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DESCRIPCION
Fermentaciéon de CO; usando un potencial eléctrico
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere de forma general a métodos para producir productos, particularmente alcoholes, por
fermentacion microbiana. En particular, la invencioén se refiere a métodos para mejorar la eficiencia de la captura de
carbono en la fermentacion carboxidotrofica.

Antecedentes de la invencion

El etanol se esta convirtiendo rapidamente en un combustible de transporte liquido rico en hidrégeno principal en todo
el mundo. El consumo mundial de etanol en 2005 se estim6 en 12,2 mil millones de galones (46,2 mil millones de
litros). También se prevé que el mercado global de la industria de etanol como combustible continte creciendo
rapidamente en el futuro, debido a un interés creciente en el etanol en Europa, Japdn, Estados Unidos y varias
naciones en vias de desarrollo.

Por ejemplo, en los Estados Unidos, el etanol se usa para producir E10, una mezcla al 10% de etanol en gasolina. En
las mezclas E10, el componente etanol actia como un agente oxigenante mejorando la eficiencia de la combustion y
reduciendo la produccion de contaminantes atmosféricos. En Brasil, el etanol supone aproximadamente el 30% de la
demanda de combustible para transporte, tanto como un agente oxigenante mezclado en la gasolina y como
combustible puro en si mismo. Ademas, en Europa, las preocupaciones medioambientales relacionadas con las
consecuencias de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) han sido el estimulo para que la Unién Europea
(UE) establezca para las naciones miembros un objetivo obligatorio para el consumo de combustibles para transporte
sostenibles, tales como el etanol derivado de la biomasa.

La gran mayoria del etanol combustible se produce mediante procedimientos tradicionales de fermentacion basados
en levaduras que usan hidrocarburos derivados de cultivos, tales como sacarosa extraida de la cafia de azucar o el
almiddn extraido de cultivos de cereales, como la principal fuente de carbono. Sin embargo, el coste de estas materias
primas de hidrocarburos esta influido por su valor como alimentaciéon humana o animal, y la plantacion de cultivos que
producen almidén o sacarosa para la produccién de etanol no es sostenible econémicamente en todas las geografias.
Por lo tanto, hay un interés en el desarrollo de tecnologias para la conversion de recursos de carbono de menor coste
y/o mas abundantes en etanol combustible.

El CO es un subproducto principal, gratuito y rico en energia de la combustiéon incompleta de materiales organicos
tales como el carbdn o el petréleo y productos derivados del petrdleo. Por ejemplo, se ha informado que la industria
del acero en Australia produce y libera en la atmésfera mas de 500.000 toneladas de CO anualmente.

Se pueden usar procedimientos cataliticos para convertir gases que consisten principalmente en CO y/o CO e
hidrégeno (Hz) en varios combustibles y productos quimicos. También se pueden usar microorganismos para convertir
estos gases en combustibles y productos quimicos. Estos procedimientos bioldgicos, aunque generalmente son mas
lentos que las reacciones quimicas, tienen varias ventajas sobre los procedimientos cataliticos, incluyendo su mayor
especificidad, mayores rendimientos, menor coste energético y mayor resistencia al envenenamiento.

La capacidad de los microorganismos para crecer en CO como Unica fuente de carbono se descubrié en primer lugar
en 1903. Mas tarde se determind que esto era una propiedad de organismos que usan la via bioquimica de la acetil-
coenzima A (acetil CoA) para el crecimiento autotréfico (también denominada via de Woods-Ljungdahl y via de la
monoxido de carbono deshidrogenasa/acetil CoA sintasa (via CODH/ACS)). Se ha demostrado que un gran nimero
de organismos anaerdbicos, incluyendo organismos carboxidotroficos, fotosintéticos, metanogénicos y acetogénicos,
metabolizan CO a varios productos finales, principalmente CO5, H,, metano, n-butanol, acetato y etanol. Aunque usan
CO como unica fuente de carbono, todos estos organismos producen al menos dos de estos productos finales.

Se ha demostrado que las bacterias anaerobicas, tales como las del género Clostridium, producen etanol a partir de
CO, COz y H; a través de la via bioquimica de la acetil CoA. Por ejemplo, varias cepas de Clostridium ljungdahlii que
producen etanol a partir de gases se describen en los documentos WO 00/68407, EP 117309, las patentes
estadounidenses N° 5.173.429, 5.593.886 y 6.368.819 y los documentos WO 98/00558 y 02/08438. También se sabe
que la bacteria Clostridium autoethanogenum sp. produce etanol a partir de gases (Abrini et al., Archives of
Microbiology 161, pags.. 345-351 (1994)).

Sin embargo, la produccion de etanol por microorganismos mediante fermentacion de gases se asocia siempre con
una coproduccion de acetato y/o acido acético. Como parte del carbono disponible se convierte en acetato/acido
acético en vez de en etanol, la eficiencia de la produccién de etanol usando dichos procedimientos de fermentacion
puede ser menos que la adecuada. Ademas, a menos que el subproducto de acetato/acido acético pueda ser utilizado
para algun otro objetivo, puede presentar problemas de eliminacion de residuos. El acetato/acido acético es convertido
en metano por los microorganismos y, por lo tanto, tiene el potencial de contribuir a las emisiones de GEI.

Se sabe que varias enzimas que estan asociadas con la capacidad de los microorganismos para usar el monoxido de
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carbono como su unica fuente de carbono y energia necesitan cofactores metalicos para su actividad. Ejemplos de
enzimas clave que necesitan enlazarse a un cofactor metalico para su actividad incluyen la mondxido de carbono
deshidrogenasa (CODH) y la acetil CoA sintasa (ACS).

Los documentos WO02007/117157, W0O2008/115080, W0O2009/022925, W02009/058028, W0O2009/064200,
WO02009/064201 y WO2009/113878 describen procedimientos que producen alcoholes, particularmente etanol,
mediante la fermentacion anaerdbica de gases que contienen mondxido de carbono. El acetato producido como
subproducto del procedimiento de fermentacion descrito en el documento WO2007/117157 es convertido en hidrogeno
gaseoso y diéxido de carbono gaseoso, cada uno de los cuales o ambos pueden ser utilizados en el procedimiento de
fermentacion anaerdébica. El documento W02009/022925 describe el efecto del pH y del ORP en la conversion de los
sustratos que comprenden CO a productos tales como acidos y alcoholes por fermentacion. EI documento
WO02009/058028 describe el uso de gases residuales industriales para la produccion de productos, tales como
alcoholes por fermentacion. EI documento W02009/064201 describe portadores de CO y el uso de CO en la
fermentacion. EI WO2009/113878 describe la conversion de acido(s) a alcohol(es) durante la fermentacion de un
sustrato que comprende CO. Sugimura et al., “Electrochemical Fixation of Carbon Dioxide in Oxoglutaric Acid Using
an Enzyme as an Electrocatalyst”, Journal of the American Chemical Society, 1989, 111, paginas 2.361-2.362, describe
la fijacion electroquimica del CO; en acido oxoglutarico usando una enzima (isocitrato deshidrogenasa) como
electrocatalizador y violégeno de metilo como mediador.

La fermentacion de sustratos que comprenden CO y/o CO necesita energia (generalmente denominada “equivalentes
de reduccion”) para fijar el carbono en la masa celular microbiana y/o productos tales como el etanol. Los equivalentes
de reduccién necesarios para la fijacion del carbono en la masa celular y los productos se obtienen generalmente
mediante la oxidacién del CO y/o H,. En ausencia de H todos los equivalentes de reduccion se obtienen a partir de la
oxidacion del CO a CO,. Cuando hay hidrégeno disponible, al menos una parte del H, se puede usar para producir
equivalentes de reduccion y se necesita menos CO para ser oxidado a CO.. En el caso extremo, cuando hay disponible
abundante H, todo el carbono en el CO y/o CO; puede fijarse en la masa celular y productos tales como alcoholes y
todos los equivalentes de reduccién pueden obtenerse a partir del H,. Cuando se produce CO» representa una captura
de carbono ineficiente y se elimina del sistema de fermentacion en lugar de ser fijado. Un objetivo de la presente
invencion es proporcionar un procedimiento que vaya al menos de alguna forma hacia la superacion de las desventajas
anteriores, o al menos proporcionar al usuario una eleccion util.

Sumario de la invenciéon

La invencion proporciona un método para la fermentacién microbiana de un sustrato que comprende diéxido de
carbono (CO>), en el que el método comprende aplicar un potencial eléctrico a través de un caldo de fermentacion que
comprende un microorganismo y un medio nutritivo acuoso, donde la fermentacién convierte el CO; en productos a
través de la via de Wood-Ljungdahl. En modos de realizacion particulares, el carbono se captura mediante la fijacion
de CO; en la masa celular y/o los productos.

En modos de realizacién particulares, los productos producidos por la fermentacion son acidos y/o alcoholes.

En el método proporcionado anteriormente, el crecimiento microbiano de un microorganismo puede ser aumentado
con respecto a la misma fermentacion realizada sin aplicar dicho potencial eléctrico.

En modos de realizacién particulares, la tasa de crecimiento microbiano aumenta en al menos 5%. En modos de
realizacién particulares, las tasas de crecimiento microbiano aumentan en al menos 10%. En modos de realizacién
particulares, las tasas de crecimiento microbiano aumentan en al menos 15%. En modos de realizacion particulares,
las tasas de crecimiento microbiano aumentan en al menos 20%.

En modos de realizacién particulares, se aplica un potencial a través de la fermentacion por electrolisis. En modos de
realizacion particulares, la electrolisis incluye pasar una corriente directa con un voltaje de hasta 20 V a través de dos
electrodos. En modos de realizacién particulares, se aplica un potencial de al menos 2 V, o al menos 4 V, o al menos
6V, o0almenos 8V, oal menos 10 V, o al menos 15V o al menos 20 V. En modos de realizacion particulares de la
invencion, el potencial puede ser controlado de forma que se mantenga una corriente esencialmente constante a
través del electrolito a aproximadamente 1 mA, o aproximadamente 2 mA, o aproximadamente 3 mA, o
aproximadamente 4 mA, o aproximadamente 5 mA, o aproximadamente 6 mA, o aproximadamente 7 mA, o
aproximadamente 8 mA, o aproximadamente 9 mA o aproximadamente 10 mA.

En modos de realizacion particulares, el método incluye afiadir uno o mas mediador(es) de lanzadera de electrones al
caldo de fermentacién. Alternativamente, la fermentacion se puede realizar sin uno o mas mediadores de lanzadera
de electrones.

En otro aspecto de la invencion, se proporciona un método de fermentacion de un sustrato que comprende CO, y Ho,
en el que al menos una parte del Hz se usa para producir uno o mas equivalentes de reduccion. El método segun este
aspecto de la invencion incluye proporcionar uno o mas electrones a la fermentacion de forma que la cantidad de H;
usada para producir dichos uno o mas equivalentes de reduccién disminuya con respecto a la misma fermentacion
realizada sin aplicar dicho potencial eléctrico.
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Los modos de realizacion de la invencion encuentran una aplicacion particular en la produccién de acidos y alcoholes.
El sustrato puede comprender un gas obtenido como subproducto de un procedimiento industrial. En algunos modos
de realizacion, el procedimiento industrial se elige entre el grupo que consiste en la elaboracién de productos de
metales ferrosos, elaboracién de productos no ferrosos, procedimientos de refinado del petréleo, gasificacion de
biomasa, gasificacion de carbon, produccion de energia eléctrica, produccion de negro de carbono, produccion de
amoniaco, produccion de metanol y elaboracion de coque. En un modo de realizaciéon de la invencion, el sustrato
gaseoso es un gas de sintesis. En un modo de realizacion, el sustrato gaseoso comprende un gas obtenido de una
planta de laminacién de acero.

En modos de realizacion particulares, el sustrato que contiene CO- contendra tipicamente una gran proporcién de CO,
tal como al menos aproximadamente 20% a aproximadamente 100% de CO en volumen, de 40% a 95% de CO en
volumen, de 40% a 60% de CO en volumen y de 45% a 55% de CO en volumen. En modos de realizacién particulares,
el sustrato comprende aproximadamente 25%, o aproximadamente 30%, o aproximadamente 35%, o
aproximadamente 40%, o aproximadamente 45%, o aproximadamente 50% de CO, o aproximadamente 55% de CO,
o aproximadamente 60% de CO en volumen. Los sustratos que tienen concentraciones menores de CO, tales como
6% son apropiados cuando también estan presentes el Hy y el CO..

En varios modos de realizacion, la fermentacion se realiza usando un cultivo de una o mas cepas de bacterias
carboxidotroficas. En varios modos de realizacion, la bacteria carboxidotréfica se elige entre Clostridium Moorella,
Oxobacter Peptostreptococcus, Acetobacterium, Eubacterium o Butyribacterium. En un modo de realizacion, la
bacteria carboxidotrofica es Clostridium autoethanogenum.

También se describe un biorreactor electroquimico que comprende medios para introducir un sustrato que comprende
CO y/o CO; y opcionalmente H; en un caldo de fermentaciéon y medios para aplicar un potencial a través del caldo de
fermentacion. Los medios para aplicar un potencial pueden ser controlables, de forma que la corriente deseada se
pueda mantener a través del caldo de fermentacion.

El biorreactor electroquimico puede estar configurado de forma que el caldo de fermentacion pueda mantenerse en
una semicelda. La semicelda puede excluir el oxigeno.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un esquema de la conversion de CO y/o CO2 en materia celular y productos mediante la via de Wood-
Ljungdanhl.

La figura 2 es una vista de planta de un biorreactor que tiene un medio para aplicar un potencial eléctrico segin un
modo de realizacién de la presente invencion.

Descripcion detallada de la invenciéon

Segun la invencion, se proporciona un método para la fermentacion microbiana de un sustrato que comprende diéxido
de carbono (CO3), en el que el método comprende aplicar un potencial eléctrico a través de un caldo de fermentacion
que comprende un microorganismo y un medio nutritivo acuoso, donde la fermentacién convierte el CO, en productos
mediante la via de Wood-Ljungdahl. En modos de realizacion particulares, el carbono se captura mediante la fijacion
del CO; en la masa celular y/o los productos. En modos de realizacion particulares, se usan microorganismos
carboxidotréfico en la fermentacion. En modos de realizacion particulares, los productos producidos por la
fermentaciéon son acidos y/o alcoholes. Por ejemplo, la fermentacion de un sustrato que contiene carbono por el
Clostridium autoethanogenum da lugar a productos que incluyen el acetato y el etanol.

Generalmente, los sustratos que comprenden CO y/o CO; se convierten en material celular y productos mediante la
via de Wood-Ljungdahl como se representa de forma simplificada en la figura 1.

Para el objetivo de la presente invencion, los equivalentes de reduccion se pueden definir como productos bioldgicos
que reducen la energia, tales como NADH o similar. Los equivalentes de reducciéon se usan en procedimientos
celulares, tales como la fermentacion, para fijar el carbono en producto(s) y masa celular, y se usan como poder
reductor para producir y reducir los metabolitos formados en la fermentacion.

Como puede ser entendido por un experto en la técnica, la fermentacién es un procedimiento que permite a las células
obtener energia a partir de la oxidacion de compuestos organicos. En condiciones anaerdébicas, la fermentacion
permite que se produzca la respiracion en ausencia de oxigeno. Hay varios procedimientos de fermentacion
anaerdbica bien conocidos, incluyendo la fermentacion del etanol, la fermentacion del acido lactico y la glicolisis. La
fermentacion de sustratos que comprenden CO y/o CO, mediante la via de Wood Ljungdahl necesita energia para
fijar carbono en la masa celular y/o los productos. Los equivalentes de reduccion proporcionan la energia necesaria
para estas reacciones. La fermentacion de un sustrato que comprende CO puede producir producto(s) que incluyen,
pero sin estar limitados a ellos, alcohol(es) y/o acido(s). Los ejemplos de metabolitos formados mediante dicha
fermentacion incluyen, pero sin estar limitados a ellos, acidos tales como el acetato, propionato, butirato, lactato,
acrilato; y otros productos tales como etanol, acetona, propanol, butanol y 2,3-butanodiol.
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Los equivalentes de reduccion se obtienen a partir del H, o el CO mediante (i) hidrogenasa o (ii) reacciones de
desplazamiento del gas de agua:

(i) NAD+ + H, > NADH
(ii) CO +HO > CO, + Hy

Los siguientes ejemplos (no limitantes) demuestran la necesidad de equivalentes de reduccion (ER) en la conversion
de CO a etanol (CH,CH,OH).

2ER 2ER

2C0O ;’ CH3CO2H ; CH3CH,0H

Como se puede observar en la ecuacion anterior, la conversién de CO en etanol necesita dos moléculas con carbono
como las proporcionadas por los 2CO mostrados. Se necesitan dos equivalentes de reduccion para la fijacion del
carbono y la reduccion del CO a CH3CO2H. Dos equivalentes de reduccion adicionales son necesarios para la
reduccion del CH3;CO,H a CH3;CH,OH. Los requisitos para estos equivalentes de reduccién se satisfacen en la
siguiente estequiometria.

6CO + 3H,0 > CH3CH20OH + 4CO;

En este caso, los equivalentes de reduccion se obtienen del CO por medio de la reaccion de desplazamiento del gas
de agua. Segun un aspecto de la presente invencion, al menos una parte de los equivalentes de reduccion necesarios
para fijar el CO y/o el CO- se proporciona eléctricamente. Sin pretender estar vinculado por la teoria, se considera que
la aplicacion de un potencial a través de una fermentacion puede producir la regeneracion del poder reductor o
equivalentes de reduccion, de forma que estan disponibles para las reacciones de reduccion celulares necesarias para
fijar el carbono. En modos de realizacion particulares, se proporcionan electrones a uno 0 mas microorganismos para
reducir la cantidad de CO y/o H; necesaria para fijar el carbono en la masa celular y/o los productos.
Correspondientemente, a medida que la cantidad de CO necesaria para fijar el carbono en la masa celular y/o los
productos disminuye, la cantidad de CO, producida como subproducto también disminuye. En modos de realizacion
particulares, se proporcionan electrones por electrolisis.

En fermentaciones electroquimicas de hidrocarburos conocidas, los electrones se hacen disponibles generalmente
usando mediadores de lanzadera de electrones, tales como el violégeno de metilo, violégeno de bencilo o rojo neutro.
Ejemplos de dichas fermentaciones se detallan en el documento de Zeikus et al., Applied Microbiology and
Biotechnology, 2002, 58: 476-481 y las referencias en dicho documento. En modos de realizacion particulares de la
invencion, se proporcionan electrones sin la necesidad de mediadores de lanzadera de electrones. Sin pretender estar
vinculado por la teoria, se considera que uno o mas componentes de los medios descritos en la secciéon de Ejemplos
de la presente memoria pueden actuar como lanzadera de electrones.

También se ha identificado de forma sorprendente que cuando se aplica un potencial a través de una fermentacion, el
metabolismo del (de los) microorganismo(s) puede cambiar. En modos de realizacion particulares de la invencion, la
aplicacion de un potencial produce un aumento en el crecimiento microbiano. En modos de realizacioén particulares, la
tasa de crecimiento microbiano aumenta en al menos 5%, o al menos 10%, o al menos 15% o al menos 20%. De esta
forma, se proporciona un método para aumentar la tasa de crecimiento de un microorganismo. Nétese que puede
haber una ligera reduccion en la produccion del metabolito como resultado de un desplazamiento en el metabolismo
de fijacion del carbono.

Ademas, se reconoce que durante la fermentacion puede haber etapas en las que el crecimiento microbiano es una
prioridad, tal como durante la puesta en marcha. Durante esta etapa, se puede aplicar un potencial a través de la
fermentacién de forma que aumente la tasa de crecimiento. Durante las etapas de fermentacién en las que la formacion
de producto es la prioridad, el potencial puede ser disminuido o eliminado.

También se describe un biorreactor electroquimico que comprende medios para proporcionar un sustrato que
comprende CO y/o CO2 a uno o mas microorganismos y medios para proporcionar electrones a uno o mas
microorganismos. Los microorganismos carboxidotréficos son generalmente anaerdbicos y la fermentacion de un
sustrato que comprende CO y/o CO- se proporciona generalmente en forma gaseosa. La fermentacion de sustratos
que comprenden CO y/o CO; se puede realizar en un biorreactor que contiene un caldo de fermentacién que
comprende uno 0 mas microorganismos y nutrientes esenciales necesarios para el crecimiento celular y el
metabolismo. Segun la invencion, se pueden proporcionar electrones a los microorganismos aplicando un potencial
eléctrico a través del caldo de fermentacion. El caldo de fermentacién es generalmente un medio nutritivo acuoso que
comprende microorganismos y nutrientes metalicos y no metalicos. Dichos medios nutritivos liquidos son electrolitos
adecuados en los que los electrones pueden ser proporcionados por uno o mas electrodos.

En modos de realizacién particulares, la fermentacién se debe mantener anaerdbica, por lo tanto la electrolisis simple
del agua no se puede utilizar, ya que el oxigeno generado electroliticamente puede ser perjudicial para el
funcionamiento de la celda microbiana. Sin embargo, se pueden proporcionar electrones a un caldo de fermentacion
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mediante una semicelda en la que el catodo puede estar situado en el biorreactor y un anodo puede estar situado
fuera del biorreactor donde la generacion de oxigeno no sea perjudicial para la fermentacion. En dichas semiceldas,
el circuito eléctrico puede ser mantenido proporcionando un puente salino y/o una membrana permeable para soportar
el flujo idnico.

También se reconoce que los métodos de la invencion pueden también aumentar la eficiencia energética global de la
fermentacion de un sustrato que comprende CO; y H,. Estos sustratos se proporcionan generalmente en forma
gaseosa y hay un coste energético significativo asociado con la transferencia de dichos compuestos en disolucion
para su conversion en los productos. Sin embargo, la energia necesaria para transferir la misma cantidad de
equivalentes de reduccién, en forma de electrones, en disolucion es esencialmente menor.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, los siguientes términos tal como se utilizan a lo largo de la presente memoria se
definen como se indica a continuacion.

La expresion “sustrato que comprende monoxido de carbono” y expresiones similares deben entenderse como que
incluyen cualquier sustrato en el que el monéxido de carbono esté disponible para una o mas cepas de bacterias para
su crecimiento y/o fermentacion, por ejemplo.

“Sustrato gaseoso que comprende mondéxido de carbono” incluye cualquier gas que contiene mondxido de carbono.
El sustrato gaseoso contendra generalmente una proporcion significativa de CO, preferiblemente al menos
aproximadamente 5% a aproximadamente 100% de CO en volumen.

En el contexto de los productos de fermentacion, el término “acido” como se usa en la presente memoria incluye tanto
los acidos carboxilicos como los aniones carboxilato asociados, tal como la mezcla de acido acético libre y acetato
presente en un caldo de fermentacién como se describe en la presente memoria. La relacién entre el acido molecular
y el carboxilato en el caldo de fermentacion depende del pH del sistema. El término “acetato” incluye tanto la sal de
acetato sola como una mezcla de acido acético molecular o libre y sal de acetato, tal como la mezcla de sal de acetato
y acido acético libre presente en un caldo de fermentacion como puede ser descrito en la presente memoria. La
relacién entre el acido acético molecular y el acetato en el caldo de fermentacion depende del pH del sistema.

“Mediadores de lanzadera de electrones” o “mediador(es) redox” y similares, como se usa en la presente memoria
pretende hacer referencia a una lanzadera de electrones que actia como un dador de electrones y/o aceptor de
electrones reversible. Los mediadores incluyen los colorantes violégenos (tales como el violégeno de metilo),
antraquinona y otros colorantes de quinona, colorantes de trifenilmetano, ftalocianimas, colorantes de metina,
colorantes de pirrol, colorantes de porfirina, pteridinas, pteridonas, flavinas y complejos metalicos de los grupos
secundarios VI, Vil y VIII.

El término “biorreactor” incluye un dispositivo de fermentacion que consiste en uno o mas recipientes y/o torres o
sistemas de tuberias, que incluye el reactor de tanque con agitacion continua (CSTR), reactor de células inmovilizadas
(ICR), reactor de lecho percolador (TBR), reactor de biopelicula de lecho mévil (MBBR), columna de burbujas,
fermentador de levantamiento por aire, reactor de membrana tal como el biorreactor de membrana de fibras huecas
(HFMBR), mezclador estatico, y otros recipientes u otros dispositivos adecuados para el contacto gas/liquido.

A menos que el contexto requiera otros significado, las frases “fermentacion”, “procedimiento de fermentacion” o
“reaccion de fermentacion” y similares, como se usan en la presente memoria, pretenden abarcar tanto la fase de
crecimiento como la fase de biosintesis del producto del procedimiento. Como se describira adicionalmente en la
presente memoria, en algunos modos de realizacion el biorreactor puede comprender un primer reactor de crecimiento
y un segundo reactor de fermentacion. Por lo tanto, se debe entender que la adicién de metales o composiciones a la
reaccion de fermentacion incluye la adicion a cada uno de estos reactores o a ambos.

Aunque la siguiente descripcion se centra en la produccion de etanol y/o acetato usando CO como sustrato principal,
se debe entender que la invencion puede ser aplicable a la produccién de alcoholes y/o acidos alternativos y el uso
de sustratos alternativos, como conoceran bien los expertos en la técnica relacionada con la invencion. Por ejemplo,
se pueden utilizar sustratos gaseosos que contengan diéxido de carbono e hidrogeno. Ademas, la invencion puede
ser aplicable a la fermentacion para producir butirato, propionato, caproato, etanol, propanol y butanol. Los métodos
también pueden ser utilizados para producir hidrégeno. A modo de ejemplo, estos productos pueden ser producidos
por fermentacion usando microbios del género Moorella, Clostridia, Ruminococcus, Acetobacterium, Eubacterium,
Butyribacterium, Oxobater, Methanosarcina, Methanosarcina y Desulfotomaculum.

Fermentacion

Algunos modos de realizacion de la invencion estan adaptados a la utilizacion de corrientes de gas producidas por
uno o mas procedimientos industriales. Dichos procedimientos incluyen procedimientos de elaboracion de acero,
particularmente procedimientos que producen una corriente de gas que tiene un contenido elevado de CO o un
contenido de CO por encima de un nivel predeterminado (p. ej., 5%). Segun dichos modos de realizacion,
preferiblemente se usan bacterias acetogénicas para producir acidos y/o alcoholes, particularmente etanol o butanol,
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en uno o mas biorreactores. Los expertos en la técnica seran conscientes mediante la consideracion de la descripcion
inmediata de que la invencion puede ser aplicada a varias industrias o corrientes gaseosas residuales, incluyendo las
de los vehiculos con un motor de combustiéon interna. Ademas, los expertos en la técnica seran conscientes mediante
la consideracién de la descripcién inmediata de que la invenciéon puede ser aplicada a otras reacciones de
fermentacion, incluyendo las que usan los mismos o diferentes microorganismos. Se pretende por lo tanto que el
alcance de la invencion no se limite a los modos de realizacion y/o aplicaciones particulares descritos, sino que debe
ser entendida mejor en un sentido mas amplio; por ejemplo, la fuente de la corriente de gas no es limitante, aparte de
por que al menos uno de sus componentes sea utilizable para alimentar una reaccién de fermentacion. La invencién
tiene aplicabilidad particular para mejorar la captura de carbono global y/o la produccién de etanol y otros alcoholes a
partir de sustratos gaseosos que comprenden CO. Los procedimientos para la produccién de etanol y otros alcoholes
a partir de sustratos gaseosos que comprenden CO son conocidos. Ejemplos ilustrativos incluyen los descritos, por
ejemplo, en los documentos W02007/117157, W0O2008/115080, WO2009/022925, W0O2009/064200, US 6.340.581,
US 6.136.577, US 5.593.886, US 5.807.722 y US 5.821.111.

Se conocen varias bacterias anaerdbicas que son capaces de realizar la fermentacion del CO a alcoholes, incluyendo
el n-butanol y el etanol, y acido acético, y son adecuadas para usarlas en el procedimiento de la presente invencion.
Los ejemplos de dichas bacterias que son adecuadas para usarlas en la invencion incluyen las del género Clostridium,
tal como cepas de Clostridium ljungdahlii, incluyendo las descritas en los documentos WO 00/68407, EP 117309 las
patentes estadounidenses N° 5.173.429, 5.593.886 y 6.368.819 y los documentos WO 98/00558 y WO 02/08438;
Clostridium carboxydivorans (Liou et al., International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 33, pags..
2.085-2.091); Clostridium ragsdalei (WO 2008/028055) y Clostridium autoethanogenum (Abrini et al., Archives of
Microbiology 161, pags. 345-351). Otras bacterias adecuadas incluyen las del género Moorella, incluyendo Moorella
sp HUC22-1 (Sakai et al., Biotechnology Letters 29, pags.. 1.607-1.612) y las del género Carboxydothermus
(Svetlichny, V. A., Sokolova, T. G. et al. (1991), Systematic and Applied Microbiology 14, 254-260). Ejemplos
adicionales incluyen Moorella thermoacetica, Moorella thermoautotrophica, Ruminococcus productus, Acetobacterium
woodii, Eubacterium limosum, Butyribacterium methylotrophicum, Oxobacter pfennigii, Methanosarcina barkeri,
Methanosarcina acetivorans y Desulfotomaculum kuznetsovii (Simpa et. al. Critical Reviews in Biotechnology, 2006
Vol. 26, pags. 41-65). Ademas, se debe entender que otras bacterias anaerdbicas acetogénicas pueden ser aplicables
ala presente invencion como puede ser entendido por un experto en la técnica. También se entendera que la invencion
puede ser aplicada a un cultivo mixto de dos o mas bacterias.

Un microorganismo ilustrativo adecuado para usarlo en la presente invencion es el Clostridium autoethanogenum. En
un modo de realizacion, el Clostridium autoethanogenum es un Clostridium autoethanogenum que tiene las
caracteristicas identificativas de la cepa depositada en el Centro Aleman de Recursos para el Material Bioldgico
(DSMZ) con el numero identificativo de depdsito 19630. En otro modo de realizacion, el Clostridium autoethanogenum
es un Clostridium autoethanogenum que tiene las caracteristicas identificativas del numero de depdsito DSMZ 10061
del DSMZ.

El cultivo de las bacterias usadas en los métodos de la invencién se puede realizar usando varios procedimientos
conocidos en la técnica del cultivo y fermentacion de sustratos usando bacterias anaerdbicas. En la seccion de
Ejemplos siguiente se proporcionan técnicas ilustrativas. A modo de ejemplo adicional, se pueden usar los
procedimientos descritos de forma general en los siguientes articulos que utilizan sustratos gaseosos para la
fermentacion: (i) K. T. Klasson, et al. (1991) Bioreactors for synthesis gas fermentations resources. Conservation and
Recycling 5, 145-165; (ii) K. T. Klasson, et al. (1991) Bioreactor design for synthesis gas fermentations. Fuel 70, 605-
614; (i) K. T. Klasson, et al. (1992) Bioconversion of synthesis gas into liquid or gaseous fuels. Enzyme and Microbial
Technology 14, 602-608; (iv) J. L. Vega, et al. (1989) Study of Gaseous Substrate Fermentation: Carbon Monoxide
Conversion to Acetate. 2. Continuous Culture. Biotech. Bioeng. 34, 6, 785-793; (v) J. L. Vega, et al. (1989) Study of
gaseous substrate fermentations: Carbon monoxide conversion to acetate. 1. Batch culture. Biotechnology and
Bioengineering 34, 6. 774-784; y (vi) J. L. Vega, et al. (1990) Design of Bioreactors for Coal Synthesis Gas
Fermentations. Resources, Conservation and Recycling, 3, 149-160.

La fermentacion se puede realizar en cualquier biorreactor adecuado, tal como un reactor de tanque con agitacion
continua (CSTR), un reactor de células inmovilizadas, un reactor por levantamiento de aire, un reactor de columna de
burbujas (BCR), un reactor de membrana, tal como un biorreactor de membrana de fibras huecas (HFMBR) o un
reactor de lecho percolador (TBR). Ademas, en algunos modos de realizacion de la invencion, el biorreactor puede
comprender un primer reactor de crecimiento en el que se cultivan los microorganismos y un segundo reactor de
fermentacion en el que se alimenta el caldo de fermentacion del reactor de crecimiento y en el que se produce la
mayor parte del producto de fermentacion (p. ej., etanol y acetato).

Segun varios modos de realizacion de la invencion, la fuente de carbono de la reaccion de fermentacion es un sustrato
gaseoso que contiene CO. El sustrato puede ser un gas residual que contiene CO obtenido como subproducto de un
procedimiento industrial, o de otra fuente tal como los gases de escape de los automdviles. En algunos modos de
realizacion, el procedimiento industrial se elige entre el grupo que consiste en la elaboracion de productos de metales
ferrosos, tal como una planta de laminacién de acero, elaboracién de productos no ferrosos, procedimientos de
refinado de petréleo, gasificacion de carbono, producciéon de energia eléctrica, produccion de negro de carbono,
produccién de amoniaco, produccion de metanol y elaboraciéon de coque. En estos modos de realizacion, el sustrato
que contiene CO puede ser capturado del procedimiento industrial antes de ser emitido a la atmésfera, usando
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cualquier método adecuado. Dependiendo de la composicion del sustrato que contiene CO, también puede ser
adecuado tratarlo para eliminar cualquier impureza no deseada, tal como particulas de polvo, antes de introducirlo en
la fermentacion. Por ejemplo, el sustrato gaseoso puede ser filtrado o lavado usando métodos conocidos.

Alternativamente, el sustrato que contiene CO puede ser obtenido de la gasificacion de biomasa. El procedimiento de
gasificacion implica la combustion parcial de la biomasa con un suministro restringido de aire o de oxigeno. El gas
resultante comprende de forma general principalmente CO y Ha, con volimenes minimos de CO,, metano, etileno y
etano. Por ejemplo, los subproductos de biomasa obtenidos durante la extraccion y procesamiento de alimentos tales
como azUlcar de cafa o almidéon de maiz o cereales, o residuos de biomasa no alimentarios de la industria forestal
pueden ser gasificados para producir un gas que contiene CO adecuado para usarlo en la presente invencion.

El sustrato que contiene CO contendra generalmente una gran proporcion de CO, tal como al menos aproximadamente
20% a aproximadamente 100% en volumen, de 40% a 95% de CO en volumen, de 60% a 90% de CO en volumen y
de 70% a 90% de CO en volumen. En modos de realizacién particulares, el sustrato comprende 25%, o 30% o 35%,
0 40%, 0 45%, o 50% de CO en volumen. Los sustratos que tienen menores concentraciones de CO, tal como 6%,
pueden ser también adecuados, particularmente cuando hay presente también H; y CO..

Aunque no es necesario que el sustrato contenga hidrégeno en absoluto, la presencia de Hz no seria perjudicial para
la formacion del producto segun los métodos de la invencion. En modos de realizacién particulares, la presencia de
hidrogeno da lugar a una eficiencia global mejorada de la produccion de alcohol. Por ejemplo, en modos de realizacion
particulares, el sustrato puede comprender una relaciéon aproximada de 2:1 o0 1:1 o0 1:2 de H,:CO. En otros modos de
realizacion, la corriente de sustrato comprende bajas concentraciones de Hy, por ejemplo menos de 5%, o menos de
4%, o menos de 3%, o menos de 2% o menos de 1% o esta esencialmente libre de hidrogeno. El sustrato también
puede contener por ejemplo algo de CO,, tal como aproximadamente 1% a aproximadamente 80% de CO- en
volumen, o 1% a aproximadamente 30% de CO, en volumen. En modos de realizacion particulares, la corriente de
sustrato comprende CO; y nada o una minima cantidad de CO.

Generalmente, el mondxido de carbono se afiadira a la reaccion de fermentacion en estado gaseoso. Sin embargo,
los métodos de la invencion no estan limitados a la adicion del sustrato en este estado. Por ejemplo, el monéxido de
carbono se puede proporcionar en un liquido. Por ejemplo, se puede saturar un liquido con un gas que contiene
monoxido de carbono y afiadir dicho liquido al biorreactor. Esto se puede realizar usando metodologia convencional.
A modo de ejemplo, con este objetivo se podria usar un generador de dispersion de microburbujas (Hensirisak et. al.
Scale-up of microbubble dispersion generator for aerobic fermentation; Applied Biochemistry and Biotechnology Vol.
101, N° 3 / Octubre de 2002).

Se apreciara que para que se produzca el crecimiento de las bacterias y la fermentacion del CO a alcohol, ademas
del gas sustrato que contiene CO, sera necesario alimentar un medio nutritivo liquido adecuado en el biorreactor. Un
medio nutritivo contendra vitaminas y minerales suficientes para permitir el crecimiento del microorganismo utilizado.
Los medios anaerébicos adecuados para la fermentacion del etanol usando CO como Unica fuente se carbono son
conocidos en la técnica. Por ejemplo, medios adecuados se describen en las patentes estadounidenses N° 5.173.429
y 5593886 y en los documentos WO02/08438, WO2007/117157, WO2008/115080, W0O2009/022925,
W02009/058028, W0O2009/064200, WO2009/064201 y W0O2009/113878 mencionados anteriormente. También se
describe un nuevo medio que tiene eficacia aumentada en el sostenimiento del crecimiento de los microorganismos
y/o la produccion de alcohol en el procedimiento de fermentacion. Estos medios se describiran con mas detalle en la
parte siguiente de la presente memoria.

Seria deseable que la fermentacion se realizara en condiciones adecuadas para que se produzca la fermentacion
deseada (p. €j., CO a etanol). Las condiciones de reaccién que deberian considerarse incluyen presion, temperatura,
caudal de gas, caudal de liquido, pH del medio, potencial redox del medio, tasa de agitacion (si se usa un reactor de
tanque con agitacion continua), nivel de indculo, concentraciones maximas del sustrato gaseoso para asegurar que el
CO en la fase liquida no se haga limitante y concentraciones maximas del producto para evitar la inhibicion del
producto. Las condiciones adecuadas se describen en los documentos W002/08438, WO07/117157, WO08/115080
y W0O2009/022925.

Las condiciones de reaccion dptimas dependeran en parte del microorganismo particular utilizado. Sin embargo, en
general, se prefiere que la fermentacion se realice a una presion superior a la presion atmosférica. La operacion a
presiones aumentadas permite un aumento significativo de la tasa de transferencia de CO de la fase gaseosa a la fase
liquida con lo que puede ser absorbido por el microorganismo como fuente de carbono para la produccién de etanol.
Esto a su vez significa que el tiempo de retencién (definido como el volumen de liquido en el biorreactor dividido por
el caudal de gas de entrada) puede ser reducido cuando los biorreactores se mantienen a una presion elevada en
lugar de a presion atmosférica.

Ademas, como una tasa de conversion de CO a etanol dada es funcién en parte del tiempo de retencion del sustrato,
y a su vez la obtencion de un tiempo de retencién deseado dicta el volumen necesario de un biorreactor, el uso de
sistemas presurizados puede reducir de forma importante el volumen requerido del biorreactor y, consiguientemente,
el coste econémico del equipo de fermentacion. Segun los ejemplos dados en la patente estadounidense N° 5.593.886,
el volumen del reactor puede ser reducido en proporcién lineal con el aumento de la presién de operacion en el reactor,
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es decir los biorreactores que operan a 10 atmédsferas de presion necesitan tener solo una décima parte del volumen
de los que operan a 1 atmdsfera de presion.

Los beneficios de realizar la fermentacion del gas a etanol a presiones elevadas también han sido descritos en otras
partes. Por ejemplo, el documento WO 02/08438 describe fermentaciones de gas a etanol realizadas a presiones de
30 psig (2,1 atm) y 75 psig (5,1 atm), dando productividades en etanol de 150 g/L/dia y 369 g/L/dia respectivamente.
Sin embargo, se encontraron ejemplos de fermentaciones realizadas usando medios y composiciones de gas de
entrada similares realizadas a presion atmosférica que produjeron entre 10 y 20 veces menos etanol por litro por dia.

También es adecuado que la tasa de introduccién del sustrato gaseoso que contiene CO sea tal que asegure que la
concentracion de CO en la fase liquida no sea limitante. Esto es debido a que una consecuencia de las condiciones
de CO limitado puede ser que el etanol producido sea consumido por el cultivo.

Recuperacion del producto

Los productos de la reaccion de fermentacion se pueden recuperar usando métodos conocidos. Métodos ilustrativos
incluyen los descritos en los documentos WO07/117157, WO08/115080, US 6.340.581, US 6.136.577, US 5.593.886,
US 5.807.722 y US 5.821.111. Sin embargo, brevemente y a modo de ejemplo, solo el etanol puede ser recuperado
del caldo de fermentacion por métodos tales como la destilacion fraccionada o la evaporacion y la fermentacion
extractiva.

La destilacion del etanol a partir de un caldo de fermentacion produce una mezcla azeotrépica de etanol y agua (es
decir, 95% de etanol y 5% de agua). El etanol anhidro se puede obtener posteriormente mediante el uso de la
tecnologia de deshidratacion del etanol con tamices moleculares, que también es bien conocida en la técnica.

Los procedimientos de fermentacion extractiva implican el uso de un disolvente miscible con el agua que presente
bajo riesgo de toxicidad para el organismo de la fermentacion, para recuperar el etanol a partir del caldo de
fermentacion diluido. Por ejemplo, el alcohol oleilico es un disolvente que se puede utilizar en este tipo de
procedimiento de extraccion. El alcohol oleilico se introduce continuamente en un fermentador, con lo cual este
disolvente asciende formando una capa en la parte superior del fermentador que se extrae continuamente y se
alimenta a través de una centrifuga. El agua y las células se separan a continuacion facilmente del alcohol oleilico y
se vuelven a introducir en el fermentador mientras que el disolvente cargado de etanol se alimenta en una unidad de
vaporizacion instantanea. La mayoria del etanol se vaporiza y se condensa mientras que el alcohol oleilico no es volatil
y se recupera para ser reutilizado en la fermentacion.

El acetato, que se produce como subproducto en la reaccidon de fermentacién, también puede ser recuperado del caldo
de fermentacion usando métodos conocidos en la técnica.

Por ejemplo, se puede usar un sistema de adsorcion que implica un filtro de carbén activado. En este caso, se prefiere
que las células microbianas se retiren en primer lugar del caldo de fermentaciéon usando una unidad de separacion
adecuada. Numerosos métodos de generacion de un caldo de fermentacion sin células basados en la filtracion para
la recuperacion del producto son conocidos en la técnica. El filtrado que contiene etanol —y acetato- sin células se
pasa a continuacién a través de una columna que contiene carbén activado para adsorber el acetato. El acetato en
forma acida (acido acético) mas que la forma de sal (acetato) es adsorbido mas facilmente por el carbén activado. Por
lo tanto, se prefiere que el pH del caldo de fermentacién sea reducido a menos de aproximadamente 3 antes de pasarlo
a través de la columna de carbén activado, para convertir la mayor parte del acetato en la forma de acido acético.

El acido acético adsorbido en el carbdn activado puede recuperarse por elucién usando métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, se puede usar etanol para eluir el acetato enlazado. En algunos modos de realizacion, el mismo
etanol producido por el procedimiento de fermentacion se puede usar para eluir el acetato. Como el punto de ebullicién
del etanol es 78,8°C y el del acido acético es 107°C, el etanol y el acetato se pueden separar facilmente usando un
método basado en la volatilidad tal como la destilacion.

Otros métodos para recuperar el acetato del caldo de fermentacion también son conocidos en la técnica y pueden ser
utilizados en los procedimientos de la presente invencion. Por ejemplo, las patentes estadounidenses N° 6.368.819 y
6.753.170 describen un sistema de disolvente y codisolvente que puede ser utilizado para la extraccion del acido
acético de los caldos de fermentacion Como en el ejemplo del sistema basado en el alcohol oleilico descrito para la
fermentacion extractiva del etanol, los sistemas descritos en las patentes estadounidenses N° 6.368.819 y 6.753.170
describen un sistema de disolvente/codisolvente inmiscible con el agua que se puede mezclar con el caldo de
fermentacion bien en presencia o bien en ausencia de los microorganismos fermentados con el fin de extraer el
producto de acido acético. El sistema disolvente/codisolvente que contiene el producto de acido acético se separa a
continuacion del caldo por destilacion. A continuacion, se puede usar una segunda etapa de destilacion para purificar
el acido acético del sistema de disolvente/codisolvente.

Los productos de la reaccion de fermentacion (por ejemplo, etanol y acetato) pueden ser recuperados del caldo de
fermentacion retirando de forma continua una parte del caldo del biorreactor de fermentacion, separando las células
microbianas del caldo (convenientemente por filtracion) y recuperando uno o mas productos del caldo simultanea o
secuencialmente. En el caso del etanol puede ser recuperado convenientemente por destilacion y el acetato puede
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ser recuperado por adsorciéon sobre carbén activado, usando los métodos descritos anteriormente. Las células
microbianas separadas se vuelven a introducir preferentemente en el biorreactor de fermentacion. El filtrado sin células
que queda después de que se han retirado el etanol y el acetato también se vuelve a introducir preferiblemente en el
biorreactor de fermentacion. Se pueden anadir nutrientes adicionales (tales como vitaminas B) al filtrado sin células
para reponer el medio nutritivo antes de que se vuelva a introducir en el biorreactor. Ademas, si el pH del medio se
ajusté como se ha descrito anteriormente para aumentar la adsorcion del acido acético sobre el carbon activado, el
pH deberia ser re-ajustado a un pH similar al del caldo en el biorreactor de fermentacion antes de ser devuelto al
biorreactor.

Fermentacion electroquimica

En el método de la presente invencion, la captura del carbono puede ser aumentada con respecto a la misma
fermentacion realizada sin aplicar dicho potencial eléctrico. Se puede aplicar un potencial eléctrico a través de una
fermentacion por cualquier medio conocido por los expertos en la técnica. Por ejemplo, un medio conocido para aplicar
un potencial eléctrico es una célula electroquimica. En particular, una célula electroquimica adecuada para usarla con
los métodos de la invencion es una celda electrolitica. Segun la invencion, la fermentacion se realiza generalmente
con un caldo de fermentacion que comprende uno o mas microorganismos y un medio nutritivo acuoso que comprende
los nutrientes esenciales, incluyendo iones metalicos. Por lo tanto, el medio nutritivo liquido proporciona un electrolito
ideal para la electrolisis. Consecuentemente, se puede aplicar un potencial proporcionando electrodos conectados a
un circuito eléctrico.

En modos de realizaciéon particulares de la invencion, el microorganismo es anaerdbico y debe ser mantenido
esencialmente sin oxigeno. En la electrolisis, donde ambos electrodos se extienden en un electrolito, se formara
oxigeno en el anodo por disociacion del agua. Esto seria perjudicial para el cultivo microbiano. Por lo tanto, en modos
de realizacion particulares, el método incluye aplicar un potencial eléctrico a través de la fermentacion mediante una
semicelda en la que el anodo esta separado del caldo de fermentacién mediante una membrana permeable a los iones
o alternativamente un puente salino. En dichos modos de realizacion, el oxigeno puede ser descargado sin perjuicio
para el cultivo microbiano.

Segun la invencion, el potencial eléctrico aplicado a la fermentacion aumenta la eficiencia de la fijacion del carbono.
En modos de realizacién particulares de la invencion, una bacteria carboxidotrofica fijara al menos una parte de un
sustrato que comprende CO; en la masa celular y/o en productos tales como el etanol. La energia necesaria para fijar
el carbono se denomina generalmente como “equivalentes de reduccion” y se puede obtener mediante la oxidacion
de varias entidades reducidas. Las bacterias carboxidotréficas, tales como la Clostridium autoethanogenum, originan
generalmente equivalentes de reduccién mediante la oxidacion del CO y/o Hz. Sin embargo, segun la invencion, la
eficiencia de la fijacion del carbono se mejora mediante la aplicacion de un potencial a través de una fermentacion.
Segun la invencion, el carbono se fija como masa celular y productos tales como el etanol con un menor requerimiento
para el CO y/o H, como equivalentes de reduccion. Por lo tanto, la aplicacion de un potencial a través de una
fermentacion caboxidotréfica disminuye la cantidad de CO, producida por cantidad de carbono fijado como masa
celular y/o productos.

Generalmente, cuando se aplica un potencial a través de una fermentacion, se reducen uno o mas mediadores de
lanzadera de electrones, tales como el violdgeno de bencilo o violégeno de metilo presentes en el caldo de
fermentacion. Estos mediadores, a su vez, ayudan a la reduccion en el mecanismo de reduccion de las células
microbianas, tal como el par Ferredoxinaoeyied 0 los pares NAD(P)H/NAD(P). Por lo tanto, segiin modos de realizacion
particulares de la invencién, se proporcionan uno o mas mediadores de lanzadera de electrones en el caldo de
fermentacion. Sin embargo, en modos de realizacion particulares, el método se realiza sin la necesidad de mediadores
de lanzadera de electrones.

También se ha reconocido que la aplicacion de un potencial también puede alterar como fijan el carbono el(los)
microorganismo(s). En el ejemplo proporcionado en la presente memoria, la aplicacién de un potencial a través de una
fermentacion aumenta la proporcion de carbono dirigido hacia la masa celular y, por lo tanto, aumenta el crecimiento
microbiano. En modos de realizacién particulares, el crecimiento microbiano se aumenta al menos 5%, o al menos
10%, o al menos 15% o al menos 20%.

Los expertos en la técnica apreciaran como determinar el potencial necesario para mejorar la eficiencia de la fijacion
del carbono y/o mejorar el crecimiento microbiano. Sin embargo, a modo de ejemplo, una corriente directa con un
voltaje de hasta 20 V puede ser aplicada a través de los electrodos. En modos de realizacién particulares, se aplica
un potencial de al menos 2 V, o al menos 4 V, o al menos 6 V, o al menos 8 V, o al menos 10 V, o al menos 15V o al
menos 20 V. En modos de realizacion particulares de la invencion, el potencial puede ser controlado de forma que se
mantenga una corriente esencialmente constante a través del electrolito a aproximadamente 1 mA, o
aproximadamente 2 mA, o aproximadamente 3 mA, o aproximadamente 4 mA, o aproximadamente 5 mA, o
aproximadamente 6 mA, o aproximadamente 7 mA, o aproximadamente 8 mA, o aproximadamente 9 mA o
aproximadamente 10 mA. De nuevo, los expertos en la técnica sabran como determinar una corriente éptima que
puede cambiar a lo largo del tiempo o puede ser diferente para diferentes microorganismos.

También se describe en la presente memoria un biorreactor electroquimico que comprende medios para introducir un
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sustrato que comprende CO y/o CO, y opcionalmente H; en un caldo de fermentacion para aplicar un potencial a
través del caldo de fermentacion. El medio para aplicar un potencial puede ser controlable de forma que la corriente
deseada pueda ser mantenida a través del caldo de fermentacion.

La figura 2 muestra un biorreactor electroquimico. El biorreactor 1 incluye medios para suministrar un sustrato gaseoso
(2) y medios para aplicar un potencial a través de una fermentacion. La fermentacién puede ser anaerdbica, por lo
tanto el biorreactor electroquimico comprende dos electrodos 3 separados por un separador 4 permeable a los iones.
El separador permeable a los iones puede ser una membrana porosa o un material ceramico u otro material adecuado
conocido en la técnica. Durante el uso, una parte del biorreactor 5 puede estar rellena con un caldo de fermentacién
que comprende uno o mas microorganismos y un medio nutritivo liquido. Durante el uso, otra parte del biorreactor 6
puede estar rellena con una disolucion salina conductora. Los electrodos 3 estan configurados de forma que, durante
el uso, se puedan extender en el caldo de fermentacion y en la disolucion salina conductora. El biorreactor también
comprende un circuito eléctrico y medios para controlar un potencial (7) a través de los electrodos.

Ejemplos

Materiales y métodos

Disolucion A

NHsAc 3,083 g KCI 0,159
MgCl2-:6H20 0,619
CaClz-2H,0 0,294 g Agua destilada Hasta 1L

Disolucion(ones) B
Componente Mol/L de H20 Componente Mol/L de H20
FeCl3 0,1 Na:MoO4 0,01
CoCl, 0,05 ZnCl, 0,01
NiCl; 0,05 MnCl. 0,01
H3BO3 0,01 NTA 0,3
Na,SeO3 0,01

Disolucién C

Biotina 20,0 mg D-(*)-pantotenato de calcio 50,0 mg
Acido félico 20,0 mg
Piridoxina-HCI 10,0 mg Vitamina B12 50,0 mg
Tiamina-HCI 50,0 mg Acido p-aminobenzoico 50,0 mg
Riboflavina 50,0 mg Acido tioctico 50,0 mg
Acido nicotinico 50,0 mg Agua destilada Hasta 1L

Preparacion de la disolucion de Cr (ll)

Un matraz de tres bocas de 1 L se ajusté con entrada y salida estancas a los gases para poder trabajar en una
atmosfera de gas inerte y transferir posteriormente el producto deseado a un recipiente de almacenamiento adecuado.
El matraz se cargdé con CrCl3-6H;0 (40 g, 0,15 moles), granulos de zinc [malla 20] (18,3 g, 0,28 moles), mercurio
(13,55 g, 1 mL, 0,0676 moles) y 500 mL de agua destilada. Después de purgar con N, durante una hora, la mezcla se
calent6 a aproximadamente 80°C para iniciar la reaccion. Después de dos horas de agitacion con un flujo constante
de N, la mezcla se enfrid a temperatura ambiente y se agité continuamente durante otras 48 horas, tiempo en el que
la mezcla de reaccioén se volvié una disolucién azul oscuro. La disolucién se transfirié en botellas de suero purgadas
con N2 y se almacend en el frigorifico para su uso futuro.

Bacterias: la Clostridium autoethanogenum usada es la depositada en el Centro Aleman de Recursos para el Material
Biologico (DSMZ) y asignada con el numero de acceso DSMZ 19630.
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Muestreo y procedimientos analiticos

Se tomaron muestras del medio del reactor CSTR a intervalos durante periodos hasta 20 dias. Cada vez que se
muestred el medio se tuvo cuidado para asegurarse de que no se dejaba pasar gas dentro del reactor ni escapar de
él.

HPLC:

Sistema de HPLC Agilent 1100 Series. Fase mavil: acido sulfurico 0,0025N. Caudal y presion: 0,800 mL/min. Columna:
Alltech 10A; N° de catalogo 9648, 150 x 6,5 mm, tamafio de particula 5 um. Temperatura de la columna: 60°C. Detector:
indice de refraccion. Temperatura del detector: 45°C.

Meétodo de preparacion de muestras:

Se cargaron 400 puL de muestra 'y 50 uL de ZnSO4 0,15M y 50 uL de Ba(OH); 0,15M en un tubo Eppendorf. Los tubos
se centrifugaron durante 10 minutos a 12.000 rpm, 4°C. 200 uL del sobrenadante se transfirieron en un vial de HPLC
y 5 pL se inyectaron en el instrumento de HPLC.

Analisis de la camara de aire:

Las medidas se realizaron con un microGC Varian CP-4900 con dos canales instalados. El canal 1 era una columna
de tamiz molecular de 10 m que funcionaba a 70°C, 200 kPa de argdn un tiempo de retroflujo de 4,2 s, mientras que
el canal 2 era una columna PPQ de 10 m funcionando a 90°C, 150 kPa de helio y sin retroflujo. La temperatura del
inyector para ambos canales era de 70°C. Los tiempos de ejecucion se ajustaron a 120 s, pero todos los picos de
interés eluian generalmente antes de 100 s.

Ejemplo 1: fermentacion en lotes en reactores CSTR

Dos reactores CSTR de 2 L (A) y (B) se ajustaron con las siguientes condiciones. Se prepararon los medios como se
indica: se afiadié H3zPO, al 85% (30mM) a 1,5 L de disolucion A. El pH del medio se ajusté a 5,3 mediante la adicién
de NH;OH. La disolucion del medio se esterilizé en autoclave durante 30 minutos a 121°C o mediante esterilizacion
con filtro antes de su uso. Se afiadid resazurina como indicador redox. La disolucién del medio se transfirié de forma
aséptica y anaerobia en una vasija CSTR de 1,5 L y se rocio continuamente con N. Una vez transferido a la vasija de
fermentacion, el estado de reduccion y el pH del medio transferido podian ser medidos mediante sondas. El medio se
calentdé a 37°C y se agité a 300 rpm.

Se afiadié una disolucion de sulfuro de sodio (3,75 mL de una disolucion 0,2M), seguido por la disolucion B con trazas
metalicas (1,5 mL), NaWO4 (1,5 mL de una disolucion 0,01M) y a continuacion la disolucién C (15 mL). Se ajusto el
ORP de la disolucion a aproximadamente -200 mV usando la disolucién de Cr(ll).

El fermentador B se convirtid en un biorreactor electroquimico modificando el reactor CSTR con dos electrodos de
acero inoxidable. El catodo se extendid en el medio nutritivo liquido mientras que el anodo se extendié en una
semicelda separada del medio nutritivo liquido mediante una membrana permeable a los iones. La semicelda del
anodo contenia una disolucion 3M de KCI. Se aplicé una corriente directa a través de los electrodos con un potencial
de 10-15V, de forma que la corriente se mantenia a aproximadamente 7 mA a lo largo de la fermentacion.

Antes de la inoculacion, el gas se cambio a una mezcla de 2% Ha, 33% N2, 44% CO, 21% CO2y 100% H.. Se inoculd
un cultivo creciendo activamente de Clostridium autoethanogenum en el CSTR a un nivel de aproximadamente 10%
(v/v). Durante este experimento, se afiadié una disolucion de Na>S con una tasa de aproximadamente 0,16 mMol/dia.
Los fermentadores fueron operados en condiciones esencialmente similares y el suministro de sustrato se aumento
como respuesta a los requerimientos de cada cultivo microbiano para comparar el fermentador de control (A) con el
biorreactor electroquimico (B).

Fermentador | Dia Biomasa Etanol Absorcion total de Produccion total de Re(l:aé:ién
(g/L) (g/L) CO (mmol/L) CO; (mmol/L) roducido/ COconsumido
0,6 0,60* 1,0* 382 252 0,66
0,8 0,78* 1,9* 604 398 0,66
1,0 1,02 3,8 850 563 0,66
A 1,2 1,28* 5,7* 1.121 749 0,67
1,4 1,59* 7,6% 1.427 962 0,67
1,6 1,90* 9,5* 1.783 1.209 0,68
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1,8 2,12 12,1 2.205 1.500 0,68
2,0 2,40 14,9 2.711 1.848 0,68
0,6 0,70* 1,0* 591 272 0,46
0,8 0,82* 1,8* 753 366 0,49
1,0 1,16 3,3 940 483 0,51
1,2 1,51% 5,0* 1.173 638 0,54
° 1,4 1,80% 6,9* 1.470 837 0,57
1,6 2,18* 8,7* 1.844 1.090 0,59
1,8 2,61 10,9 2.308 1.403 0,61
2,0 3,00 13,7 2.869 1.778 0,62
* Extrapolado a partir de la representacion grafica de los parametros de fermentacion

El CO, producido en el biorreactor electroquimico (B) fue esencialmente menor que el producido en (A) a lo largo de
la fermentacion. Esto indica que se usé menos CO para la produccion de equivalentes de reduccion en (B) que en (A).
Esto es inesperado ya que el crecimiento microbiano y la produccién de metabolito son similares. Se considera que
los electrones disponibles en el biorreactor electroquimico (B) compensan la cantidad de equivalentes de reduccion
necesarios para fijar una cierta cantidad de carbono como masa celular microbiana y/o productos. Otro resultado
sorprendente es que el crecimiento microbiano en el biorreactor electroquimico (B) supera al del fermentador (A) en
aproximadamente 20% mientras que la produccion de etanol se redujo ligeramente.

A lo largo de esta descripcion y en cualquiera de las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera

de otro modo, las palabras “comprende”, “que comprende” y similares, deben interpretarse en un sentido inclusivo en
oposicidn a un sentido exclusivo, es decir en el sentido de “incluyendo, pero sin estar limitados a”.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para la fermentacion microbiana de un sustrato que comprende diéxido de carbono (CO;), donde el
método comprende aplicar un potencial eléctrico a través de un caldo de fermentacidon que comprende un
microorganismo y un medio nutritivo acuoso, en el que la fermentacion convierte el CO, en productos mediante la via
de Wood-Ljungdahl.

2.- Un método segun la reivindicacion 1, en el que el sustrato comprende ademas Ho.

3.- El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la fermentacion microbiana de un sustrato que comprende CO»
produce uno o mas producto(s), incluyendo dicho(s) producto(s) alcohol(es) y/o acido(s).

4.- El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la aplicacion de dicho potencial eléctrico da lugar a la electrolisis
que se produce en el caldo de fermentacion.

5.- El método segun la reivindicacion 4, en el que el voltaje se aplica a través de dos electrodos para generar una
corriente directa entre ellos, estando dichos electrodos sumergidos en un electrolito.

6.- El método segun la reivindicacion 5, en el que el voltaje tiene un potencial de al menos 2V.

7.- El método segun la reivindicacion 5, en el que el voltaje esta controlado para permitir una corriente esencialmente
constante a través del electrolito.

8.- El método segun la reivindicacion 7, en el que la corriente esencialmente constante a través del electrolito se
mantiene por encima de aproximadamente 1 mA.

9.- El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que se proporcionan uno o mas mediadores de lanzadera de
electrones en el caldo de fermentacion.

10.- El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la captura de carbono se mejora con respecto a la misma
fermentacion realizada sin aplicar dicho potencial eléctrico.

11.- El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el crecimiento microbiano de un microorganismo esta
aumentado con respecto a la misma fermentacion realizada sin aplicar dicho potencial eléctrico.

12.- Un método de fermentacién de un sustrato que comprende CO; y Ha, en el que al menos una parte del H, se usa
para producir uno o mas equivalentes de reduccion, donde el método incluye proporcionar uno o mas electrones a la
fermentacion de forma que la cantidad de H, usada para producir uno o mas equivalentes de reduccion disminuye con
respecto a la misma fermentacion realizada sin aplicar dicho potencial eléctrico.

13.- El método segun la reivindicacion 12, en el que se usan uno o mas equivalentes de reduccién para fijar carbono
en la masa celular y/o uno o mas producto(s).

14.- El método segun la reivindicacion 13, en el que el uno o mas producto(s) son acido(s) y alcohol(es).
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