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	Título del proyecto

	Evaluación de la producción de hidrógeno y solventes a partir de glicerol empleando una cepa colombiana de Clostridium spp. para ser usada en una biorrefinería.

	Campo de acción
	Transdisciplinariedad - Aporte al PIM

	Ambiente
	Proyección Social e Investigación pertinentes: El proyecto aborda un problema y busca una solución técnica a un problema ambiental del país. Esto permitirá contribuir al posicionamiento y visibilidad nacional e internacional de la USTA. El proyecto es abordado por un equipo interdisciplinario e interinstitucional. 

	Articulación con funciones sustantivas y el sector social y productivo

	Este proyecto busca dar solución a un problema que se presenta en el sector productor de biocombustibles. Mediante el desarrollo de este proyecto se busca incrementar la concentración de solventes e hidrógeno a partir de glicerol. Esto contribuirá en que la investigación pueda aportar a la solución de un problema del país. Adicionalmente, la participación de la Universidad Nacional de Colombia permitirá consolidar el trabajo que desde 2012 se viene desarrollando con ellos en la producción de hidrógeno. Además del aporte en investigación, la información generada se utilizará en el área de termofluidos por constituir energías alternativas contribuyendo a la docencia, y por último la proyección social se verá fortalecida al dar solución a un problema del contexto nacional.
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	Resumen de la propuesta
	Palabras clave

	La producción de biodiesel se ha incrementado en el país en los últimos años. En la actualidad se ha llegado a tener 12 plantas productoras en Colombia, con una capacidad de producción cercana a 50 mil toneladas mensuales de biodiesel.  Ello ha ocasionado que se incremente la producción de glicerina como un subproducto de dicho proceso, con lo cual los precios internacionales de la misma han caído. Una alternativa para aprovechar este residuo es usarlo como sustrato para la generación productos de alto valor agregado utilizando microorganismos. Mediante la ejecución de este proyecto, se busca realizar la secuenciación de un megaplásmido presente en el genoma de una cepa aislada de suelos colombianos de Clostridium sp,  para determinar la organización de los genes involucrados en la producción de solventes e hidrógeno, y así determinar cuál es la mejor estrategia para incrementar la producción de estos metabolitos a escala piloto.
	Hidrógeno, Clostridium, solventes, fermentación, ingeniería bioquímica, biorrefinería.



	Problema de investigación

	En Colombia la producción de biodiesel ha venido en aumento en los últimos quince años. Las cifras presentadas actualmente por la Federación Nacional de Biocombustibles de Colombia (Fedebiocombustibles) reporta que en el momento actual hay 12 plantas en funcionamiento a nivel nacional, con una capacidad de producción cercana a 50 mil toneladas mensuales de biodiesel1, lo cual conlleva a una generación de 5 mil toneladas de glicerol mensuales2. Esta producción tan alta de glicerol ha llevado a que los precios de la glicerina caigan en los mercados globales3. Distintas alternativas para su re-utilización se han venido proponiendo entre ellos la producción de solventes, monómeros e hidrógeno4–6. Bajo el concepto de bio-refinería cada una de las fracciones de materias primas químicas y subproductos obtenidos en el proceso se utilizan para la obtención de un nuevo producto final específico. 
En estudios previos el grupo GEAMEC de la Facultad de Ingeniería Mecánica de la Universidad Santo Tomás y el Grupo de Bioprocesos y Bioprospección de la Universidad Nacional han trabajado en el aprovechamiento de glicerol para la producción de solventes e hidrógeno5–7. Han logrado productividades del orden de 14.4 mmol/l de hidrógeno a escala laboratorio5. Adicionalmente se ha logrado el diseño de un sistema de fermentación a escala 5 litros que consta con un sistema de separación por medio de membranas poliméricas, el cual en el momento actual se encuentra en proceso de patente ante la Superintendencia de Industria y Comercio de Colombia (SIC). 
A pesar de estos avances, existe limitación por cuanto el metabolismo de los microorganismos no permite que se tenga una mayor producción de hidrógeno y solventes. Mediante la experiencia del grupo del Instituto de Biotecnología en la secuenciación y regulación genética de microorganismos, se ha establecido que es posible modificar la producción por medio de ingeniería bioquimica para el aprovechamiento de los sustratos e incrementar  su actividad fermentativa para la transformación del glicerol en hidrógeno y solventes.  Es por ello que surge la pregunta: Qué cantidad de solventes e hidrógeno es posible obtener a partir de cepas de  Clostridium sp. modificacando su regulación genetica usando técnicas de ingeniería bioquímica?



	Justificación

		La producción de biodiesel ha contribuido con la generación de un número imortante de empleos entre directos e indirectos en Colombia. Sin embargo la producción de glicerol se ha convertido en un problema para las plantas productoras de biodiesel. Es por ello que la transformación de este subproducto en un intermediario en la generación de solventes e hidrógeno termina siendo una oportunidad importante la generación de nuevos procesos. Lograr este aprovechamiento con aislamientos nativos es posible aunque con bajos rendimientos comparados con cepas productoras modificadas genéticamente, por lo cual se requiere la dilucidación de la ruta metabólica empleada, para que mediante ingeniería bioquímica se pueda maximizar la concentración de solventes e hidrógeno. Ello llevará a dar un paso en la estandarización de un bioproceso que aproveche el glicerol residual para la generación de productos de alto valor agregado como son solventes (butanol, acetona y etanol) e hidrógeno así como ácidos orgánicos como el ácido acético y el ácido butírico. De esta manera se lograría dar un mayor aprovechamiento a los sub-productos provenientes de la industria palmicultora en Colombia. Adicionalmente, la posibilidad de generar solventes e hidrógeno, el cual es considerado el combustible del futuro, termina siendo una posibilidad en la cual se aprovecha la biodiversidad y se puedan generar empleos en el mediano plazo.







	Objetivo general

	
Evaluar la producción de hidrógeno y solventes a partir de glicerol empleando cepas silvestres de Clostridium sp. 




	Objetivos específicos

	1. Evaluar el efecto de sustratos, macro y micronutrientes en la producción de metabolitos de alto valor agregado usando cepas de Clostridium sp.
2. Seleccionar una cepa productora de solventes e hidrógeno.
3. Evaluar el proceso fermentativo a escala laboratorio con una cepa productora de hidrógeno, ácidos y solventes.
4. Escalar el proceso fermentativo hasta una escala de 5 litros.



	Estado del arte y marco conceptual

	El género Clostridium se caracteriza por estar formado por bacterias heterótrofas estrictamente anaerobias, Gram positivas de forma cilíndrica y formadoras de esporas8. Muchas de las especies que pertenecen a este género son patógenas, específicamente C. botulinum está asociado al botulismo9. En general , estos microorganismos tienen capacidad de producción de ácido butírico durante su proceso fermentativo5. Además, son una de las especies más estudiadas gracias a su capacidad de producir hidrógeno vía fermentación oscura por medio de dos mecanismos10:
· Rompimiento de piruvato por medio de la enzima ferrodoxi-óxidoreductasa para obtener dióxido de carbono e hidrógeno.
· Gracias a la hidrogenasa el NADH+H a partir de los equivalentes generados en el glucólisis produce hidrógeno, biomasa, acetato, butirato y ATP.

El hidrógeno obtenido por vía biológica es conocodio como biohidrógeno. Esta vía de obtención del hidrógeno involucra dos etapas: acidogénesis y solventogénesis en el género Clostridium. En la acidogénesis, las moléculas pequeñas como como lípidos, aminoácidos y azúcares simples obtenidos en la hidrólisis atraviesan la membrana celular de las bacterias para ser fermentadas anaeróbicamente; los productos de esta etapa son ácidos acético y butírico, hidrógeno y dióxido de carbono y etanol 11. En la solventogénesis,se producen solventes tipo butanol, acetona.12.

Para el cultivo de las cepas de Clostridium se requiere del diseño de un medio de cultivo, el cual debe contener la cantidad de nutrientes requeridos por las bacterias para su crecimiento. Para el adecuado crecimiento y reproducción de los microorganismos es necesaria la presencia de compuestos que cubran sus necesidades metabólicas. Es indispensable que en el medio de cultivo se encuentre agua, carbono, nitrógeno, minerales y vitaminas. El glicerol debido a su estructura química aporta el carbono necesario al medio de cultivo13. Además de estos compuestos se requieren otro tipo de elementos como los fosfatos y metales como el hierro, sodio y zinc; siendo más importante el hierro para la enzima hidrogenasa13. Los nutrientes comúnmente adicionados a los medios de cultivo para Clostridium son: extracto de levadura, K2HPO4, KHPO4, FeSO4.7H2O, cisteína, y en algunos casos suplementos de glucosa, como fuente de carbono y energía5. La cisteína se adiciona como agente reductor a los medios de cultivo10. Los medios de cultivo complejos son aquellos que se realizan con ingredientes de origen natural, que no cuentan con una composición conocida. Este tipo de medios necesita suplementos de acuerdo a las necesidades del microorganismo 13.

El Grupo de investigación de Bioprocesos y Bioprospección fue creado con la finalidad de generar productos y servicios biotecnológicos que contribuyan con el bienestar social y crecimiento económico del país. En la línea de investigación de microorganismos solventogénicos del Grupo de Bioprocesos se aislaron 155 muestras de suelos colombianos de las cuales se obtuvieron 178 aislamientos del género Clostridium, y de este total 13 aislamientos produjeron solventes de interés comercial4,5. A partir de ese momento, el Grupo de investigación ha realizado diversos ensayos bioquímicos y moleculares a estas trece cepas promisorias14 que incluyen la detección y extracción de ADN plasmídico para la determinación de genes de interés implicados en la producción de solventes. 

Las técnicas convencionales de extracción de ADN plasmídico implican el principio de lisis alcalina descrito por Birnboim & Doly15 que se basa en la “desnaturalización alcalina selectiva de ADN cromosómico de alto peso molecular mientras que el ADN circular cerrado covalentemente permanece bicatenario”.

Este método de extracción es efectivo para plásmidos pequeños, pero se vuelve tedioso y consume mucho tiempo cuando se trata de megaplásmidos16, obteniéndose bajos rendimientos de ADN, siendo la actividad de las nucleasas el principal obstáculo para el aislamiento17.

Estudios realizados por el Insitito de Biotecnología (tesis en proceso) describen que el protocolo de extracción de plásmidos por lisis alcalina enriquecida presentó muy bajos rendimientos en la extracción de ADNs plasmídicos de las trece cepas nativas de Clostridium demostrando que se comportan de manera diferente a la cepa patrón C. acetobutylicum ATCC 824. En este estudio sólo fue posible optimizar una técnica de extracción de megaplásmidos para la cepa patrón y la cepa nativa IBUN 18A.

La producción de estos solventes ha sido asociada con cuatro genes : ctfA y ctfB que codifican la coenzima A (CoA) transferasa, adc  que codifica la enzima acetoacetato descarboxilasa y adhE que codifica la enzima la aldehído/alcohol deshidrogenasa; estos genes están contenidos en el megaplásmido pSOL1 de 192 kb detectado en la cepa Clostridium acetobutylicum ATCC 824 la cual ha sido muy bien caracterizada desde el punto de vista fisiológico para estudios de biología molecular e ingeniería metabólica18.

En estudios desarrollados por el Grupo de Investigación de Bioprocesos y Bioprospección, por medio de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) se ha estimado el tamaño del genoma y se ha evaluado la presencia de megaplásmidos en las 13 cepas de Clostridium solventogénicos; sin embargo, aún se desconocen los genes implicados en la producción de solventes contenidos en estos megaplásmidos debido principalmente a las dificultades de extracción por los métodos convencionales19. Es por esto, que lograr estandarizar una técnica para aislar el megaplásmido de una cepa silvestre de Clostridium adquiere relevancia ya que al conocer todo su genoma, se sabrá con exactitud los genes de interés en el proceso fermentativo y de esta manera por técnicas de ingeniería será posible modificar genéticamente una de las cepas silvestres con el fin de mejorar este proceso e incrementar la producción de solventes; por otra parte, muchos de estos grandes plásmidos se han estudiado y en ellos se han encontrado genes que se consideran esenciales para la viabilidad celular como en el caso de Rhodobacter spheroides, estos hallazgos han ampliado la posibilidad de que algunos de estos originalmente clasificados como megaplásmidos puedan ser cromosomas20, sugiriendo que el estudio de la secuencia de estos megaplásmidos conducirá a una comprensión más profunda de los mecanismos de la evolución del genoma en procariontes.



	Metodología

	1. Secuenciación del megaplásmido.
· Se evaluaran dos diferentes metodología para el aislamiento de ADN plásmidico y una vez se encuentre un ADN de buena calidad y que cumpla con las especificaciones se enviará a secuenciar por medio de la tecnología de nueva generación ILUMINA ® la cual provee secuencias de alta fidelidad y que pueden ser analizada usando paquetes informáticos de código abierto y así ensamblar las secuencias generadas,  se realizaran estudios de genómica estructural y genómica comparativa para determinar la organización  de los genes involucrados en la producción de solventes y con esto se realizará una propuesta de ingeniería bioquímica para incrementar la producción tanto de hidrógeno como de los solventes.
2. Selección de una cepa productora de solventes e hidrógeno.
· Se evaluarán cepas de Clostridium sp. que tengan la capacidad de producir solventes e hidrógeno en viales de 40 ml. Usando como fuente de carbono glicerol crudo proveniente de las plantas productoras de biodiesel, la cepa con las mejores productividades será seleccionada para ser evaluada en reactor.  
3. Evaluación del proceso fermentativo a escala laboratorio.
· Con la cepa seleccionada se evaluará su capacidad fermentativa empleando el medio RCM (reinforced Clostridium médium). Una vez la cepa se ha adaptado al crecimiento en medio líquido en RCM se realizará pasaje a medio de cultivo cuya fuente de carbono sea glicerol, como se reporta en la literatura5. Se evaluarán al menos 5 niveles de glicerol (10 g/l, 20 g/l, 30 g/l, 40 g/l y 50 g/l) para las cepas, por duplicado. Se monitoreará el crecimiento de la cepa (mediante peso seco y/o conteo en cámara de Neubauer), la formación de solventes (mediante HPLC)  y la generación de gases (mediante cromatografía de gases) a través del tiempo. Estas técnicas han sido estandarizadas por el grupo de investigación en trabajos previos5,6.
4. Escalamiento del proceso fermentativo hasta una escala de 5 litros.
· El escalamiento se realizará en el biorreactor diseñado y construido por la Universidad Santo Tomás, siguiendo el procedimiento estandarizado por la USTA6. Este biorreactor cuenta con un sistema de agitación y control de temperatura mediante chaqueta de calefacción. Adicionalmente, es esterilizable por vapor húmedo a 20 psi de presión. También permite la salida de gases producidos durante la fermentación. Cuenta con toma muestras para determinación de biomasa, sustrato y productos a través del tiempo. En este equipo se realizará la evaluación de la producción de solventes e hidrógeno a partir de glicerol. Se evaluarán al menos dos concentraciones iniciales de glicerol; se monitoreará la concentración de la cepa, solventes e hidrógeno empleando las mismas técnicas analíticas establecidas atrás en el numeral anterior.

	Resultados esperados

	2 artículos en revista indexada Q3
2 trabajos de grado
1 Tesis de maestría (los profesores de la Universidad Santo Tomás seríamos co-directores de las tesis en la Universidad Nacional de Colombia)
1 ponencia internacional
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	Horas Nomina (Investigador Principal)
	Marco Antonio Velasco
	5
	40
	Principal
	17.052.500

	Horas Nomina (Co-Investigadores)
	Oscar Mauricio Ochoa
	2
	30
	Principal
	5.363.750

	
	Dolly Montoya Castaño
	Profesora Titular-Universidad Nacional
	5
	Sede Bogotá
	$ 10.000.000

	
	José Mauricio Bernal
	Investigador-Instituto de Biotecnología
	20
	Sede Bogotá
	$ 10.000.000



	FINANCIACIÓN
	RECURSO
	DESCRIPCIÓN
	Valor partida
	Valor contrapartida (Externa)
	Total ($)

	RUBROS
	Servicios Técnicos
	Se requiere la contratación de servicios de secuenciación de genes aislados y amplificados. La Universidad Nacional colocará como contrapartida los servcios de cromatografía
	8.000.000
	10.000.000
	$ 18.000.000

	
	Salidas de campo
	
	
	
	$ 0

	
	Equipos
	Se requiere la compra de un electrodo de pH para el reactor de la USTA, así como un par de bombas peristálticas y un controlador de pH
	12.000.000
	0
	$ 12.000.000

	
	Materiales, insumos y software
	Se requiere la compra de reactivos para el desarrollo del proyecto, así como material de vidrio y laboratorio. La Universidad Nacional aportará reactivos que ellos tienen en stock.
	15.000.000
	5.000.000
	$ 20.000.000

	BOLSAS
	Papelería
	
	
	
	$  0

	
	Fotocopias
	
	
	
	$  0

	
	Material bibliográfico
	
	
	
	

	
	Auxilio de transporte
	
	
	
	$ 0

	
	Movilidad 
	Se requiere realizar movilidad por parte de docentes de la USTA a presentar los resultados en congresos internacionales
	12.000.000
	0
	$ 12.000.000

	
	Publicaciones (Artículos, proceso editorial y traducción)
	Se requiere pagar por la publicación de artículos derivados del proyecto
	4.000.000
	4.000.000
	$ 8.000.000

	TOTAL DEL PROYECTO:
	70.000.000
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