
importancia. De esta manera, se obtienen concentraciones de células de
aproximadamente 1,5 g/l, en tanto las concentraciones tipicas de producto son
de 10 g/l de etanol y 2 g/l de acetato a partir de la carga del cultivo. --—--———-
Una vez alcanzada la velocidad de agitacién, se deja que el sistema
crezca hasta alcanzar una captacién maxima de Ha. Resulta conveniente contar
con concentraciones de salida de Hx muy altas (tipicamente > 60%) con el fin
de asegurar la produccion de etanol y limitar al mismo tiempo la produccion de
4cido acético. Luego se cambia la alimentacidn de medio liquido (para los
sistemas que cuentan con inoculacién de carga a partir de un cuitivo madre)
para iniciar una alimentacién de liquido continua y la velocidad de alimentacién
de gases se incrementa hasta alcanzar la velocidad de flujo de interés. En el

biorreactor de farmentacion de laboratorio New Brunswick Scientific Biofio® la

velocidad de alimentacién liquida es tipicamente de 0,5 ml/min, en tanto la

A
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velocidad del flujo gaseoso se incrementa en un 10 a 15% cada 24 horas hasta

alcanzar la velocidad de interés de 125 mi/min.

Es importante proveer un exceso de Hz en la alimentacién gaseosa para
evitar la produccién de un exceso de acido acético. A medida que aumenta la
velocidad del flujo gaseoso, la produccién de células aumenta hasta que se
produzca una eventual limitacién de nutrientes en fase liquida en el reactor
(pantotenato de calcio o cobalto), evidenciada por una pequefia calda en la
conversion de Mz, a la productividad de interés. En el CSTR New Brunswick
Scientific Bioflo®, _e;sto se reconoce por una calda del 10% en la conversién de

H, a la productividad de interés de 20 g/l«dia.

El métedo de produccidn y el sistema de reactor se mantienen entonces
en un estado estacionario con una produccién de 15 a 35 g/l de etanoly0a 5
gll de acetato como productos, con pequefios ajustes ocasionales en los
nutrientes limitantes, la velocidad del liquidos y la velocidad del gas. Las
condiciones tlpicas de estado estacionario en el biorreactor de fermentacion de
laboratorio New Brunswick Scientific Bioflo® sin células recicladas, son un
tiempo de retencion gaseoso (velocidad del flujo gaseoso/volumen de fiquido
del reactor) de 20 minutos, un tismpo de retencién de liquidos (velocidad del
flujo liquido/volumen de liquido del reactor) de 30 horas y una velocidad de

agitacién de 900 rpm, con lo cual se obtiene una conversion de CO del 92% y

una conversién de Hz dei 60% con limitacién por pantotenato.

En una realizacién de este método en el cual se agregan células
recicladas al sistema del reactor, dicha adicién tiene lugar en este momento
junto con un ajuste en la velocidad del gas (incremento) y la concentracion de

nutrientes (disminucién). Con células recicladas en el CSTR New Brunswick
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Scientific Bioflo®, el tiempo de retencidén gaseoso es tipicamente de 8 minutos,
ol tiempo de retencién de liquidos es de 12 horas, el tiempo de retencién de
células es de 40 horas y la velocidad de agitacién es de 900 rpm. Estas

condiciones permiten obtener tipicamente una conversién de CO del 92% y una

conversion de H; del 50% con limitacidn por pantotenato.
EJEMPLO 2. ANALISIS DE MUESTRAS POR CROMATOGRAFIA GASEOSA

Con el fin de obtener y/o mantener una apropiada productividad y
relacién, es necesario obtener muestras periddicas del caldo de fermentacién
en el bioreactor d_e; fermentacidn. Se toman muestras mayores que 1,5 ml de
cultivo del cultivo en el biorreactor. La muestra se coloca en un tubo para
microcentrifuga y el tubo se coloca en una centrifuga Fisher Scientific Micro 14
con e! contrapeso necesario para el equilibrio. La muestra es sometida a 8000
rpm durante 1,5 minutos. Se coloca una muestra del sobrenadante de 0,500 mi
en un vial de 1,5 ml diseflado para su uso en un cromatdgrafo gaseoso con
dispensador automatico. Se utiliza una muestra de 0,500 ml como solucion de
estandar interno que contiene n-propanol 5 g/l y 5% v/v, écido fosforico 85% en
agua desionizada. El &acido fosférico asegura que todo el acetato sea
convertido en 4cido acético y se detecta por cromatografia gaseosa. --—--v---==--

Luego se inyecta un pi de la muestra preparada con el dispensador
automatico en un Cromatégrafo gaseoso Hewlett-Packard 5890 Serie |
equipado con una columna capilar de silice fundido de 25 m x 0,53 mm de DI
007 FFA Quadrex. El andlisis se efectia con un gas transportador de helio en
la modalidad de flujo partido con un flujo partido de 66 ml/min y 7,93 ml/min de
purga de! inyector. La presién en la cabeza de la columna se definié en 4 psig

que permite obtener un flujo transportador por la columna de 7 mi/min. El

7
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programa de temperatura es de 75 “C durante 0,2 minutos, un rampa hasta 160
°C a una velocidad de 30 *C/minuto y un tiempo de retencidn a 190'°C durante
5,17 minutos. El tiempo de corrida resuitante es de 8 minutos. El instrumento
se calibré para etanol {(0-25 g/l), 4cido acético (0-25 g/l), n-butanol (0-5 g/} y
acido butlirico (0-5 g/l). Se utilizaron cinco estandares, preparados a partir de
materiales de grado reactivo, para la calibracién. Si la muestra se encuentra
fuera del rango de concentracidn de calibracién {por ejemplo, >25 gil, etanal),
se colocan 0,250 mi de la muestra y 0,250 mi de agua desionizada en el vial
con 0,500 ml de es_t;andar interno y se inciuye el factor de dilucién en el analisis.
EJEMPLO 3: PRODUCCION DE ACIDO EN UN CSTR DE LABORATORIO
CON CELULAS RECICLADAS

Se operd un biorreactor de fermentacion de laboratorioc New Brunswick
Scientific Biofio® con células recicladas usando Clostridium ljungdahlii, cepa
ERI2, ATCC 55350 para la produccién de 4cido acético a partir de CO, COz e
"H,. La alimentacién gaseosa contenia 40% de Hz, 50% de CO y 10% de N2y el
tiempo de retencién gaseoso en el reactor de un litro era de 7,7 a 8,6 minutos.
El medio liquido, que contenla vitaminas, sales y trazas de elementos, se
alimentd con un tiempo de retencién de liquidos de 2,6 a 2,9 horas. El pH fue
de 5.1 8 5.2, la velocidad de agitacién era de 1000 rpm y el tiempo de retencin
de células era de aproximadamente 40 horas. Bajo estas condiciones de
limitacién por transferencia de masa (y no de limitacién por nutrientes), la
conversidn de CO era del 94 al 98% y la conversion de H; era del 80 al 97%.
La concentracién de células era de 4 a 8 gfi y el acetato de 10 a 13 g/l. No se
produjo etanol. Si bien el reactor se operd bajo limitacién por transferencia de

masa (limitado por la capacidad de transferir gases al cultivo) y por
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consiguients solamente producla &cido acético como producto, se
monitorearon los parametros para la produccion de etanol mediante limitacién
por pantotenato, limitacién por cobalto o la presencia de un exceso de Hz 0 CO

para servir como comparacién cuando se produce etanol como producto

dominante.

Tal como se muestra en la Tabla 2, la alimentacién de pantotenato de
Ca por unidad de células producidas fue de 1575 a 3150 microgramos por
gramo de células producidas (pg/g células producidas). De manera similar, la
alimentacién de cobalto por gramo de células producidas fue de 1734 a 3468
(ug/g células producidas). La velocidad de captacién de CO especifica fue de
0,35 a 0,61 mmol/g células/minuto. La relacién de los moles de H; alimentados
con respecto a la suma de dos veces los moles de CO convertido y tres veces
los moles de CO; convertido fue menor que 0,46. Por consiguiente, ninguno de
los parametros se encontraba en el rango de operacién deseado para la

produccion de etanol por el cultivo.

Se debe tener en cuenta que se alimenté un gran exceso de pantotenato
y el cobalto al reactor anterior al elaborar acido acético como producto bajo
limitacidn por transferencia de masa. Es decir, se podfan disminuir
significativamente los niveles de pantotenato y/o cobalto y ain estar por encima
de los niveles para una limitacién por pantotenato o cobalto. Para ilustrar esto,
se modificé el medio alimentado al biorreactor de fermentacion de 1 litro New
Brunswick Scientific Bioflo® para disminuir significativamente la adicion de
cobaito hasta un nivel que se encantraba justo por encima de la concentracién
de cobalto para una limitaclén por cobalto. Nuevamente el reactor contenla C.

ljungdahlii, cepa ERI2 para la produccién de Acido acético a partir de CO, CO2

72
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@ Ha. La alimentacidn gaseosa contenia 55% de Ha, 25% de CO, 15% de CO, y
5% de CH.. (gas de referencia) y el tiempo de retencién gaseoso fue de 7.5 a
8,0 minutos. EIl medio liquido que contenia sales, vitaminas y trazas de
elementos se alimentS con un tiempo de retencién de liquidos de 3,0 a 3,5
horas y el tiempo de retencidn de células fue de 40 horas. El valor del pH era
de 5,0 a 5.3 y la velocidad de agitacién era de 900 a 1000 rpm. Bajo estas
condiciones la conversion de CO era del 95 al 89% y la conversion de H; era

del 94 al 98%. La concentracién de células era de 2,5 a 4,0 g/l y de acetato era

el Gnico producto ql10 at4agl
La alimentacion al reactor de pantotenato de Ca por gramo de células
fue de 2250 a‘8600 pg de pantotenato/g células producidas. La alimentacion de
cobalta por unidad de células producidas se redujo hasta un rango de 62,0 a
99,2 pg de cobaito/g células producidas. La velocidad de captacién especifica
de CO era de 0,325 a 0,4 mmol/g células/minuto. La relacion de H; alimentado
"con respecto a la suma de dos veces de CO convertido y tres veces de CO3
convertido era de 0,875.
EJEMPLO 4. PRODUCCION DE ETANOL EN CSTR DE LABORATORIO
CON LIMITACION POR PANTOTENATO

Se operd un biorreactor de fermentacion de laboratorio New Brunswick
Scientific Bioflo® Il como un CSTR recto (sin células recicladas) usando C.
ljungdahlii, cepa C-01, ATCC 55988, para la produccién de etanol a partir de
CO, CO; e Hs, limitado en pantotenato. La alimentacién de gases al reactor
contenla 63,3% de Hz, 31,4% de CO y 5,3% C,Hs (gas de referencia),
alimentado con un tiempo de retencién gasecso de 27 minutos. El medio

liquido que contenia exceso de sales y trazas de elementos y un suministro

#
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limitado de pantotenato se alimenté al reactor de 1,55 litros con un tiempo de
retencién de llquidos de 31,4 horas. E! valor del pH era de 4,6 a 4,7 y la
velocidad de agitacion era de 650 rpm. Bajo estas condiciones de
funcionamiento la conversién de CO era del 98%, la conversidn de H: era del
83% y la concentracién de células era de 1,5 a 2,0 g/l. Se produjo etanol a una
concentracion de 15 a 19 g/l y de acetato a 1,5 g/l. La productividad de etanol
varié en un rango de 11,5 a 14,5 g/l~dia.

Al analizar los parametros para la produccién de etanol, se observd
limitacibn por pantq._tenato cuando se operaba con una relacién de alimentacion
de pantotenato a produccién de células de 17.7 a 23,6 pg de pantotenato/g de
células producidas. Compdrese esta relacion con los 2250 a 3600 pg de
pantotenato/g de células producidas y los 1575-3150 pg de pantotenato/g de
células producidas en el Ejemplo 3 para la produccion de acido. La
alimentacién de cobalto por unidad de células producidas fue de 5000 a 6000
‘g de cobalto/g de células producidas, un nivel que es ain mayor que en el
Ejemplo 3 y asegura que no hay limitacion por cobalto. La velocidad de
captacién especifica de CO fue de 0,23 a 0,30 mmol/g de células/minuto. La
relacién de Hz alimentado con respecto a la suma de dos veces el CO
convertido y tres veces el CO, convertido fue de 1,03 y la presién parcial de Ha

en el gas de salida era de 0,55-0,64 atm. Es posible que el exceso de Hz o la

limitacién por pantotenato causd la produccin de etanol.

También se estudié la limitacién por pantotenato para la produccién de
etanol en otro reactor de laboratorio New Brunswick Scientific Bioflo® ||
operado con células recicladas usando C. jungdahlii, cepa C-01, ATCC 55988.

Este reactor recibié una alimentacién de gases que contenia 61,7% de Haz,

75
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30,6% de CO y 5,2% C2Hs (gas de referencia) con un tiempo de retencion
gaseoso de 12,3 minutos. El medio liquido que contenia un suministro limitado
de pantotenato junto con un exceso de sales y trazas de elementos se alimentd
al reactor de 2,4 litros con un tiempo de retencién de liquidos de 24,8 horas.
Las células recicladas se proporcionaron empleando una membrana de fibras
huec;as de 0,2 ym y el tiempo de retencidn de células fue de 69 horas. El valor
del pH era de 4,6 y la velocidad de agitacion fue de 650 rpm. Bajo estas
condiciones, la conversién de CQO era del 90%, la conversion de H; era del 53%
yla concentracibn_ée células era de 2,5 g/l. la concentracion de etanol era de
18 gl y la concentracién de acetato era de 3 g/l. La productividad de etanol era
de 17,4 gfl-die.

Al analizar los parametros para la produccién de etanol (Tabla 2), la
relacion de pantotenato alimentado por unidad de células producidas era de
8,08 ug de pantotenato/g de células producidas. Nuevamente, se asegurd la
limitacién por pantotenato al operar a un nivel mucho menor que la requerida
para la produccidn de acetato. El cobalto alimentado por unidad de células
producidas era de 3960 ug de cobalto/g de células producidas. La velocidad de
captacién especifica de CO era de 0,33 mmol/g de células*minuto. La relacién
de H; alimentado con respecto a la suma de dos veces el CO caonvertido y tres
veces el CO; convertido era de 1,14 y la presién parcial de Hz en el gas de
salida era de 0,60-0,65 atm. E! exceso de H; podria ser un motivo potencial
para la produccidn de etanol; sin embargo, el gran contenido de CO, en el gas

de salida (0,14 atm) muestra que el crecimiento estaba limitado por

pantotenato.
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En otro experimento, el cultivo de C. fjungdahlii, cepa ERI12, recibié
1500 a 3600 pg de pantotenato/g de células producidas durante la produccién
de acido aceético a partir de CO, CO; e Hz, una condicién en la cual no se
limitaba el contenido de pantotenata en el reactor (o cualquier otra limitacion
excepto la capacidad de transferencia de gases al cultivo), y no se encontrd
etanol en el flujo de producto.

Durante la limitacién por pantotenato para la produccidn de etanol a
partir de CO, CO2 e H, el cultivo de C. jjungdahlii, cepa C-01, recibid 8 a 24 pg
de pantotenato/q _éle ceélulas producidas, manteniendo al mismo tiempo el
exceso de los demas nutrientes. Bajo estas condiciones, la cepa C-01 produjo
15a 19 glldeetanol y 1,5 a 3,0 g/l de acetato
EJEMPLO 5. PRODUCCION DE ETANOL EN CSTR DE LABORATORIO
CON LIMITACION POR COBALTO

Se operd un biorreactor de fermentacion de laboratorio New Brunswick

Scientific Bioflo® Il como un CSTR recto (sin células recicladas) usando C.
ljungdahlii, cepa C-01, ATCC 55988, para la produccidon de etanol a partir de
CO, CO; e Hz con limitacién por cobalto. El gas alimentado al reactor contenla
60% de H3, 35% de CO y 5% de CH, (gas de referencia) y se alimento con un
tiempo de retencidn gaseoso de 14 minutos. El medio liquido que contenia un
exceso de sales, vitaminas y trazas de metales (excepto por el cobalto, que era
limitante) se alimentd en el reactor de 2,5 | con un tiempo de retencién de
liquidos de 40 horas. El valor del pH era de 4,9 y la velocidad de agitacion era
de 650 rpm. Bajo estas condiciones, la conversién de CO era del 91%, en tanto
la conversién de Hz varid de 20 a 80%, pero nominalmente era del 55%. Se

produjo etanol a una concentracién de 26 g/, acetato a una concentracion de 4
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g/1 y la concentracion de células fue de 2,5 g/l. La productividad de etanol era
de 15,6 gfl-dia.

Al analizar los parametros para la produccién de etanol, la relacion de
pantotenato alimentado para la produccién de células era de 15,2 pg de
pantotenato/g de células producidas. Este nivel era bastante bajo, de manera
tal que no aseguraba la limitacién por cobalto ante una limitacién por
pantotenato. La limitacién ;;or cobalto se observé al operar con 33,3 pg de
cobalto/g de células producidas, un nivel que es 100 veces menor que el
utilizado en los ,r;eactores sin limitacidn por cobalto. La relacién de H;
alimentado con respecto a la suma de dos veces el CO convertido y tres veces

el CO; convertido era de 0,94. La velocidad de captacitn especifica de CO era

de 0,37 mmol/g de células/minuto.
La limitacién por cobalto para la produccidn de etanol también se
demostrd en un CSTR con células recicladas usando C. Jjungdahlii, cepa C-01,
"ATCC 55988. Este experimento se realizo para demostrar la limitacion por
cobalto en presencia de un exceso de pantotenato, todo lo contrario al reactor
anterior en este ejemplo. En un bioreactor de fermentacién de laboratorio New
Brunswick Scientific Bioflo® 2000 con una membrana de fibras huecas de 0,2
pm para las células recicladas, se introdujo gas que contenia 60% de Hz, 35%
de CO y 5% de CH, (gas de referencia) con un tiempo de retencion gaseoso de
5 minutos. El medio liquido que contenia un exceso de sales, vitaminas y
metales traza {nuevamente, excepto cobalto que es limitante) se introdujo en el
reactor de 1,2 litros con un tiempo de retencién de liquidos de 16 horas. El
valor del pH era de 5,1 y la velocidad de agitacién era de 825 rpm. Ei tiempo de

retencion de células en este CSTR con fibras huecas para las células
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recicladas era de 40 horas. Bajo estas condiciones, la conversién da CO era
del 83%, la conversion de Hz era del 50% y la concentracidn de células era de

4,2 g/l. La concentracién de etanol era de 18 g/l y la concentracion de acetato

era de 4 g/l. La productividad de etanol era de 27 g/l-dla.
Al hacer referencia a los parAmetros para la produccién de etanol en

aste reactor (Tabla 2), la relacién de pantotenato alimentado a la produccién de
células era de 85,7 ug de pantotenato/g de céiulas producidas, un nivel que es
5.5 veces mayor que en el reactor anterior en este ejemplo. La limitacion por
cobalto se obser\gé en la operacidn con 47,6 ug de cobalto/g de células
producidas. La relacién.de Hz alimentado con respecto a la suma de dos veces
el CO convertido y tres veces el CO; convertido era de 1,03 y Ia presién parcial
de Hz en el gas de salida era de 0,60 atm. Nuevamente, el exceso de H; podria
ser un motivo potencial de la produccién de etanol; sin embargo, el aito
contenido de COs en el gas de salida (0,1-0,15 atm) muestra que el crecimiento
"era limitado por cobalto. La captacién especifica de CO era 0,50 mmol/g de
células*minuto.
EJEMPLO 6. PRODUCCION DE ETANOL EN CSTR DE LABORATORIO
CUANDO SE OPERA CON UN EXCESO DE CO

Se operd un reactor de alta presién AUTOKLAV™ (Buchi) come un
CSTR con circulacidn de cultivo y células recicladas usando C. fjungdahiii, cepa
C-01, para la produccién de etanol a partir de CO, CO2 e Hz en presencia de
exceso de CO por un periodo de 50 horas. El reactor se operd a 25 psig y se
alimentd con gas que contenla 57% de Hy, 36% de CO y 6% de CiHs. El
tiempo de retencién gaseoso era variable, pero nominaimente era de 3,0

minutos. E! medio llquida, que contenia un exceso de sales, vitaminas
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(incluyendo pantotenato) y metales traza, se introdujo en un reactor de 600 mi
con un tiempo de retencion de liquidos de 8,2 horas. El tiempo de retencién de
células, obtenido haciendo pasar el efluente del a través de un filtro de fibras
huecas de ceramica, era de 18,5 horas. El valor del pH era de 4,5, la velocidad
de agitacién era de 450 rpm y la velocidad de recirculacién de liquidos era de
0.4 a 0,5 gpm. Bajo estas condiciones, las conversiones de gas eran variables,
pero la conversién de CO era nominalmente del 72% y la conversién de H; era
nominalmente del 12%. La concentracién de células era de 2,7 g/l. Se produjo
etanol a una ooncehtracién de 9,9 g/l y acetato a una concentracién de 2,6 gl.

La productividad de etanol era de 29,0 g/l-dia.

Al anelizar los parametros para la produccién de etanol, 12 relacién de
pantotenato alimentado a la produccién de células era de 97 pg de
pantotenato/g de células producidas. Este nivel es suficientemente alto como
para asegurar que el pantotenato no era limitante. La relacién de cobalto
‘alimentado a la produccién de células era de 836 pg de cobalto/g de células
producidas, nuevamente un nivel que aseguraba que el cobalto no era
limitante. La refacién de H: alimentado con respecto a la suma de dos veces el
CO-convertido y tres veces el CO; convertido era de 1,09 y la presién parcial de
H; era de 1,6 atm. El alto contenido de CO; en el gas de salida (0,5 atm)
asegura que el exceso de Hz no caus6 [a produccién de etanol. La velocidad de
captacion especifica de CO era de 1,34 mmol/g de células/min, un nivel que
asegura que el exceso de CO como métado de produccion de etanal. -—————

La técnica de utilizar un exceso de CO para la produccién de etanol
también se demostrd en otro experimento con C. jjungdahlii, cepa C-01, en el

sistema (Buchi) de reactor AUTOKLAV™, nuevamente con células recicladas y

q0
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con circulacion de cultivo, por un periodo de 24 horas. En este experimento, en
el reactor de 600 ml se introdujo gas, que contenla 15,8% de Hz, 36,5% de
COg, 38,4% de Nz y 9,3% de CO2 con un tiempo de retencién gaseoso de 1,4
minutos. La presi6n en el reactor se mantuvo en 40 psig. El medio liquido, que
contenla un exceso de sales, vitaminas y metales traza, se alimentd con un
tiempo de retencidon de liquidos de 4,8 horas y el tismpo de retencion de
células, obtenido haciendo pasar el efluente a través de un filtro de fibras
huecas de ceramica, era de 19,2 horas. El valor del pH era de 4,5, la velocidad
de agitacién era de;1000 rpm y la velocidad de racirculacion de liquidos era de
0.4 a 0,5 gpm. Bajo estas condiciones, la conversién de CO era del 71,6% y la
conversion dg Haz era del 11,8%. La concentracion de células era de 7,1 g/l, se
produjo el etanol a una concentracién de 12,0 gfl y se produjo acetato a una
concentracion de 2,7 g/l. La productividad de etanol era de 60 g/l-dia. ~--————-

Al analizar los parametros para la produccién de etanol (Tabla 2), la
‘relacién de pantotenato alimentado a la produccién de células era de 294 ug de
pantotenato/g de células producidas. Este nivel constituye un gran exceso con
respecto al nivel minimo requerido para provocar la produccién de etanol
debida a una limitacién por pantotenato. La velocidad de alimentacién de
cobalto a la produccién de células era de 735 pg de cobalto/g de células
producidas, nuevamente un nivel que asegura que se utilizaba un exceso de
cobalto. La relacién de H; alimentado con respecto a la suma de dos veces el
CO convertido y tres veces el CO, convertido era de 0,3. La velocidad de
captacién de CO era de 0,67 mmol/g de células/min, un nivel que, nuevamente,
asegura que un exceso de CO se encuentra disponible como método para

producir etanal.

4!
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EJEMPLO 7. PRODUCCION DE ETANOL EN PRESENCIA DE UN EXCESO
DE H;

Se operd un biomeactor de fermentacién de laboratorio New Brunswick
Scientific Bioflo como un CSTR recto (sin células recicladas) usando C.
ljungdahlii, cepa C-01, ATCC 558988, para la produccién de etanol a partir de
CO, CO; e H; en la presencia de un exceso de Ha. La alimentacién de gases al
reactor contenla 77% de Hz, 19% de CO y 4% de CH, (gas de referencia),
alimentado con un_tlempo de retencion gaseoso de 30 minutos. El medio
liquido que oontenja un exceso de sales, vitaminas y elamentos traza se
alimentd al reactor con un tlempo de ratencion de liquidos de 36 horas. El valor
del pH era de<5,0 y la velocidad de agitacién era de 1000 rpm. Bajo estas
condiciones de funcionamiento, {a conversidn de CO era del 97-99% vy la
conversién de Hz era del 60-80%. La concentracidn de células era de 0,8-1,0
g/l, la concentracién de etanol era de 10 g/l y la concentracion de acetato era
"de 3,3 g/l. La productividad de etanol era de 6.7 g/l-dia.

Al analizar los parametros para la produccién de etanol, la relacién de
pantotenato alimentado a la produccién de células era de 900-1125 pg de
pantotenato/g de células producidas, lo cual aseguraba la prasencia de un
exceso de pantotenato. De manera similar, la relacién de cobalto alimentado a
la produccién de células era de 991-1239 ug de cobalto/g de células
producidas, lo cual nuevamente aseguraba la presencia de un exceso de
cobalto. La velocidad de captacién espacifica de CO era de 0,28-0,35 mmol/g
de células/min, un nivel tal que el exceso de CO no permitla la produccién de
etanol. La relacién de los moles de H; alimentado con respecto a la suma de 2

veces los moles de CO convertido y tres veces los moles de CO; convertido era
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de 1,96, una relacién superior a 1,0, el nivel donde ya hay exceso de H; y por
consiguiente podria controlar la produccién de etanol. La presién parcial de Ha
en el gas de salida era de 0,70-0,87 atm y la relacién de la presién parcial de
Ha con la presion parcial de CO; en el gas de salida era de 65. Por
consiguiente, el reactor estaba produciendo etanol debido a la presencia de un

exceso de Ha.

En un segundo experimento, se operd un reactor (Buchi) de alta presién
AUTOKLAV™ como un CSTR con circulacién de cultivo y células recicladas
usando C. ljungdah.lii. cepa C-01, para la produccién de etanol a partir de CO,
CO; e H; en presencia de un exceso de Ha.. La alimentacién de gases al reactor
contenla 81%-de Hz, 16% de CO y 3% de CH, (gas de referencia), alimentado
con un tiempo de retencion gaseoso de 2,21 minutos. El medio liquido que
contenia un exceso de sales, vitaminas y elementos traza se alimenté al
reactor con un tiempo de retencidn de liquidos de 8,97 horas. El tiempo de
retencion de células era de 22,7 horas, el valor del pH era de 4,5 y la velocidad
de agitacion era de 800 rpm. Bajo estas condiciones de funcionamiento, la
conversion de CO era del 91,5% y la conversién de Hz era del 43,4%. La
concentracion de células era de 5,5 g/l y la concentracién de acetato era de
2,85 g/l. La productividad de etanol en el reactor era de 215-240 gfl«dia. ------—-

Al analizar los parametros para la produccion de etanol, la alimentacion
de pantotenato con respecto a la relacion de produccién de células era de 46
pg de pantotenato/g de células producidas, un nivel que puede ser indicativo de
limitacién por pantotenato. La alimentacién de cobalto con respecto a la
relacién de produccién de células era de 460 pg de cobalto/g de células

producidas, un nivel que permite asegurar que el cobalto no era limitante. La

3
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velocidad de captacidn especifica de CO era de 1,68 mmol/g de células/min, un

nivel que podria ser indicativo de la presencia de un exceso de CO si no fuera
por la alta velocidad de captacion de Hz de 4,14 mmol/g de células/min, que
Indicaba que no habla inhibicién por sustrato por la conversién de Ha. La
relacién de moles de H; alimentado con respecto a la suma de dos veces los
moles de CO convartido y tras veces los moles de CO; convertido era de 5,87,
un valor que era muy superior a la relacidn requerida de 1,0 para un exceso de
Ha. La presion parcial de H; en sl gas de salida era de 2,61 atm y la relacién de
presion parcial de _Hz a presion parcial de COz en el gas de salida era de 10,9.
Por consiguiente, se estaba produciendo etanol en el reactor como resultado

de la presendia de un exceso de Ha.

En la Tabla 2, mas adelante, 56 muestra un resumen comparativo de los
parametros del método y los resultados para los Ejemplos 3 a 7.
EJEMPLO 8. CAMBIO EN LA PRODUCCION DE LAS CEPAS ERI2, C-01Y

'PETC DE C. LJUNGDAHLIl CON EL USO DE FORMULACIONES DE
MEDIOS

Los métodos de esta invencidn se pueden aplicar a cualquiera de las
cepas de C, ljungdahlii. Los resultados de los experimentos de rhanipulacién
del medio con las cepas ERI2, C-01 y PETC se muestran mas adelante en la
Tabla 3. E! propdsito de estos experimentos era demostrar que cada una de las
cepas puede cambiar la produccién de 4cido acético a la produccion de atanol
meramente por manipulacién del medio. Por consiguiente, se alimentd un
cultivo con un exceso de nutrientes (incluyendo pantotenato y cobalto) con el
fin de producir 4cido acético como producto dominante y luego se limitd en

cuanto a pantotenato o cobalto para producir etancl como producto dominante.

4
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Cabe destacar que el Unico propdsito de estos experimentos era demostrar que
la manipulacion del medio puede dar como resuitado un cambio del producto
para cada una de las cepas. Por lo tanto, la obtencldn de altas concentraciones
de producto y productividades altas no era el objetivo de estos experimentos. —

El reactor se operd como un CSTR recto (sin células recicladas) en cada
uno de los experimentos de cultivos. El tiempo de retencién gaseoso se definid
nominalmente en 50 minutos, el tiempo de retencién de llquidos se definié
nominalmente en 40 horas y [a velocidad de agitacién se definid nominaimente
en 1000 rpm. .éstas condiciones se eligieron para poder efaciuar
comparaciones con las cepas, pero no para obtener altas productividades. ~——-

Tal como se indica en la Tabla 3, la cepa ERI2 fue sometida a cinco
cambios de medio que permitian alternar la obtencién de productos entre acido
acético como producto dominante y etanol como producto dominante. Tanto la
limitacidn por pantotenato como la limitacion por cobalto se demostraron para
la produccidon de etanol por esta cepa. La cepa C-01 se alternd tres veces
usando manipulacién del medio, nuevamente se demostrd la limitacién por
pantotenato y la limitacién por cobalto como mecanismo para la produccidon de
etanol. La cepa PETC solamente se alternd una vez, con produccién de etanol
debido a limitacién por cobalto. Cada una de las cepas mostraron mayores
conversiones de Hz cuando productan acido acético, en lugar de etanol, como
producto dominante. Esto tiene lugar porque el acido acético se produce con
limitacién por transferencia de masa (limita la cantidad de gas que pasa al
cultivo), en tanto el etanol se produce cuando se limitan los nutrientes, y por
ende el exceso de gas suministrado puedse afectar negativamente la conversion

de gases. Siempre hay pequefias cantidades de acetato en el flujo de producto
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cuando el producto dominante es etanol. Sin embargo, cuando el 4cido acético
es el producto dominante, habitualmente no hay etanol en concentraciones
mensurables. Al cambiar los productos dominantes de etanol a acido acético
por manipulaclén de nutrientes, se demostrd que era muy diflcil eliminar toda
traza de etanol. Solamente se observaba que [a sliminacién completa de etanol

tenia lugar después de varias semanas de operacién continua con un medio

prevaleciente para acido acético.
EJEMPLO 9. OPERACION EN ESTADO ESTACIONARIO CON Y SIN
CELULAS RECICLADAS

La meta comercial final de producir etanol a partir de CO, CO; e Hz
consiste en Jograr. altas concentraciones de etanol en estado estacionario,
obteniendo al mismo tiempo una relacion alta de los productos etanol a acetato
y una productividad alfa. Los datos de estado estacionario para la produccion
de etanol a partir de gases ricos en CO que contenia 20% de Hz, 65% de CO,
"10% de CO, y 5% de CH, usando C. ljungdahlii, cepa C-01, en un CSTR recto
(sin células recicladas) se muestran en la Tabia 4. En dicha tabia, GRT se
refiere al tiempo de retencién gaseoso (relacién de volumen de liquido a la
velocidad de entrada del flujo gaseoso), LRT se refiers al tiempo de retencién
de liquidos (relacién de volumen de liquido a la velocidad del flujo liquido) vy
XRT se refiere al tiempo de retenciébn de células (tiempo promedio que las
células permanecieron en el reactor). Tal como se indica en la Tabla 4, se
obtuvieron concentraciones de etanol de 17,5 a 33 g/l y la productividad de

etanol varié en un rango de 14,4 a 21,1 g/l-dla.

Se observaron resultados similares para la produccién de etanol a partir

de un gas que no es tan rico en CO. Ei gas utilizado en el experimento con C.

%Q
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Ljungdahlii, C-01, sin recicladas, cuyos resultados se describen en la Tabla 5,
contenia 16% de Ha, 27% de CO, 6% de CO; y 51% de N,. Se obtuvieron

. -
~ L

concentraciones de etanol que variaban en un rango de 11 a 26 g/l con este
gas, con 2,0 a 5,0 gt de acetato como producto secundario. La productividad
de etanol varié en un rango de 11,1-20,1 g/i=dla. La concentracién de células se

basa en el peso seco de células en la Tabla 5.

Finalmente, los datos de estado estacionario para la conversion de un
gas que contenia 50% de Ha, 45% de CO y 5% de CHi, en un CSTR con
células recicladaa;de C. Ljungdahlii, O-52 (ATCC, N° Acceso 55989) se
muestran més adelante en la Tabla 6. Se obtuvieron concentraciones de etanol

de 18 a 23,5.9/l y concentraciones de acetato de 3,0 a 5,7 g/l. La productividad

de etanol vari¢ en un rango de 21,1 a 39,0 g/l-dia.
EJEMPLO 10. ALTA PRODUCTIVIDAD DE ETANOL EN UN CSTR CON
CELULAS RECICLADAS Y PRESION

Se operd un reactor (Buchi) de alta presién AUTOKLAV™ como un
CSTR, con circulacién de cultivo y células recicladas utilizando C. [jungdahlii,
cepa C-01, para producir etanol a partir de CO, CO; e H,. El reactor se operé a
30 psig y se le alimentd gas que contenlia 62% de Hz, 31% de CO y 5% de
CzHs. El tiempo de retencion gaseoso era de 1,14 min (base de presion
atmosférica), con un tiempo de retencién gaseoso real de 3,5 min. El medio
liquido que contenia un exceso de sales, vitaminas y metales traza se alimentd
en un reactor de 600 ml con un tiempo de retencion de liquidos de 3,6 horas. El
valor del pH era de 4,5 y la velocidad de agitacién era de 825 mpm. Bajo estas

condiciones, la concentracion de células era de 8 g/, la conversion de CO era
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del 90% y la conversién de Hz era del 40%. El flujo de producto contenla etanol

20 gl y acetato 2,75 g/l. La productividad de etanol era de 150 gfi-dia.---

En otro reactor (Buchi) de alta presién AUTOKLAV™ operado como un
CSTR con circulacion de cultivo y células recicladas de C. jungdahiii, cepa C-
01, el reactor se operd a 6 atm (75 psig) y se aliment6 con syngas que contenla
55% de H,, 30% de CO, 5% de CH, y 10% de CO,. El tiempo de retencidn
gaseoso fue de 1 min (base de presidn atmosférica), con un tiempo de
retencién gaseoso real de 6,0 min. El medio liquido que contenia un exceso de
sales, vitaminas vy. ;'netales traza se alimentd en el reactor con un tiempo de
retencidn de liquidos de 1,62 hs. El tiempo de retencién de células fue de 24
hs, el valor del pH era de 4,5 y la velocidad de agitacién era de 800 rpm. Bajo
estas condiciones, Ia concentracién de células fue de 2,0 g/l, 1a conversion de
CO era del 95% y la conversidon de H. era del 60%. El flujo de producto
contenfa etanol 25 g/l y acetato 3 g/ll. La productividad de etanol fue de 369
‘gh+d.
EJEMPLO 11: ARRANQUE CON UN CULTIVO MADRE EN PRESENCIA DE
UN EXCESO DE H;

El arranque con una carga de indculo proveniente de un cultivo madre
asegura un indculo saludable, libre de contaminantes, pero no siempre es
adecuado como procedimiento de inoculacién debido a la densidad de células
relativamente baja empleada, en especial si los pardmetros del métedo, tal
como velocidad del gas y velocidad de agitacién, son forzados a valores altos

demasiado rapido justo después de la inoculacion.

En este eJemplo se describe el arranque utilizando una carga de indculo

de un cultivo madre. Para preparar los cultivos madre para la inoculacién en el
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reactor, se hicieron crecer cultivos de C. jungdahlii, cepa C-01 (ATCC N°
Acceso 55988) en botellas para suero de 150 ml sobre CO, CO; e H;z en un
medio rico que contenla extracto de levadura 1 g/l y tripticasa 1 g/, en sales y
vitaminas. La concentracién de vitaminas empleada fue de 0,4 mill de medio de
una solucién acuosa que contenla pantotenato de calcio 50,5 mg/l, d-biotina
20,6 mgfl y tiamina-HC! 50,6 mg/l. Las botellas se incubaron a 37 °C en un
incubador con agitacidn. Los cultivos se hicieron crecer hasta la fase de
crecimiento exponencial, detemminada por inspeccién visual. En cada
inoculacién, se traz;sﬁrieron aproximadamente 90 ml de cultivo madre de las
botellas para suero a 1 litro de medio, lo cual representaba un 9% en volumen
de inoculaoidn. A continuacién se describe una inoculacién adecuada. El
procedimiento descripto se puede repetir varias veces con el fin de obtener una

buena inoculacién.

Para obtener dicha inoculacidn, se agregd inéculo 90 mil a 1 litro de
carga de medio basal (se muestra en la Tabla 1) que contenla vitaminas 0,4
mi/l y sales (t = 0). La velocidad de agitacién era de 240 rpm, el valor del pH era
de 5,3, la temperatura era de 38,5 *C y el tiempo de retencion gaseaso (fivjo
gaseoso continuo) fue de 110 minutos. La alimentacién de gases contenia 62%
de Hz, 31% de CO y 7% de C;Hg. Después de 13 hs (t = 13 hs) se observé
minima conversién de CO y a t = 23 hs la velocidad de agitacién se incremento
de 240 rpm a 300 rpm. El tiempo de retencién gaseoso se disminuyd a 100
minutas a t = 27 hs y luego se efectud una disminucién adicional en el tiempo
de retencidn gaseoso a t = 46 hs. La velocidad de agitacion también se

incrementd en 100 rpm, con incrementos a t = 28 hs, 59 hs, 72 hs y 85 hs.——--
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Cuando t = 110 hs, el sistema estaba operando con un tiempo de
retencién gaseoso de 80 minutos y una velocidad de agitacién de 600 rpm. La
concentracién de células era de 0,5 g/l y la conversidn de CO ara del 35%. Alin
no habla conversién de Ha, pero se habian acumulado pequefias cantidades de
etanol y acetato (~1 g/l de cada uno) en el caldo de cultivo del lote. Los
esfuerzos realizados hasta este momento estaban centrados en el crecimiento

de células en el reactor.

El flujo de medio que contenia las mismas concentraciones que el medio
basal se inicid con.l-Jna velocidad de 0,4 mi/min a t = 120 hs. Luego se inicid un
programa de incrementos nominales en la velocidad del gas, la velocidad de
agitacion y la«welocidad del medio, tomando al mismo tiempo la precaucién de
mantener el sistema con un exceso de Hz. Cuando t = 210 hs, la concentracién
de etanol era de 17 g/l. la concentracién de acetato era de 1 g/, la
concentracién de células era de 1,6 g/l, la conversién de CO estaba cercana al
100% vy la conversion de Hz era del 80%. La productividad de etanol alcanzd
los 11,4 g/l/dia.

Nuevamente se inicid6 un programa de incrementos graduales en la
velocidad del gas. Se efectuaron incrementos concurrentes de vitaminas
(véase la Tabla 1) con el fin de lievar la velocidad de adicion de vitaminas a 0,7
mlUl de medio. Cuando t = 610 hs, el reactor estaba produciendo 20 g de
etanol y aproximadamente 2 g/l de acetato. La conversién de CO era cercana
al 100% vy la conversién de H; era del 85%. La productividad de etanol alcanz
los 14 g/l/dia.
EJEMPLO 12. ARRANQUE CON UN INOCULO DE UN CSTR YA
EXISTENTE
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El aranque de un CSTR con un inbculo continuo de un CSTR ya
existente @s mucho mas rapido y es méas seguro que un arranque a partir de
botellas con cultivo madre. Se rearrancd un CSTR que contenla formas
aisladas de C. ljungdahilii, cepa C-01 (ATCC, N° Acceso 55988), que casi habia
cesado la produccion de etanol y estaba produciendo etanol 2-3 g/l, acetato 7-8
g/l y butano!l 0,3 g/1 aproximadamente como productos en fase liquida,

utilizando un indculo continuo de un CSTR ya existente.

El CSTR del.cual se tomé el indculo estaba produciendo etancl 17 g/l
aproximadamente y acetato 1-2 g/, operando con un tiempo de retencién
gaseoso de 25 minutos, un tiempo de retencion de liquidos de 32 horas, una
velocidad de agitacién de 650 rpm, una temperatura de 38,5 "C y un pH de
4,66. La concentracién de células era de 1,7 g/l, {a conversidn de CO era

esencialmente del 100% y la conversién de H; era del 85%.

Se inicié una adicidn continua de in6culo (t = 0) y, en esta momento, la
velocidad de agitacidn se redujo a 500 rpm y el tiempo de retencién gaseoso se
defini® en 38 minutos. El efluente del reactor productivo (0,5 ml/min) sirvid
como inoculo continuo para el CSTR que se estaba inoculando, con una
inoculacion continua sobre un perfodo de varias horas. Cuandot =5 hs (5 hs
después de iniciar la inoculacidn continua), se observd conversion de gas y la
velocidad de agitacién se incrementd a 700 rpm. La administracidn continua del
indculo se interrumpid a t = 28 hs. Las conversiones de gas mejoraron de forma
regular, permitiendo incrementos continuos en la velocidad del gas (tiempo de
retencién gaseoso disminuido) y un incremento en la velocidad de agitacién a
750 rpm. Cuando t = 30 hs, la conversion de CO era del 95% y la conversion de

H, era del 80%. La concentracién de etanol era de 13 g/l y la concentracion de

al
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acetato era de 1,5 g/l, y se mantuvo constante en 1,4 g/l durante méas de 100
horas. Durante este periodo, la productividad de etanol era de 10 a 15 g//dia. --
EJEMPLO 13. RECUPERACION FRENTE A DESVIACIONES SEVERAS DEL
METODO

Un CSTR con células recicladas de C. [jungdahlii, cepa C-01, con
alimentacién continua de nutrientes liquidos y gaseosos y que producla 15-35
g/l de etanol y 0-5 g/l de acetato en estado estacionario (por ejemplo, como el
Ejemplo 1) puede.ser perturbado debido a cambios imprevistos en las
condiciones del método. por ejemplo, problemas mecanicos en el reactor. La
perturbacién de! sistema reactor puede ser menor, tal como un incremento
breve en la ylocidad del gas que provoca una inhibicidn por sustrato de corto
plazo, © mayor tal como un incremento a largo plazo en la velocidad del gas
que eventualmente conducira a una mayor produccion de acido acético y una

inhibicion del producto acido acético molecular mas severa.

Las perturbaciones de corto plazo se corrigen facilmente reajustando
simplemente el parametro modificado o desviado (por ejemplo, disminuyendo la
velocidad del gas a su nivel original) y monitoreando el progreso del reactor
para asegurar que dicha perturbacién no hubiera provocado un problema de

plazo mas prolongado.

Sin embargo, la inhibicién del producto 4cido acético es un problema
mas severo. Si el cultivo produce un exceso de acido acético molecular como
resultado de una inhibicidn por sustrato de largo plazo, la adicién de un exceso
de nutrientes, acumulacién de CO; o problemas mecénicos de muchos tipos,
primero se debe corregir el problema que llevé a dicho exceso de &cido aceético.

E{ axceso de acido acético, que rapidamente conduce a una inhibicidn por
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producto, se separa del sistema incrementando la velocidad del tiquido para
lavar el acido acético (y desafortunadamente etanol) del sistema. Una vez que
el nivel de acetato se encuentra por debajo de 3-5 g/l, se restablece la
velocidad del liquido y el reactor vuelve a la condicidon de alimentacién de
exceso de Hz o a una limitacién por vitaminas o cobalto {con o sin células
recicladas). El hecho de restablecer el reactor comprende una reduccién en la
velocidad del gas para evitar una Inhibicidn por sustrato y/o en ia velocidad de
agitacion antes de I_a eliminacion por lavado v la lisis de las células. Luego se

incrementa la velocidad de agitacidn o la velocidad del gas, como se describe

en el Ejemplo 1.

En urr gjemplo especifico, un CSTR, ‘con células recicladas de C.
ljungdahlii, cepa C-01, que estaba produciendo etanol y &cido acético a partir
de CO, CO; e Hy, comenzd a producir acido acético como respuesta a un
problema mecénica. El reactor de 2100 ml recibla un gas que contenia §2% de
Hz, 31% de CO y 7% de CzHs con un tiempo de retencién gaseosa de 15
minutos, y estaba operando con una velocidad de agitacion de 600 rpm y a un
pH de 4,86. El tiempo de retencion de liquidos era de 23 horas y el tiempo de
retencion de células era de 68 horas. Habfa una solucién de vitamina B (una
mezcla acuosa de pantotenato de calcio 50,5 mg/l, d-biotina 20,6 mg/ y
tiamina-HCI 50,6 mg/l) en el medio nutriente llquido que contenia también sales
y vitaminas a una concentracién de 0,4 ml de solucién de vitaminas por litro de
medio (véase Tabla 2). La concentracién de etanol cayé a 7 gll, en tanto la
concentracidn de acetato aumentd a 7 g/l, condiciones que no eran estables

para operar al reactor ni econdmicamente rentablas para la produccién de
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etanol. La concentracion de células era de 2,4 g/l, la conversién de CO era dei

85% y la conversidn de H; era del 25%.

La estrategia utilizada para recuperar el reactor consistia de reducir
primero de forma dramética la velocidad de alimentacién de gases al reactar,
seguido de una recuperacién gradual dei reactor de un excesa da Hz. No se
redujo la velocidad del liquido hacia el reactor para salucionar la inhibicidn por
producto en este ejemplo dado que ia concentracion de acetato no era
excesivamente alta. En lugar de eflo, se pemiti6 que {a concentracion de
acetato disminuyeca.l de una forma mas gradual hasta niveles no inhibidores con
reduccion en la velocidad del flujo gaseoso y posterior gperacidn en presencia
de un excesq de Hj. El procedimiento especifico para recuperar &l reactor se

describe a continuacién.

Se interrumpié la alimentacion de células recicladas y se redujo
draméticamente la velo_cidad del gas en un 70% hasta un tiempo de retencion
gaseoso de 62 minutos, en tanto sdlo se efectuaron ajustas ligaros en sl tiempo
de retencién de liquidos de 23 a 30 horas (¢ = 0). No se cambid la
concentracion de vitaminas en el medio. Con este cambio en la velocidad del
gas, la conversién de CO aumentd al 98% y la conversién de Hz aumentd al
80%. Mas importante adn era que el sistema presentaba un exceso de Ha,
avidenciado por una disminucién de CO; en el gas de salida del 19 al 5%.
Cuando comenzd el exceso de Hy, la concentracidn de acetato disminuyd en
tanto la concentracidn de etanol aumentd. Cuando t = 66 hs (66 hs después de
interrumpir la alimentacion de células recicladas), por ejemplo, la concentracion
de acetato habia disminuido a 4 g/l y la concentracién de etanol habla

aumentado ligeramente a 7,5 gil.

il
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La presencia del exceso de Hz (y la menor concentracién de acetato)
permitid efectuar subsiguientes incrementos en la velocidad del gas, primero
lentamente y luego a una velocidad mayor. Cuando t = 215 hs, la retencién de
gases era de 29 minutos, Ja concentracién de etanol era de 12 gl y Ja
concentracién de acetato era de 3 g/l. La productividad de etanol era de 8
g/l-dia. En el gas de salida habla un 6% de COa, la conversién de CO era del
98% y la conversidon de H; era del 80%. Cuando t = 315 hs, la concentracién de
atanol era de 16 g/l y la concentracion de acetato era de 4 g/l, nuevamente con
una buena converéién de gases y un tiempo de retencidén gaseoso de 20
minutos. La productividad de etanol era de 11 g/ifdia. Cuando t = 465 hs, Ia
concentracion de etanol habia alcanzado los 20 gfl, con 3,54 g/l de acetato. La
productividad de etanol era de 16 g/l/dia. El tiempo de retancién gaseoso habia
caildo a 16 minutos, con conversiones de CO e H; del 95 y 73%,
respectivamente. Estas condiciones se mantuvieron durante casi 200 horas de
funcionamiento continuo, con 1o cual se demostraba que e! sistema del reactor
habia recuperado su capacidad para producir etanol y que habia retenido
esencialmente las condiciones de funcionamiento anteriores.
EJEMPLO 414. METODO DE PRODUCCION DE ETANOL CON
SOBREALIMENTACION DE CO

Se llevd a cabo un experimento simple en reactor continuo con agitacion
de alta presidn con células recicladas para demostrar el cambio de produccion
de acido acético a produccion de etanol debido a la presencia de altas
concentraciones CO. Antes de este experimento, el reactor, que contenia C.
ljungdahlii, cepa C-01, operaba a una presion de 20-25 psig y recibia una
-alimentacién de gases que contenia 57% de Ha, 36% de CO y 7% de CzHs. El
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tiempo de retencién gaseoso era menor que 2 minutos, el tiempo de retancién
de liquidos era de 38 horas, el tiempo de retencién de células era de 28 horas,
la velocidad de agitacién era de 600 rpm y la temperatura era de 38 *C. Bajo
estas condiciones, la conversién de CO era variable y promediaba un 85% y la
conversion de H; era variable y promediaba un 20%. La concentracién de
células era de 2,5 g/l aproximadamente y el fiujo de producto contenia etanol 8
g/l y acetato 3 gfl.

Como un primer paso en la preparacln para la prueba, se incrementd el
tiempo de retenciéri gaseoso con el fin de asegurar que no hubiera un exceso
de CO. La presidn se mantuvo en 23-24 psig. Se efectué un seguimiento del
valor de! pH por un tiempo suficiente como para asegurar que fuera estable en
el rango de operacidn normal de 4,5-4,6. Luego se mezcid CO puro con la
alimentacién gaseosa regular para obtener una alimentacién de gases de 47%
de Hj, 47% da CO y 6% de CaHg, con un tiempo de retancidn gaseoso de 2,3
minutos. £l pH, la composicidén del gas de salida y el flujo de producto en el

reactor se monitorearon en funcién del tiempo.

En la Tabla 7 se muestran los cambios en el pH y en las composiciones
de producto en funcién del tiempo despuéds de [a adicidn de CO adicional al
sistema. Treinta minutos después de la adicién de CO, el pH en el reactor
habia aumentado a 5,25 y el cultivo habia cambiado de 1,54 g/l {0.0257 mol/l}
de acetato a 1,12 g1 (0,0243 molfl) de etanol. El incremento en el pH tuvo lugar
como resultado de la conversién de 4cido acético libre en etanol. Este cambio
estuvo acompafiado de una disminucién en la conversién de CO del 91% al

71%. Al disminuir la velocidad de circulacidn del cultivo de 0,4 gpm a 0,15 gpm,
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cala el valor del pH en el reactor, pero se conservaron las concentraciones de

etanol y acetato.

Cincuenta minutos después de la introduccién de CO, la concentracion
de etanol era de 11,29 y la concentracién de acetato era de 1,75 g/l. En este
momento, se interrumpid [a alimentacidn del exceso de CO, la concentraclén
de etanol y el valor del pH comenzaron a disminuir y la concentracién de
acetato comenzé a aumentar, La disminucién en el valor del pH se debla a la
conversion de etanol en acido acético molecular. Por lo tanto, es reversible el
cambio de etanol-ééido acético por medio de una sobrealimentacion de CO, —
EJEMPLO 15. RECICLAJE DE AGUA PARA MINIMIZAR LA PRODUCCION
DE ACETATP

El método de reciclar el agua nuevamente hacia el biorreactor de
fermentacién durante ia destilacién para recuperar etanol es esencial para
minimizar la produccidn de efluentes y para maximizar el rendimiento de etanol
"del reactor y también para limitar la producciéon de acido acético. Se encontrd
que la destilacién era el método mas econdmico para concentrar los 15-35 g/l
de etanol obtenidos del etanal §5%. Después se utiliza una adsorcidén con
tamices moleculares para concentrar ain mas el etanol hasta la concentracion
deseada. Con la destilacidn, se produce etanol 95% como producto en la
cabeza de destilacién. Se genera agua como producto de la cola de destilacion.
El producto de la cola de destilacién contiene el &cido acético def reactor
producido durante la fermentacion (acetato 3-5 g/} y cualquier nutriente que no
se agotd durante la fermentacidn o que no se destruyd con el calor de la
destilacién, tal como metalas traza y otros minerales. El reciclaje de nutrientes

minimiza la cantidad de efluentes, que deben ser tratados, asf como la cantidad
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de nutrientes que se deberidn agregar posteriormente al biorreactor de
fermentacion. El reciclaje de acetato impide la formacion de acido acético
adicional al establecerse un equilibrio entre el etano! y el acido acético. Por
consiguiente, no hay una produccion neta de acido acético con el reciclaje de
agua. El raciclaje de mas de 3-5 g/l de acestato puede dar como resultado una
inhibicién por acido acético en el reactor. Por lo tanto, cuando se emplea agua

que contiene acetato reciclado, se puede convertir el sustrato CO, CO; e Hz en

etanol como Gnico producto.
En 1a Tabla & se muestran los resultados de una fermentacion de gases

que contenlan 50% de CO, 45% de Hz y 5% de CH,; con C. jjungdahlii, cepa 0-
52, con recitlaje de agua. En estos experimentos, el permeato de 1a filtracidn
con fibras huecas usada para las células recicladas se envié a destilacidn.
Después de separar el etanol, el agua se filtrd con un filtro de 0,2 micrones con
el fin de eliminar todos los productos secundarios precipitados. La fraccion de
'agua reciclada con respecto al agua total (como medio) alimentada en el
reactor en estos experimentos varié en un rango de 25-100%. El experimento
con un 100% de agua reciclada durd casi 500 horas o aproximadamente 20
tiempos de retencién de liquidos. Tal como se observa en los resultados con
100% de agua reciclada, no se observé una produccion neta de acido acético.
De hecho, eventualmente se observdé consumo de una pequefia cantidad de
acido acético. La productividad de etanol varié en un rango de 12 a 27 g/l/dia. --
EJEMPLO 16. SISTEMA DE CSTR DE DOS ETAPAS CON ALIMENTACION
DE PANTOTENATO EN LA ETAPA DE CRECIMIENTO

La alimentacién apropiada de pantotenato en la etapa de crecimiento

constituye una variable que debe ser optimizada. Los resultados tipicos de un
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Reactor de Etapa Crecimiento usando un cultivo de C. jjungdahlii, C-01, se
describieron en los Ejemplos 11 y 12, con la excepcion que se produciria un
poco mas de acido acético en este reactor dado que se alimentd pantotenato o
cobalto adicional en la etapa de crecimiento con el fin de asegurar un cultivo
saludable y estable. La concentracién de vitaminas empleada era de 0,7-0,8
mifl de medio de una solucién acuosa que contenia pantotenato de calcio 50,5
mgfl, d-biotina 20,6 mg/l y tiamina-HCI 50,6 mg/l. El CSTR en etapa de
produccidn con células recicladas es alimentado con el efluente del reactor en
etapa de crecimie;nto y produce etanol como productc predominante. La
concentracidn de pantotenato alimentado a este reactor es mucho menor que
en la etapa de crecimiento, solamente 0,1-0,2 ml de vitaminas totales/ de
medio de una solucién acuosa que contenfa pantotenato de calcio 50,5 mg/l, d-
biotina 20,6 mgfl y tiamina-HCf 50,6 mg/l. El tiempo de retencién gaseoso en
esta etapa de produccién era de 11-30 minutos, el tiempo de retencion de
liquidos era de aproximadamente 20 horas, el tiempo de retencién de células
era de 30-50 horas y la velocidad de agitacién era de 800-800 rpm. El valor del
pH era de 5,0 y la temperatura era de 38 "C. Una vez que el reactor alcanzé el
estado estacionario, el tiempo de retencién gaseoso se mantuvo constante en
11 minutos, el tiempo de retencidn de liquidos se definié en 19 horas, el tiempo
de retencidn de células era constante de 37 horas y la velocidad de. agitacion
era de 900 rpm. La conversién de CO promedid un 96% y la conversién de Ha
promedié un 60%. La concentracién de etanol se mantuvo constante en 25-30
ghl, con presencia de acetato aproximadamente a razdn de 3 g/l. La
productividad de etano! era 31,6-37,9 g/Vdia.
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EJEMPLO 17. REGULACION DE LOS PARAMETROS DE LA
FERMENTACION PARA EVITAR LA ADAPTACION A BAJAS
CONCENTRACIONES LIMITANTES DE PANTOTENATO DE CALCIQ ——~—-

La adaptacién del cultivo an el blorreactor de fermentacién a bajas
concentraciones limitantes de pantotenato de calclo se puede evitar regulando
los parémetros de la fermentacién (velocidad del gas, velocidad del liquido,
velocidad de agitacion, presion parcial de Hz) al tiempo que se evitan los
grandes cambios en los nutrientes, sino manteniendo una concentracién
relativamente coﬁ's.:ante de nutrentes en la alimentacién, de la siguiente

manera.

Durante el arranque de un CSTR de laboratorio New Brunswick Scientific
Biofio®, ei cuitivo de C. jungdahiii, cepa C-01, fue alimentado con un flujo de
nutrientes liguido que contenfa las vitaminas, minerales traza y sales
necesarias para proveer nutricion al cultivo. La concentracién de pantotenato
en el medio de nutrientes era de 20 pg/l, una concentracion que cuando se
acopla a una baja velocidad de alimentacion de medio asegura la
administracion de mas de 100 pg de pantotenato de calcio por gramo de
céluias producidas (exceso de pantotenato) debide a la baja produccion de
células en el biorreactor. De manera similar, la concentracidon de cobalto en el
medio era de 1 ppm, una concentracién que también asegura ia presencia de
un exceso de cobalto. En su lugar, la presién parcial de Hz en el gas de salida
se mantuvo con un exceso de 0,55 atmdsferas por alimentacidn con un gas
que no contenia CO3, 63,3% de Ha, 31,4% de CO y 5,3% de CaHe, con lo cual
se abtuvo una relacion de Ha gimentade/(2 COconvartide ¥ 3CO2 canvarsde) Mayor que 1

y por regulacion cuidadosa de la velocidad de alimentacién de gases y [a

100
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velocidad de agitacién para lograr una conversién de CO mayor que 95% y una
conversidn de Ha mayor que 80%. Al tiempo que estas altas conversiones se
logran, la concentracidn de células se acumula desde un nivel inicial cercano a

0 g/l a 1,5 g/l aproximadamente,

Dado que la concentracidn de pantotenato se mantiene constante
durante este arranque, los ug de pantotenato por gramo de células producidas
disminuye gradualmente hasta que es menor que 15 pg de pantotenato/g de
células producidas, una condicién que luego sera limitante por pantotenato. El
sistema crece ento'nces hacia una limitacién por pantotenato. Se obtiene una
relacién alta de productos etanol:acetato durante todo el arranque debido al
exceso de Hy. Como alternativa, se permite que el reactor produzca acido
acético durante las etapas tempranas de arranque, con una relacién de
producto que luego se lieva bajo control mediante una limitacién por
pantotenato.
'EJEMPLO 18. LIMITACION POR COBALTO EN EL REACTOR

Un cultivo de C. ljungdabhlii, cepa ERI2, fue alimentado con 62 a 3500 pg
de cobalto/g de células producidas durante la produccidn de acido acético a
partir de CO, CO; e Hy, una condicién en la cual no habla limitacién por cobalto
en el reactor (o cualquier otra limitacion excepto la capacidad de transferencia
de gases al cultivo), y no se encontrd etanol en el flujo de producto. Durante la
limitacién por cobalto en la produccién de etanol a partir da CO, CO; e Ha, el
cultivo de C. ljungdahlii, cepa C-01, fue alimentado con 33 a 48 ug de cobalto/g
de células producidas, manteniendo los deméds nutrientes en exceso. Bajo
estas condiciones, la cepa C-01 produjo etanol 18 a 26 g/l y acetato 4 g/l

aproximadamente.

/0’



EJEMPLO 19. FORMA DE EVITAR LA ADAPTACION A BAJAS
CONCENTRACIONES LIMITANTES DE COBALTO

La adaptaciéon a una baja concentracion limitante de cobalto se puedae
evitar regulando los parametros de la fermentacién (veiocidad del gas,
velocidad del llquido, velocidad de agitacién, contenido de CQ,), evitando al
mismo tiempo no solo grandes cambios en los nutrientes, sino manteniendo

una concentracién de nutrientes relativamente constante en (a alimentacion, de

la siguiente manera.

Durante el ar':anque de un CSTR de labaratorioc New Brunswick Scientific
Bioflo®, el cultivo de C. ljungdahlii, cepa C-01, fue alimentado con un flujo de
nutrientes liquido que contenia las vitaminas, minerales traza y sales
necesarias como para proveerle nutricibn al cultivo. La concentracién de
cobalto en el medio de nutrientes era de 75 ppb, una concentracién que cuando
se acopla con una velocidad baja de alimentacién de medio asegura una
alimentacidon mayor de 50 pg de cobaito por g de céiulas producidas (exceso de

cobalto) debide a la baja produccién de células en el biorreactor.

De manera similar, la concentracidn de pantotenato en el medio era de
20 ugll, una concentracién que también asegura un exceso de pantotenato. En
su lugar, la presion parcial de H; en el gas de salida se mantuvo con un exceso
de 0,55 atmdsferas mediante la alimentacién de un gas que contenia grandes
cantidades de H; y nada de CO; y regulando cuidadosamente la velocidad de
alimentacién de gases y la velocidad de agitacién para obtener una conversion
de CO mayor que un 95% y una conversién de H, mayor que un 80%. Dado
que estas conversiones aitas se logran con el tiempo, la concentracién de

células se incrementa desde un nivel inicial cercanc a Q g/l hasta

o
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aproximadamente 1,5 g/l. Dado que la concentracidn de cobalto.;eh mantiene
constante durante este arranque, los pg de cobalto por g de células producidas
disminuyen graduaimente hasta por debajo de 50 pg de cobalto/g de células
producidas, una condicién que luego sera de limitacién por cobalto. El sistema
evoluciona entonces hacia una limitacién por cobalto. Se obtienen grandes
rendimientos de etanol en todo el perlodo de arranque empleando un exceso
de Hz en la alimentacién. Como alternativa, se puede pemmitir la produccion de
écido acético en el reactor durante las etapas tempranas det arranque, lievando
luego la relacién de.;producto bajo control por limitacién por cobalto, -—=-—-e— —

EJEMPLO 20. SOBREALIMENTACION DE HIDROGENO

Durante la operacién de un reactor (Buchi) de laboratorio AUTOKLAV™
operado como un CSTR con recirculacién de liquidos y células recicladas, el
.cultivo de C. ljungdahlii se operé con un exceso de las vitaminas, minerales
traza y sales necesarias para proveerle nutricidn al cultivo. El reactor se operd
con un exceso de Hz en la alimentacién, de manera tal que la relacion de los
moles de H; alimentados con respecto a 1a suma de dos veces los moles de
CO convertido y tres veces los moles de CO; convertido era de 5,67. Si esta
relacién no era mayor que 1,0, no puede haber exceso de H; en el reactor y no
es posible una produccion de etanol debida a la presencia de un exceso de Ha.
Aln mas, la presidn parcial de H; en el gas de salida era de 2,61 atm, un nivel
que excedse el requerimiento de 0,4 atm para la produccién de etanol debida al
exceso de Ha. Finalmente, |a relacién de presion parcial de Ha a presion parcial
de CO, en el gas de salida era de 10,88, un nivel que es mayor que 3.0 ¥
asegura la presencia de suficiente Hz como para utilizar todo el carbono

disponible. Bajo estas condiciones, el reactor produjo casi 26 g/l de etanol y

T2X,
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menos que 3 g/l de acetato. La productividad de etanol era mayor que 200
g//dia. Si no se cumple con algunos de estos criterios, el reactor no produce
etanol debido a |a presencia de un exceso de Hz Otro aspecto de la
abundancia de H; es que da como resuitado ferredoxina reducida adicional por
oxidacion con una hidrogenasa.
EJEMPLO 21. MITIGACION DE UNA CO INHIBICION POR SUSTRATO

Un CSTR de laboratorio New Brunswick Scientific Bioflo® que

funcionaba a una. velocidad de agitacion de 800 mm muestra una
concentracion de,;salida de CO del 10% cuando anteriormente habla
funcionado con tan solo un 5% de CO en la salida de gases. Con la
disminucién de la velocidad de agitacién a 600 rpm, se eliminé la inhibicién por
CO y la concentracion de CO de salida volvié a ser del 5%. Esto da como
resultado una mayor captacién de Hz, una condicién necesaria para utilizar de
manara eficiente todo el gas alimentado af reactor.
EJEMPLO 22. TRANSFERENCIA DE MASA

Como ejemplo de un exceso transferencia de masa que conduzca a la
produccidn de etanol, se puede considerar un CSTR de laboratorio con células
recicladas que contiene C. [jungdahlii, cepa ERI2, funcionando sin limitaciones
por nutrientes o exceso de H, o CO en la alimentacién gaseosa. Es decir, el
pantotenato se alimenta a una velocidad de mas de 100 pg de pantotenato de
calcio por gramo de células producidas y el cobalto se alimenta a una velocidad
de més de 100 pg por gramo de céiulas producidas. Hay H; en el gas de salida
a 0,2 atm aproximadamsnte y la velocidad de captacidn especifica de CO es
menor que 0,3 mmol de CO/g células/min. La velocidad de agitacién es de 800

rpm. Bajo estas condiciones, el cuitivo solamente produce &cido acético (no

ot
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hay etanol en el flujo de producto). Si la velocidad de agitacién se aumenta
rapidamente a 900 rpm o se incrementa la velocidad del gas en
aproximadamente un 10%, se observa etanol en el fiujo de producto, hasta que
la concentracién de células aumenta con el fin de captar el gas o hasta que el
cultivo muere debido a una Inhib:cidn por sustrato.
EJEMPLO 23. CONTROL DE LA INHIBICION POR PRODUCTO DE ACID
ACETICO

En un CSTR de laborator-a que esta produciendo 8 g/l de acido acético y
10 g/t de etanol, se.-reduce el tie mpo de retencidn de liquidos de 24 horas a 12
horas por un perlodo de 36 h.ras en un intento por eliminar por lavado el
exceso de acjdo acético del rea :tor que esta limitando la capacidad del cultivo
para producir mas etanol. Todzs las demas condiciones de operacién y de
nutrientes en el reactor se mant 2nen constantes. Después de este periodo de
tiempo, el tiempo de retenciér de liquidos se vuelve a 24 horas y como
resultado de ello se obtiene un fujo de producto que contiene 3 g/l de acetato y
15 a 25 g/l de etanol. Se necesitan varios intentos por reducir el tiempo de
retencidn de liquidos con el fin de solucionar la inhibicién por producto. Como
alternativa, se agrega H, a la alimentacién de gases con el fin lograr un control
del exceso de Ha, dado que el exceso de CO, también puede conducir a la
produccidn de acido acético en favor de etanol. Estas modificaciones impiden
una produccidon excesiva de &cido acético y por consiguiente impide una
relacion pobre de productos y una baja productividad de etanol. A continuacion,

se retorna al uso de un exceso de H; en la elimentacién gaseosa o a una

concentracién limitante de nutrlentes en fase liquida.

105
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EJEMPLO 24. SOBREALIMENTACION DE MONOXIDO DE CARBONO

Cuando se alimentaba un cultivo de C. fjungdahiii, cepa ERI2, con un

exceso de nutrientes (exceso de pantotenato y cobalto) y sin abundancia de H,
en la alimentacién gaseosa, presentaba una velocidad de captacién especifica
de CO de 0,23 a 0,48 mmol/g/min y no habla etanol en e flujo de producto. Sin
embargo, cuando el cultivo de C. jjungdahlii, cepa C-01, era alimentado de
manera similar con un exceso de nutrientes sin abundancia de H; en la
alimentacion gaseosa, pero se encontraba bajo una condicién en la cual una
sobrealimentacién .:de CO estaba causando la produccién de etandl, la
velocidad de captacién especlfica de CO era de 0,67 a 1,34 mmol/g/min. Bajo
estas condiciqnes, el cultivo produjo 9,9 a 12,0 g/l de etanol y 2,6 a 2,7 g/l de
acetato.
EJEMPLO 25: CONTROL DE LA RELACION DE PRODUCTOS CON PURGA
DE CELULAS

Se produce una fermentacion del sustrato gaseoso (30% de CO, 15% de
Hz, 10% de CO,, 45% de N2) en un CSTR {pH = 5,0, Temperatura = 38 *°C,
Presion = 20 psig) utilizando C. [jungdahlii, cepa C-01, con células recicladas
(tiempo de retencién de células = 40 horas y tiempo de retencion de liquidos =
6 horas) y el crecimiento del cultivo no esta limitado por cobalto, pantotenato de
calcio o ningln otro nutriente. A medida que va creciendo el cultivo, se alcanza
una densidad de células tal que la captacién especifica (mmol de CO por
gramo de céjulas sacas por minuto) es inferior & 0,5 y se produce acido acético
con preferencia antes que etanol. Con el fin de prevenir esto, se incrementa la
purga de células para impedir un incremento en {a densidad de células, de

manera tal que la concentracién estable de células se mantiene
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suficientemente baja como para mantener una captacién especifica mayor que
0,5 mmol de CO por gramo de células secas por minuto. Al hacer esto, el

tiempo de ratencidn de células se reduce a un valor entre 6 y 25 horas.

Tabla 1. Medlo para la produccién de etanol

Componente Cantidad por litro
FeCl; 4 H;0 2 gl 10 mi
| HaPO, 85% 0,05 ml
Metales traza MPFN* 20 ml
(NHa);HPO, 0,60g
NH.CI 2.00g
NaCl _ 0.20 g
KCl 015g
‘MgClz 6Hz0 050 g
CaCl» 2H,0 0,209
Cisteina-HCI-H,0 0.25¢g
Solucién de vitaminas® variable®

0 Metales traza MPFN contienen (por litro de solucién). 10 ml de H;PO.
85%, 0,10 g de ZnSO,*7H20, 0,03 g de MnCl2+4H;0, 0,3 g de H,B03, 0,20 g de
CoCly*6H;0, 0,02 g de CuClyHzO, 0,04 g de NiClz*6H20, 0,03 g de
NaMoQ4*2H20, 2,00 g de FeCla*4H20, 0,01 g de NaSeO; y 0,10 g de

Na;WO0,*2H,0
b

La solucién de vitaminas contiene d-biotina 20,6 mg#, tiamina-HCt 50,6

mg/l y acido d-pantoténico 50,5 mgll, sal de calcio

[

Varfa considerablemente de 0,3 ~ 0,5 ml en el momento de la inoculacién

hasta tanto como 0,7-0,8 ml a velocidades altas de gases

jo7
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Tabla 2 Comparacién resumida de los parametros del método y resultados de los ejemplos de metodos de control

°¥

N° Mecanismo de | Concentraciones | Productividad | Pantotenato Cobalto H3 aamentads Presién Captacién
Ejemplo contral de producio de etano} surministrado |suministrado| — . __ | parciaide | especifica
(g/t/da) (g {ug cobalto /{ (2COcm+3CO2om) | Hz €N €l gas| de CO
pantotenato/ g | g de células de salida (mmol/g
de células producidas) (atm) células-min)
producidas) —
Etanol | Acetato
{ah) (gn)
3 |Transferencia 0 10-13 0 1575-3150 1734-3468 0.48 0,06-0,07 | 0,275-0,48
de masa
3 Transferencia 4] 10-14 0 2250-3600 62-99 0.875 0,11-0,20 | 0,33-0,40
de masa
4 Pantotenato 15-19 1,5 11,5-14,5 18-24 5000-6660 1,03 055-064 | 0,23-0,30
4 Pantotenato 18- 3 174 8,1 3960 1,14 0,60-0,85 0,33
5 Cobalto 26 4 156 15,2 33 0,94 0,63 0,37
5 Cobalto 18 4 27,0 85,7 476 1,03 0,60 0,50
6 ExcesodeCO | 99 26 290 97 83,6 1.09 16 1,34
6 Excesode CO | 12,0 2.7 60,0 294 735 0,30 06 0,67
7 Excesode H, | 10,0 33 6,7 900-1125 991-1239 1,96 0,7-0.87 0,28-0,35 §
7 ExcesodeH; | 25968 | 2,85 215-240 46 460 5,67 2,61 _1.68

e -
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Tabla 3 Resumen del cambio de producto con cepas de Clostridium ljungdahin

82

C ljungdahin Medio Conc células* | Conversidn de gases | Concentracién de Producto
Cepa Limitacién (gn) co Ha Etanol Acetato
ERI2 Aumento de acido acético 1.1 90 80 0 10
ERI2 Limitacién por pantotenato 03 . 88 20 25 0
ERI2 Aumento de acido acético 0,55 90 85 1,0 55
ERI2 Limitacién por pantotenato 05 90 20 10 1,0
ERI2 Aumento de acido acético 08 100 X] 1 7
ERI2 Limitacién por cobaito 13 80 20 9 3
C-01 Aumento de acido acético 1,2 96 90 1 8
C-01 Limitacién por pantotenato 0,8 60 30 4 0
C-01 Aumento de acido acético 1,2 96 90 <1 9
C-01 Limitacién por cobalto 2,5 80 20 17 2
PETC Aumento de acido acético 08 65 55 2 10
PETC Limitacidn por cobalto 1.0 95 55 8 1

* En base al peso seco de células

iA=L
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Tabla 4 Datos de estado estacionano para la conversion de un gas rnico en CO en etanol con C jjungdahin, cepa C-01 -

GRT LRT Velocidad de | Conc. Conversion de gases Productos{g/l) Productividad de
agitacion Células* %) etanol
(min) (hs) (rpm) {g/l) CO Ha Etanol | Acetato (g/lidia)
13 324 700 244 91 57 21,6 39 16,0
11,93 25.7 750 2,51 92 4 206 36 19,2
12,67 25,6 750 2,60 93 61 187 4.7 17.6
10 245 750 2,75 92 43 204 6.1 20,0
11,54 238 750 2,65 92 40 204 53 20,6
12,10 23,8 750 2,77 a8 18 21 3.1 21,1
13,8 23,8 750 2,70 80 25 18 25 18,2
12,7 238 750 2,70 92 35 20 3.8 20,2
13,3 24,0 800 2,70 85 10 17,5 5,0 17,5
14,81 31 750 2,50 92 30 25 2,5 19.4
16,9 31 750 3,60 0 18 23 30 17,8
18,5 a3 750 2,60 94 50 24 35 17,5
17,2 34 750 2,50 91 40 24 3,5 16,9
18,5 34 750 2,30 95 63 23 4,0 16,2
19.2 40,6 750 2,70 94 50 28,5 4,0 174
19.0 55 750 2,70 94 20 33 40 14,4

* En base al peso seco de células

-te 4
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TABLA 5 Datos de estado estacionano para la conversion de un gas, que contiene 27% de CO, 16% de Hz, 51% Na,

en etanol con C. jjungdahlil, cepa C-01. Sin celulas recicladas

GRT LRT Velocidadde | Conc. | Conversién de gases(%) | Productos (g/l) |Productividad de
__agitacién Células* etanol
{min) (hs) (rpm) _{alt) co Ha Etanol | Acetato {g/lidia)
8,89 23.8 750 2,3 84 t 57 11 25 11,1
83 23,8 800 2,6 89 55 12 20 12,1
83 27,7 900 27 8g 47 i 15 3,0 13,0
71 333 900 30 86 37 19 3.0 13.7
74 333 500 3.0 87 40 19,5 3,0 141
634 33,3 900 30 86 a7 21 35 15,1
6,18 333 900 3.0 86 41 20,9 3.1 15,1
5.72 343 900 30 85 40 22,1 38 15,5
512 33 900 3,7 85 40 25,0 4,0 18,2
4,59 33 900 41 a3 33 25 35 18,2
4,59 29 800 40 80 35 23 40 19,0
4,76 29 900 39 90 35 19 50 15,7
4,25 28 900 4,2 80 30 23 30 19,7
5,5 37 900 34 84 40 23 3,0 14.9
5,26 31 900 38 84 50 23 30 178
5,71 31 900 37 80 28 26 35 201
6.25 31 900 3,75 82 30 25,5 3.0 19.7
6,66 31 900 3.6 86 64 22 4,0 17.0

fe.
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Tabla 6 Datos de estado estactonario para la conversidn de un gas, que contiene 50% Hz, 45% de CO y 5% CH,, en

etanol con la forma alslada 0-52 en un CSTR con células recicladas

85

GRT LRT Velocidad de Conc Conversién de gases(%) Productos (g/l) | Productividad de
agltacion Células* etanol
{mitn) (hs) {rpm) {all) [o0] H; Etanol | Acetato (gli/dfa)
12,5 464 23,2 38 96,3 81,2 204 44 211
9.7 43,2 17,3 49 86,7 499 21,1 35 29,3
9,2 43,2 173 4.6 894 64,5 20,5 5.1 284
7.5 43,2 17,3 5,0 818 42,1 22,2 3.7 308
92 494 17.3 46 853 52,1 21,1 44 29,3
84 46,0 16.1 45 852 614 20,8 51 310
6.8 543 16.3 4.7 84,7 57,7 234 57 34,5
7.2 54,3 16,3 4,0 83,1 55,2 19,0 44 28,0
7.4 54,3 16,3 5.0 86,6 66,7 21,9 55 32,2
64 556 16.7 56 833 53,1 23,5 49 338
6,2 41,6 14,5 5.7 825 55,0 20,1 5,0 333
6,0 41,6 14,5 6,0 825 50,0 21,5 30 3586
6.0 34,2 12,0 57 84,0 56,0 19,5 45 39,0
57 34,2 12,0 57 81,0 45,0 18,0 4,5 36,0
* En base al peso seco de células
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Tabla 7 Analisis de pH y muestras de liquido en el cambio de acetato a etanol en presencia de un exceso de CO -——

Tiempo pH Conc de células* | Etanol | Acetato | Butanol
(g/) (gn) | (at) (g/l)
0 4,69 24 10,3 a1 03
30 5,28 114 1,5 0,3
35 5,25 24 11,6 1,6 0,3
50 4,98 11.3 1,8 0,3
80 4,73 24 10,9 29 0,3

En base al peso seco de células
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Tabla 8 Datos de la fermentacién de gases por la forma aislada 0-52 con reciclaje de células y agua

87

Tiempo % agua Conc Conversién de Productos Productivida
{hs) reciclada | células*(g/l) gases d de etanol
CO (%) Hz (%) | Etanol (g/l) | Acetato (g/l) [ Acetato neto (g/l) |  (g/idia)
0-75 25 2,1 95 68 12, 4 4 12
75-193 50 21 95 75 15 6 5 15
193-462 75 2,1 92 60 17 5 4 17
462-554 50 1.3 85 30 17213 5 3 12-16
554-669 75 2,6 92 75 13219 5 3 12-18
669-943 100 3.0 92 70 23 6 1 23
943-1087 100 3,0 92 60 23 6 0 23
1087-1232 100 27 92 60 23 8 0 23
1232-1385 100 3.0 91 60 27 6 -1 27
1375-1534 100 35 88 35 23 5 0 23

En base al peso seco de células
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Todos los documentos publicados se incorporan en aste documento a
modo de referencia Se incluyen numerosas modificaciones y varlaciones de la
presente invencién en la memona descnptiva identificada anterlorments y se
considera que seran obvias para el especialista en el arte Dichas
modificaciones y alteraciones de las composiciones y los métodos de la
presante invenclén estan comprendidas en el alcance de las reivindicaciones

adjuntas en este documento
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REIVINDICACIONES:

Un método estable, continuo para producir etanol a partir de la
fermentacion bacteriana anaerébica de un sustrato gaseoso, comprendlendo
dicho método:

el cultivo en un biorreactor de farmentacion anaerdbica. de bacterias
acetogénicas en un medio de nutrientes liquido y el suministro a dicho
biorreactor de un sustrato gaseoso que comprende por o menos un gas
reductor seleccionado del grupo formado por monéxido de carbono e
hidrégeno; y -

la manipulacién de dichas bacterias en dicho biorreactor por reduccién

del potencial redox, o por aumento de la relacién de NAD(P)H a NAD(P), en el

caldo de fermeycié sp que dichas bacterias alcanzan una
concentracion esStab de células en dicho biomeactor, donde dicha

concentracion de 4cido acéfico libre en dicho biomeactor es menor que 5 g/l de
acido libre,

donde dichos pasos de cultivo y manipulacién provocan que dichas
bacterias en dicho biorreactor-produzcan etanol en un caldo de fermentacion
con una productividad ,mayor que 10 por dia y donde se produce tanto

etanol como acetato en dicho caldo de farmentacidn en una relacién de etanol

a acetato que varia en l}n\r_gggg e-1:1 a 20:1 ._,l
S

e g

2. El método acorde con la cldusula 1, donde dicho biorreactor de

fermentacién comprende un reactor de crecimiento que alimenta dicho caldo de

farmentacién a un segundo biorreactor de fermentacitn en el cual se produce

la mayor parte de dicho etanol.
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3. El método acorde con la clausula 1, que ademés comprende los pasos
de retirar dicho caldo de fermentacién de dicho biorreactor, destilar etanol de
dicho caldo y recuperar dicho etanol.

4, El método acorde con la clausula 3, que ademas comprende los pasos

de reciclar el agua que contiene acetato de dicho paso de destilacién hacia el

b ctor nuevamente

5/ El método acorde con la cldusula 1, donde dichas bacterias se
seleccionan del grupo formado por. Acetobacterium woodii, Butyribacterium
methylotrophicum,_:_ Clostridium  aceticum, C. acetobutylicum, C.
thermoaceticum, Eubacterium [limosum, Clostridium [jungdahli vy

Peplostreptococcus productus.

6. El método acorde con la cldusula 5, donde dicha Clostridium lfungdahiii
se selecciona entre las siguientes cepas: PETC, ERI2, 0-52 y C01. ————nmmme
7. El método acorde con la clausula 1, donde dicho sustrato gaseoso se
selecciona del grupo formado por (a) monéxido de carbono, (b) mondxido de
carbono e hidrégeno, (¢} didxido de carbono e hidrégeno y (d) mondxido de

carbono, didxido de carbono e hidrégeno.

8. - El método acorde con la clausula 7, donde dicho sustrato ademas

comprende nitrdgeno o metano.

9. El método acorde con la clausula 1, donde dicho paso de manipulacién

ademas comprende la alteracién de por_lo_ menos un parametm seleccionado

del grupo formado por contenido del medto de nutneg;es'. velocidad de |

- .,’-.t. e ————"
alimentacion de Ios@gtnentes oncldad “de alimentacion dal medio acuoso,

———

presién de operacion, pH de operacién, contenido~del sustrato gaseoso,

velocidad de alimentacién de gases, velocidad de agitacion del caldo de

|17
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fermentacidn, paso de Iinhibicidn por producto, densidad de células. inhibicién

por sustrato y combinaciones de los mismos.

10. El método acorde con la cldusula 9, donde dicho paso de manipulacion
comprende elevar el valor del pH de dicho cultivo por encima dé 4,5.
11. E! método acorde con la cldusula 9, donde dicho paso de- manipulacion
comprenda una purga periddica de células bacterianas de dicho biorreactor
hasta una concentracion de c.:élulas menor que dicha concentracidn estable que
utiliza todos los sustratos de nutrientes y gas reductor en dicho biorreactor, ——
_ 12. El método ;iporde con la clausula 9, que comprende incrementar la
velocidad de alimentacién acuosa cuando la porcién de acido acético libre del
acetato presente en el caldo de fermentacién excede 2 g/l, con lo cual se inhibe
cualquier incremento no deseado en la concentracion de dicho acido acético

libre.

13. El método acorde con la cladusula 9, que comprende la reduccion de

(ﬁicha velocidad de alimentacién del sustrato gaseoso cog_emdg_eliminar_el___,?

exceso de monodxido de carbono, para revertir la inhibicién por sustrato y )\Q

mantener dicha praductividad. C
14. El método acorde con la clausula 9, donde se reduce dicha velocidad de

&_sgitacién para eliminar el exceso de monéxido de carbono, para revertir la

inhibicién por sustrato y mantener dicha productividad.
15. El método acorde con la cldusula 9, donde dicho paso de manipulacién
comprende el suministro a dicho biorreactor de dicho sustrato gaseoso que
comprende el gas reductor mondxido de carbono a una velocidad de 03a2

mmol de CO/gramo de células bacterianas secas en dicho biorreactor/minuto. --
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16. El método acorde con la cldusula 15, donde dicha cantidad de CO
presente en dicho bioreactor es mayor que la cantidad requerida para
mantener dichas bacterias a una concentracién bacteriana estable que utilizaria

por completo el CO suministrado.

17. E! método acorde con la cldusula 15, donde dicha cantidad de CO
presente en dicho biorreactor mantiene la produccidén de etanol antes que la

produccién de acetato.

18. El| método acorde con la cldusula 15, donde dicha velocidad se

encuentra en ¢l raﬁgo de 0,5 a 1,5 mmol de CO/gramo de céiulas bacterianas

secas en dicho biorreactor/minuto.

19. El método acorde con la clausula 15, donde dicho sustrato gaseoso
ademas comprende un exceso de gas reductor hidrégeno con respecto a dicho
monéxido de carbono, donde dicho exceso de hidrdgeno causa que dichas
bacterias produzcan una relacién alta de etanol a acetato en dicho caldo de

‘fermentacion.

20. El método acorde con la cldusula 9, donde dicho paso de manipulacidn
comprende la alimentacién en dicho biorreactor de fermentacién de dicho
medio de nutrientes que comprende una cantidad de pantotenato de calcio en

un rango de 0,5 a 50 pg/gramo de células bacterianas secas producidas en

dicho biorreactor.
21. El método acorde con la cldusula 20, donde dicha cantidad de
pantotenato de calcio es menor que la requerida para mantener dichas

bacterias a una concentracién bacteriana estable que utilizarla por completo el

pantotenato de calcio suministrado.
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22. El método acorde con la cldusula 20, donde dicha cantidad de
pantotenato de caicio mantiene la produccion de etanol preferentements a la

proeduccién de acetato.

23. ElI método acorde con la clausula 20, donde dicha cantidad es de 1 a 25
ug de pantotenato de calcio/gramo de céluias bacterianas secas producidas, ~—
24, El método acorde con la clausula 20, donde dicha cantidad es de 2 a 25
ug de pantotenato de calcidémmo de células bacterianas secas producidas. —
25. El método acorde con la clausula 20, que ademas comprende el paso de
prevenir la adaptaqi_-én de dichas bacterias en dicho biorreactor a dicha cantidad
de pantotenato de calcio manteniendo una concentracién constante de
pantotenato de calcio y ajustando los pardmetros seleccionados del grupo
formado por velocidad del gas, velocldad del liquido, velocidad de agitacion y

presién parcial de hidrégeno gaseoso.

268. E! método acorde con la clausula 20, que ademas comprande el
suministro de un exceso de gas reductor hidrégeno a dicho biorreactor antes de

suministrar dicha cantidad de pantotenato de calcio.

27. El método acorde con la clausula 9, donde dicho paso de manipulacidn
comprende la alimentacion en dicho biorreactor de fermentacidn de dicho
medio de nutrientes que comprende una cantidad de cobalto en un rango de 5
a 100 ug de cobalto/gramo de células bacterianas secas producidas en dicho

biorreactor.

28. El método acorde con fa clusuia 27, donde dicha cantidad de cobaito es
menor que la requerida para mantener dichas bacterias a una concentracion

bacteriana estable que utilizaria por completo el cobalto suministrado.—
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29. El método acorde con la clausula 27, donde dicha cantidad de cobalto

mantiene una producclén preferencial de aetanol antes que de acetato.

30. El método acorde con la cldusula 27, donde dicha cantidad es de 20 a
50 pg- de pantotenato de calcio/gramo de células bacterianas secas producidas.
31.. El método acorde con la clausula 27, que ademas comprende el paso de
prevenir la adaptacién de dichas bacterias en dicho biorreactor a dicha cantidad
de cobalto manteniendo la c.oncentracidn de cobalto constante y ajustando los
parémetros seleccionados de! grupo formado por velocidad del gas, velocidad
del lfquido, velocida.d de agitacidn y presién parcial de hidrdgeno gasecso.——

p.p. Bioengineering Resources, Inc.

A
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METODOS PARA AUMENTAR LA PRODUCCION DEL ETANOL DE UNA
FERMENTACION MICROBIANA '
RESUMEN

Un método estable y continuo para producir etanol a partir de la
fermentacién bacteriana anaerdbica de un sustrato gaseaso que contiene al
menos un gas reductor. Dicha farmentacién incluye cultivar bacterias
acetogénicas anaerdbicas en un blorreactor de fermentacion con un medio
nutriente liquido; proporcionar el sustrato gaseoso al biorreactor; y manipular
las bacterias en ei. mismo reduciendo el potencial redox, o aumentando la
proporciébn de NAD(P)H respecto de NAD(P) en el caldo de fermentacién,
después de_,que las bacterias alcancen un estado estacionario y una
concentraciér.l estable de células en el biorreactor. La concentracion de acido
acético libre en el biorreactor se mantiene en menos de 5 g/l de acido libre.
Dicho métado permite la produccidn de etanol en el caldo de fermentacion en el
“biorreactor a una productividad mayor de 10 gAl diarios. Se produce tanto etanoi
como acetato en una proporcidén de etanol a acetato dentro del rango de 1:1 y

201,
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