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RESUMEN 
La fermentación ruminal es la actividad metabólica de los microorganismos del 

rumen, y a través de esta, el rumiante obtiene los nutrientes necesarios para 

mantener sus funciones biológicas. Los productos de fermentación más 

importantes son los Ácidos Grasos Volátiles (AGVs), que constituyen hasta 80% 

de la energía aprovechable por el animal. Un enfoque para mejorar la producción 

animal ha sido manipular la fermentación de los microorganismos ruminales. Las 

celdas electroquímicas microbianas o también llamadas celdas bioelectroquímicas 

son una herramienta biotecnológica útil para explorar y explotar la capacidad de 

los microorganismos de mejorar el rendimiento de su fermentación. Estos 

sistemas utilizan la energía eléctrica como una fuerza externa para redirigir las 

vías metabólicas microbianas hacia un aumento o disminución de los productos 

finales. En este trabajo, se desarrolló una celda bioelectroquímica para evaluar los 

cambios en la fermentación ruminal in vitro bajo dos diferentes voltajes (0.75 V y 

1.5 V). Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones óptimas del rumen, 

recolectando muestras de líquido ruminal y gas a diferentes tiempos de 

fermentación para cuantificar AGVs y otros metabolitos. Como resultados, se 

observaron cambios en la concentración de los productos desde las primeras 

horas. Con base en la fermentación control (sin potencial eléctrico), la 

fermentación con 0.75 V fue la que mostró un mayor incremento en la producción 

de AGVs (P<0.0001): acetato 71 %, propionato 86 % y butirato 63 %. Estos 

resultados se atribuyen a un aumento de los equivalentes reductores que pudieron 

acelerar el metabolismo microbiano en presencia del potencial eléctrico. Las 

celdas bioelectroquímicas modificaron la fermentación de los microorganismos 

ruminales hacia una producción mejorada de AGVs. Sin embargo, se observó un 

aumento en la producción de metano de 31 % a partir de las 24 horas de 

incubación (P<0.0001). No hubo efecto sobre la digestibilidad del sustrato 

(P>0.0001) pero si un mayor consumo de azucares reductores (P<0.0001), lo que 

podría indicar un mejor uso del flujo de carbonos. 
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1. ANTECEDENTES 

1.1 Generalidades 

     Dentro del sector pecuario, la producción nacional de carne y leche de bovino 

es la más importante ya que genera el 43 % del valor total del subsector. En el año 

2012 se obtuvieron 123 mil mdp, de los cuales, el 54 % correspondió a la 

producción de carne en canal y el 46 % a la producción de leche (FND, 2014).  

     En 2012, México fue el sexto productor a nivel mundial de carne de bovino, y el 

quinceavo productor de leche fresca de vaca (FAOSTAT, 2015). A nivel nacional 

la producción de carne de bovino ha incrementado (Figura 1) llegando hasta 

1’827’322 toneladas en 2014 (AMEG, 2015), con un crecimiento promedio anual 

de 2.2 % entre 2006 y 2014 (FND, 2014). Los principales estados productores de 

carne en canal en la actualidad son Veracruz, Jalisco y Chiapas (SIAP-SAGARPA, 

2015a). A pesar del incremento en la producción y exportación, el consumo 

aparente de carne comenzó a disminuir desde 2008 llegando a 1’851’196 

toneladas en 2014 (AMEG, 2015). No obstante, la producción de carne de bovino 

sigue siendo insuficiente para abastecer la demanda interna, por lo que es 

necesaria la importación de la carne que no se cubre con la producción nacional. 

 
Figura 1. Producción y consumo nacional de carne de bovino 2006-2014 

(AMEG, 2015). 
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     En cuanto a la producción de leche de bovino a nivel nacional (Figura 2), se 

produjeron 11’129.9 millones de litros de leche en 2014 (SIAP-SAGARPA, 2015b), 

con un crecimiento promedio anual de 1 % (FND, 2014). Los principales estados 

productores de leche de bovino en la actualidad son Jalisco, Coahuila y Durango 

(SIAP-SAGARPA, 2015a). Al igual, el consumo aparente de leche incluyendo 

productos derivados se ha elevado, consumiendo 13’385.3 millones de litros de 

leche en 2014 (SIAP-SAGARPA, 2015b). 

     A pesar de que el consumo aparente de productos lácteos ha incrementado en 

México, el consumo de leche fresca líquida ha disminuido con un simultaneo 

aumento en el consumo de leche descremada en polvo, siendo México en 2011 el 

segundo importador de este producto a nivel mundial (FAOSTAT, 2015), solo 

siendo superado en la actualidad por China (SIAP-SAGARPA, 2015b). Al igual que 

la leche descremada en polvo, el consumo de productos derivados de la leche 

como queso, mantequilla y yogurt también ha ido incrementado, por lo que la 

producción nacional sigue siendo insuficiente para abastecer la demanda; 

Ubicando a México como un país deficitario en la producción de leche y forzando a 

importar estos productos en grandes cantidades. 

 
Figura 2. Producción y consumo nacional de leche de bovino 2006-2014 

(SIAP-SAGARPA, 2015b). 
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     A nivel mundial la producción de carne y leche de bovino, a pesar de haber 

crecido en los últimos 50 años, es insuficiente para abastecer la demanda, debido 

a que la población mundial está creciendo muy rápidamente. De acuerdo con las 

Naciones Unidas a mediados del 2015, la población mundial se estimó en 7.3 mil 

millones y se espera que aumente en más de 2 mil millones para el año 2050, 

alcanzando una cifra de alrededor de 9.7 mil millones de personas (UN, 2015). La 

mayor parte del crecimiento de la población se producirá en los países en 

desarrollo, debido a las altas tasas de natalidad y de las poblaciones jóvenes. La 

Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO, 

por sus siglas en inglés) publicó en 2011 las proyecciones de consumo de carne y 

de productos lácteos de bovino que se esperan para el año 2050 (Cuadro 1). Los 

datos reportados predicen un incremento en el consumo a nivel mundial de 58 % y 

solo en los países en desarrollo un incremento de aproximadamente el doble.  

Cuadro 1. Proyecciones para el año 2050 en el consumo total de carne y 
productos lácteos de bovino (Adaptado de FAO, 2011). 

 2010 2020 2030 2050 2050/2010 
Millones de toneladas 

Mundial 
Carne de bovino 67.3 77.3 88.9 106.3 158 % 

Productos 
lácteos 

657.3 755.4 868.1 1034.4 158 % 

Países en desarrollo 
Carne de bovino 35.1 43.6 54.2 70.2 200 % 

Productos 
lácteos 

296.2 379.2 485.3 640.9 216 % 

    

     Este aumento en la demanda trae consigo desafíos en cuanto al uso de 

recursos globales y a la seguridad alimentaria (World Bank, 2008). Por lo que es 

necesaria una solución alternativa o sistemas innovadores para aumentar la oferta 

y poder satisfacer la demanda, realizándolo de una manera sostenible.  



 

 

4 

 

     El curso actual de las alternativas propuestas al problema, se enfocan en 

incrementar el número de cabezas de ganado bovino. Sin embargo, el criar más 

animales no es una solución sostenible, ni económica ni ecológicamente, ya que 

se presentan varios inconvenientes. La primera es el hecho de que el ganado 

produce grandes cantidades de metano y aporta hasta 44 % de las emisiones 

antropogénicas de este gas, con consecuencias de efecto invernadero que 

contribuyen a la contaminación ambiental (Gerber et al., 2013). 

     El segundo inconveniente es la superficie necesaria para mantener el ganado, 

y para ello, se han deforestando grandes bosques con el fin de tener más tierras 

de pastoreo. Por ejemplo, la expansión agrícola y ganadera son la principal causa 

de deforestación en América Latina y contribuyen a la pérdida de la biodiversidad 

(Armenteras y Rodríguez, 2014). Por otra parte, también se tiene que invertir en 

más agua y alimento para el ganado. La agricultura ha ido cambiando el cultivo de 

cereales para alimento humano a cultivos de cereales para el ganado, por lo que 

de cierta manera, compiten con los humanos por el alimento. Dentro de los 

esfuerzos por encontrar alternativas sustentables para abastecer la demanda de 

carne y leche de bovino, la investigación y el desarrollo de tecnologías que 

permitan mejorar la producción de los rumiantes juegan un papel muy importante. 

Gobiernos como el de Estados Unidos, Alemania y Nueva Zelanda, han invertido 

muchos recursos económicos en el área ya que la aplicación de la tecnología 

innovadora puede ahorrar recursos naturales valiosos como la tierra, el agua y el 

alimento (Cady, 2013). 

     A fin de desarrollar propuestas innovadoras al problema, es necesario conocer 

el metabolismo de los rumiantes. Principalmente el metabolismo de los 

microorganismos presentes en el rumen; encargados de aprovechar los nutrientes 

del alimento vegetal indigerible por los rumiantes mismos y convertirlos en 

productos de valor energético para el animal. Estos productos se verán reflejados 

al final en la formación de alimentos accesibles como productos lácteos y carne.  
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1.2 Metabolismo ruminal 

     Los rumiantes son animales mamíferos herbívoros que producen alimentos de 

alta calidad para el consumo humano como carne y leche, a partir de la digestión 

de materiales fibrosos (plantas) que no pueden ser utilizados por los animales 

monogástricos, incluido el hombre. Los rumiantes se alimentan principalmente de 

plantas que contienen carbohidratos estructurales como celulosa y hemicelulosa, 

sin embargo por sí mismos tampoco pueden digerirlos. Para esta función poseen 

un sistema digestivo complejo que les permite aprovechar este tipo de alimentos y 

de esa forma satisfacer sus requerimientos energéticos. Dentro de este sistema el 

principal elemento es la fermentación microbiana dentro del rumen. Los 

microorganismos ruminales son los responsables de degradar y fermentar los 

carbohidratos, proteínas y lípidos contenidos en el alimento. Los productos de 

dicha fermentación son compuestos de valor energético para los rumiantes, los 

cuales absorben y utilizan como fuente de carbono y energía para su crecimiento y 

producción (Baldwin, 1984; Hobson, 1988; Van Soest, 1994). 

     Además de los alimentos fibrosos conocidos como forrajes, los rumiantes 

también se alimentan de granos de cereal ya que aportan carbohidratos altamente 

fermentables para suplementar sus requerimientos de energía. Los alimentos 

concentrados se caracterizan por su bajo contenido de fibra y alto contenido de 

energía. Su uso incrementa la eficiencia y productividad de los animales. Por otro 

lado, la proteína de la carne de los rumiantes tiene un mayor valor biológico que la 

proteína presente en su alimento (Oltjen y Beckett, 1996). 

     A diferencia de los animales monogástricos que presentan un estómago 

simple, los rumiantes poseen un estómago dividido en cuatro cavidades o 

compartimientos: retículo, rumen, omaso y abomaso. Al retículo, rumen y omaso 

se les conoce como pre-estómagos y están desprovistos de células secretoras de 

cualquier tipo, por lo tanto no realizan secreciones enzimáticas para digerir el 

alimento.  



 

 

6 

 

     El único fluido digestivo presente es la saliva, sin embargo, la saliva de los 

rumiantes no contiene amilasas (Trautmann y Albrecht, 1931), su única función es 

actuar como amortiguador para mantener el pH adecuado y participa en el 

reciclaje de nitrógeno. Solo el abomaso tiene las características propias de un 

estómago simple, ya que posee una mucosa glandular y por sí mismo secreta 

enzimas digestivas necesarias para desdoblar alimentos complejos. El abomaso 

es llamado comúnmente “estomago verdadero”.  

     La ingesta sólida o líquida, entra primero al retículo-rumen. Estos dos pre-

estómagos se comunican libremente entre sí, y es donde se lleva a cabo la 

fermentación del alimento, el mezclado y la mayor absorción de nutrientes. El 

alimento que ha sido suficientemente fermentado pasa hacia el omaso, pre-

estómago responsable de absorber agua y algunos nutrientes. A medida que el 

alimento atraviesa el omaso, el contenido ruminal se vuelve más seco para su 

posterior paso al abomaso. Durante las etapas de nacimiento y amamantamiento 

el sistema digestivo de los rumiantes es rudimentario, pero se desarrolla 

rápidamente cuando el animal comienza a alimentarse de forrajes (Van Soest, 

1994). Los rumiantes tienen el sistema digestivo más diferenciado y complejo de 

entre todos los mamíferos (Jouany y Morgavi, 2007).  

     El rumen es un ecosistema abierto y autónomo en el cual el alimento 

consumido por el animal es fermentado por los microorganismos para formar entre 

otros ácidos grasos volátiles (AGVs) y biomasa microbiana que sirven como fuente 

de energía y proteína para los rumiantes (Weimer, 1998). Es también un 

contenedor adecuado para un medio de cultivo microbiano eficiente ya que ofrece 

las condiciones necesarias para el crecimiento de muchos microorganismos. 

     Tiene una capacidad de 100 L o más, dependiendo del tamaño del animal, con 

un contenido de materia seca entre 10 - 13%. Es un ambiente anaerobio (entre -

150 a -350 mV), por lo tanto presenta escasez de oxígeno. Tiene un pH entre 5.5 -

7.0, con un valor promedio de 6.5. El rumen está bien termoregulado ya que 

mantiene su temperatura entre 38 - 40°C (Clarke, 1997; Dehority, 2003).  
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     La humedad relativa es favorable y la osmolaridad varía entre 250 mOsm/kg 

(estado hipotónico) antes del alimento y 400 mOsm/kg después del alimento (con 

respecto a la osmolaridad del plasma, 300 mOsm/kg). Después de la ingestión, la 

osmolaridad decrece hasta alcanzar el estado hipotónico (Warner y Stacy, 1965).  

     El rumen asemeja un sistema de cultivo continuo debido a que tiene un 

constante suministro de nutrientes, condiciones ambientales estables, los 

productos de la fermentación son removidos y el tiempo de residencia del alimento 

es compatible con la tasa de fermentación microbiana (Hungate, 1966). 

     La microbiota ruminal se compone de bacterias, archeas, protozoarios, hongos 

y también bacteriófagos. Todos forman una compleja comunidad de 

microorganismos que realizan funciones metabólicas esenciales para el desarrollo, 

salud y nutrición de los rumiantes (Morgavi et al., 2010). Mientras que la población 

microbiana ruminal vive en estrecha relación simbiótica con el animal hospedero 

también hay relaciones simbióticas entre microorganismos (Kurihara et al., 1968). 

     En el rumen, la fermentación se compone de varias etapas con la participación 

de diferentes grupos de microorganismos que llevan a cabo interacciones 

positivas o negativas tales como alimentación cruzada o presa-depredador, y que 

determinan la eficiencia de la fermentación ruminal (Wolin et al., 1997) (Figura 3). 

 
Figura 3. Fermentación ruminal (Adaptado de Morgavi et al, 2010). 
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     La primera etapa es la hidrólisis microbiana de los polímeros contenidos en el 

alimento como los carbohidratos estructurales de las plantas: celulosa, 

hemicelulosa y pectina, y algunos compuestos de reserva energética: almidón, 

proteínas y lípidos. Estos polímeros son degradados a monómeros y oligoméros 

por acción de los fermentadores primarios o microorganismos hidrolíticos. La 

segunda etapa es propiamente la fermentación microbiana donde los azúcares y 

otros compuestos liberados en la hidrólisis son fermentados y convertidos en 

AGVs (acetato, propionato y butirato), H2 y CO2 (Hungate, 1966). Esta etapa se 

lleva a cabo por los mismos fermentadores primarios o por otro grupo de 

microorganismos conocidos como fermentadores secundarios, los cuales no 

tienen la capacidad de hidrolizar polímeros. En la tercera y última etapa, las 

moléculas de H2 y CO2 son aprovechadas como sustrato por otros 

microorganismos como archeas metanogénicas o bacterias acetogénicas para 

producir metano y acetato, respectivamente. También ciertas especies bacterianas 

reducen compuestos como sulfatos, nitratos e incluso fumarato utilizando el H2 

que se produce en el rumen (Stewart et al., 1997; Morgavi et al., 2010).    

1.3 Microorganismos Ruminales 

1.3.1 Bacterias 

     Las bacterias son los microorganismos más abundantes en el rumen. Se 

encuentran a una concentración de 1010 - 1011 células/mL. Son responsables de 

hidrolizar y fermentar las macromoléculas que componen los alimentos. Los 

productos finales de la fermentación de carbohidratos son mayormente AGVs 

como acetato, propionato y butirato, los cuales representan la principal fuente de 

energía para el rumiante y gases como CO2 y CH4 (Hungate, 1966). En el rumen 

existen más de 200 especies y se clasifican en grupos de acuerdo al sustrato que 

degradan en forma predominante o según los productos finales de su 

fermentación (Cuadro 2) (Church, 1988).  
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     Cuadro 2. Clasificación de las bacterias ruminales en grupos de acuerdo 
al tipo de sustrato que degradan (Adaptado de Yokoyama y Johnson, 1988). 

Grupo de bacterias Característica 
funcional Productos finales 

Celulolíticas 
Bacteroides succinogenes 
Ruminococcus flavefaciens 
Ruminococcus albus 

Hidrolizan y fermentan 
celulosa. 

AGVs 
(especialmente acetato). 

Pectinolíticas 
Butyrivibrio fibrisolvens 
Bacteroides ruminicola 
Lachnospira multiparus 

Hidrolizan y fermentan 
pectina. 

AGVs 
(especialmente acetato). 

Hemicelulolíticas 
Butyrivibrio fibrisolvens 
Bacteroides ruminicola 
Ruminococcus sp. 

Hidrolizan y fermentan 
hemicelulosa. 

AGVs 
(especialmente acetato). 

Amilolíticas 
Bacteroides amylophilus 
Streptococcus bovis 
Succinimonas amylolytica 

Hidrolizan y fermentan 
almidón. 

AGVs 
(especialmente propionato). 

Proteolíticas 
Bacteroides amylophilus 
Bacteroides ruminicola 
Butyrivibrio fibrisolvens 

Degradan proteínas. AGVs, péptidos, 
aminoácidos y amoníaco 

Ureolíticas 
Succinivibrio dextrinosolvens 
Selenomonas sp. 
Bacteroides ruminicola 

Hidrolizan la urea. Dióxido de carbono y 
amoníaco 

Sacarolíticas 
Treponema bryantii 
Lactobacillus vitulinus 
Lactobacillus ruminus 

Fermentan azúcares 
simples. 

AGVs 
(especialmente butirato) 

Lipolíticas 
Anaerovibrio lipolytica 
Butyrivibrio fibrisolvens 
Treponema bryantii 

Hidrolizan triglicéridos, 
fosfolípidos y ésteres de 

ácidos grasos. 

Ácidos grasos libres y 
AGVs (especialmente 

propionato). 

Utilizadoras de ácidos 
Megasphaera elsdenii 
Selenomonas ruminantium 

Metabolizan ácidos 
intermediarios como el 

lactato. 
Propionato 

Productoras de metano 
Methanobrevibacter ruminantium 
Methanobacterium formicicum 
Methanomicrobium mobile 

Producen metano. Metano 

Productoras de amoníaco 
Bacteroides ruminicola 
Megasphera elsdenii 
Selenomonas ruminantium 

Producen amoníaco. Amoníaco 
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     Entre los grupos más abundantes están las bacterias celulolíticas como F. 

succinogenes que solo hidrolizan celulosa y fermentan los productos de su 

hidrólisis para producir acetato; o las bacterias amilolíticas como R. amylophilus 

que solo hidrolizan almidón y producen propionato. A estos grupos se les conoce 

como “especialistas” ya que solo consumen un tipo de sustrato. Dentro de esta 

denominación también se encuentran las bacterias hemicelulolíticas y 

pectinolíticas. En contraste, existen bacterias “generalistas”, las cuales hidrolizan y 

fermentan un amplio rango de sustratos, como B. fibrisolvens que degrada 

celulosa, almidón, hemicelulosa, pectina, proteínas y lípidos (Stewart et al., 1997). 

     Otros grupos bacterianos utilizan una variedad de productos de la hidrólisis o 

de la fermentación de otras bacterias. Entre estos productos intermedios se 

encuentran lactato, succinato y formato. El lactato puede ser fermentado hasta 

acetato y propionato, el succinato es convertido en propionato y el formato es 

precursor del metano. 

     Las bacterias proteolíticas poseen proteinasas y exopeptidasas para hidrolizar 

oligopéptidos hasta aminoácidos y péptidos más pequeños. Las bacterias 

productoras de amoníaco lo forman mediante la desaminación de aminoácidos y 

se puede formar también de la hidrólisis de la urea por acción de las bacterias 

ureolíticas. Los aminoácidos y el amoníaco son utilizados por los mismos 

microorganismos para producir proteína microbiana. Las bacterias lipolíticas 

hidrolizan triglicéridos y fosfolípidos generando glicerol y ácidos grasos. Y las 

bacterias sacarolíticas o utilizadoras de azúcares simples degradan 

monosacáridos como glucosa, fructosa y xilosa (Hungate, 1966; Yokoyama y 

Johnson, 1988; Stewart et al., 1997).  

     Las bacterias ruminales son predominantemente gram negativas y anaerobias 

estrictas, pero también coexisten con anaerobias facultativas, adheridas a las 

paredes del rumen y encargadas de usar el poco O2 que entra al sistema digestivo 

(Van Soest, 1994). 
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     La fermentación de carbohidratos es la principal fuente de energía en forma de 

enlaces de alta energía de fosfato (ATP) que es utilizada por los microorganismos 

del rumen para el crecimiento y mantenimiento de sus funciones biológicas. La 

tasa de replicación de las bacterias es mucho más alta que la de los protozoos; 

además éstas sufren un constante arrastre hacia el abomaso e intestinos por lo 

que la población tiene un rápido y continuo recambio. Dentro del rumen, las 

bacterias pueden localizarse adheridas a los protozoos y a los hongos, adheridas 

a las partículas de alimento, adheridas al epitelio ruminal, o libres en el medio 

líquido. Las que se adhieren y colonizan el alimento son muy importantes en la 

degradación del tejido vegetal, se fijan mediante glicoproteínas lo cual facilita una 

degradación más eficiente y reduce al mínimo la pérdida de productos hidrolíticos 

(Baldwin y Allison, 1983). 

1.3.2 Arqueas metanogénicas 

     Las arqueas del rumen son microorganismos anaerobios estrictos y generan 

metano como producto final de su metabolismo a partir principalmente de la 

reacción del CO2 con H2, y se les conoce como arqueas metanogénicas o 

microorganismos metanógenos. Pertenecen al dominio Archaea del filo 

Euryarchaeota y se encuentran en el rumen en una concentración entre 107 - 109 

células/mL dependiendo del tipo de dieta (Kamra, 2005).  

     A diferencia de las bacterias, los metanógenos no expresan peptidoglicanos en 

su pared celular y dependiendo de la especie presentan forma de bastón, 

filamento o cocos (Balch et al., 1979). En términos de metabolismo, los 

metanógenos ruminales se dividen en (Janssen y Kirs, 2008; Lambie et al., 2015):  

1) Hidrogenotróficos: los cuales convierten el H2 o el formato a metano, 

ejemplo  Methanobrevibacter, Methanomicrobium y Methanobacterium spp. 

2) Metilotróficos: los cuales producen metano a partir de compuestos 

metilados como metanol y aminas metiladas, ejemplo Methanosphaera spp 

y miembros del orden Methanomassiliicoccales. 
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3) Acetoclásticos: los cuales utilizan acetato para producir metano, además de 

utilizar el H2 y los compuestos metilados, ejemplo Methanosarcina. 

     Las arqueas metanogénicas tienen un papel muy importante dentro del rumen 

al consumir el H2 generado durante la fermentación permitiendo que funcione 

como un adecuado proceso continuo, debido a que si hay una acumulación de H2 

en el rumen, disminuye la digestibilidad de los alimentos y se desequilibra la 

actividad fermentativa (Wolin et al., 1997).   

1.3.3 Protozoos 

     Los protozoos, también llamados protozoarios, son microorganismos 

unicelulares eucariotes pertenecientes al reino Protista y tienen un tamaño 

aproximado entre 15 - 250 µm de largo y de 10 - 200 µm de ancho. Gruby y 

Delafond (1843) fueron los primeros en observar y describir a los protozoos 

ruminales. Se encuentran en menor cantidad que las bacterias, a una 

concentración de 104 - 106 células/mL. A pesar de que son solo una pequeña 

fracción del número total de microorganismos ruminales, los protozoos tienen un 

mayor volumen que representa hasta 50 % de la biomasa ruminal, semejante a la 

de las bacterias. Una de sus principales funciones en la fermentación es contribuir 

a la producción de AGVs en el rumen (Williams, 1986; Jouany, 1991).  

     Son microorganismos estrictamente anaerobios y la mayoría presentan cilios 

como medio de locomoción, aunque también los hay flagelados. Los protozoos 

ciliados son los más importantes, se clasifican principalmente dependiendo de sus 

características morfológicas en holotricos y entodiniomorfos, los cuales tienen 

diferentes requerimientos nutritivos (Coleman, 1986). 

     Los protozoos holotricos tienen forma ovalada o redondeada, y su superficie 

está cubierta de cilios por lo cual son más móviles que los entodiniomorfos. 

Degradan carbohidratos no estructurales y solubles como fuente de energía y 

carbono (Williams y Coleman, 1992). 
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     En el rumen se presentan principalmente tres especies: Isotricha intestinalis, 

Isotricha prostoma, y Dasytricha ruminantium, que fermentan rápidamente 

glucosa, fructosa, sacarosa, rafinosa, pectina, celobiosa, galactosa, maltosa y 

pequeños gránulos de almidón. Los productos de su fermentación son acetato, 

butirato, lactato y trazas de propionato junto con CO2 e H2. También sintetizan y 

almacenan amilopectina a partir de hexosas (Williams y Harfoot, 1976; Prins y Van 

Hoven, 1997; Van Hoven y Prins, 1977). Además algunos microorganismos 

metanogénicos se adhieren a la superficie de los protozoos para utilizar 

inmediatamente el H2 que se produce (Vogels et al., 1980).  

     Particularmente, los protozoos holotricos son lo que almacenan polisacáridos 

de reserva en forma de amilopectina, obteniendo así las principales fuentes de 

carbono y energía que utilizarán cuando los suministros se agoten durante los 

intervalos de ingesta de alimento. Esta capacidad evita la degradación rápida de 

carbohidratos solubles, ya que el sustrato se fermenta lentamente dentro de la 

célula o se libera hasta que la célula se rompe. Así se puede proteger al rumen de 

descensos bruscos de pH, si el animal recibe dietas ricas en carbohidratos de alta 

fermentación (Hungate, 1966; Yokohama y Johnson, 1988). 

     En contraste, los protozoos entodiniomorfos tienen forma de cilindros 

aplanados o de esferas, están cubiertos por una capa dura de proteína y solo 

presentan una banda de cilios en su extremo anterior. Entre los géneros más 

representativos se encuentran: Entodinium, Epidinium, Diplodinium, Polyplastron y 

Ophryoscolex (Williams y Coleman, 1992). Principalmente ingieren alimento 

particulado como células bacterianas y vegetales, solo en caso de no disponer de 

estos pueden utilizar carbohidratos solubles.  

     También ingieren gránulos de almidón como fuente de carbono y energía. Sus 

productos de fermentación son acetato, butirato, CO2, H2 y pequeñas cantidades 

de lactato, propionato y formato (Abou Akkada y Howard, 1960). Son capaces de 

adherirse a los tejidos vegetales y degradar parcialmente su pared celular por lo 

que se les atribuye una participación en la digestión de la fibra (Hungate, 1966).  
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     Otra de sus funciones es metabolizar el lactato para disminuir el pico de 

acidosis causado por el exceso de carbohidratos fácilmente fermentables, lo cual 

es un ejemplo de su efecto amortiguador (Jouany, 1994). 

1.3.4 Hongos 

     Los hongos son microorganismos eucariotes heterótrofos que poseen paredes 

celulares compuestas de quitina. El primer hongo ruminal anaeróbico conocido fue 

Neocallimastix frontalis, el cual fue propuesto por Orpin (1975) al observar que 

ciertas células móviles, que previamente se creía eran protozoarios flagelados, en 

realidad eran zoosporas. Y se confirmó que en realidad si eran hongos ya que su 

pared celular estaba compuesta de quitina. Estos hongos ruminales pertenecen de 

al orden Neocallimastigales, basados en sus características morfológicas y 

análisis de la fracción 18S del ARN ribosomal (Hibbett et al., 2007). 

     Los hongos fueron el último tipo de microorganismo ruminal en ser descubierto 

por lo que su modo de acción para hidrolizar las partículas de alimento no está 

bien documentado, y no son esenciales para los rumiantes. Sin embargo, es bien 

conocido que desempeñan un papel importante en la digestión de la fibra en el 

rumen y son particularmente abundantes en dietas ricas en forrajes. Los hongos 

constituyen alrededor del 8 % de la biomasa microbiana ruminal y se encuentran a 

una concentración de 103 - 105 células/mL (Orpin y Joblin, 1997). Se han 

identificado seis géneros en el rumen: Neocallimastix, Piromyces, Orpinomyces, 

Caecomyces, Sphaeromyces y Cyllamyces (Ho y Barr, 1995; Ozkose et al., 2001).  

     En su fase móvil (zoospora), se reconocen por la presencia de un flagelo que 

los ayuda a desplazarse en el líquido ruminal hasta llegar a una partícula de 

alimento. Estos hongos participan en el inicio de la colonización y degradación 

microbiana de las paredes celulares de las plantas. Una vez en contacto con las 

partículas de alimento, los hongos se encajan en las fibras formando filamentos 

ramificados que penetran y debilitan la estructura de la pared vegetal. A partir de 

este momento comienza la formación de su fase vegetativa no móvil (esporangio) 

que produce nuevas zoosporas (Bauchop, 1979). 
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     Los hongos ruminales proliferan y sobreviven en ecosistemas colonizados por 

bacterias y protozoarios, ya que facilitan el acceso a las bacterias que atacan las 

fibras en los puntos de ruptura que normalmente no están accesibles. De esta 

manera, se incrementa la superficie disponible para la digestión bacteriana y 

mejora la degradabilidad de la fibra (Theodorou et al., 1988).  

     Los hongos del rumen producen complejos enzimáticos compuestos de 

celulasas, xilanasas, proteasas y esterasas, capaces de degradar materiales 

lignocelulósicos, igual o mejor que las bacterias celulolíticas, e incluso disuelven  

parte de la lignina. Ya sea secretando enzimas extracelulares al medio o mediante 

enzimas asociadas a las células (Lowe et al., 1987). Al degradar componentes de 

las células vegetales, los hongos dependiendo de la especie, pueden producir 

metabolitos como acetato, lactato, etanol, formato, H2 y CO2 (Yarlett et al., 1986).   

1.4 Vías metabólicas de producción de AGVs 

     La ruta principal de la fermentación de hexosas en microorganismos ruminales 

es la vía Embden–Meyerhof, también conocida como glucólisis. Dos moles de ATP 

se utilizan para convertir un mol de glucosa a dos moléculas de triosa-fosfato y 

posteriormente cuatro moles de ATP se forman durante la conversión de las 

triosas-fosfato en dos moléculas de piruvato y dos de NADH2. Por lo tanto, los 

productos netos de la glucólisis son dos moles de ATP, dos de piruvato y dos de 

NADH2. Varias enzimas de la vía Embden-Meyerhof se han identificado en la 

microbiota ruminal indicando que es la principal vía de degradación de glucosa en 

el rumen (Joyner y Baldwin, 1966).  

     El piruvato es un intermediario clave en el metabolismo ruminal, ya que puede 

ser convertido a diversos productos, incluyendo acetato, propionato, butirato, 

lactato, formato, H2 y CO2 (Figura 4). Debido a su rápida conversión a los diversos 

productos finales antes mencionados, el piruvato apenas se alcanza a detectar en 

el líquido ruminal (Leng, 1970). 
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Figura 4. Principales vías de producción de AGVs (Números: 1, 2, 3… etc., se 

describen en el texto). 
 

1.4.1 Producción de acetato 

     El acetato es el principal y el más abundante producto de la fermentación de 

los microorganismos ruminales. Existen dos mecanismos de conversión del 

piruvato (de tres carbonos) hacia acetato (de dos carbonos) que han sido descritos 

en la microbiota ruminal, y en ambos hay pérdida de un carbono. La vía más 

común es la que involucra a la enzima piruvato formato liasa (Figura 4, Vía No. 1) 

(Fahey y Berger, 1988), la cual convierte una molécula de piruvato en una de 

formato y una de acetil-coA como metabolitos intermediarios. El formato, 

posteriormente, se convierte en H2 y CO2 por acción de otro microorganismo 

ruminal (Hungate, 1967). La segunda vía (Figura 4, Vía No. 2) oxida al piruvato por 

medio de la enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa, convirtiéndolo en un 

CO2, un H2 y una molécula de acetil-coA con una simultánea reducción de 

ferredoxina (Baldwin y Allison, 1983).  
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     El acetil-coA resultante de cualquiera de las dos vías es convertido en acetato, 

mediante la acción de una fosfotransacetilasa que convierte al acetil-coA en acetil-

fosfato. Finalmente la enzima acetato cinasa transfiere el grupo fosfato a una 

molécula de ADP formando un ATP y un acetato (Figura 4, Vía No. 3). Algunos 

microorganismos como R. albus y R. flavefaciens realizan una síntesis directa de 

acetato a partir de acetil-coA, sin formar acetil-fosfato como intermediario (Figura 

4, Vía No. 4). La primer vía (piruvato formato liasa) es llevada a cabo por bacterias 

como B. ruminicola y R. albus, y la segunda vía (piruvato ferredoxina 

oxidorreductasa) ha sido descrita en microorganismos como Clostridia, M. elsdenii 

y V. alcalescens (Leng, 1970; Russell y Wallace, 1988).  

1.4.2 Producción de propionato 

     El propionato es el segundo producto de fermentación más abundante del 

rumen después del acetato. Es sintetizado por las bacterias ruminales a partir de 

dos vías metabólicas: la vía del succinato y la vía del acrilato (Johns, 1952).    

Ninguna de las dos rutas involucra pérdidas de carbono en comparación con la 

síntesis de acetato y butirato. La primera es la vía del succinato, también llamada 

vía del ácido dicarboxílico o vía aleatoria, y es la ruta más común y prominente de 

la conversión de piruvato hacia propionato (Baldwin, 1965). Aproximadamente, 2/3 

del propionato formado en el rumen se produce por esta vía, en la cual se 

incorpora un carbono al piruvato, generalmente un CO2 o mediante la reacción con 

una molécula de metilmalonil-coA para formar oxaloacetato (cuatro carbonos), que 

se convierte en succinato (cuatro carbonos) y posteriormente a propionato (tres 

carbonos) perdiendo el carbono que ya se había incorporado (Figura 4, Vía No. 

10) (Swick y Wood, 1960).  

     Entre los microorganismos ruminales que llevan a cabo la vía del succinato se 

encuentran las bacterias del género Propionibacterium (Johns, 1951a) y               

S. ruminantium (Paynter y Elsden, 1970) que producen propionato a partir de 

glucosa, en contraste con V. alcalescens que produce propionato a partir de 

lactato ya que es incapaz de fermentar azúcares (Johns, 1951b). 
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     La segunda vía fue primeramente descrita por Ladd y Walker (1965) en la 

bacteria P. elsdenii al observar que era capaz de fermentar lactato y acrilato para 

producir propionato y acetato. Esta ruta es conocida como vía del acrilato, de 

reducción directa o vía no aleatoria. El succinato no es intermediario en la 

formación de propionato y el mecanismo se ilustra en la Figura 4, Vía No. 9, donde 

el piruvato es convertido a lactato, el lactato a lactoil-coA mediante su reacción 

con un molécula donadora de coA (propionil-coA), el lactoil-coA posteriormente es 

deshidratado a acrilil-coA y reducido a propionil-coA para finalmente formar 

propionato, sin que se ganen ni se pierdan carbonos. La coenzima A transferida 

del propionil-CoA puede ser donada al lactato y continuar el ciclo de formación de 

propionato (Schweiger y Buckel, 1984). La contribución de esta vía al total de 

propionato formado en el rumen varía en el rango de 70  a 100 % cuando se utiliza 

glucosa como sustrato principal (Baldwin et al., 1963). 

     Al igual que la vía del succinato, la vía del acrilato también puede formar 

propionato a partir de la fermentación de lactato. La contribución de esta vía al 

total de propionato formado en el rumen es de 54 % a 88 % cuando hay lactato 

disponible, y la contribución de esta vía incrementa con el aumento de los 

carbohidratos altamente fermentables o con la disponibilidad del lactato en la dieta 

(Baldwin et al., 1962). La bacteria M. elsdenii es la única que puede fermentar 

lactato mediante la vía del acrilato en el rumen (Baldwin, 1965). Utiliza entre 60 % 

y 80 % del lactato producido en el rumen (Counotte et al., 1981), y es una de las 

principales bacterias productoras de propionato, especialmente cuando los 

animales son alimentados con dietas altas en concentrados (Hungate, 1966).  

     Muchas bacterias como R. amylophilus (degrada almidón), P. ruminicola 

(degrada almidón y hemicelulosa), R. flavefasciens y F. succinogenes (degradan 

celulosa) producen succinato como un producto de su actividad fermentativa, y lo 

liberan al medio ruminal. Este succinato es tomado rápidamente y fermentado 

hasta propionato por S. ruminantium (Scheifinger y Wolin, 1973).  
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     Otro ejemplo son los Lactobacillus y el S. bovis, especies que prosperan con 

dietas ricas en almidón y que producen altas cantidades de lactato. El lactato es 

fermentado por otras bacterias, como M. elsdenii y V. alcalescens hasta 

propionato, lo que impide que se acumule el lactato. 

1.4.3 Producción de butirato 

     El butirato se sintetiza a partir de acetato o de compuestos que producen acetil-

coA, como el piruvato y el glutamato (Barker, 1961), y B. fibrisolvens es el principal 

productor de butirato en el rumen. Existen dos posibles rutas de síntesis, la vía 

predominante es mediante un proceso de β-oxidación inversa (Miller y Jenesel, 

1979), a partir de la condensación de dos moléculas de acetil-coA para generar 

una molécula de acetoacetil-coA (Figura 4, Vía No. 5). En esta vía, tanto el 

acetoacetil-coA, el β-hidroxibutiril-coA, el crotonil-coA y el butiril-coA son 

intermediarios para finalmente producir butirato. Esta vía produce un ATP por mol 

de butirato producido.  

     La segunda posible vía de formación del butirato es la que utiliza al malonil-coA 

como intermediario a partir de la condensación de una molécula de acetil-coA con 

un CO2 entrante mediante una acetil-coA carboxilasa (Figura 4, Vía No. 6), para 

posteriormente ser convertido en acetoacetil-coA y seguir la misma ruta que la 

primera vía descrita hasta llegar a butirato. La vía del malonil-coA es más utilizada 

para la síntesis de ácidos grasos de cadena larga y de cadena ramificada 

(Goldman et al., 1963; Leng, 1970). 

     Hay dos vías conocidas para catalizar la conversión de butiril-CoA a butirato. 

La primera involucra a la enzima butiril-CoA:acetato-coA transferasa (Figura 4, Vía 

No. 7) y la segunda vía utiliza primero una enzima fosfato butiriltransferasa que 

convierte al butiril-coA en butiril-fosfato (Figura 4, Vía No. 8) para finalmente 

eliminar el grupo fosfato y formar butirato mediante una butirato cinasa. Esta vía 

produce un ATP por mol de butirato (Miller y Jenesel, 1979; Vital et al., 2014). 
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     La dieta es el factor más importante para la proporción de los AGVs en el 

rumen. Las modificaciones en la alimentación de los rumiantes pueden cambiar 

los patrones de fermentación. En dietas con alto contenido de forraje, el patrón de 

AGVs en la fermentación ruminal fluctúa entre 65:25:10 a 70:20:10 (acetato: 

propionato: butirato, en porcentaje molar), mientras que en una dieta alta en 

concentrados las proporciones de AGVs varían entre 45:40:15 a 50:40:10 

(Shimada, 1983). Y en dietas compuestas únicamente de forrajes, el patrón de 

AGVs genera una mezcla en proporción molar de entre 65 - 74 % de acetato, 15 - 

20 % de propionato y 8 - 16 % de butirato (Thomas y Rook, 1977).  

1.5 Sistemas bioelectroquímicos 

1.5.1 Sistemas bioelectroquímicos: fundamentos y clasificación 

     Los sistemas bioelectroquímicos (BES, por sus siglas en inglés) se basan en la 

capacidad de algunos microorganismos para catalizar diferentes reacciones 

electroquímicas, específicamente, reacciones que involucren una transferencia de 

electrones como las de óxido-reducción (Rabaey et al., 2007; Rozendal et al., 

2008). En la literatura también se denominan tecnologías electroquímicas 

microbianas (METs, por sus siglas en inglés) (Logan y Rabaey, 2012).  

     Dependiendo de su modo de operación y de su aplicación se clasifican en 

cuatro grandes categorías: celdas de combustible microbianas (CCMs) para la 

generación de energía eléctrica, celdas de electrólisis microbianas (CEMs) que 

producen principalmente compuestos químicos inorgánicos como el hidrógeno, 

celdas de electrosíntesis microbianas (CESMs) para la síntesis de compuestos 

químicos orgánicos y celdas de desalinización microbianas (CDMs) utilizadas para 

la desalinización del agua en combinación con otras funciones (Wang y Ren, 

2013). Entre todos los sistemas, las CCMs son las más estudias y son el modelo 

del cual parten todos las demás, conocidas como celdas microbianas CXM, donde 

la X representa diferentes aplicaciones (Harnisch y Schröder, 2010). 
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1.5.2 Celdas de combustible microbianas 

     Las CCMs son dispositivos que utilizan a los microorganismos para oxidar la 

materia orgánica e inorgánica y generar energía eléctrica (Logan et al., 2006). 

Consisten de dos electrodos, un ánodo y un cátodo, que están unidos por un cable 

externo formando un circuito eléctrico completo, además los compartimientos o 

cámaras que contienen a los electrodos están separadas por una membrana 

permeable solo a protones (Bond y Lovley, 2003).       

     En la cámara anódica los microorganismos crecen y oxidan el sustrato 

disponible en condiciones anaerobias, liberan electrones, protones y CO2 al 

medio. Los protones se dirigen a la cámara catódica atravesando la membrana de 

intercambio protónico, y al mismo tiempo los electrones son dirigidos al ánodo, 

gracias a la habilidad que tienen algunos microorganismos de transferir electrones 

fuera de la célula, lo que se conoce como transferencia de electrones extracelular, 

TEE (Rabaey, 2010). Una vez en el ánodo viajan al cátodo a través del cable 

externo que conecta a los electrodos, cuando llegan los electrones al cátodo en 

condiciones aerobias, se combinan con los protones para reducir moléculas de 

oxígeno hasta formar agua, lo que crea un flujo de corriente eléctrica (Rabaey y 

Verstraete, 2005; Logan y Regan, 2006a; Lovley, 2006).  

 
Figura 5. Celda de combustible microbiana 
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     Cuando el oxígeno o moléculas como nitratos y sulfatos, están en la cámara 

catódica, la generación de corriente eléctrica es producida, pero si no están 

presentes, la generación no es espontánea. Los electrones que llegan al cátodo 

reducen alguna molécula para completar el proceso de óxido-reducción (que 

comenzó en el ánodo) y estimular la corriente eléctrica (Pant et al., 2012). Los 

microorganismos que generan energía eléctrica se llaman exoelectrogénicos por 

su capacidad de transferir electrones fuera de la célula (Logan y Regan, 2006b). 

1.5.3 Celdas de electrólisis microbianas 

     Cuando en lugar de utilizar las celdas para producir electricidad, se hace el 

proceso reverso y se aplica una corriente eléctrica desde una fuente externa, se 

crea el segundo tipo de sistemas. Las CEMs son un tipo de sistema 

bioelectroquímico al que se le proporciona energía eléctrica para lograr un 

determinado proceso o la formación de productos químicos inorgánicos como el 

hidrógeno, el peróxido de hidrógeno, el hidróxido de sodio y otros (Logan, 2008). 

     Funcionan de manera parecida a una CCM y fueron diseñadas para producir 

H2 (Liu et al., 2005). Consisten en utilizar los electrones que llegan al cátodo, como 

ocurre en una CCM, pero con la finalidad de combinarse con los protones para 

producir H2, por lo tanto, este sistema es anaerobio para que los electrones y 

protones no se combinen con el O2. Esta reacción no es espontánea, necesita de 

energía externa además de la generada por las bacterias para llevar a cabo la 

reacción (Logan y Grot, 2006; Rozendal et al., 2006). Este proceso es conocido 

como electrohidrogénesis o electrólisis microbiana (Cheng y Logan, 2007). 

     El voltaje o potencial eléctrico es la presión o fuerza con la que se empuja a los 

electrones para que lleguen al cátodo, y se administra a través de una fuente de 

poder de corriente directa o un potensiostato. Para la producción de H2, el voltaje 

generado por los microorganismos en el ánodo no es suficiente para dirigir la 

reacción, es por esto que un voltaje externo debe aplicarse. Los cálculos para 

determinar el voltaje necesario se basan en la energía libre de Gibbs de la 

reacción (Call y Logan, 2008; Logan et al., 2008; Rozendal et al., 2008). 
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Figura 6. Celdas de electrólisis microbianas  

 
     La materia orgánica biodegradable que se puede utilizar en estos sistemas es 

variable, desde moléculas simples como acetato, glucosa, almidón hasta mezclas 

complejas como las aguas residuales de las industrias (Pant et al., 2010). Los 

sistemas bioelectroquímicos más estudiados son las CCMs y las CEMs, y una 

característica importante de ellos es la ausencia de microorganismos en el cátodo. 

No obstante, la definición de Hamelers et al., (2010) de sistemas 

bioelectroquímicos, especifica que son tecnologías que utilizan microorganismos 

tanto en el ánodo para catalizar reacciones de oxidación, como en el cátodo para 

reacciones de reducción, es decir, puede haber microorganismos al mismo tiempo 

en los dos electrodos.  

     Cuando los microorganismos están en la cámara anódica, le transfieren 

electrones al ánodo; y cuando están en la cámara catódica, la transferencia ocurre 

en dirección contraria, el cátodo cede electrones a los microorganismos (Gregory 

et al., 2004). La finalidad de consumir y aprovechar estos electrones se enfoca en 

estimular y modificar el metabolismo microbiano (Thrash y Coates, 2008).  
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1.5.4 Celdas de electrosíntesis microbiana 

     Las CESM se refieren al tipo de sistemas bioelectroquímicos que se basan en 

la electrosíntesis microbiana; término que se acuñó por primera vez por Nevin et 

al. (2010), para referirse al proceso en el que la electricidad es fuente de energía 

para que algunos microorganismos sinteticen compuestos orgánicos a partir de 

CO2. Algunos ejemplos de los compuestos obtenidos mediante esta técnica son 

acetato (Nevin et al., 2010), butirato (Ganigué et al., 2015) e incluso metano 

(Cheng et al., 2009). 

 
Figura 7. Celda de electrosíntesis microbiana 

 
     Posteriormente al surgimiento del término de electrosíntesis microbiana, se 

ocupó también para referirse a la síntesis de compuestos orgánicos a partir de 

sustratos diferentes del CO2, como la glucosa o el glicerol (Rabaey y Rozendal, 

2010). Esta técnica era ya conocida también como electrofermentación, y 

actualmente varios autores siguen utilizado este nombre como un término más 

adecuado para diferenciarla de la electrosíntesis microbiana a partir de CO2 

(Kracke y Krömer, 2014; Rosenbaum y Franks, 2014; Harnisch et al., 2015). 
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1.5.5 Electrofermentación 

     Esta técnica tiene como finalidad manipular los patrones de una fermentación 

mediante la aplicación de corriente eléctrica a un medio de cultivo, lo que modifica 

los productos finales (Rabaey y Rozendal, 2010). Cada microorganismo tiene un 

metabolismo específico basado en un flujo de electrones que determina como se 

lleva a cabo una fermentación. Si este flujo de electrones se altera por la acción 

moduladora de otro flujo de electrones (en forma de corriente eléctrica), las vías 

metabólicas ya existentes se redirigen, y aumentan o disminuyen los productos de 

fermentación. De tal manera que, al cambiar el flujo de electrones también cambia 

el flujo de carbonos (Logan y Rabaey, 2012). 

 
Figura 8. Celda de electrofermentación 

 
     La energía necesaria para acelerar o desviar una vía fermentativa depende del 

sustrato y del producto en cuestión, y debe ser lo suficientemente baja para no 

provocar la muerte celular, pero lo suficientemente alta para estimular cambios en 

el metabolismo microbiano. Algunos microorganismos tienen la capacidad de 

aceptar electrones, ya sea directa o indirectamente, y esto puede aprovecharse 

con fines diferentes, como el tratamiento de aguas residuales, fijación de carbono, 

formación de compuestos químicos o biorremediación (Rosenbaum et al., 2011).  
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     La corriente eléctrica puede actuar como una fuente de poder reductor o 

equivalentes reductores, regenerando rápidamente las coenzimas NAD+ y NADP+ 

para formar NADH y NADPH. La abundancia de estas moléculas en las células 

representa una manera efectiva de incrementar el rendimiento de los productos de 

la fermentación (Kim y Kim, 1988; Park y Zeikus, 1999).  

     Otra manera en la que la corriente eléctrica puede contribuir al cambio en las 

vías metabólicas es mediante la formación de H2, como ocurre en las CEMs. El H2 

es donador de electrones en la fermentación, y no hay una interacción directa 

entre el electrodo y los microorganismos (Steinbusch et al., 2010; Harnisch et al., 

2015). La acumulación de este producto incrementa la presión parcial de 

hidrógeno en una fermentación, y en consecuencia habrá un cambio en el balance 

de electrones y en el metabolismo microbiano (Yerushalmi et al., 1985).  

1.5.6 Mecanismos de transferencia de electrones 

     Se han descrito varios mecanismos por los cuales los microorganismos 

transfieren o reciben los electrones hacia o desde un electrodo:  

• Transferencia de electrones directa: mediante el contacto de los 

microorganismos con la superficie de un electrodo. Las bacterias presentan en su 

membrana o en la matriz extracelular diversidad de proteínas redox activas como 

los citocromos c o complejos enzimáticos asociados a membrana (Lovley, 2012). 

El mecanismos también incluye la transferencia de electrones mediante pilis 

conductivos o nanocables; estas estructuras tienen una forma de pelo muy 

delgado, los microorganismos los forman en respuesta a la transferencia limitada 

de electrones y permiten a las células que no se encuentran unidas a los 

electrodos establecer un contacto directo (Reguera et al., 2005). 

• Transferencia de electrones indirecta: mediante moléculas redox orgánicas e 

inorgánicas, que los microorganismos secretan o liberan en la degradación de 

materiales biológicos. Dichas moléculas son reducidas u oxidadas fuera de la 

membrana celular para donar o aceptar los electrones hacia o desde un electrodo.  
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     Se conocen como mediadores redox endógenos y los más estudiados son las 

piocianinas y los ácidos húmicos (Rabaey et al., 2007). Este mecanismo también 

funciona con moléculas redox artificiales que son agregadas al medio. Éstas 

moléculas son referidas como mediadores redox exógenos y los más utilizados 

son el rojo neutro, el metil viológeno y el ácido antraquinona‐2,6‐disulfónico. A 

pesar de sus ventajas, los mediadores artificiales pueden ser tóxicos para los 

microorganismos y representan un costo adicional de operación (Huang y 

Angelidaki, 2008). 

     1.5.7 Manipulación del metabolismo microbiano por electrofermentación 

     Los sistemas bioelectroquímicos han sido aplicados para incrementar la 

síntesis de una variedad de productos de fermentación. Hongo e Iwahara (1979a), 

desarrollaron un método al que denominaron fermentación electro-energizante, 

(EEF, por sus siglas en inglés), actualmente conocido como electrofermentación. 

Esta metodología consistió en aplicar una corriente eléctrica directa de 1.5 V a un 

cultivo de B. flavum, a través de un electrodo de platino, con el fin de acelerar su 

metabolismo reductor. Los autores sugirieron que el incremento en la producción 

era estimulada por la acción reductora del cátodo, mediante la transferencia de 

electrones hacia los microorganismos (Hongo e Iwahara, 1979b). 

     Posteriormente a los trabajos de investigación de Hongo e Iwahara, le han 

seguido varios trabajos similares hasta la actualidad (2016) que se resumen en el 

Cuadro 3. Se han evaluado diversos microorganismos principalmente como 

cultivos puros pero también hay algunos estudios con cultivos mixtos. En general, 

las investigaciones en electrofermentación se han enfocado en incrementar la 

producción de alcoholes como butanol y etanol, y la producción de ácidos grasos 

de cadena corta como succinato, butirato, lactato y propionato. 

     En teoría, se espera que cualquier metabolismo fermentativo pueda ser 

manipulado mediante un suministro electroquímico de equivalentes reductores, 

que cambien la relación molar NAD+/NADH, ya sea en presencia o en ausencia 

de un mediador redox exógeno (Peguin et al., 1994). 
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Cuadro 3. Ejemplos de la manipulación del metabolismo microbiano 
mediante electrofermentación 

Microorganismo Producto Sustrato 
Voltaje y 
mediador 

redox 
Control 

 
Reactor 

bioelectro-
químico 

Incremento 
en el 

producto 
Ref. 

   Volts Concentración o 
rendimiento del producto %  

Brevibacterium 
flavum 

Glutamato Glucosa 1.5 V 
Rojo neutro 44.3 mg / mL 51 mg / mL 15 % 

Hongo e 
Iwahara, 
1979b. 

Clostridium 
acetobutylicum 

Butanol Glucosa 
-2.5 V 

Viológeno 
de metilo 

74.6 mM 93.7 mM 26 % Kim y Kim, 
1988. 

Clostridium 
acetobutylicum 

Butanol Glucosa 
-0.56 V 

Viológeno 
de metilo 

0.09 mol / 
mol glucosa 

0.42 mol / 
mol glucosa 367% Peguin et 

al., 1994. 

Actinobacillus 
succinogenes 

Succinato 
Etanol Glucosa 2.0 V 

Rojo neutro 
51.27 mM 
5.21 mM 

82.88 mM 
21.1 mM 

62% 
305% 

Park y 
Zeikus, 
1999. 

Trichosporon 
capitatum 

6-bromo-2-
tetralol 

6-bromo-
2-

tetralona 

-5.0 V 
Sin 

mediador  
0.95 g / L 1.41 g / L 48% Shin et al., 

2001. 

Clostridium 
thermocellum 

Saccharomyces 
cerevisiae 

Etanol Glucosa -1.5 V 
Rojo neutro 

1.04 g / L 
46.7 g / L 

1.68 g / L 
52.5 g / L 

61% 
12% 

Shin et al., 
2002. 

Clostridium 
tyrobutyricum 

Butirato Sacarosa -0.4 V 
Rojo neutro 5.0 g / L 8.8 g / L 76% Choi et al., 

2012. 

Cultivo mixto 1,3- 
Propanodiol Glicerol 

-0.9 V 
Sin 

mediador 

0.25 mol / 
mol glicerol 

0.50 mol /  
mol glicerol 100% Zhou et al., 

2013. 

Corynebacterium 
glutamicum 

Lactato Glucosa -0.6 V 
AQ 

1.10 mol / 
mol glucosa 

1.62 mol /  
mol glucosa 47% Sasaki et 

al., 2014. 

Clostridium 
pasteurianum 

Butanol Glucosa 
0.045 V 

Sin 
mediador 

5.4 mM 13.5 mM 150% Choi et al., 
2014. 

Klebsiella 
pneumoniae 

Etanol 
Lactato Glicerol -0.65 V 

Rojo neutro 
9.61 mM 
2.66 mM 

22.34 mM 
5.64 mM 

93 % 
76 % 

Harrington 
et al., 
2015. 

AQ: ácido antraquinona‐2,6‐disulfónico 

     De acuerdo a la información presentada en el Cuadro 3, se observa que los 

sustratos más frecuentes en las electrofermentaciones son la glucosa y el glicerol, 

y los mediadores redox más utilizados son el rojo neutro y el viológeno de metilo a 

diferentes potenciales de voltaje. Los porcentajes de incremento en la 

concentración o el rendimiento del producto varían dependiendo del tipo de 

microorganismo y de las condiciones de la electrofermentación.  

     Cada vez son más los microorganismos evaluados bajo condiciones de 

electrofermentación que han presentado resultados favorables. Solo en la década 

de los 2000 los estudios se reducen por estar centrados en el desarrollo de las 

celdas de electrosíntesis microbiana a partir de CO2 (Nevin et al., 2010).  
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1.5.8 Sistemas bioelectroquímicos para incrementar la producción de 
propionato 

     Las bacterias anaerobias del género Propionibacterium son las principales 

productoras de propionato a partir de la fermentación de glucosa o lactato, y como 

metabolitos secundarios también generan acetato y CO2 en una relación molar de 

2:1:1. Pero la concentración de los productos finales puede variar por diversos 

factores del cultivo, la cepa bacteriana y el sustrato (Piveteau, 1999). 

     El primer estudio para incrementar la concentración de propionato en un medio 

de cultivo bacteriano se realizó administrando H2 y con esto aumentar la presión 

parcial del medio de cultivo de P. arboris. Esta bacteria es gram-negativa y 

produce propionato, acetato y CO2 como productos de fermentación de la glucosa. 

La aplicación de dos atmósferas de H2 en el medio cambió drásticamente la 

relación molar propionato-acetato de 2:1 a 16:1. Así, el propionato incrementó su 

concentración casi como único producto final (12.6 mmol de propionato y 0.8 mmol 

de acetato), y la fermentación control produjo 11.2 mmol de propionato y 5.8 mmol 

de acetato. El exceso de H2 alteró el flujo de carbonos y electrones previniendo 

que el piruvato se transformara en acetato, H2 y CO2 (Thompson et al., 1984).  

     El primer sistema bioelectroquímico como tal, para incrementar la 

concentración de propionato en un cultivo bacteriano fue el realizado por Emde y 

Schink (1990). Dichos autores evaluaron un sistema de electrodos para cambiar 

los patrones de fermentación de P. freudenreichii, con glucosa como sustrato en 

un sistema amperométrico de tres electrodos: un electrodo de trabajo conectado a 

un potensiostato que aplica un potencial eléctrico, un electrodo de referencia y un 

electrodo auxiliar a través del cual fluye la corriente que es registrada. En este 

sistema de cultivo se probaron cuatro diferentes mediadores exógenos: ácido 

antraquinona‐2,6‐disulfónico (AQ), sepulcrato de cobalto (CoS), bencil viológeno y 

metil viológeno, con un potencial anódico 40 mV más negativo que el potencial 

redox estándar de cada mediador.  
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     Durante los primeros ensayos se observó que el bencil y el metil viológeno 

inhibieron el crecimiento de las bacterias y no se registró transferencia de 

electrones, ni producción de propionato, debido probablemente a la 

despolarización de la membrana celular, ocasionada por la producción de 

radicales superóxido, la consecuente peroxidación lipídica de la membrana y a la 

disminución de NADP. En cambio, con AQ y CoS se observó que grandes 

cantidades de electrones eran transferidas con un incremento en la producción de 

propionato. En presencia del AQ, 90 % del total de productos correspondían al 

propionato con una concentración de 475 µM y 53 µM de acetato; en cambio con 

CoS se obtuvieron 624 µM de propionato y 17 µM de acetato, estas cantidades 

indicaron que el propionato representaba 97.3 % de los productos finales. 

     Posteriormente, Schuppert et al. (1992) incrementaron la producción de 

propionato en la fermentación de un medio de cultivo de P. acidipropionici con 

suero de leche como sustrato. Basándose en los hallazgos previos utilizaron como 

mediador redox al CoS y un electrodo de platino a un potencial de -0.47 V. Con la 

aplicación de un potencial eléctrico, la lactosa del suero de leche se fermentó para 

producir 70 mM de propionato, sin acetato. Lo cual representó la obtención de un 

100 % de propionato en el medio de cultivo, comparado con el control en el que se 

produjeron 49 mM de propionato y 23 mM de acetato. No obstante, en 

experimentos aún sin la adición de mediadores redox en cultivos continuos hubo 

transferencia de electrones del electrodo a los microorganismos. Este hecho indicó 

que el mediador redox podría no ser necesario, disminuyendo así los costos del 

proceso de escalamiento en modo continuo (Schuppert et al., 1992). 

     Wang et al. (2008) evaluaron si P. freudenreichii ET-3 era capaz de utilizar, 

como mediador redox, un estimulador de crecimiento de bifidobacterias que ellos 

mismos secretan al medio de cultivo. Este mediador conocido como ácido 1,4-

dihidroxi-2-naftoico, regenera las moléculas de NAD+. Su objetivo fue desarrollar 

un sistema aplicando 0.4 V y sin añadir un mediador redox para observar el efecto 

sobre la producción de propionato en la fermentación de glucosa.  
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     El resultado que ellos observaron fue un cambio en la relación molar acetato: 

propionato de 2:3 (11.5 mmol de acetato y 17.7 mmol de propionato) a 1:1 (13.6 

mmol de acetato y 13.7 mmol de propionato). Estos resultados demostraron la 

disminución en la producción de propionato, probablemente ocasionada por la 

disminución de electrones disponibles para formarlo y el incremento de la 

oxidación de los sustratos hasta acetato y CO2. Los resultados indicaron que esas 

condiciones no son adecuadas para incrementar la concentración de propionato.  

1.5.9 Métodos bioelectroquímicos para estudiar la fermentación ruminal 

     El primer estudio sobre los procesos bioelectroquímicos en la fermentación 

ruminal se enfocó en la posibilidad de generar electricidad en CCMs con 

microorganismos ruminales como biocatalizadores. Rismani-Yazdi et al. (2007) 

reportaron el uso de comunidades microbianas ruminales para la conversión de 

celulosa en energía eléctrica, mediante sistemas bioelectroquímicos que utilizan 

un medio mineral suplementado con líquido ruminal. 

     Los investigadores demostraron que efectivamente la microbiota ruminal podía 

utilizarse para generar electricidad a partir de celulosa, ya que era capaz de 

transferir electrones hacia un electrodo y producir una corriente eléctrica constante 

sin adicionar un mediador redox por 60 días al menos. Posteriormente, 

interesados en conocer la composición de la microbiota presente en las celdas, 

realizaron un análisis filogenético de los microorganismos mediante la 

amplificación del gen 16S del ARN ribosomal. Entre los principales géneros 

identificados están Firmicutes, Clostridium, Sedimentibacter, Desulfotomaculum y 

Ruminococcus, bacterias que hidrolizan biomasa lignocelulósica vía un sistema 

complejo de celulasas conocido como celulosoma (Rismani-Yazdi et al., 2007). 

     Las CCMs pueden utilizarse también como una herramienta para estudiar a los 

microorganismos ruminales y sus funciones fisiológicas. Uno de los aspectos más 

importantes es como manipular la relación entre el metano y los AGVs. La 

producción del metano representa hasta 12 % de pérdida de energía en el 

rumiante, con un impacto directo en la eficiencia de fermentación.  
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     Dentro de la microbiota ruminal se encuentran las archeas metanogénicas, 

productoras de metano a partir de H2 y CO2, su función es muy importante para 

que la fermentación se lleve a cabo adecuadamente (Wolin et al., 1997).  

     Las CCMs pueden actuar positivamente como alternativa para la utilización del 

hidrógeno producido en el rumen, utilizándolo como donador de electrones para 

las comunidades microbianas electrogénicas, y favoreciendo las condiciones para 

incrementar la producción de propionato y acetato; también compite con las 

archeas metanogénicas por el uso del H2 (Bretschger et al., 2009).  

     Ishii et al. (2008) demostraron que dentro de una CCM se inhibía la 

metanogénesis, de 0.128 mmol d-1 de metano en una fermentación control a 0.009 

mmol d-1 de metano dentro de las celdas durante las primeras 30 horas, además 

se incrementaba temporalmente la concentración de acetato y propionato en 

muestras de suelo que originalmente producían altas concentraciones de metano.  

     Por último, Wang et al. (2012) estudiaron el efecto de la degradación de paja 

como sustrato para los microorganismos ruminales sobre la producción de AGVs y 

la generación de electricidad. Para estos experimentos las CCMs también 

consistieron en celdas de dos cámaras y los electrodos utilizados fueron placas de 

grafito. Ellos observaron que la concentración total de AGVs incrementó 

rápidamente después de la inoculación con microorganismos ruminales, pero a 

partir de obtener cierta concentración alta empezó a disminuir; los autores 

explicaron que los microorganismos a partir de cierta concentración utilizaron los 

AGVs, los oxidaron y continuaron generando electricidad a falta de otro sustrato 

disponible en el medio. 

 

 

 



 

 

33 

 

2. JUSTIFICACIÓN 

     Un enfoque exitoso para mejorar la producción de los rumiantes ha sido 

promover un aumento en la disponibilidad energética para el animal, mediante el 

incremento en la síntesis hepática de glucosa. La gluconeogénesis es su principal 

vía de suministro, debido a que los rumiantes obtienen menos del 10 % de su 

requerimiento de glucosa directamente por absorción en el intestino (Young, 

1977). Diversos productos de la digestión son fuentes de carbono para la 

gluconeogénesis: el propionato es cuantitativamente el más importante, seguido 

por el lactato y los aminoácidos glucogénicos (Huntington et al., 2006). La 

contribución de AGVs glucogénicos (propionato, isobutirato y valerato) a la 

formación de glucosa hepática oscila entre 44-78 %, y el propionato representa 

hasta 95 % de estos AGVs (Larsen y Kristensen, 2013). 

     La cantidad de propionato que se absorbe a través de la pared ruminal 

determina la cantidad de lactosa en la leche así como el volumen de su 

producción. La lactosa regula la osmoralidad de la leche y su concentración en ella 

es relativamente constante, las células secretoras de la glándula mamaria agregan 

agua hasta lograr una concentración de lactosa de aproximadamente 4.5 %. Por lo 

tanto, el volumen de leche es determinado casi completamente por el suministro 

de glucosa a la glándula mamaria para la síntesis de la lactosa. La glucosa es 

sintetizada por el hígado, y a su vez depende del suministro de propionato que 

proviene de la fermentación de los carbohidratos en el rumen.  

     Aunado a esto, el incremento de propionato en el rumen produce mayor 

eficiencia energética, reducción en la pérdida calórica, disminución en el uso de 

aminoácidos para la gluconeogénesis y un incremento en la síntesis de proteína 

corporal. Lo que se traduce en una ganancia de peso debido al aumento de los 

niveles de glucosa en sangre y que representa una mayor energía disponible para 

el animal (Shimada, 1991).  
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     Metodologías diversas se han desarrollado para incrementar la concentración 

de propionato en el rumen; por ejemplo, la administración de ionóforos como la 

monensina (Van Maanen et al., 1978), la administración de propilenglicol y glicerol 

(Cozzi et al., 1996), la administración en la dieta de precursores del propionato 

como el acrilato y fumarato de sodio, que además disminuyen la producción de 

metano in vitro (Newbold et al., 2005), y otros estudios reportan que la 

defaunación del rumen también incrementa la producción de propionato (Williams 

y Withers, 1991). Sin embargo, los ejemplos mencionados presentan desventajas, 

lo que mantiene activo el desarrollo de nuevas metodologías para incrementar el 

propionato a nivel ruminal. 

     Existen otras alternativas que se pueden desarrollar para modificar la 

fermentación ruminal sin alterar factores importantes como la dieta y sin realizar 

modificaciones genéticas. Considerando que la fermentación es básicamente un 

flujo de electrones que van desde compuestos que se oxidan (donadores de 

electrones) hasta compuestos que se reducen (aceptores de electrones) mediante 

moléculas transportadoras, es factible pensar que este flujo de electrones puede 

ser modificado por una fuente de electrones externa (energía eléctrica), alterando 

de esta manera los patrones de fermentación; y para lograr estos cambios en el 

metabolismo microbiano se han desarrollado técnicas conocidas como sistemas 

bioelectroquímicos.    
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3. HIPÓTESIS 

     La fermentación de los microorganismos ruminales cambiará al modificar el 

flujo de electrones de su metabolismo, dirigiéndolo hacia un incremento en la 

producción de ácidos grasos volátiles a través del uso de energía electroquímica 

como fuente de equivalentes reductores. 

 

4. OBJETIVO GENERAL 

     Modificar la fermentación de los microorganismos ruminales dentro de celdas 

electroquímicas microbianas provocando una mayor producción de ácidos grasos 

volátiles en líquido ruminal in vitro. 

 

4.1 Objetivos Específicos 

A. Diseñar y construir una celda electroquímica microbiana. 

B. Evaluar los cambios en la fermentación de microorganismos ruminales 

dentro de una celda electroquímica microbiana bajo dos niveles de 

potencial eléctrico. 

C. Evaluar el efecto del rojo neutro como mediador redox sobre la 

fermentación de microrganismos ruminales in vitro dentro de una celda 

electroquímica microbiana.  

D. Estudiar el efecto del potencial eléctrico de una celda electroquímica 

microbiana sobre la producción de los ácidos grasos volátiles en líquido 

ruminal in vitro.  

E. Evaluar la cinética de fermentación en la producción de AGVs y gases bajo 

el mejor potencial eléctrico. 
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL  

Sección I: 

 

 

Sección II: 
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6. SECCIÓN I: METODOLOGÍA  

     La sección I comprende la realización de los objetivos específicos A, B, C y D 

así como los puntos 1, 2, 3 y 4 de la estrategia experimental.   

6.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 

6.1.1 Comunidad microbiana propionogénica  

     Una comunidad microbiana compuesta de un conjunto de microorganismos 

propionogénicos aislados de aguas residuales de una granja de cerdos fue 

proporcionada por el Dr. Toshio Shimada de la Universidad de Illinois en Urbana 

Champaign, para ser utilizados en la etapa de colonización de los electrodos 

dentro de las celdas de combustible microbianas y en la etapa de adaptación 

como celdas de electrofermentación microbianas. De acuerdo a estudios previos, 

(Shimada et al., 2007; Shimada et al., 2011) se determinó que una de las 

características de dicha comunidad microbiana era su elevada producción de 

propionato, razón por la cual nuestro interés de trabajar con estos 

microorganismos. La clasificación de las bacterias que la conforman se menciona 

en el Cuadro 4. Los microorganismos fueron cultivados a 37°C bajo condiciones 

anaerobias en medio nutritivo A que contiene (por litro): glucosa, 2 g; extracto de 

levadura, 1 g; triptona, 2 g; KH2PO4, 1 g; K2HPO4, 1.66 g; (NH4)2SO4, 0.5 g; CaCl2, 

0.1 g; NaCl, 0.1 g; MgSO4, 0.1 g; NaHCO3, 3.5 g, L-cisteína, 0.5 g; solución de 

vitaminas, 1.25 %; y solución de minerales, 1.25 %. El pH del medio fue ajustado a 

6.5 antes de esterilizar por autoclave 15 minutos a 121°C (Shimada et al., 2007).  

     Solución de minerales compuesta por (g/L): FeCl2-4H2O, 2 g; CoCl2-6H2O, 0.05 

g; EDTA, 0.5 g; MnCl2-4H2O, 0.5 g; NiCl2-6H2O, 0.05 g; Na2SeO3, 0.1 g; AlCl3-

6H2O, 0.05 g; H3BO3, 0.05 g; ZnCl2, 0.05 g; (NH4)6Mo7O24-4H2O, 0.05 g; y CuCl2-

2H2O, 0.05 g (Visser, 1995). Solución de vitaminas compuesta por (mg/L): biotina, 

2.0 mg; ácido fólico, 2.0 mg; piridoxina-HCl, 10.0 mg; riboflavina, 5.0 mg; tiamina, 

5.0 mg; ácido nicotínico, 5.0 mg; ácido pantoténico, 5.0 mg; vitamina B12, 0.1 mg; 

ácido p-aminobenzoico, 5.0 mg; y ácido lipóico, 5.0 mg (Wolin et al., 1963). 
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Cuadro 4. Clasificación de los microorganismos presentes en la comunidad 
bacteriana propionogénica (Adaptado de Shimada et al., 2011). 

Filo Familia 
Actinobacteria Propionibacteriaceae  

 Nocardioidaceae 

Bacteroidetes Rikenellaceae 

 Prophyromonadaceae 

Chloriflexi Anaerolinaeceae 

 Caldilineacea 

Firmicutes Ruminococcaceae 

 Clostridiaceae 

 Veillonellaceae 

 Peptococcaceae 

 Enterococcaceae 

Nitrospira Nitrospiraceae 

Proteobacteria Enterobacteriaceae 

 Syntrophobacteraceae 

 Syntrophaceae 

 Methyloccystaceae 

 Desulfovibrionaceae 

 Vibrionaceae 

Spirochaetes Spirochaetaceae 

 

6.1.2 Microorganismos ruminales 

     Para la obtención del líquido ruminal se emplearon 2 borregos Pelibuey 

machos adultos, provistos de una cánula ruminal y alimentados con una dieta a 

base de forraje compuesto de partes iguales de pasto Ryegrass, Orchard variedad 

Potomac y Bromo inerme. Se recolectaron las muestras de líquido por la mañana 

antes de su primera alimentación. El procedimiento consistió en introducir una 

sonda en el rumen a través de la cánula y aspirar por medio de un sistema de 

sifón (bomba de extracción por vacío). Se recogió el fluido ruminal en un recipiente 

limpio con tapa hermética y se mantuvo a 39°C durante su traslado al laboratorio, 

donde al llegar se mezcló con solución amortiguadora de saliva artificial en una 

relación 4:1. Las muestras de líquido ruminal se gasearon con CO2 para desplazar 

el O2 y mantener una ambiente anaerobio.  
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     Solución amortiguadora de saliva artificial: Se preparó al mezclar la solución 

amortiguadora A y la solución amortiguadora B en una relación 5:1. La solución 

amortiguadora A contiene por litro: K2HPO4, 10 g; MgSO4.7H2O, 0.5 g; NaCl, 0.5 g; 

CaCl2.2H2O, 0.1 g; Urea, 0.5 g; y la solución amortiguadora B contiene por litro: 

Na2CO3, 15 g; Na2S.9H2O, 1 g. La mezcla se ajusta a un pH final de 6.8 y se 

mantiene a 39°C hasta su incorporación al líquido ruminal (ANKOM Technology). 

6.2 Diseño y construcción de las celdas 

     Se diseñaron y construyeron cuatro celdas de dos cámaras con base cilíndrica 

en material acrílico. La Figura 9 muestra una fotografía de la celda con las 

siguientes dimensiones: longitud, 8 cm por cámara; diámetro, 3.5 cm y volumen de 

trabajo 100 cm3 por cámara. Los electrodos (ánodo y cátodo) fueron hechos de 

tela de grafito (Brunsen de Occidente S.A. de C.V., Jal, México) en rectángulos de 

8 x 3 cm, con un alambre de titanio (Sigma Aldrich Co., St. Louis, Missouri) de 8 

cm de longitud y 0.5 mm de grosor, entretejido en la tela de grafito para 

posteriormente poder realizar las conexiones al sistema de adquisición de datos. 

 
Figura 9. Fotografía de la celda bioelectroquímica microbiana 
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     Cada alambre de titanio atravesaba un tapón de hule que sellaba las celdas. 

Las cámaras estaban separadas por una membrana de intercambio protónico 

Nafion 117 (Electrochem, Inc., MA, Estados Unidos), a la cual se le dio un 

tratamiento previo a ensamblarse en la celda: una hora en peróxido de hidrógeno 

al 3 % a 80°C, una hora en agua destilada a 80°C, una hora en H2SO4 0.5 M a 

80°C y por último una hora en agua destilada a 80°C (Zawodzinski et al., 1993). 

6.3 Colonización de los electrodos (ánodo y cátodo)  

     La colonización de los electrodos es la formación de una biopelícula sobre un 

material inerte que conduce electricidad. Una biopelícula es un conjunto de células 

microbianas que están adheridas o asociadas a una superficie y se encuentran 

protegidas dentro de una matriz de polisacáridos que ellos mismos sintetizan 

(Donlan, 2002).  

     Es un proceso que comienza con la unión de células planctónicas (libres en 

suspensión) a una superficie mediante fuerzas de van der Waals, de carácter débil 

y reversible, posteriormente se dividen y las células hijas se extienden alrededor 

del sitio de unión, formando una microcolonia, similar a la formación de colonias 

en placas de agar. Si estas microcolonias permanecen el tiempo suficiente, 

pueden anclarse irreversiblemente a la superficie utilizando estructuras de 

adhesión más especializadas como los pili y secretando exopolisacáridos que 

forman la matriz extracelular que las protege. La biopelícula incrementa su masa 

por división celular y comienza a desplegarse en una forma tridimensional. Una 

vez que alcanza la madurez, algunas células se liberan de la matriz para poder 

colonizar nuevas superficies (Stoodley et al., 2002). 

     Para la colonización de los electrodos o formación de la biopelícula, las celdas 

se operaron como celdas de combustible microbianas en modo de lotes, llamados 

ciclos de operación, cada ciclo con una duración de 48 horas. La cámara anódica 

y la cámara catódica contenían 100 mL de medio de cultivo B con un inóculo de la 

comunidad microbiana propionogénica al 0.05 %.  
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     El medio de cultivo B contiene la siguiente composición: 75 % de medio de 

cultivo nutritivo A y 25 % de solución amortiguadora de fosfatos 100 mM pH 7.0, 

esterilizada en autoclave. 

     Posteriormente a inocular las bacterias, las cámaras de las celdas se gasearon 

con nitrógeno durante 30 segundos, con el fin de desplazar el O2 del medio y del 

espacio de cabeza de la cámara creando un ambiente anaerobio, propio para el 

crecimiento de los microorganismos de la comunidad propionogénica. Las celdas 

se colocaron dentro de una incubadora a 37°C para mantener la temperatura 

constante.  

     Para la conformación del circuito externo de las celdas se conectó el alambre 

de titanio (entretejido en los electrodos) a una tarjeta de pruebas mediante un 

cable caimán-caimán. En la tarjeta de pruebas se colocó una resistencia fija de 

1000 Ω y se conectó mediante un cable de cobre a una tarjeta de adquisición de 

datos USB 6008 (National Instruments, TX, Estados Unidos), acoplada a una 

computadora que registraba la señal de voltaje con el Software Labview 2013 

(National Instruments, TX, Estados Unidos). A partir del voltaje registrado se 

calculó la densidad de corriente (mA/m2) con las siguientes ecuaciones: 

J = I / A 

Dónde: 

 J: Densidad de corriente (A/m2) 

 I: Intensidad (A) 

 A = Área del electrodo (m2) 

I = V / R 

Dónde: 

 I: Intensidad (A) 

 V: Potencial eléctrico (V) 

 R: Resistencia (Ohms)

      

     Se operaron las celdas como celdas de combustible microbianas hasta obtener 

una densidad de corriente reproducible durante tres ciclos de operación continuos 

(Rivera et al., 2015). 
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6.4 Operación del sistema como celdas de electrofermentación  

6.4.1 Etapa de adaptación  

     Una vez colonizados los electrodos se operó el sistema como celdas de 

electrofermentación con las mismas bacterias propionogénicas pero aplicando dos 

niveles de potencial eléctrico, 0.75 V (750 mV) para un par de celdas y 1.5 V (1500 

mV) para otro par de celdas, mediante su conexión a una fuente de poder GW 

Instek GPS-4303 (Instek Ameria Corp, CA, Estados Unidos). La terminal positiva 

(cable rojo) de la fuente de poder se conectó al ánodo y la terminal negativa (cable 

negro) al cátodo. Las diferencias de potencial fueron elegidas en base a la 

literatura, cuando se adiciona el mediador redox rojo neutro a una fermentación 

bajo condiciones electroenergizantes (Hongo e Iwahara, 1979a y b; Park y Zeikus, 

1999; Shin et al., 2002). 

     Para la fase de adaptación se alimentaron las celdas en modo de lote con 

medio de cultivo B en ciclos de operación de 24 horas. Se tomaron muestras del 

medio al término de cada ciclo para cuantificar los AGVs (acetato, propionato y 

butirato) hasta obtener una concentración reproducible de AGVs durante al menos 

tres ciclos seguidos en el medio. Posteriormente a estabilizar la producción de 

AGVs en el sistema bioelectroquímico se procedió a inocular las celdas con 

microrganismos ruminales y evaluar el efecto de las diferencias de potencial sobre 

la fermentación ruminal dentro de las celdas electroquímicas microbianas.  

6.4.2 Preparación del sustrato para los microorganismos ruminales 

     El sustrato para los microorganismos ruminales fue un forraje compuesto de 

tres partes iguales de pasto Ryegrass, Orchard variedad Potomac y Bromo 

inerme. Se adicionó a las celdas dentro de bolsas nylon F57 con porosidad de 25 

μm (ANKOM Technology, NY, Estados Unidos), previamente molido. Las bolsas 

fueron lavadas con acetona durante cinco minutos y secadas completamente al 

aire. La acetona remueve un surfactante (una cera en la superficie de la bolsa) 

que bloquea los poros de la bolsa e inhibe la digestión microbiana.  
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     Las bolsas fueron pesadas individualmente y su peso se registró como P1; se 

pesaron 0.25 g (P2) de forraje molido y se colocaron directamente dentro de cada 

bolsa. Finalmente, se sellaron con una selladora por calor y se almacenaron a 

temperatura ambiente hasta su uso (ANKOM Technology). 

6.4.3 Celdas de electrofermentación con líquido ruminal 

     Subsiguiente a la adaptación del sistema, se continuó con la aplicación de las 

diferencias de potencial, 0.75 V para dos celdas y 1.5 V para las otras dos, 

utilizando una resistencia externa de 1000 Ω determinada previamente mediante 

una curva de polarización. Pero en esta ocasión se inocularon los 

microorganismos ruminales mediante la alimentación de las celdas con 100 mL de 

líquido ruminal, previamente extraído y mezclado con saliva artificial. A cada celda 

se le agregaron cuatro bolsas de sustrato, dos en la cámara anódica y dos en la 

cámara catódica. Las celdas fueron gaseadas con CO2 durante 30 segundos por 

cámara para desplazar el O2 y asegurar un ambiente anaerobio.  

     El diseño del experimento consistió en un diseño completamente al azar en un 

arreglo factorial 2 x 2, dos factores con dos niveles. Factor A: presencia o 

ausencia de rojo neutro como mediador redox 100 µM en el líquido ruminal, y 

Factor B: presencia o ausencia del potencial eléctrico en la celda electroquímica 

microbiana. Se realizaron cuatro pruebas por potencial eléctrico a evaluar como se 

indica en el Cuadro 5. Cuatro pruebas para 0.75 V y cuatro para 1.5 V. Se 

corrieron los experimentos por triplicado.  

Cuadro 5. Combinaciones de experimentos a evaluar sección I 
Nombre de referencia 

del experimento 
Rojo neutro como 
mediador redox 

Potencial eléctrico 
 (0.75 V o 1.5 V) 

Control Sin Sin 

Control con rojo neutro Con Sin 

Celda bioelectroquímica Sin Con 
Celda bioelectroquímica 

con rojo neutro Con Con 
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     El rojo neutro fue elegido como mediador redox ya que presenta propiedades 

ideales para el transporte de electrones como formar un par redox reversible en el 

electrodo, ser estable en forma oxidada y reducida, no descomponerse a largo 

plazo, unirse o pasar a través de la membrana celular, ser soluble en sistemas 

acuosos y tener un potencial de reducción estándar a pH 7.0 de -0.325 V similar al  

de las coenzimas NAD/NADH de -0.32 V, lo que significa que funciona como un 

electrocatalizador para reducir y oxidar a NAD/NADH indispensables en el 

metabolismo (Park y Zeikus, 1999; Park y Zeikus, 2000; Arechederra et al., 2011). 

     Los controles son fermentaciones dentro de las celdas sin electrodos ni 

conexiones, simplemente se utilizaron como un contenedor para que las pruebas 

tuvieran las mismas condiciones de agitación y difusión de temperatura. El nombre 

del experimento corresponde a como se hará referencia de las diferentes pruebas 

durante el análisis de resultados. La figura 10 muestra el montaje del sistema. Los 

experimentos se realizaron en lote con una duración de cada ciclo de 24 horas, a 

temperatura de 39°C dentro de una incubadora con agitación de 100 rpm. Como 

variable dependiente se cuantificó la concentración de los AGVs en las diferentes 

pruebas al término de las incubaciones (24 horas), así como la determinación de 

la digestibilidad de la materia seca del sustrato. 

 
Figura 10. Fotografía del sistema de experimentación in vitro 
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6.5  Cuantificación de AGVs  

     Para la cuantificación de los productos de fermentación (acetato, propionato, 

butirato), se utilizó un cromatógrafo de gases Varian 3300 con detector de 

ionización de llama y una columna capilar Zebron ZB-FFAP con características de 

longitud 15 cm, diámetro interno 0.53 mm (Phenomenex, CA, Estado Unidos). Las 

condiciones de operación del cromatógrafo de gases fueron las siguientes:  

 La temperatura de la columna se mantuvo a 70°C durante 1.5 min y se 

incrementó hasta los 130°C a una tasa de 10°C por min, alcanzando la 

temperatura final a los 7.5 min. 

 Temperatura del inyector 190°C 

 Temperatura del detector 210°C. 

 Fase móvil: Nitrógeno a un flujo de 9.5 mL/min 

 Presión: Aire 60 psi; N2 70 psi; H2 40 psi. 

 

     Para la preparación de las muestras se tomó 1.5 mL de líquido ruminal de la 

cámara catódica de cada celda al término de las incubaciones (24 horas), se 

centrifugaron a 3500 x g por 10 min a 4°C para sedimentar el pellet celular, 

posteriormente se recuperaron 1200 µL de sobrenadante en un tubo Eppendorf 

nuevo y se le agregaron 240 µL de ácido metafosfórico al 25 % para obtener una 

relación 5:1. Se incubaron los tubos en hielo por 30 min para sedimentar las 

proteínas y centrifugar después a 12 000 x g por 15 min a 4°C. Los sobrenadantes 

fueron finalmente filtrados con membranas de fibra de vidrio y almacenados en 

dilución 1:4 a -20°C hasta el momento de su análisis.  

6.6 Digestibilidad de la materia seca  

     Las bolsas de nylon que contenían el sustrato (forraje molido) fueron 

recuperadas de las celdas al término de las incubaciones (24 horas). Se lavaron 

con agua de la llave varias veces hasta que el agua saliera limpia para remover 

los restos de microorganismos.  
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     Posteriormente al lavado, se secaron las bolsas en un horno a 60°C durante 12 

horas y se pesaron las bolsas secas en una balanza analítica para registrar el 

peso final de cada bolsa como P3. Para calcular el porcentaje de digestibilidad de 

la materia seca se aplicó la siguiente fórmula:  

% Digestibilidad = 100 – (P3- (P1 x C)) x 100 
                              P2 

P1= Peso original de la bolsa (sin muestra) 

P2= Peso de la muestra 

P3= Peso final de la bolsa (después de las fermentaciones in vitro). 

C= Factor de corrección (Peso final de la bolsa blanco / peso original de la bolsa 

blanco). 

6.7 Modelo estadístico 

     Para la evaluación del efecto de dos factores (mediador redox y potencial 

eléctrico) se utilizó un modelo estadístico para un diseño completamente al azar 

en un arreglo factorial con dos factores: 

Yijk = µ + τi + βj + (τβ)ij + εijk 

Dónde: 

 Yijk= es la ijk-ésima observación en el i-ésimo nivel del factor A y en el j-

ésimo nivel del factor B. 

 µ = es la media general. 

 τi = es el efecto del i-ésimo nivel del factor A.  

 βj = es el efecto del j-ésimo nivel del factor B.  

 (τβ)ij = es el efecto de la interacción del i-ésimo nivel del factor A con el j-

ésimo nivel del factor B. 

 εij = error  aleatorio experimental. 
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7. SECCIÓN I: RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

7.1 Colonización de los electrodos 

     Durante la colonización de los electrodos (adherencia de los microorganismos) 

se utilizó una comunidad microbiana propionogénica (Cuadro 4) aislada de aguas 

residuales de una granja de cerdos. Se operó el sistema como celdas de 

combustible microbianas, de las cuales se registró el voltaje producido en cada 

ciclo de operación mediante un sistema de adquisición de datos. El operar las 

celdas de este modo estimula y favorece la colonización de los electrodos. A partir 

del voltaje generado, la resistencia externa de las celdas y él área del electrodo, 

se calculó la densidad de corriente (corriente eléctrica por unidad de área, en este 

caso el área de los electrodos).  

 
Figura 11. Densidad de corriente en las celdas de combustible microbianas 

durante la etapa de colonización de los electrodos 
 

     La Figura 11, muestra la densidad de corriente (mA/m2) generada por los 

microorganismos en cada una de las 4 celdas durante 26 días (13 ciclos de 

operación). En los primeros ciclos, no hubo variación en la densidad de corriente, 

fue hasta los 18 días (ciclo 9) para las celdas 1 y 2, y 16 días (ciclo 8) para las 

celdas 3 y 4, que comenzó a notarse una diferencia en la densidad de corriente 

producida. 
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     La fase de colonización de los electrodos o formación de la biopelícula se 

considera lista y estable (es decir, los microorganismos están firmemente 

adheridos a los electrodos) cuando el voltaje máximo producido y por lo tanto la 

densidad de corriente generada, es reproducible en al menos tres ciclos de 

operación seguidos (Call y Logan, 2008; Ren et al., 2014).  

     Para las cuatro celdas, a partir del ciclo 11 (22 días) y durante los ciclos 12 (24 

días) y 13 (26 días) se obtuvo una densidad de corriente constante de 67.98 +/- 

3.13 mA/m2, por lo que se consideró que al término de los 26 días las celdas 

presentaban un desempeño estable y adecuado para continuar con los 

experimentos de electrofermentación.  

7.2 Adaptación del sistema como celdas de electrofermentación  

     Después de la colonización de los electrodos, se cambió el modo de operación 

del sistema desde celdas de combustible microbianas a celdas de 

electrofermentación (referidas en este trabajo como celdas bioelectroquímicas), 

utilizando las mismas bacterias propionogénicas pero aplicando un potencial 

eléctrico mediante la conexión de las celdas a una fuente de poder externa como 

se mostró en la Figura 10. 

     El objetivo de esta etapa fue iniciar el proceso de electrofermentación, 

permitiendo al sistema y en específico a los microorganismos un periodo de 

adaptación al estímulo de la energía eléctrica. Para esta fase de adaptación se 

mantuvieron las celdas en cultivo en modo de lote adicionando medio de cultivo B 

con glucosa como sustrato (mismo medio utilizando en la etapa de colonización) 

por siete ciclos de operación con una duración de 24 horas cada ciclo. 

     El potencial eléctrico (0.75 V y 1.5 V) creado por la fuente de poder externa se 

aplicó a las celdas durante todo el tiempo de cultivo y se tomaron muestras del 

medio de la cámara catódica al término de cada ciclo de operación (cada 24 

horas) para cuantificar la concentración de los AGVs mediante cromatografía de 

gases.  
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     La Figura 12, representa la evolución de la producción de AGVs durante siete 

días (siete ciclos de operación) en el medio de cultivo de la cámara catódica, 

donde se observó que en las celdas bioelectroquímicas con un potencial eléctrico 

aplicado de 0.75 V se obtuvo una producción estable a partir del día cinco (cinco 

ciclos de operación) y para las celdas bioelectroquímicas con un potencial 

eléctrico aplicado de 1.5 V desde el día cuatro (cuatro ciclos de operación), por lo 

que al término de siete días se podía considerar que las celdas estaban adaptadas 

al nuevo modo de operación. 

 
Figura 12. Producción de AGVs totales durante la etapa de adaptación de las 

celdas bioelectroquímicas 
 

     Los datos mostrados en la Figura 12 indican que el periodo de adaptación es 

muy importante para los microorganismos ya que al aplicar la corriente eléctrica 

durante los primeros ciclos de operación se obtiene una producción de AGVs 

mermada o limitada a comparación de los ciclos subsecuentes. 

     Este hecho significa que el metabolismo de las bacterias necesita de un tiempo 

determinado para estabilizarse o acostumbrarse a la energía eléctrica 

independientemente del nivel de voltaje aplicado al sistema y poder desarrollar así 

su máxima capacidad de producción de AGVs. 
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7.3 Producción de AGVs bajo un potencial eléctrico de 0.75 V 

     Una vez concluida la etapa de adaptación, el medio de cultivo B fue 

reemplazado por líquido ruminal para evaluar el efecto de la corriente eléctrica 

sobre los microorganismos ruminales. El voltaje se aplicó desde el tiempo cero así 

como el mediador rojo neutro en las respectivas pruebas (Cuadro 5). A las 24 hrs 

de fermentación se tomó una muestra de líquido ruminal para cuantificar AGVs. 

     Las celdas bioelectroquímicas con un potencial eléctrico aplicado de 0.75 V 

estimularon un incremento (p<0.0001 y n=6) en la producción de los tres AGVs: 

acetato, propionato y butirato en el líquido ruminal in vitro. La Figura 13, muestra 

las concentraciones obtenidas en las cuatro pruebas para cada AGV, sin embargo 

se observa un comportamiento similar entre ellos:  

 Se observó una mayor producción de AGVs en las celdas bioelectroquímicas 

(con y sin rojo neutro) que en las celdas control (con y sin rojo neutro), 

demostrando que el incremento en la producción de AGVs fue debido a la 

electrofermentación y no a una fermentación por microorganismos ruminales. 

 Se observó que el mediador redox rojo neutro influye negativamente en la 

producción de AGVs, ya que en presencia del mediador redox no se alcanza la 

misma concentración que se obtiene en su ausencia, este efecto fue 

encontrado tanto en las celdas control como en las celdas bioelectroquímicas. 

 No hay interacción entre los dos factores evaluados, es decir, el mediador redox 

rojo neutro no influye sobre el efecto de la corriente eléctrica aplicada a los 

microorganismos, los factores actúan de manera independiente.  

     En las celdas bioelectroquímicas con 0.75 V y en ausencia del rojo neutro, la 

producción de AGVs con respecto a la celda control (sin rojo neutro) incrementó 

en 84 % para acetato, 99 % para propionato y 66 % para butirato (p<0.0001 y 

n=6); y dentro de las celdas bioelectroquímicas con 0.75 V en presencia del rojo 

neutro, la producción con respecto al control (sin rojo neutro) incrementó en 53 % 

para acetato, 79 % para propionato y 51 % para butirato (p<0.0001 y n=6).  
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Acetato                                                    Propionato

 
Control 15.55 mM +/- 0.62 
Control con rojo neutro 11.95 mM +/- 0.62 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 28.66 mM +/- 0.62 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 
con rojo neutro 23.84 mM +/- 0.62 

 
Control 3.85 mM +/- 0.29 
Control con rojo neutro 3.22 mM +/- 0.29 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 7.69 mM +/- 0.29 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 
con rojo neutro 6.88 mM +/- 0.29 

                                   
                                  Butirato 

 
Control 1.94 mM +/- 0.08 
Control con rojo neutro 1.78 mM +/- 0.08  
Celda bioelectroquímica 0.75 V 3.23 mM +/- 0.08 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 
con rojo neutro 2.92 mM +/- 0.08 

Figura 13. Producción de AGVs en líquido ruminal in vitro (0.75 V),    
p<0.0001, n=6 
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7.4 Producción de AGVs bajo un potencial eléctrico de 1.5 V 

     Las celdas bioelectroquímicas con un potencial eléctrico aplicado de 1.5 V 

generaron también un incremento en la producción de los tres AGVs: acetato, 

propionato y butirato en el líquido ruminal in vitro. Sin embargo, los porcentajes de 

incremento en la concentración de los AGVs fueron menores en comparación a los 

obtenidos con un potencial eléctrico aplicado de 0.75 V. 

 Se observó una mayor producción de AGVs en las celdas bioelectroquímicas 

(con y sin rojo neutro) que en las celdas control (con y sin rojo neutro), 

demostrando que el aumento en la producción de AGVs fue debido a la 

electrofermentación con 1.5 V y no solo a una fermentación por 

microorganismos ruminales como se observa en la Figura 14. 

 Se observó que el mediador redox rojo neutro influye negativamente en la 

producción de acetato, ya que con el mediador se disminuyó la capacidad de 

producción de acetato que los microorganismos ruminales pueden alcanzar. 

No obstante, en el caso del propionato y el butirato, no se presentaron 

diferencias en las concentraciones de estos AGVs tanto en las celdas control 

como en las celdas bioelectroquímicas, lo cual apunta a que no hubo efecto 

del mediador redox sobre la producción de propionato y butirato. 

 Al igual que las pruebas con 0.75 V, no hay interacción entre los dos factores 

evaluados, es decir, la ausencia o presencia del mediador redox no influye 

sobre el efecto del voltaje, los factores actúan de manera independiente.  

     En las celdas bioelectroquímicas con 1.5 V y en ausencia del rojo neutro, la 

producción de AGVs con respecto al control (sin rojo neutro) incrementó 51 % 

para acetato, 23 % para propionato y 48 % para butirato (p<0.0001 y n=6); y en las 

celdas bioelectroquímicas con 1.5 V en presencia del rojo neutro, la producción 

con respecto al control (sin rojo neutro) incrementó en 37 % para acetato, y para 

propionato y butirato se obtuvo el mismo porcentaje que sin el rojo neutro 

(p<0.0001 y n=6), ya que no hubo diferencia como lo indica la Figura 14. 
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Acetato                                                    Propionato

 
Control 21.69 mM +/- 0.97 
Control con rojo neutro 18.13 mM +/- 0.97 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 32.69 mM +/- 0.97 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 
con rojo neutro 29.80 mM +/- 0.97 

 
Control 5.13 mM +/- 0.32 
Control con rojo neutro 4.46 mM +/- 0.32 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 6.29 mM +/- 0.32 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 
con rojo neutro 5.83 M +/- 0.32 

                                   Butirato 

 
Control 0.92 mM +/- 0.21 
Control con rojo neutro 0.68 mM +/- 0.21 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 1.36 mM +/- 0.21 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 
con rojo neutro 1.27 mM +/- 0.21 

Figura 14. Producción de AGVs en líquido ruminal in vitro (1.5 V),     
p<0.0001, n=6 
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7.5 Comparación de la producción de AGVs bajo dos niveles de 
potenciales eléctricos aplicados. 

     Con la finalidad de elegir el voltaje que mejor favoreciera la producción de 

AGVs en el líquido ruminal in vitro, se realizó un cuadro comparativo (Cuadro 6), 

en el que se observa notoriamente que para los tres AGVs el incremento ya sea 

en concentración (mM) o en porcentaje (%) es mayor bajo un potencial eléctrico 

de 0.75 V, en comparación con 1.5 V.  

     En caso del propionato se presenta con 0.75 V un incremento (%) de más del 

triple del obtenido con 1.5 V, y en el caso de los AGVs totales se obtuvo una 

incremento (%) en la producción de casi el doble. Por lo que se decidió continuar 

los experimentos aplicando al sistema un potencial eléctrico de 0.75 V. En este 

cuadro no se tomó en cuenta las pruebas con rojo neutro ya que de acuerdo a los 

resultados antes mostrados se observó un efecto negativo o nulo, según sea el 

caso, sobre la producción de AGVs.  

Cuadro 6. Comparación de AGVs bajo dos niveles de potencial eléctrico  

Potencial 
eléctrico 

0.75 V 1.5 V  0.75 V 1.5 V  

Producto Incremento 
mM 

Incremento 
mM 

EE Porcentaje 
% 

Porcentaje 
% 

EE 

Acetato 13.11 a 11 b 0.96 84 a 51 8.06 

Propionato 3.84 a 1.16 b 0.41 99  23 17.24 

Butirato 1.29 a 0.44 b 0.07 66 48 5.005 

AGVs 

totales 
18.24 a 12.6 b 1.005 85 45 6.95 

a,b Distintos superíndices en la misma fila representan diferencias (P<0.05, n=6) 
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7.6 Composición de los AGVs totales 

     La adecuada proporción de los AGVs en el rumen es importante ya que puede 

tener diferentes implicaciones en el metabolismo animal. Para conocer el patrón 

de fermentación en las celdas se calculó el porcentaje de cada AGV con respecto 

a la concentración total y se compararon los cambios en la relación molar.  

a) 0.75 V                                                  

 
b) 1.5 V 

 
Figura 15. Composición en porcentaje de los AGVs a) 0.75 V b) 1.5 V 
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     La Figura 15a corresponde al experimento con 0.75 V. En el caso del acetato, 

la proporción oscila entre 70 % y 73 %, para propionato entre 18 % y 20 %, y para 

butirato entre 8 % y 9 %, estos valores no representan diferencia entre ninguna de 

las cuatro pruebas (p>0.0001, n=6), conservando para todas la misma relación 

molar de AGVs, y la Figura 15b corresponde al experimento con 1.5 V donde 

tampoco hubo diferencia entre pruebas (p<0.0001, n=6), para el acetato el 

porcentaje se conservó entre 78 % y 81 %, para propionato entre 16 % y 19 %, y 

para butirato en 3 % para todas las fermentaciones. 

     Al no existir diferencia en las relaciones molares entre pruebas, se demuestra 

que a pesar de que la cantidad total de AGVs haya aumentado con el estímulo de 

la corriente eléctrica, ésta no modifica la proporción de ninguno de los AGVs con 

respecto a la concentración total y por lo tanto se conserva la relación molar entre 

ellos. Igualmente, la adición del rojo neutro no afectó la relación molar, aunque la 

concentración de AGVs si haya disminuido en presencia del mediador redox. 

Independientemente de si la concentración de AGVs incrementa o disminuye las 

relaciones molares se mantienen típicas de una dieta alta en forrajes. Tampoco la 

interacción de los dos factores evaluados modificó la relación molar entre AGVs.  

7. 7 Digestibilidad de la materia seca 

     De acuerdo a la Figura 16, se puede deducir que no hubo diferencia en el 

porcentaje de materia seca digerida entre ninguna de las pruebas con respecto a 

la celda control (sin rojo neutro y sin energía eléctrica) (p>0.0001, n=6), ni para los 

experimentos con un potencial eléctrico aplicado de 0.75 V ni con 1.5 V. Es decir, 

la corriente eléctrica no tuvo efecto sobre la digestibilidad del forraje, así como 

tampoco hubo un efecto ejercido por el mediador redox rojo neutro o por la 

interacción de los dos factores evaluados. 
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a) 0.75 V                                                   b) 1.5 V 

 
Control 64 % +/- 2.68 
Control con rojo neutro 58 % +/- 2.68 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 60 % +/- 2.68 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 
con rojo neutro 54 % +/- 2.68 

 
Control 69 % +/- 5.06 
Control con rojo neutro 62 % +/- 5.06 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 61 % +/- 5.06 
Celda bioelectroquímica 0.75 V 
con rojo neutro 54 % +/- 5.06 

Figura 16. Porcentaje de digestibilidad de la materia seca a) 0.75 V b) 1.5 V 
p>0.0001, n=6 

 
     Con el aumento en la producción de AGVs a pesar de que la digestibilidad del 

sustrato no fue diferente y con el conocimiento de que en la estequiometria de una 

fermentación la misma cantidad de carbonos que entran deben de salir, nos 

condujo a investigar qué impacto tiene el sistema sobre la producción de gases, ya 

que posiblemente al utilizar los carbonos en más AGVs se disminuya la formación 

de algún otro producto de la fermentación de los microorganismos ruminales. 

     De acuerdo a los trabajos reportados en la literatura en cuanto a los sistemas 

bioelectroquímicos para incrementar la producción de propionato en un cultivo 

bacteriano (Emde y Schink, 1990; Schuppert et al., 1992), se esperaba un cambio 

en la proporción de los productos de fermentación, específicamente, un 

incremento en la producción de propionato con una disminución en la producción 

de acetato. Sin embargo, los resultados mostraron un incremento considerable de 

los tres AGVs así como la conservación de sus relaciones molares.  
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     El aumento en la producción de AGVs es atribuido a una mayor regeneración y 

disponibilidad de equivalentes reducidos para los microorganismos (ej. NADH y 

NADPH) en presencia de una corriente eléctrica. Los grupos bacterianos dentro 

del rumen llevan a cabo distintas vías metabólicas y con ellas producen AGVs en 

diferentes proporciones, por lo que parece ser que la energía eléctrica tiene un 

efecto uniforme sobre toda la comunidad microbiana. Lo cual confirma que al ser 

un ecosistema microbiano variado no hay manera de garantizar que únicamente 

las bacterias propionogénicas puedan aprovechar el flujo de electrones.  

     Comparando entre los dos voltajes evaluados (0.75 V y 1.5 V), los resultados 

indicaron que ambos incrementaron la producción de AGVs, pero con diferente 

magnitud. El potencial eléctrico aplicado que mayor concentración de AGVs 

produjo en el líquido ruminal fue de 0.75 V. Lo cual indica que el incremento en la 

producción no es proporcional al aumento en el potencial eléctrico, así como lo 

reportaron Hongo e Iwahara (1979b), los cuales evaluaron tres diferencias de 

potencial (1, 1.5 y 3 V) sobre la producción del ácido L-glutámico con B. flavum y 

determinaron que incrementado hasta 1.5 V se lograba el mejor rendimiento en 

comparación con la fermentación sin energía eléctrica, ya que al aplicar 3 V la 

producción obtenía un rendimiento incluso más bajo que en el control.  

     Shin et al. (2001) desarrollaron un sistema para mejorar la transformación del 

6-bromo-2-tretalona por levaduras T. capitatum aplicando 5 V, y al incrementar la 

intensidad del voltaje a 10 V la conversión disminuyó drásticamente inclusive 

menor a la del control. Posteriormente, Shin et al. (2002) evaluaron un rango de 

voltajes para determinar el óptimo en la producción de etanol, y observaron que a 

partir de 5 V la fermentación de C. thermocellum se veía afectada, en contraste 

con S. cerevisiae que no tuvo cambios en su producción de etanol a altos voltajes 

(10 V). Ellos sugieren que el alto potencial eléctrico generó un elevado potencial 

redox en el cultivo que limitó el reciclaje de cofactores enzimáticos y las 

actividades metabólicas, además de desigualdades que pudieron deberse a las 

diferencias en la estructura y proteínas de membrana entre bacterias y levaduras.  
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     Zhou et al. (2013) trabajaron con dos diferencias de potencial, 0.6 V y 0.9 V, de 

las cuales determinaron que 0.9 V incrementaba en mayor cantidad la producción 

de propanodiol en un cultivo mixto. Como puede notarse cada microorganismo 

reacciona de manera distinta ante el efecto del nivel de energía eléctrica, por lo 

que es importante evaluar el potencial eléctrico óptimo para cada cultivo ya que 

hay un voltaje límite a partir del cual las fermentaciones se ven afectadas.     

     Analizando la producción de AGVs se observó que no hubo efecto del rojo 

neutro o que si lo hubo fue de manera negativa, disminuyendo la concentración 

molar. Dicho efecto fue contrario a lo consultado en la literatura, donde se reportan 

mayores incrementos en los productos finales que las fermentaciones sin rojo 

neutro, y de los cuales nos basamos en esta tesis para elegir la concentración a 

utilizar. Hongo e Iwahara (1979a y b) utilizaron una concentración de 10 µM, Park 

y Zeikus (1999), Shin et al. (2002), y Choi et al. (2012) de 100 µM, y por último 

Harrington et al. (2015) de 200 µM. Para los casos, en donde se obtuvo una 

disminución en las concentraciones, pudo haberse presentado un efecto tóxico del 

mediador sobre los microorganismos y sus vías metabólicas. 

     A pesar de que el rojo neutro no es tóxico en ciertas cantidades para algunos 

microorganismos puede serlo para otros, como para algunas bacterias gram 

positivas (Barbosa y Peters, 1971) o para B. flavum en concentraciones mayores a 

100 µM, en donde el efecto tóxico se refleja en una disminución de producción del 

ácido L-glutámico y en el crecimiento bacteriano (Hongo e Iwahara, 1979a).  

     También Lin et al. (2014), utilizaron un cultivo mixto para degradar tolueno y el 

resultado fue una reducción en la tasa de degradación debido a un efecto 

inhibitorio del mediador redox sobre el cultivo. Además, otras moléculas redox son 

tóxicas para otras bacterias, como Propionibacterium, que incrementan su 

producción de propionato con sepulcrato de cobalto como mediador redox, pero 

inhiben su crecimiento con metil o bencil viológeno, cuando para otras bacterias, 

estas moléculas mejoran la producción de sus metabolitos (Emde y Schink, 1990).  
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     Harrington et al. (2015) mencionan que tomando en cuenta el metabolismo 

específico para cada organismo, con sus diferentes vías metabólicas, balances 

redox, puntos críticos de control metabólico y diferentes proteínas transportadoras 

de electrones, es de esperarse que el efecto del rojo neutro o cualquier molécula 

redox influya de distintas maneras en las bacterias. Y no solo va a depender de la 

presencia del mediador redox, sino también de la concentración del mismo en el 

medio. Los resultados variables conllevan a la falta de una técnica estándar y 

controlada para la electrofermentación mediada con rojo neutro, lo cual hace difícil 

el comparar e interpretar sus efectos y el mecanismo de acción involucrado.  

     Otros autores reportan en concordancia con esta tesis, que la adición de un 

mediador redox no es necesaria para cambiar los patrones de fermentación. Van 

Eerten-Jansen et al. (2013) fueron los primeros en demostrar que el acetato se 

reduce a caproato en cultivos mixtos dentro de una celda de electrofermentación 

sin la adición de un mediador redox. Así como Zhou et al. (2013) reportaron el 

incremento de propanodiol en cultivos mixtos y Choi et al. (2014) modificaron la 

fermentación de C. pasteurianum mediante un sistema bioelectroquímico sin 

mediadores artificiales. Para una óptima electrofermentación es esencial encontrar 

microorganismos que utilicen los electrones sin mediadores exógenos.  

     A pesar del incremento en la concentración total de AGVs, las proporciones 

moleculares en las celdas bioelectroquímicas se conservaron dentro de los 

parámetros reportados en la literatura para las dietas compuestas solo de forrajes 

65-74 % acetato, 15-20 % propionato y 8-16 % butirato (Thomas y Rook, 1977).  

     Por último, los análisis estadísticos muestran que la interacción de los dos 

factores (el mediador redox y el potencial eléctrico aplicado) no es significativa y 

que el efecto que estos tengan sobre la fermentación es independiente. No 

obstante, es mejor que el mediador redox no presente efectos positivos, ya que 

así se elimina un costo extra del proceso y la dependencia a administrar 

constantemente esta molécula al líquido ruminal. 
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8. SECCIÓN II: METODOLOGÍA 

     La sección II comprende la realización del objetivo específico E, así como el 

punto 5 de la estrategia experimental. 

8.1 Cinéticas de fermentación 

     Para esta sección se repitió el procedimiento realizado en la sección I, 

exceptuando el diseño experimental. En la sección anterior se hizo un diseño 

completamente al azar en un arreglo factorial 2 x 2 para evaluar dos factores, 

mediador redox y potencial eléctrico. Al haber concluido en la sección anterior que 

el mediador redox no tenía efecto sobre el sistema, se decidió en esta sección 

evaluar únicamente el efecto de un potencial eléctrico de 0.75 V sobre la cinética 

de producción de los AGVs y metano. 

     En el Cuadro 7, se muestran las pruebas evaluadas. Se utilizaron 2 celdas 

bioelectroquímicas a las que se les aplicó un potencial eléctrico de 0.75 V y dos 

celdas control. Los experimentos se realizaron por triplicado. Las muestras (líquida 

y gaseosa) se tomaron a las 0, 2, 4, 6, 24 y 48 hrs. Todas las condiciones físicas y 

ambientes fueron iguales que en la sección I. Los experimentos tuvieron una 

duración de 48 horas de incubación, controlados a una temperatura de 39°C 

dentro de una incubadora digital, con agitación ligera a 100 rpm. 

Cuadro 7. Combinaciones de experimentos a evaluar sección II 
Nombre de referencia del 

experimento Potencial eléctrico, V 

Celda control 0.00 
Celda bioelectroquímica 0.75 

 
8.2 Producción de metano  

     Para la medición de gas metano se utilizó un sistema de desplazamiento de 

agua con probetas invertidas en las cuales se introdujo una manguera conectada 

a la cámara catódica de cada celda. Se realizaron lecturas de desplazamiento de 

volumen a diferentes horarios: 0, 2, 4, 6, 24, 48 horas de incubación.  
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     A los mismos horarios, se tomaron muestras de gas del espacio de cabeza de 

la cámara catódica de la celda, y se determinó la composición de los gases 

mediante un cromatógrafo SRI8610C con detector de conductividad térmica y dos 

columnas empacadas en acero inoxidable (6' x 1/8" sílice gel y 6' x 1/8" corte 

molecular 13X). La temperatura del inyector y del detector fue de 90°C y 150°C, 

respectivamente. La temperatura de la columna fue de 40°C la cual se mantuvo 

durante cuatro minutos y se incrementó hasta 110°C a una velocidad de 20°C/min. 

Se utilizó nitrógeno como gas acarreador a un flujo de 20 mL/min. La 

concentración de los gases se obtuvo aplicando la ley de los gases ideales. 

8.3 Determinación de azúcares totales residuales 

     Para la determinación de azúcares se tomaron 0.5 mL de líquido ruminal de 

cada celda para hacer una dilución 1:10 con agua destilada, posteriormente se 

tomaron 0.5 mL de las muestras diluidas para colocarlos en un tubo de ensayo de 

vidrio, adicionarle 0.5 mL de fenol al 5% y 2.5 mL de H2SO4 al 98%. Los tubos se 

dejaron enfriar y se tomó la lectura de absorbancia a 490 nm.  

8.5 Modelo estadístico 

     Para evaluar el efecto de los dos tratamientos (control: sin potencial eléctrico) y 

celda bioelectroquímica: con potencial eléctrico) y seis horas de fermentación (0, 

2, 4, 6, 24, 48 horas) en la producción de AGVs, se utilizó un modelo estadístico 

de diseño completamente al azar en un arreglo factorial de 2 x 6, con la ecuación: 

Yijk = µ + τi + βj + (τβ)ij + εijk 
Dónde: 
 
 Yijk= es la ijk-ésima observación en el i-ésimo nivel del factor A y en el j-ésimo 
nivel del factor B. 
 µ = es la media general. 
 τi = es el efecto del i-ésimo nivel del factor A.  
 βj = es el efecto del j-ésimo nivel del factor B.  
 (τβ)ij = es el efecto de la interacción del i-ésimo nivel del factor A con el j-ésimo 
nivel del factor B. 
 εij = error  aleatorio experimental. 
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9. SECCIÓN II: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

9.1 Influencia de la aplicación de un potencial eléctrico (0.75 V) sobre 
la cinética de producción de AGVs  

     Se realizó un análisis de varianza ANOVA para demostrar los cambios entre la 

fermentación sin energía eléctrica (celda control) y la fermentación con energía 

eléctrica (celda bioelectroquímica). El ANOVA indicó que si existe una diferencia 

en la concentración de AGVs en el líquido ruminal entre los dos tratamientos y 

entre las seis diferentes horas a las que se cuantificaron los AGVs, así como en la 

interacción de los dos factores.  

     El Cuadro 8 muestra las concentraciones de los AGVs (acetato, propionato y 

butirato) a las diferentes horas de muestreo (0, 2, 4, 6, 24 y 48 horas), tanto para 

la fermentación control (sin corriente eléctrica) como para la fermentación en las 

celdas bioelectroquímicas (con un potencial eléctrico aplicado de 0.75 V).  

     Los resultados del análisis estadístico indicaron que las concentraciones de los 

AGVs en las celdas bioelectroquímicas si fueron diferentes a las de las celdas 

control; mostrando un incremento en la concentración molar desde las primeras 

dos horas de fermentación (P<0.0001, n=6) y se mantuvieron diferentes hasta el 

último muestreo. Lo cual sugiere un efecto inmediato y constante de la corriente 

eléctrica sobre el metabolismo de los microorganismos ruminales, modificando los 

patrones de fermentación. Las cinéticas de producción de los tres AGVs 

presentaron comportamientos similares. 

     Al término de la fermentación (48 horas) dentro de las celdas 

bioelectroquímicas a las cuales se les aplicó un potencial eléctrico de 0.75 V, se 

obtuvo un incremento en la producción de AGVs correspondiente a 71 % en la 

concentración molar de acetato, 86 % en el propionato y 63 % en el butirato con 

respecto a la fermentación control (sin corriente eléctrica). También se observó 

que la mayor producción de AGVs tanto en las celdas control como en las celdas 

bioelectroquímicas se lleva a cabo dentro de las primeras seis horas. 
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Cuadro 8. Cinética de la producción de AGVs en líquido ruminal in vitro 
Acetato 

Hora Control Celda 
bioelectroquímica 

  mM EE  mM EE 
0 0 a 0.4 0 a 0.4 
2 17.40 a 0.4 30.82 b 0.4 
4 17.77 a 0.4 31.99 b 0.4 
6 18.25 a 0.4 33.29 b 0.4 
24 21.22 a 0.4 36.59 b 0.4 
48 22.36 a 0.4 38.15 b 0.4 

p<0.0001, n=6 
 

Propionato 

Hora Control Celda 
bioelectroquímica 

  mM EE  mM EE 
0 0 a 0.13 0 a 0.13 
2 3.21 a 0.13 6.35 b 0.13 
4 3.39 a 0.13 6.74 b 0.13 
6 3.88 a 0.13 7.30 b 0.13 
24 5.98 a 0.13 11.01 b 0.13 
48 6.50 a 0.13 12.07 b 0.13 

p<0.0001, n=6 
 

Butirato 

Hora Control Celda 
bioelectroquímica 

  mM EE  mM EE 
0 0 a 0.05 0 a 0.05 
2 1.32 a 0.05 2.11 b 0.05 
4 1.63 a 0.05 2.65 b 0.05 
6 2.03 a 0.05 3.28 b 0.05 
24 2.54 a 0.05 4.12 b 0.05 
48 2.83 a 0.05 4.61 b 0.05 

p<0.0001, n=6 
      



 

 

65 

 

9.2 Composición de los AGVs totales 

     Para comparar la relación molar entre los tres principales AGVs, se calcularon 

los porcentajes de cada uno con respecto a la concentración total. La Figura 17 

representa el porcentaje de los AGVs en el líquido ruminal tanto en la celda control 

y en la celda bioelectroquímica.  

     En el caso del acetato, la fracción oscila entre 71 % para el control y 70 % para 

la celda bioelectroquímica; para el propionato entre 20 % y 22 %, así como para el 

butirato en 9 % y  8 %, respectivamente. Estos valores no fueron diferentes 

(P<0.0001, n=6), conservándose para las dos pruebas la misma relación molar y 

composición de AGVs.  

     Este comportamiento es consistente con la sección I, comprobando que la 

fermentación se ve influenciada por la corriente eléctrica hacia un aumento en la 

concentración de los AGVs, pero manteniendo siempre la misma relación molar 

propia de una dieta alta en forrajes. 

 
Figura 17. Composición en porcentaje de los AGVs (0.75 V) 
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9.3 Influencia de la aplicación de un potencial eléctrico (0.75 V) sobre 
la cinética de producción de metano  

     La producción de gas metano a diferentes horas de fermentación con líquido 

ruminal se muestra en el Cuadro 9. Se observa que durante las primeras horas 

(seis horas) la producción no es diferente entre la celda control y la celda 

bioelectroquímica. Fue hasta las 24 y 48 horas cuando se observó una mayor 

producción de AGVs en las celdas bioelectroquímicas en comparación con las 

celdas control, demostrando que el incremento en la producción de metano fue 

producto de la electrofermentación. Al término de las fermentaciones se obtuvo un 

incremento en la concentración de metano del 31 % bajo un potencial eléctrico 

aplicado de 0.75 V con respecto al control.  

     Cabe destacar que analizando solo la cinética de fermentación de la celda 

control no hubo diferencia en la concentración de metano entre las horas 2, 4, y 6, 

fue hasta las 24 horas que la concentración se mostró diferente a las primera seis 

horas, lo mismo ocurrió con la electrofermentación; En comparación con la cinética 

de producción de AGVs en donde observamos que la concentración de AGVs fue 

diferente entre todas las horas de muestreo.  

Cuadro 9. Cinética de la producción de metano en líquido ruminal in vitro 

Metano 
Hora Control Celda 

bioelectroquímica 
  mM EE  mM EE 

0 0 a 0.019 0 a 0.019 
2 0.073 a 0.019 0.123 a 0.019 
4 0.089 a 0.019 0.144 a 0.019 
6 0.096 a 0.019 0.169 a 0.019 
24 0.421 a 0.019 0.56 b 0.019 
48 0.609 a 0.019 0.801 b 0.019 

p<0.0001, n=6 
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9.4 Digestibilidad de materia seca y azúcares residuales  

     De manera consistente con la digestibilidad de la materia seca reportada en la 

sección I, no hubo diferencia entre la celda control y la celda bioelectroquímica, 

por lo tanto la corriente eléctrica sobre los microorganismos ruminales no 

incrementó ni disminuyó la digestibilidad del forraje utilizado como sustrato. La 

celda control y la celda bioelectroquímica tuvieron el mismo porcentaje de 

digestibilidad de la materia seca de 87 +/- 0.58 %. Estos resultados indican que al 

no haber diferencia en el porcentaje de digestibilidad, el sistema bioelectroquímico 

no ejerció ningún efecto sobre la etapa de hidrólisis, etapa que descompone los 

polímeros de carbohidratos como la celulosa, hemicelulosa y pectina en 

monómeros como la glucosa para que estén disponibles para los 

microorganismos. 

     También se determinó la concentración de los azúcares residuales en el líquido 

ruminal al término de las fermentaciones (48 horas) para evaluar el efecto de la 

aplicación de un potencial eléctrico de 0.75 V mediante las celdas 

bioelectroquímicas sobre el consumo de los azúcares. La Figura 18 presenta una 

diferencia entre ambas pruebas en donde se observa que la fermentación control 

(sin corriente eléctrica) finalizó con una concentración de azúcares residuales de 

29.4 g/L, en comparación con la celda bioelectroquímica con 11 g/L.  

 
Figura 18. Azúcares residuales en el líquido ruminal in vitro, p<0.0001 n=6 
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     Estos resultados indican un mayor consumo de los azúcares disponibles, de 

más del doble, por parte de los microorganismos en el líquido ruminal dentro de la 

celda bioelectroquímica, por lo tanto se sugiere que la corriente eléctrica si tuvo un 

efecto sobre el consumo de los carbohidratos, favoreciendo el incremento en el 

consumo de glucosa para formar mayor cantidad de productos de fermentación.  

     La comparación entre el balance de carbono de ambas fermentaciones in vitro 

indica que el incremento obtenido en la producción de AGVs bajo el estímulo de la 

energía eléctrica es debido a un mayor consumo de glucosa. Sin embargo, es 

difícil determinar que vías metabólicas fueron alteradas o cuales fueron las 

exactas desviaciones en el flujo de carbonos, ya que para dicho fin es necesario el 

marcaje de carbonos con radioisótopos y así poder describir los cambios en los 

patrones de fermentación.     

     En referencia a las cinéticas de fermentaciones se destaca que la mayor 

producción de AGVs ocurrió dentro de las primeras seis horas de fermentación 

como lo indica la literatura (Gray y Pilgrim, 1951; Stewart y Schultz, 1958). Este 

comportamiento no se vio modificado por efecto del sistema bioelectroquímico. Sin 

embargo, la concentración molar si se encontró dirigida hacia un incremento en la 

concentración final de los AGVs, en diferentes porcentajes para cada uno, pero 

comprobando que la aplicación de un potencial eléctrico que crea una corriente 

eléctrica si tiene un efecto sobre la fermentación de los microorganismos 

ruminales, como se demostró previamente en la sección I. 

     En cuanto a  producción de gas metano dentro de la celda bioelectroquímica, 

se esperaba que disminuyera como lo propusieron Bretschger et al. (2009) y en el 

trabajo de Ishii et al. (2008) que demostraron la inhibición de la metanogénesis 

dentro de un sistema bioelectroquímico con muestras de suelo que originalmente 

generaban altas concentraciones. Sin embargo, el incremento en la producción de 

metano mediante electrofermentación también ha sido reportado por varios 

autores (Cheng et al., 2009; Van Eerten-Jansen et al., 2012; Marshall et al., 2013; 

Fu et al., 2015).  
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     La reacción es llevada a cabo por los microorganismos metanogénicos que 

reducen CO2 a metano, y la producción incrementa al aplicar un potencial eléctrico 

adecuado, el proceso es llamado electrometanogénesis, y puede llevarse a cabo 

de manera directa o indirecta.  

     De manera directa lo metanógenos aceptan electrones del cátodo para 

transferirlos al CO2 (CO2 + 8H+ + 8e-  CH4 + 2H2O), o de manera indirecta, 

cuando el potencial aplicado al cátodo es lo suficientemente adecuado para la 

producción de hidrógeno (2H+ + 2e-  H2), el H2 generado en el celda 

bioelectroquímica pude ser utilizado por los microorganismos metanogénicos para 

producir metano (Steinbusch et al., 2010; Harnisch et al., 2015). Además el H2 

producido bioelectroquímicamente en el sistema puede ser aprovechado por otras 

bacterias para la producción de AGVs (Van Eerten-Jansen et al., 2013) por lo que 

la formación de H2 en las celdas puede ser también un mecanismo que influyó en 

el incremento de la concentración final de AGVs. 

     Desde la sección I se pensó que al no haber una diferencia en la digestibilidad 

de la materia seca entre las celdas control y las celdas bioelectroquímicas, 

probablemente el incremento en la producción de los AGVs coincidía con una 

disminución en la producción de gases, suficiente como para proveer de los 

carbonos ocupados en el incremento de los AGVs. Sin embargo, a falta de 

radioisótopos de carbono, es difícil concluir si únicamente la disminución del CO2 

es debida al incremento en la producción de metano o incluso también contribuyó 

a la producción de AGVs.  

     Hammonds (2013) demostró que la producción de acetato de una comunidad 

microbiana ruminal inoculada dentro de un sistema bioelectroquímico se produjo 

directamente del consumo de CO2 con la aplicación de una corriente eléctrica, 

fenómeno conocido como electrosíntesis microbiana. Mediante la vía metabólica 

de Wood-Ljungdahl que consiste en la reducción de dos moléculas de CO2 para 

formar una de acetato (Drake, 1994). 
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     Lo que sí es un hecho es que a pesar de no encontrar diferencia en la hidrólisis 

del sustrato, los microorganismos ruminales incrementaron el consumo de glucosa 

produciendo una mayor cantidad de AGVs, efecto similar al reportado por algunos 

autores (Park y Zeikus, 1999; Shin et al., 2002). Los resultados sugieren que la 

corriente eléctrica afecta las vías metabólicas propiamente fermentativas de los 

microrganismos (reacciones de óxido-reducción) y no a las reacciones de hidrólisis 

de los polisacáridos, indicando un mejor rendimiento de los carbohidratos. 

     Como se ha mencionado, el potencial eléctrico para modificar una fermentación 

depende del tipo de microorganismo utilizado por lo que es considerable que 

algunas poblaciones sean más sensibles al nivel de energía eléctrica aplicada que 

otros, pudiendo modificar también la composición de la microbiota. Evento que 

puede ser comprobado mediante un análisis del gen 16S del ARN ribosomal para 

conocer la abundancia relativa de los microorganismos en diferentes condiciones.  
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10. CONCLUSIONES 

     Las celdas bioelectroquímicas modifican la fermentación in vitro de los 

microorganismos ruminales hacía un incremento en la producción de los tres 

AGVs y no solo del propionato, conservando la relación molar de los AGVs totales, 

lo cual al final resulta ser favorable por el papel del acetato y butirato como fuentes 

de energía para los rumiantes y en la síntesis de grasas de la leche. La mayor 

producción de AGVs se lleva a cabo en las primeras seis horas de fermentación 

aún con el incremento en la concentración por efecto del potencial eléctrico. Sin 

embargo, el uso de las celdas también incrementó la producción de metano en 

líquido ruminal in vitro, lo que representa un inconveniente en este sistema.  

 

     De los dos potenciales eléctricos evaluados (0.75 V y 1.5 V), el que incrementó 

en mayor concentración a los AGVs en el líquido ruminal dentro de las celdas 

bioelectroquímicas fue de 0.75 V, de tal manera que el aumento en la producción 

no es proporcional al aumento en el potencial eléctrico aplicado a las celdas. El 

rojo neutro (100 µM) como mediador de electrones en el líquido ruminal no mejoró 

la producción de AGVs dentro de las celdas, sugiriendo que los microorganismos 

ruminales aprovechan la corriente eléctrica sin mediadores exógenos cumpliendo 

así un requisito indispensable para ser una electrofermentación óptima.  

      

     La aplicación de 0.75 V al líquido ruminal mediante celdas bioelectroquímicas 

no tiene un efecto sobre la digestibilidad de la materia seca pero si incrementa el 

consumo de azúcares no reductores de los microorganismos ruminales de modo 

que hay un mejor aprovechamiento de carbonos. Finalmente, se requiere más 

investigación para comprender si el incremento en la producción de AGVs en el 

líquido ruminal dentro de las celdas bioelectroquímicas fue resultado de un 

mecanismo de acción directo (electrones aceptados directamente del cátodo), 

indirecto (formación de H2), mediante electrosíntesis microbiana (conversión de 

CO2) o incluso una acción simultánea de los tres mecanismos. 
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