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RESUMEN

Los sistemas bioelectroquimicos son una herramienta bio-
tecnolégica til para explorar y explotar la capacidad de los
microorganismos de mejorar el rendimiento de su fermen-
tacién. Estos sistemas utilizan la energia eléctrica como una
fuerza externa para redirigir las vias metabélicas microbianas
hacia el aumento o disminucién de los productos finales. En
este ensayo se presentan los fundamentos de estos sistemas, su
clasificacién y como fueron evolucionando hasta llegar a con-
formarse como tal, en un rubro de tecnologias emergentes. El
potencial de aplicacién de estos sistemas es diverso, incluidas
la generacién de energia, la biorremediacién y la produccién
de compuestos quimicos de valor agregado. Hacemos énfasis
en la electrofermentacién, técnica enfocada en la produccién
microbiana de compuestos quimicos orgdnicos como alcoho-
les y 4cidos grasos de cadena corta, a través de la aplicacién
de energia eléctrica. El propionato toma mayor relevancia en
este ensayo, debido a su contribucién en el metabolismo de
los rumiantes como mayor precursor de glucosa hepitica.
Los conocimientos actuales sobre los sistemas bioelectroqui-
micos para optimizar la fermentacién propiénica se resumen.
Ademds se presenta una recopilacién sobre los trabajos de in-
vestigacién enfocados en la aplicacién de estas nuevas tecno-
logias al estudio de la fermentacién de los microorganismos
ruminales. También analizamos los requerimientos de estos
sistemas para su aplicacién in vivo, y enfatizamos que el uso
de estas metodologias en el 4rea de la ecolégica microbiana
ruminal se sitiia en los primeros intentos, por lo cual es nece-

saria una mayor investigacién.
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ABSTRACT

Bioelectrochemical ~systems are biotechnology tools
useful in the exploration and exploitation of the ability of
microorganisms to improve their fermentation yield. These
systems use electricity as an external energy source to redirect
microbial metabolic pathways toward increasing or decreasing
end products. This essay presents the fundaments of these
systems, their classification and how they evolved to become
what they are in the field of emerging technologies. The
potential application of these systems is diverse: generation
of electric energy, bioremediation and production of value-
added compounds, among others. Here, we emphasize
electrofermentation, which is a technique focusing on the
microbial production of organic chemical compounds, such
as alcohols and short-chain fatty acids, by applying electric
energy. Because of its contribution to ruminant metabolism
as the major precursors of hepatic glucose, propionate takes
on particular relevance in this essay. Current knowledge
on bioelectrochemical systems in optimizing propionic
fermentation is summarized. Moreover, we review work
focused on application of these new technologies in the
study of fermentation of ruminal microorganisms. Besides,
we analyze the requirements of these systems for in vitro
application and we point out that use of these methodologies
in the area of ruminal microbial ecology is among the first

attempts, and therefore, more research is needed.
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INTRODUCCION

a fermentacién ruminal es la actividad meta-

bélica de los microorganismos presentes en el

rumen, y a través de ésta, el rumiante obtiene
los nutrientes necesarios para el mantenimiento de
sus funciones bioldgicas. Los dcidos grasos voldtiles
(AGV): acetato, propionato y butirato, son los mayo-
res productos de fermentacién de los microorganis-
mos ruminales y constituyen hasta 80 % de la ener-
gia 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
produccién de los rumiantes es promover un aumen-
to en la disponibilidad energética para el animal, me-
diante el aumento en la sintesis hepdtica de glucosa.
La gluconeogénesis es su principal via de suministro,
porque los rumiantes obtienen menos del 10 % de
su requerimiento de glucosa directamente por absor-
cién en el intestino (Young, 1977).

Diversos productos de la digestién se constituyen
en fuentes de carbono para la gluconeogénesis: el
propionato es cuantitativamente el mds importante,
seguido por el lactato y los aminodcidos glucogénicos
(Huntington ez al., 2006). La contribucién de AGV
glucogénicos (propionato, isobutirato y valerato) a
la formacién de glucosa hepdtica oscila entre 44 %
hasta 78 %, y el propionato representa hasta 95 % de
estos AGV (Larsen y Kristensen, 2013).

Metodologias diversas se desarrollaron para in-
crementar la concentracién de propionato en el ru-
men: proporcionar ionéforos como la monensina
(Van Maanen ez 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 ademds disminuyen la produccién de metano
in vitro (Newbold et al., 2005). Otros estudios do-
cumentaron que la defaunacién del rumen también
incrementa la produccién de propionato en él (Wi-
lliams y Withers, 1991). Sin embargo, los ejemplos
mencionados presentan desventajas, lo cual mantiene
activo el desarrollo de metodologfas para incrementar
el propionato ruminal.

Existen otras alternativas que se pueden desarro-
llar para modificar la fermentacién ruminal sin cam-
biar o alterar factores importantes, como la dieta, la
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INTRODUCTION

uminal fermentation is the metabolic activity

of the microorganisms present in the rumen.

t is through this activity that ruminant
animals obtain the nutrients necessary to maintain
their biological functions. Volatile fatty acids (VFAs),
acetate, propionate and butyrate, are the major
fermentation products of ruminal microorganisms
and constitute up to 80 % of the energy usable
by the animal; the remaining carbon is eliminated
in the form of heat and methane (Bergman and
Wolft, 1971). An approach successful for improving
ruminant production is promoting an increase in
energy available to the animal by increasing hepatic
synthesis of glucose. Gluconeogenesis is its main
supply route since ruminants obtain less than 10 %
of their glucose requirements directly by absorption
in the intestine (Young, 1977).

Diverse products of digestion are sources of carbon
for gluconeogenesis; propionate is quantitatively
the most important, followed by lactate and the
glucogenic amino acids (Huntington ez al., 2006).
The contribution of glucogenic VFAs (propionate,
isobutyrate and valerate) to the formation of hepatic
glucose ranges between 44 % and 78 %, and
propionate accounts for up to 95 % of these VFAs
(Larsen and Kristensen, 2013).

Several methodologies were developed to increase
propionate concentration in the rumen: to provide
ionophores such as monensin (Van Maanen ez 4/,
1978), propylene glycol and glycerol (Cozzi ez al.,
1996), and diet supplementation with propionate
precursors such as acrylate and sodium fumarate,
which also decreases production of methane 7z vitro
(Newbold et al., 2005). Other studies documented
that defaunation also increases propionate production
in the rumen (Williams and Withers, 1991).
However, these examples have disadvantages and
development of methodologies to increase ruminal
propionate remains active.

Other alternatives can be developed to modify
ruminal fermentation without changing or altering
important factors, such as diet, composition of
ruminal microbiota, or causing genetic modifications,
among which are bioelectrochemical systems.

Fermentation is basically a flow of electrons that
travel from oxidizing compounds (electron donors) to
reducing compounds (electron acceptors) by means
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composicién de la microbiota ruminal, y sin realizar
modificaciones genéticas; entre ellas se encuentran
los sistemas bioelectroquimicos.

La fermentacién es basicamente un flujo de elec-
trones que va de compuestos que se oxidan (dona-
dores de electrones) a compuestos que se reducen
(aceptores de electrones) mediante moléculas trans-
portadoras. Por lo tanto es factible que este flujo se
modifique por una fuente de poder externa y se al-
terarfan los patrones de fermentacién. Con este fin
se desarrollaron técnicas conocidas como sistemas
bioelectroquimicos.

El objetivo de esta investigacién fue describir el
conocimiento actual sobre los sistemas bioelectroqui-
micos desarrollados para aumentar la produccién de
propionato y su aplicacién en el estudio del meta-
bolismo de los microorganismos ruminales. Ademds,
presentar las bases de los sistemas bioelectroquimicos
para comprender como funcionan y como se utilizan
para modificar los patrones de fermentacién de diver-
$0S microorganismos.

Sistemas bioelectroquimicos:
fundamentos y clasificacién

Los sistemas bioelectroquimicos (BES, por sus si-
glas en inglés) se basan en la capacidad de algunos
microorganismos para catalizar diferentes reacciones
electroquimicas, especificamente, reacciones que in-
volucren una transferencia de electrones, como las
de 6xido-reduccién (Rabaey er al., 2007; Rozendal
et al., 2008). En la literatura también se denominan
tecnologias electroquimicas microbianas (METs, por
sus siglas en inglés) (Logan y Rabaey, 2012). Segtin
su modo de operacién y de su aplicacién 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 quimi-
cos inorgdnicos como el hidrégeno, celdas de elec-
trosintesis microbiana (CESM) para la sintesis de
compuestos quimicos orgdnicos; y celdas de desalini-
zacién microbiana (CDM) utilizadas para la desalini-
zacién del agua en combinacién con otras funciones
(Wang y Ren, 2013). Entre todos los sistemas, las
CCM son las mds estudias y son el modelo del cual
parten las demds, conocidas como celdas microbianas
CXM, donde la X representa diferentes aplicaciones
(Harnisch y Schroder, 2010).

of transporting molecules. Therefore, it is feasible to
modify this flow with an external source of power,
altering fermentation patterns. Techniques known as
bioelectrochemical system have been developed with
this objective in mind.

The objective of this research was to describe
current knowledge on bioelectrochemical systems
that developed to increase propionate production
and their application in the study of ruminal
microbial metabolism. We also present the bases of
bioelectrochemical systems to enable understanding
of how they function and how they are used to modify
fermentation patterns of diverse microorganisms.

Bioelectrochemical systems:
fundaments and classification

Bioelectrochemical systems (BES) are based on the
ability of some microorganisms to catalyze different
electrochemical reactions, specifically, reactions that
involve electron transfer, such as redox (Rabaey ez
al., 2007; Rozendal ez al, 2008). In the literature,
they are also called microbial electrochemical
technologies (METs) (Logan and Rabaey, 2012).
Depending on their mode of operation and their
application, they are classified into four large groups:
microbial fuel cells (MFC) for generating electricity,
microbial electrolysis cells (MEC) to produce mainly
inorganic compounds, such as hydrogen, microbial
electrosynthesis cells (MES) to synthesize organic
chemical compounds, and microbial desalinization
cells (MDC) to desalinize water in combination
with other functions (Wang and Red, 2013). Among
these systems, MFC are the most studied and are the
model for all others (microbial X cells, MXC), the
X representing different applications (Harnisch and
Schroder, 2010).

Microbial fuel cells

Microbial fuel cells (MFC) are devices that use
microorganisms to oxidize organic and inorganic
matter to generate electric energy (Logan ezal., 2000).
Like all bioelectrochemical systems, they consist of
two electrodes, an anode and a cathode, which are
joined by an external wire to complete an electric
circuit. Moreover, the compartments, or chambers,
containing the electrodes are separated by a proton
exchange membrane (Bond and Lovley, 2003).
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Celdas de combustible microbianas (CCM)

Las CCM son dispositivos que utilizan a los
microorganismos para oxidar la materia orgdnica e
inorgdnica y generar energia eléctrica (Logan ez al.,
2006). Consisten, como todos los sistemas bioelec-
troquimicos, de dos electrodos, un dnodo y un cdto-
do, que estdn unidos por un cable externo formando
un circuito eléctrico completo, ademds los compar-
timientos o cdmaras que contienen a los electrodos
estan separadas por una membrana permeable solo a
protones (Bond y Lovley, 2003).

En la cdmara anédica los microorganismos crecen
y oxidan el sustrato disponible en condiciones anaero-
bias, liberan electrones, protones y CO, al medio. Los
protones se dirigen a la cdmara catddica atravesando
la membrana de intercambio protdnico, y al mismo
tiempo los electrones son dirigidos al dnodo, 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 4nodo viajan al
cdtodo a través del cable externo que conecta a los
electrodos, cuando los electrones llegan al citodo 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). Cuando el oxigeno u otras moléculas acepto-
ras, como nitratos o sulfatos, estdn presentes en la cd-
mara catddica, la generacién de corriente eléctrica es
producida, pero si no estdn presentes, la generacién
no es espontdnea. Los electrones que llegan al cdtodo
reducen alguna molécula para completar el proceso
de éxido-reduccién (que comenzé en el dnodo) y es-
timular la generacién de corriente eléctrica (Pant ez
al., 2012). Los microorganismos que generan energia
eléctrica son referidos como exoelectrogénicos por su
capacidad de transferir electrones fuera de la célula
(Logan y Regan, 2006b).

Cuando en lugar de utilizar las celdas para produ-
cir electricidad, se hace el proceso reverso y se aplica
al sistema una corriente eléctrica desde una fuente
externa, se desarrolla el segundo tipo de sistemas bio-
electroquimicos, conocido como celdas de electrdlisis
microbianas.

Celdas de electrélisis microbianas
Las CEM son un tipo de sistema bioelectroqui-

mico al que se le proporciona energia eléctrica
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In the anode chamber, the microorganisms grow
and oxidize the substrate available under anaerobic
conditions; they release electrons, protons and CO,
into the medium. The protons move into the cathode
chamber passing through the proton exchange
membrane and, at the same time, the electrons are
pumped to the anode because some microorganisms
are able to transfer electrons outside the cell (known
as extracellular electron transfer, EET) (Rabaey,
2010). Once in the anode, they travel to the cathode
through the external wire that connects the electrodes.
When the electrons arrive at the cathode under
aerobic conditions, they combine with the protons to
reduce oxygen molecules to form water. This creates
an electron flow (electric current) (Rabaey and
Verstraete, 2005; Logan and Regan, 2006a; Lovley,
20006). When oxygen or other receptor molecules,
such as nitrates or sulfates, are present in the cathode
chamber, an electric current is produced, but if they
are not present, generation is not spontaneous. The
electrons that reach the cathode reduce a molecule to
complete the redox process (that begins in the anode)
and to stimulate generation of an electric current
(Pant ez al., 2012). The microorganisms that generate
electric energy are referred to as exoelectrogenic
because of their capacity to transfer electrons out of
the cell (Logan and Regan, 2006b).

When, instead of using cells to produce electricity,
the process is reversed and an electric current from
an external source is applied, the second type of
bioelectrochemical systems develops; these are
known as microbial electrolysis cells.

Microbial electrolysis cells

Microbial electrolysis cells (MEC) are a type of
bioelectrochemical system to which electric energy
is provided to achieve a given process or formation
of chemical products, mainly inorganic, such as
hydrogen, hydrogen peroxide and sodium hydroxide,
among others (Logan, 2008). They function like
MEFC since MEC are modified MFC and were
designed primarily to produce H, (Liu ez 4L, 2005a).

The system consists of using the electrons that
arrive at the cathode, as occurs in an MFC, but the
aim is to combine them with the protons to produce
H.. Therefore, the system must be under anaerobic
conditions so that the electrons and protons do
not combine with oxygen. This reaction is not
spontaneous; it needs some external energy as well
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para lograr un determinado proceso o la formacién
de productos quimicos principalmente inorgdnicos
como el hidrégeno, el peréxido de hidrégeno, el hi-
dréxido de sodio, y otros (Logan, 2008). Funcionan
de manera parecida a una CCM, ya que son modi-
ficacién de éstas, y fueron principalmente disenadas
para producir H, (Liu ezal., 2005a).

El sistema consiste en utilizar los electrones que
llegan al cdtodo, como ocurre en un CCM, pero con
la finalidad de combinarse con los protones para pro-
ducir H,, por lo tanto, este sistema debe de estar en
anaerobiosis para que los electrones y protones no se
combinen con el oxigeno. Esta reaccién no se pro-
duce espontdneamente, necesita de una cantidad de
energfa externa y la generada por las bacterias para
llevar a cabo la reaccién (Logan y Grot, 2006; Ro-
zendal ez al., 2006). Este proceso es conocido como
electrohidrogénesis o electrdlisis microbiana (Cheng
y Logan, 2007).

El voltaje o también denominado diferencia de
potencial, es la presién o la fuerza con la que se em-
puja a los electrones para que lleguen al cdtodo, y se
administra a través de una fuente de poder de co-
rriente directa o de un potensiostato. Para la produc-
cién de hidrégeno, el voltaje generado por los micro-
organismos en el dnodo no es suficiente para dirigir la
reaccién, por lo cual un voltaje externo debe aplicarse
al sistema. Los cdlculos para determinar el voltaje que
se necesita se basan en la energfa libre de Gibbs de
la reaccién redox (Call y Logan, 2008; Logan e al.,
2008; Rozendal ez /., 2008).

La materia orgdnica biodegradable que se puede
utilizar en estos sistemas es variable, desde moléculas
simples como acetato, glucosa, almidén o celulosa,
hasta mezclas complejas como las presentes en aguas
residuales de diferentes industrias (Pant ez 2/, 2010).

Los sistemas bioelectroquimicos més estudiados
son las CCM y las CEM, y una caracteristica im-
portante de ellos es la ausencia de microorganismos
en el cidtodo. No obstante, la definicién de Hamelers
et al., (2010) de sistemas bioelectroquimicos, espe-
cifica que son tecnologias emergentes que utilizan
microorganismos en el dnodo para catalizar reaccio-
nes de oxidacién y en el cdtodo para reacciones de
reduccién, es decir, puede haber microorganismos
al mismo tiempo en los dos electrodos. Cuando los
microorganismos estdn presentes en la cdimara anédi-
ca, estos le transfieren electrones al 4nodo; y cuando
estdn en la cdmara catédica, la transferencia ocurre

as that generated by the bacteria to carry out the
reaction (Logan and Grot, 2006; Rozendal er /.,
2000). This process is known as electrohydrogenesis
or microbial electrolysis (Cheng and Logan, 2007).

Thevoltage, also denominated potential difference,
is the pressure or force with which the electrons are
driven toward the cathode. It is supplied through a
direct current power source or a potentiostat. For the
production of hydrogen, the voltage generated by
the microorganisms in the anode is not enough to
drive the reaction. For this reason, external voltage
must be applied to the system. The calculations to
determine the necessary voltage are based on Gibbs
free energy for redox reaction (Call and Logan, 2008;
Logan et al., 2008; Rozendal ez 4l., 2008).

Biodegradable organic matter that can be used
in these systems is variable, from simple molecules,
such as acetate, glucose, starch or cellulose, and even
complex mixtures like those present in wastewater
from different industries (Pant et a/l., 2010).

The most studied bioelectrochemical systems
are MFC and MEC. One important characteristic
is the absence of microorganisms in the cathode.
Nevertheless, Hamelers et a4l (2010) defined
bioelectrochemical systems specifically as emerging
technologies that use microorganisms in the anode
to catalyze oxidizing reactions and in the cathode
for reducing reactions. That is, there may be
microorganisms in the two electrodes at the same
time. When microorganisms are present in the anode
chamber, they transfer electrons to the anode. When
microorganisms are in the cathode chamber, transfer
occurs in the opposite direction; the cathode gives
up electrons to the microorganisms (Gregory ez al.,
2004). Consumption and use of these electrons is
focused on stimulating and modifying microbial
metabolism (Thrash and Coates, 2008). This process
gives rise to the third type of bioelectrochemical
system.

Microbial electrosynthesis cells (MES)

Microbial electrosynthesis cells (MES) are a type
of bioelectrochemical system based on microbial
electrosynthesis, a term coined by Nevin ez a/. (2010)
to refer to the process in which electricity is the
energy source for some microorganisms to synthesize
organic compounds from CO,. Some examples of
compounds obtained with this technique are acetate
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en direccidn contraria, el cidtodo 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). Este proceso da origen al
tercer tipo de sistema bioelectroquimico.

Celdas de electrosintesis microbiana

Las CESM son un tipo de sistemas bioelectro-
quimicos basadas en la electrosintesis microbiana;
término que se acuné por primera vez por Nevin
et al. (2010), para referirse al proceso en el que la
electricidad es fuente de energfa para que algunos
microorganismos sinteticen compuestos organicos a
partir de CO,. Algunos ejemplos de los compuestos
obtenidos mediante esta técnica son acetato (Nevin
etal., 2010), butirato (Ganigué ez al., 2015) e incluso
metano (Cheng ez al., 2009).

Después, el término de electrosintesis micro-
biana se usé también para referirse a la sintesis de
compuestos orgdnicos desde sustratos diferentes del
CO,, como la glucosa o el glicerol (Rabaey y Ro-
zendal, 2010). Esta técnica era ya conocida como
electrofermentacion, y varios autores siguen usando
este nombre como un término mds adecuado para
diferenciarla de la electrosintesis microbiana desde
CO, (Kracke y Kromer, 2014; Rosenbaum y Franks,
2014; Harnisch ez al., 2015).

Electrofermentacién

Esta técnica tiene como finalidad manipular los
patrones de una fermentacién mediante la aplicacién
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 deter-
mina como se lleva a cabo una fermentacién. Si este
flujo de electrones se altera por la accién modulado-
ra de otro flujo de electrones (en forma de corriente
eléctrica), las vias metabdlicas existentes se redirigen,
y ocasionan aumento o disminucién de los productos
de fermentacién. De tal manera que al cambiar el flu-
jo de electrones también cambia el flujo de carbonos
(Logan y Rabaey, 2012).

La energfa necesaria para acelerar o desviar una
via fermentativa depende del sustrato y del producto
en cuestién, y debe ser lo suficientemente baja para
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(Nevin ez al., 2010), butyrate (Ganigué ez al., 2015)
and methane (Cheng ez /., 2009).

Later on, the term microbial electrosynthesis
was also used to refer to the synthesis of organic
compounds from substrates different from CO,,
such as glucose or glycerol (Rabaey and Rozendal,
2010). This technique was already known also
as electrofermentation. Now, it is the term that
several authors continue to use as more adequate
to differentiate this process from CO, microbial
electrosynthesis  (Kracke and Kromer, 2014;
Rosenbaum and Franks, 2014; Harnisch ez /., 2015).

Electrofermentation

This technique manipulates the patterns of a
fermentation process by applying electric current to
the culture medium to modify end products (Rabaey
and Rozendal, 2010). Each microorganism has a
specific metabolism based on an electron flow that
determines how fermentation is carried out. If this
flow is altered by the modulating action of another
electron flow (in the form of an electric current), the
existing metabolic pathways are redirected causing
an increase or decrease in fermentation products.
Moreover, when the electron flow changes, the
carbon flow also changes (Logan and Rabaey, 2012).

The energy needed to accelerate or divert a
fermentation pathway depends on the substrate
and the product of interest. It should be low
enough to not cause cell death, but high enough
to stimulate changes in microbial metabolism.
Some microorganisms have the capacity to accept
electrons, directly or indirectly. This fact can be used
for different ends, such as wastewater treatment,
carbon fixation, formation of chemical compounds,
or bioremediation (Rosenbaum ez 4/., 2011).

Electric current can act as a source of reducing
power, or reducing equivalents, which rapidly
regenerates the coenzymes NAD and NADP to form
NADH and NADPH, respectively. The abundance
of these molecules in the cells represents an effective
way to increase the fermentation yield (Kim and
Kim, 1988; Park and Zeikus, 1999). Another
manner in which electric current can contribute
to changing metabolic pathways is by forming
H,, as occurs in microbial electrolysis cells. In the
process of fermentation, H, is an electron donor,
and there is no direct interaction between electrode
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no provocar la muerte celular, pero lo suficiente-
mente alta para estimular cambios en el metabolis-
mo 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,
fijacién de carbono, formacién de compuestos qui-
micos o biorremediacién (Rosenbaum ez a/., 2011).
La corriente eléctrica puede actuar como una
fuente de poder reductor o equivalentes reducto-
res, regenerando rdpidamente las coenzimas NAD y
NADP para formar NADH y NADPH. La abun-
dancia de estas moléculas en las células es una ma-
nera efectiva de incrementar el rendimiento de los
productos de la fermentacién (Kim y Kim, 1988;
Park y Zeikus, 1999). Otra manera en que la corrien-
te eléctrica puede contribuir al cambio en las vias
metabdlicas es mediante la formacién de H,, como
ocurre en las celdas de electrdlisis microbianas. E1 H,
es donador de electrones en la fermentacién, no hay
interaccién directa entre el electrodo y los microor-
ganismos (Steinbusch ez 4/, 2010; Harnisch ez al.,
2015). La acumulacién de este producto aumenta la
presion parcial de hidrégeno en un cultivo bacteriano
en fermentacién; en consecuencia habrd un cambio
en el balance de electrones, y por lo tanto del meta-
bolismo microbiano (Yerushalmi er a/., 1985).

Mecanismos de transferencia de electrones

Los mecanismos por los cuales los microorganis-
mos 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 extrace-
lular diversidad de proteinas redox activas como
los citocromos ¢ o complejos enzimdticos asocia-
dos 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
transferencia limitada de electrones, y permiten a
las células que no se encuentran unidas a los elec-
trodos establecer un contacto directo (Reguera ez

al., 2005).

and microorganisms (Steinbusch ez al, 2010;
Harnisch ez al., 2015). Accumulation of H, increases
partial pressure in a fermenting bacterial culture.
Consequently, there will be a change in the electron
balance and, therefore, in microbial metabolism
(Yerushalmi ez al., 1985).

Mechanisms of electron transfer

Mechanisms by which microorganisms transfer
or receive electrons toward or from an electrode are:

- Direct electron transfer through direct contact
between the microorganism and the electrode
surface. Present in bacterial cell membrane or in
the extracellular matrix is a diversity of redox-
active proteins, such as cytochrome c or enzymatic
complexes associated with the membrane (Lovley,
2012). The mechanism also includes electron
transfer through conductive pili, or nanowires.
These structures are very thin hair-shaped formed
by the microorganism in response to the limited
transfer of electrons. They permit the cells that
are not joined to the electrodes to establish direct
contact (Reguera ez al., 2005).

- Indirect electron transfer by organic and inorganic
redox molecules that microorganisms can secrete
into the medium or release during degradation of
biological materials. These molecules are reduced
or oxidized outside the cell membrane and the
electrons are later donated or accepted to or
from an electrode. These molecules are known as
endogenous redox mediators, the most studied of
which are piocyanins and humic acids (Rabaey ez
al., 2007). This mechanism also functions with
artificial redox molecules that are added to the
medium and are referred to as exogenous redox
mediators. The most utilized of these are neutral
red, methyl viologen and anthraquinone-2,6-
disulfonic acid. Despite their advantages, artificial
mediators can be toxic for the microorganisms

and thus represent an additional operating cost
(Huang and Angelidaki, 2008).

Manipulation of microbial metabolism by
electrofermentation

Bioelectrochemical systems have been used
to increase synthesis of a variety of fermentation
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- Transferencia de electrones indirecta: mediante
moléculas redox orgdnicas e inorgdnicas, que los
microorganismos pueden secretar al medio o li-
berar en la degradacién de materiales biolégicos.
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 mds estudiados son las piocianinas y los dcidos
hdimicos (Rabaey ez al., 2007). Este mecanismo
también funciona con moléculas redox artificiales
que son agregadas al medio. Estas moléculas son
mediadores redox exégenos y los mds utilizados
son el rojo neutro, el metil violégeno y el dcido
antraquinona-2,6-disulfénico. A pesar de sus ven-
tajas, los mediadores artificiales pueden ser téxicos
para los microorganismos y son un costo adicional

de operacién (Huang y Angelidaki, 2008).

Manipulacién del metabolismo
microbiano mediante electrofermentaciéon

Los sistemas bioelectroquimicos se han aplicado
para incrementar la sintesis de una variedad de pro-
ductos de fermentacién. El primer estudio fue rea-
lizado por Hongo e Iwahara (1979a). Estos autores
desarrollaron un método al que denominaron fer-
mentacién electro-energizante (EEE por sus siglas en
inglés), conocido ahora como electrofermentacion.
Esta metodologia consiste en aplicar una corriente
eléctrica directa de 1.5 V a un cultivo de Brevibac-
terium flavum, a través de un electrodo de platino,
con el fin de acelerar su metabolismo reductor. En
la fermentacién electro-energizante, asi como en el
testigo, se utilizé glucosa COMO SUStrato y rojo neutro
como mediador redox. El resultado fue la produccién
de dcido L-glutdmico (51 mg mL™"), con un incre-
mento de 15 % en el rendimiento, en comparacién
con la fermentacién testigo (44.3 mg mL™"). Los au-
tores sugirieron que el incremento en la produccién
parecia estimularse por la accién reductora del cdto-
do, mediante la transferencia de electrones hacia los
microorganismos (Hongo e Iwahara, 1979b).

Kim y Kim (1988) también utilizaron el método
electro energizante para manipular la fermentacién
de la bacteria Clostridium acetobutylicum e incremen-
tar la produccién de butanol a partir de glucosa. Ellos
inocularon los microorganismos en el citodo, aplica-
ron —2.5 V' y metil violégeno al cultivo como mediador
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products. The first study was conducted by Hongo
and Iwahara (1979a). These authors developed a
method they called electro-energizing fermentation
(EEF) and today is known as electrofermentation.
This methodology consists of applying 1.5 V
to a culture of Brevibacterium flavum through a
platinum electrode with the objective of accelerating
its reductive metabolism. In electro-energizing
fermentation, as well as in the control, glucose was
used as the substrate and neutral red as the redox
mediator. The result was production of L-glutamic
acid (51 mg mL™"), with an increase of 15 % in
yield, relative to the control fermentation (44.3 mg
mL™"). The authors suggested that the increase in
production seemed to be stimulated by the reducing
action of the cathode that transferred electrons to the
microorganisms (Hongo and Iwahara, 1979b).

Kim and Kim (1988) also used the electro-
energizing method to manipulate fermentation
of the bacterium Clostridium acetobutylicum and
increase butanol production from glucose. They
inoculated the microorganisms in the cathode and
applied -2.5 V and methyl viologen to the culture as
the redox mediator. They did not observe a difference
in substrate consumption or cell growth relative to
the control, but butanol production did increase 26 %
(93.7 mmol), relative to the control (74.6 mmol).
Simultaneously, there was a decrease of 25 % in
acetone production (37.8 mmol in the control and
28.4 mmol in the bioelectrochemical system).

Park and Zeikus (1999) showed that the
reducing power of an electric current can be used
to manipulate of  Actinobacillus
succinogenes with glucose as substrate and neutral
red as the redox mediator. In the cathode chamber,
they inoculated the microorganisms with a voltage
of 2 V through graphite cloth electrodes. They
observed that the reducing power increased glucose
consumption, cell growth and succinate production
by 20 %, and reduced acetate production (50 %,
relative to the controls). The authors showed that the
redox mediator neutral red bonds with the enzyme
fumarate reductase and transfers the electrons from
the electrode to the cell and, thus, the enzyme reduces
fumarate to succinate.

Ethanol production by Clostridium thermocellum
and Saccharomyces cerevisiae was also manipulated
by a bioelectrochemical system with cellulose and
glucose, as substrates, and neutral red (Shin ez 4/,

fermentation
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redox. Ellos no observaron diferencia en el consumo
de sustrato y crecimiento celular con el testigo. Sin
embargo, la produccién de butanol se aumenté 26
% (93.7 mmol) respecto al testigo (74.6 mmol). Si-
multdneamente hubo una disminucién de 25 % en
la produccién 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 manipular la fermentacién de Actinobacillus suc-
cinogenes, con glucosa como sustrato y rojo neutro
como mediador redox. En la cdmara catédica inocu-
laron los microorganismos con un voltaje de 2 V a
través de electrodos de tela de grafito; observaron que
el poder reductor incrementé el consumo de glucosa,
el crecimiento celular, 20 % la produccién de suc-
cinato y disminuy¢ la produccién de acetato (50 %
comparado con los controles). Los autores mostraron
que el mediador redox rojo neutro se une a la enzi-
ma fumarato reductasa y transfiere los electrones del
electrodo a la célula, y asi la enzima reduce el fuma-
rato a succinato.

La produccién de etanol por Clostridium ther-
mocellum 'y Saccharomyces cerevisine también fue
manipulada mediante un sistema bioelectroquimico
con rojo neutro y como sustrato celulosa y glucosa,
respectivamente (Shin ez al., 2002). En ese estudio
el etanol incrementé 61 % con C. thermocellum. El
cultivo testigo present 1.04 g L'y la fermentacién
con —1.5V generd 1.68 g L™". El incremento con S.
cerevisiae fue menor, pero también fue significativo,
de 46.7 g L' a2 52.5 g L™" de etanol, equivalente a
12 %. Por el contrario, disminuyé la produccién de
acetato con ambos microorganismos en comparacién
con los controles (Shin ez al., 2002).

El cambio en la produccién de lactato con Cory-
nebacterium glutamicum, se realizé6 en un reactor
bioelectroquimico, con un cdtodo regulado a —0.6
V y antraquinona-2, 6-disulfonato como mediador
redox. La concentracién de lactato incrementé de
1.10 mol de producto por mol de glucosa a 1.62 mol
de producto por mol de glucosa (Sasaki ez a/., 2014).
Otro grupo de investigacién, logré modificar la fer-
mentacién de Clostridium pasteurianum median-
te una diferencia de potencial de 0.045 V, pero sin
adicionar mediadores redox al medio de cultivo. La
produccién de butanol se incrementé a 13.5 mmol
en comparacién a 5.4 mmol con la fermentacién sin

electricidad (Choi et al., 2014).

2002). In that study, ethanol increased 61 % with
C. thermocellum. The control culture produced 1.04
g L7, and fermentation with —1.5 V yielded 1.68 g
L~". The increase using S. cerevisiae was less but was
also significant, 46.7 g L™' to 52.5 g L™ ethanol,
equivalent to 12 %. In contrast, acetate production
decreased with both microorganisms relative to the
controls (Shin ez al., 2002).

Change in production  with
Corynebacterium glutamicum was accomplished in a
bioelectrochemical reactor with a cathode regulated
to —0.6 V and anthraquinone-2,6-disulfonate as
redox mediator. Lactate concentration increased
from 1.10 mol of product per mol of glucose to
1.62 mol of product per mol of glucose (Sasaki ez al.,
2014). Another research group was able to modify
fermentation of Clostridium pasteurianum using a
potential difference of 0.045 V across the system,
but without adding redox mediators to the culture
medium. Butanol production increased to 13.5
mmol relative to 5.4 mmol when fermentation was
without electricity (Choi ez 4l., 2014).

Harrington ez al. (2015) observed the effect
of electric current on Klebsiella pneumoniae. They
reported an increase of 93 % in ethanol production
simultaneous to the 76 % increase in lactate, with
neutral red as redox mediator and applying —0.65
V through the system. Ethanol concentration in
the control was 9.61 mmol and that of lactate was
2.66 mmol, contrasting with the concentration in
electrofermentation, which was 22.34 mmol ethanol
and 5.64 mmol lactate. In theory, any fermentation
metabolism can be manipulated by electrochemical
supply of reduced equivalents, which change the
NAD/NADH molar ratio, whether in the presence
or absence of an exogenous redox mediator (Peguin

et al., 1994).

lactate

Bioelectrochemical methods for increasing
propionate production

Anaerobic bacteria of the genus Propionibacterium
produce propionate through fermentation of glucose
or lactate. As secondary metabolites they also generate
acetate and CO, ina molar ratio of 2:1:1. However,
the concentration of the final products may vary
because of diverse factors of the culture, the bacterial
strain and the substrate (Piveteau, 1999).
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Harrington ez al. (2015) observaron el efecto de
la corriente eléctrica en la bacteria Klebsiella pneumo-
niae. Ellos reportaron un incremento de 93 % en la pro-
duccién de etanol, simultdnea a la de lactato de 76 %, con
rojo neutro como mediador redox y —0.65 V a través
del sistema. La concentracién de etanol en el testigo
fue 9.61 mmol y de lactato 2.66 mmol; en contraste
con la concentracién en la electrofermentacién que
fue 22.34 mmol de etanol y 5.64 mmol de lactato.
En teoria, se espera que cualquier metabolismo fer-
mentativo pueda ser manipulado mediante un sumi-
nistro electroquimico de equivalentes reducidos, que
cambien la relacién molar NAD/NADH, ya sea en
presencia o en ausencia de un mediador redox exdge-

no (Peguin ez al., 1994).

Métodos bioelectroquimicos
para incrementar la produccién de propionato

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

El estudio de la manipulacién de los productos
de fermentacién por bacterias propionogénicas es de
gran interés en la industria de productos licteos, ya
que la cantidad de los metabolitos de estas bacterias
afectan el sabor del queso Suizo (Hettinga y Rein-
bold, 1972). También en la produccién animal es de
gran importancia, porque el propionato es el precur-
sor gluconeogénico cuantitativo mds importante en
el metabolismo de los rumiantes (Huntington ez /.,
2000).

El primer estudio para incrementar la concentra-
cién de propionato en un medio de cultivo bacteria-
no se realizé administrando hidrégeno, para aumen-
tar la presién parcial del medio de crecimiento de
Propionispira arboris. Esta bacteria es Gram-negativa,
fijadora de nitrégeno y libera propionato, acetato y
CO, como productos de fermentacién de glucosa.
Dos atmésferas de hidrégeno en el medio cambiaron
drésticamente la relacién molar propionato: aceta-
to de 2:1 a 16:1. Asi, el propionato incrementé su
concentracion casi como unico producto final (12.6
mmol de propionato y 0.8 mmol de acetato), y el tes-
tigo produjo 11.2 mmol de propionato y 5.8 mmol
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The dairy product industry has been greatly
interested in the study of manipulating fermentation
by propionogenic bacteria since the quantity of
metabolites of these bacteria affect the flavor of Swiss
cheese (Hettinga and Reinbold, 1972). It is also of
great importance in animal production because
propionate is the most important quantitative
gluconeogenic precursor in ruminant metabolism
(Huntington ez al., 20006).

The first study to

concentration in a bacterial

enhance propionate
culture medium
administrated hydrogen to increase the partial
pressure of the Propionispira arboris growing medium.
P arboris is a Gram-negative, nitrogen-fixing
bacterium that releases propionate, acetate and CO,
as major end products of carbohydrate fermentation.
Two atmospheres of hydrogen in the medium
drastically changed the propionate:acetate molar
ratio from 2:1 to 16:1. Thus, propionate increased
in concentration as practically the sole end product
(12.6 mmol propionate and 0.8 mmol acetate),
while the control produced 11.2 mmol propionate
and 5.8 mmol acetate. Excess hydrogen altered the
carbon and electron flow, preventing pyruvate from
transforming into acetate and CO, (Thompson ez 4/,
1984).

Emde and Schink (1990) produced the first
bioelectrochemical system as such for increasing
propionate concentrations in a bacterial culture.
They tested a system of electrodes to change
fermentation  patterns  of  Propionibacterium
[freudenreichii with glucose as substrate using a three-
electrode amperometric culture system: one working
electrode connected to a potentiostat that applies
a potential difference, a reference electrode and a
counter electrode through which the current flows
and can be recorded. In this culture system, four
different exogenous mediators were tested with the
bacteria: anthraquinone-2,6-disulfonic acid (AQ),
cobalt sepulcrate (CoS), benzyl viologen and methyl
viologen, with anodic potential 40 mV more negative
than the standard redox potential of each mediator.
During the first trials, Emde and Schink (1990)
observed that both benzyl and methyl viologen
inhibited bacterial growth and no electron transfer
or propionate production was registered. This was
likely due to depolarization of the cell membrane
caused by these non-polar compounds. In contrast,
with AQ and CoS, large quantities of electrons were
transferred when propionate production increased.
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de acetato. El exceso de hidrégeno alteré el flujo de
carbono y electrones previniendo que el piruvato se
transformara en acetato y CO, (Thompson et 4.,
1984).

El primer sistema bioelectroquimico como tal,
para incrementar la concentracién de propionato
en un cultivo bacteriano fue realizado por Emde y
Schink (1990). Ellos evaluaron un sistema de elec-
trodos para cambiar los patrones de fermentacién de
Propionibacterium freudenreichii, con glucosa como
sustrato en un sistema amperométrico de tres elec-
trodos: un electrodo de trabajo conectado a un po-
tensiostato que aplica una diferencia de potencial,
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: dcido antra-
quinona-2,6-disulfénico (AQ), sepulcrato de cobalto
(CoS), bencil violégeno y metil violégeno, con po-
tencial anédico 40 mV mds negativo que el potencial
redox estdndar de cada mediador.

Durante los primeros ensayos Emde y Sckink
(1990) observaron que el bencil violégeno y el metil
violégeno inhibieron el crecimiento de las bacterias y
no se registr6 transferencia de electrones, ni produc-
cién de propionato, debido probablemente, a la des-
polarizacién de la membrana celular, ocasionada por
estos compuestos no polares. En cambio, con AQ y
CoS se observé 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 propiona-
to con una concentracién de 475 uM y 53 uM de
acetato; en cambio con CoS se obtuvieron 624 uM
de propionato y 17 uM de acetato, estas cantidades
indicaron que el propionato representaba 97.3 % de
los productos finales.

Schuppert ez al. (1992) continuaron los estudios
de Emde y Schink (1990), se centraron en el incre-
mento en la produccién de propionato durante la
fermentacién de un medio con suero de leche y Pro-
pionibacterium acidipropionici. Basados en los hallaz-
gos previos utilizaron como mediador redox al CoS
y un electrodo de platino regulado a un potencial de
—0.47 V. Con aplicacién de un potencial eléctrico y
en cultivo en modo de lote, la lactosa del suero de
leche fue fermentada para producir 70 mmol de pro-
pionato, sin produccién de acetato. Esto representa la
obtencién de 100 % de propionato en el medio de cul-
tivo, comparado con el testigo en el que se produjeron

In the presence of AQ, 90 % of all products formed
were propionate with a concentration of 475 uM and
53 uM acetate, while with CoS, 624 uM propionate
and 17 uM acetate were obtained. These quantities
indicated that propionate represented 97.3 % of the
end products.

Schuppert ez al. (1992) continued the studies of
Emde and Schink (1990), focusing on increasing
propionate production during fermentation of a
medium with whey permeate and Propionibacterium
acidipropionici. Based on previous findings, they used
CoS as the redox mediator and a platinum electrode
regulated to a potential of —0.47 V. By applying
electric potential in fed-batch culture, the lactose of
the whey permeate fermented to produce 70 mmol
propionate with no acetate production. This means
obtaining 100 % propionate in the culture medium,
relative to the control, which produced 49 mmol
propionate and 23 mmol acetate. Nevertheless, in
experiments even without adding redox mediators in
continuous cultures, there was electron transfer from
the electrode to the microorganisms. This indicated
that the redox mediator may not be necessary, and
if so, costs of the continuous mode scaling process
would decrease.

Wang et al.  (2008) tested  whether
Propionibacterium freudenreichii ET-3 was able to
use, as a redox mediator, a bifidobacterium growth
stimulator,  1,4-dihydroxy-2-naphthoic acid, it
secretes into the culture medium. This molecule has
the redox activity to regenerate NAD molecules.
Their objective was to develop a bioelectrochemical
system by applying 0.4 V without adding a redox
mediator and observe its effects on propionate
production in glucose fermentation. Their most
important finding was a change in the molar ratio
of acetate:propionate from 2:3 (11.5 mmol acetate
and 17.7 mmol propionate) to 1:1 (13.6 mmol
acetate and 13.7 mmol propionate). The decrease in
the propionate production was probably caused by a
decrease in electrons available for its formation and
the increase in oxidation of the substrates to acetate
and CO.,,. The results indicated that those conditions
are not adequate for increasing propionate.

Bioelectrochemical methods for the study of
ruminal fermentation

The first study on bioelectrochemical processes
in ruminal fermentation focused on the possibility
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49 mmol de propionato y 23 mmol de acetato. No
obstante, en experimentos aun sin la adicién de me-
diadores redox en cultivos continuos hubo transfe-
rencia de electrones del electrodo a los microorganis-
mos. Este hecho indicé que el mediador redox podria
no ser necesario, con lo que se reducen los costos del
proceso de escalamiento en modo continuo.

Wang et al. (2008) evaluaron si Propionibacterium
[freudenreichii ET-3 podria utilizar, como mediador
redox, un estimulador de crecimiento de bifidobac-
terias que secretan al medio de cultivo (dcido 1,4-di-
hidroxi-2-naftoico). Esta molécula tiene actividad
redox para regenerar las moléculas de NAD. Su ob-
jetivo fue desarrollar un sistema bioelectroquimico
aplicando un potencial de 0.4 V y sin la necesidad
de anadir un mediador redox para observar el efecto
sobre la produccién de propionato en la fermenta-
cién de glucosa. El resultado mds importante fue un
cambio en la relacién molar acetato:propionato de
2:3 (11.5 mmol de acetato y 17.7 mmol de propio-
nato) a 1:1 (13.6 mmol de acetato y 13.7 mmol de
propionato). Estos resultados mostraron la disminu-
cién en la produccién de propionato, probablemente
ocasionada por la disminucién de electrones disponi-
bles para formarlo y el incremento de la oxidacién de
los sustratos hasta acetato y CO,. Los resultados in-
dicaron que esas condiciones no son adecuadas para
incrementar el propionato.

Métodos bioelectroquimicos
para estudiar la fermentacién ruminal

El primer estudio sobre los procesos bioelectro-
quimicos en la fermentacién ruminal se enfocé en
la posibilidad de generar electricidad en CCM con
microorganismos ruminales como biocatalizadores.
Rismani-Yazdi ez al. (2007) reportaron el uso de co-
munidades microbianas ruminales para la conversién
de celulosa en energia eléctrica, 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 facto-
res de crecimiento, se inoculé con microorganismos
ruminales en un ambiente anaerobio y se mantuvie-
ron las celdas en condiciones 6ptimas para el rumen.
Los investigadores mostraron que efectivamente la
microbiota ruminal podia utilizarse como biocatali-
zadora para generar electricidad a partir de celulosa,
ya que podia transferir electrones hacia un electrodo
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of generating electricity in MFC with ruminal
microorganisms as biocatalyzers. Rismani-Yazdi ez
al. (2007) reported the use of ruminal microbial
communities to convert cellulose into electric
energy. With two-chamber graphite electrode
bioelectrochemical systems, they used a mineral
medium supplemented with clarified ruminal liquid
to stimulate the ruminal habitat and provide the
microorganisms with growth factors. They inoculated
the medium with ruminal microorganisms in an
anaerobic environment and maintained the cells
in optimum ruminal conditions. The researchers
showed that, ruminal microbiota can in fact be
used to generate electricity from cellulose since
it was capable of transferring electrons to an
electrode producing a constant electric current for
at least 60 days without adding a redox mediator.
Interested in determining the composition of the
microbiota present in the cells, they conducted
a phylogenetic analysis of the microorganisms
based on 16s rRNA gene sequence comparisons.
Among the main genera identified were Firmicutes,
Clostridium, Sedimentibacter, Desulfotomaculum and
Ruminococcus, bacteria that hydrolyze lignocellulosic
biomass via a complex cellulase system known as
cellulosome. The researchers suggest that this system
can generate electricity from a diversity of substrates
rich in cellulosic wastes (Rismani-Yazdi et 4/, 2007).

MEFC can also be used as a tool in the study of
ruminal microorganisms and their physiological
functions. One of the most important aspects is
how to manipulate the relation between methane
and VFAs. Methane production accounts for 12 %
of ruminant energy loss, with a direct impact on
fermentation efficiency. Moreover, it is a greenhouse
gas and livestock produces 44 % of anthropogenic
methane emissions (Pinos-Rodriguez er al., 2012;
Gerber e al., 2013). Among the ruminal microbiota
are methanogenic archaea, microorganisms that
produce methane from H, and CO,. Their function
is very important for adequate ruminal fermentation.
If H, accumulates in the rumen, partial pressure
increases, the function of the proteins involved in
electron transport is inhibited, feed digestibility
decreases, and fermentation becomes unbalanced
(Wolin et al., 1997). For this reason, methane
production is necessary in spite of the disadvantages
of its emission.

MEFC can act positively as an alternative for using
the hydrogen produced in the rumen as an electron
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y producian una corriente eléctrica constante sin
adicionar un mediador redox por 60 dias al menos.
Después, interesados en conocer la composicion de la
microbiota presente en las celdas, realizaron un ani-
lisis filogenético de los microorganismos mediante la
amplificacién del gen 16s del ARN ribosomal. Entre
los principales géneros identificados estdn Firmicu-
tes, Clostridium, Sedimentibacter, Desulforomaculum
y Ruminococcus, bacterias que hidrolizan biomasa
lignocelulésica via un sistema complejo de celulasas
conocido como celulosoma. Los investigadores su-
gieren que ese sistema puede generar electricidad a
partir de una diversidad de sustratos ricos en residuos
celulésicos (Rismani-Yazdi ez al., 2007).

Las CCM pueden utilizarse también como una
herramienta para estudiar a los microorganismos
ruminales y sus funciones fisiolégicas. Uno de los
aspectos mds importantes es como manipular la re-
lacién entre el metano y los AGV. La produccién del
metano representa hasta 12 % de pérdida de energia
en el rumiante, con un impacto directo en la eficien-
cia de fermentacién, ademds de que es un gas con
efecto invernadero y el ganado contribuye con 44 %
de las emisiones antropogénicas de metano (Pinos-
Rodriguez ez al., 2012; Gerber ez al., 2013). Dentro
de la microbiota ruminal se encuentran las archeas
metanogénicas, productoras de metano a partir de
H, y CO,, la funcién de estos microorganismos es
muy importante para que la fermentacién ruminal se
lleve a cabo adecuadamente, debido a que si hay una
acumulacién de H, en el rumen, la presién parcial
aumenta, se inhibe la funcién de las proteinas invo-
lucradas en el transporte de electrones, disminuyen
la digestibilidad de los alimentos y desequilibra la
actividad fermentativa (Wolin ez 2/, 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 utilizacién del hidrégeno produ-
cido en el rumen, utilizindolo como donador de
electrones para las comunidades microbianas elec-
trogénicas, y favoreciendo las condiciones para in-
crementar la produccién de propionato y acetato;
también compite con las archeas metanogénicas por
el uso del hidrégeno (Bretschger er al., 2009). Ishii
et al. (2008) mostraron que dentro de una CCM se
inhibia la metanogénesis, de 0.128 mmol d~' de me-
tano en una fermentacién testigo a 0.009 mmol d™*
de metano dentro de las celdas durante las primeras

donor for the electrogenic microbial communities
while favoring the conditions to increase acetate
and propionate production. They also compete with
methanogenic archaea for hydrogen (Bretschger ez
al., 2009). Ishii et a/. (2008) showed that in an MFC,
methanogenesis is inhibited, from 0.128 mmol d™'
methane in a control fermentation to 0.009 mmol
d™'inside MFC during the first 30 h. Moreover,
acetate and propionate concentrations increased
temporarily in soil samples that originally produced
high methane concentrations.

Wang ez al. (2012) studied the effect of degrading
straw, as the substrate, by ruminal microorganisms on
production of VFAs and electricity. For these studies,
the MFC also consisted of two-chamber cells and the
electrodes used were graphite plates. They observed
that the total VFA concentration increased rapidly
after inoculation with ruminal microorganisms.
After reaching a certain high concentration, however,
it began to decrease. The authors explained that
the microorganisms, after a certain concentration,
oxidized VFAs and continued to generate electricity
because there was no other substrate available.

Our group is currently developing a
bioelectrochemical system to assess changes in iz vitro
fermentation by ruminal microorganisms with direct
electric current. We have observed modifications in
the fermentation patterns to increased production
of the volatile fatty acids acetate, propionate and
butyrate (unpublished data). Our group is also
studying how to increase ruminal propionic acid at
the expense of decreasing acetic acid. However, we
have found that electric energy affects production of
the three VFAs and not just of propionate, as was
expected at the beginning. We have also tested the
effect of a redox mediator on ruminal fermentation
and various levels of potential difference, with which
we determined that our system did not require
external mediators. Our data show evidence that it
is possible to increase in vitro production of VFAs,
and the systems can be modified for their in vivo

application with more research and technology
(Aguilar-Glez ez al. Unpublished data).

In vivo application of bioelectrochemical systems
The gap between in vitro and in vivo studies is

one of the greatest challenges for scientific research.
Bioelectrochemical systems should be optimized in
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30 h; ademds, aumentaba temporalmente la concen-
tracién de acetato y propionato en muestras de suelo
que originalmente producian altas concentraciones
de metano.

Wang et al. (2012) estudiaron el efecto de la de-
gradacién de paja como sustrato para los microorga-
nismos ruminales sobre la produccién de AGVs y la
generacién de electricidad. Para estos experimentos
las CCM también consistieron en celdas de dos ci-
maras y los electrodos utilizados fueron placas de gra-
fito. Ellos observaron que la concentracién total de
AGVs increment6 répidamente después de la inocu-
lacién con microorganismos ruminales, pero a partir
de obtener cierta concentracién alta empezé a dismi-
nuir; los autores explicaron que los microorganismos
a partir de cierta concentracién utilizaron los AGV,
los oxidaron y continuaron generando electricidad a
falta de otro sustrato disponible.

Nuestro grupo actualmente estd desarrollando un
sistema bioelectroquimico para evaluar los cambios
en la fermentacién de los microorganismos ruminales
in vitro con una corriente de energfa eléctrica directa.
Hemos observado modificaciones en los patrones de
fermentacién hacia el incremento en la produccién
de los dcidos grasos voldtiles: acetato, propionato y
butirato (resultados no publicados). Nuestro grupo
también estd investigando como incrementar el dcido
propidnico ruminal a expensas de la disminucién en
el dcido acético. Pero, hemos encontrado que el efec-
to de la energfa eléctrica se ejerce sobre la produccién
de los tres AGV y no solo en el propionato 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 requirié
mediadores externos. Nuestros datos muestran evi-
dencia de que es posible incrementar la produccién
de los AGV in vitro, y el sistema podria modificarse
para realizarlo in vivo con més investigacién y tecno-

logia (Aguilar-Glez ez al. Resultados no publicados).
Aplicacién de sistemas bioelectroquimicos iz vivo

La brecha entre los estudios in vitro y los estu-
dios in vivo representa uno de los mayores retos en
la investigacién cientifica. Los sistemas bioelectro-
quimicos deben optimizarse en su disefio para admi-
nistrarlos a los animales via oral, con la finalidad de
que alcancen el rumen y se mantengan ahf sin pasar
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their design to be administrated to animals orally so
that they reach the rumen and remain there without
passing to other organs of the digestive system. The
factors to consider are the following:

- Cell design: miniaturization of current devices
and adequate configuration. One of the
requirements we consider important is that
cell configuration should be tubular shaped to
enable oral administration with a bolus gun,
as several products are administered to cattle.
Different types of bioelectrochemical systems have
diverse configurations: rectangular, H-shaped,
tubular, U-shaped, or miniaturized for not easily
accessible sites (Du et al., 2007). Development
of variants is possible depending on the needs of
each application, but it is important to maintain
high performance. To this end, factors such
as type of microorganism, substrate, shaking,
pH, temperature, electrodes, distance between
electrodes, medium composition, membrane type,
internal resistance of the cell, and redox mediators
should be considered (Liu et al., 2005b).

- Energy source: In in vitro trials, the cells are
connected to a direct current power supply, which
in turn must be connected to a socket outlet.
For in vivo application of the cells, however, it is
necessary and determinant to use a battery, such as
a lithium battery.

The new challenges in this area consist of creating
effective systems that allow the microorganisms to
perform optimally as biocatalyzers and to produce
compounds of interest in significant concentrations.
Another challenge is to reach full understanding of
how they use the reducing power administrated by
electric energy to modify their metabolic pathways
and how they interact with electrodes surfaces.

CONCLUSIONS

The importance of propionate as the major
gluconeogenic precursor in ruminants demands
the study of new techniques to increase its
availability in the rumen. For the authors of this
paper, bioelectrochemical systems are a promising
possibility for optimizing fermentation of ruminal
propionogenic bacteria to obtain higher yields.
Electrofermentation is an option for modification of
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a otros organos del sistema digestivo. Los factores a
considerar son:

- Diseno de la celda: miniaturizacién de los dispo-
sitivos actuales y configuracién adecuada. Uno de
los requisitos que consideramos importante es que
la configuracién de la celda sea de forma tubular,
con el fin de administrarla via oral con ayuda de un
embolo, como se administran varios productos al
ganado bovino. Los distintos tipos de sistemas bio-
electroquimicos tienen configuraciones diversas:
rectangulares, en forma de H, tubulares, en forma
de U, o miniaturizadas para sitos poco accesibles
(Du ez al., 2007). El desarrollo de variantes es po-
sible en dependencia de las necesidades de cada
aplicacién, pero es importante mantener el desem-
peno; para esto se deben considerar factores como:
tipo de microorganismo, sustrato, agitacién, pH,
temperatura, los electrodos, la distancia entre ellos,
la composicién de los medios, el tipo de membra-
na, la resistencia interna de la celda, los mediadores
redox, entre otros (Liu et al., 2005b).

- Fuente de energia: en los ensayos iz vitro, las cel-
das estdn conectadas a un equipo que administra
corriente directa, el cual a su vez, requiere de estar
siempre conectado a una terminal de energia eléc-
trica, pero para la aplicacién de las celdas in vivo,
es necesario y determinante el reemplazo de esta
fuente de poder por un baterfa como pueden ser
las baterias de litio.

Los nuevos retos en el drea consisten en crear sis-
temas efectivos que permitan a los microorganismos
desempenarse como biocatalizadores 6ptimos y lo-
grar que produzcan compuestos de interés en con-
centraciones significativas, ademds de comprender a
fondo como es que utilizan el poder reductor admi-
nistrado por la energfa eléctrica para modificar sus
vias metabdlicas y cémo interactiian con las superfi-
cies de los electrodos.

CONCLUSIONES

La importancia del propionato como el precur-
sor gluconeogénico mayor en rumiantes demanda el
estudio de técnicas nuevas para aumentar su disponi-
bilidad en el rumen. Los sistemas bioelectroquimicos
representan para los autores de este ensayo una posi-
bilidad de optimizar la fermentacién de las bacterias

fermentation patterns as well as of the composition
of final products. Knowledge in this topic is growing
rapidly; there are increasingly more studies on
the effect of electric energy on the metabolism of
diverse microorganisms. However, understanding
the interaction between bioelectrochemical systems
and ruminal microorganisms is still limited and
more research is necessary. The possibility of
increasing propionate production in the rumen with
bioelectrochemical systems is feasible, motivating
further study to answer questions such as the
following. What type of ruminal bacteria will be
affected? What electron transfer mechanisms do
they use? What will be the effect of these systems
on host-bacterial symbiosis? The challenge lies in
overcoming current technological obstacles for future
improvement of ruminant production with the use
of these technologies.

—End of the English version—
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propionogénicas ruminales, para obtener rendimien-
to mayor del producto. La electrofermentacién es una
opcidn para modificar los patrones de fermentacidn,
asi como la composicién de los productos finales. El
incremento en el conocimiento sobre este tema estd
creciendo rdpidamente, cada vez son mds los estudios
del efecto de la energia eléctrica sobre el metabolismo
de diversos microorganismos. Sin embargo, el enten-
dimiento de la interaccién de los sistemas bioelectro-
quimicos con los microorganismos ruminales hasta
ahora es limitado y es necesario hacer mds investiga-
ciones al respecto. La posibilidad de incrementar la
produccién de propionato en el rumen, mediante sis-
temas bioelectroquimicos es factible, lo que motiva a
continuar estudidndolos y responder preguntas como
:qué tipo de bacterias ruminales se verfan afectadas?
:qué mecanismos de transferencia de electrones uti-
lizan? ;cudl serd el efecto de estos sistemas sobre la
simbiosis con el animal? entre otras. El reto reside en
afrontar los obstdculos tecnoldgicos presentes, para
en un futuro mejorar la produccién de rumiantes con
el uso de éstas tecnologias.
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