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RESUMEN

En este trabajo se propuso una metodologia que integra el uso de un conductor
electronico o electrodo en solucién y la adicibn de mediadores quimicos naturales de
tipo antraquinona mono y di sustituidos en la posicién 2 y 2-6, para estudiar su efecto
individual y simultane6 sobre el metabolismo celular del microorganismo Pseudomonas
sp. Encontrandose que las antraquinonas del tipo acido sustituidas en la posicion 2, son
sistemas reversibles y eficientes en las condiciones experimentales y al estar en
contacto en solucion con Pseudomonas sp. no permiten acelerar el consumo de
glucosa, pero el crecimiento se ve modificado. Por otra parte, la imposicion de un
potencial electroquimico de —200 mV, respecto al potencial de circuito abierto de la
solucion, se encontrd que el consumo de glucosa y crecimiento de Pseudomonas sp. se
aceleraba, indicando de esta manera que la imposiciéon de un potencial es la variable

adecuada para modificar el metabolismo celular del microorganismo Pseudomonas sp.



ABSTRACT

Presently work we proposed a methodology that integrates the use of an electrode and
natural chemical mediators (Anthraquinones) substituted in the position 2 and 2-6 in
solution, with the purpose of seeing their individual and simultaneous effect on the
cellular metabolism of microorganism Pseudomona sp. We found that the 2 acid
anthraquinones are reversible and efficient systems under the experimental conditions
and when the 2 acid anthraquinones are in the solution with Pseudomonas sp. the
consumption of glucose is not modified while the growth increases. But the imposition of
an electrochemical potential of —200 mV allowed accelerating the consumption of
glucose and growth of Pseudomonas sp. Indicating that the imposition of —200 mV of
potential is the appropriate variable to modify the cellular metabolism of the

microorganism Pseudomonas sp.



1. INTRODUCCION

1.1 PROBLEMATICA GENERAL

La contaminacién ambiental en suelos y agua que el hombre ha provocado en los
ecosistemas, es uno de los principales factores de preocupacion hoy en dia. Ante tal
problema surge la necesidad de rescatar los ecosistemas a través de metodologias que
ayuden a tal propésito. Por ejemplo: Prince (1993); Field y colaboradores (2000) y
Gonzalez Neria (2002), han utilizado a microorganismos vivos en forma individual o en
poblaciones mixtas (consorcios) para degradar mezclas complejas de contaminantes
del tipo de los hidrocarburos. Estos procesos donde participan microorganismos son
conocidos como procesos biotecnologicos, los cuales resultan ser mas atractivos, al
compararlos con los procesos quimicos; debido a que los primeros implican menor
costo, son recursos renovables y en la mayoria de los casos existe una mineralizacion
completa de los compuestos contaminantes hasta agua (H2O) y bidxido de carbono
(CO.). Sin embargo, una limitante de estos procesos biotecnoldgicos es el tiempo que
invierten los microorganismos en la transformacion de los contaminantes. Por tal motivo
Lovley D.R. y colaboradores (1996 y 1999); Bechtold T. y colaboradores (1999),
Cervantes-Carrillo (2002) y Cadena Ramirez (2004); han adicionado a estos procesos
biotecnoldgicos agentes bioldgicos (otro microorganismo) y agentes quimicos naturales
de tipo quinona respectivamente, como regeneradores de especies redox y mediadores
que actuan en el metabolismo celular, aceptando y donando electrones haciéndolo mas
rapido. Ademas Riondet Christophe y colaboradores (1999 y 2000), ha aplicado un
potencial eléctrico, por medio de un conductor electrénico (electrodo), para acelerar los

procesos metabdlicos en microorganismos.



En este trabajo se utiliz6 el metabolismo celular de un microorganismo Pseudomonas
sp. que fue aislado de un pozo petrolero y es eficaz en el consumo de hidrocarburos,
ademas este microorganismo se caracterizo en las tesis de licenciatura y maestria de
Gonzélez P.T. (1997); Grimaldo J.C. (1997) y Gonzalez Neria 1. (2002),

respectivamente.

Ademas el proponer una metodologia que integra el uso de un electrodo y la adicién de
antraquinonas mono y di sustituidas en la posicién 2 y 2-6 en solucién, para estudiar y
evaluar el efecto, en forma individual y simultdnea de ambas variables sobre el
metabolismo celular de consumo de glucosa y crecimiento del microorganismo
Pseudomonas sp, teniendo como las variables de respuesta las velocidades de

consumo de sustrato y crecimiento.



2. ANTECEDENTES

2.1 GENERO MICROBIANO PSEUDOMONAS

El género Pseudomonas se encuentra clasificado como células procariotas y se
caracteriza en general por poseer una forma de bacilos rectos o curveados con
flagelacion polar. Su tamafo varia entre 0.5 um y 1.0 um por 1.5 um a 4.0 um, (Figura
1). Son Gram negativos y ademas este grupo microbiano ha sido empleado por
Gonzalez P.T. (1997); Grimaldo J.C. (1997); Vasu R. (1997); y Wuley J. (2000); entre
otros para el tratamiento de aguas y suelos contaminados particularmente por
hidrocarburos, debido a que las especies de Pseudomonas son muy versatiles en la
utilizacién de diferentes fuentes de carbono y se adaptan facilmente a las condiciones

ambientales.

Figura 1. Fotografia de colonias de Pseudomonas cepacia en una placa de agar. '®

2.2 METABOLISMO CELULAR DE PSEUDOMONAS

En general el metabolismo celular de los microorganismos, para degradar los
contaminantes, depende de la forma de obtencion de energia de éstos; de esta forma
se clasifican: Los que utilizan luz, como fotétrofos, los que utilizan compuestos

organicos, como quimiorganétrofos; y los que son capaces de utilizar compuestos



inorganicos, se conocen como quimiolitétrofos. La Figura 2 muestra un resumen del

metabolismo celular.

Fuentes de eneraia: Luz. combpuestaos oraanicos e inoraanicos.

Anabolismo Catabolismo

Biosintesis

Movilidad Energia
Transporte

Productos de desecho: CO,, aceptores de electrones , acidos, entre otros.

Figura 2. Resumen simplificado del metabolismo celular. '®

En particular el metabolismo celular de las especies Pseudomonas es
quimioorganotréfico aerobio, es decir; utilizan compuestos organicos y los procesos
redox ocurren en presencia de aceptores terminales de electrones como son: Oxigeno
(O2) y otros oxidantes. La presencia del oxigeno es importante debido a que provoca
una gran diferencia de los potenciales de reduccion entre los donadores y aceptores de
electrones (pares redox), permitiendo la oxidacién total de los compuestos organicos
hasta bioxido de carbono (CO.) y agua (H20). Produciendo mucho mas adenosin
trifosfato (ATP) a comparacién de la respiracion anaerobia (sin presencia de oxigeno).
La Tabla 1 muestra algunos de los diferentes pares redox de importancia

microbioldgica.



Tabla 1. Potenciales de reduccion de pares redox de importancia microbiologica, determinados a 1
atm de presion de gas H,, 1 M H*, 25 °C y pH 7.0®

Par redox Eo’ (mV) Par redox Eo’ (mV)
SO, /HSO4 -520 Tubredoxina ox/red -57
COy/Formiato’ -430 Glicina / acetato” +NH,* -10
COg/G'UCOS& -430 8405&/3203& +24
2H*/H, -410 | Fumarato® / succinato® +33
S,05°/HS + HSO4 -400 Citocromo b ox/red +35
Ferredoxina ox/red -390 Ubiquinona ox/red +113
Falvodoxina ox/red -370 | AsO,”/AsO5™ +139
NAD*/NADH -320 Dimetil sulféxido (DMSQ)/Dimetil sulfuro +160

(DMS)

Citocromo ¢z ox/red -290 Fe(OH); + HCO;/FeCO3 +200
CO,/ acetato’ 290 | S;06°/S:05" + HSO4 +225
FAD/FADH -220 Citocromo ¢4 ox/red +230
SO,”/HS 217 |NO,/NO +360
Acetaldehido / etanol -197 Citrocomo as ox/red +385
Piruvato™/ lactato -190 NO3;/NO, +430
FMN/FMNH -190  |Se0,”/Se05” +475
Dihidroxiacetona fosfato / -190 |Fe”*/Fe** +770
glicerofosfato
HSO5/S:04~ -170 | O,/H,0 +820
Falvodoxina ox/red -120 NO/ N,O +1180
HSO;/HS -116 N,O/NO +1360
Menaquinona ox/red -75 N>O/N, +1360
APS/AMP +HSO3 -60

La respiracién aerobia, la cual se presenta cuando se oxida un compuesto en presencia

de oxigeno (Oy), implica dos mecanismos bioquimicos:

1. Las vias bioquimicas involucradas en la oxidacion de compuestos organicos

hasta CO..

2. La forma en que los electrones son transferidos desde el compuesto organico

hasta el aceptor terminal promoviendo la sintesis de ATP.

Las rutas involucradas, y la forma en que los electrones son transferidos para la

degradacién del sustrato glucosa hasta CO,, via respiracién aerobia, se detalla en la

Figura 3. La cual se divide en tres etapas:




Glucosa

ATP
Hexoquinasa
ADP
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I

Fructuosa-6-P
ATP

ADP

Fructuosa-1,6-DP

ﬂ Aldolasa

Gliceraldehido-3-P

Gliceraldehido-3

deshidrogenasa
Pi > || IEEED Electrones NEEE)NAD'
I
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ADP
Fosfogliceroquionasa
ATP

3-fosfoglicerato -P

H Enolasa

Fosfoenolpiruvato -P

ADP
Piruvatoguinasa
ATP

Figura 3 a. Ruta metabdlica de oxidacion de glucosa (Movilizacion del acetil-coenzima A). '®



NAD" + CoA

Figura 3 b. Ruta metabdlica de oxidacion de glucosa (Ciclo de los acidos tricarboxilicos). '®



1.

NADH + FADH + GTP + NAD(P)H' + ATP

I

Flavoproteina

I

Quinona

I

Citocromo b

I

Citocromo ¢

I

Citocromo a;

2H + % O, = H,O

Figura 3 c. Ruta metabolica de oxidacion de glucosa (Transporte electronico). '®

Movilizacién del acetil-coenzima A (acetil-CoA) Figura 3 a: Proceso donde la glucosa
sufre reacciones preparatorias para producir gliceraldehido-3-fosfato; posteriormente
una etapa de oxidacién del gliceraldehido-3-fosfato hasta piruvato y finalmente el

piruvato es descarboxilado produciendo una molécula de NADH y una acetil-CoA.



2. Ciclo de los &cidos tricarboxilicos, Figura 3 b: El grupo acetilo del acetil-CoA se
combina con el compuesto tetracarbonado oxalacetato, promoviendo la formacién
de 4&cido citrico. A continuacion tiene lugar reacciones de deshidratacion,
descarboxilacion y oxidacion produciendo dos moléculas adicionales de CO, .
Finalmente se genera oxalacetato que puede aceptar grupos acetilo y nuevamente

comenzar el ciclo.

3. Transporte electrénico o sistema de transporte de electrones, Figura 3 c: Proceso
donde la energia liberada durante la sintesis de ATP es almacenada vy
simultaneamente liberada a través de donar y aceptar electrones promoviendo
formacion de moléculas como el H>O y el crecimiento celular al utilizar el ATP

almacenado en reacciones anabdlicas.

La transferencia de carga en el interior de la célula, es llevada acabo a través de
intermediarios, denominados transportadores de electrones, éstos se dividen en dos
clases: Aquéllos que difunden libremente en el citoplasma; y los que se encuentran
firmemente anclados, en enzimas de la membrana citoplasmatica de la célula, como lo
informan Morton R. A. (1965) y Yasuhiro Ogino y colaboradores (2000); y los que
difunden libremente que incluyen las coenzimas nicotinamida adenin dinucleotido

(NAD™) y nicotinamida adenin dinucleétido fosfato (NADP™).

El potencial de reduccion de los pares NAD*/NADH y NADP*/NADPH es de —320 mV
vs. electrodo estandar de hidrégeno (SHE) '®; sin embargo, aunque el NAD* y el NADP*
tienen el mismo potencial de reduccién, trabajan de forma muy distinta dentro de la

célula, asi el NAD*/NADH esta directamente involucrado en reacciones catabdlicas,



mientras el NADP*/NADPH en reacciones anabdlicas.

Los sistemas transportadores de electrones que estan asociados a las membranas,
tienen dos funciones basicas: La primera, consiste en aceptar electrones de un donador
y transferirlos a un aceptor; la segunda, es conservar algo de energia liberada durante
la transferencia de los electrones para la sintesis de ATP. Ademés de los tipos de
transportadores electrones como: NADH deshidrogenasas, transportadores que
contienen riboflavina (flavoproteinas), proteinas con hierro y por ultimo, citocromos que
son proteinas que contienen un anillo porfirinico o hemo. Hernandez M. E. & Newman
D. K. (2001); han informado que especies de Pseudomonas, presentan en su
membrana otro tipo de transportadores de electrones no proteicos conocidos como

quinonas.

2.3 FUNCION Y PROPIEDADES DE LAS QUINONAS

Las quinonas son dicetonas derivadas de compuestos aromaticos, en los cuales, los
dos grupos carbonilos pueden estar en el mismo o en diferentes anillos. Ademas de
encontrarse como constituyentes de una gran variedad de organismos vivos, forman
parte de las cadenas transportadoras de electrones, involucradas en la respiracion
celular o en la fotosintesis. Estas pueden difundir libremente, a través de la membrana,
transfiriendo electrones desde proteinas sulfuradas, hasta los citocromos. Bechtold T. &
Turcanu A. (1999); han informado sobre la utilizacién de este tipo de quinonas como
mediadores en la transferencia de electrones, principalmente la familia de

antraquinonas.



Cervantes-Carrillo (2002); utiliz6 tanto el 2 &cido sulfonico y 2-6 acido disulfonico
antraquinona (Figura 4), para incrementar la actividad enzimatica de un lodo en

condiciones anaerobias.

0] 0
SO3H SOsH
HO3S
a) 0 b)

Figura 4. Estructuras quimicas de antraquinonas. a) 2-6 acido disulfonico antraquinona y b) 2
acido sulfonico antraquinona.

2.4 QUINONAS EN EL METABOLISMO CELULAR

En los estudios de Field y colaboradores (2001 y 2002) y Cadena Ramirez (2004)
utilizando principalmente el 2-6 acido disulfonico antraquinona en presencia de un lodo
en condiciones anaerobias, se encontrd para los estudios de Field; que la velocidad de
oxidacion de sustratos como: acetato, butirato y propionato se incrementaba, de la igual
forma en los trabajos de Cadena informé que la velocidad de oxidacion de acetato se
incrementaba un 43% y en un 17% la reduccién de nitrato al compararlo cuando no se
adiciona la quinona. La aportacién principal de estos trabajos es la utilizacién de

antraquinonas, para acelerar el metabolismo de un lodo anaerobio (Figura 5).

0
50-H

0
- 50-H

0

Figura 5. Esquema de utilizacion de antraquinonas para acelerar el metabolismo celular. 5,24, 25)



Fraga Coates y colaboradores (1999); utilizaron sustancias humicas (que son
compuestos que estan constituidos por diversos tipos de quinonas, y son muy
abundantes en la biésfera), en el metabolismo del microorganismo Geobacter
metallireducens, con la finalidad de disminuir la cantidad de hierro Ill, (Figura 6). La
aportacién de este trabajo fue que las sustancias humicas pueden utilizarse como
aceptores de electrones y ser reducidas por un microorganismo y estas especies

reduzcan otros compuestos, en este caso, hierro Il a hierro Il.

N
Acetato Sustancias Fe (II)
himicas
oxidadas
Sustancias Fe (1)
Metaholitos himicas
reducidas
i

Figura 6. Esquema de utilizacion de sustancias hiimicas para reducir hierro Ill a hierro II. ¥

Conociendo los estudios de Lovley D.R. y colaboradores (1996 y 1999), en donde se
muestra que las quinonas pueden utilizarse como mediadores quimicos, Stolz Andreas
y colaboradores (2001 y 2002) realizaron trabajos con el microorganismo
Sphingomonas sp y la participacién de los mediadores, la 2-6 disulfonato acido de
antraquinona y la 2 hidroxi naftoquinona, para reducir compuestos azo (estos
compuestos tienen la estructura: Ri-N=N-R. donde el grupo R es un grupo aromatico
sustituido), (Figura 7). La principal aportacion de este trabajo es la utilizacién de los
microorganismos para reducir las quinonas y mediante éstas reducir compuestos de

dificil degradacién, como los compuestos azo.



R)-INHa
E:-INH»

Metaholitos R)-T9=N-R2z

Figura 7. Esquema de utilizacion de antraquinonas para reducir compuestos azo. (% 2% 20

Van der Zee y colaboradores (2002); estudiaron el efecto de la 2-6 disulfonato acido de
antraquinona, en la reduccion de compuestos azo, que desecha la industrial textil, a
compuestos de facil asimilacion, utilizando un reactor de lodo granular expandido
(Expanded Granular Slugde Blanket) EGSB, en condiciones termofilicas. La aportacion
de este trabajo es que mediadores del tipo antraquinonas sustituidas, pueden utilizarse
en reactores EGSB, en condiciones termofilicas y anaerobias, para tratar aguas

residuales, provenientes de la industria textil.

Basandose en los estudios antes mencionados Lovley D.R. (1996), estudi6 el
comportamiento de dos microorganismos diferentes con la adicién de la 2-6 disulfonato
acido antraquinona, donde el microorganismo, Geobacter metallireducens reduce la
quinona 2-6 disulfonato acido, mientras el microorganismo Wolinella succionogenes
oxida la hidroquinona formada, (Figura 8), mostrandose en este trabajo que la quinona
puede ser regenerada en el medio y que dos procesos de diferente indole pueden

llevarse a cabo simultaneamente.
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Fumarato \\

0
KSO:,H
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Figura 8. Esquema de utilizacion de regeneracion de antraquinonas por medio de la participacion
de dos microorganismos. ®

2.5 METABOLISMO CELULAR INFLUENCIADO POR ELECTRODOS

Benneto H. Peter y colaboradores (1984); informaron sobre la utilizacion de electrodos
en combinacion con mediadores quimicos (estos mediadores son principalmente
colorantes por ejemplo: O-toulidina, azul de metileno, safranina, entre otros), y
diferentes microorganismos. En este trabajo el metabolismo celular de los
microorganismos fue aprovechado para reducir los mediadores, y a través de un
electrodo recuperaban los electrones para generar electricidad y aplicarse a pilas

microbioldgicas de combustible. (Figura 9)

e - Produccion de

energia
A
Clucosa \ Colorantes
forma
oxidada
Colorantes
forma
reducida Electrodo

Figura 9. Esquema de utilizacion de compuestos quimicos para obtener energia. ¥



Por otra parte, existen los estudios de Hyung Joo Kim y colaboradores (2002); donde no
se utiliza mediador alguno, implicando solamente la interaccién del electrodo y el
microorganismo Shewanella putrefaciens (Figura 10). En este trabajo se propone que la
transferencia directa de electrones del microorganismo al electrodo, puede llevarse
acabo por proteinas extracelulares (éstas tienen la propiedad de captar electrones
liberados en la respiracién de los microorganismos), pero estos sistemas dependen de

la cantidad presente de estas proteinas en cada microorganismo.

- Produccion de

N energia
Acetato
Electrodo
Metaholitos

Figura 10. Electrodo en contacto con Shewanella putrefaciens para obtener energia. ¥

2.6 EFECTO DEL POTENCIAL EN EL METABOLISMO CELULAR

Riondet Christophe y colaboradores 1999 y 2000; han informado en la literatura que los
microorganismos regulan sus funciones metabdlicas por cambios de potencial, a través
de gradientes de concentracion de iones metalicos (sodio y potasio), asi como
protones. Los cambios de potencial por gradientes de pH del microorganismo E. Coli
dependen en gran medida del potencial externo de 6xido-reducciéon (ORP), por ello la
aplicacién de un potencial electroquimico es una variable muy importante, el cual
modifica la permeabilidad de protones en la membrana celular, ademas este ORP

extracelular regula algunas actividades enzimaticas en los microorganismos.



El area de los electrodos es importante en el tipo de proceso que se desea modificar
con potencial, por ejemplo: en los estudios de Benneto H. Peter y colaboradores (1984),

el area de los electrodos fue del orden de 800 cm?.

La investigacion aqui propuesta plantea la utilizacion de mediadores de la familia
antraquinonas, debido a que son las mas informadas en la literatura y se han tenido
buenos resultados al utilizarlas. Asi mismo el uso de un microorganismo Pseudomonas
sp en condiciones aerobias y la aplicacion de un potencial éxido reductor, con la
finalidad de regenerar los pares redox de las antraquinonas, en el medio de cultivo y

acelerar el metabolismo celular del microorganismo, para degradar un sustrato prueba

josch
- é@ {JH

Figura 11. Esquema de utilizacion de antraquinonas y un electrodo para acelerar el metabolismo
celular.

(glucosa) Figura 11.
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3.JUSTIFICACION

Los procesos mencionados en la seccion de antecedentes, muestran la gran variedad
de procedimientos para catalizar el metabolismo celular y la generaciéon de energia,
mediante procesos redox, para fines tecnoldgicos. Estas investigaciones implican la
participacion de un microorganismo y adicién de un mediador © 2%; |a interaccién de dos
microorganismos, para regenerar el par redox de los mediadores en el medio de cultivo,
llevando acabo dos procesos simultaneos ¥ y la adicion de otras sustancias quimicas,
por ejemplo, sustancias humicas. Por otra parte, en los procesos de produccion de

energia se encuentran los que no utilizan ningin mediador ¥ y los que utilizan

compuestos con propiedades redox; colorantes. ¢

En general estas metodologias se ven limitadas, unas por el tipo de mediador
empleado, otras por la regeneracién de los mediadores, al medio de cultivo y; otras, por
la transferencia de carga entre el microorganismo y el electrodo. Por ello la primicia de
esta investigacién es el utilizar Pseudomonas sp, la cual fue aislada de un suelo

contaminado con hidrocarburos, & 0 17

y provocar un estrés energético en el
metabolismo celular, mediante el uso de quinonas y simultdneamente la imposicién de
un potencial redox, para obtener mayor velocidad de consumo de un sustrato prueba

(glucosa)



4. ESTABLECIMIENTO DE LA HIPOTESIS DE TRABAJO

Existe una relaciébn energética entre los diferentes sustituyentes de la

antraquinona en su potencial redox.

La imposicion de un potencial de oxidacién por medio de un electrodo en

solucion, permite una rapida regeneracion de los mediadores.

La adicion de antraquinonas acelerara la velocidad de consumo de glucosa en el

microorganismo Pseudomonas sp.

Los sustituyentes en la estructura de las antraquinonas influyen en acelerar o
disminuir la velocidad de consumo de glucosa en el microorganismo

Pseudomonas sp.

El microorganismo Pseudomonas sp. puede acelerar su velocidad de consumo
de glucosa por la presencia de imposicion de un potencial redox a través de un

electrodo a la solucién.



5. OBJETIVOS GENERAL Y PARTICULARES

5.1 OBJETIVO GENERAL

v

Desarrollar una metodologia bioelectrocatalitica para evaluar el efecto de
mediadores quimicos naturales de tipo antraquinona mono y di sustituidas en
la posicion 2 y 2-6, asi como la imposicién de un potencial redox en solucion
a través de un electrodo, en el metabolismo celular de consumo de glucosa

del microorganismo Pseudomonas sp.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

v

Determinar el crecimiento y el consumo de glucosa en las condiciones de

trabajo del microorganismo Pseudomonas sp.

Caracterizar los potenciales redox y los mecanismos de reaccion de las
diferentes antraquinonas mono y di sustituidas en la posicién 2 y 2-6 en el

medio de cultivo.

Estudiar y caracterizar el efecto de las antraquinonas, en el crecimiento y

consumo de glucosa del microorganismo Pseudomonas sp.

Estudiar el comportamiento de la imposicion de un potencial redox en el

crecimiento y consumo de glucosa de Pseudomonas sp.

Caracterizar el efecto tanto de la adicién de antraquinonas e imposicion de un

potencial en el crecimiento y consumo del sustrato por Pseudomonas sp.



6. METODOLOGIA

La metodologia se dividié en tres etapas:
6.1.- Etapa electroquimica
6.2.- Etapa microbioldgica

6.3.- Etapa bioelectrocatalitica

6.1 ETAPA ELECTROQUIMICA
6.1.2 Electrodos de referencia y trabajo
El electrodo de trabajo fue de carbon vitreo, por poseer una amplia ventana de
6xido-reduccién, con una area de 1.9635 x 10 cm?, el electrodo auxiliar de grafito y
el electrodo de referencia de Calomel (tanto el electrodo auxiliar como el de
referencia, se colocaron en dispositivos separados un tubo de vidrio y un capilar de

Luggin respectivamente, para evitar reacciones parasitas y reaccion con el medio).

6.1.3 Antraquinonas

Las antraquinonas propuestas para este estudio se muestran en la Figura 12.

6.1.4 Caracterizacion electroquimica de los potenciales redox de las
diferentes antraquinonas en el medio de cultivo.
Para la caracterizacidon electroquimica del medio de cultivo y las antraquinonas, se

utilizd la técnica electroquimica conocida como voltamperometria ciclica.
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Figura 12. Estructuras quimicas de antraquinonas. a) Antraquinona, b) 2 acido sulfonico
antraquinona, c) 2 carboxilato acido antraquinona, d) 2-6 acido disulfunico antraquinona, e) 2
amino antraquinona, f) 2-6 diamino antraquinona y g) 2-6 dihidroxi antraquinona.



6.2 ETAPA MICROBIOLOGICA

6.2.1 Microorganismo y medio de cultivo
El microorganismo a emplear en este trabajo fue Pseudomonas sp; debido a que se
aisl6 de un suelo contaminado por hidrocarburos @ ' '; ademas estas especies son

muy versatiles en la utilizacion de diferentes fuentes de carbono y se adaptan

facilmente a las condiciones ambientales.

El microorganismo Pseudomonas sp, se crecid por 24 horas en un medio rico, (Medio
Luria), el cual proporcion6 los cofactores y nutrientes necesarios, para posteriormente
pasar 10 mL del cultivo a un medio mineral desasimilativo, y llevar acabo las cinéticas.
La composicion del medio Luria y medio mineral de cultivo se describe en la tabla 2 y 3

respectivamente.

Tabla 2. Composicion del medio enriquecido Luria.

Peptona de caseina 10
NaCl 10
Extracto de levadura 5

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo de trabajo.

Compuestos Concentracion (mM) Concentracion (g L)
Glucosa 5.5 1
NaCl 86 5
NH,CI 56 3
KH,PO, 3 0.5
Na,HPO, 0.5 0.1
MgSO,7H,0 4 1

El valor de pH y temperatura se mantuvieron constantes en 6.8 y 282C respectivamente con una
relaciéon carbono nitréogeno de C/N = 0.5



6.2.2 Medicion del crecimiento

El crecimiento de Pseudomonas sp. en el medio de cultivo descrito en la Tabla 2, se
evalué por los métodos siguientes:

a) Indirecto: Este método no discrimina entre células viables y no viables,
incluye ambas y se determina por cambios de absorbancia en una longitud
de onda de 600 nm.

b) Directo: Método que contabiliza células viables, conocido mejor como:
contaje de colonias. Este consiste, en hacer diluciones seriadas de la
muestra que contiene las células a contar, en una solucién salina al 0.9%,
posteriormente se realiz6 una siembra en cajas Petri con 0.1 mL de una
suspensidn, después de dos dias de incubacién a 28°C se contabilizaron

las colonias formadas.

Con la finalidad de hacer méas agil la cuantificacién celular de Pseudomonas sp, se

realizo la siguiente estrategia:

A la muestra a la cual se determina la absorbancia por el método indirecto, es la misma
que se determina por el método directo, para evaluar las unidades formadoras de
colonia UFC ml . De esta manera se construye una curva patrén que relaciona las

UFC ml™ contra la absorbancia Figura 13.
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Figura 13. Curva patrén de UFC ml™” contra absorbancia.

La figura 13, muestra una relacion lineal entre las primeras 10 horas de crecimiento,
entre las UFC ml” y la absorbancia medida, de esta manera la cuantificacién celular de

Pseudomonas sp. Se vuelve mas agil.

6.2.3 Cuantificacion del sustrato

El sustrato se cuantific6 mediante un equipo analitico amperométrico YSI 2700, para
evitar interferencias por la presencia de antraquinonas en solucion. Se realizé una curva
patrén, que relaciona la concentracion real de glucosa en (g L") vs. concentracién
calculada por el equipo de glucosa en (g L"), en presencia y ausencia de antraquinona.

AQ2S Figura 14.
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Figura 14. Curva patrén de glucosa con presencia y ausencia de AQ2S 0.5 mM.

Analizando la gréfica de la Figura 14, se encuentra que los valores de las pendientes
con presencia y ausencia de antraquinona AQ2S, son similares 1.0179 y 1.0238
respectivamente, se concluye que no existe efecto de interferencia de la antraquinona

en la cuantificacién de glucosa.

6.2.4 Cuantificacion de la adicion de antraquinonas

Los parametros de evaluacién que permitieron cuantificar el efecto por adicion de 0.5
mM de las diferentes antraquinonas, fueron: El crecimiento y el consumo de glucosa por

Pseudomonas sp.



6.2.5 Medicion de la imposicion de un potencial redox

La medicién del efecto por aplicar un potencial redox, se midi6 a través del crecimiento

y consumo de glucosa en Pseudomonas sp.

6.3 ETAPA BIOELECTROCATALITICA

Concluidos los estudios de las dos etapas anteriores, la tarea siguiente es unir ambas
para determinar el efecto de adicibn de antraquinonas y aplicacion de un potencial
redox, en el metabolismo de consumo de glucosa de Pseudomonas sp. Es importante
mencionar que la presencia del potencial, por medio de un electrodo, ayudara en la
regeneracién de las especies (hidroantraquinona / antraquinona) en el medio; asi como
la modificacion del potencial de la solucion conocido como ORP. Esta modificacién del

ORP podria alterar la permeabilidad de protones en la membrana celular.

Las cinéticas para evaluar el efecto de adicién de antraquinona y presencia de un

potencial se realizaron de la siguiente forma:

6.3.1 Montaje de Cinéticas

Para todas las cinéticas se realizaron 6 experimentos utilizando una celda
electroquimica de tres electrodos (Figura 15), con capacidad de 250 mL, la cual, se
esteriliz6 con 90 mL de medio de cultivo descrito en la Tabla 3, posteriormente, se
adicioné el peso en gramos de las antraquinonas a trabajar. Sin embargo esta cantidad
agregada de antaquinona, asegur6 que la solucidn en la celda se encontrara saturada a
una concentracién menor o igual de 0.5 mM de la especie antraquinona y por ultimo, se

incorporaron 10 mL de células de Pseudomonas sp obtenidas de un indculo previo,



en el medio de cultivo rico. ElI pH, absorbancia y el consumo de sustrato se

monitorearon durante 8 horas.

Electrodo de referencia

Electrodo de trabajo
\ Electrodo auxiliar

Toma de muestra

I '

No—

Figura 15. Diseno de la celda electroquimica de tres electrodos.

Las variables controladas en cada experimento fueron:

1. Experimento 1: (Control 1)  Pseudomonas sp

2. Experimento 2: (Control 2) Medio de cultivo en ausencia de 0.5 mM
quinona

3. Experimento 3: (Control 3) Medio de cultivo con presencia de 0.5 mM
de quinona

4. Experimento 4: Pseudomonas spy 0.5 mM de mediador

5. Experimento 5 Pseudomonas sp y un potencial de —200 mV

6. Experimento 6 Pseudomonas sp, 0.5 mM de mediador y un potencial

de —200 mV



7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se dividieron en tres los cuales son:
7.1  Resultados electroquimicos
7.2 Resultados microbioldgicos

7.3 Resultados bioelectrocataliticos

7.1  RESULTADOS ELECTROQUIMICOS
Esta etapa consiste en la caracterizacion electroquimica de los potenciales redox de las

diferentes antraquinonas asi como del medio de cultivo.

En este trabajo se consider6 como posibles mediadores los siguientes compuestos
(Figura 12): Antraquinona (AQ), 2 amino antraquinona (AQ2N), 2-6 diamino
antraquinona (AQ26N), 2 acido sulfonico antraquinona (AQ2S), 2-6 &cido disulfonico
antraquinona (AQ26S), 2 carboxilato acido antraquinona (AQ2C) y 2-6 dihidroxi
antraquinona (AQ260H). Para su estudio se dividieron las antraquinonas en dos
grupos: segun las propiedades del sustituyente 1.- Grupo electroatractores (grupos que
extraen carga del grupo quinoide) que corresponde a las antraquinonas (AQ2S, AQ26S
y AQ2C). 2.- Grupo electrodonadores (grupos que inducen carga hacia el grupo
quinoide), el cual incluye los mediadores a las antraquinonas (AQ2N, AQ26N vy

AQ260H) ambos grupos fueron comparados con la AQ.

La discusion y analisis de las antraquinonas, se basaron en los resultados de la técnica
de voltamperometria ciclica. Esta técnica aplica un potencial dependiente del tiempo, de

forma triangular (Figura 16), midiendo la corriente que pasa a través de la celda



electroquimica como funcién del potencial como respuesta.
La grafica resultante de corriente en funcién del potencial aplicado, se denomina
voltamperograma. Figura 17.

Los parametros mas importantes de analisis de la técnica de voltamperometria ciclica

son:
v" El potencial de pico catddico y anddico (Epc Y Epa).
v" Corrientes de pico anddica y catédica (ipa Y ipc)-
Potencial (V) E 3

Tiempo (s)

E »

-+

E;

Figura 16. Grafica de perturbacion en la técnica de Voltamperometria ciclica, potencial vs. Tiempo

El voltamperograma de la Figura 17, muestra los controles necesarios: a) el medio de
cultivo, b) el medio de cultivo mas 1 g L' de glucosa y c) voltamperograma
correspondiente de 0.5 mM de AQ2S. Los parametros experimentales fueron: Velocidad
de barrido de 100 mV s, pH de 6.8, temperatura de 28°C y una cantidad de
antraquinona para alcanzar idealmente una concentracién de 0.5 mM, todo disuelto en
el medio de cultivo descrito en la tabla 3 pagina 22, dentro de la celda con tres

electrodos. Es importante mencionar que la solubilidad de cada antraquinona



dependera del grupo funcional, de esta manera la concentracion agregada de
antraquinona asegura cuando mucho una concentracién de 0.5 mM o bien una solucién
saturada de la especie antraquinona la cual se mencion6 anteriormente dependera del

grupo sustituyente presente de la antraquinona.

Las Figuras 17 a y b que corresponde al control del medio y el control con glucosa
respectivamente, no presentan ninguna reaccion redox en los potenciales donde se
oxidan y reducen las antraquinonas (-800 mV y —200 mV), observando sélo las
corrientes capacitivas, que son muy pequenas con respecto a la magnitud de las
corrientes faradaicas obtenidas para las diferentes antraquinonas Figura 17 c,
implicando que la unica contribucidn en la corriente faradaica, es por la presencia de las

antraquinonas en el medio.

Corriente i (uA)

ipc

I
-800 -600 -400 -200
Potencial (mV/SCE)

Figura 17. Voltamperograma tipico. a) Control del medio, b) Control del medio con 1 g/L de
glucosa y c) Voltamperograma para la AQ2S. Condiciones: v =100 mV/s, 0.5 mM, pH 6.8 y 28°C en
el medio de cultivo.



Corriente i (pA)

Corriente i (pA)

Las Figuras 18 y 19 muestran los voltamperogramas para las antraquinonas

electroatractoras y electrodonadoras respectivamente.
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Figura 18. Voltamperogramas tipicos para las antraquinonas electroatractoras. a) AQ2C, b) AQ2S,

c) AQ26S y d) Control AQ. Condiciones: v =100 mV/s, 0.5 mM, pH 6.8 y 28°C en el medio de
cultivo.
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Figura 19. Voltamperogramas tipicos para las antraquinonas electrodonaras. a) AQ260H y b)
AQ2N y c) Control AQ. Condiciones: v =100 mV/s, 0.5 mM, pH 6.8 y 28°C en el medio de cultivo.

Los voltamperogramas obtenidos para las antraquinonas con grupo electro-atractor
Figura 18, y con grupo electro-donador Figura 19, muestran que las corrientes
asociadas a los voltamperogramas tienen diferente intensidad de corriente, debido a la
solubilidad que las antraquinonas presentan en el medio, ademdas cualitativamente
todos los voltamperogramas son similares en forma, a excepcion de la AQ26S figura 18
C, es decir se observa que son sistemas de transferencia de carga reversibles, debido a
que se observa tanto el pico de reduccién y de oxidacion correspondiente. Para mostrar

si las antraquinonas son sistemas reversibles, de una manera cuantitativa, se



realiz6 un estudio voltamperométrico a diferentes velocidades de barrido de 10 mV/s

hasta 10,000 mV/s.

Inicialmente se analiza la grafica de la funcion voltamperométrica contra el logaritmo de

la velocidad para el pico de reduccion de los dos grupos de antraquinona Figura 20.

La funcion voltamperométrica es un parametro de analisis mediante el cual se puede
determinar la existencia de reacciones quimicas acopladas a la trasferencia de carga,
asi como la cinética de trasferencia, cuando la funcién voltamperométrica presenta
variaciones, 0 no se presentan si la funcion voltamperométrica es constante, indicando
de esta forma, si se trata de un sistema de transferencia de carga rapido reversible o
no. La funcién voltamperométrica para un sistema reversible limitado por difusion se

define como:

j” - Sy 3/2 12y *
5 =(2.69x107)n" " AD, ",

Vv Ecuacion (1)

Donde:

ip = Corriente de pico catédico (A)

C'ox =Concentracién de la especie electroactiva en la solucién (mol cm™®)
v= Velocidad de barrido (V s)

n=  Numero de electrones intercambiados

A= Area del electrodo (cm?)

D= Coeficiente de difusién de la especie electroactiva en la solucion (cm?s™)
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Figura 20. Funcion voltamperomética vs. Log velocidad . a) AQ2S, b) AQ2C, c) AQ2N, d) AQ26S e)
AQ260H

La Figura 20 muestra que el valor de la funcién voltamperométrica es particularmente
constante en el intervalo de velocidades de barrido de 0.01 Vs —1 V s, (valor de
logaritmico de —2 y 0 respectivamente), indicando de esta manera que la reduccién de
todas las antraquinonas se encuentra limitada por difusion en este intervalo de
velocidades. Ademads, se observa que la funciones voltamperométricas evaluadas en
este trabajo, como corrientes de pico de reduccion por la velocidad a la un medio (IP v°
'2) " presenta diferentes ordenadas para las diferentes antraquinonas, esto esta de

acuerdo con la ecuacion 1 en donde la relacién (IP v''3), depende de la concentracién

de la especie electroactiva la antraquinona definida como C,

Las ordenadas de las figuras 20 d y b que corresponden a las antraquinonas AQ2C



y AQ26S respectivamente, indicarian que tienen una solubilidad mayor al compararlas
con las antraquinonas AQ260H, AQ2N figuras 20 ¢ y e, mientras la solucion que
contiene a la especie AQ2S figura 20 a, se observa que es la mas soluble, debido a que

es la antaquinona que posee una ordenada mayor.

La grafica de la diferencia de potencial de picos anddico y catdédico (Epa-Epc)
respectivamente, contra el logaritmo de la velocidad, de los dos grupos de antraquinona

se presentan en la Figura 21.

Epa- Epc (mV)
——3) AD2S
—B—b) A02C 218 5
C) A2
d) AQ2ES 180 1
—#—e) ARZE0H
180 1

-1 0.5 a
Log v (mV/s)

Figura 21. Diferencia de potenciales de pico vs. Log velocidad. a) AQ2S, b) AQ2C, c) AQ2N, d)
AQ26S y e) AQ260H. La linea roja muestra el valor de diferencia de potenciales de pico de 30 mV.

La diferencia de potencial de picos para ambos grupos de las antraquinonas Figura 21,

es constante, a velocidades de barrido menores de 100 mV s, (valor logaritmico —1),



mientras a velocidades superiores de 1000 mV s™', se observé una variacién del Epa-

Epc con la velocidad. Conforme a la literatura ('®

, una reaccion electroquimica
reversible, ocurre si la funcién voltamperométrica y la diferencias de potenciales de
picos anddica y catédica, son independientes de la velocidad y si se cumple la relacién
60 mV n”', donde n es igual al nimero de electrones transferidos. En las antraquinonas
estudiadas se encontré que la funcién voltamperométrica y la diferencia de potenciales
de pico es independiente de la velocidad, para las antraquinonas AQ2C, AQ2N,
AQ260H, Figura 20 b, c y e asi como Figura 21 b, c y e respectivamente, a velocidades
de barrido menores de 100 mV s™, (valor logaritmico —1), y la AQ2S a velocidades
menores de 50 mV s (valor logaritmico —1.3); Figuras 20 a y 21 a. Ademas, las
antraquinonas aqui estudiadas se oxidan y reducen en un medio acuoso implicando la
transferencia de 2 electrones; por ello, se espera una relaciébn a través de dos
electrones, es decir hasta formar la hidroquinona correspondiente de (60 mV)/2 = 30
mV. (ver mecanismo mas adelante). Encontrandose que la reduccién de todas las

antraquinonas excepto la AQ26S son sistemas reversibles a velocidades de barrido

menores de 100 mV s

Finalmente para confirmar la reversibilidad de las antraquinonas AQ2S, AQ2C, AQ2N y
AQ260H se calculan las pendientes del grafico potencial de pico de reduccién contra el
logaritmo de velocidad (Epc vs. Log v), de la Figura 22. Los valores que se tomaron en
cuenta, para realizar esta gréafica fueron los obtenidos en el intervalo de velocidades de
barrido de 10 mV s a 100 mV s que corresponden a los valores logaritmicos -2 y -1
respectivamente, debido a que en estas condiciones la reduccion de las antraquinonas
se encuentran limitada por difusion. De esta manera las pendientes de Epc vs. Log de

la velocidad encontradas son: 32 mV, 25 mV, 26 mV, 42 mV y 35 mV por década,



para la AQ2S, AQ2C, AQ2N, AQ26S y AQ260H respectivamente.
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Figura 22. Potencial de reduccion (Epc) vs. Log de la velocidad. a) AQ2S, b) AQ2C, c) AQ2N, d)
AQ26S y e) AQ260H.

La funcién voltamperométrica de la figura 20 y la diferencia de potenciales de picos
anddico y catodico figura 21, son independientes de la velocidad de barrido en valores
menores de 1000 mV s, (valor logaritmico -1), y ademas la variacién del Epa contra el
logaritmo de la velocidad figura 22, es del orden de 30 mV, en base a estos resultados
obtenidos experimentalmente al compararlos con la literatura '® permiten sugerir como
una primera aproximacion el mecanismo que siguen las antraquinonas, que es del tipo

(18)

electroquimico-quimico-electroquimico (ECE) , el cual presenta la formacién de

especies intermediarias, que dependen de la transferencia de electrones y protonacion.



AQ + 1e <+——> AQ®- (E1)

AQ>- + HA «—> AQH® +  A- (C1)
AQH® + e «—> AQH (E2)
AQ + HA + 2 <« AQH + A

Mecanismo de reaccidn: Electroquimico-Quimico-Electroquimico (ECE)

AQ + 1e <> AQ®- (E1)
AQS- + HA <> AQH? +  A- (C1)
AQH? + 1e <> AQH (E2)
AQH + HA > AQH; +  A- (C2)
AQ + 2HA + 2¢ > AQH; + 2A

Mecanismo de reaccidn: Electroquimico-Quimico-Electroquimico-Quimico (ECEC)
(Donde representan: AQ a cualquier antraquinona, HA al &cido que puede ser Ho,PO's y

A’ |la base conjugada del acido)

Es importante resaltar que de acuerdo a las propiedades acido base de las especies
semiantraquinona anion radical (AQ2N®%-, AQ26N°-, AQ2S°-, AQ26S°%-, AQ26C*-), y de
la hidroantraquinona anion (AQ2NH-, AQ26NH- , AQ2SH- , AQ26H- AQ2CH-) el
mecanismo global de transformacién de la antraquinona hasta antrahidroquinona puede
ser de forma ECE o bien ECEC. El estudio voltamperométrico de reduccion no es capaz
por si solo de discernir si la antraquinona se reduce hasta AQH  y AQH,. En nuestro
equipo de trabajo se ha propuesto de manera esquematica que el analisis del pico de
oxidacion correspondiente permite identificar si el proceso de reduccion de quinonas

produce las especies AQH y AQH>



De esta manera se analiza la separacion de los potenciales de picos de oxidacion y
reduccion de los voltamperogramas asociados a cada antraquinona en la Figura 23 y

Tabla 4.

Tabla 4. Potenciales de reduccion y oxidacion de las antraquinonas a una velocidad de
barrido de 100 mV s, pH = 6.8 y 28°C.

Pico de reduccion Pico de oxidacion Potenciales de media Diferencia absoluta

Antraquinona

Epc (mV) Epa (mV) onda (Epa+Epc)/2 (mV) de picos (mV)
AQ - 550 - 500 - 525 50
AQ2N - 630 - 600 - 616 30
AQ26N - 650 - 580 - 615 80
AQ260H - 650 - 630 - 653 25
AQ2C - 530 - 490 - 512 38
AQ2S -510 - 460 - 487 53
AQ26S - 500 - 400 - 451 98
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Figura 23. Voltamperograma tipico. corriente vs Potencial de la AQ26S. Condiciones: v=100 mV s

La Figura 23, muestra el voltamperograma tipico correspondiente para la AQ26S, el

Potencial (mV/SCE)

!, concentracién 0.5 mM, pH 6.8 y 28°C.

cual presenta a manera grafica, gran diferencia a la forma del voltamperograma de




la AQ2S, Figura 17 pagina 30, particularmente en el barrido anddico, mostrando un pico
de oxidacién mas ancho, evidencia que indica la presencia de reacciones quimicas
posteriores, que conducen a un mecanismo ECEC, dando por resultado una separacioén

de los picos de reduccion y oxidacion.

Analizando los resultados de la separacion de picos de reduccién y oxidacién de la
Tabla 4, se encontr6 que las antraquinonas AQ2N, AQ2C y AQ260H presentan una
separacion de 30, 38 y 25 mV, mientras que la separacién de AQ, AQ2S AQ26N y
AQ26S es de 50, 53, 80 y 98 mV respectivamente. Estas separaciones indican que
para el primer grupo de antraquinonas la reduccion a través de dos electrones forma
AQH’, mientras que separaciones mayores de 30 mV indican que se ha formado en la
reduccion bioeléctrica de la antraquinona la especie AQH,, es decir para las
antraquinonas AQ2N, AQ2S y AQ260H el mecanismo es un ECE mientras las
restantes antraquinonas siguen un mecanismo ECEC. Esta diferencia de los
mecanismos se debe ciertamente a la basicidad de los intermediarios formados que
dependen a su vez de los sustituyentes presentes en las antraquinonas. Para estudiar
el efecto energético de los sustituiyentes en la reduccién de las antraquinonas se llevo
acabo un estudio tipo Hammet, la Figura 24 muestra la variacién del potencial de media
onda evaluados como Ei = (Epa +Epc)/2 en funcién de los sigma de Hammet " en

posicion para.



Para aplicar el modelo de Hammett-Zuman | se considera la comparacion el Ey, onda
de las antraquinonas con algun sustituyente con respecto al E2 de la antraquinona que
no tiene sustituyente alguno, con esto se toma el efecto de los sustituyentes en las

propiedades de reduccién. El efecto de los sustituyentes esta titulado como &, que para

el caso constituye al sustituyente en posicion para o,. Figura 24 y Tabla 5.

Tabla 5. Potenciales de reduccion de 'z pico experimental, o, tedrico y diferencia del
potencial de Y2 pico menos el potencial de 2 de referencia de la AQ. Condiciones velocidad
de barrido de 100 mV/s, pH = 6.8 y 28°C.

Antraquinona E'>mV ¢, (E'2-E%2AQ)mV

0.7 74
AQ2S -487 | 0.35 38
AQ2C 512 | 0.45 13

AQ -525 0 0
AQ26N 615 | -1.12 -90
AQ2N 616 | -0.56 -91
AQ260H 653 | -1.48 128

0.15 (E12- E12AQ) V
vs SCE

op Hammett
-1.5

AQ260H

-0.15 -

Figura 24. Potencial de medio pico (Epa + Epc)/2 vs. Sigma (op) de Hammett, para diferentes
antraquinonas.



La Figura 24, muestra una relacién lineal entre la diferencia de potenciales de media
onda de las antraquinonas menos el potencial de media onda de la antraquinona como
control (Ev, - E . AQ) y los valores de las sigmas de Hammett, con una ecuacién igual a:
Y =0.090 X o (AE v = (E + - E +AQ) = 0.090 op), con un R? = 0.93, esta variacién lineal
de (E + - E . AQ) con el o, de Hammet indica que el proceso de transferencia de carga
esta influenciado por el efecto de trasmision de carga que producen los diferentes
sustituyentes en el anillo quinoide. De esta manera grupos que introducen carga al
anillo quinoide, (o, menor que cero), provocan desplazamientos negativos del potencial
de reduccién con respecto al potencial de la antraquinona que no esta sustituida; es
decir, es necesario una energia mayor para introducir un electrén a la estructura de la
antraquinona. En cambio los sustituyentes que extraen carga del anillo quinoide (op
mayor que cero), provocan que se requiera menor energia para reducir los grupos
quinoide, esto se ve reflejado en desplazamientos positivos del potencial de reduccién,

ademas explica porque dentro del grupo electrodonador de antraquinonas (AQ2N y
AQ26N) asi como la AQ260H, al compararlos con la AQ, el op de Hammett es menor
que cero, (Tabla 5), por poseer valores de potencial mas negativos, debido a un efecto
de sustituyentes donde el grupo amino actla incrementando mas la densidad de carga
en el carbonilo, mientras las antraquinonas del grupo electroatractor (AQ2C, AQ2S y
AQ26S), el op de Hammett es mayor que cero y los potenciales aparecen a valores
mas positivos del potencial con respecto del grupo basico, a razén de que los grupos

electroatractores participan en disminuir la densidad de carga del carbonilo.

De esta forma la basicidad de las especies intermediarias de la antraquinona AQ26N es

mayor que las restantes antraquinonas haciendo que las reacciones de protonacién de



la especie AQ%- (C1) y AQH (C2), sea cuantitativa por lo que es de esperarse que se
lleve la reduccién hasta la hidroquinona AQH, implicando un mecanismo ECEC,
mientras que las antraquinonas AQ2S y AQ2C las especies intermediarias su basicidad
es menor, indicando que sélo la reaccién C1 es cuantitativa, por lo que el mecanismo
de reduccion es de esperarse en ECE. Los valores de diferencia de potenciales de la
Tabla 4, confirma estas aseveraciones para las antraquinonas siguientes ya que la
diferencia de potenciales para la AQ26N es de 80 mV mientras para la AQ2C y AQ2S

es de 38 mVy 53 mV

Para confirmar acerca de la reversibilidad de la reduccion de las antraquinonas en el
medio acuoso que implica un mecanismo ECE, se evalu6 el cambio de la relacion entre
la corriente anddica y catodica con la velocidad de barrido, en la Tabla 6, muestra el
porcentaje de recuperacion de la relacion de corrientes anddica y catddica para dos

velocidades de barrido 50 mV y 500 mV para las diferentes grupos de antraquinonas.

Tabla 6. Relacion de la corriente anddica y catodica para las diferentes antraquinonas a dos
diferentes velocidades de barrido 50 mV y 500 mV, pH = 6.8 y 28°C.

Mediador (Ipa/lpc) 50 mV/s (Ipa/lpc) 500 mV/s Separacion de potencial de picos

(mV)
AQ2C 0.90 0.90 38
AQ2S 0.78 0.75 50
AQ26S 0.87 0.57 98
AQ260H 0.73 0.74 25

Para las antraquinonas AQ2C y AQ2S, el porcentaje de recuperacién es alto y éste no
disminuye al aumentar la velocidad de barrido, es decir poseen reversibilidad, esto se
debe, a que como su bases conjugadas son débiles y el pH del medio no es suficiente
acido para protonar las especies hidroantraquinona anion (AQ2SH- y AQ2CH-)

impidiendo la formacion de la hidroquinona (AQ2SH, y AQ2CHy), involucrando un



mecanismo ECE. Por otra parte para el caso de la AQ260H, se observa una
recuperacion alta independiente de la velocidad de barrido, por la naturaleza del
sustituyente (op = -1.48) se esperaria que los intermediarios fueran lo suficiente basicos
para formar la hidroquinona AQH, lo que provocaria una variaciéon en el porcentaje de
recuperacion con la velocidad de barrido como es el caso para la AQ26S (Tabla 6).
Esta variaciéon en la recuperacion de la corriente estda asociada a la competencia de la
reaccion C2. Pareciera que el caso de sustituyente OH existe una reaccion adicional o
bien la velocidad de reaccién observada es mucho méas alta que la velocidad de

perturbacién.

Por ultimo dos variables importantes para considerar la eleccidon de los mediadores

fueron:

1.- Que durante el transcurso de las cinéticas las especies AQ y AQH,” estén presentes,
es decir, que las antraquinonas posean reversibilidad para que el ciclo de catalisis se
lleve acabo correctamente.

2.- Utilizar una menor energia para poder oxidar o reducir las antraquinonas, es decir
como estda asociada la energética de las antraquinonas en funcién de los grupos

sustituyentes.

Para fines de la Bioelectrocatdlisis se debe fijar un potencial el cual asegure la
oxidacion de las diferentes antraquinonas es este trabajo en el medio. Para elegir este
potencial se utilizé un diagrama de prediccidn de reacciones Figura 25, que muestra los
valores de potencial de media onda de las diferentes antraquinonas, de esta forma se

eligio el potencial de —200 mV.
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Figura 25. Diagrama de prediccidon de reacciones para las diferentes antraquinonas en mV.

De la figura 25, fue posible establecer que si se impone un potencial de —200 mV a las
soluciones que contenga cualquiera de las antraquinonas aqui estudiadas sera posible
tener siempre a la antraquinona en forma reducida. De esta manera si las
antraquinonas de alguna forma cual sea se reduzcan a hidroantraquinona el potencial

impuesto de —200 mV aseguraria la oxidacién de esta antraquinona a la quinona.

De este estudio es posible proponer que las antraquinonas AQ2S y AQ2C podrian
actuar como mejores mediadores ya que poseen los potenciales de media onda menos

negativos asi como son procesos reversibles.



7.2 RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

Evaluacién del Crecimiento y consumo de sustrato por Pseudomonas sp.

Con el fin de evaluar el efecto que tienen la presencia de antraquinonas y el potencial
eléctrico sobre el metabolismo de consumo de glucosa por Pseudomonas sp. en esta
parte del trabajo se presenta el estudio con 3 antraquinonas la AQ2S, AQ2N y la AQ,
estas antraquinonas se seleccionaron de acuerdo a los potenciales de media onda que
presentaron, la primera con un potencial menos negativo de — 487 mV, la segunda con
un potencial mas negativo de —616 mV para compararlas con la AQ, antraquinona que
no tiene sustituyentes con un potencial de —525 mV, para ver si existe un efecto de la

estructura de la antraquinona y ademas estas antraquinonas presentaron reversibilidad.

La Figura 26, muestra la curva tipica de crecimiento directo de Pseudomonas sp; por
contaje de unidades formadoras de colonias vs. Tiempo, en el medio de cultivo descrito

en la Tabla 3.

UFCimil (x10 4)

l] T T T T 1
0 3 6 9 12 15

Tiempo (horas)

Figura 25. Unidades Formadoras de Colonias (UFC ml™). vs. Tiempo de Pseudomonas sp. en el
medio de cultivo, 28°C y pH = 6.8.



El crecimiento tipico de Pseudomonas sp bajo las condiciones experimentales, no
presenta una fase de adaptacién o (lag), en cambio en las primeras 8 horas se presenta
un comportamiento lineal, debido a que al inicio se adicion6 un inéculo en fase
exponencial, el cual provino de un medio de cultivo enriquecido, ver metodologia, y a
partir de 8 horas de crecimiento es constante, debido a que el medio es desasimilativo
se obtuvo una velocidad de crecimiento de 2 x 10 * UFC mL™' h™ y una u de 0.068 h™".

La Figura 27, muestra el consumo de glucosa a través del tiempo para Pseudomonas

sp.
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Figura 27. Consumo de glucosa de Pseudomonas sp. vs. tiempo.

El consumo de glucosa disminuye con una tendencia lineal hasta las 6 horas el cual
esta validado por el crecimiento de forma lineal en la Figura 26. Al calcular el valor de la
pendiente de la parte lineal de la Figura 27, la velocidad de consumo de glucosa fue de
0.090 g glucosa h™' L. Ademéas después de este tiempo el consumo de glucosa es

constante.



7.3 RESULTADOS BIOELECTROCATALITICOS

Evaluacién del Crecimiento y consumo de sustrato Pseudomonas sp. Influenciado por
mediadores y potencial.

En esta etapa se realizaron los estudios cinéticos descritos en la etapa

bioelectrocatalitica, con el proposito de cuantificar los efectos de aplicacion de un

potencial y adicion de antraquinonas sobre el crecimiento y consumo de sustrato.

En primer lugar, se muestran los resultados obtenidos en el consumo de glucosa, al
saturar las soluciones con las antraquinonas seleccionadas AQ, AQ2N y AQ2S, Figura

28 y el crecimiento Figura 29.

16 - -+-a) Control

-=b) AQ2N
-4 ¢) AQ

_ ~-d) AQ2S

121

2

@

0

o

S

508 -

o

S

=2

0

S

o 0.4 -

0 I I I I !
0 2 4 6 8 10

Tiempo (horas)

Figura 28. Efecto de la adicidon de 0.5 mM de las antraquinonas en el consumo de glucosa de
Pseudomonas sp. a) Control, b) AQ2N, c) AQ y d) AQ2S .
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Figura 29. Efecto de la adicidon de 0.5 mM de las antraquinonas en el crecimiento de Pseudomonas
sp. a) Control, b) AQ2N, c) AQy d) AQ2S .

En la Figura 28, muestra el consumo de glucosa a través del tiempo, encontrandose
que la velocidad en presencia de AQ2S (Figura 28 d) fue de 0.075 g glucosa L™ h™'y
con AQ2N ( Figura 28 b) de 0.080 g glucosa L' h™ que son similares al control (Figura
28 a) de 0.090 g glucosa L' h'. Sin embargo cuando se adiciona AQ (Figura 28 c), el
consumo de glucosa se inhibe a partir de 4 horas de cultivo, llegando a un valor de
velocidad de 0.080 g glucosa L' h™" Comparando estos resultados con el crecimiento
Figura 29, se muestra que en las 4 primeras horas el crecimiento es lineal y termina en
una fase constante, en presencia de AQ (Figura 29 c) la p es de 0.078 h''y con AQ2N
(Figura 29 b), de 0.17 h™. En cambio en presencia de AQ2S (Figura 29 d) el crecimiento
permanece similar al control (Figura 29 a), con una p de 0.068 h™', indicando la adicién

de AQ posiblemente inhiba el consumo de glucosa. Estos resultados muestran que la



adicién de antraquinonas no aceleran el metabolismo de consumo de sustrato,
contrariamente a los resultados de Field y colaboradores (2001 y 2002), donde
encontraron que la adiciébn de quinonas acelera el metabolismo de consumo de
sustrato, por ejemplo: Acetato, butirato y propionato, sin embargo la adicién de
antraquinonas tiene un efecto en el crecimiento ya que la u aumenté el 2.5 veces con
respecto al control que es de 0.068 h."' La velocidad de consumo de glucosa (v) y
velocidad especifica de crecimiento (u), se calcularon con el valor resultante de la
pendiente al realizar una regresion lineal de los tres primeros datos respectivamente
para el consumo y crecimiento. Los resultados de la presencia de imposicion de un
potencial de —200 mV sobre el consumo de glucosa y crecimiento, se detalla en las

Figuras 30 y 31 respectivamente.
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Figura 30. Efecto de la imposicion de —200 mV de potencial en el consumo de glucosa en
Pseudomonas sp. a) Control y b) -200 mV de potencial
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Figura 31. Efecto de la imposicion de —200 mV de potencial en el crecimiento de Pseudomonas sp.
a) Contro y b) -200 mV de potencial.

La Figura 30 b, muestra el consumo de glucosa que se ve favorecido incrementandose
linealmente por la presencia de —200 mV de potencial aplicado en las primeras 4 horas,
con una velocidad de 0.18 g glucosa L™ h™ al compararlo con el control (Figura 30 a),
de 0.090 g glucosa L™ h™ evidenciando que la presencia de —200 mV de potencial acttia
desacoplando el metabolismo celular de Pseudomonas sp., acelerando el consumo de
sustrato. En cambio el crecimiento (Figura 31 b), muestra un aumento en forma lineal
hasta duplicarse con una p de 0.16 h,”" al compararlo con el control (Figura 31 a),
0.068 h™'. Estos resultados indicaron que el potencial ayuda acelerando el consumo de
glucosa pero también favorece el crecimiento celular. Finalmente los resultados
obtenidos al imponer un potencial de —200 mV y una soluciéon saturada de las

antraquinonas AQ, AQ2N y AQ2S. Se muestran en las figuras 32 y 33.
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Figura 32. Efecto de la adicion de 0.5 mM de las antraquinonas y —200mV de potencial en el
consumo de glucosa en Pseudomonas sp. a) Control, b) AQ2N, c) AQ y d) AQ2S.
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Figura 33. Efecto de la adicion de 0.5 mM de las antraquinonas y —200mV de potencial en el
crecimiento de Pseudomonas sp. a) Control, b) AQ2N, c) AQ y d)AQ2S.



El consumo de glucosa se ve favorecido acelerandose linealmente en las primeras 2
horas, con presencia de —200 mV de potencial y del mediador AQ2S (Figura 32 d), con
una velocidad de 0.3 g glucosa L™ h™" y en 4 horas (Figura 32 b), con —200 mV y AQ2N
la velocidad fue de 0.2 g glucosa L™ h™ al compararlo con el control (Figura 31 a), que
fue de 0.1 g glucosa L™ h." Sin embargo con la adicién de AQ y con —200 mV de
potencial el consumo se inhibe (Figura 32 c), alcanzando un valor maximo de 0.10 g
glucosa L' h™ en dos horas. Estos resultados al compararlos con la adicién Gnica de
antraquinonas y potencial, (Figuras 28 y 29), evidencian que la Unica variable
significativa que actia desacoplando el metabolismo de consumo de glucosa del
microorganismo Pseudomonas sp, es la imposicién de un potencial redox, el cual es de
-200 mV. Este efecto puede deberse debido a que gran parte de los microorganismos
incluyendo a Pseudomonas sp, regulan sus funciones a través de gradientes de
concentracion de iones metdlicos (sodio y potasio), asi como de protones. Y al aplicar
un potencial, la relaciéon de las concentraciones de iones en la membrana celular y en el
citosol (parte interior del microorganismos donde se encuentran gran cantidad de
enzimas hidrosolubles), varia promoviendo la participacién o inhibicion de procesos

enziméticos permitiendo un consumo y asimilacién de la glucosa mas rapido. (819

En cuanto al crecimiento se obtuvo que la pu con presencia de —200 mV de potencial y
del mediador AQ2S fue igual que la observada con —200mV y AQ de 0.15 h™' (Figuras
33 c y d), en cambio con —200 mV y AQ2N la u (Figura 33 b), fue de 0.18 h™
confirmando que al estar presentes tanto la antraquinona y potencial, el consumo de

glucosa se acelera manteniendo un crecimiento controlado.

Por ultimé se resumen todos los datos de velocidades de consumo de glucosa v (g



L™ h'") y velocidad especifica de crecimiento n (h™') en las 4 primeras horas de cinética.
Tabla 7.

Tabla 7 Valores de velocidad de consumo de glucosa y crecimiento.

Experimento Velocidad de
consumo glucosa
(gL'h")

Control 0.090 0.068
AQ2N 0.08 0.17
AQ 0.08 0.078
AQ2S 0.075 0.068
-200 mV de E 0.18 0.16
AQ2N y —200 mV 0.2 0.18
AQy—-200 mV 0.1 0.15
AQ2S y —200 mV 0.3 0.15

Estos valores confirman lo discutido anteriormente donde la adicion Unica de
antraquinonas AQ2N, AQ y AQ2S no aceleran el consumo de glucosa debido a que las
velocidades de consumo obtenidas en presencia de estas antraquinonas son similares
a las obtenidas con el control, mientras el crecimiento de Pseudomonas sp, se observo
que con la presencia de la antraquinona AQ2N la cual posee un potencial de media

onda mas negativo —-616 mV, se favorece incrementandolo.

En el caso de la imposicion de un potencial de —200 mV se encontré que tanto el
consumo de glucosa y crecimiento de Pseudomonas sp aumentaban. En cambio para
el caso de la adicién de antraquinonas e imposiciéon simultanea de un potencial de —200

mV se observé que la presencia de la antraquinona AQ2S con un potencial de



media onda menos negativo —487 mV acelera de manera importante el consumo de

glucosa al compararlo con el control.



8.CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos de este trabajo es posible proponer una estrategia
experimental que permite evaluar los potenciales de media onda de una serie de
antraquinonas. Cuya estructura fue modificada por la presencia de grupos

electrodonadores y electroatractores de carga en el grupo quinoide.

La relacion funcional de los potenciales de media onda obtenidos
experimentalmente con los op de Hammet, permitieron confirmar la modificacién de
la reactividad de las antraquinonas con las propiedades presentes en estas
moléculas. Una de las propiedades que parece tener mayor influencia importante en
el comportamiento electroquimico es la basicidad de los intermediarios que
aparecen en la reduccion de antraquinona a la correspondiente antrahidroquinona.
De esta manera fue posible relacionar la basicidad de estos intermediarios con el
mecanismo de reduccién asociado a las antraquinonas. La reduccion de las
antraquinonas con grupos electroatractores (AQ2S y AQ2C) se reducen a
potenciales menos negativos y los intermediarios son menos béasicos de tal manera
que la transformacién de la antraquinona forma la especie AQH.” Por otra parte las
antraquinonas con grupos electrodonadores de carga se reducen a potenciales mas
negativos que la antraquinona formando intermediarios mas basicos que provocan

la formacion de antraquinona hasta la hidroquinona AQH2 en un mecanismo ECEC.

La diferencia entre estos mecanismos también se asocia a la reversibilidad con la
formaciéon de hidroantraquinona formada, con el estudio electroquimico estudiado

fue posible seleccionar el potencial aplicado a la solucion que permite la



oxidacion de cualquier antraquinona asegurando que si el microorganismo
Pseudomonas sp reduzca la antraquinona a hidroantraquinona esta regresaria a
antraquinona. El potencial impuesto fue de —200 mV con respecto al potencial de

circuito abierto OCP.

En los estudios cataliticos del consumo de glucosa por Pseudomonas sp en
presencia de antraquinona con y sin potencial fue posible proponer que el potencial
de reduccién de la antraquinona no tiene un efecto importante en el metabolismo de
Pseudomonas sp y aparecer es la estructura como tal que tiene efecto inhibitorio, sin
embargo esta es una conclusién preliminar que requiere mas experimentos para ser

sustentable.

Por ultimo la imposicién de un potencial de —200 mV en el medio, en donde se lleva
acabo el consumo de glucosa de Pseudomonas sp, afecta de manera importante la
velocidad de consumo de glucosa y la velocidad del crecimiento. Esta modificacion
se hace mas importante cuando se adicionan las diferentes antraquinonas con un
potencial menos negativo presentando un efecto de aceleracion en el metabolismo
de glucosa y crecimiento de Pseudomonas sp, con respeto a las otras quinonas

estudiadas en este trabajo.
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