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RESUMEN

La fermentacion ruminal es la actividad metabdlica de los microorganismos del
rumen, y a través de esta, el rumiante obtiene los nutrientes necesarios para
mantener sus funciones bioldgicas. Los productos de fermentacion mas
importantes son los Acidos Grasos Volatiles (AGVs), que constituyen hasta 80%
de la energia aprovechable por el animal. Un enfoque para mejorar la produccion
animal ha sido manipular la fermentacion de los microorganismos ruminales. Las
celdas electroquimicas microbianas o también llamadas celdas bioelectroquimicas
son una herramienta biotecnoldgica util para explorar y explotar la capacidad de
los microorganismos de mejorar el rendimiento de su fermentacion. Estos
sistemas utilizan la energia eléctrica como una fuerza externa para redirigir las
vias metabdlicas microbianas hacia un aumento o disminucion de los productos
finales. En este trabajo, se desarrollé una celda bioelectroquimica para evaluar los
cambios en la fermentacion ruminal in vitro bajo dos diferentes voltajes (0.75 V' y
1.5 V). Los experimentos se llevaron a cabo en condiciones 6ptimas del rumen,
recolectando muestras de liquido ruminal y gas a diferentes tiempos de
fermentacién para cuantificar AGVs y otros metabolitos. Como resultados, se
observaron cambios en la concentracién de los productos desde las primeras
horas. Con base en la fermentacién control (sin potencial eléctrico), la
fermentaciéon con 0.75 V fue la que mostré un mayor incremento en la produccion
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 bioelectroquimicas modificaron la fermentacion de los microorganismos
ruminales hacia una produccion mejorada de AGVs. Sin embargo, se observé un
aumento en la produccion de metano de 31 % a partir de las 24 horas de
incubacion (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

podria indicar un mejor uso del flujo de carbonos.



CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS ot s s s s s se s s s s s s s s s s s s s s s s e s s s e s e s e s e s s s e s e s s s e sesssssnsssssessssssnssnnes I
RESUMEN ..ttt e e ettt e e e s e e e e ettt e e e e e e e e e e et aeeeeeeeeeeassaaaeeeeeaeanessaannnnns Il
L0001V 8 11V 1l
LISTA DE CUADROS ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e VI
LISTADE FIGURAS .. e e e e e e VI
R N I T = I SR 1
1.1 Generalidades .........ooouiuiiiiiii e 1
1.2 Metabolismo rumiNal..........coooo e 5
1.3Microorganismos RUMINAIES ..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 8
1.3 1 BACErias ... 8
1.3.2 Arqueas MetanOgENICaS.........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 11
LIRS TR0 BN o ] (o o 1= S 12
1.3:4 HONQOS ...ttt 14

1.4 Vias metabdlicas de produccion de AGVS.........ccooveeeeiiiiiiiiiiiie e 15
1.4.1 Produccion de acetatO............ciiiiiiiiiiiiice e 16
1.4.2 Produccidn de propionato..........ccuueiiiiiiiiiieccce e 17
1.4.3 Produccion de butirato............coooo i 19

1.5 Sistemas bioeleCtroquiMICOS ...........uuiiiiiiiiiiice e 20
1.5.1 Sistemas bioelectroquimicos: fundamentos y clasificacion .................... 20
1.5.2 Celdas de combustible microbianas.............ccccccciiiiiiiiiie 21
1.5.3 Celdas de electrélisis MiCrobianas ...............cccuuvreeueemnieiiiiiiiniennns 22
1.5.4 Celdas de electrosintesis microbiana.............cccccccviiiiiiiiiiiene 24
1.5.5 Electrofermentacion........... ... .. 25
1.5.6 Mecanismos de transferencia de electrones ..............ccccceeiieiiiiiiinee. 26
1.5.7 Manipulacién del metabolismo microbiano por electrofermentacion ...... 27

1.5.8 Sistemas bioelectroquimicos para incrementar la produccion de
010} T[] o =1 (o R 29



1.5.9 Métodos bioelectroquimicos para estudiar la fermentacion ruminal....... 31

2. JUSTIFICACION ..ottt sttt sse st ss et s et nees 33
3 HIPOTESIS ..ottt ettt enses 35
4. OBJETIVO GENERAL. ... s 35
4.1 Objetivos ESPECIfiCOS ......ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 35
5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. ...ttt s 36
6. SECCION 1: METODOLOGIA ...ttt ettt nnens 37
6.1 Microorganismos y condiciones de CUltiVO.............ccooooiiiii 37
6.1.1 Comunidad microbiana propionOgeNICa ............cceveeeeerieeeeiiiiiiieeeeeeeeeeenens 37
6.1.2 Microorganismos ruMINAIES..........cceiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 38
6.2 Disefio y construccion de las celdas..............ccoeeii 39
6.3 Colonizacion de los electrodos (anodo y catodo) .........ccooeeeeeeeiiiiiiieieeeeee. 40
6.4 Operacion del sistema como celdas de electrofermentacion........................ 42
6.4.1 Etapa de adaptacCion...........ccouuuiiiiiiiiii e 42
6.4.2 Preparacion del sustrato para los microorganismos ruminales .............. 42
6.4.3 Celdas de electrofermentacion con liquido ruminal.....................ooooeee 43
6.5 Cuantificacion de AGVS.......coooi i 45
6.6 Digestibilidad de la materia seca............cooevviiiiiiiiiii i, 45
6.7 Modelo eStadiStiCO........uuuuiiiie e 46
7. SECCION 1: RESULTADOS Y DISCUSION ....ccouiiimiiiireeiaeeeesiseiseseeeisesessesesessesesssesseseenes 47
7.1 Colonizacidn de [0S eleCctrodos ..........ovuveiiiiii i 47
7.2 Adaptacion del sistema como celdas de electrofermentacion ...................... 48
7.3 Produccion de AGVs bajo un potencial eléctrico de 0.75 V......cccccoeeeieveeenns 50
7.4 Producciéon de AGVs bajo un potencial eléctricode 1.5V..............oe. 52
7.5 Comparacion de la produccion de AGVs bajo dos niveles de potenciales
ElECHNCOS APlICATOS. ....ccoeeeeieici e 54
7.6 Composicion de 10s AGVS totales..........uiiiiiiiiiiiiiiiccie e 55
7. 7 Digestibilidad de la materia SeCa .............ccoooeiiiiiiiiiiiii e 56
8. SECCION 11: METODOLOGIA ...ovuiieeiririneitieese et sse s ssssssssesstessesssnes 61



8.1 Cinéticas de fermentacCion .........cooe oo 61

8.2 Produccion de Metan0...........ooiieeeiiiiiiiicie e 61
8.3 Determinacidn de azucares totales residuales ...............cccoveiiiiiiiiiiiiineenenes 62
8.5 Modelo eStadiStiCO......cceeeiiiiiiee e 62

. SECCION 1I: RESULTADOS Y DISCUSION ....couimiriiniariiieisiniseiseieessesssessssssssassssssssessessees 63
9.1 Influencia de la aplicacion de un potencial eléctrico (0.75 V) sobre la cinética
de ProducCCion A& AGVS.......uuu it 63
9.2 Composicion de los AGVs totales...........ooieiiiiiiiiiiiicie e 65
9.3 Influencia de la aplicacion de un potencial eléctrico (0.75 V) sobre la cinética
de producCion de MEtANO ........cooeeiiiieieie e 66
9.4 Digestibilidad de materia seca y azucares residuales ............ccccceeevveineeenn. 67
10. CONCLUSIONES ...ttt re e e e e et e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeaesaaaeeeaeeseeesnnnn 71
12, BIBLIOGRAFTA ...ttt ettt ettt ettt et et e et st e enenn e 72
12. PRODUCCION ...ttt ettt ettt sttt s et et se s et se et eanseeasnannanas 80



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Proyecciones para el afio 2050 en el consumo total de carne y

productos lacteos de DOVINO..... ...t

Cuadro 2. Clasificacion de las bacterias ruminales en grupos de acuerdo

al tipo de sustrato que degradan............cooooiiiiii i

Cuadro 3. Ejemplos de la manipulacién del metabolismo microbiano

mediante electrofermentacion. ... ..o

Cuadro 4. Clasificacion de los microorganismos presentes en la comunidad

bacteriana propioNOgENICA .........eiiiii s
Cuadro 5. Combinaciones de experimentos a evaluar seccion I....................
Cuadro 6. Comparacion de AGVs con dos niveles de potencial eléctrico........
Cuadro 7. Combinaciones de experimentos a evaluar seccion ll...................
Cuadro 8. Cinética de la producciéon de AGVs en liquido ruminal in vitro.........

Cuadro 9. Cinética de la produccidon de metano en liquido ruminal in vitro......

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Produccion y consumo aparente nacional de leche de bovino..........
Figura 2. Produccion y consumo aparente nacional de carne de bovino..........
Figura 3. Fermentacion ruminal..............cooiii e
Figura 4. Principales vias de produccidén de AGVS.........cccoiiiiiiiiiiiiiiiinnen.
Figura 5. Celda de combustible microbiana.........................cocon,
Figura 6. Celda de electrdlisis microbiana..................cocoiii
Figura 7. Celda de electrosintesis microbiana...............cooooiiiiiiiiiiiii s
Figura 8. Celda de electrofermentacion................cooooiiiiiiiiiic
Figura 9. Fotografia de la celda electroquimica microbiana..........................

Figura 10. Fotografia del sistema de experimentacion in vitro.......................

Figura 11. Densidad de corriente en las celdas de combustible

microbianas durante la etapa de colonizacién de los electrodos....................

VI



Figura 12. Produccion de AGVs totales durante la etapa de adaptacién de las

celdas bioeleCtroqUIMICAS. ... .. ccoiiiii e 49
Figura 13. Produccién de AGVs en liquido ruminal in vitro (0.75 V)................... 51
Figura 14. Producciéon de AGVs en liquido ruminal in vitro (1.5 V)..................... 53
Figura 15. Composicion en porcentaje de los AGVs (0.75Vy1.5V)................. 55
Figura 16. Porcentaje de digestibilidad de la materia seca (0.75V y 1.5V)........57
Figura 17. Composicion en porcentaje de los AGVsS (0.75 V).....coooiviiiiiiiinnnnne. 65
Figura 18. Azucares residuales en el liquido ruminal in Vitro..................c.cooe. 67

Vil



1. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades

Dentro del sector pecuario, la produccion nacional de carne y leche de bovino
es la mas importante ya que genera el 43 % del valor total del subsector. En el afo
2012 se obtuvieron 123 mil mdp, de los cuales, el 54 % correspondié a la

produccion de carne en canal y el 46 % a la produccion 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 produccién 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 produccién y exportacion, el consumo
aparente de carne comenzd a disminuir desde 2008 llegando a 1'851°196
toneladas en 2014 (AMEG, 2015). No obstante, la produccién de carne de bovino
sigue siendo insuficiente para abastecer la demanda interna, por lo que es

necesaria la importacion de la carne que no se cubre con la produccion nacional.
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Figura 1. Produccién y consumo nacional de carne de bovino 2006-2014
(AMEG, 2015).



En cuanto a la produccion 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 lacteos ha incrementado en
México, el consumo de leche fresca liquida 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
produccion nacional sigue siendo insuficiente para abastecer la demanda;
Ubicando a México como un pais deficitario en la produccion de leche y forzando a

importar estos productos en grandes cantidades.
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Figura 2. Produccién y consumo nacional de leche de bovino 2006-2014
(SIAP-SAGARPA, 2015b).



A nivel mundial la produccién de carne y leche de bovino, a pesar de haber
crecido en los ultimos 50 anos, es insuficiente para abastecer la demanda, debido
a que la poblacion mundial esta creciendo muy rapidamente. De acuerdo con las
Naciones Unidas a mediados del 2015, la poblacion mundial se estimo6 en 7.3 mil
millones y se espera que aumente en mas de 2 mil millones para el afio 2050,
alcanzando una cifra de alrededor de 9.7 mil millones de personas (UN, 2015). La
mayor parte del crecimiento de la poblacion se producira en los paises en
desarrollo, debido a las altas tasas de natalidad y de las poblaciones jovenes. La
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés) publicé en 2011 las proyecciones de consumo de carne y
de productos lacteos de bovino que se esperan para el afio 2050 (Cuadro 1). Los
datos reportados predicen un incremento en el consumo a nivel mundial de 58 % y

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

Cuadro 1. Proyecciones para el ano 2050 en el consumo total de carne y
productos lacteos 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 657.3 755.4 868.1 | 1034.4 158 %

lacteos

Paises en desarrollo
Carne de bovino 351 43.6 54.2 70.2 200 %

Productos 296.2 | 379.2 | 4853 | 640.9 216 %
lacteos

Este aumento en la demanda trae consigo desafios en cuanto al uso de
recursos globales y a la seguridad alimentaria (World Bank, 2008). Por lo que es
necesaria una solucion alternativa o sistemas innovadores para aumentar la oferta

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



El curso actual de las alternativas propuestas al problema, se enfocan en
incrementar el numero de cabezas de ganado bovino. Sin embargo, el criar mas
animales no es una solucidon sostenible, ni econdmica ni ecoldégicamente, 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 contaminacion 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 mas tierras
de pastoreo. Por ejemplo, la expansién agricola y ganadera son la principal causa
de deforestacién en América Latina y contribuyen a la pérdida de la biodiversidad
(Armenteras y Rodriguez, 2014). Por otra parte, también se tiene que invertir en
mas 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 investigacion y el desarrollo de tecnologias que
permitan mejorar la produccién de los rumiantes juegan un papel muy importante.
Gobiernos como el de Estados Unidos, Alemania y Nueva Zelanda, han invertido
muchos recursos economicos en el area ya que la aplicacion de la tecnologia
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 veran reflejados

al final en la formacion de alimentos accesibles como productos lacteos y carne.



1.2 Metabolismo ruminal

Los rumiantes son animales mamiferos herbivoros que producen alimentos de
alta calidad para el consumo humano como carne y leche, a partir de la digestion
de materiales fibrosos (plantas) que no pueden ser utilizados por los animales
monogastricos, incluido el hombre. Los rumiantes se alimentan principalmente de
plantas que contienen carbohidratos estructurales como celulosa y hemicelulosa,
sin embargo por si mismos tampoco pueden digerirlos. Para esta funcion 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 fermentacion microbiana dentro del rumen. Los
microorganismos ruminales son los responsables de degradar y fermentar los
carbohidratos, proteinas y lipidos contenidos en el alimento. Los productos de
dicha fermentacion son compuestos de valor energético para los rumiantes, los
cuales absorben y utilizan como fuente de carbono y energia para su crecimiento y
produccion (Baldwin, 1984; Hobson, 1988; Van Soest, 1994).

Ademas 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 energia. Los alimentos
concentrados se caracterizan por su bajo contenido de fibra y alto contenido de
energia. Su uso incrementa la eficiencia y productividad de los animales. Por otro
lado, la proteina de la carne de los rumiantes tiene un mayor valor biolégico que la

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

A diferencia de los animales monogastricos que presentan un estémago
simple, los rumiantes poseen un estdmago dividido en cuatro cavidades o
compartimientos: reticulo, rumen, omaso y abomaso. Al reticulo, rumen y omaso
se les conoce como pre-estdmagos y estan desprovistos de células secretoras de
cualquier tipo, por lo tanto no realizan secreciones enzimaticas para digerir el

alimento.



El unico fluido digestivo presente es la saliva, sin embargo, la saliva de los
rumiantes no contiene amilasas (Trautmann y Albrecht, 1931), su unica funcién es
actuar como amortiguador para mantener el pH adecuado y participa en el
reciclaje de nitrégeno. Solo el abomaso tiene las caracteristicas propias de un
estbmago simple, ya que posee una mucosa glandular y por si mismo secreta
enzimas digestivas necesarias para desdoblar alimentos complejos. El abomaso

es llamado comunmente “estomago verdadero”.

La ingesta solida o liquida, entra primero al reticulo-rumen. Estos dos pre-
estobmagos se comunican libremente entre si, y es donde se lleva a cabo la
fermentacién del alimento, el mezclado y la mayor absorcién de nutrientes. El
alimento que ha sido suficientemente fermentado pasa hacia el omaso, pre-
estdbmago responsable de absorber agua y algunos nutrientes. A medida que el
alimento atraviesa el omaso, el contenido ruminal se vuelve mas 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
rapidamente cuando el animal comienza a alimentarse de forrajes (Van Soest,
1994). Los rumiantes tienen el sistema digestivo mas diferenciado y complejo de

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

El rumen es un ecosistema abierto y auténomo en el cual el alimento
consumido por el animal es fermentado por los microorganismos para formar entre
otros acidos grasos volatiles (AGVs) y biomasa microbiana que sirven como fuente
de energia y proteina 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 mas, dependiendo del tamafio 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 oxigeno. Tiene un pH entre 5.5 -
7.0, con un valor promedio de 6.5. El rumen esta bien termoregulado ya que
mantiene su temperatura entre 38 - 40°C (Clarke, 1997; Dehority, 2003).



La humedad relativa es favorable y la osmolaridad varia entre 250 mOsm/kg
(estado hipotdnico) antes del alimento y 400 mOsm/kg después del alimento (con
respecto a la osmolaridad del plasma, 300 mOsm/kg). Después de la ingestién, la

osmolaridad decrece hasta alcanzar el estado hipoténico (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 fermentacion son removidos y el tiempo de residencia del alimento

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

La microbiota ruminal se compone de bacterias, archeas, protozoarios, hongos
y también bacteriéfagos. Todos forman wuna compleja comunidad de
microorganismos que realizan funciones metabdlicas esenciales para el desarrollo,
salud y nutricidon de los rumiantes (Morgavi et al., 2010). Mientras que la poblacion
microbiana ruminal vive en estrecha relacién simbidtica con el animal hospedero

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

En el rumen, la fermentacion se compone de varias etapas con la participacion
de diferentes grupos de microorganismos que llevan a cabo interacciones
positivas o negativas tales como alimentacidon cruzada o presa-depredador, y que

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

Carbohidratos
(Polimeros)

microbiana /—P metanogénicas

Monémeros CO2
i Acetogénicos — CH,COO
Fermentacion
microbiana i
Acetato
“ Reductores de H.S
Propionato sulfato 2
Butirato B + 807,
H ;
: 2 Reductores de nitrato

+NOy ——— NO, —» NH,*

Reductores de Propionato
Fumarato o
..................... - Fumarato \ Succinato

OOC-CH = CH-COO- —#* 0O0OC-CH,-CH,-COO"

Figura 3. Fermentacion ruminal (Adaptado de Morgavi et al, 2010).



La primera etapa es la hidrélisis microbiana de los polimeros contenidos en el
alimento como los carbohidratos estructurales de las plantas: celulosa,
hemicelulosa y pectina, y algunos compuestos de reserva energética: almidon,
proteinas y lipidos. Estos polimeros son degradados a monomeros y oligoméros
por accion de los fermentadores primarios o microorganismos hidroliticos. La
segunda etapa es propiamente la fermentacién microbiana donde los azucares y
otros compuestos liberados en la hidrdlisis son fermentados y convertidos en
AGVs (acetato, propionato y butirato), H, y CO, (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 polimeros. En la tercera y ultima etapa, las
moléculas de H; y CO, 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 H,

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 mas abundantes en el rumen. Se
encuentran a una concentracion de 10'° - 10" células/mL. Son responsables de
hidrolizar y fermentar las macromoléculas que componen los alimentos. Los
productos finales de la fermentacion de carbohidratos son mayormente AGVs
como acetato, propionato y butirato, los cuales representan la principal fuente de
energia para el rumiante y gases como CO;, y CH4 (Hungate, 1966). En el rumen
existen mas de 200 especies y se clasifican en grupos de acuerdo al sustrato que
degradan en forma predominante o segun los productos finales de su
fermentacién (Cuadro 2) (Church, 1988).



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

Grupo de bacterias

Caracteristica
funcional

Productos finales

Celuloliticas

Bacteroides succinogenes
Ruminococcus flavefaciens
Ruminococcus albus

Hidrolizan y fermentan
celulosa.

AGVs
(especialmente acetato).

Pectinoliticas

Butyrivibrio fibrisolvens
Bacteroides ruminicola
Lachnospira multiparus

Hidrolizan y fermentan
pectina.

AGVs
(especialmente acetato).

Hemiceluloliticas
Butyrivibrio fibrisolvens
Bacteroides ruminicola
Ruminococcus sp.

Hidrolizan y fermentan
hemicelulosa.

AGVs
(especialmente acetato).

Amiloliticas

Bacteroides amylophilus
Streptococcus bovis
Succinimonas amylolytica

Hidrolizan y fermentan
almidon.

AGVs
(especialmente propionato).

Proteoliticas
Bacteroides amylophilus
Bacteroides ruminicola
Butyrivibrio fibrisolvens

Degradan proteinas.

AGVs, péptidos,
aminoacidos y amoniaco

Ureoliticas
Succinivibrio dextrinosolvens

Hidrolizan la urea.

Dioxido de carbono y

Selenomonas sp. amoniaco
Bacteroides ruminicola

Sacaroliticas

Treponema bryantii Fermentan azlcares AGVs

Lactobacillus vitulinus
Lactobacillus ruminus

simples.

(especialmente butirato)

Lipoliticas
Anaerovibrio lipolytica
Butyrivibrio fibrisolvens
Treponema bryantii

Hidrolizan triglicéridos,
fosfolipidos y ésteres de
acidos grasos.

Acidos grasos libres y
AGVs (especialmente
propionato).

Utilizadoras de acidos

Metabolizan acidos

Megasphaera elsdenii intermediarios como el Propionato

Selenomonas ruminantium lactato.

Productoras de metano

Methanobrevibacter ruminantium Producen metano Metano

Methanobacterium formicicum ;

Methanomicrobium mobile

Productoras de amoniaco

Bacteroides ruminicola , ,
Producen amoniaco. Amoniaco

Megasphera elsdenii
Selenomonas ruminantium




Entre los grupos mas abundantes estan las bacterias celuloliticas como F.
succinogenes que solo hidrolizan celulosa y fermentan los productos de su
hidrolisis para producir acetato; o las bacterias amiloliticas como R. amylophilus
que solo hidrolizan almidén y producen propionato. A estos grupos se les conoce
como “especialistas” ya que solo consumen un tipo de sustrato. Dentro de esta
denominacion también se encuentran las bacterias hemiceluloliticas y
pectinoliticas. En contraste, existen bacterias “generalistas”, las cuales hidrolizan y
fermentan un amplio rango de sustratos, como B. fibrisolvens que degrada

celulosa, almidon, hemicelulosa, pectina, proteinas y lipidos (Stewart et al., 1997).

Otros grupos bacterianos utilizan una variedad de productos de la hidrélisis o
de la fermentaciéon 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 proteoliticas poseen proteinasas y exopeptidasas para hidrolizar
oligopéptidos hasta aminoacidos y péptidos mas pequenos. Las bacterias
productoras de amoniaco lo forman mediante la desaminacion de aminoacidos y
se puede formar también de la hidrdlisis de la urea por accién de las bacterias
ureoliticas. Los aminoacidos y el amoniaco son utilizados por los mismos
microorganismos para producir proteina microbiana. Las bacterias lipoliticas
hidrolizan triglicéridos y fosfolipidos generando glicerol y acidos grasos. Y las
bacterias sacaroliticas o utilizadoras de azucares simples degradan
monosacaridos 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 O, que entra al sistema digestivo
(Van Soest, 1994).
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La fermentacion de carbohidratos es la principal fuente de energia en forma de
enlaces de alta energia de fosfato (ATP) que es utilizada por los microorganismos
del rumen para el crecimiento y mantenimiento de sus funciones biolégicas. La
tasa de replicacidon de las bacterias es mucho mas alta que la de los protozoos;
ademas éstas sufren un constante arrastre hacia el abomaso e intestinos por lo
que la poblacién tiene un rapido y continuo recambio. Dentro del rumen, las
bacterias pueden localizarse adheridas a los protozoos y a los hongos, adheridas
a las particulas de alimento, adheridas al epitelio ruminal, o libres en el medio
liquido. Las que se adhieren y colonizan el alimento son muy importantes en la
degradacion del tejido vegetal, se fijan mediante glicoproteinas lo cual facilita una
degradacion mas eficiente y reduce al minimo la pérdida de productos hidroliticos
(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
reaccion del CO, con H,, y se les conoce como arqueas metanogénicas o
microorganismos metanogenos. Pertenecen al dominio Archaea del filo
Euryarchaeota y se encuentran en el rumen en una concentracién entre 10 - 10°

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

A diferencia de las bacterias, los metandgenos no expresan peptidoglicanos en
su pared celular y dependiendo de la especie presentan forma de baston,
filamento o cocos (Balch et al., 1979). En términos de metabolismo, los

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

1) Hidrogenotroficos: los cuales convierten el H, o el formato a metano,
ejemplo Methanobrevibacter, Methanomicrobium y Methanobacterium spp.
2) Metilotroficos: 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) Acetoclasticos: los cuales utilizan acetato para producir metano, ademas de

utilizar el H, y los compuestos metilados, ejemplo Methanosarcina.

Las arqueas metanogénicas tienen un papel muy importante dentro del rumen
al consumir el H, generado durante la fermentacion permitiendo que funcione
como un adecuado proceso continuo, debido a que si hay una acumulacion de H»
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 Illamados protozoarios, son microorganismos
unicelulares eucariotes pertenecientes al reino Protista y tienen un tamafio
aproximado entre 15 - 250 ym de largo y de 10 - 200 ym 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
concentracion de 10* - 10° células/mL. A pesar de que son solo una pequefa
fraccién del numero 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 fermentacion es contribuir

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

Son microorganismos estrictamente anaerobios y la mayoria presentan cilios
como medio de locomocién, aunque también los hay flagelados. Los protozoos
ciliados son los mas importantes, se clasifican principalmente dependiendo de sus
caracteristicas morfolégicas en holotricos y entodiniomorfos, los cuales tienen

diferentes requerimientos nutritivos (Coleman, 1986).

Los protozoos holotricos tienen forma ovalada o redondeada, y su superficie
esta cubierta de cilios por lo cual son mas moviles que los entodiniomorfos.
Degradan carbohidratos no estructurales y solubles como fuente de energia 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 rapidamente
glucosa, fructosa, sacarosa, rafinosa, pectina, celobiosa, galactosa, maltosa vy
pequefios granulos de almidén. Los productos de su fermentacién son acetato,
butirato, lactato y trazas de propionato junto con CO; e H, También sintetizan y
almacenan amilopectina a partir de hexosas (Williams y Harfoot, 1976; Prins y Van
Hoven, 1997; Van Hoven y Prins, 1977). Ademas algunos microorganismos
metanogénicos se adhieren a la superficie de los protozoos para utilizar

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

Particularmente, los protozoos holotricos son lo que almacenan polisacaridos
de reserva en forma de amilopectina, obteniendo asi las principales fuentes de
carbono y energia que utilizaran cuando los suministros se agoten durante los
intervalos de ingesta de alimento. Esta capacidad evita la degradacion rapida de
carbohidratos solubles, ya que el sustrato se fermenta lentamente dentro de la
célula o se libera hasta que la célula se rompe. Asi se puede proteger al rumen de
descensos bruscos de pH, si el animal recibe dietas ricas en carbohidratos de alta

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

En contraste, los protozoos entodiniomorfos tienen forma de cilindros
aplanados o de esferas, estan cubiertos por una capa dura de proteina y solo
presentan una banda de cilios en su extremo anterior. Entre los géneros mas
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 granulos de almidéon como fuente de carbono y energia. Sus
productos de fermentacion son acetato, butirato, CO,, H, y pequefias 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 participacion en la digestion 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 facilmente fermentables, lo cual

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

Los hongos son microorganismos eucariotes heterotrofos que poseen paredes
celulares compuestas de quitina. El primer hongo ruminal anaerdbico conocido fue
Neocallimastix frontalis, el cual fue propuesto por Orpin (1975) al observar que
ciertas células moviles, que previamente se creia eran protozoarios flagelados, en
realidad eran zoosporas. Y se confirmd 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 caracteristicas morfologicas y
analisis de la fraccion 18S del ARN ribosomal (Hibbett et al., 2007).

Los hongos fueron el ultimo tipo de microorganismo ruminal en ser descubierto
por lo que su modo de accion para hidrolizar las particulas de alimento no esta
bien documentado, y no son esenciales para los rumiantes. Sin embargo, es bien
conocido que desempefnan un papel importante en la digestion 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 concentracion de 10% - 10° 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 movil (zoospora), se reconocen por la presencia de un flagelo que
los ayuda a desplazarse en el liquido ruminal hasta llegar a una particula de
alimento. Estos hongos participan en el inicio de la colonizacion y degradacion
microbiana de las paredes celulares de las plantas. Una vez en contacto con las
particulas 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 formacién de su fase vegetativa no mévil (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 estan accesibles. De esta
manera, se incrementa la superficie disponible para la digestién bacteriana y

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

Los hongos del rumen producen complejos enzimaticos compuestos de
celulasas, xilanasas, proteasas y esterasas, capaces de degradar materiales
lignoceluldsicos, igual o mejor que las bacterias celuloliticas, 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, H, y CO; (Yarlett et al., 1986).
1.4 Vias metabdlicas de produccion de AGVs

La ruta principal de la fermentacién de hexosas en microorganismos ruminales
es la via Embden—Meyerhof, también conocida como glucdlisis. 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 conversion de las
triosas-fosfato en dos moléculas de piruvato y dos de NADH,. Por lo tanto, los
productos netos de la glucdlisis son dos moles de ATP, dos de piruvato y dos de
NADH,. Varias enzimas de la via Embden-Meyerhof se han identificado en la
microbiota ruminal indicando que es la principal via de degradacion 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, H, y CO, (Figura 4). Debido a su rapida conversion a los diversos
productos finales antes mencionados, el piruvato apenas se alcanza a detectar en

el liquido ruminal (Leng, 1970).
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Figura 4. Principales vias de produccion de AGVs (Numeros: 1, 2, 3... etc., se
describen en el texto).

1.4.1 Produccion de acetato

El acetato es el principal y el mas abundante producto de la fermentacién de
los microorganismos ruminales. Existen dos mecanismos de conversion 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 via mas
comun es la que involucra a la enzima piruvato formato liasa (Figura 4, Via 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 H, y CO, por accion de otro microorganismo
ruminal (Hungate, 1967). La segunda via (Figura 4, Via No. 2) oxida al piruvato por
medio de la enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa, convirtiéndolo en un
CO2, un H; y una molécula de acetil-coA con una simultanea reduccion de

ferredoxina (Baldwin y Allison, 1983).
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El acetil-coA resultante de cualquiera de las dos vias es convertido en acetato,
mediante la accién 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, Via No. 3). Algunos
microorganismos como R. albus y R. flavefaciens realizan una sintesis directa de
acetato a partir de acetil-coA, sin formar acetil-fosfato como intermediario (Figura
4, Via No. 4). La primer via (piruvato formato liasa) es llevada a cabo por bacterias
como B. ruminicola y R. albus, y la segunda via (piruvato ferredoxina
oxidorreductasa) ha sido descrita en microorganismos como Clostridia, M. elsdenii

y V. alcalescens (Leng, 1970; Russell y Wallace, 1988).
1.4.2 Produccion de propionato

El propionato es el segundo producto de fermentacidn mas abundante del
rumen después del acetato. Es sintetizado por las bacterias ruminales a partir de
dos vias metabdlicas: la via del succinato y la via del acrilato (Johns, 1952).
Ninguna de las dos rutas involucra pérdidas de carbono en comparacion con la
sintesis de acetato y butirato. La primera es la via del succinato, también llamada
via del acido dicarboxilico o via aleatoria, y es la ruta mas comun y prominente de
la conversion de piruvato hacia propionato (Baldwin, 1965). Aproximadamente, 2/3
del propionato formado en el rumen se produce por esta via, en la cual se
incorpora un carbono al piruvato, generalmente un CO, o mediante la reaccion 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 habia incorporado (Figura 4, Via No.
10) (Swick y Wood, 1960).

Entre los microorganismos ruminales que llevan a cabo la via del succinato se
encuentran las bacterias del género Propionibacterium (Johns, 1951a) vy
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 azucares (Johns, 1951b).
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La segunda via 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 via del acrilato, de
reduccion directa o via no aleatoria. El succinato no es intermediario en la
formacion de propionato y el mecanismo se ilustra en la Figura 4, Via No. 9, donde
el piruvato es convertido a lactato, el lactato a lactoil-coA mediante su reaccion
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 formacién de
propionato (Schweiger y Buckel, 1984). La contribucion de esta via al total de
propionato formado en el rumen varia en el rango de 70 a 100 % cuando se utiliza

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

Al igual que la via del succinato, la via del acrilato también puede formar
propionato a partir de la fermentacion de lactato. La contribucién de esta via al
total de propionato formado en el rumen es de 54 % a 88 % cuando hay lactato
disponible, y la contribucion de esta via 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 unica que puede fermentar
lactato mediante la via 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 almidén), P. ruminicola
(degrada almiddn 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 rapidamente 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 almidon 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 Produccioén 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 sintesis, la via
predominante es mediante un proceso de [-oxidacion inversa (Miller y Jenesel,
1979), a partir de la condensacion de dos moléculas de acetil-coA para generar
una molécula de acetoacetil-coA (Figura 4, Via No. 5). En esta via, tanto el
acetoacetil-coA, el B-hidroxibutiril-coA, el crotonil-coA y el butiril-coA son
intermediarios para finalmente producir butirato. Esta via produce un ATP por mol

de butirato producido.

La segunda posible via de formacion del butirato es la que utiliza al malonil-coA
como intermediario a partir de la condensacion de una molécula de acetil-coA con
un CO; entrante mediante una acetil-coA carboxilasa (Figura 4, Via No. 6), para
posteriormente ser convertido en acetoacetil-coA y seguir la misma ruta que la
primera via descrita hasta llegar a butirato. La via del malonil-coA es mas utilizada
para la sintesis de acidos grasos de cadena larga y de cadena ramificada
(Goldman et al., 1963; Leng, 1970).

Hay dos vias conocidas para catalizar la conversién de butiril-CoA a butirato.
La primera involucra a la enzima butiril-CoA:acetato-coA transferasa (Figura 4, Via
No. 7) y la segunda via utiliza primero una enzima fosfato butiriltransferasa que
convierte al butiril-coA en butiril-fosfato (Figura 4, Via No. 8) para finalmente
eliminar el grupo fosfato y formar butirato mediante una butirato cinasa. Esta via

produce un ATP por mol de butirato (Miller y Jenesel, 1979; Vital et al., 2014).
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La dieta es el factor mas importante para la proporcién de los AGVs en el
rumen. Las modificaciones en la alimentacién de los rumiantes pueden cambiar
los patrones de fermentacién. En dietas con alto contenido de forraje, el patrén de
AGVs en la fermentacion ruminal fluctia 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 varian entre 45:40:15 a 50:40:10
(Shimada, 1983). Y en dietas compuestas unicamente de forrajes, el patrén de
AGVs genera una mezcla en proporcion molar de entre 65 - 74 % de acetato, 15 -
20 % de propionato y 8 - 16 % de butirato (Thomas y Rook, 1977).

1.5 Sistemas bioelectroquimicos
1.5.1 Sistemas bioelectroquimicos: fundamentos y clasificacion

Los sistemas bioelectroquimicos (BES, por sus siglas en inglés) se basan en la
capacidad de algunos microorganismos para catalizar diferentes reacciones
electroquimicas, especificamente, reacciones que involucren una transferencia de
electrones como las de oOxido-reduccion (Rabaey et al., 2007; Rozendal et al.,
2008). En la literatura también se denominan tecnologias electroquimicas

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

Dependiendo de su modo de operacion y de su aplicacion se clasifican en
cuatro grandes categorias: celdas de combustible microbianas (CCMs) para la
generacion de energia eléctrica, celdas de electrdlisis microbianas (CEMs) que
producen principalmente compuestos quimicos inorganicos como el hidrégeno,
celdas de electrosintesis microbianas (CESMs) para la sintesis de compuestos
quimicos organicos y celdas de desalinizacion microbianas (CDMs) utilizadas para
la desalinizacion del agua en combinacion con otras funciones (Wang y Ren,
2013). Entre todos los sistemas, las CCMs son las mas estudias y son el modelo
del cual parten todos las demas, conocidas como celdas microbianas CXM, donde

la X representa diferentes aplicaciones (Harnisch y Schréder, 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 organica e inorganica y generar energia eléctrica (Logan et al., 2006).
Consisten de dos electrodos, un anodo y un catodo, que estan unidos por un cable
externo formando un circuito eléctrico completo, ademas los compartimientos o
camaras que contienen a los electrodos estan separadas por una membrana

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

En la camara anddica los microorganismos crecen y oxidan el sustrato
disponible en condiciones anaerobias, liberan electrones, protones y CO, al
medio. Los protones se dirigen a la camara catddica atravesando la membrana de
intercambio protdnico, y al mismo tiempo los electrones son dirigidos al anodo,
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 anodo viajan al catodo a través del cable
externo que conecta a los electrodos, cuando llegan los electrones al catodo en
condiciones aerobias, se combinan con los protones para reducir moléculas de
oxigeno hasta formar agua, lo que crea un flujo de corriente eléctrica (Rabaey y
Verstraete, 2005; Logan y Regan, 2006a; Lovley, 2006).
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exoelectrogénicos

MIP: Membrana de intercambio protdnico

Figura 5. Celda de combustible microbiana
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Cuando el oxigeno o moléculas como nitratos y sulfatos, estan en la camara
catédica, la generacién de corriente eléctrica es producida, pero si no estan
presentes, la generacion no es espontanea. Los electrones que llegan al catodo
reducen alguna molécula para completar el proceso de oOxido-reduccion (que
comenzo en el anodo) y estimular la corriente eléctrica (Pant et al., 2012). Los
microorganismos que generan energia eléctrica se llaman exoelectrogénicos por

su capacidad de transferir electrones fuera de la célula (Logan y Regan, 2006b).
1.5.3 Celdas de electrélisis 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
bioelectroquimico al que se le proporciona energia eléctrica para lograr un
determinado proceso o la formacion de productos quimicos inorganicos como el

hidrogeno, el peréxido de hidrogeno, el hidroxido de sodio y otros (Logan, 2008).

Funcionan de manera parecida a una CCM y fueron disefiadas para producir
H2 (Liu etal., 2005). Consisten en utilizar los electrones que llegan al catodo, como
ocurre en una CCM, pero con la finalidad de combinarse con los protones para
producir Hy, por lo tanto, este sistema es anaerobio para que los electrones vy
protones no se combinen con el O,. Esta reaccion no es espontanea, necesita de
energia externa ademas de la generada por las bacterias para llevar a cabo la
reaccion (Logan y Grot, 2006; Rozendal et al., 2006). Este proceso es conocido

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

El voltaje o potencial eléctrico es la presion o fuerza con la que se empuja a los
electrones para que lleguen al catodo, y se administra a través de una fuente de
poder de corriente directa o un potensiostato. Para la produccion de H, el voltaje
generado por los microorganismos en el anodo no es suficiente para dirigir la
reaccion, es por esto que un voltaje externo debe aplicarse. Los célculos para
determinar el voltaje necesario se basan en la energia libre de Gibbs de la
reaccion (Call y Logan, 2008; Logan et al., 2008; Rozendal et al., 2008).
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Figura 6. Celdas de electrdlisis microbianas

La materia organica biodegradable que se puede utilizar en estos sistemas es
variable, desde moléculas simples como acetato, glucosa, almidén hasta mezclas
complejas como las aguas residuales de las industrias (Pant et al., 2010). Los
sistemas bioelectroquimicos mas estudiados son las CCMs y las CEMs, y una
caracteristica importante de ellos es la ausencia de microorganismos en el catodo.
No obstante, la definicibn de Hamelers et al, (2010) de sistemas
bioelectroquimicos, especifica que son tecnologias que utilizan microorganismos
tanto en el anodo para catalizar reacciones de oxidacidon, como en el catodo para
reacciones de reduccion, es decir, puede haber microorganismos al mismo tiempo

en los dos electrodos.

Cuando los microorganismos estan en la camara anddica, le transfieren
electrones al anodo; y cuando estan en la camara catddica, la transferencia ocurre
en direccion contraria, el catodo 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 electrosintesis microbiana

Las CESM se refieren al tipo de sistemas bioelectroquimicos que se basan en
la electrosintesis microbiana; término que se acufi¢ por primera vez por Nevin et
al. (2010), para referirse al proceso en el que la electricidad es fuente de energia
para que algunos microorganismos sinteticen compuestos organicos a partir de
CO,. 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).
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Figura 7. Celda de electrosintesis microbiana

Posteriormente al surgimiento del término de electrosintesis microbiana, se
ocupo también para referirse a la sintesis de compuestos organicos a partir de
sustratos diferentes del CO,, como la glucosa o el glicerol (Rabaey y Rozendal,
2010). Esta técnica era ya conocida también como electrofermentacion, vy
actualmente varios autores siguen utilizado este nombre como un término mas
adecuado para diferenciarla de la electrosintesis microbiana a partir de CO,
(Kracke y Kromer, 2014; Rosenbaum y Franks, 2014; Harnisch et al., 2015).
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1.5.5 Electrofermentacion

Esta técnica tiene como finalidad manipular los patrones de una fermentacion
mediante la aplicacion de corriente eléctrica a un medio de cultivo, lo que modifica
los productos finales (Rabaey y Rozendal, 2010). Cada microorganismo tiene un
metabolismo especifico basado en un flujo de electrones que determina como se
lleva a cabo una fermentacién. Si este flujo de electrones se altera por la accion
moduladora de otro flujo de electrones (en forma de corriente eléctrica), las vias
metabdlicas ya existentes se redirigen, y aumentan o disminuyen los productos de
fermentacién. De tal manera que, al cambiar el flujo de electrones también cambia

el flujo de carbonos (Logan y Rabaey, 2012).
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Figura 8. Celda de electrofermentacién

La energia necesaria para acelerar o desviar una via fermentativa depende del
sustrato y del producto en cuestion, 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, fijacion de carbono,

formacion de compuestos quimicos o biorremediacion (Rosenbaum et al., 2011).
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La corriente eléctrica puede actuar como una fuente de poder reductor o
equivalentes reductores, regenerando rapidamente 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 fermentacion (Kim y Kim, 1988; Park y Zeikus, 1999).

Otra manera en la que la corriente eléctrica puede contribuir al cambio en las
vias metabolicas es mediante la formacién de H,, como ocurre en las CEMs. El H;
es donador de electrones en la fermentacién, y no hay una interaccion directa
entre el electrodo y los microorganismos (Steinbusch et al., 2010; Harnisch et al.,
2015). La acumulacion de este producto incrementa la presion parcial de
hidrégeno en una fermentacion, y en consecuencia habra 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 proteinas redox activas como
los citocromos ¢ o complejos enzimaticos asociados a membrana (Lovley, 2012).
El mecanismos también incluye la transferencia de electrones mediante pilis
conductivos o0 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 organicas e
inorganicas, que los microorganismos secretan o liberan en la degradacion de
materiales biolégicos. 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 endogenos y los mas estudiados son las
piocianinas y los acidos humicos (Rabaey et al., 2007). Este mecanismo también
funciona con moléculas redox artificiales que son agregadas al medio. Estas
moléculas son referidas como mediadores redox exdégenos y los mas utilizados
son el rojo neutro, el metil violégeno y el acido antraquinona-2,6-disulfénico. A
pesar de sus ventajas, los mediadores artificiales pueden ser téxicos para los
microorganismos Yy representan un costo adicional de operacion (Huang y
Angelidaki, 2008).

1.5.7 Manipulaciéon del metabolismo microbiano por electrofermentacion

Los sistemas bioelectroquimicos han sido aplicados para incrementar la
sintesis de una variedad de productos de fermentacién. Hongo e lwahara (1979a),
desarrollaron un método al que denominaron fermentacidon electro-energizante,
(EEF, por sus siglas en inglés), actualmente conocido como electrofermentacion.
Esta metodologia consistié en aplicar una corriente eléctrica directa de 1.5V 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 produccién
era estimulada por la accién reductora del catodo, mediante la transferencia de

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

Posteriormente a los trabajos de investigacion 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 electrofermentacién se han enfocado en incrementar la
produccion de alcoholes como butanol y etanol, y la produccién de acidos grasos

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

En teoria, se espera que cualquier metabolismo fermentativo pueda ser
manipulado mediante un suministro electroquimico de equivalentes reductores,
que cambien la relacion molar NAD+/NADH, ya sea en presencia o en ausencia

de un mediador redox exdgeno (Peguin et al., 1994).
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Cuadro 3. Ejemplos de la manipulacion del metabolismo microbiano
mediante electrofermentacion

Voltaje y Control Reactor Incremento
Microorganismo Producto Sustrato mediador bioelectro- en el Ref.
redox quimico producto
Concentracién o o
Volts rendimiento del producto %
. . Hongo e
Brevibacterium Glutamato Glucosa .1 5V 44.3 mg/ mL 51 mg/mL 15 % Iwahara,
flavum Rojo neutro
1979b.
Clostridium 25V Kim y Kim
- Butanol Glucosa Violégeno 74.6 MM 93.7 mM 26 % y ’
acetobutylicum . 1988.
de metilo
Clostridium -0.56 v 0.09 mol / 0.42 mol / Peguin et
- Butanol Glucosa Violégeno : : 367%
acetobutylicum . mol glucosa mol glucosa al., 1994.
de metilo
Actinobacilus | Succinato | g 20V 51.27 mM 82.88 mM 62% Jary
succinogenes Etanol Rojo neutro 5.21 mM 21.1mM 305% 1999 ’
" 6-bromo- 5.0V .
Trichosporon | 6-bromo2- 2- Sin 0.95g/L 1419/L 48% Shin et al.
P tetralona mediador )
Clostridium
thermocellum -1.5V 1.04g/L 1.68g/L 61% Shin et al.,
Saccharomyces Etanol Glucosa Rojo neutro 46.7g/L 525g/L 12% 2002.
cerevisiae
Clostridium . -04V o Choi et al,,
tyrobutyricum Butirato Sacarosa Rojo neutro 5.0g/L 8.8g/L 76% 2012
Cultivo mixto 1,3- Glicerol -Oé?nv 0.25 mol / 0.50 mol / 100% Zhou etal.,
Propanodiol mediador mol glicerol mol glicerol 2013.
Corynebacterium -0.6V 1.10 mol / 1.62 mol / o Sasaki et
glutamicum Lactato Glucosa AQ mol glucosa mol glucosa 47% al., 2014.
. 0.045V .
Clostridium Butanol Glucosa Sin 5.4 mM 13.5mM 150% Choi et al.,
pasteurianum h 2014.
mediador
Klebsiella Etanol Glicerol -0.65V 9.61 mM 22.34 mM 93 % Ha;";?to”
pneumoniae Lactato Rojo neutro 2.66 mM 5.64 mM 76 % 2015’
AQ: acido antraquinona-2,6-disulfénico

De acuerdo a la informacion presentada en el Cuadro 3, se observa que los
sustratos mas frecuentes en las electrofermentaciones son la glucosa y el glicerol,
y los mediadores redox mas utilizados son el rojo neutro y el violdgeno de metilo a
diferentes potenciales de voltaje. Los porcentajes de incremento en la
concentracion o el rendimiento del producto varian dependiendo del tipo de

microorganismo y de las condiciones de la electrofermentacion.

Cada vez son mas los microorganismos evaluados bajo condiciones de
electrofermentacién 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 electrosintesis microbiana a partir de CO; (Nevin et al., 2010).
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1.5.8 Sistemas bioelectroquimicos para incrementar la produccion de

propionato

Las bacterias anaerobias del género Propionibacterium son las principales
productoras de propionato a partir de la fermentacién de glucosa o lactato, y como
metabolitos secundarios también generan acetato y CO, en una relacion molar de
2:1:1. Pero la concentracion 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 concentracion de propionato en un medio
de cultivo bacteriano se realiz6 administrando H, y con esto aumentar la presion
parcial del medio de cultivo de P. arboris. Esta bacteria es gram-negativa y
produce propionato, acetato y CO, como productos de fermentacién de la glucosa.
La aplicacion de dos atmoésferas de H; en el medio cambié drasticamente la
relacion molar propionato-acetato de 2:1 a 16:1. Asi, el propionato incrementd su
concentracion casi como unico producto final (12.6 mmol de propionato y 0.8 mmol
de acetato), y la fermentacién control produjo 11.2 mmol de propionato y 5.8 mmol
de acetato. El exceso de H; alter6 el flujo de carbonos y electrones previniendo

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

El primer sistema bioelectroquimico como tal, para incrementar Ila
concentracion 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 fermentacion 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 exdgenos: acido
antraquinona-2,6-disulfonico (AQ), sepulcrato de cobalto (CoS), bencil violégeno y
metil violdgeno, con un potencial andédico 40 mV mas negativo que el potencial

redox estandar de cada mediador.
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Durante los primeros ensayos se observo que el bencil y el metil viologeno
inhibieron el crecimiento de las bacterias y no se registr6 transferencia de
electrones, ni produccion de propionato, debido probablemente a |la
despolarizacion de la membrana celular, ocasionada por la produccion de
radicales superéxido, la consecuente peroxidacion lipidica de la membrana y a la
disminucién de NADP. En cambio, con AQ y CoS se observé que grandes
cantidades de electrones eran transferidas con un incremento en la produccion de
propionato. En presencia del AQ, 90 % del total de productos correspondian al
propionato con una concentracion de 475 uM y 53 uM de acetato; en cambio con
CoS se obtuvieron 624 uyM de propionato y 17 uM de acetato, estas cantidades

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

Posteriormente, Schuppert et al. (1992) incrementaron la produccion de
propionato en la fermentacién de un medio de cultivo de P. acidipropionici con
suero de leche como sustrato. Basandose en los hallazgos previos utilizaron como
mediador redox al CoS y un electrodo de platino a un potencial de -0.47 V. Con la
aplicacion de un potencial eléctrico, la lactosa del suero de leche se fermento para
producir 70 mM de propionato, sin acetato. Lo cual representd la obtencidén 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 aun sin la adicion de mediadores redox en cultivos continuos hubo
transferencia de electrones del electrodo a los microorganismos. Este hecho indico
que el mediador redox podria no ser necesario, disminuyendo asi 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 &cido 1,4-
dihidroxi-2-naftoico, regenera las moléculas de NAD+. Su objetivo fue desarrollar
un sistema aplicando 0.4 V y sin afadir un mediador redox para observar el efecto
sobre la produccién de propionato en la fermentacion de glucosa.
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El resultado que ellos observaron fue un cambio en la relacion 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
disminucién en la produccion de propionato, probablemente ocasionada por la
disminuciéon de electrones disponibles para formarlo y el incremento de la
oxidacion de los sustratos hasta acetato y CO,. Los resultados indicaron que esas

condiciones no son adecuadas para incrementar la concentracion de propionato.
1.5.9 Métodos bioelectroquimicos para estudiar la fermentaciéon ruminal

El primer estudio sobre los procesos bioelectroquimicos en la fermentacion
ruminal se enfocé 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 conversion de
celulosa en energia eléctrica, mediante sistemas bioelectroquimicos que utilizan

un medio mineral suplementado con liquido ruminal.

Los investigadores demostraron que efectivamente la microbiota ruminal podia
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 dias al menos. Posteriormente,
interesados en conocer la composicion de la microbiota presente en las celdas,
realizaron un analisis filogenético de los microorganismos mediante la
amplificacion del gen 16S del ARN ribosomal. Entre los principales géneros
identificados estan Firmicutes, Clostridium, Sedimentibacter, Desulfotomaculum vy
Ruminococcus, bacterias que hidrolizan biomasa lignoceluldsica via 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 fisioldgicas. Uno de los aspectos mas
importantes es como manipular la relacion entre el metano y los AGVs. La
produccion del metano representa hasta 12 % de pérdida de energia en el

rumiante, con un impacto directo en la eficiencia de fermentacion.
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Dentro de la microbiota ruminal se encuentran las archeas metanogénicas,
productoras de metano a partir de Hz y CO, su funcién es muy importante para

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

Las CCMs pueden actuar positivamente como alternativa para la utilizacién del
hidrégeno producido en el rumen, utilizandolo como donador de electrones para
las comunidades microbianas electrogénicas, y favoreciendo las condiciones para
incrementar la produccion de propionato y acetato; también compite con las

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

Ishii et al. (2008) demostraron que dentro de una CCM se inhibia la
metanogénesis, de 0.128 mmol d™' de metano en una fermentacion control a 0.009
mmol d”' de metano dentro de las celdas durante las primeras 30 horas, ademas
se incrementaba temporalmente la concentracion de acetato y propionato en

muestras de suelo que originalmente producian altas concentraciones de metano.

Por ultimo, Wang et al. (2012) estudiaron el efecto de la degradacion de paja
como sustrato para los microorganismos ruminales sobre la produccion de AGVs y
la generacion de electricidad. Para estos experimentos las CCMs también
consistieron en celdas de dos camaras y los electrodos utilizados fueron placas de
grafito. Ellos observaron que la concentraciéon total de AGVs incrementd
rapidamente después de la inoculacion con microorganismos ruminales, pero a
partir de obtener cierta concentracion alta empezé a disminuir; los autores
explicaron que los microorganismos a partir de cierta concentracion utilizaron los
AGVs, los oxidaron y continuaron generando electricidad a falta de otro sustrato

disponible en el medio.
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2. JUSTIFICACION

Un enfoque exitoso para mejorar la produccion de los rumiantes ha sido
promover un aumento en la disponibilidad energética para el animal, mediante el
incremento en la sintesis hepatica de glucosa. La gluconeogénesis es su principal
via de suministro, debido a que los rumiantes obtienen menos del 10 % de su
requerimiento de glucosa directamente por absorcion en el intestino (Young,
1977). Diversos productos de la digestion son fuentes de carbono para la
gluconeogénesis: el propionato es cuantitativamente el mas importante, seguido
por el lactato y los aminoacidos glucogénicos (Huntington et al., 2006). La
contribucion de AGVs glucogénicos (propionato, isobutirato y valerato) a la
formacién de glucosa hepatica 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 asi como el volumen de su
produccion. La lactosa regula la osmoralidad de la leche y su concentracion en ella
es relativamente constante, las células secretoras de la glandula mamaria agregan
agua hasta lograr una concentracion de lactosa de aproximadamente 4.5 %. Por lo
tanto, el volumen de leche es determinado casi completamente por el suministro
de glucosa a la glandula mamaria para la sintesis de la lactosa. La glucosa es
sintetizada por el higado, y a su vez depende del suministro de propionato que

proviene de la fermentacién de los carbohidratos en el rumen.

Aunado a esto, el incremento de propionato en el rumen produce mayor
eficiencia energética, reduccion en la pérdida caldrica, disminucién en el uso de
aminoacidos para la gluconeogénesis y un incremento en la sintesis de proteina
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 energia disponible para
el animal (Shimada, 1991).
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Metodologias diversas se han desarrollado para incrementar la concentracion
de propionato en el rumen; por ejemplo, la administracion de ionoforos como la
monensina (Van Maanen et al., 1978), la administracion de propilenglicol y glicerol
(Cozzi et al., 1996), la administracion en la dieta de precursores del propionato
como el acrilato y fumarato de sodio, que ademas disminuyen la produccion de
metano in vitro (Newbold et al., 2005), y otros estudios reportan que la
defaunacién del rumen también incrementa la produccion de propionato (Williams
y Withers, 1991). Sin embargo, los ejemplos mencionados presentan desventajas,
lo que mantiene activo el desarrollo de nuevas metodologias para incrementar el

propionato a nivel ruminal.

Existen otras alternativas que se pueden desarrollar para modificar la
fermentacién ruminal sin alterar factores importantes como la dieta y sin realizar
modificaciones genéticas. Considerando que la fermentacion es basicamente 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 (energia eléctrica), alterando
de esta manera los patrones de fermentacién; y para lograr estos cambios en el
metabolismo microbiano se han desarrollado técnicas conocidas como sistemas

bioelectroquimicos.
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3. HIPOTESIS

La fermentacion de los microorganismos ruminales cambiara al modificar el
flujo de electrones de su metabolismo, dirigiéndolo hacia un incremento en la
produccion de acidos grasos volatiles a través del uso de energia electroquimica

como fuente de equivalentes reductores.

4. OBJETIVO GENERAL

Modificar la fermentacion de los microorganismos ruminales dentro de celdas
electroquimicas microbianas provocando una mayor produccion de acidos grasos

volatiles en liquido ruminal in vitro.

4.1 Objetivos Especificos

A. Disefar y construir una celda electroquimica microbiana.
B. Evaluar los cambios en la fermentacion de microorganismos ruminales
dentro de una celda electroquimica microbiana bajo dos niveles de

potencial eléctrico.

C. Evaluar el efecto del rojo neutro como mediador redox sobre la
fermentacion de microrganismos ruminales in vitro dentro de una celda

electroquimica microbiana.

D. Estudiar el efecto del potencial eléctrico de una celda electroquimica
microbiana sobre la produccion de los acidos grasos volatiles en liquido

ruminal in vitro.

E. Evaluar la cinética de fermentacion en la produccién de AGVs y gases bajo

el mejor potencial eléctrico.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Seccion I:

Seccion ll:

= Incculacien de una comunidad microbiana propicnogenicaen las

celdas.

= Formacion de una biopelicula en el anocdeo (bicancdo) y en el catedo

[biccatoda).

« Aplicacion de dos niveles de diferencia de potencial (0.7 Vy 1.5V)

a las celdas.

« Alimentaciendel sistema con medic de cultive nutritive.

« Aplicacion de dos niveles de diferencia de potencial (0.75Vy 1.5V)
& las celdas.

= Alimentaciendel sistema con liquide ruminal y forraje come sustrato.
= Adicion de un mediador redox: rojo neutro.

~ Cuantificacion de acidos grasos volatiles .
« Determinacicn de la digestibilidad de materia seca.
» Determinacicn del potencial eléctrico optimo.

« Cinéticas de fermentacidn alas0, 2, 4, §, 24 v 48 horas.

« Cuantificacion de acidos grasos volatiles.

= Cuantificacicn de metano.

= Determinacion de la digestibilidad de |la materia seca y azlcares
residusles.
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6. SECCION I: METODOLOGIA

La secciéon | comprende la realizacion de los objetivos especificos A, B, Cy D

asi 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
propionogeénicos aislados de aguas residuales de una granja de cerdos fue
proporcionada por el Dr. Toshio Shimada de la Universidad de lllinois en Urbana
Champaign, para ser utilizados en la etapa de colonizaciéon de los electrodos
dentro de las celdas de combustible microbianas y en la etapa de adaptacion
como celdas de electrofermentacion microbianas. De acuerdo a estudios previos,
(Shimada et al., 2007; Shimada et al., 2011) se determiné que una de las
caracteristicas de dicha comunidad microbiana era su elevada produccién de
propionato, razén por la cual nuestro interés de trabajar con estos
microorganismos. La clasificacion 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; KH2POy4, 1 g; KoHPO4, 1.66 g; (NH4)2SO4, 0.5 g; CaCly,
0.1 g; NaCl, 0.1 g; MgSOQOy, 0.1 g; NaHCOg, 3.5 g, L-cisteina, 0.5 g; solucion de
vitaminas, 1.25 %; y solucién 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).

Solucién de minerales compuesta por (g/L): FeCl,-4H,0, 2 g; CoCl»-6H,0, 0.05
g; EDTA, 0.5 g; MnCl,-4H,0, 0.5 g; NiCl,-6H,0, 0.05 g; Na,SeOs, 0.1 g; AlCls-
6H,0, 0.05 g; H3BO3, 0.05 g; ZnCly, 0.05 g; (NH4)6M07024-4H,0, 0.05 g; y CuCl,-
2H,0, 0.05 g (Visser, 1995). Solucion de vitaminas compuesta por (mg/L): biotina,
2.0 mg; acido folico, 2.0 mg; piridoxina-HCI, 10.0 mg; riboflavina, 5.0 mg; tiamina,
5.0 mg; acido nicotinico, 5.0 mg; acido pantoténico, 5.0 mg; vitamina B12, 0.1 mg;
acido p-aminobenzoico, 5.0 mg; y acido lipdico, 5.0 mg (Wolin et al., 1963).
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Cuadro 4. Clasificacion 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 obtencion del liquido ruminal se emplearon 2 borregos Pelibuey
machos adultos, provistos de una canula 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 liquido por la mafiana
antes de su primera alimentacion. El procedimiento consistié en introducir una
sonda en el rumen a través de la canula y aspirar por medio de un sistema de
sifon (bomba de extraccion por vacio). Se recogio 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 mezcl6é con solucion amortiguadora de saliva artificial en una
relacion 4:1. Las muestras de liquido ruminal se gasearon con CO; para desplazar

el O, y mantener una ambiente anaerobio.
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Solucién amortiguadora de saliva artificial: Se prepard al mezclar la solucion
amortiguadora A y la solucién amortiguadora B en una relacion 5:1. La solucion
amortiguadora A contiene por litro: K;HPO4, 10 g. MgS04.7H,0, 0.5 g. NaCl, 0.5 g.
CaCl,.2H,0, 0.1 g; Urea, 0.5 g; y la solucion amortiguadora B contiene por litro:
Na,COs 15 g; NaS.9H,0, 1 g. La mezcla se ajusta a un pH final de 6.8 y se

mantiene a 39°C hasta su incorporacion al liquido ruminal (ANKOM Technology).
6.2 Diseno y construccion de las celdas

Se disenaron y construyeron cuatro celdas de dos camaras con base cilindrica
en material acrilico. La Figura 9 muestra una fotografia de la celda con las
siguientes dimensiones: longitud, 8 cm por camara; diametro, 3.5 cm y volumen de
trabajo 100 cm® por camara. Los electrodos (anodo y catodo) fueron hechos de
tela de grafito (Brunsen de Occidente S.A. de C.V., Jal, México) en rectangulos 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 adquisicion de datos.

intercambio proténico

Catodo

Figura 9. Fotografia de la celda bioelectroquimica microbiana
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Cada alambre de titanio atravesaba un tapon de hule que sellaba las celdas.
Las camaras estaban separadas por una membrana de intercambio protonico
Nafion 117 (Electrochem, Inc., MA, Estados Unidos), a la cual se le dio un
tratamiento previo a ensamblarse en la celda: una hora en peréxido de hidrégeno
al 3 % a 80°C, una hora en agua destilada a 80°C, una hora en H,SO4 0.5 M a

80°C y por ultimo una hora en agua destilada a 80°C (Zawodzinski et al., 1993).
6.3 Colonizacién de los electrodos (anodo y catodo)

La colonizacion de los electrodos es la formacion de una biopelicula sobre un
material inerte que conduce electricidad. Una biopelicula es un conjunto de células
microbianas que estan adheridas o asociadas a una superficie y se encuentran
protegidas dentro de una matriz de polisacaridos que ellos mismos sintetizan
(Donlan, 2002).

Es un proceso que comienza con la unién de células planctonicas (libres en
suspension) a una superficie mediante fuerzas de van der Waals, de caracter débil
y reversible, posteriormente se dividen y las células hijas se extienden alrededor
del sitio de unién, formando una microcolonia, similar a la formacién de colonias
en placas de agar. Si estas microcolonias permanecen el tiempo suficiente,
pueden anclarse irreversiblemente a la superficie utilizando estructuras de
adhesion mas especializadas como los pili y secretando exopolisacaridos que
forman la matriz extracelular que las protege. La biopelicula incrementa su masa
por division 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 colonizacion de los electrodos o formacion de la biopelicula, las celdas
se operaron como celdas de combustible microbianas en modo de lotes, llamados
ciclos de operacion, cada ciclo con una duracién de 48 horas. La camara anddica
y la camara catddica contenian 100 mL de medio de cultivo B con un in6culo de la
comunidad microbiana propionogénica al 0.05 %.
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El medio de cultivo B contiene la siguiente composicién: 75 % de medio de
cultivo nutritivo A 'y 25 % de solucion amortiguadora de fosfatos 100 mM pH 7.0,

esterilizada en autoclave.

Posteriormente a inocular las bacterias, las camaras de las celdas se gasearon
con nitrégeno durante 30 segundos, con el fin de desplazar el O, del medio y del
espacio de cabeza de la camara 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 conformacién del circuito externo de las celdas se conect6 el alambre
de titanio (entretejido en los electrodos) a una tarjeta de pruebas mediante un
cable caiman-caiman. En la tarjeta de pruebas se colocd una resistencia fija de
1000 Q y se conecté mediante un cable de cobre a una tarjeta de adquisicién de
datos USB 6008 (National Instruments, TX, Estados Unidos), acoplada a una
computadora que registraba la sefial de voltaje con el Software Labview 2013
(National Instruments, TX, Estados Unidos). A partir del voltaje registrado se

calculd la densidad de corriente (mA/m?) con las siguientes ecuaciones:

J=I1/A I=V/R
Dénde: Dénde:
e J: Densidad de corriente (A/m?) e |: Intensidad (A)
e |[: Intensidad (A) e V: Potencial eléctrico (V)
e A = Area del electrodo (m?) ¢ R: Resistencia (Ohms)

Se operaron las celdas como celdas de combustible microbianas hasta obtener
una densidad de corriente reproducible durante tres ciclos de operacion continuos
(Rivera et al., 2015).
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6.4 Operacidn del sistema como celdas de electrofermentacién
6.4.1 Etapa de adaptacién

Una vez colonizados los electrodos se operd el sistema como celdas de
electrofermentacion con las mismas bacterias propionogénicas pero aplicando dos
niveles de potencial eléctrico, 0.75 V (750 mV) para un par de celdas y 1.5V (1500
mV) para otro par de celdas, mediante su conexion 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 conecto al anodo y la terminal negativa (cable
negro) al catodo. Las diferencias de potencial fueron elegidas en base a la
literatura, cuando se adiciona el mediador redox rojo neutro a una fermentacién
bajo condiciones electroenergizantes (Hongo e lwahara, 1979a y b; Park y Zeikus,
1999; Shin et al., 2002).

Para la fase de adaptacion se alimentaron las celdas en modo de lote con
medio de cultivo B en ciclos de operacion de 24 horas. Se tomaron muestras del
medio al término de cada ciclo para cuantificar los AGVs (acetato, propionato y
butirato) hasta obtener una concentracion reproducible de AGVs durante al menos
tres ciclos seguidos en el medio. Posteriormente a estabilizar la produccion de
AGVs en el sistema bioelectroquimico se procedidé a inocular las celdas con
microrganismos ruminales y evaluar el efecto de las diferencias de potencial sobre

la fermentacion ruminal dentro de las celdas electroquimicas microbianas.
6.4.2 Preparacion 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 adicion6 a las celdas dentro de bolsas nylon F57 con porosidad de 25
pm (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 digestién microbiana.
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Las bolsas fueron pesadas individualmente y su peso se registr6 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 electrofermentacion con liquido ruminal

Subsiguiente a la adaptaciéon del sistema, se continu6é con la aplicacién 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 Q determinada previamente mediante
una curva de polarizacion. Pero en esta ocasidon se inocularon los
microorganismos ruminales mediante la alimentacion de las celdas con 100 mL de
liquido ruminal, previamente extraido y mezclado con saliva artificial. A cada celda
se le agregaron cuatro bolsas de sustrato, dos en la camara anddica y dos en la
camara catodica. Las celdas fueron gaseadas con CO; durante 30 segundos por

camara para desplazar el O, y asegurar un ambiente anaerobio.

El disefio del experimento consistié en un disefio 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 yM en el liquido ruminal, y
Factor B: presencia o ausencia del potencial eléctrico en la celda electroquimica
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 seccion |

Nombre de referencia Rojo neutro como Potencial eléctrico
del experimento mediador redox (0.75Vo1.5V)
Control Sin Sin
Control con rojo neutro Con Sin
Celda bioelectroquimica Sin Con
Celda bloel_ectroqwmlca Con Con
con rojo neutro
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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 Yy tener un potencial de reduccién estandar 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 agitacién y difusion de temperatura. EI nombre
del experimento corresponde a como se hara referencia de las diferentes pruebas
durante el analisis de resultados. La figura 10 muestra el montaje del sistema. Los
experimentos se realizaron en lote con una duracion de cada ciclo de 24 horas, a
temperatura de 39°C dentro de una incubadora con agitacién de 100 rpm. Como
variable dependiente se cuantificd la concentracion de los AGVs en las diferentes
pruebas al término de las incubaciones (24 horas), asi como la determinacion de

la digestibilidad de la materia seca del sustrato.

Figura 10. Fotografia del sistema de experimentacion in vitro
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6.5 Cuantificacion de AGVs

Para la cuantificacién de los productos de fermentacién (acetato, propionato,
butirato), se utiliz6 un cromatégrafo de gases Varian 3300 con detector de
ionizacion de llama y una columna capilar Zebron ZB-FFAP con caracteristicas de
longitud 15 cm, diametro interno 0.53 mm (Phenomenex, CA, Estado Unidos). Las

condiciones de operacion del cromatdgrafo de gases fueron las siguientes:

e La temperatura de la columna se mantuvo a 70°C durante 1.5 min y se
incrementd hasta los 130°C a una tasa de 10°C por min, alcanzando la
temperatura final a los 7.5 min.

e Temperatura del inyector 190°C

e Temperatura del detector 210°C.

e Fase movil: Nitrogeno a un flujo de 9.5 mL/min

e Presion: Aire 60 psi; N2 70 psi; Hz 40 psi.

Para la preparacion de las muestras se tomé 1.5 mL de liquido ruminal de la
camara catédica 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 uL de sobrenadante en un tubo Eppendorf
nuevo y se le agregaron 240 yL de acido metafosforico al 25 % para obtener una
relacién 5:1. Se incubaron los tubos en hielo por 30 min para sedimentar las
proteinas 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

diluciéon 1:4 a -20°C hasta el momento de su analisis.
6.6 Digestibilidad de la materia seca

Las bolsas de nylon que contenian 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 analitica para registrar el
peso final de cada bolsa como P3. Para calcular el porcentaje de digestibilidad de

la materia seca se aplicé la siguiente formula:

% 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 correccion (Peso final de la bolsa blanco / peso original de la bolsa

blanco).
6.7 Modelo estadistico

Para la evaluacion del efecto de dos factores (mediador redox y potencial
eléctrico) se utilizé un modelo estadistico para un disefio completamente al azar

en un arreglo factorial con dos factores:
Yijk = p + 1i + Bj + (TB)ij + €ijk
Dénde:

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

ésimo nivel del factor B.

e | = es la media general.

e Ti = es el efecto del i-ésimo nivel del factor A.
e [Bj = es el efecto del j-ésimo nivel del factor B.

o (1R)ij = es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el j-

ésimo nivel del factor B.

e ¢ij = error aleatorio experimental.
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7. SECCION I: RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Colonizacion de los electrodos

Durante la colonizacion de los electrodos (adherencia de los microorganismos)
se utilizé una comunidad microbiana propionogénica (Cuadro 4) aislada de aguas
residuales de una granja de cerdos. Se operd el sistema como celdas de
combustible microbianas, de las cuales se registré el voltaje producido en cada
ciclo de operacidon mediante un sistema de adquisicion de datos. El operar las
celdas de este modo estimula y favorece la colonizacion de los electrodos. A partir
del voltaje generado, la resistencia externa de las celdas y él area del electrodo,
se calculo la densidad de corriente (corriente eléctrica por unidad de area, en este

caso el area de los electrodos).

a5

75

B5 I
T
s 4 %

45

e

35

[ R

25

T 3 &
15 ! ¥ i

- e
-
-

Densidad de corriente (mA/m?)

[

4 & =] 10 1z 14 16 18 20 22 24 26 28
Tiempo [(Dias)
@ Celda 1 # Celda 2 Celda 3 Celda 4

Figura 11. Densidad de corriente en las celdas de combustible microbianas
durante la etapa de colonizacion de los electrodos

La Figura 11, muestra la densidad de corriente (mA/m?) generada por los
microorganismos en cada una de las 4 celdas durante 26 dias (13 ciclos de
operacion). En los primeros ciclos, no hubo variacion en la densidad de corriente,
fue hasta los 18 dias (ciclo 9) para las celdas 1y 2, y 16 dias (ciclo 8) para las
celdas 3 y 4, que comenz6 a notarse una diferencia en la densidad de corriente
producida.
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La fase de colonizacion de los electrodos o formacién de la biopelicula se
considera lista y estable (es decir, los microorganismos estan firmemente
adheridos a los electrodos) cuando el voltaje maximo producido y por lo tanto la
densidad de corriente generada, es reproducible en al menos tres ciclos de

operacion seguidos (Call y Logan, 2008; Ren et al., 2014).

Para las cuatro celdas, a partir del ciclo 11 (22 dias) y durante los ciclos 12 (24
dias) y 13 (26 dias) se obtuvo una densidad de corriente constante de 67.98 +/-
3.13 mA/m?, por lo que se considerd que al término de los 26 dias las celdas
presentaban un desempeio estable y adecuado para continuar con los

experimentos de electrofermentacion.
7.2 Adaptacion del sistema como celdas de electrofermentacion

Después de la colonizacién de los electrodos, se cambio el modo de operacion
del sistema desde celdas de combustible microbianas a celdas de
electrofermentacion (referidas en este trabajo como celdas bioelectroquimicas),
utilizando las mismas bacterias propionogénicas pero aplicando un potencial
eléctrico mediante la conexion de las celdas a una fuente de poder externa como

se mostro en la Figura 10.

El objetivo de esta etapa fue iniciar el proceso de electrofermentacion,
permitiendo al sistema y en especifico a los microorganismos un periodo de
adaptaciéon al estimulo de la energia eléctrica. Para esta fase de adaptacion 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 colonizacion)

por siete ciclos de operacion con una duracién de 24 horas cada ciclo.

El potencial eléctrico (0.75 V y 1.5 V) creado por la fuente de poder externa se
aplicé a las celdas durante todo el tiempo de cultivo y se tomaron muestras del
medio de la camara catddica al término de cada ciclo de operacién (cada 24
horas) para cuantificar la concentracion de los AGVs mediante cromatografia de

gases.
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La Figura 12, representa la evolucion de la produccion de AGVs durante siete
dias (siete ciclos de operacion) en el medio de cultivo de la camara catddica,
donde se observé que en las celdas bioelectroquimicas con un potencial eléctrico
aplicado de 0.75 V se obtuvo una produccion estable a partir del dia cinco (cinco
ciclos de operacion) y para las celdas bioelectroquimicas con un potencial
eléctrico aplicado de 1.5 V desde el dia cuatro (cuatro ciclos de operacién), por lo
que al término de siete dias se podia considerar que las celdas estaban adaptadas

al nuevo modo de operacion.

35

25

—

15 1 1

1o

AGVstotalesmM

3 4
Tiempo (Dias)
075V 15v

Figura 12. Produccion de AGVs totales durante la etapa de adaptacion de las
celdas bioelectroquimicas

Los datos mostrados en la Figura 12 indican que el periodo de adaptacion es
muy importante para los microorganismos ya que al aplicar la corriente eléctrica
durante los primeros ciclos de operaciéon se obtiene una produccion de AGVs

mermada o limitada a comparacion de los ciclos subsecuentes.

Este hecho significa que el metabolismo de las bacterias necesita de un tiempo
determinado para estabilizarse o acostumbrarse a la energia eléctrica
independientemente del nivel de voltaje aplicado al sistema y poder desarrollar asi

su maxima capacidad de producciéon de AGVs.
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7.3 Produccion de AGVs bajo un potencial eléctrico de 0.75 V

Una vez concluida la etapa de adaptaciéon, el medio de cultivo B fue
reemplazado por liquido ruminal para evaluar el efecto de la corriente eléctrica
sobre los microorganismos ruminales. El voltaje se aplico desde el tiempo cero asi
como el mediador rojo neutro en las respectivas pruebas (Cuadro 5). A las 24 hrs

de fermentacion se tomoé una muestra de liquido ruminal para cuantificar AGVs.

Las celdas bioelectroquimicas con un potencial eléctrico aplicado de 0.75 V
estimularon un incremento (p<0.0001 y n=6) en la produccion de los tres AGVs:
acetato, propionato y butirato en el liquido 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:

e Se observo una mayor produccion de AGVs en las celdas bioelectroquimicas
(con y sin rojo neutro) que en las celdas control (con y sin rojo neutro),
demostrando que el incremento en la produccién de AGVs fue debido a la
electrofermentacion y no a una fermentacion por microorganismos ruminales.

e Se observd que el mediador redox rojo neutro influye negativamente en la
produccion de AGVs, ya que en presencia del mediador redox no se alcanza la
misma concentracibn que se obtiene en su ausencia, este efecto fue
encontrado tanto en las celdas control como en las celdas bioelectroquimicas.

¢ No hay interaccion 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 actuan de manera independiente.

En las celdas bioelectroquimicas con 0.75 V y en ausencia del rojo neutro, la
produccién de AGVs con respecto a la celda control (sin rojo neutro) incrementé
en 84 % para acetato, 99 % para propionato y 66 % para butirato (p<0.0001 y
n=6); y dentro de las celdas bioelectroquimicas con 0.75 V en presencia del rojo
neutro, la produccién con respecto al control (sin rojo neutro) incrementé en 53 %

para acetato, 79 % para propionato y 51 % para butirato (p<0.0001 y n=6).
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7.4 Produccion de AGVs bajo un potencial eléctrico de 1.5V

Las celdas bioelectroquimicas con un potencial eléctrico aplicado de 1.5 V
generaron también un incremento en la produccion de los tres AGVs: acetato,
propionato y butirato en el liquido ruminal in vitro. Sin embargo, los porcentajes de
incremento en la concentracion de los AGVs fueron menores en comparacion a los

obtenidos con un potencial eléctrico aplicado de 0.75 V.

e Se observo una mayor produccion de AGVs en las celdas bioelectroquimicas
(con y sin rojo neutro) que en las celdas control (con y sin rojo neutro),
demostrando que el aumento en la produccion de AGVs fue debido a la
electrofermentacion con 15 V y no solo a una fermentacion por
microorganismos ruminales como se observa en la Figura 14.

e Se observo que el mediador redox rojo neutro influye negativamente en la
produccion de acetato, ya que con el mediador se disminuyé la capacidad de
produccion 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 bioelectroquimicas, lo cual apunta a que no hubo efecto
del mediador redox sobre la produccion de propionato y butirato.

e Al igual que las pruebas con 0.75 V, no hay interaccion entre los dos factores
evaluados, es decir, la ausencia o presencia del mediador redox no influye

sobre el efecto del voltaje, los factores actian de manera independiente.

En las celdas bioelectroquimicas con 1.5 V y en ausencia del rojo neutro, la
produccion de AGVs con respecto al control (sin rojo neutro) incrementéd 51 %
para acetato, 23 % para propionato y 48 % para butirato (p<0.0001 y n=6); y en las
celdas bioelectroquimicas con 1.5 V en presencia del rojo neutro, la produccion
con respecto al control (sin rojo neutro) incrementé 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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7.5 Comparacion de la produccién de AGVs bajo dos niveles de

potenciales eléctricos aplicados.

Con la finalidad de elegir el voltaje que mejor favoreciera la produccién de
AGVs en el liquido ruminal in vitro, se realiz6 un cuadro comparativo (Cuadro 6),
en el que se observa notoriamente que para los tres AGVs el incremento ya sea
en concentracion (mM) o en porcentaje (%) es mayor bajo un potencial eléctrico

de 0.75V, en comparacién con 1.5 V.

En caso del propionato se presenta con 0.75 V un incremento (%) de mas del
triple del obtenido con 1.5 V, y en el caso de los AGVs totales se obtuvo una
incremento (%) en la produccion de casi el doble. Por lo que se decidié continuar
los experimentos aplicando al sistema un potencial eléctrico de 0.75 V. En este
cuadro no se tomo en cuenta las pruebas con rojo neutro ya que de acuerdo a los
resultados antes mostrados se observo un efecto negativo o nulo, segun sea el

caso, sobre la produccion de AGVs.

Cuadro 6. Comparacion de AGVs bajo dos niveles de potencial eléctrico

Potencial 0.75V 15V 0.75V 15V
eléctrico
Producto | Incremento | Incremento | g | Porcentaje | Porcentaje | gg
mM mM % %
Acetato 13.11° 11° 0.96 842 51 8.06
Propionato 3.84° 1.16 ° 0.41 99 23 17.24
Butirato 1.29 2 0.44° 0.07 66 48 5.005
AGVs
18.24 2 12.6° 1.005 85 45 6.95
totales

2P Distintos superindices en la misma fila representan diferencias (P<0.05, n=6)
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7.6 Composicion de los AGVs totales

La adecuada proporcion de los AGVs en el rumen es importante ya que puede

tener diferentes implicaciones en el metabolismo animal. Para conocer el patron

de fermentacion en las celdas se calculd el porcentaje de cada AGV con respecto

a la concentracion total y se compararon los cambios en la relacion molar.

a) 0.75V

Control

m Acetato
Propionato

Control con rojo neutro .
m Butirato

Celda bioelectroquimica 0.75 vV

= Acetato
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Figura 15. Composiciéon en porcentaje de los AGVs a) 0.75V b) 1.5V
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La Figura 15a corresponde al experimento con 0.75 V. En el caso del acetato,
la proporcion 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 relacién
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 conservo 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 estimulo de
la corriente eléctrica, ésta no modifica la proporcion de ninguno de los AGVs con
respecto a la concentracion total y por lo tanto se conserva la relacidon molar entre
ellos. Igualmente, la adicion del rojo neutro no afecto la relacion molar, aunque la
concentracion de AGVs si haya disminuido en presencia del mediador redox.
Independientemente de si la concentracion de AGVs incrementa o disminuye las
relaciones molares se mantienen tipicas de una dieta alta en forrajes. Tampoco la

interaccion de los dos factores evaluados modifico la relacién 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 energia 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, asi como
tampoco hubo un efecto ejercido por el mediador redox rojo neutro o por la

interaccion de los dos factores evaluados.
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Figura 16. Porcentaje de digestibilidad de la materia secaa) 0.75V b) 1.5V
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Con el aumento en la produccion de AGVs a pesar de que la digestibilidad del
sustrato no fue diferente y con el conocimiento de que en la estequiometria de una
fermentacién la misma cantidad de carbonos que entran deben de salir, nos
condujo a investigar qué impacto tiene el sistema sobre la produccion de gases, ya
que posiblemente al utilizar los carbonos en mas AGVs se disminuya la formacion

de algun otro producto de la fermentacién de los microorganismos ruminales.

De acuerdo a los trabajos reportados en la literatura en cuanto a los sistemas
bioelectroquimicos para incrementar la produccion de propionato en un cultivo
bacteriano (Emde y Schink, 1990; Schuppert et al., 1992), se esperaba un cambio
en la proporcibn de los productos de fermentacién, especificamente, un
incremento en la produccion de propionato con una disminucion en la produccion
de acetato. Sin embargo, los resultados mostraron un incremento considerable de

los tres AGVs asi como la conservacion de sus relaciones molares.
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El aumento en la produccién de AGVs es atribuido a una mayor regeneracion 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 vias metabdlicas y con ellas producen AGVs en
diferentes proporciones, por lo que parece ser que la energia 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 unicamente

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 produccion de AGVs, pero con diferente
magnitud. El potencial eléctrico aplicado que mayor concentracion de AGVs
produjo en el liquido ruminal fue de 0.75 V. Lo cual indica que el incremento en la
produccion no es proporcional al aumento en el potencial eléctrico, asi como lo
reportaron Hongo e Iwahara (1979b), los cuales evaluaron tres diferencias de
potencial (1, 1.5 y 3 V) sobre la produccion del acido L-glutamico con B. flavum y
determinaron que incrementado hasta 1.5 V se lograba el mejor rendimiento en
comparaciéon con la fermentacion sin energia eléctrica, ya que al aplicar 3 V la

produccion obtenia un rendimiento incluso mas bajo que en el control.

Shin et al. (2001) desarrollaron un sistema para mejorar la transformacion del
6-bromo-2-tretalona por levaduras T. capitatum aplicando 5 V, y al incrementar la
intensidad del voltaje a 10 V la conversion disminuy6 drasticamente inclusive
menor a la del control. Posteriormente, Shin et al. (2002) evaluaron un rango de
voltajes para determinar el 6ptimo en la produccién de etanol, y observaron que a
partir de 5 V la fermentacion de C. thermocellum se veia afectada, en contraste
con S. cerevisiae que no tuvo cambios en su produccién de etanol a altos voltajes
(10 V). Ellos sugieren que el alto potencial eléctrico generd un elevado potencial
redox en el cultivo que limitd el reciclaje de cofactores enzimaticos y las
actividades metabdlicas, ademas de desigualdades que pudieron deberse a las

diferencias en la estructura y proteinas de membrana entre bacterias y levaduras.
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Zhou et al. (2013) trabajaron con dos diferencias de potencial, 0.6 Vy 0.9 V, de
las cuales determinaron que 0.9 V incrementaba en mayor cantidad la produccion
de propanodiol en un cultivo mixto. Como puede notarse cada microorganismo
reacciona de manera distinta ante el efecto del nivel de energia eléctrica, por lo
que es importante evaluar el potencial eléctrico 6ptimo para cada cultivo ya que

hay un voltaje limite a partir del cual las fermentaciones se ven afectadas.

Analizando la produccién de AGVs se observd que no hubo efecto del rojo
neutro o que si lo hubo fue de manera negativa, disminuyendo la concentracion
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 concentracion a
utilizar. Hongo e Iwahara (1979a y b) utilizaron una concentracion de 10 uyM, Park
y Zeikus (1999), Shin et al. (2002), y Choi et al. (2012) de 100 yuM, y por ultimo
Harrington et al. (2015) de 200 pM. Para los casos, en donde se obtuvo una
disminucién en las concentraciones, pudo haberse presentado un efecto téxico del

mediador sobre los microorganismos y sus vias metabdlicas.

A pesar de que el rojo neutro no es toxico 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 uM, en donde el efecto tdxico se refleja en una disminucion de produccion del

acido L-glutamico 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 reduccién en la tasa de degradacién debido a un efecto
inhibitorio del mediador redox sobre el cultivo. Ademas, otras moléculas redox son
téxicas para otras bacterias, como Propionibacterium, que incrementan su
produccion de propionato con sepulcrato de cobalto como mediador redox, pero
inhiben su crecimiento con metil o bencil violégeno, cuando para otras bacterias,

estas moléculas mejoran la produccidn de sus metabolitos (Emde y Schink, 1990).
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Harrington et al. (2015) mencionan que tomando en cuenta el metabolismo
especifico para cada organismo, con sus diferentes vias metabdlicas, balances
redox, puntos criticos de control metabdlico y diferentes proteinas 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 concentracion del mismo en el
medio. Los resultados variables conllevan a la falta de una técnica estandar y
controlada para la electrofermentacion mediada con rojo neutro, lo cual hace dificil

el comparar e interpretar sus efectos y el mecanismo de accioén involucrado.

Otros autores reportan en concordancia con esta tesis, que la adicion de un
mediador redox no es necesaria para cambiar los patrones de fermentacion. 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 electrofermentacion
sin la adicién de un mediador redox. Asi como Zhou et al. (2013) reportaron el
incremento de propanodiol en cultivos mixtos y Choi et al. (2014) modificaron la
fermentaciéon de C. pasteurianum mediante un sistema bioelectroquimico sin
mediadores artificiales. Para una éptima electrofermentacion es esencial encontrar

microorganismos que utilicen los electrones sin mediadores exdgenos.

A pesar del incremento en la concentracion total de AGVs, las proporciones
moleculares en las celdas bioelectroquimicas se conservaron dentro de los
parametros 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 ultimo, los analisis estadisticos muestran que la interaccion de los dos
factores (el mediador redox y el potencial eléctrico aplicado) no es significativa y
que el efecto que estos tengan sobre la fermentacion es independiente. No
obstante, es mejor que el mediador redox no presente efectos positivos, ya que
asi se elimina un costo extra del proceso y la dependencia a administrar

constantemente esta molécula al liquido ruminal.
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8. SECCION II: METODOLOGIA

La seccion Il comprende la realizacion del objetivo especifico E, asi como el

punto 5 de la estrategia experimental.
8.1 Cinéticas de fermentacion

Para esta seccion se repitio el procedimiento realizado en la seccién |,
exceptuando el disefio experimental. En la seccién anterior se hizo un disefio
completamente al azar en un arreglo factorial 2 x 2 para evaluar dos factores,
mediador redox y potencial eléctrico. Al haber concluido en la seccidén anterior que
el mediador redox no tenia efecto sobre el sistema, se decidid6 en esta seccion
evaluar unicamente el efecto de un potencial eléctrico de 0.75 V sobre la cinética

de produccion de los AGVs y metano.

En el Cuadro 7, se muestran las pruebas evaluadas. Se utilizaron 2 celdas
bioelectroquimicas a las que se les aplico un potencial eléctrico de 0.75 V y dos
celdas control. Los experimentos se realizaron por triplicado. Las muestras (liquida
y gaseosa) se tomaron a las 0, 2, 4, 6, 24 y 48 hrs. Todas las condiciones fisicas y
ambientes fueron iguales que en la seccion |. Los experimentos tuvieron una
duraciéon de 48 horas de incubacién, controlados a una temperatura de 39°C

dentro de una incubadora digital, con agitacion ligera a 100 rpm.

Cuadro 7. Combinaciones de experimentos a evaluar seccion Il

Nombre de referencia del
experimento

Celda control 0.00
Celda bioelectroquimica 0.75

Potencial eléctrico, V

8.2 Produccion de metano

Para la medicion de gas metano se utilizdé un sistema de desplazamiento de
agua con probetas invertidas en las cuales se introdujo una manguera conectada
a la camara catédica de cada celda. Se realizaron lecturas de desplazamiento de

volumen a diferentes horarios: 0, 2, 4, 6, 24, 48 horas de incubacion.
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A los mismos horarios, se tomaron muestras de gas del espacio de cabeza de
la camara catddica de la celda, y se determind la composicidon de los gases
mediante un cromatégrafo SRI8610C con detector de conductividad térmica y dos
columnas empacadas en acero inoxidable (6' x 1/8" silice 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 incrementé hasta 110°C a una velocidad de 20°C/min.
Se utilizd6 nitrogeno como gas acarreador a un fluo de 20 mL/min. La

concentracion de los gases se obtuvo aplicando la ley de los gases ideales.
8.3 Determinacién de azucares totales residuales

Para la determinacion de azucares se tomaron 0.5 mL de liquido ruminal de
cada celda para hacer una dilucién 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 H,SO,4 al 98%. Los tubos se

dejaron enfriar y se tomo la lectura de absorbancia a 490 nm.
8.5 Modelo estadistico

Para evaluar el efecto de los dos tratamientos (control: sin potencial eléctrico) y
celda bioelectroquimica: con potencial eléctrico) y seis horas de fermentacion (0,
2,4, 6, 24, 48 horas) en la produccion de AGVs, se utiliz6 un modelo estadistico

de disefio completamente al azar en un arreglo factorial de 2 x 6, con la ecuacion:

Yijk = p + 11 + Bj + (TR)ij + €ijk
Doénde:

¢ Yijk= es la ijk-ésima observacion en el i-ésimo nivel del factor A y en el j-ésimo
nivel del factor B.

e [ = es la media general.

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

e [3j = es el efecto del j-ésimo nivel del factor B.

e (1B)ij = es el efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el j-ésimo
nivel del factor B.

e ¢ij = error aleatorio experimental.
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9. SECCION II: RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Influencia de la aplicacion de un potencial eléctrico (0.75 V) sobre

la cinética de produccion de AGVs

Se realizé un analisis de varianza ANOVA para demostrar los cambios entre la
fermentacién sin energia eléctrica (celda control) y la fermentaciéon con energia
eléctrica (celda bioelectroquimica). EI ANOVA indicd que si existe una diferencia
en la concentracion de AGVs en el liquido ruminal entre los dos tratamientos y
entre las seis diferentes horas a las que se cuantificaron los AGVs, asi como en la

interaccion 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 fermentacion control (sin corriente eléctrica) como para la fermentacion en las

celdas bioelectroquimicas (con un potencial eléctrico aplicado de 0.75 V).

Los resultados del analisis estadistico indicaron que las concentraciones de los
AGVs en las celdas bioelectroquimicas si fueron diferentes a las de las celdas
control; mostrando un incremento en la concentracion molar desde las primeras
dos horas de fermentacién (P<0.0001, n=6) y se mantuvieron diferentes hasta el
ultimo muestreo. Lo cual sugiere un efecto inmediato y constante de la corriente
eléctrica sobre el metabolismo de los microorganismos ruminales, modificando los
patrones de fermentacion. Las cinéticas de produccion de los tres AGVs

presentaron comportamientos similares.

Al término de Ila fermentacion (48 horas) dentro de Ilas celdas
bioelectroquimicas a las cuales se les aplicé un potencial eléctrico de 0.75 V, se
obtuvo un incremento en la produccién de AGVs correspondiente a 71 % en la
concentracion molar de acetato, 86 % en el propionato y 63 % en el butirato con
respecto a la fermentacién control (sin corriente eléctrica). También se observo
que la mayor produccién de AGVs tanto en las celdas control como en las celdas

bioelectroquimicas se lleva a cabo dentro de las primeras seis horas.
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Cuadro 8. Cinética de la produccion de AGVs en liquido ruminal in vitro

Acetato
Hora Control Celda
bioelectroquimica

X mM EE X mM EE

02 0.4 0?2 0.4
17.40° 0.4 30.82° 0.4

17.77 @ 0.4 31.99° 0.4
18.25 @ 0.4 33.29° 0.4
24 21.22° 0.4 36.59 ° 0.4
48 22.36 2 0.4 38.15° 0.4

oA~ NO

p<0.0001, n=6
Propionato
Hora Control Celda
bioelectroquimica
X mM EE X mM EE
0 0@ 0.13 0@ 0.13
2 3.21° 0.13 6.35° 0.13
4 3.39° 0.13 6.74° 0.13
6 3.88° 0.13 7.30° 0.13
24 5.98°? 0.13 11.01° 0.13
48 6.50° 0.13 12.07 ° 0.13

p<0.0001, n=6
Butirato
Hora Control . Celda .
bioelectroquimica
X mM EE X mM EE
0 02 0.05 0?2 0.05
2 1.32°2 0.05 2.11° 0.05
4 1.632 0.05 2.65° 0.05
6 2.032 0.05 3.28° 0.05
24 2.5432 0.05 4.12° 0.05
48 2.832 0.05 4.61° 0.05

p<0.0001, n=6




9.2 Composicion de los AGVs totales

Para comparar la relacion molar entre los tres principales AGVs, se calcularon
los porcentajes de cada uno con respecto a la concentracion total. La Figura 17
representa el porcentaje de los AGVs en el liquido ruminal tanto en la celda control

y en la celda bioelectroquimica.

En el caso del acetato, la fraccion oscila entre 71 % para el control y 70 % para
la celda bioelectroquimica; para el propionato entre 20 % y 22 %, asi como para el
butirato en 9 % y 8 %, respectivamente. Estos valores no fueron diferentes
(P<0.0001, n=6), conservandose para las dos pruebas la misma relacion molar y

composicién de AGVs.

Este comportamiento es consistente con la seccion |, comprobando que la
fermentacion se ve influenciada por la corriente eléctrica hacia un aumento en la
concentracion de los AGVs, pero manteniendo siempre la misma relacion molar

propia de una dieta alta en forrajes.

W Acetato B Acetato

Propionato Propionato
Celda hioelectroquimica

Control

WButirato W Butirato

Figura 17. Composiciéon en porcentaje de los AGVs (0.75 V)
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9.3 Influencia de la aplicacion de un potencial eléctrico (0.75 V) sobre

la cinética de produccion de metano

La produccién de gas metano a diferentes horas de fermentacién con liquido
ruminal se muestra en el Cuadro 9. Se observa que durante las primeras horas
(seis horas) la producciéon no es diferente entre la celda control y la celda
bioelectroquimica. Fue hasta las 24 y 48 horas cuando se observé una mayor
produccion de AGVs en las celdas bioelectroquimicas en comparaciéon con las
celdas control, demostrando que el incremento en la producciéon de metano fue
producto de la electrofermentaciéon. Al término de las fermentaciones se obtuvo un
incremento en la concentracion 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 fermentacion de la celda
control no hubo diferencia en la concentraciéon de metano entre las horas 2, 4, y 6,
fue hasta las 24 horas que la concentracion se mostro diferente a las primera seis
horas, o mismo ocurrié con la electrofermentacién; En comparacion con la cinética
de produccion de AGVs en donde observamos que la concentracion de AGVs fue

diferente entre todas las horas de muestreo.

Cuadro 9. Cinética de la producciéon de metano en liquido ruminal in vitro

Metano
Hora Control Celda
bioelectroquimica
X mM EE X mM EE

0 0°? 0.019 0° 0.019

2 0.073% 0.019 0.123° 0.019

4 0.089 0.019 0.144 2 0.019

6 0.096 @ 0.019 0.169 0.019

24 04212 | 0.019 | 0.56° 0.019

48 0.609 ® 0.019 0.801° 0.019
p<0.0001, n=6
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9.4 Digestibilidad de materia seca y azucares residuales

De manera consistente con la digestibilidad de la materia seca reportada en la
seccion |, no hubo diferencia entre la celda control y la celda bioelectroquimica,
por lo tanto la corriente eléctrica sobre los microorganismos ruminales no
incrementd ni disminuyd la digestibilidad del forraje utilizado como sustrato. La
celda control y la celda bioelectroquimica 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 bioelectroquimico
no ejercié ningun efecto sobre la etapa de hidrélisis, etapa que descompone los
polimeros de carbohidratos como la celulosa, hemicelulosa y pectina en
monomeros como la glucosa para que estén disponibles para los

microorganismos.

También se determiné la concentracion de los azucares residuales en el liquido
ruminal al término de las fermentaciones (48 horas) para evaluar el efecto de la
aplicacion de un potencial eléctrico de 0.75 V mediante las celdas
bioelectroquimicas sobre el consumo de los azucares. La Figura 18 presenta una
diferencia entre ambas pruebas en donde se observa que la fermentacién control
(sin corriente eléctrica) finalizd con una concentracion de azucares residuales de

29.4 g/L, en comparacion con la celda bioelectroquimica con 11 g/L.

35

30
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20

15

10

Azlcares residuales g/L

Control Celda bioelectroguimica

Figura 18. Azucares residuales en el liquido ruminal in vitro, p<0.0001 n=6
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Estos resultados indican un mayor consumo de los azucares disponibles, de
mas del doble, por parte de los microorganismos en el liquido ruminal dentro de la
celda bioelectroquimica, 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 fermentacién.

La comparacion entre el balance de carbono de ambas fermentaciones in vitro
indica que el incremento obtenido en la produccion de AGVs bajo el estimulo de la
energia eléctrica es debido a un mayor consumo de glucosa. Sin embargo, es
dificil determinar que vias metabdlicas 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 radioisotopos y asi poder describir los cambios en los

patrones de fermentacion.

En referencia a las cinéticas de fermentaciones se destaca que la mayor
produccion de AGVs ocurrié dentro de las primeras seis horas de fermentacién
como lo indica la literatura (Gray y Pilgrim, 1951; Stewart y Schultz, 1958). Este
comportamiento no se vio modificado por efecto del sistema bioelectroquimico. Sin
embargo, la concentracion molar si se encontré dirigida hacia un incremento en la
concentracion final de los AGVs, en diferentes porcentajes para cada uno, pero
comprobando que la aplicacién de un potencial eléctrico que crea una corriente
eléctrica si tiene un efecto sobre la fermentacion de los microorganismos

ruminales, como se demostré previamente en la seccién I.

En cuanto a produccion de gas metano dentro de la celda bioelectroquimica,
se esperaba que disminuyera como lo propusieron Bretschger et al. (2009) y en el
trabajo de Ishii et al. (2008) que demostraron la inhibicion de la metanogénesis
dentro de un sistema bioelectroquimico con muestras de suelo que originalmente
generaban altas concentraciones. Sin embargo, el incremento en la produccion de
metano mediante electrofermentaciéon 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 reaccion es llevada a cabo por los microorganismos metanogénicos que
reducen CO; a metano, y la produccioén 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 metandégenos aceptan electrones del catodo para
transferirlos al CO, (CO, + 8H" + 8¢ - CH,; + 2H,0), o de manera indirecta,
cuando el potencial aplicado al catodo es lo suficientemente adecuado para la
produccion de hidrégeno (2H" + 2e” > Hy), el Hy generado en el celda
bioelectroquimica pude ser utilizado por los microorganismos metanogénicos para
producir metano (Steinbusch et al., 2010; Harnisch et al., 2015). Ademas el H,
producido bioelectroquimicamente en el sistema puede ser aprovechado por otras
bacterias para la produccion de AGVs (Van Eerten-Jansen et al., 2013) por lo que
la formaciéon de H; en las celdas puede ser también un mecanismo que influyé en

el incremento de la concentracion final de AGVs.

Desde la seccién | se pensé que al no haber una diferencia en la digestibilidad
de la materia seca entre las celdas control y las celdas bioelectroquimicas,
probablemente el incremento en la produccién de los AGVs coincidia con una
disminucién en la produccion de gases, suficiente como para proveer de los
carbonos ocupados en el incremento de los AGVs. Sin embargo, a falta de
radioisétopos de carbono, es dificil concluir si unicamente la disminucion del CO»
es debida al incremento en la produccion de metano o incluso también contribuyo

a la produccion de AGVs.

Hammonds (2013) demostrd que la produccion de acetato de una comunidad
microbiana ruminal inoculada dentro de un sistema bioelectroquimico se produjo
directamente del consumo de CO, con la aplicacion de una corriente eléctrica,
fendmeno conocido como electrosintesis microbiana. Mediante la via metabdlica
de Wood-Ljungdahl que consiste en la reduccién de dos moléculas de CO; para

formar una de acetato (Drake, 1994).
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Lo que si es un hecho es que a pesar de no encontrar diferencia en la hidrolisis
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 vias metabdlicas propiamente fermentativas de los
microrganismos (reacciones de éxido-reduccién) y no a las reacciones de hidrdlisis

de los polisacaridos, indicando un mejor rendimiento de los carbohidratos.

Como se ha mencionado, el potencial eléctrico para modificar una fermentacion
depende del tipo de microorganismo utilizado por lo que es considerable que
algunas poblaciones sean mas sensibles al nivel de energia eléctrica aplicada que
otros, pudiendo modificar también la composicién de la microbiota. Evento que
puede ser comprobado mediante un analisis 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 bioelectroquimicas modifican la fermentacién in vitro de los
microorganismos ruminales hacia un incremento en la produccion de los tres
AGVs y no solo del propionato, conservando la relacién molar de los AGVs totales,
lo cual al final resulta ser favorable por el papel del acetato y butirato como fuentes
de energia para los rumiantes y en la sintesis de grasas de la leche. La mayor
produccion de AGVs se lleva a cabo en las primeras seis horas de fermentacién
aun con el incremento en la concentracion por efecto del potencial eléctrico. Sin
embargo, el uso de las celdas también incrementd la produccion de metano en

liquido 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 incremento
en mayor concentraciéon a los AGVs en el liquido ruminal dentro de las celdas
bioelectroquimicas fue de 0.75 V, de tal manera que el aumento en la produccion
no es proporcional al aumento en el potencial eléctrico aplicado a las celdas. El
rojo neutro (100 yuM) como mediador de electrones en el liquido ruminal no mejoré
la produccién de AGVs dentro de las celdas, sugiriendo que los microorganismos
ruminales aprovechan la corriente eléctrica sin mediadores exdgenos cumpliendo

asi un requisito indispensable para ser una electrofermentacion 6ptima.

La aplicacion de 0.75 V al liquido ruminal mediante celdas bioelectroquimicas
no tiene un efecto sobre la digestibilidad de la materia seca pero si incrementa el
consumo de azucares no reductores de los microorganismos ruminales de modo
que hay un mejor aprovechamiento de carbonos. Finalmente, se requiere mas
investigacion para comprender si el incremento en la produccion de AGVs en el
liguido ruminal dentro de las celdas bioelectroquimicas fue resultado de un
mecanismo de accion directo (electrones aceptados directamente del catodo),
indirecto (formacién de H,), mediante electrosintesis microbiana (conversién de

COy) o incluso una accion simultanea de los tres mecanismos.
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