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RESUMEN

Los sistemas bioelectrogquimicos son una herramienta biotecnoldgica Util para explorar y explotar la capaci-
dad de los microorganismos de mejorar el rendimiento de su fermentacion. Estos sistemas utilizan la energia eléc-
trica como una fuerza externa para redirigir las vias metabolicas microbianas hacia el aumento o disminucion de
los productos finales. En este ensayo se presentan los fundamentos de estos sistemas, su clasificacion y como
fueron evolucionando hasta llegar a conformarse como tal, en un rubro de tecnologias emergentes. El potencial de
aplicacion de estos sistemas es diverso, incluidas la generacion de energia, la biorremediacion y la produccién de
compuestos quimicos de valor agregado. Hacemos énfasis en la electrofermentacion, técnica enfocada en la pro-
duccién microbiana de compuestos quimicos organicos como alcoholes y acidos grasos de cadena corta, a través
de la aplicacion de energia eléctrica. EI propionato toma mayor relevancia en este ensayo, debido a su contribu-
cién en el metabolismo de los rumiantes como mayor precursor de glucosa hepatica. Los conocimientos actuales
sobre los sistemas bioelectroqui- micos para optimizar la fermentacion propionica se resumen. Ademas se presen-
ta una recopilacion sobre los trabajos de investigacién enfocados en la aplicacidn de estas nuevas tecnologias al
estudio de la fermentacion de los microorganismos ruminales. También analizamos los requerimientos de estos
sistemas para su aplicacion in vivo, y enfatizamos que el uso de estas metodologias en el area de la ecoldgica mi-
crobiana ruminal se sitGa en los primeros intentos, por lo cual es necesaria una mayor investigacion.

Palabras clave: Sistemas bioelectroquimicos, electrones, fermentacién ruminal, propionato, rumian-
tes, Propionibacterium.

INTRODUCCION

La fermentacion ruminal es la actividad metabdlica de los microorganismos presentes en el rumen, y a través
de ésta, el rumiante obtiene los nutrientes necesarios para el mantenimiento de sus funciones biolégicas. Los &ci-
dos grasos volatiles (AGV): acetato, propionato y butirato, son los mayores productos de fermentacién de los mi-
croorganismos ruminales y constituyen hasta 80 % de la energia aprovechable para el animal; el carbono restante
se elimina en forma de calor y de metano (Bergman y Wolff, 1971). Un enfoque exitoso para mejorar la produc-
cion de los rumiantes es promover un aumento en la disponibilidad energética para el animal, mediante el aumen-
to en la sintesis hepatica de glucosa. La gluconeogénesis es su principal via de suministro, porque los rumiantes
obtienen menos del 10 % de su requerimiento de glucosa directamente por absorcién en el intestino (Young,
1977).

Diversos productos de la digestion se constituyen en fuentes de carbono para la gluconeogénesis: el propiona-
to es cuantitativamente el mas importante, seguido por el lactato y los aminoacidos glucogénicos (Huntington et
al., 2006). La contribucion de AGV glucogénicos (propionato, isobutirato y valerato) a la formacién de glucosa
hepatica oscila entre 44 % hasta 78 %, y el propionato representa hasta 95 % de estos AGV (Larsen y Kristensen,
2013).

Metodologias diversas se desarrollaron para incrementar la concentracion de propionato en el rumen: propor-
cionar ionéforos como la monensina (Van Maanen et al., 1978), propilenglicol y glicerol (Cozzi et al., 1996), y en
la dieta agregar precursores del propionato como el acrilato y fumarato de sodio, que ademas disminuyen la pro-
duccion de metano in vitro (Newbold et al., 2005). Otros estudios documentaron que la defaunacién del rumen
también incrementa la produccion de propionato en él (Williams y Withers, 1991). Sin embargo, los ejemplos
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mencionados presentan desventajas, lo cual mantiene activo el desarrollo de metodologias para incrementar el
propionato ruminal.

Existen otras alternativas que se pueden desarrollar para modificar la fermentacion ruminal sin cambiar o al-
terar factores importantes, como la dieta, la composicion de la microbiota ruminal, y sin realizar modificaciones
genéticas; entre ellas se encuentran los sistemas bioelectroquimicos.

La fermentacion es basicamente un flujo de electrones que va de compuestos que se oxidan (donadores de
electrones) a compuestos que se reducen (aceptores de electrones) mediante moléculas transportadoras. Por lo
tanto es factible que este flujo se modifique por una fuente de poder externa y se alterarian los patrones de fermen-
tacion. Con este fin se desarrollaron técnicas conocidas como sistemas bioelectroquimicos.

El objetivo de esta investigacion fue describir el conocimiento actual sobre los sistemas bioelectroqui- micos
desarrollados para aumentar la produccion de propionato y su aplicacion en el estudio del metabolismo de los
microorganismos ruminales. Ademas, presentar las bases de los sistemas bioelectroquimicos para comprender
como funcionan y como se utilizan para modificar los patrones de fermentacion de diversos microorganismos.

SISTEMAS BIOELECTROQUIMICOS: FUNDAMENTOS Y CLASIFICACION

Los sistemas bioelectroquimicos (BES, por sus siglas en inglés) se basan en la capacidad de algunos microor-
ganismos para catalizar diferentes reacciones electroquimicas, especificamente, reacciones que involucren una
transferencia de electrones, como las de dxido-reduccion (Rabaey et al., 2007; Rozendal et al., 2008). En la litera-
tura también se denominan tecnologias electroquimicas microbianas (METS, por sus siglas en inglés) (Logan y
Rabaey, 2012). Segin su modo de operacién y de su aplicacion se clasifican en cuatro grandes categorias: celdas
de combustible microbianas (CCM) para la generacién de energia eléctrica, celdas de electrélisis microbiana
(CEM) que producen principalmente compuestos quimicos inorganicos como el hidrégeno, celdas de electrosinte-
sis microbiana (CESM) para la sintesis de compuestos quimicos organicos; y celdas de desalinizacién microbiana
(CDM) utilizadas para la desalinizacién del agua en combinacidn con otras funciones (Wang y Ren, 2013). Entre
todos los sistemas, las CCM son las mas estudias y son el modelo del cual parten las demas, conocidas como cel-
das microbianas CXM, donde la X representa diferentes aplicaciones (Harnisch y Schroder, 2010).

CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS (CCM)

Las CCM son dispositivos que utilizan a los microorganismos para oxidar la materia organica e inorganica y
generar energia eléctrica (Logan et al., 2006). Consisten, como todos los sistemas bioelectroquimicos, de dos elec-
trodos, un anodo y un catodo, que estan unidos por un cable externo formando un circuito eléctrico completo,
ademas los compartimientos o cdmaras que contienen a los electrodos estan separadas por una membrana permea-
ble solo a protones (Bond y Lovley, 2003).

En la cdmara 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 membra-
na de intercambio protonico, 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 los electrones llegan al catodo en condiciones aerobias, se combinan con los pro-
tones 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). Cuando el oxigeno u otras moléculas aceptoras, como
nitratos o sulfatos, estan presentes en la c&- mara catodica, la generacion de corriente eléctrica es producida, pero
si no estan presentes, la generacion no es espontanea. Los electrones que llegan al catodo reducen alguna molécu-
la para completar el proceso de éxido-reduccion (que comenzo en el anodo) y estimular la generacion de corriente
eléctrica (Pant et al., 2012). Los microorganismos que generan energia eléctrica son referidos como exoelectrogé-
nicos por su capacidad de transferir electrones fuera de la célula (Logan y Regan, 2006b).

Cuando en lugar de utilizar las celdas para producir electricidad, se hace el proceso reverso y se aplica al sis-
tema una corriente eléctrica desde una fuente externa, se desarrolla el segundo tipo de sistemas bioelectroguimi-
cos, conocido como celdas de electrolisis microbianas.

CELDAS DE ELECTROLISIS MICROBIANAS

Las CEM son un tipo de sistema bioelectroqui- mico al que se le proporciona energia eléctrica para lograr un
determinado proceso o la formacién de productos quimicos principalmente inorganicos como el hidrégeno, el
peroxido de hidrégeno, el hidroxido de sodio, y otros (Logan, 2008). Funcionan de manera parecida a una CCM,
ya que son modificacion de éstas, y fueron principalmente disefiadas para producir H, (Liu et al., 2005a).

El sistema consiste en utilizar los electrones que Ilegan al catodo, como ocurre en un CCM, pero con la fina-
lidad de combinarse con los protones para producir H, , por lo tanto, este sistema debe de estar en anaerobiosis
para que los electrones y protones no se combinen con el oxigeno. Esta reaccion no se produce espontaneamente,
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necesita de una cantidad de energia externa y la generada por las bacterias para llevar a cabo la reaccién (Logan y
Grot, 2006; Rozendal et al., 2006). Este proceso es conocido como electrohidrogénesis o electrolisis microbiana
(Cheng y Logan, 2007).

El voltaje o también denominado diferencia de potencial, es la presion o la 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 de un
potensiostato. Para la produccion de hidrdgeno, el voltaje generado por los microorganismos en el anodo no es
suficiente para dirigir la reaccion, por lo cual un voltaje externo debe aplicarse al sistema. Los calculos para de-
terminar el voltaje que se necesita se basan en la energia libre de Gibbs de la reaccion redox (Call y Logan, 2008;
Logan et al., 2008; Rozendal et al., 2008).

La materia organica biodegradable que se puede utilizar en estos sistemas es variable, desde moléculas sim-
ples como acetato, glucosa, almidon o celulosa, hasta mezclas complejas como las presentes en aguas residuales
de diferentes industrias (Pant et al., 2010).

Los sistemas bioelectroquimicos mas estudiados son las CCM y las CEM, y una caracteristica importante de
ellos es la ausencia de microorganismos en el catodo. No obstante, la definicion de Hamelers et al., (2010) de
sistemas bioelectroquimicos, especifica que son tecnologias emergentes que utilizan microorganismos en el anodo
para catalizar reacciones de oxidacion y en el catodo para reacciones de reduccion, es decir, puede haber microor-
ganismos al mismo tiempo en los dos electrodos. Cuando los microorganismos estan presentes en la camara
anodica, estos le transfieren electrones al &nodo; y cuando estan en la camara catodica, la transferencia ocurre en
direccion contraria, el catodo cede electrones a los microorganismos (Gregory et al., 2004). La finalidad de con-
sumir y aprovechar estos electrones, se enfoca en estimular y modificar el metabolismo microbiano (Thrash y
Coates, 2008). Este proceso da origen al tercer tipo de sistema bioelectroquimico.

CELDAS DE ELECTROSINTESIS MICROBIANA

Las CESM son un tipo de sistemas bioelectroquimicos basadas en la electrosintesis microbiana; término que
se acufié 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).

Después, el término de electrosintesis microbiana se usd también para referirse a la sintesis de compuestos
organicos desde sustratos diferentes del CO, , como la glucosa o el glicerol (Rabaey y Rozendal, 2010). Esta téc-
nica era ya conocida como electrofermentacion, y varios autores siguen usando este nombre como un término méas
adecuado para diferenciarla de la electrosintesis microbiana desde CO, (Kracke y Kromer, 2014; Rosenbaum y
Franks, 2014; Harnisch et al., 2015).

ELECTROFERMENTACION

Esta técnica tiene como finalidad manipular los patrones de una fermentacion mediante la aplicacién de co-
rriente 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 fermentacion. Si este flujo de electrones se altera por la accion moduladora de otro flujo de electrones
(en forma de corriente eléctrica), las vias metabdlicas existentes se redirigen, y ocasionan aumento o disminucion
de los productos de fermentacién. De tal manera que al cambiar el flujo de electrones también cambia el flujo de
carbonos (Logan y Rabaey, 2012).

La energia necesaria para acelerar o desviar una via fermentativa depende del sustrato y del producto en cues-
tion, y debe ser lo suficientemente baja para no provocar la muerte celular, pero lo suficientemente alta para esti-
mular cambios en el metabolismo microbiano. Algunos microorganismos tienen la capacidad de aceptar electro-
nes, 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 biorremediacién (Rosenbaum et al., 2011).

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 es una manera efectiva de incrementar el rendimiento de los productos de la fermentacion (Kim y Kim,
1988; Park y Zeikus, 1999). Otra manera en que la corriente eléctrica puede contribuir al cambio en las vias meta-
bélicas es mediante la formacion de H, , como ocurre en las celdas de electrolisis microbianas. EI H, es donador
de electrones en la fermentacion, no hay interaccién directa entre el electrodo y los microorganismos (Steinbusch
et al., 2010; Harnisch et al., 2015). La acumulacién de este producto aumenta la presion parcial de hidrégeno en
un cultivo bacteriano en fermentacion; en consecuencia habra un cambio en el balance de electrones, y por lo
tanto del metabolismo microbiano (Yerushalmi et al., 1985).
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MECANISMOS DE TRANSFERENCIA DE ELECTRONES

Los mecanismos por los cuales los microorganismos transfieren o reciben los electrones hacia o desde un

electrodo son:

¢ Transferencia de electrones directa: mediante el contacto directo de los microorganismos con la superficie
de un electrodo. Las bacterias presentan en su membrana celular o en la matriz extracelular diversidad de pro-
teinas redox activas como los citocromos ¢ o complejos enzimaticos asociados a membrana (Lovley, 2012). El
mecanismo también incluye la transferencia de electrones mediante pilis conductivos o nanocables; estas es-
tructuras tienen una forma de pelo muy delgado, los microorganismos los forman en respuesta a la transferen-
cia 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 orgénicas e inorganicas, que los microor-
ganismos pueden secretar al medio o liberar en la degradacion de materiales bioldgicos. Estas moléculas son
reducidas u oxidadas fuera de la membrana celular para posteriormente donar o aceptar los electrones hacia o
desde un electrodo. Se conocen como mediadores redox endégenos y los més estudiados son las piocianinas y
los acidos himicos (Rabaey et al., 2007). Este mecanismo también funciona con moléculas redox artificiales
que son agregadas al medio. Estas moléculas son mediadores redox exdgenos y los mas utilizados son el rojo
neutro, el metil violdgeno y el acido antraquinona-2,6-disulfonico. A pesar de sus ventajas, los mediadores ar-
tificiales pueden ser toxicos para los microorganismos y son un costo adicional de operacion (Huang y Ange-
lidaki, 2008).

MANIPULACION DEL METABOLISMO MICROBIANO MEDIANTE ELECTROFERMENTACION

Los sistemas bioelectroquimicos se han aplicado para incrementar la sintesis de una variedad de productos de
fermentacidn. El primer estudio fue realizado por Hongo e lwahara (1979a). Estos autores desarrollaron un méto-
do al que denominaron fermentacion electro-energizante (EEF, por sus siglas en inglés), conocido ahora como
electrofermentacién. Esta metodologia consiste en aplicar una corriente eléctrica directa de 1.5 V a un cultivo de
Brevibacterium flavum, a través de un electrodo de platino, con el fin de acelerar su metabolismo reductor. En la
fermentacion electro-energizante, asi como en el testigo, se utiliz glucosa como sustrato y rojo neutro como me-
diador redox. El resultado fue la produccién de acido L-glutdmico (51 mg mL™ ), con un incremento de 15 % en
el rendimiento, en comparacion con la fermentacion testigo (44.3 mg mL™). Los autores sugirieron que el incre-
mento en la produccion parecia estimularse por la accién reductora del catodo, mediante la transferencia de elec-
trones hacia los microorganismos (Hongo e lwahara, 1979b).

Kimy Kim (1988) también utilizaron el método electro energizante para manipular la fermentacion de la bac-
teria Clostridium acetobutylicum e incrementar la produccion de butanol a partir de glucosa. Ellos inocularon los
microorganismos en el catodo, aplicaron -2.5 V y metil violdgeno al cultivo como mediador redox. Ellos no ob-
servaron diferencia en el consumo de sustrato y crecimiento celular con el testigo. Sin embargo, la produccion de
butanol se aumentd 26 % (93.7 mmol) respecto al testigo (74.6 mmol). Simultdneamente hubo una disminucién de
25 % en la produccidn de acetona (37.8 mmol en el testigo y 28.4 mmol en el sistema bioelectroquimico).

Park y Zeikus (1999) mostraron que el poder reductor de una corriente eléctrica puede utilizarse para manipu-
lar la fermentacion de Actinobacillus succinogenes, con glucosa como sustrato y rojo neutro como mediador re-
dox. En la cAmara catddica inocularon los microorganismos con un voltaje de 2 V a través de electrodos de tela de
grafito; observaron que el poder reductor increment6 el consumo de glucosa, el crecimiento celular, 20 % la pro-
duccion de succinato y disminuyé la produccion de acetato (50 % comparado con los controles). Los autores mos-
traron que el mediador redox rojo neutro se une a la enzima fumarato reductasa y transfiere los electrones del
electrodo a la célula, y asi la enzima reduce el fumarato a succinato.

La produccion de etanol por Clostridium thermocellum y Saccharomyces cerevisiae también fue manipulada
mediante un sistema bioelectroquimico con rojo neutro y como sustrato celulosa y glucosa, respectivamente (Shin
et al., 2002). En ese estudio el etanol increment6 61 % con C. thermocellum. El cultivo testigo present6 1.04 g L°
'y la fermentacion con -1.5 V gener6 1.68 g L™ . El incremento con S. cerevisiae fue menor, pero también fue
significativo, de 46.7 g L™ a 52.5 g L™ de etanol, equivalente a 12 %. Por el contrario, disminuy6 la produccion de
acetato con ambos microorganismos en comparacion con los controles (Shin et al., 2002).

El cambio en la produccién de lactato con Corynebacterium glutamicum, se realiz6 en un reactor bioelectro-
quimico, con un céatodo regulado a -0.6 V y antraquinona-2, 6-disulfonato como mediador redox. La concentra-
cion de lactato incrementd de 1.10 mol de producto por mol de glucosa a 1.62 mol de producto por mol de glucosa
(Sasaki et al., 2014). Otro grupo de investigacion, logré modificar la fermentacion de Clostridium pasteurianum
mediante una diferencia de potencial de 0.045 V, pero sin adicionar mediadores redox al medio de cultivo. La
produccion de butanol se increment6 a 13.5 mmol en comparacion a 5.4 mmol con la fermentacion sin electrici-
dad (Choi et al., 2014).
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Harrington et al. (2015) observaron el efecto de la corriente eléctrica en la bacteria Klebsiella pneumoniae.
Ellos reportaron un incremento de 93 % en la produccién de etanol, simultanea a la de lactato de 76 %, con rojo
neutro como mediador redox y -0.65 V a través del sistema. La concentracion de etanol en el testigo fue 9.61
mmol y de lactato 2.66 mmol; en contraste con la concentracién en la electrofermentacion que fue 22.34 mmol de
etanol y 5.64 mmol de lactato. En teoria, se espera que cualquier metabolismo fermentativo pueda ser manipulado
mediante un suministro electroquimico de equivalentes reducidos, que cambien la relacion molar NAD/NADH, ya
sea en presencia 0 en ausencia de un mediador redox exégeno (Peguin et al., 1994).

METODOS BIOELECTROQUIMICOS PARA INCREMENTAR LA PRODUCCION DE PROPIONATO

Las bacterias anaerobias del género Propionibacterium son las productoras principales de propionato a partir
de la fermentacion de glucosa o lactato, como metabolitos secundarios también generan acetato y CO, en una
relacién molar de 2:1:1. Pero la concentracidn de los productos finales puede variar por diversos factores del cul-
tivo, la cepa bacteriana y el sustrato (Piveteau, 1999).

El estudio de la manipulacion de los productos de fermentacion por bacterias propionogénicas es de gran inte-
rés en la industria de productos lacteos, ya que la cantidad de los metabolitos de estas bacterias afectan el sabor
del queso Suizo (Hettinga y Reinbold, 1972). También en la produccion animal es de gran importancia, porque el
propionato es el precursor gluconeogénico cuantitativo mas importante en el metabolismo de los rumiantes (Hun-
tington et al., 2006).

El primer estudio para incrementar la concentracién de propionato en un medio de cultivo bacteriano se reali-
z6 administrando hidrogeno, para aumentar la presion parcial del medio de crecimiento de Propionispira arboris.
Esta bacteria es Gram-negativa, fijadora de nitrogeno y libera propionato, acetato y CO, como productos de fer-
mentacion de glucosa. Dos atmosferas de hidrogeno en el medio cambiaron drasticamente la relacion molar pro-
pionato: 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 el testigo produjo 11.2 mmol de propionato y 5.8 mmol de
acetato. El exceso de hidrégeno altero el flujo de carbono y electrones previniendo que el piruvato se transformara
en acetato y CO, (Thompson et al., 1984).

El primer sistema bioelectroquimico como tal, para incrementar la concentracion de propionato en un cultivo
bacteriano fue realizado por Emde y Schink (1990). Ellos evaluaron un sistema de electrodos para cambiar los
patrones de fermentacion de Propionibacterium freudenreichii, con glucosa como sustrato en un sistema ampero-
métrico de tres electrodos: un electrodo de trabajo conectado a un potensiostato que aplica una diferencia de po-
tencial, 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 con las bacterias: acido antraquinona-
2,6-disulfénico (AQ), sepulcrato de cobalto (CoS), bencil violégeno y metil violégeno, con potencial anddico 40
mV mas negativo que el potencial redox estdndar de cada mediador.

Durante los primeros ensayos Emde y Sckink (1990) observaron que el bencil violdgeno y el metil viol6geno
inhibieron el crecimiento de las bacterias y no se registro transferencia de electrones, ni produccion de propionato,
debido probablemente, a la despolarizacion de la membrana celular, ocasionada por estos compuestos no polares.
En cambio, con AQ y CoS se observo que grandes cantidades de electrones eran transferidas, con el incremento
en la produccién de propionato. En presencia del AQ 90 % del total de productos formados correspondian al pro-
pionato con una concentracion de 475 uM y 53 uM de acetato; en cambio con CoS se obtuvieron 624 uM de pro-
pionato y 17 uM de acetato, estas cantidades indicaron que el propionato representaba 97.3 % de los productos
finales.

Schuppert et al. (1992) continuaron los estudios de Emde y Schink (1990), se centraron en el incremento en la
produccién de propionato durante la fermentacién de un medio con suero de leche y Propionibacterium acidipro-
pionici. Basados en los hallazgos previos utilizaron como mediador redox al CoS y un electrodo de platino regu-
lado a un potencial de -0.47 V. Con aplicacion de un potencial eléctrico y en cultivo en modo de lote, la lactosa
del suero de leche fue fermentada para producir 70 mmol de propionato, sin produccion de acetato. Esto represen-
ta la obtencion de 100 % de propionato en el medio de cultivo, comparado con el testigo en el que se produje-
ron 49 mmol de propionato y 23 mmol 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 gue el mediador redox podria no ser necesario, con lo que se reducen los costos del proceso de escalamien-
to en modo continuo.

Wang et al. (2008) evaluaron si Propionibacterium freudenreichii ET-3 podria utilizar, como mediador re-
dox, un estimulador de crecimiento de bifidobacterias que secretan al medio de cultivo (&cido 1,4-dihidroxi-2-
naftoico). Esta molécula tiene actividad redox para regenerar las moléculas de NAD. Su objetivo fue desarrollar
un sistema bioelectroquimico aplicando un potencial de 0.4 V y sin la necesidad de afiadir un mediador redox para
observar el efecto sobre la produccién de propionato en la fermentacion de glucosa. El resultado mas importante
fue un cambio en la relacién molar acetato:propionato de 2:3 (11.5 mmol de acetato y 17.7 mmol de propionato) a
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1:1 (13.6 mmol de acetato y 13.7 mmol de propionato). Estos resultados mostraron la disminucién en la produc-
cién de propionato, probablemente ocasionada por la disminucion 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 el propionato.

METODOS BIOELECTROQUIMICOS PARA ESTUDIAR LA FERMENTACION RUMINAL

El primer estudio sobre los procesos bioelectroquimicos en la fermentacién ruminal se enfoc6 en la posibili-
dad de generar electricidad en CCM con microorganismos ruminales como biocatalizadores. Rismani-Yazdi et al.
(2007) reportaron el uso de comunidades microbianas ruminales para la conversion de celulosa en energia eléctri-
ca, mediante sistemas bioelectroquimicos de dos cdmaras con electrodos de grafito, utilizaron un medio mineral
suplementado con liquido ruminal clarificado para estimular el ha- bitat ruminal y proveer a los microorganismos
factores de crecimiento, se inoculé con microorganismos ruminales en un ambiente anaerobio y se mantuvieron
las celdas en condiciones dptimas para el rumen. Los investigadores mostraron que efectivamente la microbiota
ruminal podia utilizarse como biocatalizadora para generar electricidad a partir de celulosa, ya que podia transferir
electrones hacia un electrodo producian una corriente eléctrica constante sin adicionar un mediador redox por 60
dias al menos. Después, interesados en conocer la composicién de la microbiota presente en las celdas, realizaron
un analisis filogenético de los microorganismos mediante la amplificacién del gen 16s del ARN ribosomal. Entre
los principales géneros identificados es-
tan Firmicutes, Clostridium, Sedimentibacter, Desulfotomaculum y Ruminococcus, bacterias que hidrolizan bio-
masa lignocelulésica via un sistema complejo de celulasas conocido como celulosoma. Los investigadores sugie-
ren gue ese sistema puede generar electricidad a partir de una diversidad de sustratos ricos en residuos celulésicos
(Rismani-Yazdi et al., 2007).

Las CCM pueden utilizarse también como una herramienta para estudiar a los microorganismos ruminales y
sus funciones fisiolégicas. Uno de los aspectos mas importantes es como manipular la relacion entre el metano y
los AGV. La produccion del metano representa hasta 12 % de pérdida de energia en el rumiante, con un impacto
directo en la eficiencia de fermentacion, ademas de que es un gas con efecto invernadero y el ganado contribuye
con 44 % de las emisiones antropogénicas de metano (PinosRodriguez et al., 2012; Gerber et al., 2013). Dentro de
la microbiota ruminal se encuentran las archeas metanogénicas, productoras de metano a partir de H, y CO,, la
funcion de estos microorganismos es muy importante para que la fermentacion ruminal se lleve a cabo adecuada-
mente, debido a que si hay una acumulacion de H, en el rumen, la presion parcial aumenta, se inhibe la funcién de
las proteinas involucradas en el transporte de electrones, disminuyen la digestibilidad de los alimentos y desequi-
libra la actividad fermentativa (Wolin et al., 1997). Por esto la produccién de metano es necesaria a pesar de las
desventajas que representa su emision.

Las CCM pueden actuar positivamente como alternativa para la utilizacion del hidrégeno producido en el ru-
men, utilizandolo como donador de electrones para las comunidades microbianas electrogénicas, y favoreciendo
las condiciones para incrementar la produccién de propionato y acetato; también compite con las archeas metano-
génicas por el uso del hidrogeno (Bretschger et al., 2009). Ishii et al. (2008) mostraron que dentro de una CCM se
inhibia la metanogénesis, de 0.128 mmol d™* de metano en una fermentacion testigo a 0.009 mmol d™ de metano
dentro de las celdas durante las primeras 30 h; ademas, aumentaba temporalmente la concentracion de acetato y
propionato en muestras de suelo que originalmente producian altas concentraciones de metano.

Wang et al. (2012) estudiaron el efecto de la degradacién de paja como sustrato para los microorganismos
ruminales sobre la produccion de AGVs y la generacion de electricidad. Para estos experimentos las CCM tam-
bién consistieron en celdas de dos ca- maras y los electrodos utilizados fueron placas de grafito. Ellos observaron
que la concentracion total de AGVs increment6 rdpidamente después de la inoculacién con microorganismos ru-
minales, pero a partir de obtener cierta concentracion alta empezé a disminuir; los autores explicaron que los mi-
croorganismos a partir de cierta concentracion utilizaron los AGV, los oxidaron y continuaron generando electri-
cidad a falta de otro sustrato disponible.

Nuestro grupo actualmente esta desarrollando un sistema bioelectroquimico para evaluar los cambios en la
fermentacion de los microorganismos ruminales in vitro con una corriente de energia eléctrica directa. Hemos
observado modificaciones en los patrones de fermentacion hacia el incremento en la produccion de los acidos
grasos volatiles: acetato, propionato y butirato (resultados no publicados). Nuestro grupo también esta investigan-
do como incrementar el &cido propiénico ruminal a expensas de la disminucion en el &cido acético. Pero, hemos
encontrado que el efecto de la energia eléctrica se ejerce sobre la produccién de los tres AGV y no solo en el pro-
pionato como se esperaba al inicio. También hemos probado el efecto de un mediador redox en la fermentacién
ruminal, y niveles variados de diferencias de potencial, con lo que determinamos que nuestro sistema no requirio
mediadores externos. Nuestros datos muestran evidencia de que es posible incrementar la produccién de los AGV
in vitro, y el sistema podria modificarse para realizarlo in vivo con mas investigacion y tecnologia (Aguilar-Glez
et al. Resultados no publicados).
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APLICACION DE SISTEMAS BIOELECTROQUIMICOS IN VIVO

La brecha entre los estudios in vitro y los estudios in vivo representa uno de los mayores retos en la investi-
gacion cientifica. Los sistemas bioelectroquimicos deben optimizarse en su disefio para administrarlos a los ani-
males via oral, con la finalidad de que alcancen el rumen y se mantengan ahi sin pasar a otros 6rganos del sistema
digestivo. Los factores a considerar son:
¢ Disefio de la celda: miniaturizacion de los dispositivos actuales y configuracion adecuada. Uno de los requisi-

tos que consideramos importante es que la configuracion de la celda sea de forma tubular, con el fin de admi-

nistrarla via oral con ayuda de un embolo, como se administran varios productos al ganado bovino. Los distin-
tos tipos de sistemas bioelectroquimicos tienen configuraciones diversas: rectangulares, en forma de H, tubu-
lares, en forma de U, o miniaturizadas para sitos poco accesibles (Du et al., 2007). El desarrollo de variantes
es posible en dependencia de las necesidades de cada aplicacion, pero es importante mantener el desempefio;
para esto se deben considerar factores como: tipo de microorganismo, sustrato, agitacion, pH, temperatura, los
electrodos, la distancia entre ellos, la composicion de los medios, el tipo de membrana, la resistencia interna
de la celda, los mediadores redox, entre otros (Liu et al., 2005b).

¢ Fuente de energia: en los ensayos in vitro, las celdas estan conectadas a un equipo que administra corriente
directa, el cual a su vez, requiere de estar siempre conectado a una terminal de energia eléctrica, pero para la
aplicacion de las celdas in vivo, es necesario y determinante el reemplazo de esta fuente de poder por un bate-
ria como pueden ser las baterias de litio.

Los nuevos retos en el area consisten en crear sistemas efectivos que permitan a los microorganismos desem-
pefiarse como biocatalizadores dptimos y lograr que produzcan compuestos de interés en concentraciones signifi-
cativas, ademas de comprender a fondo como es que utilizan el poder reductor administrado por la energia eléctri-
ca para modificar sus vias metabodlicas y cdmo interacttan con las superficies de los electrodos.

CONCLUSIONES

La importancia del propionato como el precursor gluconeogénico mayor en rumiantes demanda el estudio de
técnicas nuevas para aumentar su disponibilidad en el rumen. Los sistemas bioelectroquimicos representan para
los autores de este ensayo una posibilidad de optimizar la fermentacion de las bacterias propionogénicas rumina-
les, para obtener rendimiento mayor del producto. La electrofermentacion es una opcidn para modificar los patro-
nes de fermentacién, asi como la composicion de los productos finales. El incremento en el conocimiento sobre
este tema estd creciendo rpidamente, cada vez son mas los estudios del efecto de la energia eléctrica sobre el
metabolismo de diversos microorganismos. Sin embargo, el entendimiento de la interaccion de los sistemas bio-
electroguimicos con los microorganismos ruminales hasta ahora es limitado y es necesario hacer mas investiga-
ciones al respecto. La posibilidad de incrementar la produccién de propionato en el rumen, mediante sistemas
bioelectroquimicos es factible, lo que motiva a continuar estudiandolos y responder preguntas como ¢qué tipo de
bacterias ruminales se verian afectadas? ,qué mecanismos de transferencia de electrones utilizan? ;cuéal sera el
efecto de estos sistemas sobre la simbiosis con el animal? entre otras. El reto reside en afrontar los obstaculos
tecnolgicos presentes, para en un futuro mejorar la produccion de rumiantes con el uso de éstas tecnologias.
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