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En septiembre de 1982 el Grupo de Biotecnologia de la Universidad Nacional
de Colombia, inici6 actividades preliminares para la creacién del Instituto de Bio-
tecnologfa de la Universidad Nacional de Colombia. Después de un diagnostico de
Biotecnologia en Colombia, se establecieron 3 4reas de investigacion y se trazd una es-
trategia para la de consecucion de recursos nacionales y de cooperacion internacional.
En el marco del Programa “Segunda Expediciéon Botanica” de Colciencias, se logrd
apoyo para los proyectos de las areas definidas y el area de investigacién en “Produc-
cién de materias primas por fermentacion”, dio origen, al Grupo de Bioprocesos y
Bioprospeccion, creado en 1996.

Nuestro Grupo entiende la bioprospeccién como la busqueda sistematica en la
biodiversidad de nuevas fuentes de compuestos, genes, enzimas, proteinas, biopoli-
meros, entre otros, con el proposito de explorar su potencial biotecnologico y generar
de manera sustentable nuevos productos y servicios que retribuyan en bienestar so-
cial y crecimiento econémico de nuestro Pafs. Nuestro grupo posee cuatro lineas de
investigacion: Biopolimeros, caucho natural, biofertilizantes y microorganismos sol-
ventogénicos. A continuacién presentaremos solamente la linea de microorganismos
solventogénicos.

La linea de microorganismos solventogénicos del Grupo de Bioproce-
sos se inici6 con la construccion de un cepatio, la evaluacion de diferentes tipos
de fermentacién y la estandarizacion de las condiciones de aislamiento y cultivo de
microorganismos anaerobios mediante el uso de cepas de referencia (Clostridium ace-
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tobutylicum ATCC). A mediados de los ochenta se colectaron 155 muestras de suelos
de diferentes nichos ecoldgicos a través del territorio colombiano. De estas muestras
se obtuvieron 178 aislamientos del género Clostridinm, trece de ellos produjeron sol-
ventes de interés comercial (acetona, butanol, etanol y 1,3-Propanodiol) en mayor
concentracion que las cepas de referencia C. acetobutylicum ATCC 824, C. acetobutylicum
DSM 792, C. bejjerinckii NCIMB 8052y C. butirycum DSM 2478. La capacidad de estas
cepas promisorias para utilizar como sustrato, diferentes tipos de polisacaridos fue
evaluada igualmente, obteniéndose resultados alentadores con los sustratos celuldsi-
cos y hemicelulésicos CMC, Xilano, Arabinano, Pectina, Avicel y Celobiosa (Montoya
et all.,1999).

A las trece cepas promisorias se les ha hecho estudios taxonémicos por medio
de ensayos bioquimicos y moleculares que han sido estandatizados en el laboratorio
de microbiologia del IBUN. Los ensayos moleculares implementados incluyen AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), perfiles plasmidicos, secuenciacion to-
tal del gen 16S rARN, PFGE (electroforesis en gel de campo pulsado), hibridacién
ADN-ADN, y perfiles de macrorrestriccion. Un analisis multivariado reciente analizé
los resultados de dichos ensayos y concluyé que diez de las trece cepas promisorias
pueden formar una nueva especie dentro del género Clostridium. (Suarez et dl., 2004)..

En la bisqueda de la exploracién biotecnoldgica se establecieron dos estrategias,
una para producir butanol acetona de residuos agroindustriales y la otra, la produccion
de 1,3 PD a partir de glicerina generada en el proceso de produccién de biodiesel.

La primera estrategia se desarrollé con efluentes de industrias vegetales, como
es el caso de POME (efluente del proceso de extraccion de aceite de palma africana
con alto contenido de polimeros de celulosa y hemicelulosa), para producir butanol
y acetona (Montoya, 2003). La cepa IBUN 22 A present6 la mas alta capacidad de
hidrélisis de polimeros de celulosa. Para incrementar la actividad hidrolitica se cons-
truy6 una librerfa genémica en busqueda de genes que codificaran para la produccion
de glucanasas y se analizaron secuencias de clones de mayor tamafio (mayores a 500
bp). Esta cepa (IBUN 22A) también fue sometida a transformacién con un plasmido
metilado que expresa una endoglucanasa, y se encontré que el plasmido era estable
por mas de 100 generaciones en condiciones controladas en el laboratorio, mientras
que su actividad B-glucanasa se incrementé en 5000 veces, sin embargo, cuando se
trabaj6 en mayor escala, se segregd el plasmido.

La segunda estrategia fue producir 1,3 Propanodiol a partir de glicerol obtenido
del proceso de produccién de biodiesel. El 1,3-Propanodiol (1,3-PD) es un com-
puesto versatil para la sintesis de heterociclos, lubricante, solvente y monémero para
la producciéon de polimeros tipo poliésteres y poliuretanos (Bories et 4l., 1998; Liu,
2000). Se sintetiza tradicionalmente por vias quimicas tales como la hidrélisis de la
acroleina y la reacciéon de 6xido de etileno con monodxido de carbono e hidrégeno
(Deckwer et al., 1999). Sin embargo, estos procesos son costosos, toxicos para la in-
dustria y generan rendimientos inferiores al 43% (Barbirato et al., 1999). El reciente
desarrollo de los polimeros polimetilenterereftalatos (PTT) sintetizados a partir de
1,3-PD vy 4cido tereftalico ha impulsado el estudio de la conversion de glicerol a 1,3-
PD por diferentes especies de bacterias, entre las que se encuentran Kiebsiella pneumo-
niae, Citrobacter freundii y Clostridium butyricum.
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Para producir por via biotecnolégica 1,3-Propanodiol de manera competitiva, se
requiere tanto de cepas de alto rendimiento, como de sustratos econémicos (glicerina
industrial procedente de la industria del biodiesel), lo cual ha motivado la busqueda de
cepas nativas promisorias capaces de emplear estos subproductos con alto contenido
de glicerol como fuentes de carbono para la fermentacion (Deckwer, 1999; Vascon-
celos et dl., 2004; Zeng et dl., 2002). Empleando como fuente de carbono glicerol, se
evalud la capacidad de las trece cepas promisorias para producir 1,3-PD, y se encontrd
que cinco de ellas poseen una productividad volumétrica mayor a la de las cepas de
referencia C. acetobutylicum ATCC 824, C. kainantoi DSM 523 y C. bejjerinckii NCIMB
8052 (Cardenas et 4al., 2004). Por medio del analisis de secuencias obtenidas de la
librerfa genémica de la cepa nativa IBUN 22A; se localiz6 en el clon pBS22A-Br4
una secuencia de 382 nucleétidos que comparte el 98% de identidad con el gen
dhaB1 de C. butyricum, el cual codifica para la enzima glicerol deshidratasa (primera
en la bioconversion de glicerol en 1,3-PD). Dada la alta similitud que presentan las
cepas IBUN 22A e IBUN 13A tanto en la secuencia del gen 16S rARN (mayor a
99,5%), como en los perfiles de macrorrestriccién, se esperaba que la IBUN 13A
tuviese también un gen de glicerol deshidratasa similar al de C. butyricum, que no
requiere vitamina B12, para la produccién del metabolito reduciendo notablemente
los costos de produccion.

Se obtuvo la organizacién fisica en el operén dha, encargado de la regulacion
genética de la produccion del solvente 1, 3-Propanodiol, en dos de las cepas nativas
(IBUN 158B e IBUN 13A) que degradan glicerol y producen 1,3-PD. Estas cepas que
estan estrechamente relacionadas con Clostridium butyricum, y presentan una organiza-
cién de genes muy similar a la reportada para las cepas Clostridum buyiriennm VP1 1718
(hiperproductora del solvente), y Clostridum buyiricunz DSM 2478 (cepa patron). En
el momento se esta trabajando en la mejor comprension de la bioquimica, genética,
proteémica y metabolémica del proceso biolégico, para generar impacto en el sector
productivo a través de un bionegocio exitoso.

La linea de investigacién en microorganismos solventogénicos esta dirigida por
la profesora Dolly Montoya Castano, y participan en ella, los esAristizabal los in-
vestigadores, Oscar Aragén C., Mauricio Bernal M., Ximena Pérez M. y José David
Montoya S.
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