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DESCRIPCION

Método para controlar la formaciéon de subproductos indeseables causados por organismos contaminantes en la
produccion de etanol a partir de gas de sintesis.

Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a procesos para la bioconversion anaerdbica, de baja energia de mondxido de carbono e
hidrégeno en una corriente de sustrato gaseoso a compuestos de C, o C3 oxigenados como el etanol por contacto con
microorganismos en un sistema de fermentacion con alta eficiencia de conversion de tanto monoéxido de carbono como
hidrogeno. El método de esta invencion reduce la produccion de los oxigenatos de C4, lo que reduce la produccion de
subproductos indeseables tales como el acido butirico, el butanol y otros alcoholes o acidos organicos de cadena mas
larga que resultan de contaminantes bacterianos en el sistema de fermentacion.

Antecedentes de la invencion

La produccion de bioetanol para uso como combustible liquido para motores aumenta en todo el mundo. Tales
biocombustibles incluyen, por ejemplo, etanol que puede mezclarse con gasolina con una amplia gama de composiciones.
Uno de los principales impulsores del bioetanol es su derivacion de recursos renovables mediante la tecnologia de
bioprocesos y fermentacion. Convencionalmente, los biocombustibles se fabrican a partir de carbohidratos faciimente
fermentables tales como azucares y almidones. Por ejemplo, los dos cultivos agricolas primarios que se usan para la
produccion de bioetanol convencional son la cafia de azucar (Brasil y otros paises tropicales) y el maiz o maiz (Estados
Unidos y otros paises templados). La disponibilidad de materias primas agricolas que proporcionan carbohidratos
facilmente fermentables se limita debido a la competencia con la produccion de alimentos y piensos, el uso de la tierra
cultivable, la disponibilidad de agua, y otros factores. Consecuentemente, las materias primas lignocelulésicas, tales como
residuos forestales, arboles de plantaciones, paja, pastos, y otros residuos agricolas se consideran materias primas para
la produccion de biocombustibles. A diferencia de la utilizacién de combustibles fésiles, el bioetanol derivado de tales
plantas o incluso de fuentes de desechos municipales proporciona un recurso ambientalmente sostenible para la
produccién de combustibles liquidos.

Una ruta altamente eficiente para la produccion de bioetanol es la gasificacion de biomasa u otra materia organica en un
gas sustrato que comprende CO e/o hidrégeno seguido de la conversion del gas a etanol mediante el uso de
microorganismos homoacetogénicos. Los métodos para tal conversion se conocen a partir de las patentes de los EE.UU.
US 7,285,402 B2, US 20110059499 A1, US 20090215163 A1, y otras.

Tipicamente el gas sustrato para las conversiones de monoxido de carbono o hidrégeno se deriva de un gas de sintesis
(gas de sintesis) a partir de la gasificacion de materiales carbonosos, del reformado de gas natural y/o biogas de
fermentado'es o de corrientes de diversos métodos industriales. El sustrato de gas contiene monéxido de carbono,
hidrégeno y dioxido de carbono, y generalmente contiene otros componentes tales como vapor de agua, nitrégeno,
metano, amoniaco, sulfuro de hidrégeno y lo similar. (Para los fines de la presente descripcion, todas las composiciones
de gases se informan sobre una base seca a menos que se indique lo contrario o se desprenda del contexto.)

La produccion de etanol a partir del gas sustrato por estos métodos requiere cantidades significativas de hidrégeno y
monoxido de carbono. Por ejemplo, las ecuaciones tedricas para la conversion de monoxido de carbono e hidrogeno a
etanol son:

6 CO + 3 H,O « C2Hs0H + 4 CO»
6 Hy +2 CO5 » CoHsOH + 3 H,O

Como puede verse, la conversion de mondxido de carbono da como resultado la generacion de dioxido de carbono. La
conversion de hidrégeno implica el consumo de hidrogeno y diéxido de carbono, y esta conversion a veces se denomina
conversion Hy/CO,. Para los fines de la presente descripcion, se conoce como la conversion de hidrégeno.

Los procesos de fermentacion de gas de sintesis sufren de la pobre solubilidad del sustrato de gas, es decir, monoéxido
de carbono e hidrégeno, en la fase liquida del medio de fermentacion. Munasinghe, y otros, en Biomass-derived Syngas
Fermentation in Biofuels: Opportunities and Challenges, Biosource Technology, 101 (2010) 5013-5022, resumen los
coeficientes volumétricos de transferencia de masa a los medios de fermentacion reportados en la literatura para el gas
de sintesis y mondxido de carbono en diversas configuraciones de reactor y condiciones hidrodinamicas. Como un
resultado los procesos de biofermentacion para la produccion de etanol requeriran grandes voliumenes de liquido de
fermentacion. Por ejemplo, las plantas a escala comercial, aquellas con capacidades de produccion de 55 millones de
galones (= aproximadamente 208 millones de litros) o mas, requeriran zonas de fermentacion que utilicen recipientes que
contengan un millén de galones o mas del liquido de fermentacion. Ademas, los procesos de fermentacion deberan
operarse de manera continua durante largos periodos de tiempo.
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Para mantener la eficiencia de produccion de etanol en tales zonas de fermentacion, existe la necesidad de maximizar la
produccion de productos oxigenados de C; al tiempo que minimiza la produccion de productos con cadenas de carbono
mayores, como C4, Cs, Cg y alcoholes o acidos organicos superiores. Los métodos conocidos buscan lograr esta eficiencia
mediante el uso de bacterias homoacetogénicas que tienen un grado muy alto de selectividad para la produccion de
productos de C,. Por su naturaleza, los organismos homoacetogénicos que convierten el sustrato de gas en etanol no
tienen las vias para hacer estos productos de cadena de carbono mas largos.

La capacidad de los organismos homoacetogénicos para sobrevivir con medios minimos en el sustrato de CO y H» en
condiciones anaerobicas proporciona una proteccion contra muchos contaminantes biolégicos que requieren ambientes
muy diferentes. Sin embargo, el tamafio y la escala de las zonas de fermentacion y las instalaciones generales necesarias
para la produccién de etanol sobre una base comercial impiden el funcionamiento axénico de las instalaciones. Como
resultado la contaminacién microbiana se producira inevitablemente en algin momento y puede degradar la produccion
al producir tales subproductos de cadenas mayores que a su vez reducen considerablemente el rendimiento de etanol u
otros productos deseables.

Si bien hay muchos contaminantes potenciales, una clase comun de contaminantes potenciales producira acido butirico,
butanol y otros alcoholes o acidos organicos de cadena mas larga. Los microorganismos que producen tales compuestos
como parte de su metabolismo primario se conocen como butirégenos. Hay muchas clases de butirégenos. Una de las
clases principales utiliza carbohidratos y otros compuestos de carbono como aminoacidos, lipidos, etc. Otra clase de
butirégenos usa gas de sintesis y otra clase de butirdgenos puede utilizar etanol y acetato con las vias de la enzima
transferasa. Dado que, por las razones mencionadas anteriormente, no es posible operar axénicamente una fermentacion
tan grande, todas estas fuentes de contaminacién por butirégeno existiran.

Una vez que la contaminacion por butirégeno ocurre en un recipiente de fermentacion a gran escala puede destruir la
viabilidad comercial del proceso al cambiar la conversion de alimentacion de los productos deseados y hacer que la
recuperacion del producto sea poco practica. El disefio de instalaciones de recuperacion de productos para grandes
variaciones en la composicion y concentracion de compuestos liquidos adicionaria un costo prohibitivo. El gran volumen
del liquido de fermentacion y el tiempo para incubar los microorganismos hasta las concentraciones de produccion hacen
que el lavado y el reinicio de la instalacion también sean impracticos.

En contraste, las plantas de etanol convencionales, tales como las plantas de etanol de maiz, operan una pluralidad de
reactores discontinuos y por lo tanto limitan inherentemente el tiempo que los microorganismos competitivos tienen
disponible para el aumento de la poblaciéon. De hecho, a menudo la duraciéon de las fermentaciones discontinuas se basa
en el titulo de etanol y la concentracion de alcoholes superiores, indeseados. Ademas, los fermentadores pueden
esterilizarse entre lotes para eliminar la presencia de microorganismos no deseados.

Por lo tanto se buscan métodos para eliminar o inhibir el crecimiento de butirégenos en una zona de fermentacién a gran
escala sin interrumpir la produccién en curso de etanol u otros productos tales como el acido acético, propanol, o acido
propiénico de tal zona de fermentacion.

Resumen

Por esta invencion, se encontré que una cierta clase de compuestos similares a crotonato inhiben el crecimiento de una
poblacion de butirdigeno mientras que no interrumpe indebidamente la productividad de microorganismos
homoacetogénicos o heteroacetogénicos que producen productos de oxigenatos ligeros como etanol, acido acético,
propanol y acido propidnico. Lograr este descubrimiento requirid la identificacion de que estos compuestos actian como
agentes bacteriostaticos o bactericidas para los butirogenos mientras que no inhiben indebidamente el crecimiento de los
homoacetégenos. Si el compuesto actia como un bactericida o agente bacteriostatico, su capacidad para actuar en vivo
es igualmente importante por su efectividad para preservar la produccion de los productos deseados en una zona de
fermentacion a gran escala operada de forma continua durante largos periodos de tiempo. Se descubrié que la clase de
compuestos descubierta era efectiva. en vivo y, por lo tanto, actuara para inhibir o retardar la contaminacion de butirégeno
dentro del recipiente de fermentacion y puede introducirse como un aditivo en el proceso segun sea necesario. Estos
compuestos similar a crotonato que actian de manera bactericida o bacteriostatica de esta invencion se denominan en la
presente memoria como retardantes de butilo.

Los compuestos similar a crotonato eficaces pueden representarse por la formula estructural

. R?(R%)C=C(H)C(O)R'

I. R2-A-C(O)R!

en donde:

R' es -OH, -OR5, 0 -N (R*);, donde R® Es hidrocarbilo, preferentemente, de 1 a 6 carbonos y cada R* pueden ser iguales
o diferentes y es hidrégeno o hidrocarbilo de preferentemente, 1 a 6 carbonos;

R? es hidrogeno, -NH;, -OH o -CX3; en donde cada X puede ser igual o diferente y es hidrégeno o haldgeno,
preferentemente, perhalogenado y lo mas preferentemente, perfluorado;

3
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R3 es hidrocarbilo de 1 a 18 carbonos que puede estar no sustituido o sustituido con -OH, alcoxilo de 1 a aproximadamente
6 carbonos, o halégeno, preferentemente, perhalogenado y con la maxima preferencia, perfluorado;

A es un resto aromatico que tiene 5 o 6 atomos en el anillo que pueden ser todos atomos de carbono o pueden ser
heterociclicos con un heteroatomo seleccionado del grupo que consiste en oxigeno y nitrégeno, cuyo resto aromatico
tiene -R? en la posicion 2 donde -R? es como se definié anteriormente y qué resto aromatico puede estar no sustituido o
sustituido en una o mas de las posiciones de carbono mas altas (por ejemplo, las posiciones 3, 4, 5y 6 para un resto
fenilo) con (i) hidrocarbilo de 1 a 18 carbonos que pueden estar sustituidos con -OH, alcoxilo de 1 a aproximadamente 6
carbonos, o halégeno, (ii) -OR® en donde R® es alquilo inferior, o (iii) -N (R7)2 en donde cada R” es igual o diferente y es
hidrégeno o hidrocarbilo, preferentemente, de 1 a 6 carbonos, o (iv) halégeno, preferentemente, fluor;

con la condicion de que en la férmula estructural I, al menos una, y preferentemente, ambas, de R? y R3 esta o esta
sustituido con haloalquilo y que en la formula Il al menos la posicién del carbono 2 o 3 del resto arilo esta sustituida con
un grupo de extraccion de electrones seleccionado del grupo que consiste en halégeno y haloalquilo. Los grupos
hidrocarbilo son preferentemente, grupos alquilo, y lo mas preferentemente, alquilos lineales o ramificados.

Los compuestos similar a crotonato preferidos pueden representarse mediante las férmulas estructurales:

. R?(R%)C=C(H)C(O)R'

\V2 R2-A-C(O)R!

en donde:

en la formula lll, R? es -OH, -NH; 0 -CX; en donde X es halégeno, preferentemente, fltior, y R® es -CX3 en donde X es
halégeno, preferentemente, fltor, y

en la férmula 1V, el arilo es fenilo y al menos uno de los carbonos de posiciones 2 y 3 del resto fenilo es -CX3 en donde X
es halégeno, preferentemente, fldor.

Si bien no se pretende limitarlos, estos compuestos similar a crotonato preferidos comparten no solo configuraciones
espaciales similares sino, ademas, una densidad electrénica reducida en la posiciéon 3 del carbono de las férmulas | y 2
en el resto arilo en comparacion con la de ese carbono del anion crotonato. Los sustituyentes halogenados son de
extraccion de electrones. La presencia de sustituyentes donadores de electrones tales como amina, hidroxilo o alcoxi,
puede moderar el efecto de los sustituyentes de extraccion de electrones. Por lo tanto, en modalidades preferidas, cuando
esta presente un sustituyente donador de electrones, se usa un resto de extraccion de electrones fuerte, tal como un
perfluoroalquilo.

Una clase de compuestos similares a crotonato son compuestos de crotonato dihalégeno sustituidos (crotonatos que
tienen dos grupos metilo perhalogenados terminales). Los compuestos de crotonato dihalégeno sustituidos incluyen
acidos, amidas y ésteres. Compuestos representativos incluyen alquil 4, 4, 4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato; acido 4,
4,  A4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotéonico; 4, 4, 4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonamida;  alquil ~ 4,4,4-trifluoro-3-
(triclorometil)crotonato; acido 4,4,4-trifluoro-3-(triclorometil)crotonico; 4,4,4-trifluoro-3-(triclorometil)crotonamida; alquil
4,4 4-tricloro-3-(trifluorometil)crotonato; acido 4,4 4-tricloro-3-(trifluorometil)croténico; 4.4 4-tricloro-3-
(trifluorometil)crotonamida; alquil 4,4,4-tricloro-3-(triclorometil)crotonato; acido 4,4,4-tricloro-3-(triclorometil)croténico;
4,4 A-tricloro-3-(triclorometil)crotonamida;  acido  4,4,4-tribromo-3-(trifluorometil)croténico;  4,4,4  tribromo  3-
(trifluorometil)crotonamida; alquil 4,4,4-tribromo-3-(trifluorometil)crotonato; acido 4,4,4-trifluoro-3-(tribromometil)croténico;

4,4 A-trifluoro-3-(tribromometil)crotonamida; acido 4,4 4-tricloro-3-(tribromometil)crotonico; 4.4 4-tricloro-3-
(tribromometil)crotonamida; acido 4,4,4-triyodo-3-(trifluorometil)crotonico; 4,4,4-triyodo-3-(trifluorometil)crotonamida;
alquil 4,4 ,4-triyodo-3-(triclorometil)crotonato; acido 4,4 4-trifluoro-3-(triyodometil)croténico; 4.4 4-trifluoro-3-

(triyodometil)crotonamida; acido 4,4,4-tricloro-3-(triyodometil)croténico y el 4,4,4-tricloro-3-(triyodometil)crotonamida en
los que el alquilo es alquilo inferior, preferentemente, de 1 a 4 carbonos, especialmente etilo.

Otra clase de compuestos similares a crotonato son compuestos que contienen fenilo que incluyen, pero no se limitan a,
acido 2-trifluorometilbenzoico; 2-trifluorometilbenzamida; alquil 2-trifluorometilbensoato; acido 3-trifluorometilbenzoico; 3-
trifluorometilbenzamida; alquil 3-trifluorometilbenzoato; acido  2-amino-3-trifluorometilbenzoico; 2-amino-3-
trifluorometilbenzmida; alquil 2-amino-3-trifluorometilbenzoato; acido 3-trifluoro-4-metoxibenzoico;  3-trifluoro-4-
metoxibenzamida; alquil 3-trifluoro-4-metoxibenzoato; acido 3-trifluorometil-4-fluorobenzoico;  3-trifluorometil-4-
fluorobenzamida; alquil 3-trifluorometil-4-fluorobenzoato; acido 3-trifluorometil-5-trifluorometilbenzoico; 3-trifluorometil-5-
trifluorometilbenzamida; alquil 3-trifluorometil-5-trifluorometilbenzoato; acido 2-triclorometilbenzoico; 2-
triclorometilbenzamida; alquil 2-triclorometilbensoato; acido 3-triclorometilbenzoico; 3-triclorometilbenzamida; alquil 3-
triclorometilbenzoato; acido 2-amino-3-triclorometilbenzoico; 2-amino-3-triclorometilbenzmida; alquil 2-amino-3-
triclorometilbenzoato; acido 3-tricloro-4-metoxibenzoico; 3-tricloro-4-metoxibenzamida; alquil 3 tricloro 4 metoxibenzoato;
acido 3-triclorometil-4-clorobenzoico; 3-triclorometil-4-clorobenzamida; alquil 3-triclorometil-4-clorobenzoato; acido 3-
triclorometil-5-triclorometilbenzoico; 3-triclorometil-5-triclorometilbenzamida; y alquil 3-triclorometil-5-triclorometilbenzoato
donde el alquilo es alquilo inferior, preferentemente, de 1 a 4 carbonos, especialmente etilo.
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Otra clase de compuestos similar a crotonato son los crotonatos 3-amino sustituidos tales como el acido 4,4,4-trifluoro-3-
aminocroténico; 4,4,4-trifluoro-3-aminocrotonamida; alquil 4,4,4-trifluoro-3-aminocrotonato; acido 4,4,4-tricloro-3-
aminocroténico; 4,4,4-tricloro-3-aminocrotonamida; alquil 4,4,4-tricloro-3-aminocrotonato; acido 4,4,4-tribromo-3-
aminocroténico; 4,4,4-tribromo-3-aminocrotonamida; alquil 4,4,4-tribromo-3-aminocrotonato; acido 4,4,4-triyodo-3-
aminocrotoénico; 4,4,4-triyodo-3-aminocrotonamida; y alquil 4,4,4-triyodo-3-aminocrotonato en donde el alquilo es alquilo
inferior, preferentemente, de 1 a 4 carbonos, especialmente etilo.

El efecto de los compuestos similar a crotonato varia con su concentracion. De acuerdo con esta invencion los compuestos
similar a crotonato seran efectivos en el proceso de fermentacién con una concentracion del compuesto puro de tan solo
50 ppm en masa para inhibir el crecimiento de los butirogenos. Las concentraciones efectivas pueden reducirse
significativamente con el uso de agentes y sistemas de administracion que mejoran la distribucién en el medio que
contiene los microorganismos y mejoran la absorcién de los compuestos por parte de los microorganismos. En la mayoria
de los casos las concentraciones en exceso de 1000 ppm en masa se evitan para no obstaculizar indebidamente el
crecimiento de los microorganismos que producen los oxigenatos ligeros tales como el etanol.

La presente invencion se refiere a un método para restringir la produccion de oxigenatos C4 en una fermentacion
anaerdbica como se define en la reivindicacion 1 adjunta. Otros aspectos particulares de la invencion se indican a
continuacién, asi como en las reivindicaciones dependientes 2-9.

En un aspecto, el método de la invencién es un método para restringir la produccion de butirato y butanol y analogos de
mayor peso molecular (en adelante, en la presente descripcion, colectivamente llamados oxigenatos superiores) en una
fermentacion anaerobica de un sustrato de gas que comprende al menos uno de CO y/o una mezcla de CO, con
hidrogeno. El método pasa la corriente de gas a una zona de fermentacién anaerdbica que contiene al menos una especie
de microorganismo anaerébico capaz de producir un producto liquido oxigenado diferente o en adicién a oxigenatos
superiores. Al menos una porcion de la corriente de gas se convierte en el producto liquido por contacto del
microorganismo en la zona de fermentacion con la corriente de gas. Se adiciona un compuesto similar a crotonato al
liqguido de fermentacion como un retardante butirogénico en una cantidad efectiva para restringir la produccion de
oxigentaos superiores. El método extrae un liquido de fermentacién que contiene el producto liquido de la zona de
fermentacion y recupera el producto liquido del liquido de fermentacion. La zona de fermentacion generalmente contendra
multiples especies de microorganismos, tipicamente un microorganismo homoacetogénico para la produccion de un
producto liquido y un microorganismo butirogénico que produce butirato y/o butanol. La zona de fermentaciéon puede
contener, ademas, microorganismos heteroacetogénicos que producen un butirato o butanol, asi como un producto liquido
tal como acido acético y/o etanol o propanol.

En otro aspecto, el método de la invencién es un método para producir etanol mediante la fermentaciéon de una corriente
de gas que contiene CO y/o una mezcla de CO; con hidrégeno mediante el uso de un microorganismo homoacetogénico
para convertir la corriente de gas en donde se inhibe la produccién de oxigenatos superiores. El método pasa la corriente
de gas a una zona de fermentacion que contiene un microorganismo homoacetogénico y un liquido de fermentacion. El
contacto del microorganismo homoacetogénico con la corriente de gas produce etanol en la zona de fermentacion. El
compuesto similar a crotonato se introduce en el liquido de fermentacién en una cantidad suficiente para inhibir el
crecimiento de los butirbgenos y la produccion de oxigenatos superiores. La concentracion de retardante butirogénico
puede oscilar entre 10 y 1000 ppm en masa de forma intermitente o continua. El método extrae el liquido de fermentacion
que contiene etanol de la zona de fermentacion y un producto de etanol se recupera del liquido de fermentacion.

En otra forma esta invencion es un método para producir etanol mediante la fermentacion de una corriente de gas que
contiene CO y/o una mezcla de CO, con hidrégeno mediante el uso de un microorganismo homoacetogénico para
convertir la corriente de gas a etanol. El método pasa la corriente de gas a una zona de fermentaciéon que contiene el
microorganismo homoacetogénico y un liquido de fermentacion que convierte la corriente de gas en etanol por contacto
con el microorganismo homoacetogénico. Un retardante butirogénico que comprende un compuesto similar al crotonato
se adiciona a la zona de fermentacion para interrumpir el crecimiento de los butirégenos. El retardante butirogénico se
adiciona en una cantidad que produce una concentracion del compuesto similar a crotonato en un intervalo de entre 50 y
1000 ppm en masa. El método extrae el liquido de fermentacidon que contiene etanol de la zona de fermentacion y un
producto de etanol se recupera del liquido de fermentacion. En una forma preferida de la invencion, el retardante
butirogénico comprende al menos uno de 4, 4, 4-trifluoro-3-trifluorometilcroténico; 4, 4, 4-trifluoro-3-
trifluorometilcrotonamida; etil 4, 4, 4-trifluoro-3-trifluorometilcrotonato; acido 4,4,4-trifluoro-3-aminocroténico; 4,4,4-
trifluoro-3-aminocrotonamida; etil 4.4 4-trifluoro-3-aminocrotonato; acido 2-trifluorometilbenzoico; 2-
trifluorometilbenzamida; etil 2-trifluorometilbenzoato; acido 3-trifluorometilbenzoico; 3-trifluorometilbenzamida; etil 3-
trifluorometilbenzoato; acido 2-amino-3-trifluorometilbenzoico; 2-amino-3-trifluorometilbenzamida; y etil 2-amino-3-
trifluorometilbenzoato; y el compuesto similar a crotonato se adiciona a la zona de fermentacién en una concentracion de
50 a 500 ppm en masa.

Aunque los métodos de esta invencion proporcionan un valor excepcional en la produccién microbiana anaerébica de
oxigenatos ligeros mediante el uso de gas de sintesis, los métodos todavia tienen aplicabilidad a otros procesos para
hacer oxigenatos ligeros. Consecuentemente, la presente descripcion proporciona, ademas, en un aspecto amplio (que
no forma parte de la invencién): un método para restringir la produccion de oxigenatos superiores mediante la
contaminacion de butirégenos en procesos de fermentacion al proporcionar una cantidad efectiva de ciertos compuestos
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similares al crotonato al liquido de fermentacion. En particular, este amplio aspecto se refiere a una mejora en los procesos
para la conversion metabdlica de sustrato, que puede ser uno o mas de azucar u otro carbohidrato o monéxido de carbono
o hidrégeno y diéxido de carbono a oxigenatos ligeros que comprenden el contacto en un liquido de fermentacion que
contiene dicho sustrato con microorganismos capaces de bioconvertir el sustrato para oxigenatos ligeros en condiciones
de fermentacion que pueden ser aerdbicas o anaerdbicas, dicho liquido de fermentacion es susceptible a la presencia de
bacterias contaminantes capaces de producir al menos uno de butirato o butanol de dicho sustrato o de dicha luz se
oxigena a través de una enzima butiril CoA, en donde la mejora comprende proporcionar en dicho liquido de fermentacion
una cantidad suficiente de un compuesto similar al crotonato para restringir la produccién de oxigenatos superiores.

Figuras

La Figura 1 es un diagrama que ilustra algunos productos de enzimas clave y productos intermediarios en el metabolismo
del butirébgeno para producir butanol y butirato.

La Figura 2 es un grafico de barras que muestra la distribucion del producto de las fermentaciones con bacterias
heteroacetogénicas en presencia de concentraciones variables de un derivado de crotonato.

La Figura 3 es una grafica que muestra la concentracion de compuestos de acetato y butirato a lo largo del tiempo en un
fermentador continuo junto con la densidad 6ptica del liquido de fermentacion.

La Figura 4 es un grafico que muestra la produccion y la tasa de produccion de compuestos de butirato durante un periodo
de tiempo seleccionado de la ejecucion continua del fermentador de la Figura 3.

La Figura 5 es una porcion expandida del grafico de la Figura 3 entre aproximadamente 500 horas y 640 horas.

La Figura 6 es una porcion expandida del grafico de la Figura 3 entre aproximadamente 1660 horas y 1900 horas.

Descripcion detallada
Definiciones

Los butirégenos se refieren a microorganismos que bajo condiciones anaerdbicas producen compuestos que tienen cuatro
atomos de carbono, como butiratos y butanol, y el término puede incluir, ademas, microorganismos que producen acidos
organicos y alcoholes de cadenas mas largas (Cg - Csg).

El retardante butirogénico se refiere a un compuesto que se usa para inhibir o matar los butirégenos. El término contempla
la actividad del compuesto como un bactericida o agente bacteriostatico.

La impureza de butilo se refiere a cualquier molécula que tenga un total de cuatro o mas atomos de carbono en su
estructura con los atomos de carbono dispuestos como una cadena.

Los oxigenatos ligeros se refieren a cualquier molécula que tenga dos o tres atomos de carbono y al menos un enlace
carbono-oxigeno.

Descripcion general

Esta invencion se aplica a las fermentaciones anaerdbicas para producir oxigenatos ligeros como etanol, acido acético,
propanol y acido propiénico mediante el uso de un sustrato de gas que comprende mondxido de carbono e hidrégeno, y
el gas contendra tipicamente diéxido de carbono y nitrégeno. El gas de sintesis es una fuente de tal sustrato de gas. El
gas de sintesis puede fabricarse a partir de muchas materias primas carbonosas. Estas incluyen fuentes de hidrocarburos
tales como gas natural, biogas, gas generado mediante el reformado de materiales que contienen hidrocarburos, turba,
coque de petréleo y carbon. Otras fuentes para la produccion de gas de sintesis incluyen material de desecho tal como
escombros de la construccion y demolicion, residuos solidos municipales y gas de vertederos. El gas de sintesis se
produce tipicamente por un gasificador. La conversion de gas natural a gas de sintesis, por ejemplo, por oxidacién parcial
es también una fuente atractiva de materia prima de gas de sintesis. Cualquiera de las fuentes de biomasa mencionadas
anteriormente son adecuadas para producir gas de sintesis. El gas de sintesis producido de esta manera contendra
tipicamente de 10 a 60 % en moles de CO, de 10 a 25 % en moles de CO- y de 10 a 60 % en moles de H.. El gas de
sintesis puede contener, ademas, N2 y CH, asi como componentes traza tales como H>S y COS, NH3 y HCN. Otras
fuentes del sustrato de gas incluyen gases generados por el petréleo y el procesamiento petroquimico. Estos gases
pueden tener composiciones sustancialmente diferentes a las de los gases de sintesis tipicos, y pueden ser esencialmente
hidrégeno puro o monéxido de carbono esencialmente puro. Ademas, el gas sustrato puede tratarse para eliminar o alterar
la composicion, lo que incluye, entre otros, la eliminacion de componentes por sorcién, separacién por membrana y
reaccion selectiva. Pueden adicionarse componentes al sustrato de gas tales como nitrégeno o gases adyuvantes tales
como amoniaco y sulfuro de hidrégeno. El término gas de sintesis se usara en la presente descripcion y se pretende que
incluya estos otros sustratos de gas.

Esta invencion usara microorganismos homoacetogénicos y condiciones de fermentacion particularmente seleccionadas
para la produccion de oxigenatos ligeros y, preferentemente, seleccionadas para la produccion de etanol. Las
bioconversiones de CO y H,/CO, a acido acético y etanol y otros productos se conocen bien. Los microorganismos
adecuados viven y crecen en condiciones anaerodbicas, lo que significa que el oxigeno gaseoso y disuelto esta
esencialmente ausente de la zona de fermentacion. Una descripcion concisa de las rutas bioquimicas y energéticas para
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las bioconversiones acetogénicas se resume en Das, A. y L.G. Ljungdahl, Electron Transport System in Acetogens y por
Drake, H.L. y K. Kusel, Diverse Physiologic Potential of Acetogens, que aparecen respectivamente como los Capitulos 14
y 13 de Biochemistry and Physiology of Anaerobic Bacteria, L.G. Ljungdahl eds,. Springer (2003)). Cualquier
microorganismo que tenga la capacidad de producir etanol mediante la conversion de los componentes de gas de sintesis:
CO, H,, CO; individualmente o en combinacién entre si o con otros componentes que estan tipicamente presentes en el
gas de sintesis pueden utilizarse. Los microorganismos adecuados y/o las condiciones de crecimiento pueden incluir los
descritos en la patente de los EE.UU. nim. A 7,704,723 "Isolation and Characterization of Novel Clostridial Species,", que
describe un cultivo biolégicamente puro del microorganismo Clostridium ragsdaleiquer tiene todas las caracteristicas de
identificacion de ATCC num. BAA-622. Puede usarse, por ejemplo,Clostridium ragsdalei para fermentar gas de sintesis a
etanol.

Los microorganismos adecuados incluyen: Clostridium Ljungdahlii, con cepas que tienen las caracteristicas de
identificacion de ATCC 49587 (US-A- 5,173,429) y ATCC 55988 y 55989 (US-A- 6,136,577) que permitiran la produccion
de etanol y acido acético; Clostridium autoethanogemum sp. nov., una bacteria anaerébica que produce etanol a partir de
monoxido de carbono. Jamal Abrini, Henry Naveau, Edomond-Jacques Nyns, Arch Microbiol., 1994, 345-351; Archives of
Microbiology 1994, 161: 345-351; y Clostridium Coskatii que tiene las caracteristicas de identificacion de ATCC num. PTA-
10522 que se presentaron como la Patente de los EE.UU. nim. 8,143,037.

La invencién puede proporcionar beneficios para cualquier tipo de zona de fermentacion. Las zonas de fermentacion
adecuadas suelen denominarse biorreactores. El término "biorreactor” incluye un dispositivo de fermentacién que consiste
en uno o mas recipientes y/o torres o disposiciones de tuberias, que incluyen el Reactor de tanque agitado continuo
(CSTR), Reactor de células inmovilizadas (ICR), Reactor de lecho de goteo (TBR), Columna de burbujas, Fermentador
de levantamiento de gas, Reactor de membrana como el Biorreactor de membrana de fibra hueca (HFMBR), Mezclador
estatico u otro recipiente u otro dispositivo adecuado para el contacto gas-liquido.

Los biorreactores tipicos tienen la disposicion de un biorreactor de tipo de células en suspensiéon o un biorreactor con
soporte de membrana. En un biorreactor de tipo de células en suspension, el liquido de fermentacion contiene los
microorganismos en suspension a medida que el sustrato de gas pasa a través del liquido de fermentacion para efectuar
el contacto entre el gas y los microorganismos mediante la absorcion del gas en el liquido y la absorcion del gas disuelto
por el microorganismo. Los biorreactores de células en suspension tipicamente toman la forma de un tanque agitado
continuo donde los impulsores proporcionan una mezcla mecanica del sustrato de gas y el liquido de fermentacién o un
biorreactor de columna de burbuja donde la inyeccion del sustrato en el gas promueve la mezcla del gas y el liquido.

Un biorreactor con soporte de membrana utiliza una superficie sélida sobre la cual crecen los microorganismos como una
biopelicula o una concentracion de células con las que el gas sustrato entra en contacto. Un biorreactor de membrana,
como se muestra en la patente de los EE.UU. num. US 20080305539 A1, hace crecer la biopelicula en un lado de la
membrana y en contacto directo con el liquido de fermentacién, mientras que el gas sustrato penetra en contacto con la
biopelicula desde el lado opuesto de la membrana. La patente de los EE.UU. nim. US 20090215163 A1 describe la
disposicion opuesta para un biorreactor con soporte de membrana donde un lado de la membrana retiene los
microorganismos en contacto directo con el sustrato de gas mientras que el liquido de fermentacion impregna la parte
opuesta de la membrana y entra en contacto con los microorganismos. Cualquiera de los dos tipos de biorreactores con
soporte de membrana es adecuado para usar con esta invencion.

Cuando se usa la invencidon con un biorreactor de células en suspension, el liquido de fermentaciéon incluira una
suspension de microorganismos y varios suplementos de medios. Los diversos adyuvantes del liquido de fermentacion
pueden comprender agentes tamponantes, metales traza, vitaminas, sales, etc. Los ajustes en el liquido de fermentacion
pueden inducir diferentes condiciones en diferentes momentos, como el crecimiento y las condiciones de no crecimiento,
que afectaran la productividad de los microorganismos. La patente de los EE.UU num. 7,704,723 describe las condiciones
y los contenidos del medio de fermentacién adecuado para la bioconversion de CO y H,/CO, mediante el uso de
microorganismos anaerobios. Otros métodos, condiciones de operacion y medios para operar biorreactores para producir
etanol se describen en la literatura que incluye los descritos en las patentes num. W0O2007/117157, W0O2008/115080,
patente de los EE.UU. nim. 6,340,581, patente de los EE.UU. nim. 6,136,577, patente de los EE.UU. nim. 5,593,886,
patente de los EE.UU. num. 5,807,722 y patente de los EE.UU. num. 5,821,111.

La fermentacion se lleva a cabo en condiciones apropiadas que incluyen presion, temperatura, velocidad de flujo del gas,
velocidad de flujo del liquido, pH del medio, potencial redox del medio, tasa de agitacion (si se usa un reactor de tanque
agitado continuo), nivel de inéculo y concentraciones maximas de sustrato de gas para asegurar que el CO en la fase
liquida no sea limitante, y las concentraciones maximas de producto para evitar la inhibicion del producto. Las condiciones
adecuadas se describen en las patentes num. W0O02/08438, WO07/117,157 y WO08/115,080. Tipicamente, el liquido de
fermentacion y los microorganismos en la zona de fermentacion incluyen una temperatura adecuada en el intervalo de
entre 25 °C y 60 °C, y mas frecuentemente en el intervalo de aproximadamente 30 °C a 40 °C. Otras condiciones de
fermentacion incluyen la densidad de los microorganismos, la composicion liquida de la fermentacion y la profundidad del
liquido, que son, preferentemente, suficientes para lograr la conversién buscada de hidrégeno y mondéxido de carbono.

Los medios liquidos frescos que contienen nutrientes tipicamente entraran al biorreactor de manera continua. La adicién
de los medios frescos y la extraccion del liquido de fermentacion proporcionan una extraccion continua de la masa celular
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del biorreactor. A medida que la fermentacién continua la generaciéon de masa celular, la velocidad de eliminacion y adicion
del medio y el liquido de fermentacion estableceran un tiempo de retencion celular promedio en el biorreactor. Los tiempos
medios de retencion celular para la mayoria de las zonas de fermentacion estan tipicamente en un intervalo de 2 a 7 dias.

El retardante butirogénico como se describe en esta invencion es una clase de compuestos que tiene el efecto de inhibir
o detener la produccion de acidos o alcoholes con cuatro o mas atomos de carbono de cadena por microorganismos en
una zona de fermentacion sin interferir sustancialmente con la conversion de gas de sintesis a oxigenatos con un menor
numero de carbonos tales como acidos y alcoholes C2 y C3. Los retardantes butirogénicos utiles son cualquier compuesto
que pueda interferir con la produccion de impurezas butilicas de uno o mas butirégenos. Los butirégenos conocidos
incluyen los butirégenos estrictos que producen esencialmente solo impurezas de butilo y heteroacetégenos que pueden
producir etanol y acetato junto con las impurezas de butilo.

Los butirégenos se caracterizan por tener un paso critico en su ruta metabdlica para la conversion de crotonil-CoA en
butiril-CoA. La Figura 1 muestra las vias generalizadas para el metabolismo del butirdgeno y que las vias para la
produccion de butanol y butirato difieren solo en los sustratos de partida. Los sustratos de partida para la produccion de
butanol y butirato incluyen etanol y acido acético a través de la ruta 1, azdcar a través de las rutas 3 y 4 y gas de sintesis
a través de la ruta 4.

Butirogenos tales como C. acetobutylicum, producen butirato como producto primario o como un conjunto de productos
de acidos grasos de cadena corta como parte de su metabolismo primario en el que se producen, ademas, varios acidos
y sus correspondientes solventes (Fig. 1, ruta 2). Estos organismos usan azlcares o proteinas como sustratos para la
produccion de metabolitos. Otros butirégenos, tales como varias cepas de Eubacterium y Roseburia son estrictamente
butirogénicos y producen grandes cantidades de acido mediante el uso de una enzima diferente para generar el producto
final, el butirato (Fig. 1, ruta 3). Se predice que estas clases de butirgenos son menos problematicas que las que usan
la ruta 1y la ruta 4, ya que pueden estar en desventaja metabdlica en las condiciones de crecimiento que se prevé que
existan en los reactores de gas de sintesis a gran escala.

La ruta 1 (Fig. 1) abarca C. kluyveri y tipos metabdlicos similares de organismos que pueden usar etanol, acetato e
hidrégeno para producir acidos de C4 y de cadena superior. C. kluyveri puede residir en un reactor y formar una relacion
comensal con otros organismos, lo que potencialmente lo hace metabdlicamente ventajoso y puede conducir a infecciones
persistentes si las condiciones ambientales del fermentador no se alteran. Asi, de los butirégenos que no usan gas de
sintesis, C. kluyveri y los tipos similares presentan un alto riesgo de contaminacion persistente a largo plazo, ya que
pueden producir facilmente acidos de C4 o superiores a partir de etanol y acetato o dos acetatos. Esta reaccion también
tiene ventajas termodinamicas en ciertas condiciones.

Finalmente, los organismos que usan la ruta 4 (Fig. 1) son aquellos que pueden crecer tanto en azicares como en gas
de sintesis y producen una variedad de acidos y alcoholes de cadena corta y cadena superior. Estos se clasifican
ampliamente como los heteroacetégenos y los miembros incluyen C. carboxidivorans y C. drakei.Estos heteroacetégenos
pueden usar tanto azicares como sustratos de gas de sintesis y también pueden producir acidos de C, y solventes a
partir de subunidades C.. Los heteroacetégenos presentan un riesgo ligeramente mayor que otros butirbgenos, ya que
pueden tener ventajas metabdlicas en las condiciones de gas de sintesis altamente disuelto, redox bajo, que existirian en
una zona de fermentacion a gran escala.

Al igual que con los butirdgenos estrictos, los heteroacetégenos usan una via comun para generar compuestos Cs. El
punto de entrada a la butirogénesis, que es una via altamente conservada, excepto por algunas reacciones finales entre
todos los butirégenos, se produce cuando dos acetil-CoA se condensan para formar acetoacetil-CoA por una reaccion
con tiolasa. A esto le sigue una hidroxilacion en uno de los carbonilos para formar S3-hidroxibutiril-CoA (Fig. 1). El
hidroxibutiril-CoA se deshidrata por la crotonasa para formar crotonil-CoA. La reaccion previa para formar 3-HBCoA puede
lograrse mediante una variedad de deshidrogenasas y no genera energia para la célula, pero regenera algunos cofactores
oxidados. Una vez que se genera el crotonil-CoA la célula se vuelve susceptible a los inhibidores ya que la mayoria, si no
toda, de la energia derivada de la butirogénesis proviene de la conversion de la crotonil-CoA en butiril-CoA. Todas estas
vias podrian detenerse al interrumpir el paso critico de convertir el crotonil CoA en butiril CoA.

Se encontré que una clase de compuestos similares a crotonato descritos anteriormente actuaria como retardantes de
butilo en la produccién de oxigenatos ligeros a partir de gas de sintesis. Si bien no se desea limitarse a la teoria, se cree
que estos compuestos interrumpen este paso critico en el metabolismo del butirégeno. Al mismo tiempo, estos
compuestos similar a crotonato no interfirieron indebidamente con la produccion de oxigenatos ligeros tales como el etanol
por un homoacetégeno. Es importante destacar que el efecto perjudicial sobre el butirégeno se produce in vivo lo que
convierte de esta manera a este retardante en adecuado para uso directo en fermentaciones.

Aunque no se desea limitarse a ninguna teoria, los compuestos similares a crotonato que se usan en esta invencién imitan
al anion crotonato no sustituido pero se deben a grupos de extraccion de electrones que afectan al atomo de carbono de
la posicion 3 (posicion 2 en el resto arilo de férmula Il), y la densidad de electrones reducida interviene en los mecanismos
que interrumpen esta etapa.
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Estos retardantes de butilo a menudo proporcionan resultados deseables a niveles de concentracion relativamente bajos.
En concentraciones tan bajas como 50 ppm en masa en una fermentacién continua, los derivados de crotonato tuvieron
efectos beneficiosos en la reduccion del butanol y el acido butirico sin interrumpir indebidamente la produccion de acido
acético y etanol. De hecho se descubrié que muchos compuestos similares a crotonato que se usan en el método de esta
invencion no comienzan a afectar indebidamente el crecimiento del homoacetdgeno hasta alcanzar concentraciones de
1000 ppm en masa en el liquido de fermentacién. Asi, la cantidad de estos compuestos similares a crotonato que se
adicionan a la zona de fermentacion puede ajustarse para mantenerlos en un intervalo que retardara efectivamente el
crecimiento de los butirégenos sin inhibir indebidamente el crecimiento de los homoacetdgenos deseados. Como resultado
el uso del retardante de butilo puede ajustarse para reducir la produccién de impurezas de butilo sin dafiar excesivamente
la produccioén de etanol, acido acético y otros productos de oxigenatos ligeros.

El retardante de butilo puede adicionarse a una zona de fermentacion de varias maneras. Puede inyectarse en una dosis
deseada directamente en la zona de fermentacion. El retardante de butilo puede mezclarse, ademas, con la entrada de
medios frescos o una corriente de reciclaje de la zona de fermentacion para promover una mejor mezcla del retardante
de butilo en la zona de fermentacion.

Estos retardantes de butilo son faciimente miscibles en hidrocarburos simples y otros solventes no acuosos. Por ejemplo,
hidrocarburos aromaticos comunes tales como xilenos, tolueno, etc. o hidrocarburos alifaticos tales como hexano
disuelven estos retardantes de butilo. Por lo tanto el retardante de butilo puede disolverse en tales hidrocarburos y otros
disolventes no acuosos y convertirse en microemulsiones mediante técnicas bien conocidas mediante la adicion de
surfactantes y cosolventes adecuados. Estas particulas de microemulsion tienen tipicamente un diametro de 0.1 micrones
y pueden dispersarse facilmente en el medio de fermentacion. En el medio de fermentacion, las particulas de la emulsion
entraran en contacto con los butirégenos y administraran los retardantes de butilo a los organismos. La principal ventaja
de tal sistema de administracion en microemulsion es que son efectivos en dosis mucho mas bajas porque pueden
proteger los compuestos activos como el retardante de butilo y ayudan, ademas, a administrar el retardante de butilo a la
superficie celular que es el objetivo principal. Los métodos para hacer tales microemulsiones y su uso en formulaciones
de biocidas generales se describen en la patente de los EE.UU. 6096225 de Yang y otros. En una fermentacion de tipo
plancténico o de células en suspension, el retardante de butilo sera efectivo cuando se introduzca como una dosis Unica
en una concentracion de 10 a 1000 ppm en masa, con niveles de concentracion de 50 a 500 ppm en masa para la mayoria
de las aplicaciones. Las concentraciones efectivas se influenciaran por el sistema de administracion con sistemas de
microemulsion que tengan una concentracion efectiva por debajo de 50 ppm de masa y hasta 10 ppm de masa o menos.
Preferentemente, cuando se busca el efecto butirogénico de forma continua, estas dosis se calculan en funcién del tiempo
medio de retencién celular del biorreactor, de manera que la dosis tendra una duracién de al menos 2 dias. Los niveles
de dosificacion mas altos pueden usarse una sola vez para una operacion de fermentacion en la que la poblacién de
butirogenos es indeseablemente alta para llevar a la poblacion a un nivel aceptable de estado estable. Aunque la
concentracion mas alta puede dar como resultado una pérdida de homoacetégenos en la poblacion, los homoacetdgenos
pueden recuperar rapidamente la densidad celular deseada. Asi incluso cuando puede ocurrir alguna pérdida de
homoacetégenos, los procesos de esta invencion ofrecen un enfoque mucho mas viable econémicamente para el control
de los butirégenos que una limpieza y esterilizacion del fermentador.

Es posible adicionar los retardantes de butilo en cantidades variadas en respuesta al monitoreo de la produccién de
impurezas de butilo y de la salida de producto C; y realizar ajustes en la adicion y concentracion en dependencia de la
produccién de las impurezas de butilo. A este respecto puede adicionarse la cantidad deseada de retardante de butilo
para mantener una concentracion deseada en una zona de fermentacion o en respuesta a la vigilancia de la presencia de
contaminacion por butirégeno. Asi, el retardante de butilo puede usarse de manera continua o intermitente para prevenir
o revertir el efecto del crecimiento del butirogeno. Si se desea, el retardante de butilo puede adicionarse al comienzo del
proceso de fermentacion. De esta manera, el retardante de butilo actia como una medida profilactica para evitar que la
contaminacion de butitrogeno se aduefie del fermentador. La adicion puede continuar durante todo el proceso de
fermentacion mediante inyeccion continua o intermitente del retardante de butilo en la zona de fermentacion. En tales
casos una dosis de retardante de butilo relativamente baja puede ser eficaz. En particular, pueden usarse dosis
intermitentes a un nivel de concentracién de 50 ppm en masa o, preferentemente, de 50 a 100 ppm en masa con una
frecuencia de 5 a 10 dias. En ausencia de recuperacion y recirculacion del liquido que contiene el retardante de buitilo, el
retardante de butilo se lavara del fermentador a una velocidad determinada por el tiempo de retencién celular promedio.

Independientemente del sistema de administracion puede usarse cualquier método para determinar la presencia de
butirégenos y la efectividad del retardante de butilo. EI monitoreo de la produccion del producto para detectar la presencia
de impurezas butilicas de la zona de fermentacion puede proporcionar una indicacion de la contaminacion por butirégeno.
Preferentemente, el liquido de fermentacién se sometera a un muestreo peridédico para la deteccion de impurezas de
butilo.

Muy a menudo el retardante de butilo se adiciona en respuesta a la deteccién de los butirégenos. En este caso el
retardante de butilo se adiciona en cantidad suficiente para producir una dosis Unica en una concentracién de 100 a 1000
ppm en masa en el fermentador, se prefiere una dosis en el intervalo de 500 a 1000 ppm en masa. Puede mantenerse
una concentracion deseada del compuesto similar a crotonato hasta que la presencia de los butirégenos se reduzca a un
nivel deseado, como se indica tipicamente por la produccién de impurezas de butilo de la zona de fermentacion. Una vez
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que se reducen suficientes butirégenos a un nivel que produce un producto de zona de fermentacion aceptable, puede
permitirse que el compuesto de crotonato se lave fuera de la zona de fermentacion.

El retardante de butilo puede introducirse para lograr una reduccion deseada en la cantidad de impurezas de butilo.
Idealmente, las impurezas de butilo en el liquido de fermentaciéon se reducen a cero, sin embargo, el liquido de
fermentacion tipicamente contendra alguna cantidad de contaminaciéon de butilo. En la mayoria de los casos, €l retardante
de butilo se usara seguin sea necesario para mantener la concentracion de butirato y butanol en el liquido de fermentacion
que contiene etanol por debajo del 0.1 % y preferentemente, por debajo del 0.01 %.

EJEMPLOS

Ejemplos 1 -5

Una variedad de compuestos similares a crotonato se probaron para determinar su actividad bactericida o bacteriostatica.
Los compuestos ensayados se identifican en la Tabla 1.

Tabla 1. Compuestos de prueba

A. etil 4,4,4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato 236.12
B. etil-3-amino-4,4 ,4-trifluorocrotonato 182.14
C. Crotonato de terc-butilo (comparativo) 142.20
D. acido 4,4 ,4-trifluoro-3-(trifluorometil)croténico 208.06
E. etil 4,4 ,4-trifluorocrotonato 168.12
F. etil-2-metil-4,4 ,4-trifluorocrotonato (comparativo) 197.16
G. acido 4,4 ,4-trifluorocrotonico 140.06
H. etil 3-aminocrotonato 129.16
Ejemplo 1

Estos compuestos se probaron primero para determinar su efecto sobre un homoacetégeno conocido. Cada compuesto
se probd en una serie de experimentos por lotes para determinar la respuesta de crecimiento de un homoacetégeno a la
presencia del compuesto en concentraciones variables. Todos los experimentos por lotes se realizaron al llenar
anoxicamente un tubo de Balch con 5 ml de un medio de fermentacion que tiene la composicion dada en las Tablas 2 y
3. Para acelerar los resultados, estos experimentos por lotes usaron fructosa como fuente de nutrientes de crecimiento
para las bacterias. Asi, los medios incluian 5 g/L de fructosa.

Tabla 2. Composiciones del medio de fermentacion

Componentes Cantidad por litro
Solucién mineral, ver Tabla 3(a) 25 ml

Solucion de metal traza, ver Tabla 3(b) 10 ml

Solucién de vitaminas, ver Tabla 3(c) 10 ml

Extracto de levadura 059

Ajustar el pH con NaOH 6.1

Agente reductor, ver Tabla 3(d) 2.5ml

Tabla 3(a). Solucion mineral

10



ES 2715563 T3

‘ Componentes | Concentracion (g/L)
'NaCl 180

NH,CI 1100

Kel 10

'KHoPO, 10

'MgSO47H,0 20

CaClz2H,0 4

Tabla 3(b). Solucion de metales traza

| Componentes | Concentracion (g/L)
|Acido nitrilotriacético |2.0
|Ajustar el pH a 6.0 con KOH

'MnSO,-H.0 1.0

| Fe(NH4)2(SO4)2'6H.0 0.8
CoClo6H;0 0.2
ZnS047H;0 1.0
NiCly'6H;0 0.2
Na;MoO4-2H,0 0.02
\Na;SeOq 0.1
\Na WO, 0.2

Tabla 3(c). Solucién de vitaminas

| Componentes | Concentracion (mg/L)
Piridoxina-HCI 10
| Tiamina-HCI 5
Riboflavina 5

| Pantotenato de calcio |5

| Acido tiéctico 5
|Acido p-aminobenzoico |5
|Acido nicotinico |5
Vitamina B12 5
|Acido mercaptoetanosulfénico |5
'Biotina 2
Acido folico 2

11
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Tabla 3(d). Agente reductor

Componentes Concentracion (g/L)
Cisteina (base libre) 40
NaZS '9H20 40

Cada tubo se inoculd con 0.5 ml de la misma cepa del indculo del cultivo semilla de la bacteria C. autoethanogenum. Los
tubos se mantuvieron a una temperatura de 37 °C. Veintiuna horas después de la inoculacion del tubo con la bacteria, los
diferentes derivados de crotonato de la Tabla 1 se adicionaron a diferentes tubos en las cantidades indicadas en la Tabla
4. Esto fue en un momento del crecimiento entre la fase temprana y la fase logaritmica media para las bacterias. Se
permitid que progresara cada fermentacion de las bacterias en el medio a las diferentes concentraciones de derivados de
crotonato y se supervisaron para determinar el crecimiento de las bacterias en intervalos de tiempo seleccionados que
varian de aproximadamente 20 horas a 190 horas. El crecimiento en los intervalos se midié6 mediante la lectura de la
densidad optica (OD) del liquido de fermentacion. La densidad 6ptica se midié mediante el uso de un Spectronic Spec 20
(Thermo Spectronic) a una longitud de onda de 600 nm. La OD del cultivo en el tubo de Balch se midié directamente en
el tubo mediante el uso del modo de absorbancia en la maquina Spec 20. La maquina se ajustd a cero de absorbancia
mediante la medicion y ajuste primero de la configuracion a cero de absorbancia mediante el uso del medio solo como
blanco. Este proceso se repitid en cada punto de tiempo indicado a lo largo del experimento. La capacidad de una
fermentacion en tubo a una concentracion particular de derivado de crotonato para alcanzar una densidad O6ptica
predeterminada se registré en la Tabla 4. La Tabla 4 indica la presencia de crecimiento bacteriano a una OD de
aproximadamente 2 o superior con un "+", y a una densidad 6ptica en un intervalo de 0.5 a 1.5 como "+/-", e indica el
fracaso del crecimiento bacteriano a alcanzar una densidad 6ptica de aproximadamente 0.5 como "-".

Tabla 4. Valoracion de densidad optica de C. autoethanogenum en respuesta a concentraciones variables de crotonato y
compuestos similares a crotonato

ppm(m) 0o (1 |5 |10 50 100 500 1000 5000 10000
A + [+ |+ |+ + + + + - -
B + |+ |+ |+ + + + + +/- -
C + + + + + + -
D + + + + +/- - -
E + + + + + - -
F + + + + + +/- -
G + + + + +/- - -
H + + + + + + +

Como lo indica la Tabla 4, las bacterias homoacetogénicas toleraron la presencia de los compuestos de crotonilo
ensayados hasta concentraciones de aproximadamente 5000 ppm.
Ejemplo 2

Los compuestos A y D se ensayaron nuevamente para determinar su efecto sobre otro homoacetdégeno conocido. Cada
compuesto se probd en una serie de experimentos por lotes para determinar la respuesta de crecimiento del
homoacetégeno a la presencia del compuesto en concentraciones variables. Todos estos experimentos por lotes se
realizaron nuevamente al llenar anéxicamente un tubo de Balch con 5 ml de un medio de fermentacién que tiene la
composicion dada en las Tablas 2 y 3. Para acelerar los resultados, estos experimentos por lotes usaron fructosa como
fuente de nutrientes de crecimiento para las bacterias. Asi, los medios incluian 5 g/L de fructosa.

Cada tubo se inoculd con 0.5 ml de la misma cepa del inéculo del cultivo semilla de la bacteria C. coskatii. Los tubos se
mantuvieron a una temperatura de 37 °C. Veintiuna horas después de la inoculacién del tubo con la bacteria, los diferentes
derivados de crotonato de la Tabla 1 se adicionaron a diferentes tubos en las cantidades indicadas en la Tabla 5. Esto fue
en un momento de crecimiento entre la fase temprana y la fase logaritmica media para las bacterias. Cada fermentacion
de las bacterias en el medio a la diferente concentracion de derivados de crotonato se dej6 progresar y se supervisé para
determinar el crecimiento de las bacterias a intervalos seleccionados de tiempo que varian de aproximadamente 20 horas
a 50 horas. El crecimiento en los intervalos se determiné mediante la medicion de la OD de la manera descrita en el
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Ejemplo 1. La capacidad de una fermentacion en tubo a una concentracion particular de derivado de crotonato para
alcanzar una densidad Optica predeterminada se registré en la Tabla 5. La Tabla 5 indica la presencia de crecimiento
bacteriano a una OD de aproximadamente 1.6 o superior con un "+". Todas las muestras de C. Coskatii alcanzaron una
OD relativamente alta después de un tiempo de solo 50 horas.

Tabla 5. Valoracion de densidad 6ptica de C. coskatii en respuesta a concentraciones variables de crotonato y compuestos
similares a crotonato

ppm(m) 0 100 500 1000
A + + + +
D + + + +
Ejemplo 3

Se realizaron experimentos similares para hacer una determinacién preliminar de cual de los compuestos similar a
crotonato y crotonato actuaria como retardantes de butirbgeno. Para este propdsito los compuestos seleccionados se
probaron nuevamente en una serie de experimentos por lotes para determinar la respuesta de crecimiento de los
butirégenos a la presencia del compuesto en concentraciones variables. Todos los experimentos por lotes se realizaron
al llenar andéxicamente un tubo de Balch de 20 ml con 5 ml de un medio de fermentacién que tiene la composicién dada
en las Tablas 2 y 3. Los medios incluian una concentracion final de 0.5 v/v de un sustrato de fructosa. Para cada una de
las concentraciones de crotonato analizadas, se prepararon tubos de ensayo duplicados.

Cada tubo se inoculé con 0.5 ml de in6culo del cultivo semilla del butirégeno estricto Clostridium tyrobutyricum. Los tubos
se mantuvieron a una temperatura de 37 °C. Veintiuna horas después de la inoculacion del tubo con la bacteria, los
diferentes compuestos de la Tabla 1 se adicionaron a diferentes tubos en las cantidades indicadas en la Tabla 6. Esto fue
en un momento de crecimiento entre la fase temprana y la fase logaritmica media para las bacterias. Cada fermentacion
de las bacterias en el medio a la diferente concentracion de derivados de crotonato se dej6 progresar y se supervisé para
determinar el crecimiento de las bacterias a intervalos seleccionados de tiempo que varian de aproximadamente 20 horas
a 54 horas. El crecimiento en los intervalos se midi6 mediante la lectura de la densidad optica (OD) del liquido de
fermentacion. La densidad 6ptica se midid como se describe en el Ejemplo 1. La capacidad de una fermentacion en tubo
a una concentracion particular de derivado de crotonato para alcanzar una densidad 6ptica predeterminada se registré en
la Tabla 6. La Tabla 6 indica la presencia de crecimiento bacteriano a una OD de aproximadamente 1.8 o superior con un
"+", y a una densidad Optica en un intervalo de 0.7 a 1.5 como "+/-", e indica el fracaso del crecimiento bacteriano en
alcanzar una densidad optica de aproximadamente 0.7 como "-".

Tabla 6. Valoracion de densidad o6ptica de C. tyrobutyricum en respuesta a concentraciones variables de crotonato y
compuestos similares a crotonato

ppm(m) 0 100 500 1000
A + + +/- -
B + + + +
C (comp) + + + +
D + + + +
E + + + +
F (comp) + + + +
G + + + +
Ejemplo 4

Se realizaron experimentos similares para determinar el efecto de los derivados de crotonato en bacterias
heteroacetogénicas. Los derivados de crotonato seleccionados se probaron en una serie de experimentos por lotes para
determinar la respuesta de crecimiento de los butirégenos a la presencia de los compuestos en concentraciones variables.
Todos los experimentos por lotes se realizaron al llenar anéxicamente un tubo de Balch de 20 ml con 5 ml de un medio
de fermentacion que tiene la composicion dada en las Tablas 2 y 3. Los medios incluian una concentracion final de 0.5
v/v de un sustrato de fructosa. Para cada una de las concentraciones de crotonato analizadas, se prepararon tubos de
ensayo duplicados.
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Cada tubo se inoculd con 0.5 ml de la bacteria heteroacetogénica Clostridium carboxidivorans. Los tubos se mantuvieron
a una temperatura de 37 °C. En un momento 20 horas después de la inoculacién de las bacterias se adicionaron diferentes
derivados de crotonato de la Tabla 1 a diferentes tubos en las cantidades indicadas en la Tabla 7. Esto fue en un momento
de crecimiento entre la fase temprana y la fase logaritmica media. Cada fermentacion de las bacterias en el medio a la
diferente concentracion de derivados de crotonato se dejoé progresar y se superviso para determinar el crecimiento de las
bacterias a intervalos seleccionados de tiempo que varian de aproximadamente 20 horas a 54 horas. El crecimiento en
los diferentes intervalos se midié mediante la lectura de la densidad 6ptica (OD) del liquido de fermentacion. La densidad
optica se midi6 como se describe en el Ejemplo 1. La capacidad de una fermentacidon en tubo a una concentracion
particular de derivado de crotonato para alcanzar una densidad 6ptica predeterminada se registré en la Tabla 7. La Tabla
7 indica la presencia de crecimiento bacteriano a una OD de aproximadamente 1.8 con un "+". Para estos experimentos,
el +/- indica que un tubo de ensayo duplicado mostré una indicacion + y el otro mostré una densidad 6ptica de menos de
0.5.

Tabla 7. Valoracion de la densidad 6ptica de C. carboxidivorans en respuesta a concentraciones variables de crotonato y
compuestos similares a crotonato

ppm(m) 0 100 500 1000
A + + + +
D + + + +/-

Los perfiles de los productos se determinaron en los cultivos de C. carboxidivoransque crecieron en presencia del
compuesto A. Se realiz6 una GC-MSD en cultivos de 54 horas y las distribuciones de los productos se calcularon en base
a las areas resultantes de la salida (ver Fig. 2). En cultivos sin adiciéon del compuesto A, la distribucion de los alcoholes y
acidos de Cy, C4 y Cs fueron similares en ambas muestras. A medida que aumentoé la concentracion del compuesto A la
cantidad de C,, particularmente los alcoholes, aumentaron. A 500 y 1000 ppm practicamente todo el producto observado
era el alcohol de C,. Asi, la presencia del compuesto A muestra el efecto inhibitorio sobre la produccion de acido y
alcoholes de C, y de cadena mas larga. Asi, tales derivados de crotonato pueden limitar efectivamente la cantidad de
acumulacion de impurezas butilicas en la zona de fermentacién de los heteroacetdgenos que pueden competir
eficazmente en cultivos de gas de sintesis con bacterias homoacetogénicas.

Ejemplo 5

El compuesto A se probd de nuevo en una serie de experimentos en todos los aspectos iguales a los descritos para el
Ejemplo 4, excepto que el compuesto A se adiciond a los tubos de Balch en las cantidades indicadas en la Tabla 7 en un
tiempo 5.5 horas después de la inoculacién de las bacterias. Esto fue en un momento la fase logaritmica temprana del
crecimiento. En este caso, el tubo de Balch que no contenia compuesto A alcanzé una OD de 2 después de 29 horas o
menos. Después de aproximadamente 54 horas, las fermentaciones en tubo que recibieron 100 ppm de compuesto A
tuvieron un tubo que alcanzé una OD de al menos 2, mientras que el tubo duplicado no alcanzé una OD de 1. Para todos
los tubos de fermentacién que recibieron 500 y 1000 ppm de compuesto A, la OD no aumentd por encima de
aproximadamente 0.5.

Los ejemplos 1-5 mostraron que los compuestos A y D se toleraron por los homoacetégenos a una concentracion de hasta
1000 ppm. Ambos compuestos A y D mostraron un efecto de inhibicién para reducir el crecimiento del butirégeno. Asi, se
demostré que estos acidos y crotonilésteres dihalogenados tienen efectos utiles de inhibicion in vivo para reducir las
impurezas butilicas en fermentaciones homoacetogénicas para la produccion de etanol y acido acético.

Ejemplos 6 - 10

Se realizaron experimentos adicionales para determinar el efecto de los derivados de crotonilo en fermentaciones
continuas que contienen contaminacion con butirégeno. Los compuestos A y D se probaron en un fermentador de 2 L que
contenia un cultivo semilla de un biorreactor de 10,000 galones (= aproximadamente 37854 litros) usado en una operacion
de fermentacion a gran escala. La corrida de la fermentacion a gran escala tenia un volumen de liquido de fermentacion
de aproximadamente 8,000 galones (= aproximadamente 30283 litros). La fermentacion a gran escala se hizo a partir de
una inoculacién de Clostridium autoethanogenum que mostré una presencia significativa de butirégeno por la presencia
de compuestos de butilo al 0.5 % en sus productos.

Para iniciar la fermentacion de 2 litros, se introdujo un cultivo semilla del fermentador a gran escala en el fermentador de
2 litros y se cultivd en extracto de levadura a una OD mayor que 1, momento en el cual se observé una produccion
sustancial de butirégenos. El fermentador de 2 litros era un fermentador Sartorius Biostat Serie B que operaba como un
tanque de agitacion continua con una velocidad de mezclado de 200 rpm. Después de 24 horas de crecimiento inicial una
corriente de gas con una composicién de 38 % de CO, 38 % de H2, 15 % de COyy el balance CHs4 se introdujo en el
fermentador. La fermentacion se realizé a una temperatura de 37 °C, un pH de 5.30 + 0.05 y contenia aproximadamente
2 litros de medio de fermentacion que tienen una composicién que se encuentra en la Tabla 8. Se adicioné continuamente
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medio de fermentacién fresco al fermentador de 2 litros a una velocidad suficiente para establecer un tiempo de retencion
celular promedio de 5.8 dias. Se permitié que la fermentacion progresara y se adicionaron diferentes concentraciones de
los compuestos A y D a la fermentacion como inyecciones intermitentes en diferentes momentos. Se dejoé que cada
inyeccion se lavara del fermentador antes de la siguiente inyeccion. La presencia de compuestos de acetato y butirato en
el fermentador junto con la OD de los medios de fermentacién se muestra en la Figura 3.

Tabla 8. Composicién del medio de fermentacién de 2 litros

Componentes Cantidad por litro
Solucién mineral, ver Tabla 7(a) 25 ml

Solucion de metal traza, ver Tabla 7(b) 10 ml

Solucién de vitaminas, ver Tabla 7(c) 10 ml

Extracto de levadura 0g

Ajustar el pH con NaOH 6.1

Agente reductor, ver Tabla 2(d) 2.5ml

Tabla 7(a). Solucion mineral

Componentes Concentracion (g/L)
NaCl 0

NH,4CI 100

KCI 10

KH2PO4 20

MgSO,:7H0 5

CaCly-2H,0 2

Tabla 7(b). Solucion de metales traza

Componentes Concentracion (g/L)
Acido nitrilotriacético 0

pH 2.0 con HCL 12.1 N

MnSO4-H-0 0.377
Fe(NH4)2(SO4)2-6H0 0
CoCl2-6H,0 0.358
ZnS04 7H0 1.96
NiCl2:6H20 0.078
Na:Mo0O4-2H.0 0
Na;SeO4 0.1
Na WO, 0.118
Fe(SO4): 7TH20 3.657

pH 2.0 con HCL 12.1 N
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Tabla 7(c). Solucién de vitaminas

Componentes
Piridoxina-HCI
Tiamina-HCI
Riboflavina
Pantotenato de calcio
Acido tiéctico

Acido p-aminobenzoico
Acido nicotinico
Vitamina B12

Acido mercaptoetanosulfénico
Biotina

Acido félico

Tabla 7(d). Agente reductor

Componentes
Cisteina (base libre)
NaZS-QHZO

Antiespumante Clerol

Ejemplo 6

ES 2715563 T3

Concentracion (mg/L)
0

10

0

10

Concentracion (g/L)
40

0

0.02

Después de aproximadamente 500 horas de operacion del fermentador, el compuesto A se adicioné directamente al
fermentador a una concentracion de 500 ppm cuando la OD fue de 1.82 y la concentracion de butirato fue de 4.5 g/L. Tras
la introduccion del compuesto, la OD disminuyd rapidamente en casi un 50 % en las primeras 24 horas y la concentracion
de butirato disminuy6 en un 20 % en el mismo periodo de tiempo. Ademas, en las primeras 24 horas el contenido de
butanol aumenté rapidamente en 6 veces hasta 0.68 g/L, lo que indica una rapida conversion del acido butirico en butanol.
La tasa de conversion del acido butirico y la tasa de dilucion de los medios se combinaron para disminuir dramaticamente
la tasa de produccion de butirato hasta que se redujo a cero dentro del intervalo de 80 horas después de la adicion inicial
del compuesto A. (ver Fig. 4) En adicion, la OD continué su disminucién hasta un minimo de 0.54 después de 80 horas.
Aproximadamente 140 horas después de la adicion de 500 ppm del compuesto A, la OD casi se recuperd a su nivel
original con un aumento en el etanol de mas del 100 % y un aumento dramatico en la produccion de acido acético. (ver
Fig. 5) La concentracion de los acidos y alcoholes de C, y C4 se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9.
Adicién
h
0.0
240
49.0
80.0
121.0
145.0

oD
@600 nm
1.82

1.09

0.76

0.54

0.75

1.17

Etanol
g/L
0.026
0.266
0.255
0.212
0.345
0.441

Acido
g/L

3.237
2.728
2.333
1.959
2.446
4.082

acético n-Butanol

g/L

0.109
0.681
0.601
0.497
0.513
0.311

16

Acido butirico
g/L

4.503

3.600

3.074

2.542

1.842

1.645
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Ejemplo 7

Después de aproximadamente 700 horas de operacion del fermentador y del lavado de la primera adicion de 500 ppm del
compuesto A, se adicionaron otras 50 ppm de compuesto A directamente en el fermentador. Una disminucion en laOD y
en la concentracion de butirato (ver Fig. 3) sigui6 a la adicion de 50 ppm y continué durante al menos los primeros 3 dias.
Al mismo tiempo, hubo un aumento continuo en la concentracién de etanol y acido acético.

Ejemplo 8

Después de aproximadamente otros 8 dias y del lavado de la adicion de 50 ppm del compuesto A, la concentracion de
butirato aumento a 2 g/L. En este momento se adicionaron otras 100 ppm de compuesto A directamente en el fermentador
a aproximadamente 890 horas en la ejecucion. Tras la adicién del compuesto A, la concentracion de etanol comenzé a
aumentar inmediatamente. Después de aproximadamente 24 horas, la concentracion de butirato comenzé a disminuir
nuevamente y disminuy6 casi un 50 % durante los siguientes 4 dias. (ver Fig. 3)

Los resultados de los Ejemplos 5-8 muestran que en un reactor butirogénico de 2 L el compuesto A tenia un efecto
inhibitorio y bactericida en la poblacion de butirégeno poco después de la adicion. En los tres ensayos, la adicion del
compuesto A mostré una disminucion en las primeras 24 horas en la OD y en la produccion de butirato con un aumento
en la produccion de C2. La adicion del retardante de butirogeno demostré tener efectos beneficiosos en concentraciones
tan bajas como 50 ppm.

Ejemplo 9

La operacién del fermentador continué en las mismas condiciones operativas después de la adicion de 100 ppm del
compuesto A. Después de dejar 20 dias para el lavado completo del compuesto A, se adicionaron 100 ppm de compuesto
D directamente en el fermentador a aproximadamente 1370 horas en la ejecucion del fermentador. Tras la adicion del
compuesto D, hubo un fuerte aumento en la concentracion de etanol y la concentracion de acido acético acompafiada por
una disminucion en la produccién de butirato. La concentracion de butanol aumenté temporalmente después de la adicion
de 100 ppm del compuesto D que de nuevo se cree que muestra una rapida conversién del acido butirico en butanol como
se vio en el Ejemplo 5.

Ejemplo 10

Durante 12 dias después de la primera inyeccion del compuesto D en el fermentador, se dejo que el fermentador lavara
el compuesto D. Después, se inyectaron 500 ppm de compuesto D directamente en el fermentador después de
aproximadamente 1660 horas de operacion del fermentador. (ver Fig. 3) Las concentraciones resultantes de los acidos y
alcoholes de C; y C4 a partir del momento de adicionar las 500 ppm de compuesto D se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10.

H de adicién |OD @600nm |EtOH g/L |Acido acético g/L |n-Butanol g/L | Acido butirico g/L

0 1.40 0.55 8.72 0.21 1.51
30 1.35 0.61 8.48 0.23 1.47
49 1.23 0.69 8.64 0.26 1.44
73 1.12 0.68 8.56 0.26 1.37
123 0.92 0.53 8.72 0.19 1.41
145 1.12 0.88 8.75 0.26 1.36
168 1.38 0.95 8.83 0.28 1.11
193 1.18 0.87 8.86 0.24 1.12
217 1.24 0.84 9.05 0.21 1.13
240 1.25 0.82 9.21 0.21 1.17

Los datos y la Figura 6 muestran que inmediatamente después de la adicion del compuesto D, la OD comenzé a disminuir
lo que muestra una reduccion del crecimiento celular. Ademas, las concentraciones de n-butirato y n-butanol comenzaron
a nivelarse y disminuyeron lentamente mientras que las concentraciones de etanol y acetato comenzaron a aumentar.
Mas aun, después de la disminucion inicial, la OD comenzé a aumentar con el aumento concomitante de los compuestos
C,. Esto establecié claramente que los butirdgenos se inhibieron especificamente mientras que los organismos
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homoacetogénicos no se inhibieron y fueron capaces de crecer y continuar la produccién de los productos C, deseables
en presencia del compuesto D.

Ejemplo 11

Lehman, y otros, en An Acyl-Coenzyme A Dehydrogenase Assay Ultilizing the Ferricenium lon, Analytical Biochemistry
186, paginas 280 - 284 (1990), describen una técnica de cribado mediante un ensayo in vitro para las acil-CoA
deshidrogenasas para determinar las deficiencias enzimaticas en nifios. Se exploré una adaptacion de esta técnica como
un posible método de deteccion para determinar los posibles inhibidores del butirégeno.

Se prepara un licor de ensayo acuoso de manera que cada muestra de 1 mililitro contenga 50 mM de tampén TrisHCI (pH
7.6); 0.05 mM de butiril-CoA; 5 micromoles de FAD (dinucledtido de flavin adenina) y 0.4 mM de ferrocenio. Células
enteras de C. tyrobutyricum se lisan y se adicionan al licor de ensayo. Se adicionan varios compuestos a las muestras de
1 mililitro a concentraciones de 0.5 mM, 1.25 mM, 2.5 mM, 5.0 mMy 10 mM (se prepara, ademas, una muestra de control
que no contiene extracto libre de células). La abreviatura mM significa milimolar.

Para asegurar la consistencia metabdlica entre las muestras, un lote maestro de C. tyrobutyricum se preparay se recolecta
en la etapa temprana de crecimiento logaritmico (OD aproximada de entre aproximadamente 0.5 y 0.7). El caldo de
fermentacion del lote maestro se centrifuga y se enjuaga con tampén TrisHClI 50 mM (pH 7.6), se centrifuga y se
reconstituye con tampoén TrisHCI 50 mM (pH 7.6) para ser 10 veces mas concentrado que el lote maestro original. Se
colocan alicuotas de aproximadamente 0.5 mililitros en viales criogénicos (aproximadamente 1.8 mililitros de capacidad)
y se congelan a -80 °C hasta que se necesitan. Cuando sea necesario, se coloca un vial en una camara anoxica de Coy
y se deja descongelar a temperatura ambiente. Una vez descongeladas, las células se adicionan a un tubo de centrifuga
de 15 mL y se diluyen con 0.5 mL de una solucién de 2 mg/mL de lisozima (adquirida de Aldrich) en Tris-HCI 50 mM (la
concentracion final de lisozima es de aproximadamente 1 mg/mL). El tubo de la centrifuga se invierte 5 veces, se retira
de la camara de Coy y se deja incubar a 37 °C durante 30 minutos. Después de la incubacion, el tubo de centrifuga se
devuelve a la cdmara de Coy y se adicionan 50 pL de una solucion al 5 % (v/v) de Triton-X 100 en tampodn Tris-HCI 50
mM a las células lisadas. El tubo de la centrifuga se agita en vortex en la camara de Coy durante aproximadamente 30
segundos, se retira de la camara y se centrifuga durante 15 minutos a 4000 rpm y 4 °C. El tubo se devuelve a la camara
y el extracto sin células (sobrenadante) se usa para preparar las muestras descritas anteriormente.

Las muestras se analizan en diversos momentos mediante espectroscopia de absorbancia a 300 nm mediante el uso de
un espectrofotdmetro Thermo Scientific Evolution 300 UV/Vis con un carrusel de 7 cubetas y cubetas de cuarzo Starna
con un tapén de septo para determinar la cantidad de reduccién de ferrocenio. La muestra esta a temperatura de
laboratorio y se mantiene bajo condiciones anaerdbicas. Tipicamente, la absorbancia se mide durante un periodo de
aproximadamente 10 a 20 minutos que es tiempo suficiente para que la absorbancia deje de cambiar. Una pendiente
lineal de la tasa de cambio en la absorbancia durante el periodo en que la absorbancia cambia se determina mediante el
uso de la regresion lineal de Microsoft Excel® 2010 para generar una linea recta desde los puntos de datos. Cuanto mas
gradual sea la pendiente, mejor sera la inhibicion porque la enzima es mas lenta para reducir el ferrocenio en la muestra
de ensayo. Después se determina una curva de dosis respuesta para cada compuesto al trazar la pendiente lineal contra
la concentracion del compuesto respectivo. Después, se determina una pendiente lineal para cada compuesto mediante
el uso de una regresion lineal en Microsoft Excel® 2010 para generar una linea recta desde los puntos de datos. Cuanto
mas pronunciada sea la pendiente de la dosis respuesta, mejor sera la inhibicion ya que el aumento de la concentracion
del compuesto provoca una mayor diferencia en la actividad de la enzima. La pendiente dosis respuesta generalmente
tiene un amplio estandar de desviacion debido a la imprecision experimental y a las determinaciones de la pendiente.

El compuesto A de la Tabla 1 tiene una pendiente de dosis respuesta de aproximadamente 8 lo que confirma que esta
técnica tiene viabilidad para el cribado in vitro. La Tabla 11 proporciona las determinaciones de la pendiente dosis
respuesta para una variedad de compuestos.

Tabla 11. Pendiente dosis-respuesta para varios compuestos
Compuesto Pendiente dosis-respuesta

Etil 3-amino-4,4,4-trifluorocrotonato 25

3-Trifluorometil-4-metoxibenzamida 2

Etil 3-trifluormetilbenzoato

1
9
Etil 4,4,4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato 8
4.4 4-Trifluorocrotonamida 8

8

Etil 2-(trifluorometil)benzoato
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3-(Trifluorometil)benzoato
Etil 4,4,4-trifluorocrotonato
Crotonato de t-butilo (comparativo)
3-Trifluorometil-4-fluorobenzamida

Etil 4,4,4-trifluoro-2-metilcrotonato (comparativo)

Ejemplos del 12 al 15

Los ejemplos 12 a 15 son en vivo. Se utilizan ejemplos y medios estandar en cada ejemplo como se describe en las

Tablas 12y 13 (a), (b) y (c).

Tabla 12. Composiciones del medio de fermentacion

Componentes

Solucién mineral, ver Tabla 13(a)
Solucién de metal traza, ver Tabla 13(b)
Solucién de vitaminas, ver Tabla 13(c)
Extracto de levadura

Ajustar pH a 5.8 con NaOH
Cisteina-HCI-H2O

acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico

Tabla 13(a). Solucién mineral

Componentes Concentracion (g/L)
NaCl 0

NH,4CI 100

KCI 10

KH2PO4 20

MgSO,4:7H0 5

CaCl»-2H,0 2

Tabla 13(b). Solucién de metales traza

Nl o o

Componentes Concentracion (g/L)

Ajustar el pH a 2.0 con HCI

MnSO4-H-0 1.509
FeSO4 7H0 14.628
CoCl2-6H,0 1.434
ZnS04'7H0 0.784
NiCl2:6H20 0.311
Na SeO4 0.4
Na,WO,-2H,0 0.237

Ajustar el pH a 2.0 con HCI

19

Cantidad por litro
25 ml

2.5ml

334 pl

059

0.211g
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Componentes Concentracion (mg/L)
Piridoxina-HCI 0
Tiamina-HCI 300
Riboflavina 0
Pantotenato de calcio 300
Acido tiéctico 0
Acido p-aminobenzoico 0
Acido nicotinico 15
Vitamina B12 0
Acido mercaptoetanosulfénico 0
Biotina 150
Acido félico 0

Ejemplo 12

El etil 4,4,4-trifluoro-3-aminocrotonato se evalla en una serie de fermentaciones discontinuas para determinar la respuesta
de crecimiento de los butirégenos a la presencia de este compuesto en concentraciones variables. Las fermentaciones
por lotes se realizan al llenar anéxicamente botellas de suero de 100 mL con 20 mL de medio que tiene la composicion
dada en las Tablas 12 y 13. En las botellas se proporcionan aproximadamente 0.2 mL de una solucién al 50 % p/p de
fructosa en agua (concentracion final de fructosa de aproximadamente 5 g/L).

Cada botella se inocula con 2 mL de indculo del cultivo semilla del butirégeno estricto Clostridium tyrobutyricum, que tiene
una OD de aproximadamente 0.90 (que en una dilucion 10 veces proporciona una OD inicial para la fermentaciéon de
aproximadamente 0.09). Las botellas se mantienen a una temperatura de 37 °C. Veinticinco horas después de la
inoculacion de las botellas con las bacterias, los medios de fermentacién tienen densidades 6pticas que van desde 0.70-
0.85. En este momento el compuesto se adiciona a diferentes botellas como una soluciéon en medios de 100 pL en las
cantidades indicadas en la Tabla 14. Las bacterias se encuentran en fase de crecimiento logaritmico medio en el momento
de la inoculacion. El proceso de fermentacion se deja progresar a 37 °C. A intervalos de tiempo seleccionados, el
crecimiento bacteriano se mide mediante la lectura de la densidad 6ptica (OD) del liquido de fermentacion. La densidad
optica se mide al recolectar anéxicamente una alicuota de liquido de fermentacion y adicionarla a una cubeta desechable.
Las OD que varian entre 0.01 y 0.4 se miden directamente, mientras que las OD mayores a 0.4 se miden después de
realizar una dilucion 1/10 con agua.

Tabla 14. Respuesta de OD a las concentraciones de inhibidor que varian

Horas Control 100 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm
225 0.76 0.84 0.86 0.80 0.70
28.5 1.82 1.48 1.87 0.93 0.77
435 1.67 1.53 1.92 1.00 0.78

Como puede verse en los datos de la Tabla 14, el control tuvo el mayor aumento en la OD entre las 22.5 y las 28.5 horas,
lo que indica que este compuesto similar a crotonato tuvo un efecto inhibitorio sobre el butirégeno.

Ejemplo 13.

El etil 3-(trifluorometil)benzoato se evalla en una serie de fermentaciones por lotes para determinar la respuesta de
crecimiento de los butirégenos a la presencia de este compuesto en concentraciones variables. Las fermentaciones por
lotes se realizan al llenar anéxicamente botellas de suero de 100 mL con 15 mL de medio que tiene la composicién dada
en las Tablas 12 y 13. Se proporcionan aproximadamente 0.15 mL de una solucién al 50 % p/p de fructosa en agua
(concentracion final de fructosa de aproximadamente 5 g/L) en las botellas. Se realizan corridas duplicadas para cada
concentracion.
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Cada frasco se inocula con 1.5 mL de in6culo de cultivo semilla del estricto butirégeno Clostridium tyrobutyricum, que
tiene una OD de aproximadamente 0.40 (que en una dilucién 10 veces proporciona una OD inicial para la fermentacion
de aproximadamente 0.04). Las botellas se mantienen a una temperatura de 37 °C. Dos horas después de la inoculacion
de las botellas con la bacteria, el compuesto se adiciona a diferentes botellas como una soluciéon en 50 yL de N-
metilpirrolidona en las cantidades indicadas en la Tabla 15. El proceso de fermentacion se deja progresar a 37 °C. A
intervalos de tiempo seleccionados, el crecimiento bacteriano se mide mediante la lectura de la densidad 6ptica (OD) del
liquido de fermentacion. La densidad optica se mide al recolectar anéxicamente una alicuota de liquido de fermentacion
y adicionarla a una cubeta desechable. Las OD que varian entre 0.01 y 0.4 se miden directamente, mientras que las OD
mayores a 0.4 se miden después de realizar una dilucién 1/10 con agua.

Tabla 15. Respuesta de OD a las concentraciones de inhibidor que varian

Horas |Control A [ControlB 500 ppm A 500 ppm B 1000 ppm A 1000 ppm B

0 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04
2 0.08 0.08 0.09 0.09 0.09 0.09
3.5 0.14 0.14 0.14 0.14 0.15 0.15
5.25 0.37 0.37 0.21 0.23 0.21 0.22
11 1.73 1.65 0.90 0.89 0.90 0.87
20.5 1.80 1.76 1.53 1.44 1.42 1.37

La concentracién de acido butirico se determina mediante cromatografia de gases para varias de las muestras anteriores
en los puntos indicados en el tiempo. La produccion de butirato se calcula con base en los calculos del area del pico
generados por el cromatografo de gases. Alas 11 horas, la concentracion de acido butirico para cada uno de los controles
es de aproximadamente 0.95 gramos por litro, y la concentracion de acido butirico para las muestras que contienen 500
ppm del inhibidor es de aproximadamente 0.6 gramos por litro.

Ejemplo 14.

En este ejemplo, el etil 4,4,4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato y el etil 3-trifluorometil-4-metoxibenzoato se evaldan
mediante fermentacion discontinua. Las fermentaciones por lotes se realizan al llenar anéxicamente botellas de suero de
100 mL con 15 mL de medio que tiene la composicion dada en las Tablas 12 y 13. Se proporcionan aproximadamente
0.15 mL de una solucién al 50 % p/p de fructosa en agua (concentracion final de fructosa de aproximadamente 5 g/L) en
las botellas. Se realizan corridas duplicadas para cada concentracion.

Cada frasco se inocula con 1.5 mL de in6culo de cultivo semilla del estricto butirégeno Clostridium tyrobutyricum, que
tiene una OD de aproximadamente 0.42 (que en una dilucién 10 veces proporciona una OD inicial para la fermentacion
de aproximadamente 0.042). Las botellas se mantienen a una temperatura de 37 °C. Dos horas después de la inoculacion
de las botellas con la bacteria, el compuesto se adiciona a diferentes botellas como una soluciéon en 50 yL de N-
metilpirrolidona en las cantidades indicadas en la Tabla 16 y 17. El proceso de fermentacion se deja progresar a 37 °C. A
intervalos de tiempo seleccionados, el crecimiento bacteriano se mide mediante la lectura de la densidad 6ptica (OD) del
liquido de fermentacion. La densidad optica se mide al recolectar anéxicamente una alicuota de liquido de fermentacion
y adicionarla a una cubeta desechable. Las OD que varian entre 0.01 y 0.4 se miden directamente, mientras que las OD
mayores a 0.4 se miden después de realizar una dilucién 1/10 con agua. Los resultados de las ejecuciones del control A
y el control B se repiten en cada tabla.

Tabla 16. Respuesta de OD al 4,4,4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato de etilo

Horas Control A Control B 5mMA 5mMB
0 0.42 0.42 0.42 0.42
2 0.11 0.11 0.10 0.10
4.5 0.28 0.27 0.14 0.11
6 0.41 0.13 0.13 0.13
24 1.66 1.63 0.12 0.12
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Tabla 17. Respuesta de OD al 3-trifluorometil-4-metoxibenzoato de etilo

Horas Control A Control B 5mMA 5mMB 10mMA 10 mMB

0 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42
2 0.11 0.11 0.11 0.12 0.11 0.11
4.5 0.28 0.27 0.20 0.18 0.24 0.23
6 0.41 0.13 0.16 0.10 0.12 0.13
24 1.66 1.63 1.23 0.91 1.22 1.19

La concentraciéon de acido butirico se determina mediante cromatografia de gases mediante el uso del procedimiento
expuesto en el Ejemplo 13. Las Tablas 18 y 19 resumen los resultados con la produccion reportada en gramos por litro.
El control se reporta solo en la Tabla 18.

Tabla 18. Produccion de butirato mediante el uso de etil 4,4,4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato

Horas Control A Control B 5mM A 5mMB
2 0 0.02 0.03 0

4.5 0.10 0.09 0.04 0.04

6 0.21 0.26 0.06 0.05
24 1.11 1.12 0.10 0.08

Tabla 19. Produccion de butirato mediante el uso de etil 3-trifluorometil-4-metoxibenzoato

Horas 5mMA 5mMB 10 mMA 10 mM B

2 0.04 0 0.03 0.03

4.5 0.15 0.67 0.69 0.67

6 0.19 0.10 0.11 0.10

24 1.15 0.14 0.19 0.17
Ejemplo 15.

En este ejemplo, varios compuestos similares a crotonato se evaltan en cuanto a su toxicidad para C. autoethanogenum
por fermentacién discontinua mediante el uso de substrato de gas de sintesis. Las fermentaciones por lotes se realizan al
llenar anéxicamente botellas de suero de 100 mL con 10 mL de medio que tiene la composicién dada en las Tablas 12y
13. Se realizan corridas duplicadas para cada concentraciéon. Los compuestos son:

C-1 Etil 4,4,4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato
C-4 4.4 4-Trifluorocrotonamida

C-9 Etil 4,4,4-trifluoro-3-(amino)crotonato

C-18 3 trifluorometil-4-metoxibenzoato.

Cada botella se inocula con 1.0 mL de inéculo de cultivo semilla de un fermentador activo mediante el uso de un sustrato
de gas de sintesis y que contiene Clostridium autoethanogenum, cuyo inéculo tiene una OD de aproximadamente 4.92
(que en una dilucién 10 veces proporciona una OD inicial para la fermentacion de aproximadamente 0.49). Las botellas
se gasean con gas de sintesis a aproximadamente 100 kilopascales y se mantienen a una temperatura de 37 °C. Las
botellas se regasean con gas de sintesis cada 8 a 12 horas. El gas de sintesis tiene la composiciéon aproximada expuesta
en los Ejemplos 6 a 10. Veinticuatro horas después de la inoculacion de las botellas con la bacteria, los compuestos se
adicionan a diferentes botellas como una solucién en 50 pL de N-metilpirrolidona en las cantidades indicadas en las Tablas
20 y 21. El proceso de fermentacion se deja progresar a 37 °C. A intervalos de tiempo seleccionados, el crecimiento
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Tabla 20. Respuesta de OD a diversos inhibidores

Horas
0

25
6.5
245
30.5
475

La concentraciéon de acido butirico se determina mediante cromatografia de gases mediante el uso del procedimiento
expuesto en el Ejemplo 13. La Tabla 21 resume los resultados con la produccion reportada en gramos por litro.

Control
0.49
0.49
0.41
1.29
1.36
1.86

C-1A
0.49
0.42
0.42
1.17
1.15
0.66

C-1B
0.49
0.46
0.46
1.08
1.22
0.67

C-4A

0.49
0.40
0.4
1.03
1.31
1.7

C-4B

0.49
0.42
0.43
1.09
1.33
1.64

C-9A
0.49
0.40
0.42
1.14
1.28
1.67

C-9B
0.49
0.42
0.46
0.97
1.47
212

Tabla 21. Respuesta de OD de varios inhibidores en C.autoethanogenum

Horas
0

25
6.5
245
30.5
475
56

Control
0.49
0.49
0.41
1.29
1.36
1.86
1.91

C-1

0.49
0.44
0.44
1.12
1.18
0.66
0.58

c-4
0.49
0.41
0.42
1.06
1.32
1.67
1.72

23

C-9

0.49
0.41
0.44
1.06
1.38
1.90
1.98

C-18A

0.49
0.47
0.44
1.15
1.32
1.73

C-18
0.49
0.44
0.44
1.16
1.30
1.74
1.88

Cc-19B
0.49
0.41
0.44
1.18
1.28
1.75
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Reivindicaciones

1.

Un método para restringir la produccion de oxigenatos C4 en una fermentacion anaeroébica de un sustrato de gas
que comprende al menos uno de CO y una mezcla de CO» con hidrégeno, el método comprende:

a. pasar la corriente de gas a una zona de fermentacion anaerdbica que contiene al menos una especie de
microorganismo anaerobico capaz de producir un producto liquido que comprende oxigenato de C, o Cs; en
donde dicho microorganismo se selecciona de al menos una especie de microorganismo homoacetogénico o
heteroacetogénico;

b. convertir al menos una porcion de la corriente de gas en el producto liquido por contacto del microorganismo
en la zona de fermentacioén con la corriente de gas;

c. proporcionar al menos un compuesto similar a crotonato en el liquido de fermentacién en una cantidad efectiva
para restringir la produccion de oxigenatos de C4, dicho compuesto similar a crotonato representado por la
férmula estructural

. R?(R%)C=C(H)C(O)R!

I. R2-A-C(O)R!

en donde:

R' es -OH, -OR?, 0 -N(R*)2, en donde R?® es hidrocarbilo y cada R* puede ser igual o diferente y es hidrégeno o
hidrocarbilo;

R? es hidrégeno, -NH,, -OH o -CX3 en donde cada X puede ser igual o diferente y es hidrégeno o haldgeno;

R3 es hidrocarbilo de 1 a 18 carbonos que puede estar no sustituido o sustituido con -OH, alcoxilo de 1 a
aproximadamente 6 carbonos, o haldégeno;

A es un resto aromatico que tiene 5 o 6 atomos en el anillo que pueden ser todos atomos de carbono o pueden
ser heterociclicos con un heteroatomo seleccionado del grupo que consiste en oxigeno y nitrégeno cuyo resto
aromatico tiene -R? en la posicion 2 en donde -R? es como se definié anteriormente y que puede sustituirse o no
en una o mas de las posiciones de carbono superiores con (i) hidrocarbilo de 1 a 18 carbonos que puede
sustituirse con -OH, alcoxilo de 1 a 6 carbonos, o halégeno, (ii ) -Of en donde R® es alquilo inferior, (iii)-N(R”); en
donde cada R es igual o diferente y es hidrogeno o hidrocarbilo o (iv) halégeno;

con la condicion de que en la formula estructural |, al menos uno de R? y R® esté o se sustituya con haloalquilo
y que en la formula Il al menos la posicion del carbono 2 o 3 del resto arilo se sustituya con un grupo de extraccion
de electrones seleccionado del grupo que consiste en halégeno y haloalquilo;

d. retirar el liquido de fermentacion que contiene el producto liquido de la zona de fermentacion; y

e. recuperar el producto liquido del liquido de fermentacion.

El método de la reivindicacion 1 en donde la zona de fermentacién contiene al menos uno de un microorganismo
homoacetogénico o heteroacetogénico para la produccion de un producto liquido que comprende etanol o
acetato y que se contamina con un microorganismo butirogénico que produce al menos uno de butirato o butanol.

El método de la reivindicacion 2 en donde la zona de fermentacion contiene un microorganismo homoacetogénico
que comprende al menos uno de Clostridium autoethanogenum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium ragsdalei y
Clostridium coskatii y la zona de fermentacion produce un producto liquido que comprende al menos uno de
acetato y etanol.

El método de la reivindicacion 1 en donde el microorganismo anaerébico comprende un heteroacetégeno que
produce productos liquidos que tienen 2 a 3 atomos de carbono y el producto liquido comprende al menos uno
de acido aceético, etanol, propanol y acido propionico.

El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde la zona de fermentaciéon contiene un
microorganismo homoacetogénico para la produccion de un producto liquido que comprende etanol y un
microorganismo butirogénico que produce al menos uno de butirato o butanol.

El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el compuesto similar a crotonato se
representa mediante la formula:

11 R?(R%)C=C(H)C(O)R'

V. R2-A-C(O)R!
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en donde:

en la formula Ill, R? es -OH, -NH 0 -CX3 en donde X es haldgeno y R3 es -CX; en donde X es halogeno, y
en la férmula 1V, el arilo es fenilo y al menos uno de los carbonos de posiciones 2 y 3 del resto fenilo es -CX3 en
donde X es haldgeno.

El método de la reivindicacién 6 en donde el al menos un compuesto similar a crotonato comprende al menos
uno de alquilo 4, 4, 4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato; acido 4, 4, 4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonico; 4, 4, 4-
trifluoro-3-(trifluorometil)crotonamida; acido 2-trifluorometilbenzoico; 2-trifluorometilbenzamida; alquil 2-
trifluorometilbenzoato; acido 3-trifluorometilbenzoico; 3-trifluorometilbenzamida; alquil 3-trifluorometilbenzoato;
acido 2-amino-3-trifluorometilbenzoico; 2-amino-3-trifluorometilbenzamida; alquil 2-amino-3-
trifluorometilbenzoato; acido 3-trifluoro-4-metoxibenzoico; 3-trifluoro-4-metoxibenzamida; alquil 3-trifluoro-4-
metoxibenzoato; acido 3-trifluorometil-4-fluorobenzoico; 3-trifluorometil-4-fluorobenzamida; alquil 3-trifluorometil-
4-fluorobenzoato; acido 3-trifluorometil-5-trifluorometilbenzoico; 3-trifluorometil-5-trifluorometilbenzamida; alquil
3-trifluorometil-5-trifluorometilbenzoato; crotonatos 3-amino sustituidos; acido 4,4,4-trifluoro-3-aminocrotoénico;
4,4 4A-trifluoro-3-aminocrotonamida; y alquil 4,4,4-trifluoro-3-aminocrotonato en donde el alquilo es de 1 a 4
carbonos.

El método de la reivindicacién 6 en donde el al menos un compuesto similar a crotonato comprende al menos
uno de etilo 4, 4, 4-trifluoro-3-(trifluorometil)crotonato; acido 4, 4, 4-trifluoro-3-(trifluorometil)croténico; 4, 4, 4-
trifluoro-3-(trifluorometil)crotonamida; y etil 4,4,4-trifluorometil-3-(triclorometil) crotonato.

El método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde el al menos un compuesto similar a

crotonato se adiciona en una cantidad suficiente para producir una concentracién de al menos 10 ppm en masa
en el liquido de fermentacion.
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