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DESCRIPCION

Un proceso para fermentar sustratos gaseosos que contienen CO, utilizando un bajo nivel de selenio en el medio de
fermentacion

Se proporciona un proceso para fermentar un sustrato gaseoso que contiene CO, en el que los niveles de selenio en
el medio de fermentacién y en la biomasa que sale de la fermentacion estan a niveles bajos, y en el que el sustrato
que contiene CO suministrado al fermentador tiene una proporciéon molar de H, a CO de 0,2 o mas.

Antecedentes

Las fermentaciones tienen lugar en medios liquidos definidos. Estos medios tipicamente incluiran diversas fuentes
de macro y micronutrientes que son importantes para mejorar el rendimiento de la fermentacion. Los medios
utilizados en conexion con sustratos menos comunes, como sustratos gaseosos, requieren medios bien definidos
para optimizar el rendimiento. Las fermentaciones anaerdbicas también requieren medios bien definidos.

Los microorganismos anaerdbicos pueden producir etanol a partir del monoéxido de carbono (CO) mediante la
fermentacion de sustratos gaseosos. Las fermentaciones que utilizan microorganismos anaerdbicos del género
Clostridium producen etanol y otros productos utiles. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No. 5,173,429
describe Clostridium ljungdahlii ATCC No. 49587, un microorganismo anaerobio que produce etanol y acetato a
partir de gas de sintesis. La Patente de Estados Unidos No. 5,807,722 describe un método y aparato para convertir
gases residuales en 4cidos organicos y alcoholes usando Clostridium ljungdahlii ATCC No. 55380. La Patente de
Estados Unidos No. 6,136,577 describe un método y aparato para convertir gases residuales en etanol usando
Clostridium ljungdahlii ATCC No. 55988 y 55989.

La patente de los Estados Unidos No. 7,285,402 describe medios conocidos para su uso en la fermentacion
anaerobia de sustratos gaseosos para producir etanol. Diversos componentes y concentraciones de componentes
en el medio son efectivas para proporcionar altos niveles de productividad de etanol. La eliminacién de ciertos
componentes y la reduccién de los niveles de concentracién requeridos de otros componentes, al tiempo que se
mantiene la productividad del etanol, puede proporcionar ahorros de costes significativos, especialmente a una
fermentacion a escala comercial.

La ruta de Wood-Ljungdahl es bien conocida en la técnica e incluye reacciones que se pueden separar en dos
ramas: (1) rama de metilo y (2) rama de carbonilo. La rama de metilo convierte el gas de sintesis en metil-
tetrahidrofolato (metil-THF) mientras que la rama de carbonilo convierte el metil-THF en acetil-CoA. El acetil-CoA se
puede entonces convertir a etanol. Las enzimas catalizan reacciones en la ruta de Wood-Ljungdahl y esas enzimas
requieren diversos elementos para una funcionalidad 6ptima. Por ejemplo, la formiato deshidrogenasa, una enzima
importante en la ruta de Wood-Ljungdahl, requiere selenio para una actividad optima. Saxena et al., J Ind Microbiol
Biotech (2011), pags. 513-521, discuten el efecto de los oligoelementos en la produccion de etanol del gas de
sintesis por Clostridium ragsdalei y concluyen que un aumento en la concentracion de SeO4 podria aumentar la
produccién de etanol.

Sumario

El proceso de la invencion para fermentar un sustrato gaseoso que contiene CO incluye fermentar el sustrato
gaseoso que contiene CO en un medio de fermentacion que tiene menos de 1 ppm de selenio y en el que el nivel de
selenio en la biomasa que sale de la fermentacion es de 0,01 a 1 ppm. Ademas, el sustrato que contiene CO
proporcionado al fermentador tiene una proporcién molar de H, a CO de 0,2 o mas. El proceso es efectivo para
proporcionar un STY especifico (rendimiento de espacio tiempo) de al menos 1 gramo de etanol/(L-dia-gramo de
células). El medio de fermentacion preferiblemente incluye al menos aproximadamente 112 mg de nitrégeno por
gramo de células, al menos aproximadamente 10,5 mg de fésforo por gramo de células, o al menos
aproximadamente 26 mg de potasio por gramo de células. El medio de fermentacion tiene preferiblemente menos de
aproximadamente 1,04 ppm de boro, menos de aproximadamente 0,16 ppm de manganeso, menos de
aproximadamente 0,26 ppm de molibdeno o menos de aproximadamente 0,16 ppm de cobre.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra las conversiones de gases y la densidad celular de la inoculacion de Clostridium ljungdahlii C-01
en un medio que no contiene Selenio.

La Figura 2 ilustra las conversiones de gases y la densidad celular de la inoculacion de Clostridium ljungdahlii C-01
en un medio que contiene Selenio.

La Figura 3 muestra una comparacién de curvas de crecimiento entre cultivos de C. autoethanogenum cultivados en
tubos de cultivo con medio con y sin selenio.
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Descripcion detallada

Se proporciona un proceso que sorprendente e inesperadamente proporciona un alto nivel de productividad de
etanol incluso después de eliminar o reducir las concentraciones de selenio que anteriormente se pensaba que eran
esenciales o requeridas a ciertos niveles de concentracion.

Las fermentaciones de gas de sintesis realizadas en biorreactores con medio y bacterias acetogénicas como se
describe aqui son efectivas para proporcionar conversiones de CO en gas de sintesis a alcoholes y otros
productos. En este aspecto, la productividad puede expresarse como STY (rendimiento de espacio tiempo
expresado como g de alcohol total/(L-dia). En este aspecto, el proceso es eficaz para proporcionar un STY
(rendimiento de espacio tiempo) de al menos aproximadamente 10 g o mas de alcohol total/(L-dia). Los posibles
valores de STY incluyen aproximadamente 10 g de alcohol total/(L-dia) a aproximadamente 200 g de alcohol
total/(L-dia), en otro aspecto, aproximadamente 10 g de alcohol total/(L-dia) a aproximadamente 160 g de alcohol
total/(L-dia), en otro aspecto, aproximadamente 10 g de alcohol total/(L-dia) a aproximadamente 120 g de alcohol
total/(L-dia), en otro aspecto, aproximadamente 10 g de alcohol total/(L-dia) a aproximadamente 80 g de alcohol
total/(L-dia), en otro aspecto, aproximadamente 20 g de alcohol total/(L-dia) a aproximadamente 140 g de alcohol
total/(L-dia), en otro aspecto, aproximadamente 20 g de alcohol total/(L-dia) a aproximadamente 100 g de alcohol
total/(L-dia), en otro aspecto, aproximadamente 40 g de alcohol total/(L-dia) a aproximadamente 140 g de alcohol
total/(L-dia), y en otro aspecto, aproximadamente 40 g de alcohol total/(L-dia) a aproximadamente 100 g de alcohol
total/(L-dia).

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, los siguientes términos, tal como se usan a lo largo de esta especificaciéon para
la presente divulgacion, se definen a continuacion y pueden incluir las formas de definiciones en singular o plural que
se definen a continuacion:

El término "aproximadamente" que modifica cualquier cantidad se refiere a la variacién en esa cantidad encontrada
en condiciones del mundo real, por ejemplo, en el laboratorio, planta piloto o instalacion de produccién. Por ejemplo,
una cantidad de un ingrediente o medida empleada en una mezcla o cantidad cuando se modifica por
"aproximadamente" incluye la variacién y el grado de cuidado tipicamente empleados en la medicion en una
condicion experimental en una planta de produccion o laboratorio. Por ejemplo, la cantidad de un componente de un
producto cuando se modifica por "aproximadamente" incluye la variacion entre lotes en mdltiples experimentos en la
planta o laboratorio y la variacién inherente en el método analitico. Ya sea o no modificado por "aproximadamente",
las cantidades incluyen equivalentes a esas cantidades. Cualquier cantidad indicada aqui y modificada por
"aproximadamente" también se puede emplear en la presente divulgacion como la cantidad no modificada por
"aproximadamente".

El término "sustrato gaseoso" se usa en un sentido no limitativo para incluir sustratos que contienen o se derivan de
uno 0 Mas gases.

El término "sintegas" o “gas de sintesis” significa gas de sintesis, que es el nombre dado a una mezcla de gases que
contiene cantidades variables de mondxido de carbono e hidrégeno. Los ejemplos de métodos de produccion
incluyen la reforma de vapor de gas natural o hidrocarburos para producir hidrégeno, la gasificacién de carbén y en
algunos tipos de instalaciones de gasificacion de residuos a energia. EI nombre proviene de su uso como
intermediarios en la creacion de gas natural sintético (SNG) y para la produccidon de amoniaco o metanol. El gas de
sintesis es combustible y se usa a menudo como fuente de combustible o como intermediario para la produccion de
otros quimicos.

El término "fermentador" incluye un dispositivo de fermentacién que consta de uno o mas recipientes y/o torres o
disposiciones de tuberias, que incluye el reactor de tanque agitado continuo (CSTR), reactor de células
inmovilizadas (ICR), reactor de lecho de trituracion (TBR), reactor biopelicula de lecho mévil (MBBR), columna de
burbujas, fermentador de elevacion de gas, reactor de membrana como biorreactor de membrana de fibra hueca
(HFMBR), mezclador estatico u otro recipiente u otro dispositivo adecuado para el contacto gas liquido.

Los términos "fermentacién", "proceso de fermentacion" o "reaccién de fermentacién" y similares pretenden abarcar
tanto la fase de crecimiento como la fase de biosintesis del producto del proceso. En un aspecto, la fermentacion se
refiere a la conversion de CO en alcohol.

El término "densidad celular" significa masa de células de microorganismos por unidad de volumen de caldo de
fermentacion, por ejemplo, gramos/litro.

El término "aumentar la eficiencia", " eficiencia aumentada " y similares, cuando se usa en relacién con un proceso
de fermentacién incluye aumentar una o mas de la rata de crecimiento de microorganismos en la fermentacion, el
volumen o la masa del producto deseado (tal como alcoholes) producidos por volumen o masa de sustrato (tal como
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monoxido de carbono) consumido, la rata de produccién o nivel de produccion del producto deseado, y la proporcion
relativa del producto deseado producido en comparacion con otros subproductos de fermentacion.

Tal como se usa aqui, "alcohol total" incluye etanol, butanol, propanol y metanol. En un aspecto, el alcohol total
puede incluir al menos aproximadamente 75 por ciento en peso 0 mas de etanol, en otro aspecto, aproximadamente
80 por ciento en peso o mas de etanol, en otro aspecto, aproximadamente 85 por ciento en peso o mas de etanol,
en otro aspecto, aproximadamente 90 por ciento o mas de etanol, y en otro aspecto, aproximadamente 95 por ciento
en peso o0 mas de etanol. En otro aspecto, el alcohol total puede incluir aproximadamente 25 por ciento en peso o
menos de butanol.

El término "captacién de CO especifica" significa una cantidad de CO en mmoles consumida por la unidad de masa
de células de microorganismos (g) por unidad de tiempo en minutos, es decir, mmoles/gramo/minuto.

Sustrato que contiene CO

Un sustrato que contiene CO puede incluir cualquier gas que incluya CO. En este aspecto, un gas que contiene CO
puede incluir gas de sintesis, gases industriales y mezclas de los mismos.

El gas de sintesis puede proporcionarse desde cualquier fuente conocida, en un aspecto, el gas de sintesis puede
obtenerse de la gasificacion de materiales carbonosos. La gasificacion implica la combustion parcial de biomasa en
un suministro restringido de oxigeno. El gas resultante incluye principalmente CO y Hj. En este aspecto, el gas de
sintesis contendra al menos aproximadamente CO al 10% molar, en un aspecto, al menos aproximadamente 20%
molar, en un aspecto, aproximadamente 10 a aproximadamente 100% molar, en otro aspecto, aproximadamente 20
a aproximadamente 100% molar de CO, en otro aspecto, aproximadamente 30 a aproximadamente 90% molar de
CO, en otro aspecto, aproximadamente 40 a aproximadamente 80% molar de CO, y en otro aspecto,
aproximadamente 50 a aproximadamente 70% molar de CO. En la presente invencion, el CO que contiene el
sustrato proporcionado al fermentador tiene una proporcién molar de H, a CO de 0,2 o mas.

Algunos ejemplos de métodos y aparatos de gasificacion adecuados se proporcionan en los numeros de serie de
Estados Unidos 61/516,667, 61/516,704 y 61/516,646, todos los cuales fueron archivados el 6 de abril de 2011,
véanse los correspondientes documentos US 2012/0256129, US 2012/0256130 y US 2012/0256131.

En otro aspecto, el proceso tiene aplicabilidad para soportar la produccion de alcohol a partir de sustratos gaseosos
tales como gases de combustion industriales que contienen CO de gran volumen. En algunos aspectos, un gas que
incluye CO se deriva de residuos que contienen carbono, por ejemplo, gases residuales industriales o de la
gasificacion de otros desechos. Como tal, los procesos representan procesos efectivos para capturar carbono que
de otro modo se agotaria en el medio ambiente. Ejemplos de gases de combustion industrial incluyen gases
producidos durante la fabricacidon de productos de metales ferrosos, fabricacién de productos no ferrosos, procesos
de refinacion de petréleo, gasificacion de carboén, gasificacion de biomasa, produccion de energia eléctrica,
produccién de negro de humo, produccién de amoniaco, produccion de metanol y fabricacion de coque.

Dependiendo de la composiciéon del sustrato que contiene CO, el sustrato que contiene CO puede proporcionarse
directamente a un proceso de fermentacién o puede modificarse adicionalmente para incluir una proporcién molar de
H, a CO apropiada. El sustrato que contiene CO proporcionado al fermentador tiene una proporcién molar de H; a
CO de aproximadamente 0,2 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 0,25 o mas, y en otro aspecto,
aproximadamente 0,5 o mas. El sustrato que contiene CO proporcionado al fermentador puede incluir
aproximadamente 40 por ciento molar o mas CO mas Hz y aproximadamente 30 por ciento molar o menos de CO, o
aproximadamente 50 por ciento molar o mas CO mas H; y aproximadamente 35 por ciento molar o menos de CO, o
aproximadamente 80 por ciento molar o mas CO mas H y aproximadamente 20 por ciento molar o menos de CO.

En un aspecto, el sustrato que contiene CO incluye principalmente CO y H,. En este aspecto, el sustrato que
contiene CO contendra al menos aproximadamente 10% molar de CO, en un aspecto, al menos aproximadamente
20 moles en otro aspecto, aproximadamente 40 a aproximadamente 80% molar de CO, y en otro aspecto,
aproximadamente 50 a aproximadamente 70% molar de CO. El sustrato que contiene CO tendra una proporcion
CO/CO, de al menos aproximadamente 0,75, en otro aspecto, al menos aproximadamente 1,0, y en otro aspecto, al
menos aproximadamente 1,5.

En un aspecto, un separador de gas esta configurado para separar sustancialmente al menos una parte de la
corriente de gas, en la que la parte incluye uno o mas componentes. Por ejemplo, el separador de gas puede
separar CO; de una corriente de gas que comprende los siguientes componentes: CO, COy, Ha, en el que el CO;
puede pasar a un eliminador de CO; y el resto de la corriente de gas (que comprende CO y Hy) puede pasarse a un
biorreactor. Se puede utilizar cualquier separador de gases conocido en la técnica. En este aspecto, el gas de
sintesis proporcionado al fermentador tendrd aproximadamente 10% molar o menos de CO,, en otro aspecto,
aproximadamente 1% molar o menos de COg, y en otro aspecto, aproximadamente 0,1% molar o menos de CO».
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Ciertas corrientes de gas pueden incluir una alta concentracion de CO y bajas concentraciones de H,. En un
aspecto, puede ser deseable optimizar la composicién de la corriente de sustrato para lograr una mayor eficacia de
produccién de alcohol y/o captura de carbono global. Por ejemplo, la concentraciéon de H: en la corriente de sustrato
puede aumentarse antes de que la corriente pase al biorreactor. En el proceso de la invencion, el sustrato que
contiene CO proporcionado al fermentador tiene una proporciéon molar de H, a CO, de 0,2 o mas. De acuerdo con
aspectos particulares de la invencion, las corrientes de dos o mas fuentes se pueden combinar y/o mezclar para
producir una corriente de sustrato deseable y/u optimizada. Por ejemplo, una corriente que comprende una alta
concentracion de CO, tal como el escape de un convertidor de fabrica de una aceria, se puede combinar con una
corriente que comprende altas concentraciones de Hy, tal como el gas residual de un horno de coque de una aceria.

Dependiendo de la composicién del sustrato que contiene CO gaseoso, también puede ser deseable tratarlo para
eliminar cualquier impureza indeseada, tal como particulas de polvo antes de introducirlo en la fermentacién. Por
ejemplo, el sustrato gaseoso puede filtrarse o frotarse usando métodos conocidos.

Disefio y operacion de biorreactores

De acuerdo con un aspecto, el proceso de fermentacion se inicia mediante la adicion de un medio al recipiente del
reactor. Algunos ejemplos de composiciones de medios se describen en la patente de los Estados Unidos No.
7,285,402, presentada el 23 de julio de 2001. El medio puede esterilizarse para eliminar microorganismos
indeseables y el reactor se inocula con los microorganismos deseados. La esterilizacién puede no ser siempre
requerida.

En un aspecto, los microorganismos utilizados incluyen bacterias acetogénicas. Los ejemplos de bacterias
acetogeénicas utiles incluyen las del género Clostridium, tales como cepas de Clostridium ljungdahlii, que incluyen las
descritas en los documentos WO 2000/68407, EP 117309, patentes de los Estados Unidos numeros 5,173,429,
5,593,886 y 6,368,819, WO 1998/00558 y WO 2002/08438, cepas de Clostridium autoethanogenum (DSM 10061 y
DSM 19630 de DSMZ, Alemania) que incluyen las descritas en los documentos WO 2007/117157 y WO
2009/151342 y Clostridium ragsdalei (P11, ATCC BAA-622) y Alkalibaculum bacchi (CP11, ATCC BAA-1772)
incluidos los descritos respectivamente en la patente estadounidense No. 7,704,723 y "Biocombustibles y
bioproductos a partir de gas de sintesis generado por biomasa", Hasan Atiyeh, presentada en Oklahoma EPSCoR
Conferencia estatal anual, 29 de abril de 2010 y Clostridium carboxidivorans (ATCC PTA-7827) descrita en la
Solicitud de patente de los Estados Unidos No. 2007/0276447. Otros microorganismos adecuados incluyen los del
género Moorella, incluyendo Moorella sp. HUC22-1, y los del género Carboxydothermus. Se pueden usar cultivos
mixtos de dos 0 mas microorganismos.

Algunos ejemplos de bacterias utiles incluyen Acetogenium kivui, Acetoanaerobium noterae, Acetobacterium
woodii, Alkalibaculum bacchiCP11 (ATCC BAA-1772), Blautia producta, Butyribacterium
methylotrophicum, Caldanaerobacter subterraneous, Caldanaerobacter subterraneous pacificus, Carboxydothermus
hydrogenoformans, Clostridium aceticum, Clostridium acetobutylicum, Clostridium acetobutylicum P262 (DSM 19630
de DSMZ Alemania), Clostridium autoethanogenum (DSM 19630 de DSMZ Alemania), Clostridium
autoethanogenum (DSM 10061 de DSMZ Alemania), Clostridium autoethanogenum (DSM 23693 de DSMZ
Alemania), Clostridium autoethanogenum (DSM 24138 de DSMZ Alemania), Clostridium carboxidivorans P7 (ATCC
PTA-7827), Clostridium coskatii (ATCC PTA-10522), Clostridium drakei, Clostridium ljungdahli PETC (ATCC
49587), Clostridium ljungdahlii ERI2 (ATCC 55380), Clostridium ljungdahlii C-01(ATCC 55988), Clostridium
ljungdahlii O-52 (ATCC 55889), Clostridium magnum, Clostridium pasteurianum (DSM 525 de DSMZ
Alemania), Clostridium ragsdali P11 (ATCC BAA-622), Clostridium scatologenes, Clostridium
thermoaceticum, Clostridium ultunense, Desulfotomaculum kuznetsovii, Eubacterium limosum, Geobacter
sulfurreducens, Methanosarcina acetivorans, Methanosarcina barkeri, Morrella ~ thermoacetica, Morrella
thermoautotrophica, Oxobacter pfennigii, Peptostreptococcus productus, Ruminococcus praductus,
Thermoanaerobacter kivui, y mezclas de los mismos.

Todas las cepas de este grupo tienen un tamafio del genoma de alrededor de 4,2 MBp (Kopke et al., 2010) y una
composicion de GC de alrededor del 32% molar (Abrini et al., 1994; Kopke et al., 2010; Tanner et al. 1993,
documento WO 2008/028055, patente de Estados Unidos 2011/0229947) y operones de genes clave esenciales
conservados que codifican enzimas de la ruta de Wood-Ljungdahl (mondxido de carbono deshidrogenasa, formil-
tetrahidrofolato sintetasa, metileno-tetrahidrofolato deshidrogenasa, formil-tetrahidrofolato ciclohidrolasa, metileno-
tetrahidrofolato reductasa, y monodxido de carbono deshidrogenasa/acetil-CoA sintasa), hidrogenasa, formiato
deshidrogenasa, complejo Rnf (MfCDGEAB), piruvato:ferredoxin oxidorreductasa, aldehido:ferredoxin
oxidorreductasa (Kopke et al., 2010, 2011). Se ha encontrado que la organizacién y el numero de genes de la ruta
de Wood-Ljungdahl, responsables de la absorcion de gas, son los mismos en todas las especies, a pesar de las
diferencias en las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos (Kopke et al., 2011).

Todas las cepas tienen una morfologia y tamafio similar (las células de crecimiento logaritmicas estéan entre 0,5-0,7 x
3-5 uym), son mesodfilas (temperatura éptima de crecimiento entre 30-37 °C) y estrictamente anaerobias (Abrini et al.,
1994; Tanner et al, 1993) (documento WO 2008/028055). Ademas, todos comparten los mismos rasgos
filogenéticos principales, como el mismo intervalo de pH (pH 4-7,5, con un pH inicial 6ptimo de 5,5-6), fuerte
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crecimiento autétrofo en gases que contienen CO con ratas de crecimiento similares, y un perfil metabdlico
con etanol y acido acético como principal producto final de fermentacién, con pequefas cantidades de 2,3-butanodiol
y acido lactico formados bajo ciertas condiciones (Abrini et al., 1994; Kopke et al., 2011; Tanner et al., 1993;
documento WO 2008/028055). La produccion de indol se ha observado con todas las especies. Sin embargo, las
especies se diferencian en la utilizacion del sustrato de diversos azlcares (por ejemplo, ramnosa, arabinosa), acidos
(por ejemplo, gluconato, citrato), aminoacidos (por ejemplo, arginina, histidina) u otros sustratos (por ejemplo,
betaina, butanol). Se descubrié que algunas de las especies son auxétrofas a ciertas vitaminas (por ejemplo,
tiamina, biotina) mientras que otras no.

Por lo tanto, los rasgos descritos no son especificos de un organismo como C. autoethanogenum o C. ljungdahlii,
sino mas bien rasgos generales para Clostridios carboxidotréficos que sintetizan etanol. Por lo tanto, se puede
anticipar que la invencién funcionara a través de estas cepas, aunque puede haber diferencias en el rendimiento.

La fermentacion se debe llevar a cabo bajo condiciones apropiadas para que se produzca la fermentacion deseada
(por ejemplo, CO a etanol). Las condiciones de reaccion que se deben considerar incluyen presién, temperatura,
rata de flujo de gas, rata de flujo de liquido, pH del medio, potencial reaccién de reduccion:oxidacion del medio, rata
de agitaciéon (si se usa un reactor de tanque agitado continuo), nivel de inéculo, concentraciones maximas de
sustrato de gas para asegurar que el CO en la fase liquida no se vuelve limitante, y las concentraciones maximas del
producto para evitar la inhibiciéon del producto.

Los métodos se pueden usar para mantener la viabilidad de un cultivo microbiano, en el que el cultivo microbiano
esta limitado en CO, de modo que la rata de transferencia de CO a la soluciéon es menor que la rata de absorcién del
cultivo. Tales situaciones pueden surgir cuando un sustrato que comprende CO no se proporciona continuamente al
cultivo microbiano; la rata de transferencia de masa es baja; o hay CO insuficiente en una corriente de sustrato para
mantener la vitalidad del cultivo a la temperatura 6ptima. En dichas realizaciones, el cultivo microbiano agotara
rapidamente el CO disuelto en el medio de nutriente liquido y se volvera un sustrato limitado ya que no se puede
proporcionar un sustrato adicional lo suficientemente rapido.

Inicio: tras la inoculacién, se establece una rata de suministro de gas de alimentacion inicial efectiva para el
suministro de la poblacién inicial de microorganismos. El gas efluente se analiza para determinar el contenido del
mismo. Los resultados del analisis de gases se usan para controlar las ratas de gas de alimentacion. En este
aspecto, el proceso proporciona una concentracion calculada de CO a una proporcion de densidad celular inicial de
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,9, en otro aspecto, aproximadamente 0,6 a aproximadamente 0,8, en
otro aspecto, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,7, y en otro aspecto, aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 0,6.

En otro aspecto, un proceso de fermentacion incluye proporcionar gas de sintesis a un medio de fermentacion en
una cantidad efectiva para proporcionar una concentracién de CO calculada inicial en el medio de fermentacién de
aproximadamente 0,15 mM a aproximadamente 0,70 mM, en otro aspecto, aproximadamente 0,15 mM a
aproximadamente 0,50 mM, en otro aspecto, de aproximadamente 0,15 mM a aproximadamente 0,35 mM, en otro
aspecto, de aproximadamente 0,20 mM a aproximadamente 0,30 mM, y en otro aspecto, de aproximadamente 0,23
mM a aproximadamente 0,27 mM. El proceso es efectivo para aumentar la densidad celular en comparacion con una
densidad de células iniciales.

Postinicio: al alcanzar los niveles deseados, la fase liquida y el material celular se retiran del reactor y se reponen
con medio. El proceso es efectivo para aumentar la densidad celular a aproximadamente 2,0 gramos/litro o mas, en
otro aspecto, aproximadamente 2 a aproximadamente 30 gramos/litro, en otro aspecto, aproximadamente 2 a
aproximadamente 25 gramos/litro, en otro aspecto, aproximadamente 2 a aproximadamente 20 gramosl/litro, en otro
aspecto, aproximadamente 2 a aproximadamente 10 gramos/litro, en otro aspecto, aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 gramos/litro, en otro aspecto, aproximadamente 3 a aproximadamente 30 gramos/litro, en otro
aspecto, aproximadamente 3 a aproximadamente 6 gramos/litro, y en otro aspecto, aproximadamente 4 a
aproximadamente 5 gramos/litro.

Composicion del medio

En un aspecto, el medio incluye al menos una o mas de una fuente de nitrégeno, al menos una o mas fuentes de
fésforo y al menos una o mas de una fuente de potasio. El medio puede incluir cualquiera de los tres, cualquier
combinacién de los tres, y en un aspecto importante, incluye los tres. Una fuente de nitrégeno puede incluir una
fuente de nitrégeno seleccionada del grupo que consiste en cloruro de amonio, hidréxido de amonio, fosfato de
amonio, sulfato de amonio, nitrato de amonio y mezclas de los mismos. Una fuente de fosforo puede incluir una
fuente de fésforo seleccionada del grupo que consiste en acido fosférico, fosfato de amonio, fosfato de potasio y
mezclas de los mismos. Una fuente de potasio puede incluir una fuente de potasio seleccionada del grupo que
consiste en cloruro de potasio, fosfato de potasio, nitrato de potasio, sulfato de potasio y mezclas de los mismos.

En un aspecto, el medio incluye uno o mas de hierro, tungsteno, niquel, cobalto, magnesio, azufre y tiamina. El
medio puede incluir cualquiera de estos componentes, cualquier combinacion, y en un aspecto importante, incluye
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todos estos componentes. Un hierro puede incluir una fuente de hierro seleccionada del grupo que consiste en
cloruro ferroso, sulfato ferroso y mezclas de los mismos. Una fuente de tungsteno puede incluir una fuente de
tungsteno seleccionada del grupo que consiste en tungstato de sodio, tungstato de calcio, tungstato de potasio y
mezclas de los mismos. Una fuente de niquel puede incluir una fuente de niquel seleccionada del grupo que
consiste en cloruro de niquel, sulfato de niquel, nitrato de niquel y mezclas de los mismos. Una fuente de cobalto
puede incluir una fuente de cobalto seleccionada del grupo que consiste en cloruro de cobalto, fluoruro de cobalto,
bromuro de cobalto, yoduro de cobalto y mezclas de los mismos. Una fuente de magnesio puede incluir una fuente
de magnesio seleccionada del grupo que consiste en cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, fosfato de
magnesio y mezclas de los mismos. Una fuente de azufre puede incluir cisteina, sulfuro de sodio y mezclas de los
mismos.

Las concentraciones de diversos componentes son las siguientes:

Componente Intervalo de Intervalo preferido (expresado como mg o ug de
concentracién nutriente por gramo de células)
(expresado como
mg o ug de

nutriente por
gramo de células)

nitrégeno (N) 112-160 mg 140-150 mg
fésforo (P) 10,5-15 mg 12-13 mg
potasio (K) 26-36 mg 28-33 mg
hierro (Fe) 2,7-5mg 3,0-4,0 mg
tungsteno (W) 10-30 ug 15-25 ug
Niquel (Ni) 34-40 ug 35-37 ug
cobalto (Co) 9-30 ug 15-20 pg
magnesio (Mg) 4,5-10 mg 5-7mg
azufre (S) 11-20 mg 12-16 mg
tiamina 6,5-20 pg 7-12 ug

La operacion del proceso mantiene un pH en un intervalo de aproximadamente 4,2 a aproximadamente 4,8. El
medio incluye menos de aproximadamente 0,01 g/l de extracto de levadura y menos de aproximadamente 0,01 g/l
de carbohidratos.

En este aspecto, el medio puede tener niveles de concentracion reducidos de uno o0 mas nutrientes que incluyen B,
Mn, Mo y Cu. Las concentraciones de nutrientes en el medio pueden ser las siguientes:

B: menos de aproximadamente 1,04 ppm de B, en otro aspecto, menos de aproximadamente 1,0 ppm de B, en otro
aspecto, menos de aproximadamente 0,75 ppm de B, en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,5 ppm de B, y
en otro aspecto, menos que aproximadamente 0,025 ppm de B;

Mn: menos de aproximadamente 0,16 ppm de Mn, en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,15 ppm de Mn,
en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,10 ppm de Mn, en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,05
ppm de Mn, y en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,0025 ppm de Mn;

Mo: menos de aproximadamente 0,26 ppm de Mo, en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,25 ppm de Mo,
en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,20 ppm de Mo, en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,10
ppm de Mo, y en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,001 ppm de Mo; o

Cu: menos de aproximadamente 0,16 ppm de Cu, en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,15 ppm de Cu, en
otro aspecto, menos de aproximadamente 0,10 ppm de B, en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,05 ppm
de B, y en otro aspecto, menos de aproximadamente 0,01 ppm B.

En otro aspecto, las proporciones de peso pueden ser las siguientes:

NHs" a B: aproximadamente 625:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 650:1 o mas, en otro aspecto,

aproximadamente 675:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 700:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente
750:1 0 mas, y en otro aspecto, aproximadamente 800:1 o mas; o
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NH," a Mn: aproximadamente 4.050:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 4.100:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 4.200:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 4.300:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 4.400:1 o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 4.500:1 o mas; o

NHs" a Mo: aproximadamente 2.500:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 2.600:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 2.700:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 2.800:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 2.900:1 o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 3.000:1 o mas; o

NH." a Cu: aproximadamente 4.050:1 o mas; en otro aspecto, aproximadamente 4.100:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 4.200:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 4.300:1 o mas, en oftro aspecto,
aproximadamente 4.400:1 o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 4.500:1 o mas; o

P a B: aproximadamente 30:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 35:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 40:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 45:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente
50:1 o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 100:1 o mas; o

P a Mn: aproximadamente 190:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 200:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 225:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 250:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente
275:1 0o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 300:1 o mas; o

P a Mo: aproximadamente 120:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 130:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 140:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 150:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente
175:1 0 mas, y en otro aspecto, aproximadamente 200:1 o mas; o

P a Cu: aproximadamente 190:1 o mas; en otro aspecto, aproximadamente 200:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 225:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 250:1 o0 mas, en otro aspecto, aproximadamente
275:1 o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 300:1 o mas; o

K a B: aproximadamente 35:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 40:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 45:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 50:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente
75:1 0 mas, y en otro aspecto, aproximadamente 100:1 o mas; o

K a Mn: aproximadamente 245:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 250:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 260:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 270:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente
280:1 o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 300:1 o mas; o

K a Mo: aproximadamente 150:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 250:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 260:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 270:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente
280:1 o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 300:1 o mas; o

K a Cu: aproximadamente 245:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 250:1 o mas, en otro aspecto,
aproximadamente 260:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente 270:1 o mas, en otro aspecto, aproximadamente
280:1 o mas, y en otro aspecto, aproximadamente 300:1 0 mas.

En otro aspecto, el proceso y los medios son efectivos para proporcionar una conversiéon de CO de al menos
aproximadamente 5% a aproximadamente 99%, en otro aspecto, aproximadamente 10% a aproximadamente 90%,
en otro aspecto, aproximadamente 20% a aproximadamente 80%, en otro aspecto, aproximadamente 30% a
aproximadamente 70%, y en otro aspecto, aproximadamente 40% a aproximadamente 90%.

En otro aspecto, el proceso es eficaz para proporcionar un nivel de Se en la biomasa que sale de la fermentacion de
0,01 a 1 ppm de selenio, en otro aspecto, aproximadamente 0,75 ppm o menos, y en otro aspecto,
aproximadamente 0,5 ppm o menos, todo en base al peso seco. En otro aspecto, el nivel de Se en la biomasa que
sale de la fermentacion puede ser de 0,01 a aproximadamente 0,9 ppm, en otro aspecto, de 0,01 a
aproximadamente 0,75 ppm, en otro aspecto, de 0,01 a aproximadamente 0,5 ppm, en otro aspecto, de 0,01 a
aproximadamente 0,25 ppm, en otro aspecto, aproximadamente 0,025 a 1 ppm, en otro aspecto, aproximadamente
0,025 a aproximadamente 0,9 ppm, en otro aspecto, aproximadamente 0,025 a aproximadamente 0,75 ppm, en otro
aspecto, aproximadamente 0,025 a aproximadamente 0,5 ppm, en otro aspecto, aproximadamente 0,5 a 1 ppm, en
otro aspecto, aproximadamente 0,5 a aproximadamente 0,9 ppm, y en otro aspecto, aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 0,75 ppm. En un aspecto, Se puede incluir otras formas de selenio que incluyen -2, +2, +4 y +6
estados de oxidacién, y puede incluir, por ejemplo, selenito y selenato. Los intervalos indicados se refieren a
equivalentes de Se.

Ejemplos

Ejemplo 1: Evaluacion del crecimiento del cultivo en medio con selenito de sodio
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Preparacion del medio: el medio se preparo de la siguiente manera:

1x Medio Cantidad | 6x Medio A2 6x TE

FeCl,.4H20 (g) 0,24 NazSeOs (9) 0,08 | H3PO4 (85%) (mL) 68,2
H3PO, (85%) (mL) 0,86 NaxW04.2H20 (g) 1,92 CoCl».6H20 (g) 0,88
KCl (g) 3,00 H3PO4 (85%) (ML) | 0,00 NiCl2.6H20 (g) 0,00
MgCl,.6H20 (g) 0,48 Agua (mL) a500 | ZnS04.7H20 (9) 1,07
Agua (L) 9,50 Agua (mL) a 500
6x Med A2 (mL) 15,0

6x TE (mL) 4,6

Vitaminas™ (mL) 8,3

Agua(lL) a 10L

* Solucion de vitaminas: biotina, 0,04 g/L; tiamina HCI, 0,1 g/L y calcio d-Pantotenato, 0,0505 g/L

Inoculacion y mantenimiento del reactor: Se prepard un reactor de la serie BioFlo 310 (New Brunswick) para la
fermentaciéon anaerdbica que incluye lineas de gas, tanto internas como externas, purga de cultivo, lineas de
alimentacién y un sistema de reciclaje de células que incluye extraccion de permeado. Antes de la inoculacion, el
reactor se llené con 2 | de medio y se purgd con gas de sintesis durante al menos 2 horas, la temperatura se elevoé a
38 °C y se llevo el pH entre 4,4 y 4,7 y se mantuvo usando 0,5 M de NH4OH. El hidrosulfuro sédico (0,2% v/v) se
mezclé con el medio del reactor hasta una concentracion final de 9x10™% v/v. Durante la duracién del experimento,
la agitacion se mantuvo a 800 rpm.

El reactor se inoculdé con células que crecian exponencialmente desde un reactor principal para alcanzar una
concentracion celular inicial de 0,3 g/l (peso de células secas). Comenzando con una rata de flujo de gas de 15
ml/min de gas de sintesis (CO al 30%, Hz al 15%, CO; al 10%), se realizaron aumentos del 10% del flujo de gas por
hora para mantener el crecimiento celular y mantener las conversiones de Hy y CO >25 % y >80%, respectivamente,
segun se determina por cromatografia de gases (GC, SRI 8610C). Durante todo el experimento, la rata del flujo de
gas se mantuvo entre 250-300 ml/min. Se ajusto el flujo del medio para lograr un tiempo de retencion de liquido de
18-24 horas y se controlé la densidad celular usando un sistema de reciclado de células a base de fibra hueca. El
hidrosulfuro de sodio (0,2% v/v) se mezcl6é continuamente de manera directa con el medio del reactor a una rata
constante de 0,2 ml/min. Una vez que el cultivo alcanzé una densidad celular de 2,5 a 3 g/l de peso de células secas
(determinado por ODsgo), el sistema de reciclaje celular se apagd y el reactor se ejecuté como un sistema de una
sola pasada. Para analizar la formacién del producto, se tomaron muestras liquidas cada 4 horas y se analizaron
con un Liquid GC, Shimadzu GC-2014. Los reactores se mantuvieron en estado estacionario durante al menos 5
dias.

La siguiente tabla resume el rendimiento de la fermentacién en estado estacionario en un medio que contiene
selenio (Se(+)) y la Figura 1 ilustra el crecimiento celular y las conversiones de gas a lo largo del tiempo.

Medio Se (+)
Media | SD
Densidad celular (g/L) 2,96 |0,21

Tiempo de retencion celular (horas) | 22,78 12,93

EtOH (g/L) 12,49 0,63
HAc (g/L) 3,19 | 0,6
BuOH (g/L) 0,22 /0,02
H, Conversiones (%) 52,68 0,25
CO Conversiones (%) 91,36 10,73
EtOH Productividad (g/L/dia) 13,4 |2,04

Productividad especifica EtOH | 4,55 | 0,75
(g/L/dia/g de células secas)
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Medio Se (+)
Media | SD
HAc Productividad (g/L/dia) 3,72 | 0,5

Productividad especifica Hac | 1,32 |0,18
(g/L/dia/g de células)

Proporcién EtOH/Acetato 405 |0,74
Proporcion EtOH/BuOH 57,88 5,79
Productividad Total (g/L/dia) 16,78 | 2,15

Ejemplo 2: Evaluacion del crecimiento del cultivo en medio sin selenito de sodio

Preparacion del medio: El medio de Selenio (-) se preparé como en el Ejemplo 1, excepto que el selenito de sodio se
omitié de la receta.

Inoculacion y mantenimiento del reactor: se utilizé una configuracion como se describe en el Ejemplo 1.

La siguiente tabla resume el rendimiento de la fermentaciéon en un medio sin selenio (Se(-)) y la Figura 2 ilustra el
crecimiento celular y las conversiones de gas a lo largo del tiempo.

Medio Se (-)
Media | SD
Densidad celular (g/L) 296 | 0,2

Tiempo de retencion celular (horas) | 25,65 | 1,91

EtOH (g/L) 13,67 0,97
HAc (g/L) 2,38 | 04
BuOH (g/L) 0,21 |0,02
H, Conversiones (%) 42,02 |5,59
CO Conversiones (%) 85,03 | 2,27
EtOH Productividad (g/L/dia) 12,88 1,53

Productividad  especifica  EtOH | 4,36 |0,48
(g/L/dia/g de células secas)

HAc Productividad (g/L/dia) 2,24 10,38

Productividad especifica Hac | 0,76 |0,15
(g/L/dia/g de células)

Proporcién EtOH/Acetato 593 /1,23
Proporcion EtOH/BuOH 67,35 18,24
Productividad Total (g/L/dia) 15,06 | 1,61

Ejemplo 3: cuantificacién de Se en la masa celular.

En el momento del apagado del reactor, se retiraron 200 ml de cultivo y se centrifugaron a 4.000 rpm durante 5
minutos a 4 °C en una centrifuga Allegra 25R (Beckman Coulter). El sedimento se lavd y se resuspendié con 50 ml
de solucién de NaCl al 0,8% enfriada con hielo y una vez mas se centrifugd. El sedimento resultante se almacené a -
80 °C hasta el procesamiento. Paralelamente, se analizaron muestras del medio para detectar la presencia de Se
mediante el método de analisis por plasma inductiva entre acoplado (ICP) estandar descrito en 'Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater" 19th edition, A.D. Eaton, L.S. Clesceri and A.E. Greenberg, 1995, pp
3-34 Capitulo 3120 B.
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Andlisis de células: el contenido de selenio de las células se determind usando andlisis de analisis por plasma
inductiva entre acoplado (ICP). Las muestras se digirieron inicialmente con acido nitrico (5% v/v) y H202 (10% v/v) a
120 °C durante 2 horas para disolver las células ("Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater"
19th edition, A.D. Eaton, L.S. Clesceri and A.E. Greenberg, 1995, pp 3-5, Capitulo 3030 E) y el digerido resultante se
sometié a ICP.

Resultados: Evaluacion del contenido de selenio en los medios. La siguiente tabla resume el contenido de metal en
Se(+) y medio libre de Se utilizado en el experimento. Se tiene en cuenta que el contenido de Se en el medio libre de
Se se encuentra en el limite de deteccion mediante el andlisis ICP estandar, es decir, 0,03 ppm (*).

Medio Se (+) Medio Se (-)
Elementos | Concentraciones | SD | Concentraciones | SD
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Cl 114,2 | 3,83 112,3 | 3,21
Co 0,1981 | 0,004 0,1995 | 0,001
Fe 6,784 | 0,12 6,770 | 0,07
K 270,3 | 2,45 261,6 | 3,58
Mg 5,209 | 0,07 5,147 | 0,03
Na 0,8271 | 0,006 0,7483 | 0,007
Ni 0,2408 | 0,003 0,2407 | 0,003
69,43 | 1,46 66,83 | 0,62
S 2,054 | 0,02 2,050 | 0,007
Se* 0,1421 | 0,004 0,0322 | 0,000
w 3,362 | 0,03 3,246 | 0,07
Zn 0,4542 | 0,01 0,4502 | 0,005

Resultados: evaluacion del contenido de selenio en las células. El analisis de Se en las células muestra que las
células cultivadas en ausencia de selenito de sodio tienen un contenido de Se de 484 ppb (~0,5 ppm) en
comparacion con 34 ppm en las células cultivadas en presencia de sal de selenio. Esto constituye una reduccion del
98,5% en el contenido de Se de las células.

Ejemplo 4: Evaluacion de la rata de crecimiento celular de C. autoethanogenum en medio libre de Se usando tubos
de cultivo.

El siguiente medio (MES al 1 %) se utilizé para el crecimiento en tubos de cultivo.

Cantidad por litro

Componente

(-) Se (+) Se
MES (CsH13NO4S) 10g 10g
Solucién de sal mineral \V 125mL 12,5 mL
Solucién de resazurin @ 1 mL 1 mL
H3PO4 al 85% 37,5mL |37,5mL
ZnS04 - TH,0 010g | 0,10g
MnCl, - 4H,0 003g 003g
H3BO3 0,30g 0,30g
COCl; - 6H,0 0,30g | 0,30g
CuCl, - H,0 0,029 0,029
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Cantidad por litro

Componente

(-) Se (+) Se
NiCl; - 6H20 0,071g 0,071g
NaMoOQ;4 - 2H,0 0,039 0,039
FeCl; - H,O 2,00g 2,00g
Na,SeGz e 0,01g
Na,WO, - 2H,0 0,159 0,159
Total (en H20) 1.000 mL | 1.000 mL

1. Soluciéon madre de sal mineral (NaCl 80, g/L; NH4CI, 100 g/L; KCI, 10
g/L; KH2POy4, 10 g/L; MgSQO4-7H20, 20 g/L; CaCly-H20, 4 g/L).
2. Solucién de resazurin (1 g/L sal de resazurin de sodio).

Los tubos de cultivo llenos con 4 ml de medio apropiado se inocularon con una reserva congelada de C.
autoethanogenum (DSM #10061) y se presurizaron con gas de sintesis a 4 psig. Para preparar cultivos de semillas,
los tubos se sometieron a gas diariamente con gas de sintesis hasta que el cultivo alcanzé una ODsgg de 1,2. Cuatro
ml de MES +Se al 1% y/o MES -Se al 1% se inocularon con células vivas y se presurizaron con gas de sintesis. El
indculo se centrifugd primero a 3.000 rpm para sedimentar las células en condiciones anaerdbicas. El sedimento se
resuspendié posteriormente en medio fresco Se(+) o Se(-) y se us6 para inocular nuevos tubos de cultivo a un
objetivo de ODsgo= 0,3. Los cultivos se dejaron crecer en una incubadora de agitacién a 37 °C a 70 rpm. Los tubos
de cultivo inoculados con C.autoethanogenum a una ODsgg inicial= 0,3 en medio de MES Se(+) o Se(-) al 1% se
controlaron a lo largo del tiempo. La densidad 6ptica de cada tubo se midié inmediatamente después de la
inoculacion y una vez al dia después de eso. Como se ve en la Figura 3, las células en ambos medios crecieron a un
ODsgo>1. Durante la fase exponencial, ambos medios tuvieron la misma rata de crecimiento.

Ejemplo 5: Evaluacion del rendimiento de la fermentacion y la productividad de C.autoethanogenum con medio libre
de Se en un biorreactor.

El cultivo de C. autoethanogenum se uso para inocular un reactor de siembra que contenia medio de laboratorio
(reactor de 1 |, biorreactor de tanque agitado SR07000DLS, DASGIP). La inoculacién y el mantenimiento del reactor
fueron esencialmente como se describe en el Ejemplo 1. Una vez que este cultivo alcanzé el estado estacionario, se
uso para inocular un segundo reactor que contenia medio de laboratorio sin selenio. Luego se permitié que el cultivo
secundario alcanzara el estado estacionario y se mantuvo en ese estado durante no menos de 72 horas. El reactor
original también se controlé durante este tiempo como una comparacion.

La siguiente tabla resume la composicion del medio para experimentos con C. autoethanogenum.

1x Medio (10L) Cantidad | MPFN en 1L Cantidad

FeCl».4H20 (g) 0,30 Na,SeOs (g) 0,02

H3PO4 (85%) (mL) 0,75 Na;W0O4.2H.0 (g) | 0,40

KCl (9) 1,50 H3PO4 (85%) 100
(mL)

MgCl».6H20 (g) 1,25 ZnS04 . TH20 (g) 0,20

Agua (L) 9,50 NiCl2.6H20 (g) 0,19

MPFN (mL) 75,00 CoCl2.6H20 (g) 0,80

Vitaminas™ (mL) 5,00 Agua (mL) a 1.000

Agua (L) a 10L

* Solucién de vitaminas: Biotina, 0,04 g/L; Tiamina HCI, 0,1 g/L y calcio d-Pantotenato, 0,0505 g/L

Nota: Se preparé un MPFN separado sin Na,SeO; para la parte del experimento en la que el cultivo se propagd
en un medio que no contenia selenio.

12
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La siguiente tabla resume el rendimiento de fermentacion en estado estacionario de C. autoethanogenum en medios
Se(+) y Se(-). Los parametros en ambos casos cayeron dentro del intervalo esperado de desempefio y no mostraron
diferencias significativas entre los dos.

Medio Se Medio Se (-)
(+)
Media | SD | Media SD
Densidad celular(g/L) 265 0,05| 2,72 0,11

Tiempo de retencion | 22,97 (0,41 | 21,98 1,62
celular (horas)

EtOH (g/L) 1584 |0,97 | 13,95 | 0,59
HAG (g/L) 2,60 020 2,22 0,35
BuOH (g/L) 0,10 10,01 0,13 0,02

H, Conversiones (%) 46,93 (1,50 | 41,53 1,98
CO Conversiones (%) 88,13 (0,90 | 87,37 1,26

Tendencias similares se pueden observar en la productividad de cada cultivo como se muestra a continuacion.

Medio Se (+) | Medio Se (-)
Media |SD Media |SD
EtOH Productividad (g/L/dia) 16,56 | 1,11 15,31 1,19

Productividad EtOH  especifica | 6,24 0,39 |5,63 0,58
(g/L/dia/g de células)

HAc Productividad (g/L/dia) 2,72 (0,22 244 043

Productividad Hac especifica | 1,03 0,08 |0,90 0,17
(g/L/dia/g de células

Proporcion EtOH/Acetato 6,13 0,68 (6,49 1,37
Proporcion EtOH/BuOH 154,04 | 14,92 1 108,50 | 11,58
Productividad Total (g/L/dia) 19,28 (1,08 [17,74 1,30
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para fermentar un sustrato gaseoso que contiene CO, el proceso que comprende fermentar el
sustrato gaseoso que contiene CO en un medio de fermentacion, siendo el proceso efectivo para proporcionar un
STY especifico (rendimiento de espacio tiempo) de al menos 1 gramo de etanol/(L-dia-gramo de células), en el que
el medio de fermentacion tiene menos de 1 ppm de selenio, y en el que el nivel de selenio en la biomasa que sale de
la fermentacion es de 0,01 a 1 ppm, y ademas en el que el sustrato que contiene CO proporcionado al fermentador
tiene una proporcién molar H, a CO de 0,2 o mas.

2. El proceso de la reivindicacion 1, en el que el medio de fermentacién tiene menos de 1,04 ppm de boro, menos de
0,16 ppm de manganeso, menos de 0,26 ppm de molibdeno o menos de 0,16 ppm de cobre.

3. El proceso de la reivindicacién 1, en el que el medio de fermentacion incluye al menos uno o mas de
al menos 112 mg de nitrégeno por gramo de células,

al menos 10,5 mg de fésforo por gramo de células, o

al menos 26 mg de potasio por gramo de células.

4. El proceso de la reivindicacion 3, en el que el medio de fermentacion incluye al menos uno o mas de
112 a 125 mg de nitrégeno por gramo de células,

10,5 a 15 mg de fosforo por gramo de células, o

26 a 36 mg de potasio por gramo de células.

5. El proceso de la reivindicacion 3 en el que el nitrdgeno se proporciona a partir de una fuente de nitrégeno
seleccionada del grupo que consiste en cloruro de amonio, hidréxido de amonio, fosfato de amonio, sulfato de
amonio, nitrato de amonio y mezclas de los mismos, el fésforo se proporciona a partir de una fuente de fosforo
seleccionada del grupo que consiste en acido fosférico, fosfato de amonio, fosfato de potasio y mezclas de los
mismos, y el potasio se proporciona a partir de una fuente de potasio seleccionada del grupo que consiste en cloruro
de potasio, fosfato de potasio, nitrato de potasio, sulfato de potasio y mezclas de los mismos.

6. El proceso de la reivindicacioén 1, en el que el medio de fermentacion incluye uno o mas de
al menos 2,7 mg de hierro por gramo de células,

al menos 10 g de tungsteno por gramo de células,

al menos 34 ug de niquel por gramo de células,

al menos 9 ug de cobalto por gramo de células,

al menos 4,5 mg de magnesio por gramo de células,

al menos 11 mg de azufre por gramo de células, y

al menos 6,5 pg de tiamina por gramo de células.

7. El proceso de la reivindicacion 6, en el que el medio de fermentacion incluye uno o méas de
2,7 a 5 mg de hierro por gramo de células,

10 a 30 ug de tungsteno por gramo de células,

34 a 40 ug de niquel por gramo de células,

9 a 30 ug de cobalto por gramo de células,

4,5 a 10 mg de magnesio por gramo de células,

11 a 20 mg de azufre por gramo de células, y

6,5 a 20 pg de tiamina por gramo de células.

8. El proceso de la reivindicacion 6, en el que el hierro se proporciona a partir de una fuente de hierro seleccionada
del grupo que consiste en cloruro ferroso, sulfato ferroso y mezclas de los mismos, el tungsteno se proporciona a
partir de una fuente de tungsteno seleccionada del grupo que consiste del tungstato sodico, tungstato de calcio,
tungstato de potasio y mezclas de los mismos, el niquel se proporciona a partir de una fuente de niquel seleccionada
del grupo que consiste en cloruro de niquel, sulfato de niquel, nitrato de niquel y mezclas de los mismos, el cobalto
se proporciona a partir de una fuente de cobalto seleccionada del grupo que consiste en cloruro de cobalto, fluoruro
de cobalto, bromuro de cobalto, yoduro de cobalto y mezclas de los mismos, el magnesio se proporciona a partir de
una fuente de magnesio seleccionada del grupo que consiste en cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, fosfato
de magnesio y el azufre se proporciona a partir de una fuente de azufre seleccionada del grupo que consiste en
cisteina, sulfuro de sodio y mezclas de los mismos.

9. El proceso de la reivindicacion 1 en el que el pH del medio de fermentacion se mantiene en un intervalo de 4,2 a
4,8 o en el que el gas de sintesis tiene una proporcion CO/CO, de al menos 0,75 o en el que la fermentacion incluye
poner en contacto el gas de sintesis con una o mas bacterias acetogénicas.

10. El proceso de la reivindicacién 1 en el que el proceso es eficaz para proporcionar una densidad celular de al
menos 1,0 g/L o en el que el proceso es eficaz para proporcionar una conversion de CO de 5 a 99% o en el que el
medio de fermentacién tiene menos de 0,01 g/L de extracto de levadura o en el que el medio de fermentacion tiene
menos de 0,01 g/l de carbohidratos.
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