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Resumen



Debido a los problemas de contaminacién con hidrocarburos, se ha promovido una gran
variedad de ofertas de tecnologias bioldgicas de todo tipo, entre las cuales se encuentra el

tratamiento bio-electroquimico, que es una combinacion de dos tecnologias: |

a biorremediacion y la electrocinética. La biorremediacidon se ocupa de la utilizacion de
sistemas bioldgicos, tales como microorganismos, mientras que la electrocinética se basa
en el paso de una corriente eléctrica a través de electrodos enterrados estratégicamente en
el suelo. El tratamiento bio-electroquimico ha sido disefiado para determinar el
comportamiento de los microorganismos (bacterias y levaduras) que han sido expuestos al
campo eléctrico con el objetivo de analizar la pérdida de viabilidad, movilidad, modificaciones
a nivel de membrana y los cambios resultantes en el metabolismo microbiano; sin embargo,

poco se conoce sobre el efecto de la corriente eléctrica en los hongos filamentosos.

En este estudio se evaluaron las alteraciones en el metabolismo de Aspergillus niger frente a
una corriente eléctrica controlada y la relacion con el catabolismo del hexadecano (HXD), en

un sistema modelo.

El estudio se realizd en una celda electroquimica cilindrica de acrilico, con dos
compartimentos a los costados para contener las soluciones electroliticas (0.1M KH,PO,) y los
electrodos. En las celdas se adicion6 agrolita tamizada (1.19 - 1.68 mm de didmetro) como
soporte inerte, medio mineral y HXD (180 mg g'); la humedad se mantuvo en ~75 %,
ajustando el pH inicial a 5 y 30°C. La corriente se aplicd a través de electrodos de titanio
recubiertos con 6xido de rutenio, colocados a los costados de la celda, 4.5 dias después de
iniciar el cultivo, se aplicé una corriente de 0.42 mA cm™ durante 24 h, después de retirar la
corriente eléctrica, el cultivo continu6 por 6.5 dias mas. Los efectos de la corriente eléctrica se
evaluaron a través de la degradacion de HXD, la produccion de CO,, el consumo de O, y el
contenido total de ATP. La cuantificacion del malondialdehido (MDA) y las imagenes
obtenidas por microscopia se emplearon como un indicador del las modificaciones en la

membrana.

Al final de 12 dias de cultivo, el crecimiento de A. niger disminuyd significativamente
respecto al control (sin corriente eléctrica). A pesar del bajo crecimiento en los experimentos

con corriente eléctrica, la degradacion de HXD fue de 96 + 1.4% en sélo 8 dias; mientras que,
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en los experimentos control fue de 81 + 1.2% después de 12 dias de cultivo, observando un
estimulo en la degradacion de HXD en presencia de la corriente. Por otro lado, la produccion
de MDA al final del cultivo fue 8 veces mayor en presencia de la corriente en contraste al
control. Estos resultados, junto con los severos cambios morfoldgicos observados demuestran
que la corriente eléctrica provoca alteraciones en las membranas celulares. Por otro lado, al
analizar los balances de carbono sin corriente eléctrica, al final del cultivo (12 dias) se observo
un claro metabolismo anabdlico, ya que el 76 + 0.09 % del carbono proveniente del HXD fue
utilizado para la produccion de biomasa y s6lo un 25 + 0.04 % para la produccion de CO..
Esta tendencia fue invertida en presencia de la corriente eléctrica al favorecerse un
metabolismo catabolico (13 £ 0.01 % produccion de biomasa y 74 + 0.14 % produccion de
CO3,). Asi mismo, el contenido total de ATP fue estimulado durante la aplicacion de la
corriente eléctrica, fortaleciendo la idea de que la corriente eléctrica modifica tanto el
metabolismo de A. niger, como las propiedades de las membranas. Finalmente es necesario
sefalar, que los resultados descritos en este trabajo contribuyen al conocimiento de los efectos
de la corriente, en la fase de crecimiento micelial de A. niger, abriendo la posibilidad de
manipular el metabolismo mediante el uso de una corriente eléctrica controlada de baja
intensidad, por periodos cortos de tiempo. Nuestros resultados pueden ser atractivos para la
biorremediacién de suelos, al disminuir los tiempos de degradacion de moléculas orgéanicas.

Esta es la perspectiva que deja abierta la investigacion desarrollada en este trabajo.
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Introduccion
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Con el objetivo de hacer mas eficientes los procesos de biorremediacion, se ha informado
que la aplicacion de una corriente eléctrica controlada y de baja intensidad (1.56 mA/cm?)
puede acelerar o disminuir el metabolismo de los microorganismos. Los efectos finales
van desde el estimulo de la produccion de metabolitos secundarios (Shin y col., 2002)
hasta la degradacion de ciertas moléculas organicas (Hyo-Sang and Lee, 2001). Algunas
explicaciones incluyen cambios de permeabilidad en las membranas, derivados de
modificaciones de tipo oxidativo; o bien, estimulos en la actividad enzimatica,
dependiendo de la naturaleza y estado fisioldgico de los microorganismos. También
inciden otros factores experimentales como: intensidad de la corriente, tipo de electrodos
y tiempos de exposicion que pueden llegar a tener efectos desde letales hasta alteraciones
metabolicas menores (Thrash y Coates, 2008). Hasta el momento, la mayoria de los
trabajos publicados se han enfocado a bacterias y levaduras y poco se conoce sobre el
efecto de la corriente eléctrica en hongos filamentosos, los cuales han demostrado un gran
potencial en el area ambiental. Velasco-Alvarez (2006), observaron un estimulo en el
metabolismo de un hongo filamentoso (Aspergillus niger) durante la degradacion de
HXD, al aplicar una corriente eléctrica controlada. No obstante, hasta el momento la
mayoria de las explicaciones giran en torno a las modificaciones en las membranas (Teissie y
col., 2005; Coster y Chilcott 2002) y poco se conoce sobre las alteraciones en el metabolismo
de los microorganismos al aplicar una corriente eléctrica, y menos sobre el mismo efecto en
hongos filamentosos. Es por ello, que en el presente estudio se evaluaron las alteraciones en
el metabolismo de Aspergillus niger frente a una corriente eléctrica controlada y la relacion
con el catabolismo del Hexadecano (HXD), en un sistema modelo. Aspergillus niger es
considerado como uno de los hongos filamentosos de mayor importancia en aplicaciones
biotecnoldgicas, con una sorprendente diversidad de productos de alto rendimiento como;

acido citrico y produccion de enzimas (Sun y col., 2007).

En el presente trabajo se propone evaluar el efecto de un campo eléctrico en las respuestas
fisiologicas y metabolicas de Aspergillus niger, durante la degradacion de HXD, como una
interesante alternativa tecnologica que podria permitir manipular y eventualmente, orientar el

metabolismo de un microorganismo de interés biotecnologico.
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En el primer capitulo se presente una breve introduccion al tema. En el segundo capitulo, se
definen conceptos y antecedentes generales acerca de la composicidon, mecanismos de
biodegradacion y microorganismo degradadores de hidrocarburos. La utilizacion de los
soportes, y principalmente se hace una revision sobre la aplicacion de diferentes intensidades
de corriente en microorganismos y los efectos generados por la corriente sobre los mismos. En
los capitulos subsecuentes se sefiala la justificacion, hipétesis, objetivos y la estrategia
experimental del trabajo. En la estrategia experimental se destacan cuatro etapas del trabajo:
En la primera etapa se observo el efecto de la corriente eléctrica y el pH en tres experimentos
independientes evaluando: (a) el efecto de la corriente en la produccion de biomasa y
degradacion de HXD; (b) los cambios de pH generados por la corriente eléctrica y (c) el efecto
del pH sobre la produccion de biomasa y degradacion de HXD. En la segunda etapa, se
estudio el efecto de la corriente eléctrica sobre el metabolismo utilizando como variables de
respuesta a la respiracion, la distribucion del carbono y los rendimientos. En la tercera etapa se
evaluaron las alteraciones en la membrana por efecto de la corriente, en tres experimentos
independientes evaluando: (a) los cambios morfologicos por efecto de la corriente eléctrica,
por microscopia electronica de barrido; (b) las alteraciones en la membrana de manera
cualitativa, utilizando colorantes y (c) las alteraciones en la membrana cuantificando la
formacion del malondialdehido (MDA). Por ultimo, en la cuarta etapa, se evaluaron las
alteraciones metabolicas por efecto de la corriente a partir de las tasas de produccion de
biomasa y degradacion de HXD, las tasas de respiracion de O,, consumo de CO,, y por ultimo
el contenido total de ATP. Posteriormente, se describen los métodos y materiales utilizados
para cubrir cada una de las etapas descritas anteriormente. En el octavo capitulo se presenta el
andlisis de los resultados y la discusion de los mismos. Finalmente, se presentan las

conclusiones generales del trabajo y algunas recomendaciones.
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2. Revision bibliografica
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2.1. Hidrocarburos: hexadecano

La proporcion y composicion del petroleo crudo varia de acuerdo a su origen,
almacenamiento, refinacion y su alteracion por las condiciones ambientales. Es una mezcla
compleja de cientos de hidrocarburos y otros compuestos, cuya composicion consiste
solamente de hidrogeno y carbono. Los compuestos que se obtienen al fraccionar el petrdleo
crudo 6 hidrocarburos totales del petréleo (HTP), pueden clasificarse en cuatro principales
grupos de acuerdo a su solubilidad en disolventes organicos: alifaticos, aromaticos, polares 6

resinas y asfaltenos (Sugiura y col., 1997):
®  Saturados o alifaticos: alcanos lineales y ramificados y cicloparafinas.

® Aromaticos: compuestos aromaticos mono, di y polinucleares que contienen cadenas

alquilicas y/o cicloparafinas fusionadas.
® Resinas o polares: piridinas, quinolinas, carbazoles, tiofenos, sulféxidos y amidas.

® Asfaltenos: agregados de poliaromaticos, acidos nafténicos, fenoles polihidricos, acidos

grasos y metaloporfirinas

De manera general, todos estos compuestos aproximadamente el 58.2% de la composicion
media del petréleo crudo corresponde a hidrocarburos alifaticos, 28.6% a los aromaticos y

14.2% a los hidrocarburos polares (Tissot y Welte, 1984).

Para los fines particulares del presente trabajo nos enfocaremos en los hidrocarburos alifaticos,

especificamente al hexadecano (HXD).

Los hidrocarburos alifaticos, de acuerdo con la longitud de la cadena hidrocarbonada pueden
clasificarse (Setti y col., 1993) en cuatro grupos: (a) n-alcanos gaseosos, C;-Cj;; (b) n-alcanos

liquidos, C,-Cjs; (¢) n-alcanos semisolidos, C7-Cayg y (iv) n-alcanos solidos, >Cyg

Dentro del grupo de alifaticos, destaca el hexadecano (C;sHs4), un hidrocarburo incoloro
practicamente insoluble en agua (0.9 pg/L en agua destilada a 25 °C; peso molecular 226

g/mol), como un componente comun en el petroleo y es el mayor componente del diesel.
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Diversos trabajos (Barreto y col., 2010, Velasco-Alvarez y col., 2010, Volke y col., 2003,
2006), han utilizado al hexadecano (HXD) como molécula modelo para el estudio de la
biodegradacion de hidrocarburos alifaticos por las siguientes razones: (a) se puede seguir
cuantitativamente por cromatografia de gases con facilidad, (b) se ha utilizado como un
indicador del potencial de la degradacion microbioldgica de hidrocarburos, por su fécil
asimilacion, (c) la bioquimica de su biodegradacion ha sido bien caracterizada (Atlas, 1981), y

(d) es un componente comun en muchos sitios contaminados por hidrocarburos en el suelo.
2.1.1. Biodegradacion del HXD

Una caracteristica comun de los hidrocarburos es que son biodegradables. La biodegradacion
se puede definir como aquellos cambios generados por seres vivos, como los
microorganismos, en los niveles de o¢xido-reduccion de los atomos de carbono de las
moléculas que se biodegradan y/o cambios en la estructura quimica, en donde el bioxido de
carbono es la forma mas oxidada del carbono. En la biodegradacién en condiciones aerobicas,
la produccion final de CO, también se conoce como mineralizacion. Las tasas de
biodegradacion aerobia dependen de la complejidad de la molécula y de su solubilidad en
agua. Sin embargo, se conocen numerosos microorganismos distribuidos en la naturaleza que
poseen la capacidad de utilizar hidrocarburos como tnica fuente de carbono y energia, por lo
que el uso de estos microorganismos constituye una alternativa tecnologica viable para la

eliminacion de los mismos en ecosistemas afectados.

En ecosistemas afectados, la biodegradacion de hidrocarburos depende mucho de factores
ambientales y fisicos. Los primeros se refieren a las condiciones que permiten el desarrollo y
actividad de los microorganismos nativos del suelo. En cuanto a los factores fisicos, el mas
importante es la biodisponibilidad de los compuestos para los microorganismos. La
biodegradacion de hidrocarburos no sélo estd controlada por los factores externos, sino que
también depende de la estructura quimica de los compuestos. La susceptibilidad de los
hidrocarburos a la biodegradacion microbiana radica en el gasto energético requerido para
iniciar la oxidacion. En una primera etapa, los microorganismos incorporan oxigeno molecular

a estos compuestos, por accion de las enzimas monooxigenasas y/o dioxigenasas, y entre mas
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larga es la cadena alifatica o mayor el nimero de anillos aromaticos asociados, mayor sera el

gasto energético.

Algunos microorganismos llevan a cabo la degradacion de compuestos alifaticos por la via de
la B-oxidacion (Bouwer y Zehnder, 1993). Es decir, a través de esta via, los microorganismos
utilizan al hidrocarburo como fuente de carbono y energia para su crecimiento. Dependiendo
del tipo de microorganismo, de su estado fisiologico y de las condiciones del medio el

metabolismo se lleva a cabo de diferentes maneras.

Hexadecano
NADH, 0,
NAD 4> <_H2 Ol Alcano 1-monooxigenasa
OH
Hexadecanol
NAD
NADH, <> | Alcohol deshidrogenasa I

\/\/\/\/\/\/\/\/O Hexadecanal
H

[~ 2[H]

| Aldehido deshidrogenasa |

\/\/\/\/\/\/\/\/O Ac palmitico

| Acil-CoA sintetasa |

\/\/\/\/\/\/\/\/O Palmitoil CoA

S
T~CoA

Figura 2.1. Formacion del palmitoil-CoA a partir de la degradacion aerobia del HXD.
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En la Figura 2.1 se presenta la estrategia general de biodegradacion microbiana, para

hidrocarburos alifaticos, especificamente para el caso del HXD.

Estas reacciones consisten en la conversion del HXD en acido palmitico y son catalizadas por
un grupo de proteinas denominadas en su conjunto como el "sistema alcano hidroxilasas." El
grupo tiene tres componentes principales: una enzima alcano-monooxigenasa, y dos proteinas
solubles, la rubredoxina y la rubredoxina reductasa. La rubredoxina transfiere electrones desde
el NADH hasta la rubredoxina reductasa. Finalmente, esta proteina transfiere los electrones a
una alcano-monooxigenasa, una enzima localizada en la membrana citoplasmatica (Van
Beilen y col., 1994). El producto final de esta etapa es la palmitoil-CoA. Una vez formada la
palmitoil-CoA, debe usarse un transportador para traslocar las moléculas de palmitoil-CoA al
interior de la matriz mitocondrial, ya que la membrana mitocondrial interna es impermeable a
los complejos acil-CoA; el transportador es la carnitina, que utiliza un mecanismo de dos
pasos: (a) la enzima carnitina palmitoiltransferasa I elimina la coenzima A de la molécula de
palmitoil-CoA de la membrana mitocondrial externa y, a la vez, la une a la carnitina situada en
el espacio intermembranal, originando la palmitoilcarnitina; con esto, la CoA queda libre en el
citosol para poder activar otra molécula de 4cido graso. Posteriormente, una proteina
transportadora llamada translocasa, situada en la membrana mitocondrial interna, transfiere la
palmitoilcarnitina a la matriz mitocondrial y, paralelamente; (b) la carnitina
palmitoiltransferasa I une una molécula de CoA de la matriz al acido graso, regenerando asi
el acil-CoA. La carnitina se devuelve al espacio intermembranal por la proteina transportadora

y reacciona con otro acil-CoA, repitiéndose el ciclo.
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Figura 2.2. Formacion del acetil-CoA a partir del Palmitoil CoA en la B-oxidacion.

Una vez que la acil-CoA se encuentra en la matriz mitocondrial, entra a la f-oxidacion, la cual

es una secuencia de cuatro reacciones en las que se separan fragmentos de dos carbonos desde

el extremo carboxilo (COOH) de la molécula (Fig. 2.2). Estas reacciones se repiten hasta la
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degradacion completa de la cadena. La [ -oxidacion se produce mayoritariamente en la matriz
mitocondrial, aunque también se llega a producir dentro de los peroxisomas. Asi, por cada
molécula de HXD, se realizan 7 ciclos de la B-oxidacion, produciendo al final 7 moléculas de

FADH;, 7 de NADH y 8 moléculas de Acetil-CoA.

Biomasa Acetil CoA
HS-Cod
MADH Adicidn de Acefil con
4ia oxidacion @ Oxalacetato fiberacidn del CoA
Malato Cltrato
H20 Preparacion e
Praparacion isomerizacidn
H20
Fumarato Isogltéato
AC NAD
EADH fara oxidacion
3 ta o
Fra oxiaeian CICLO DE KREBS NADH
FaD
Succinato Oxalosuccinato

6C

SOP + Pi HS CoA Dascarboxiiacion
Coz
Succinil alfa-cetoglutarato
Coh 5c . | Biomasa

Dascarboxiiacio,
co? adicion de cognzima A
Liberacion de coenzima A, MAD Zofa oxidacion
fransformacion de GOF en GTP NADH
fransformacion de ADFP en ATP

Figura 2.3. Ciclo de los 4cidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs.

Finalmente, el FADH, y NADH producidos en la f-oxidacion van a oxidarse en la cadena
respiratoria y los acetil-CoA ingresan en el ciclo de Krebs (Figura 2.3) donde generan GTP y
mas moléculas de FAD y NAD,. El ciclo de Krebs es un ciclo bioquimico que genera el
potencial de reduccion (NADH) necesario en la cadena respiratoria para la obtencion de
energia (ATP) y precursores para la biosintesis, con la consecuente mineralizacion de la fuente

de carbono hasta CO, y H,O (Wackett y col., 1989).
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2.1.2. Microorganismos degradadores

Se conoce un gran numero de microorganismos (bacterias y hongos) capaces de utilizar estos
hidrocarburos como unica fuente de carbono y energia, muchos se han aislado de diversos
sitios contaminados como: la rizésfera de plantas nativas de zonas contaminadas (Diaz-
Ramirez y col., 2003), del fondo y la superficie marina, de sitios con climas de baja

temperatura, de sitios con clima desértico y de costas (Prince, 2003).

Una buena parte de los estudios de biodegradaciéon de hidrocarburos se ha centrado en
bacterias, sobre todo por la facilidad que ofrecen para estudiar sus vias metabolicas y llevar a
cabo modificaciones genéticas que permitan degradar especificamente determinados
compuestos contaminantes. Algunos de los géneros de estas bacterias son; Micrococcus,
Nocardia, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, (Atlas,
1981), Bacillus cereus, Pseudomonas sp., Gordonia rubripertincta, Kocuria rosea,
Arthrobacter oxydans, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus (Diaz-Ramirez y col., 2003),
Aeromonas, Mycobacterium, Sarcina, Streptomyces, Xanthobacter, Xanthomonas (Prince

2003), solo por mencionar algunos.

Por otro lado, también se conoce un grupo importante de hongos, los hongos filamentosos, que
ha demostrado la capacidad de biodegradar una gran variedad de compuestos organicos y
llevarlos hasta CO, y H,O. Este grupo ofrece un potencial indiscutible para su utilizacion en
procesos de tratamientos de descontaminacion bioldgica, que fundamentalmente radica en las
caracteristicas de sus sistemas enzimaticos y en su crecimiento miceliar, que les permite
colonizar diferentes tipos de sustratos solidos y liquidos para acceder a los compuestos toxicos
por biodegradar. Ademas, la elevada relacion superficie/volumen celular de los hongos, los
convierte en eficaces degradadores en determinados nichos como, por ejemplo, en suelos

contaminados por moléculas orgénicas toxicas.
2.1.3. Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son organismos eucariotas, sus requerimientos de temperatura y de
pH son poco exigentes y la mayoria crece en un intervalo de pH de 3 a 8 y a temperaturas

entre 15 y 30 °C. Estdn delimitados por una membrana citopldsmica, que controla la
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permeabilidad celular y participa en la sintesis de la pared celular. La pared celular es un
componente importante y constituye del 15 al 30 % del peso seco del hongo, ofrece rigidez y
protege a la membrana celular del choque osmotico. El 80 % de la pared celular esta
constituida de carbohidratos, los mas abundantes son quitina, quitosano, glucano y manano
(Moore-Landecker, 1996). Aproximadamente el 10 % de la pared celular consiste de proteinas
y glicoproteinas (Moore-Landecker, 1996). La estructura fundamental de la membrana celular
de los hongos filamentosos consiste en una bicapa lipidica, formada principalmente por
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina; ademds de contener grandes cantidades de proteinas y

esteroles como el ergosterol (Moore-Landecker, 1996).

En general, los hongos filamentosos se encuentran en una gran variedad de ambientes
naturales como suelos y residuos organicos, entre otros; también pueden encontrarse como
organismos patdgenos en animales y plantas. Debido a su capacidad metabdlica, juegan un
papel importante en la industria alimentaria; por ejemplo, en la produccion de 4cido citrico y
la produccion de una gama de enzimas industriales (Rordam y col., 2008). En el area
ambiental, también se ha demostrado su capacidad para degradar moléculas organicas ajenas
para el ambiente como por ejemplo, el hexadecano (Volke y col., 2006), los hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Covino y col., 2010), en la remocién de benzo(a)pireno (Dzul-Puc y
col., 2005), pireno (Capotorti, y col., 2004) y fenantreno (Chavez-Gémez y col., 2003), asi

como en el tratamiento de aguas residuales (More y col., 2010).

Entre los hongos filamentosos destaca el género Aspergillus, que son hongos que pertenecen a
la clase Deuteromyceta. Estos son organismos que obtienen los nutrientes por absorcion y
desarrollan un metabolismo quimioheterotrofico, ya que obtienen los nutrientes que requieren
a partir de sustancias quimicas complejas presentes en la naturaleza; ademads, sobreviven
excretando enzimas que degradan una gran variedad de sustratos organicos complejos hasta
sustancias simples que finalmente emplean como nutrientes. El metabolismo de 4. niger, al
igual que el de la mayoria de los microorganismos, comprende una serie de enzimas
interrelacionadas que controlan las vias catabdlicas y anabdlicas; es decir, funciones

biosintéticas y catabolicas especificas que suministran la energia necesaria que demandan las
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células (Rordam y col., 2008), en las que la glucdlisis y el ciclo de Krebs constituyen la parte

central del metabolismo celular.

En particular, Aspergillus niger es uno de los hongos filamentosos que ha demostrado un gran
potencial en aplicaciones biotecnologicas (Sun y col., 2007). Este microorganismo es utilizado
en la produccion de enzimas extracelulares como glucoamilasas, pectinasas y acidos
organicos, como el acido gluconico (Schuster y col., 2002). Ademads, hoy en dia A. niger es
considerado como uno de los hongos filamentosos de mayor importancia en aplicaciones
biotecnologicas, con una impresionante diversidad de productos de alto rendimiento (Rordam
y col., 2008). La publicacion reciente de la secuencia del genoma de A. niger CBS 513.88 y
ATCC 9029, donde se han identificado nueve genes exclusivos en A. niger implicados en la
biosintesis de metabolitos secundarios complejos e involucrados en la degradacion de
compuestos aromaticos, ha hecho evidente el gran potencial para la produccién de nuevos
productos (Sun y col., 2007). Por lo tanto, diversos investigadores se han dado a la tarea en la
reconstruccion del genoma a nivel metabolico, divulgando peculiaridades de gran importancia
para las aplicaciones biotecnologicas (Rordam y col., 2008; David y col., 2003). Sin embargo,
es necesario comprender la integracion de datos a nivel sistémico y vincularlos con el
metabolismo. El estudio del metabolismo de los hongos en un cultivo so6lido requiere de la
utilizacion de soportes modelo que permitan s6lo el crecimiento de los hongos, alterando lo

menos posible sus caracteristicas metabolicas.
2.2. Soportes modelo

La utilizacion de soportes constituye un punto importante para lograr resultados
satisfactorios en los sistemas experimentales modelo. Se utilizan con el objeto de eliminar
la complejidad analitica de las matrices de ambientes naturales en donde se alojan los
contaminantes, como por ejemplo el suelo. Los soportes modelo son sistemas
experimentales ideales para el desarrollo de investigacion bdésica, sobre todo como
herramienta para la comprension de las variables y sus interacciones, que inciden en los
procesos de investigacion. Por tanto, la seleccion de un soporte adecuado en el que se

puedan desarrollar microorganismos de interés, es crucial. Un soporte adecuado que
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permita realizar investigacion basica, el cual debe reunir las siguientes caracteristicas

(Ooijkaas y col., 2000, Raimbault 1998):

(a) Inertes; no deben contener inhibidores al crecimiento microbiano que pudiera
incorporarse al medio por liberacion directa o por reaccion con otros componentes. No debe

interferir con las técnicas analiticas.

(b) Porosos y con espacios libres disponibles; la porosidad debe permitir el intercambio
gaseoso, estos espacios libres deben ser cuantificables. Esta caracteristica debe

mantenerse constante durante su uso o modificarse poco,

(c) Resistencia mecénica; la resistencia debe permitir que se mantenga la estructura del

soporte durante se uso sin modificaciones y,

(d) Capacidad de retencion de agua y nutrientes solubles; debe permitir la formacion de
producto y crecimiento microbiano, a partir de la disponibilidad de los sustratos y los

nutrientes.

En algunos casos se han usado soportes que, ademas, aportan nutrientes para el desarrollo
de los microorganismos, algunos ejemplos son: cascara de naranja (Aravantinos-Zafiris y
col., 1994), paja de avena, desechos hortifruticolas (Corlay y col., 1999), desechos de pifia
(Tran y Mitchel, 1994) y bagazo de caia (Bravo y col., 1994) y yuca (Soccol, 1996). En
otros casos se han buscado "soportes modelo" en cuanto a forma y tamafio que permitan
el uso de medios de cultivo bien definidos, algunos ejemplos son la amberlita (Gutiérrez-
Rojas y col., (1995) y la espuma de poliuretano (Zhu y col., 1994), arena y agrolita
(Ooijkaas y col., 2000). Estos soportes al ser impregnados con medios definidos, son una
herramienta valiosa en investigacion, ya que pueden proporcionar grandes beneficios en
procesos industriales; exhibiendo ventajas que no son obtenidas con sustratos naturales; como
el suelo. Ademas, de que los soportes modelo facilitan las mediciones de sustancias de interés,
se tiene un mejor control fisioldgico y cinético en los cultivos so6lidos (Zhu y col., 1994). El
uso de soportes inertes ofrece una flexibilidad adicional cuando se disefia el medio 6ptimo
para la producciéon de metabolitos, enzimas, esporas, entre otros (Larroche, 1996). Por

ejemplo, muchos hongos filamentosos debido a sus propiedades fisioldgicas, enzimadticas y
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bioquimicas, son los que mejor se adaptan a la investigacion en cultivos solidos (Raimbault

1998), puesto que requieren un contacto cercano con los sustratos.
2.2.1. Aplicaciones de los soportes

Los soportes utilizados en cultivos sélido han tenido diferentes aplicaciones en el area
ambiental, se han utilizado en la biorremediacion y biodegradacion de compuestos toxicos, la
detoxificacion de desechos industriales, la produccion de alimento para animales a partir de
desechos solidos, asi como en la industria alimentaria y farmacéutica; en la elaboracion de
antibidticos, aislamiento y purificacion de productos, biopesticidas, acidos organicos,
produccion de alimentos fermentados, pigmentos y saborizantes (Raghavarao y col., 2003;
Pandey, 2003). Por ejemplo, Christen y col., (1993) utilizaron amberlita para el estudio del
crecimiento y bioconversion de etanol por Candida utilis;, Gutiérrez-Rojas y col., (1995) en la
produccion de acido citrico por Aspergillus niger; Ozawa y col., (1996) utilizaron espuma de
poliuretano para la produccion de proteasas; Murado y col., (1997) usaron espuma de
poliuretano en la produccion de amilasas por Aspergillus oryzae. También se han utilizado
para estudios de degradacion de moléculas hidrofobicas organicas toxicas como: degradacion
de alcanos por Pseudomonas sobre espuma de poliuretano (Jerdbkova y col.,, 1997),
biotransformacion de hidrocarburos poliaromaticos, sobre arena como soporte (Rama-Mercier,
y col., 1998), degradacion de fenantreno por Phanerochaete chrysosporium y Aspergillus
nige,, degradacion de HXD por Aspergillus niger, utilizando espuma de poliuretano (Volke y
col., 2006) y agrolita como soporte (Velasco-Alvarez y col., 2010); quitosano para inmovilizar

bacterias, para la degradacion de hidrocarburos (Barreto y col., 2010).

Un soporte modelo interesante que se propone en el presente trabajo es la agrolita, una piedra

de origen volcanico cuyas caracteristicas se detallan en la siguiente seccion.
2.2.2 Caracteristicas de la agrolita.

La agrolita es una roca silicea de origen volcanica del grupo de las riolitas, es una piedra
obtenida como consecuencia de un tratamiento térmico entre 1000 y 1200 °C. Se presenta en
particulas blancas, cuyas dimensiones varian entre 1.5 y 6 mm, con una densidad baja

(aproximadamente 430 kg/m’, Roulia y col., 2003).

26



RS\ 4 YIS WY
Figura 2.4 Imagenes del soporte inerte utilizado en este trabajo (Agrolita), obtenidas por
microscopia electronica de barrido.

Su capacidad de retencion de agua es de hasta cinco veces su peso, con una elevada porosidad.
Su pH es cercano a la neutralidad (6.5-7.5), es un material con excelentes propiedades que
facilitan el intercambio gaseoso (Roulia y col., 2003) y, en ocasiones, se utiliza mezclada con
otros sustratos como turba para estudios de fitorremediacion (Hernandez, 2009). En la Fig. 2.4
se muestran imagenes de las particulas de agrolita obtenidas por microscopia electronica,

durante el presente estudio.

La agrolita se ha utilizado satisfactoriamente como un soporte modelo en diversos estudios. En

la Tabla 2.1 se presentan algunos trabajos que utiliza agrolita como soporte modelo.

Tabla 2.1. Uso de la agrolita como soporte inerte en diversas areas de estudio.

Uso Referencia
Fitorremediacion de hidrocarburos Escalante-Espinosa y col., 2005
Fitoextraccion de metales Rojas, 2010
Produccion de esporas fingicas Silman, 1993

Absorbente para derrames de compuestos de | Rouliay col., 2003
petroleo en agua

Degradacion de HXD utilizando una corriente | Velasco-Alvarez y col., 2010
eléctrica

La agrolita como soporte inerte es Util cuando se trata de estudiar una nueva linea de

investigacion, como la del presente trabajo, en donde se procura eliminar la complejidad
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analitica de los ambientes naturales y que, al mismo tiempo, permita realizar investigacion
basica para la comprension de las variables que inciden en el proceso, como en el caso del
estudio del efecto que provoca la corriente eléctrica sobre el metabolismo de A. niger, durante

la degradacion de hexadecano (HXD).
2.3. Tratamiento electrocinético

La electrocinética, como una alternativa para la extraccion de contaminantes presentes ya sea
en agua o suelo, ofrece una importante posibilidad que ha motivado su aplicacion en una gran
variedad de contaminantes. La técnica consiste en introducir en el sitio contaminado dos
electrodos, entre los que se aplica una adecuada diferencia de potencial o una densidad de
corriente. Los principales mecanismos caracteristicos durante el tratamiento electrocinético
son (Virkutyte y col., 2002): (a) electromigracion: movimiento de especies ionicas disueltas,
por efecto del campo eléctrico. Este mecanismo de transporte es el predominante para la
remocion de contaminantes inorganicos como los metales pesados, (b) electroforesis:
movimiento de especies disueltas o suspendidas en el medio fluido por efecto de su capacidad
de polarizacién dentro de un campo eléctrico y, (c) electrodsmosis: movimiento del agua de

solvatacion por efecto del cambio de potencial quimico inducido por el campo eléctrico.
2.3.1. Tratamientos electrocinéticos en suelos contaminados

En el caso de suelos contaminados, las técnicas electrocinéticas son consideradas como
tecnologias emergentes de remediacion de suelos in-situ, muy efectivas para la remocion de
metales pesados y compuestos organicos altamente insolubles en agua (Pamukcu y Wittle
1993). El tratamiento electrocinético de un suelo contaminado se conoce como
electrorremediacion y consiste en la aplicacion de una corriente directa de bajo voltaje o de un
gradiente de potencial a través de un electrodo positivo (anodo) y uno negativo (catodo) que se
insertan en el suelo, las reacciones involucradas durante la aplicacion de una corriente

eléctrica a través de los electrodos son las siguientes:
6H0 > 0O, + 4H;0" + 4e, E;=+1.229V

4H,0 +4e > 2H, + 40H, E,=-0.828 V
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Donde Ej es el potencial estandar, y sirve como valor de referencia para determinar la

propiedad oxidante del par redox involucrado (Acar y Alshawabkeh, 1993).

El tratamiento electrocinético desencadena, ademas del movimiento lento de la fase acuosa a
través del suelo, el transporte de las especies contaminantes por arrastre y/o por migracion.
Asi, el flujo de contaminantes a través del suelo es una contribucion del flujo electroosmético
y el flujo migratorio que siempre estan relacionados con fendmenos de difusion absorcion,
adsorcion y desorcion (Shapiro y Probstein, 1993). Las reacciones en el anodo y el catodo
producen, respectivamente, un frente acido (H;O") y un frente alcalino (OH"), que junto con
los iones cargados presentes en el electrolito, y bajo la aplicaciéon de un campo eléctrico,
provocan la migracion de estos iones hacia el anodo y el catodo, con ello se propicia la
preconcentracion o precipitacion de los contaminantes (Acar y Alshawabkeh, 1993). Respecto
al movimiento del H;O" hacia el catodo, éste ayuda en la desorcion de especies de las
superficies de la arcilla y en la disolucion de las sales contenidas en el mismo suelo. La
migracion-difusion de los OH  en direccion opuesta puede ocasionar la precipitacion
prematura de cationes y moléculas organicas insolubles (Acar y Alshawabkeh, 1993). Cuando
ambos frentes (pH acido y pH alcalino) se encuentran, se neutralizan uno a otro, esto provoca
un cambio dréstico de pH en cierta region de la celda. La ubicacion del salto de pH esta
determinada por la movilidad relativa de los iones hidronios e hidroxilo (Pamukcu y Wittle,
1993). La alcalinizacién del suelo promueve el aumento de flujo electroosmotico, y por ende,
la desorcion de los contaminantes organicos del mismo; mientras que, si se mantiene un frente
acido a través de la celda, el flujo electro-osmoético disminuird considerablemente y en
consecuencia la desorcion de los contaminantes organicos cesara también (Kim y col., 1999).
Es asi como las reacciones que ocurren en los electrodos son las que regulan el proceso de
electrorremediacion, y como consecuencia, los cambios de pH tan drésticos podrian llegar a
afectar a las poblaciones microbianas presentes en el sistema. Esta serie de fendmenos
inducidos por la diferencia impuesta de potenciales electroquimicos son conocidos desde hace
mucho tiempo y de hecho la Ingenieria Civil lo ha utilizado desde hace medio siglo para la
remocion de humedad tanto de suelos como de paredes y techos de edificios (movimiento del
agua de solvatacion de los iones, por efecto del campo eléctrico a través del flujo electro-

osmotico). En la actualidad, la electroquimica se wusa también en presencia de
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microorganismos; por ejemplo, para determinar alteraciones en las membranas (Vajrala y col.,
2008) o en la estimulacion y/o inactivacion en el metabolismo (Velasco-Alvarez y col., 2010;

Guillou y Murr 2002).
2.3.2. Tratamientos electroquimicos con microorganismos

La aplicacion de una corriente de baja intensidad (menor a 20 mA/cm?) en microorganismos
ha sido utilizada para diversos fines; por ejemplo, en el control de olores y el estado higiénico
de los lodos de aguas residuales (Zanardini y col., 2002); para disminuir o eliminar
microorganismos indeseables, presentes en la preparacion de alimentos a favor de los procesos
y la conservacion, sin perder sus propiedades organolépticas (Bawcom y col., 1995); también
se ha utilizado para estimular el crecimiento, la reproduccion y el metabolismo de
microorganismos (Van Cauwenberghe, 1997). Sobre todo, se ha aplicado con el objetivo de
analizar los cambios resultantes en el metabolismo microbiano, incluyendo modificaciones en
la permeabilidad celular (Teissi¢ y col., 2002; Virkutyte y col., 2002). Dependiendo del
microorganismo, la intensidad de corriente y del tiempo de exposicion, los microorganismos
pueden llegar a manifestar efectos desde letales hasta alteraciones metabdlicas menoresThrash
y Coates, 2008). Jackman y col., (1999) observan que al aplicar una intensidad de corriente de
20 mA/cm® durante 80 horas, disminuye el crecimiento de bacterias acidofilicas nativas del
suelo, ellos mencionan que el bajo crecimiento de estas bacterias es debido a cambio de
orientacion en la polaridad de la membrana, asociados a modificaciones de la carga superficial
de las membranas, teniendo como resultado una baja viabilidad, en contraste al control (sin
corriente). Resultados similares se reportan por Ranalli y col., (2002) donde observan que las
bacterias Gram-positivas y levaduras son menos sensibles a los tratamientos electrocinéticos
que las bacterias Gram-negativas, mencionando que estos resultados son debidos a las
reacciones quimicas inducidas por los tratamientos electrocinéticos, a nivel de la membrana
celular. En Escherichia coli, se demostrd que a bajas intensidades de corriente, con electrodos
de grafito (0.6 y 1.3 mA/cm?®, 72 h) no se observaron diferencias significativas en las
actividades (fosfatasa alcalina, esterasa C4, esterasa lipasa C8, leucina arilamidasa, fosfatasa
acida, fosfoamidasa, b-galactosidasa y a-glucosidasa) ni en el crecimiento; pero al aplicar una

intensidad de 2.6 y 5.3 mA/cm?; 72 h, se observo una inhibicidn tanto en el crecimiento como
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en la actividad enzimadtica. Sin embargo, en Bacillus cereus no se observd inhibicion alguna,
por el contrario al aplicar una intensidad de 5.3 mA/ecm’ 72 h, el crecimiento se vid
estimulado (Valle y col., 2007). Xin-gang y col., (2006), reportaron que al aplicar una
corriente de 1.98 mA/cmz; 21 h, en dos distintos consorcios microbianos de suelo, incluyendo
hongos, observaron un aumento en la degradacion de fenol, como tnica fuente de carbono (1.2
g/L). En hongos y bacterias, se ha observado un aumento en la tasa de produccion de CO,
hasta en un 290% al aplicar una corriente eléctrica de 0.314 mA/cmz, durante 27 dias,
utilizando 6 diferentes fuentes de carbono (Lear y col., 2004). Lustrato y col., (2006)
demostraron que la corriente eléctrica (1,0 Alem?; 16 d) induce cambios en la concentracion
de ATP, en S. cerevisiae debido a los cambios del potencial electroquimico de la membrana
celular, afectando el transporte y la transferencia de energia. La mayoria de los trabajos
publicados se ha realizado en bacterias, y poco se conoce sobre los efectos de la corriente en
hongos filamentosos. Hasta el momento, la mayoria de las explicaciones gira en torno a las
alteraciones a nivel de membrana, posiblemente debido al aumento en la concentracion de
iones hidronio en el interior del citoplasma durante la aplicacion de la corriente, provocando la
desorganizacion de la integridad en la célula; ademés poco se conoce sobre las alteraciones
especificas en el metabolismo de los microorganismos, al aplicar una corriente eléctrica, y aun

no hay reportes a cerca de las alteraciones del metabolismo en hongos filamentosos.
2.3.3. Efecto del tratamiento electroquimico a nivel de membrana

El efecto de la corriente, sobre los mecanismo bioldgicos de la célula es aun desconocido
(Xin-gang y col., 2006). Hasta el momento la mayoria de los estudios se ha enfocado al
comportamiento de las membranas plasmaticas (Teissie y col., 2005; Golzio y col., 2004;
Coster y Chilcott 2002) y en algunos casos particulares, el trabajo se ha orientado a la
membrana mitocondrial (Vajrala y col., 2008). La importancia del estudio en las membranas
radica en que é€stas, realizan un gran nimero de actividades importantes, ya que actian como
soporte de un gran numero de estructuras moleculares; como los canales i6nicos, los
transportadores, las bombas i0nicas, las proteinas de reconocimiento, las proteinas que sirven

de soporte a elementos del citoesqueleto, entre otros (Astumian, 1993; Liu, 1990).
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La membrana plasmadtica se caracteriza por estar eléctricamente polarizada, en estado de
reposo el lado interno presenta cargas negativas, mientras que el lado externo cargas positivas
(Panagopoulos y col., 2000). Por su composicion lipidica, la membrana impide el paso a
moléculas hidrofilicas y/o aquéllas con cargas eléctricas (iones). Sin embargo, se comporta
como una membrana semipermeable selectiva, frente a este tipo de substancias hidrofilicas
(Lodish y col., 2003); esto se hace a través de proteinas-canales, que son reguladas por sefiales
quimicas o por cambios en la diferencia de voltaje que caracteriza a la membrana. Esta
diferencia de voltaje o potencial eléctrico en la membrana se mantiene en equilibrio por el

trabajo de las bombas iénicas (bomba de Na'/K", bomba de Ca2") (Lodish y col., 2003).

En condiciones fisiologicas normales, el potencial eléctrico en la membrana varia entre 20 y
200 mV dependiendo del tipo de células (Panagopoulos y col., 2000). Cuando se aplica un
potencial eléctrico por arriba de este valor, la membrana presenta cambios que producen
diversas respuestas bioquimicas y fisiologicas que conllevan al incremento de la conductancia
y permeabilidad. Este efecto, conocido como permeabilizacion, provoca la induccion de poros
no selectivos en la membrana celular, de forma transitoria y reversible, sin afectar la viabilidad
celular (Teissi¢ y col., 2002). Partiendo de este conocimiento, la mayoria de las
investigaciones durante los ultimos 30 afos, se ha enfocado principalmente en el
comportamiento en los lipidos de las membranas, haciendo uso de modelos, para la simulacion
de membranas celulares, con el objetivo de introducir moléculas extraias a la célula (Vajrala 'y
col., 2008; Teissie y col., 2005; Coster y Chilcott 2002). Hoy en dia la corriente eléctrica se
propone como un medio muy eficaz en la industria farmacéutica; por ejemplo, para la
introduccion de drogas (Gehl, 2003), oligonucleotidos, anticuerpos y plasmidos en células
vivas (Gothelf y col., 2003) para aplicaciones biotecnolodgicas y ambientales (Orlowski y Mir,
1993). Y aunque este tipo de estrategias son rutinarias, en el campo de la biologia molecular,
poco se sabe de lo que realmente estd ocurriendo en la célula y las membranas a nivel
molecular (Belehradek y col., 1993; Wolf y col., 1994). La mayoria de los estudios que
demuestran las alteraciones en las membranas por el cambio del potencial eléctrico, son
descriptivos, y no profundizan sobre su efecto a nivel de la fisiologia celular y/o molecular.
Teissie y col., (2005) mencionan que la aplicacion de un campo eléctrico induce un aumento

en el diferencial de potencial de membrana, provocando efectos locales, debido probablemente
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a torceduras en las cadenas de lipidos. Cuando se aplican voltajes por arriba del critico (> 200
mV) se provoca un cambio en la permeabilidad de las membranas, ademas de afectar la
estructura de las células, sin perder su viabilidad. Sin embargo, una vez que la corriente
eléctrica es retirada o que el voltaje aplicado estd por debajo del valor critico, se recupera la
organizacion de la membrana. La permeabilidad de la célula vuelve a su estado normal poco a
poco, mientras que los cambios estructurales se mantienen por un periodo mas largo de

tiempo, hasta que las células vuelven finalmente a su estado normal.

A pesar de las multiples investigaciones, las descripciones moleculares de la transicion de la
membrana, siguen siendo altamente especulativas. Por lo tanto, el uso seguro de una corriente
eléctrica controlada para aplicaciones biotecnologicas, como la manipulacién del metabolismo
en microorganismos, requiere claramente, un mejor conocimiento de las transiciones asociadas
a la membrana y particularmente en hongos filamentosos debido a los pocos trabajos
publicados relacionados al estudio de este tipo de hongos con los campos eléctricos. Lo cual es
de alta prioridad, si se tiene en cuenta el amplio interés biotecnoldgico, especificamente por A.

niger.
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3. Justificacion
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El interés por los efectos de una corriente eléctrica de baja intensidad aplicada sobre los
microorganismos, radica en la gran variedad de respuestas que presentan los microorganismos.
Las respuestas de los microorganismos van desde la estimulacion en el metabolismo, hasta la
inactivacion total y, aunque existe un gran numero de estudios, hasta el momento la mayoria
ha sido enfocada al comportamiento de las membranas plasmaticas, dejando a un lado el
efecto que produce la corriente sobre el metabolismo. Diversos investigadores han demostrado
que la aplicacion de una corriente de baja intensidad, puede estimular el metabolismo,
acelerando la degradacion de moléculas organicas. Sin embargo, los estudios han sido
orientados principalmente a bacterias, poco en levaduras y hasta el momento, se conoce poco
sobre los efectos que produce la corriente en los hongos filamentos. Estos hongos juegan un
papel importante en el area ambiental, particularmente para la degradacion de moléculas
organicas. Por tal motivo, en el 2006, la autora de esta tesis se dio a la tarea de estudiar el
efecto de una corriente eléctrica sobre un hongo filamentoso de gran importancia en
aplicaciones biotecnoldgicas como el Aspergillus niger, con una impresionante diversidad de
productos de alto rendimiento. El estudio consistié en dos etapas, una electroquimica y otra

bioelectroquimica:

En la etapa electroquimica se disefio y caracterizo la CE, con el fin de determinar los valores
que adquiere el potencial de celda (V), al imponer diferentes intensidades de corriente
eléctrica (mA). A partir de estos resultados se eligieron dos intensidades de corriente (6 y 19
mA) que permitieron evaluar el efecto de la corriente eléctrica sobre la degradacion de HXD
por 4. niger. La caracterizacion se realizo por triplicado, bajo diferentes condiciones y cada

caracterizacion representd un experimento independiente.

En la etapa bioelectroquimica, se aplicaron las intensidades de corriente (6 y 19 mA), en
diferentes estadios de crecimiento de A. niger (esporas y micelio), durante diferentes periodos
de tiempo (12 dias y 24 horas, de manera continua). Considerando como variables de
respuesta, la degradacion de HXD y la produccion de biomasa. Después de varios
experimentos se selecciond una corriente de 6 mA con una aplicacion continua de 24 h, en
presencia de micelio, en donde se observo la mayor degradacion de HXD asociada a una baja

produccion de biomasa, en contraste con el control (sin corriente).
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No obstante, a pesar de que se observd un aumento en la degradacion de HXD en presencia de
la corriente, es necesario continuar con los estudios referentes al comportamiento del hongo
frente a la corriente, con el objetivo de entender las alteraciones metabdlicas de A. niger frente
a una corriente eléctrica. Utilizando un sistema modelo en fase solida, que elimine la
complejidad analitica de los ambientes naturales y que permita realizar investigacion basica,
contribuyendo al conocimientos sobre los efectos de una corriente eléctrica controlada
aplicada en la fase de crecimiento micelial de 4. niger, con la posibilidad de manipular el

metabolismo de este organismo, para aplicaciones biotecnoldgicas.
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4. Hipotesis
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La aplicacion de una corriente eléctrica controlada en el micelio de A.
niger, favorece el metabolismo catabolico haciendo mas eficiente el

proceso de biodegradacion del hexadecano.
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S. Objetivos
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Objetivo General

Determinar el efecto de una corriente eléctrica controlada, sobre el metabolismo

de Aspergillus niger en la degradacion de hexadecano.

Objetivos Particulares

Evaluar las variaciones en la produccion de biomasa y degradacion de HXD con
y sin corriente eléctrica.

Evaluar las variaciones en la produccion de biomasa y degradacion de HXD por
efecto del pH.

Evaluar las variaciones en la producciéon de CO,, consumo de O, y distribucion
del carbono con y sin corriente eléctrica.

Evaluar el efecto de la corriente eléctrica en la membrana celular.

Evaluar las alteraciones en el metabolismo por efecto de una corriente eléctrica
controlada de bajo voltaje.
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6. Estrategia experimental
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El trabajo experimental se dividid en cuatro etapas: En la primera se evaluo el efecto de la
corriente eléctrica y el pH en experimentos independientes. En la segunda etapa, se evalu6 el
efecto de la corriente eléctrica en la respiracion y distribucion del carbono. En la tercera etapa,
se evaluaron las alteraciones en la membrana por efecto de la corriente. Finalmente en la
cuarta etapa se evaluaron las alteraciones metabolicas por efecto de la corriente. Cada una de
estas etapas se desarroll6 utilizando celdas electroquimicas con electrodos de titanio recubierto
con oxido de rutenio y empacadas con agrolita previamente impregnada con HXD, medio de
cultivo e inoculada con una suspension de esporas de Aspergillus niger. Después de 4.5 dias
de iniciado el cultivo, se aplicé una corriente eléctrica controlada (0.42 mA/cm?; 7V) durante
24 h; la corriente fue retirada y el cultivo continu6 por 6.5 dias mas sin corriente. Las variables
de respuesta fueron: consumo de HXD, produccion de biomasa, pH, consumo de O,
produccion de CO,, formacion de UFC, metabolitos solubles en agua (TOC), formacion de

malondialdehido (MDA) y el contenido total de ATP.

En la Figura 6.1 se muestra de manera esquematica la estrategia general del trabajo.
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Ajuste pH 5

v

Medio de cultivo Soporte Botellas Wheaton
(~1.92mL/g de soporte seco) (180mg HXD/g de soporte seco) (500 mL)

Esteriliza
(120°C; 15 min)

In6culo A. niger 2x10’
(esp/g soporte seco)

v

Celda electroquimica | «—

Respirémetro
(30° C; flujo de aire S00mL/L, cada 3 h)

Después de
Efecto del pH P Ajuste de pH 4.5d
(HXD’ biomasa) - Analisis de las
variables de respuesta
. (45,55,8y12d)
Efecto de la corriente Etapa 1
4—
(HXD. biomasa)
Efecto de la corriente sobre la
respiracion y distribucion del | Etpa 2
carbono DE— v
(CO,, O,, balances y rendimientos) Andlisis de las ) Aplicacion de
variables de Retiro de Después de .
respuesta . 24 h corriente
corriente |q¢—— léctri
. (45,55,8y léctri electrica
Efecto de la corriente en la 12.d) electrica )
brana Etapa 3 (0.42 mA/cm®)
mem
(Observaciones microscopicas y MDA)
Efecto de la corriente en el
metabolismo Etapa 4
(Tasas de respiracion, biomasa, HXD y
produccion de ATP)

Figura 6.1. Estrategia general de las cuatro etapas experimentales. Etapa I: Efecto de la
corriente y pH, Etapa 2; Balances de carbono, Etapa 3; Alteraciones en la membrana por
efecto de la corriente y Etapa 4; Alteraciones metabolicas por efecto de la corriente.
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7. Materiales y Meétodos
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7.1 Preparacion y contaminacion del soporte

Como soporte modelo inerte se utilizoé agrolita (Dicalite, México) con un tamafio de particula
entre 1.19 y 1.68 mm. El soporte fue lavado con agua caliente (1L/200g), secado a
temperatura ambiente y almacenado en recipientes cerrados de plastico para su posterior
utilizacion.

El soporte limpio y seco fue impregnado con n-hexadecano (HXD) (Sigma) como unica fuente

de carbono.

La contaminacién del soporte se realizé impregnando con HXD (180mg de HXD/g de soporte

$eco) como sigue:

e E]l HXD se solubilizé en hexano (1.9 mL de hexano por cada 180 mg. de HXD) formando

una solucion transparente.
¢ El soporte se impregné con la soluciéon de HXD-hexano y se homogeniz6é manualmente.

e FEl soporte contaminado se extendid en charolas para evaporar el exceso de hexano del

soporte en una campana de extraccion a temperatura ambiente.
El soporte impregnado con HXD se almacen6 en recipientes de vidrio por no mas de 3 dias.
7.2 Propagacion y conservacion de la cepa

La cepa utilizada fue un hongo filamentoso: Aspergillus niger ATCC 9642. La cepa se
resembré por estria en cajas Petri con PDA (agar de papa-dextrosa) se incub6 por siete dias a
30° C. El procedimiento se repitid6 en matraces Erlenmeyer (250 ml) hasta completar dos
ciclos antes de usarla como in6culo. La cepa se conservod, en tubos de ensaye con PDA y con

micelio de 7 dias en refrigeracion a - 4° C.
7.2.1 Cosecha de esporas

Las esporas de A. niger se cosecharon de un cultivo de 7 dias (30° C) en PDA. Las esporas
fueron suspendidas en una solucion de Tween 80 (0.5%), en condiciones asépticas. La
suspension de esporas, se utilizd para inocular las unidades experimentales que se describen
adelante. La concentracion de esporas para los experimentos con el soporte inerte fue siempre

de 2.0 x 107 esporas por g de soporte seco, contadas en camara de Neubauer.
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7.2.2 Medios de cultivo

Los medios utilizados se detallan en la Tabla 7.1. En ambos casos el pH fue ajustado a 5 (0.1
M). H3;PO4 La solucion de oligoelementos estd compuesta en g/L por: 0.100 FeSO4-7H,0,
0.015 CuS0O4'5H,0, 0.161 ZnSO47H,0, 0.008 MnSO4-7H,0.

Tabla 7.1 Composicion de los medios de cultivo utilizados

Componente MA (g/L) MB (g/L)
NaNO; 5.1 21.23
KH,PO, 0.6 3.004
MgSO, 0.45 0.882
KCl1 0.3 3.05
Extracto de levadura 3
Sacarosa o1
HXD (mg/g de soporte) ~  ---------- 180
Oligoelementos* (ml/L) 6 6

MA; medio utilizado para la obtencion de biomasa

MB; medio para los experimentos de biodegradacion del HXD.
Ambos medios (MA y MB) fueron disefiados con base en los requerimientos nutricionales del
microorganismo ajustando una relacion C/N=25 con nitrato de sodio como fuente de
nitrogeno, sacarosa y HXD como Unica fuentes de carbono, respectivamente, conforme

experimentos previos realizados en la UAM-I (Volke y col., 2003).
7.3 Unidad Experimental

La unidad experimental utilizada en el presente estudio, consistié en una celda electroquimica
(CE) cilindrica (450 mL), construida de acrilico de 18 cm de longitud y 6.5 cm de diametro.
Con dos compartimentos laterales para contener la solucion electrolitica (20 mL; 0.1M
KH,PO,). Se utilizaron dos electrodos de titanio recubiertos con 6xido de rutenio (14.13 cm?),
colocados a los costados de la celda. En la Figura 7.1 se muestra un esquema del disefio de la

celda electroquimica.
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1)  Electrodos de titanio, recubiertos con
oxido de rutenio

2) Tapa hermética para conexion al

Catodo

respirometro (medicion en linea de
CO,y0y)

3-4) Entrada y depdsito para la solucion
electrolitica

5)  Deposito para el soporte

Figura 7.1. Esquema de la celda electroquimica

7.3.1 Condiciones de cultivo con y sin corriente eléctrica

Las CE se empacaron con 15 g de soporte (peso seco), previamente impregnado con HXD,
medio mineral y un inéculo de 2 x 107 esporas de A. niger/g de soporte seco. La humedad y el
pH inicial fueron 75 % y 5, respectivamente. Las celdas se conectaron a un respirometro
(Micro-Oxymax; Modelo; System Sample Pump; Columbus, USA), el cual hace pasar un flujo
de aire (500 mL/L; 2 min) cada tres horas, la atmosfera desalojada de las CE pasa a través de
los sensores que cuantifican O, y CO, en linea. Esta operacion se lleva a cabo durante los 12
dias de cultivo. Después de 114 h (30° C) de iniciado el cultivo, se aplicd una corriente
eléctrica de 0.42 mA/cm® mediante un potenciostato-galvanostato (EG & G, PARC 173,
USA), durante 24 h sin interrupcion; la corriente fue retirada y se continud con el cultivo por
6.5 dias mas sin corriente. Para medir las diferentes variables de respuesta, la CE fue dividida
en tres secciones longitudinales entre el anodo y el catodo (~ 4 cm por seccion). Cada seccion
fue designada como seccion catodica (aquella situada hasta a 4 cm del catodo), seccion
anodica (a 4 cm del anodo) y seccion media. Las variables de respuesta analizadas (con y sin
corriente eléctrica) en cada seccion fueron: pH, consumo de HXD, produccion de biomasa,
formacion de UFC, metabolitos solubles en agua, formacion de malondialdehido (MDA) y el
contenido total de ATP, analizadas a diferentes tiempos (0, 4.5, 5.5, 8 y 12 d) y cada tiempo
representa un experimento independiente. Es decir, se analiz6 el primer tiempo (4.5 d) y el

siguiente fue analizado a partir de un cultivo fresco y asi sucesivamente hasta analizar todos
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los tiempos. La produccion de CO; y el consumo de O, fueron las unicas variables
cuantificadas en toda la celda i.e. en las tres secciones a la vez y durante todo el tiempo de

cultivo (12 d).
7.3.2 Condiciones de cultivo ajustando pH

Para distinguir entre el efecto de la corriente eléctrica y el efecto de pH, se realizaron
experimentos independientes de la siguiente manera: tres botellas Wheaton (500 mL) fueron
conectadas en linea al respirometro, se empacaron con 15 g de soporte (peso seco),
impregnado con HXD, medio mineral e indculo; se conservaron todas las condiciones de
operacion de aquellas de los experimentos en la CE con y sin corriente eléctrica, excepto que
nunca se hizo pasar corriente. En todos los casos, una vez cumplidas 114 h de iniciado el
cultivo (4.5 d), el pH fue ajustado manualmente, de manera gradual, simulando las respuestas
de pH generadas en los experimentos con corriente. Para simular la seccion media y catddica
de la CE con corriente, se utilizaron dos botellas Wheaton a los que se ajust6 el pH hasta 6.4 y
9.1 (0.1 M Na,COs;), respectivamente. Un tercer reactor se utilizd6 para simular el
comportamiento de la parte anoddica a un pH 2.2 (0.1 M H;PO,), Las variables de respuesta
analizadas para cada botella fueron: produccion de biomasa, consumo de HXD, formacién de
UFC y formacion de malondialdehido (MDA). Las variables de respuesta fueron analizadas a
diferentes tiempos (0, 4.5, 5.5, 8 y 12 d), cada tiempo fue un experimento independiente. Los

analisis se realizaron por triplicado.
7.4 Efecto de la corriente eléctrica y el pH
7.4.1 Andalisis fisicoquimicos
7.4.1.1 Determinacion de HXD

Para la cuantificacion del HXD residual, se utilizo el método EPA 3540C (extraccion solido-
liquido de compuestos organicos semivolatiles y no volatiles en suelos y sedimentos, USEPA,

1996), de acuerdo al siguiente procedimiento:

e Se colocod aproximadamente 1 g de muestra seca mas sulfato de sodio anhidro para
eliminar el agua residual (~1 g), en un cartucho de celulosa (135 x 80 mm), con

algodon en la parte superior, para evitar pérdidas.
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e Los cartuchos se colocaron en un equipo de extraccion Soxhlet (250 mL), con 160 mL

de una mezcla acetona-hexano (1:1).
e (Cada muestra se mantuvo en extraccion continua con reflujo durante 16 horas a 70° C.

e FEl HXD extraido se concentr6 en un rota-evaporador al vacio (R-295, Biichi,

Zwitzerland).

El HXD extraido se resuspendio en viales de 2 mL con hexano.

El HXD recuperado se cuantificd por cromatografia de gases (Varian: modelo 3900; USA)
utilizando una columna Alltech 16367 (15 m x 0.25 mm) y helio como gas acarreador (30
ml/min; 40 psi). Calentando el horno a 120° C (30 °C/min), aumentando la temperatura a 120-
150 °C (10 °C/min) hasta 150-170 °C (15 °C/min), el volumen inyectado de las muestras fue
de 2 pL.

7.4.1.2 Carbono orgénico soluble

El carbono orgénico total (TOC, por sus siglas en inglés) fue determinado en un equipo TOC-
5000A Shimadzu, a partir del mismo extracto utilizado para la determinacion de pH. En tubos
de ensaye de 10 mL, se colocaron 5 mL de muestra, previamente filtradas con filtros de nylon
con tamafio de poro de 0.5 um (Millez® HN Millipore). Para eliminar el CO, disuelto en el
liquido, todas las muestras se acidificaron con 0.3 mL de una solucion de 1 N HCl y se

burbujearon con aire por 3 min.
7.4.1.3 Humedad y pH

La humedad se determiné utilizando una termo-balanza Ohaus modelo MB45, por diferencia
de peso entre el material himedo y el material seco. Una cantidad conocida de muestra
himeda (1 a 1.5 g), se coloco en charolas de aluminio, dejandose a 110° C hasta peso

constante.

Para determinar el pH en las muestras, a un g de muestra se adicionaron 10 mL de agua
destilada, la suspension se agité durante 5 minutos. La lectura de pH se realizdo en el

sobrenadante con un potenciémetro digital (Conductronic pH 20).
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7.4.2 Analisis microbiologicos
7.4.2.1 Obtencion y cuantificacion de biomasa

La biomasa producida se estim6 a través de la cuantificacion de proteinas por medio del
método de Lowry (1951), utilizando los reactivos comerciales de Bio-Rad Dc protein Assay
Kit y biomasa de 4. niger como estandar. Para la obtencion de proteina, se hidrolizaron 0.5 g
de muestra seca y pulverizada, con 10 mL de 0.5 N NaOH, posteriormente las muestras fueron
sometidas a un bano de agua hirviendo durante 10 min. Después de la hidrdlisis se tomaron
200 puL de muestra, se agregaron 100 L de reactivo A (solucion alcalina de tartrato de cobre)
y 800 uL de reactivo B (reactivo Folin diluido), los tubos se agitaron e incubaron durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 655 nm en

un espectrofotometro (Varian: modelo Cary 50; Australia).

Las curvas de calibracion se realizaron a partir de biomasa de A4 niger, crecida en matraces

Erlenmeyer con medio MA (seccion 7.2.2) a 30° C; 48 horas.
7.4.2.2 Cuenta microbiana total

La cuenta de células viables se realiz6 por triplicado en cajas Petri con agar de papa y dextrosa
(PDA) por diluciones seriadas de una muestra de agrolita (3 g base himeda). Las cajas Petri
fueron incubadas a 30° C durante 72 horas. Se reporta el niimero de microorganismos, como

unidades formadoras de colonias (UFC) por g de muestra de agrolita (base seca).
7.4.2.3 Respirometria y tasas de respiracion

Para determinar el consumo de O, y produccion de CO,, las CE fueron conectadas a un
respirometro Micro-Oxymax System (Columbus Instruments) a temperatura y aireacion
constante (500 mL/L; 2 min, cada 3 h). Tanto el consumo de O, como la produccion de CO,
fueron determinadas en linea durante 12 dias. Las tasas de consumo de O, y produccion de
CO,, se obtuvieron calculando la pendiente entre los valores de las cinéticas y el tiempo (mg/g

de soporte por d).
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7.4.3 Balances de carbono y rendimientos

Para realizar los balances de carbono y los rendimientos, se utilizaron los valores promedio de
las tres secciones de la CE, de cada una de las variables de respuesta; produccion de biomasa,
formacion de carbono organico total, remocion de HXD por efecto de la degradacion,
produccion CO, derivado del HXD degradado y el consumo de O;; estos dos ultimos valores
representan el promedio de las tres secciones de la CE. Debido a la naturaleza del disefio de la
CE fue imposible identificar la produccion de CO, asi como el consumo de O
correspondiente a cada una de las secciones de la CE, después de 12 dias de cultivo. Por lo
tanto, los balances de carbono y rendimientos se reportan como el total producidos en toda la

CE.
7.5 Cambios morfolégicos
7.5.1 Observaciones microscopicas

Las modificaciones morfologicos y modificaciones a nivel de membrana por efecto de la
corriente eléctrica fueron evaluados de manera cualitativa por microscopia electronica de

barrido y utilizando colorantes (Olympus CX31), respectivamente.
7.5.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras empleadas para las observaciones al microscopio fueron consideradas después
de 114 h de cultivo (antes de aplicar la corriente eléctrica) y 24 h después de aplicar la
corriente eléctrica. Las células se fijaron al soporte con glutaraldehido al 5% y se dejaron
reposar durante 24 h a 4° C, el glutaraldehido fue eliminado mediante varios lavados con
solucion amortiguadora de fosfatos (pH 7.3 y 0.02 M). Se agregaron 10 gotas de tetra-oxido de
osmio, al 2% y se dejaron reposar a 4° C por 1 h. Los residuos de tetra-6xido de osmio fueron
eliminados con lavados sucesivos con la solucion amortiguadora. Posteriormente, se inicié un
tren de tratamientos de deshidratacion con soluciones de etanol al 30, 40, 50, 70, 80 y 90%,
hasta dejar las muestras en etanol absoluto (>99.5%), con dos lavados de cada concentracion,
por 15 min cada uno. Cada muestra sumergida en etanol absoluto se colocod sobre un filtro
Whatman 42 que, a su vez se encontraba dentro de una capsula microporosa para su

deshidratacion al punto critico, a 10 °C y 37 Kg/ecm® durante 4 min. Las muestras
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deshidratadas se colocaron sobre cinta de carbon en un porta muestras para microscopia
electronica y se recubrieron con oro por vaporizacion en una camara de recubrimientos, al
vacio (44 mTorr), a 18-20 Amp, 5 veces durante 5 minutos. Las muestras recubiertas con oro

se observaron en un microscopio electronico.
7.5.3 Colorante

Los colorantes se utilizaron para evaluar alteraciones en la pared y membranas plasmaticas
(Kucsera y col., 2000). Lo colorantes que se utilizaron fueron: azul de lactofenol, azul tripan y
azul de metileno. Se hizo crecer micelio de 4. niger en cajas Petri en medio PDA, a 30 °C por
48 h. El micelio fue colocado en un porta objetos, agregando 10 UL del colorante, cubriéndose
con un cubre objetos y después de 5 min se observd en un microscopio (Olympus CX31) Para
las muestras tratadas con corriente eléctrica, se colocaron 50 UL de colorante mas una muestra

de agrolita. Se dejo reposar por 15 min, y se observaron al microscopio.
7.6 Modificaciones metabdlicas
7.6.1 Obtencion de extracto citosolico

El extracto citosdlico se obtuvo de la siguiente manera: un gramo de muestra fresca se
pulverizé en mortero con nitrégeno liquido, resuspendido con 5 mL de buffer de fosfato (100
mM, pH 7), las muestras se sonicaron (Sonicor Instrumento; modelo SC-100; Copiague, NY)
por 5 min a 4 °C. Los restos celulares fueron eliminados por centrifugacion (18,000 g, 4 °C,
25 min). El sobrenadante se utiliz6 para determinar: el contenido total de ATP y el dafio

oxidativo de la membrana celular, mediante la determinacion de lipoperoxidacion.
7.6.2. Cuantificacion del dario oxidativo

El dafio oxidativo a nivel de membrana se cuantifico a través de la lipoperoxidacion por medio
de la deteccion de malondialdehido (MDA), con base en la reactividad del acido tiobarbittrico
(TBA). La técnica se basa en la reaccion de un agente cromogénico, el N-metil-2-fenilindol,
con el MDA a 45° C. Una molécula de MDA reacciona con dos de N-metil-2-fenilindol para
formar un cromoéforo estable que se cuantifico por espectrofotometria (Buege y Aust, 1978),
como sigue: alicuotas (0.5 mL) del sobrenadante (seccion 7.6.1) fueron colocadas en tubos de

ensaye (15 mL) con 1 mL de una solucion de TBA (0.5 %) y TCA (acido tricloroacético;
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15%) en HCI (0.25 N); posteriormente, se colocaron en un bafio de agua en ebullicion por 15
min. Finalmente, la mezcla se centrifugd a 5000 g durante 5 min. El curso de la reaccion se

midi6 con un espectrofotometro (Varian; modelo Cary 50; Australia) a 535 nm.
7.6.3 Cuantificacion de ATP total

El contenido total de ATP se midi6 utilizando un kit comercial (ApoGlow ® Kit de ensayo;
Lonza Rockland, USA). Alicuotas (80 uL) del sobrenadante (seccion 7.6.1) fueron colocadas
en placas de 96 pocillos, mas 100 UL del reactivo NRR. La mezcla se agitd suavemente para la
extraccion del ATP, dejando incubar por 5 min a temperatura ambiente, se adicionan 20 uL
del reactivo RMN (luciferina-luciferasa). La mezcla se coloc6 en el lumindémetro (Multimodo
Detector; modelo DTX 880, Beckman Coulter) y se tomo6 la primera lectura integral
inmediatamente (1 s) y 10 minutos mas tarde, se tomo la segunda lectura. Finalmente, 20 UL
del reactivo ADP-CR se adicionaron en la placa de 96 pocillos y se dejé incubar por 5 min a
temperatura ambiente y se tomo la tercera lectura integrada. La luminosidad, expresada en
unidades relativas de luminiscencia (RLU), se transform6 en concentracion de ATP (Sigma) a

partir de una curva de calibracion construida a partir de concentraciones conocidas de ATP.
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8. Resultados y Discusion
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8.1 Efecto de la corriente eléctrica y pH

Se ha demostrado que la aplicacion de una corriente eléctrica de baja intensidad induce
alteraciones en el metabolismo de los microorganismos (Shin y col., 2002). Por lo tanto, para
demostrar que la corriente eléctrica es la que incide en la eficiencia de degradacion del HXD y
no el gradiente de pH generado por la misma corriente a lo largo de la CE, se disefiaron tres
experimentos independientes: (a) se evalud el efecto de la corriente en la produccion de
biomasa y degradacion de HXD; (b) se midieron los cambios de pH generados por la corriente
eléctrica y (c) se evaluo el efecto del pH sobre la produccion de biomasa y degradacion de

HXD, a continuacion se detallan y discuten los resultados obtenidos.

La muestras fueron analizadas a diferentes tiempos de cultivo (0, 4.5, 5.5, 8 y 12 d) y cada

tiempo representa un experimento independiente.

8.1.1 Variaciones en la produccion de biomasa y degradacion de HXD por efecto de

la corriente eléctrica
8.1.1.1 Produccion de Biomasa

Para determinar el efecto de la corriente eléctrica sobre el crecimiento de A. niger se cuantifico
la produccion de biomasa. La intensidad y el tiempo de exposicion de la corriente eléctrica
sobre A. niger, se determind a partir de estudios previos (Velasco-Alvarez, 2006), donde se
observo un efecto no letal al aplicar una corriente eléctrica de 0.42 mA/cm?, durante 24 horas,
en presencia de micelio, es decir después de la fase lag (114 horas de iniciado el cultivo). En la
Figura 8.1 se muestra la cinética de produccion de biomasa de las CE con y sin corriente
eléctrica, en las diferentes zonas de las CE (anddica, media y catddica); las determinaciones a
cada uno de los tiempos representados en la Figura 8.1, representan un experimento
independiente. Al aplicar la corriente eléctrica, el crecimiento de A. niger disminuy6
considerablemente en las tres zonas de la CE, generando concentraciones significativamente
menores de biomasa (hasta cuatro veces) respecto a la CE sin corriente (199 mg/g, promedio
de las tres secciones de la celda). Al retirar la corriente (24 horas después), a pesar de que la
biomasa aument6 en las tres secciones, aun asi, la cantidad de biomasa producida fue menor al

final del cultivo, que la cuantificada en la CE sin corriente. En las secciones catddica y
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anddica, no se presentd una diferencia significativa (28.9 = 2.4 y 25.1 £ 0.4 mg/g,
respectivamente) en la produccion de biomasa, mientras que en la seccion media se observo la
mayor produccion de biomasa (64.8 £ 6.7 mg/g) después de 12 dias de cultivo.
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Figura 8.1. Produccion de biomasa en las diferentes zonas de la celda electroquimica. Antes y
después de aplicar una corriente eléctrica de 0.42 mA/cm2 durante 24 horas, después de 114
horas de cultivo. (*) Celda control (sin corriente), (i) zona anddica de la celda, (ii) zona media
y (ii1) zona catddica. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas de
los analisis y cada tiempo representa un experimento independiente.

En la literatura se ha reportado que estos resultados pueden deberse a diferentes efectos: a un
efecto de lisis en las células, como consecuencia de la resistencia al paso de corriente a través
de la celda, provocando un aumento de temperatura en la CE (Palaniappan y col., 1992); otro
posible efecto, reportado por Guilloy y Murr en 2002 se refiere a la produccion de sustancias
toxicas generadas por las reacciones electroliticas en los electrodos, tales como iones
metalicos solubles y la formacion de cloro libre, al pasar la corriente eléctrica). Sin embargo,
en el caso estudiado en esta tesis quedan descartados ambos efectos ya que en estudios previos
(Velasco-Alvarez, 2006), durante la caracterizacion de la CE al imponer diferentes
intensidades de corriente eléctrica, se observd que en un intervalo de 0 a 3.5 mA/cmZ, la
temperatura nunca fue mayor a 25° C. Por otro lado, los electrodos utilizados fueron de titanio

recubiertos con 6xido de rutenio. Estos electrodos evitan la formacion de sustancias toxicas,
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debido a que las reacciones electroliticas que llevan a cabo son reacciones de oxidacion y
reduccion del agua, generando unicamente un gradiente importante de pH. Por lo tanto, con
estos resultados se demostrdé que es el paso de una corriente eléctrica la que tuvo un efecto
significativo sobre el crecimiento de 4. niger, como lo mencionado por Sale y Hamilton,
(1967); inclusive estos autores mencionan que la muerte de las células requiere pulsos de altos
voltajes de 25 kV; 40-100 ms, y que la duracion de los pulsos no esta relacionada con los
productos de la electrdlisis (formacion de sustancias toxicas), ni con los cambios de
temperatura, sino mas bien a un efecto directo de la corriente eléctrica en las células. Es
importante mencionar que otra posible causa puede ser los cambios de pH, generados en las

diferentes zonas de la CE (ver seccion 8.1.2).
8.1.1.2 Degradacion de HXD

Con el objeto de determinar el efecto de la corriente en la degradacion de la tinica fuente de
carbono y energia en A. niger, se cuantifico el HXD residual en las CE. En la Figura 8.2 se

muestra la cinética de degradacion de HXD con y sin corriente eléctrica.
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Figura 8.2. Cinética de degradacion de hexadecano en presencia y ausencia de una corriente
eléctrica en las diferentes zonas de la CE: (*) Celda control (sin corriente), (i) zona anddica de
la celda electroquimica, (ii) zona media y (iii) zona catodica. Las barras de error representan la
desviacion estandar de tres réplicas de los andlisis y cada tiempo representa un experimento
independiente.
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Antes de aplicar la corriente en las CE (~4.5 dias), la degradacion promedio de HXD fue de 36
%. Este nivel de degradacion esta asociado con la germinacion de esporas y la produccion de
metabolitos para la formaciéon de micelio, a partir de la degradacion de la tinica fuente de
carbono y energia (d"Enfert C., 1997). Durante la aplicacion de la corriente (24 h), la seccion
en la que se presentd una mayor degradacion fue la seccion catddica (77 %), seguida por la
seccion media (64 %), mientras que la seccion anddica y el control no presentaron diferencias
significativas (59 %). Sin embargo, después de retirar la corriente, especificamente en el dia 8
de cultivo, se observo que el HXD fue practicamente degradado en las tres secciones de la CE
con corriente (96 £ 1.5, promedio de las tres secciones), mientras que en la CE control la
degradacion al final del cultivo (12 d) fue so6lo del 82 %. Estos resultados demostraron que los
tratamientos con corriente eléctrica, incrementaron la eficiencia en la degradacion de HXD, a
pesar de que el crecimiento de 4. miger practicamente se interrumpié en presencia de la
corriente (Fig. 8.1). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Jackman y col., (2001)
quienes demostraron que la aplicacion de una corriente (0.89 mA/cm2; 21 d) a través de suelo
contaminado, favorece la degradacion de compuestos organicos (811 mg/kg; acido 2,4-
diclorofenoxi acético). Por otro lado, Shin y col.,, (2002) observaron en Clostridium
thermocellum ATCC 35609 que la aplicacion de una corriente (0.1-20 mA; 15 y 78h) aumenta
la produccion de etanol (52%), respecto al control sin corriente. Estos resultados podrian estar
relacionados a cambios en la permeabilidad de la membrana por efecto de la corriente eléctrica
o bien al pH, favoreciéndose el paso del sustrato hacia el interior de la célula, con el

consecuente aumento en la degradacion del sustrato.
8.1.2 Variaciones del pH por efecto de la corriente eléctrica

Con la finalidad de evaluar los cambios de pH por efecto de la corriente eléctrica, se midio
esta variable a lo largo de la CE, antes y después de aplicar la corriente eléctrica. En la Figura
8.3, se muestran los cambios de pH en las diferentes zonas de la CE. En los experimentos sin
corriente, los cambios de pH s6lo aumentaron poco mas de una unidad respecto al pH inicial

(de 5 a 6.3), debido a las reacciones metabolicas durante la degradacion de HXD.

58



14 - (*) —*— Control
(i) —e— Anodo
121 (i) — W — Media

(iif) —— Cétodo
10 7 (iii)

»

8 Aplicacion de
corriente (4.5 d)

i $

Retiro de corriente (5.5 d)
T T

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

Figura 8.3. Cambios de pH a lo largo de la celda electroquimica al aplicar una corriente
eléctrica de 0.42 mA/cm2. (*) Celda control (sin corriente), (i) zona anddica, (ii) zona media
y, (ii1) zona catodica. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas de
los andlisis y cada tiempo representa un experimento independiente.

Como se observa, al aplicar la corriente, se generé un pH alcalino hasta de 9.1 en la seccion
catddica; en la seccion anddica un pH acido de 2.2 y; en la parte media de la celda, el pH fue
similar al control sin corriente (6.3). Los valores de pH en la seccion catddica y anodica de las
CE se mantuvieron constantes después de interrumpir la corriente. Estos cambios de pH
fueron generados principalmente por las reacciones de oxidacion y reduccion del agua con la
formacion de aniones y cationes (Acar y Alshawabkeh, 1993) al cerrar el circuito eléctrico.
Estos cambios de pH, generados por la corriente podrian explicar la disminucidén observada en
el crecimiento; sin embargo, al comparar el pH en la seccion media con corriente y en la CE
sin corriente se observo practicamente el mismo pH durante el cultivo; no obstante, la
cuantificacion de biomasa fue tres veces menor con corriente que sin corriente. Estos
resultados sugieren que la corriente eléctrica podria estar alterando el metabolismo de 4. niger

provocando una disminucion en el crecimiento y no las variaciones de pH.
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8.1.3 Variaciones en la produccion de biomasa y degradacion de HXD, por efecto

del pH
8.1.3.1 Produccion de biomasa y degradacion de HXD

Para discernir entre el efecto de la corriente y el efecto del pH, en la degradacion de HXD y
produccion de biomasa, se realizaron experimentos independientes sin corriente, utilizando
tres reactores de 500 mL (botellas Wheaton) como se describe en la seccion de Materiales y
métodos. Los reactores se ajustaron a los mismos pH generados por la corriente eléctrica. Para
estos experimentos se considerd el mismo pH que se determin6 en cada una de las secciones

de la CE, al final de la aplicacion de la corriente eléctrica (al dia 5.5).

Tabla 8.1. Valores de pH en los experimentos de simulacion de corriente eléctrica.

Tiempo(dias)

5.5 8 12
pH2.2 20+0.5 24402 2.5+03
pH 6.4 5.9+0.0 6.1£04 58+0.5
pH9.1 9.4+03 8.9+0.6 8.7+0.8

Los resultados son la media + la desviacion estandar (n = 3).

Para simular la parte media y catédica de la CE con corriente, en dos reactores Wheaton se
ajustd a un pH de 6.4 y 9.1 (0.1 M Na,CO3) respectivamente, este ajuste se hizo después de
114 h de iniciado el cultivo. Se utilizo un tercer reactor para simular el comportamiento de la
parte anodica a un pH 2.2 (0.1 M H,SOy4). Al final del cultivo en los tres reactores Wheaton,
no se observaron diferencias significativas entre los valores de pH inicialmente ajustados y los
valores finales como se muestra en la Tabla 8.1. Los resultados de degradacion de HXD y

produccion de biomasa de este experimento, se muestran en la Figura 8.2.
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Figura 8.4. Ajuste de pH. a) Degradacion de HXD a diferentes valores de pH y b) produccion
de biomasa durante diferentes valores de pH. Las barras de error representan la desviacion
estandar de tres réplicas de los andlisis y cada tiempo representa un experimento
independiente.

El crecimiento de A. niger y la degradaciéon de HXD, en los experimentos de simulacion
fueron diferentes a los observados en la CE con corriente. En el reactor a pH 9.1, el
crecimiento de 4. niger es bajo (16.9 mg/g, Fig. 8.4 a, iii) asociado a la degradacion mas baja
de HXD (60 %, Figura 8.4 b, iii), al final del cultivo. En el reactor a pH 2.2 la produccion de
biomasa fue dos veces mayor (Figura 8.4 a, i) con respecto a la seccion anddica de la CE con
corriente (Figura 8.1, 1); sin embargo, la degradacion de HXD fue 17 % mayor en presencia de
la corriente eléctrica. Finalmente, en el reactor a pH 6.3, (Figura 8.4 a, ii), la produccion de
biomasa fue 2.8 veces mayor en contraste a la seccion media de la CE; mientras que la
degradacion de HXD (Figura 8.4 b,ii) fue menor en contraste con los resultados de la seccion
media de la CE con corriente (Figura 8.2 ii). Estos resultados indican que hay una inhibicién
en el crecimiento de 4. niger al ser sometido a una corriente, esto coincide con Jackman y col.,
(1999) quienes encontraron una disminucion en el crecimiento de bacterias acidofilicas, al
aplicar una corriente eléctrica (20 mA/cm?; 80 h), en el mismo sentido Guillou y Murr (2002),
en Saccaromyces cerevisiae (1 - 108 mA/ecm?’; entre 3 h y 6) y Jong-Chul y col., (2003)
quienes también encontraron una inactivacion de microorganismos en agua de mar (1.55 mA a
2 A; 1.55 a 34 min). Por lo tanto, los resultados logrados demostraron que A. niger fue incapaz
de degradar los mismos niveles de HXD que los observados con corriente, sugiriendo que el

aumento y rapidez en la degradacion de HXD observados en la Figura 8.4b, son propiciados al
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efecto que provoca la corriente sobre A. niger independientemente de los cambios de pH

generados.
8.2 Efecto de la corriente eléctrica en la respiracion y distribucion del carbono

El consumo de O, es asociado a la biotransformacion inicial de la fuente de carbono (HXD);
mientras que la produccion de CO; es un indice del grado de mineralizacion, ademés de
proporcionar informacion acerca del tipo de metabolismo (Volke y col., 2003). Por lo tanto,
para demostrar que la corriente eléctrica modifica el metabolismo de 4. niger durante la
degradacion de HXD, se cuantificdé el consumo de O;, produccion de CO, y con esta

informacion se realizaron los balances de carbono y se evaluaron los rendimientos.
8.2.1 Cinéticas de consumo de Oy produccion de CO,

Dado que el consumo de O, se puede asociar a la biotransformacion inicial de la fuente de
carbono (HXD), y la produccion de CO, esta relacionada a la mineralizacion de la misma
fuente de carbono. Estas dos variables se determinaron de forma continua durante todo el

cultivo (12 d).

(ii)

(i) —a— con corriente

600 B
() —— sin corriente

500

400

Retiro de
300 corriente (5.5 d)

200
Aplicacion de
corriente (4.5 d)
100

02 (mg/g de soporte seco)

Tiempo (dias)

Figura 8.5. Consumo de O, acumulado en las tres secciones de la CE, antes y después de
aplicar una corriente eléctrica de 0.42 mA/cm2 (24 h, después de 114 h de cultivo). (i) CE
control (sin corriente), (ii)) CE con corriente. Las barras de error representan la desviacion
estandar en tres réplicas de los analisis.
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En las Figuras 8.5 y 8.6 se presentan las cinéticas de consumo de O, y produccion de CO,, en

toda la CE, respectivamente.

En ambas Figuras (8.5 y 8.6), se observa que la fase lag tiene una duracion de
aproximadamente 3.5 dias, representando aproximadamente un 29 %, del total del cultivo. El
estancamiento de la fase lag, podria deberse a interferencias del hexadecano al paso del agua
desde la agrolita hasta las esporas, y por consecuencia, un retraso en el hinchamiento de la
espora como primera etapa a la germinacion. Estos resultados también han sido observados en
otros estudios por ejemplo: Volke y col., (2006), reportan una fase lag de 3 dias, utilizando el
mismo hongo del presente estudio y hexadecano como fuerte de carbono, por otro lado Diaz-
Ramirez (2004), menciona que para mezclas de hidrocarburos alifaticos puede llegar a ser

hasta de 6 — 9 dias la duracion de la fase lag, utilizando cultivos mixtos definidos.

Después de la fase lag, el consumo de O, y produccion de CO, fue en aumento, en presencia y
ausencia de la corriente eléctrica. En los tratamientos con corriente eléctrica, el consumo de O,
acumulado fue evidentemente mayor (hasta 4 veces) comparado con la CE control (sin
corriente) al final del cultivo (Fig. 8.5). Antes de aplicar la corriente, no se observod una
diferencia significativa entre ambas condiciones; sin embargo, cuando la corriente eléctrica
pasa a través de la CE, el consumo de O, aumenta (Fig. 8.5ii). Al final de los experimentos se
observo un consumo de 586 + 58 mg de O, por g de soporte inerte seco en la CE con corriente

y de solo 151 + 50 mg de O, por g de soporte inerte seco en la CE control (Fig. 8.51).

Por otro lado, la producciéon de CO, mostré un incremento hasta de tres veces en los
tratamientos con corriente (Fig. 8.6ii), en contraste con los tratamientos control (sin corriente,

Fig 8.6i).
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Figura 8.6. Produccion de CO, acumulado en las tres secciones de la CE. Antes y después de
aplicar una corriente eléctrica (0.42 mA/cm2; 24 h). (i) Celda control (sin corriente), (ii) Celda
electroquimica (con corriente). Las barras de error representan la desviacion estandar del
promedio en tres réplicas de los analisis.

Durante los primeros 4.5 dias de cultivo (antes de la estimulacion con corriente) no se observo
una diferencia significativa entre los dos tratamientos. Después del dia 6 de cultivo, las
diferencias en la produccion de CO, fueron evidentes: 405 £ 75 y 114 = 04 mg de CO, por g

de soporte inerte seco, con y sin corriente eléctrica, respectivamente.

Al relacionar estos resultados con la produccion de biomasa (Fig. 8.1) y la degradacion de
HXD (Fig. 8.2), se observo que la estimulacion eléctrica induce una mayor oxidacion del
sustrato hasta la consecuente mineralizacion (Fig. 8.6). En presencia de la corriente se genero
poca biomasa con una alta producciéon de CO,, en contraste a la CE control, donde se
cuantific6 una mayor producciéon de biomasa y baja produccion de CO,. Indicando, que la
corriente eléctrica indujo una inhibicién parcial en el crecimiento de A. niger sin llegar a
provocar un efecto letal en las células; por el contrario, el metabolismo de HXD por A. niger
se estimula. Estos resultados coinciden con lo reportado por Lear y col., (2004) que
observaron una mayor produccion de CO, hasta un 290 % al aplicar una corriente eléctrica de
0.314 mA/cm® durante 27 dias, en un consorcio microbiano con hongos y bacterias; sin

embargo, a diferencia de nuestro trabajo, ellos no observan una diferencia significativa en la
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biomasa microbiana, medida como el numero de UFC, entre los cultivos con y sin corriente.
No obstante, la variedad de respuestas en los microorganismos, depende de la naturaleza y
estado fisiologico de los mismos, asi como de factores experimentales tales como: intensidad
de corriente, tipo de electrodos y tiempo de exposicion (Ranalli y col., 2002, Xin-gang y col.,

2006, Valle y col., 2007).
8.2.2 Distribucion de carbono y rendimientos

A partir de la cuantificacion de biomasa (0.42 g de carbono/gramo de biomasa) (Velasco-
Alvarez 2006), CO, y degradacion de HXD se realizaron los balances de carbono para toda la

celda.

En la Figura 8.7a y b se muestra el balance del carbono recuperado, distribuido entre las
diferentes especies (CO,, biomasa y TOC), durante los 12 dias de cultivo, en presencia y
ausencia de la corriente eléctrica. Los balances de carbono se realizaron de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

Total del carbono Carbono (-
i : ; Carbono Carbono organico
Sl 0% ST | ie(co) | sl i
carbono (HXD) (X2) (X3)
(X4)
CisHz4 x102 x2CHON x3CO, x4CHO

En los balances puntuales, i.e. para cada tiempo de muestreo, se observé una disminucion del
carbono asociado al HXD vy la aparicion de carbono, asociado a la formacion de biomasa y

produccion de CO,, principalmente.

En la Figura 8.7 se presentan los balances de carbono en ausencia y presencia de la corriente,
donde se observa que en los tiempos intermedios (4.4, 5.5 y 8 d) la recuperacion del carbono
fue menor al 65 % del carbono consumido. Esta diferencia podria tener relacion con la
germinacion de esporas y la produccion de metabolitos para la formacion de micelio (d”Enfert,
C., 1997), que no se consideran en la recuperacion del carbono. Al final del cultivo (12 d), la
recuperacion del carbono fue del 89 + 14 %. No obstante al final del cultivo, (Fig. 8.7b), se

observa una fuerte modificacion en la distribucion del carbono, en presencia de la corriente
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eléctrica, al final del cultivo. En la CE control (Fig. 8.7a), la produccion de biomasa fue
predominante (83 + 2.8 mg C/g de soporte), asociada con un bajo rendimiento en la
produccion de CO, (31 += 1.1 mg C /g de soporte) y una formacién minima de compuestos

organicos solubles (6 + 1.3 mg C/g de soporte).
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Figura 8.7. Distribucion de carbono a partir de la degradacion de HXD por 4. niger, después
de 12 dias de cultivo (mg de C consumido). (a) En experimentos sin corriente eléctrica. (b) En
experimentos con corriente eléctrica. Las barras de error representan la desviacion estandar del

promedio de tres replicas de los anélisis.
* Aplicacion de corriente (4.5d), ** Retiro de corriente (5.5 d)
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Por el contrario en los experimentos tratados con corriente eléctrica (Fig. 8.7b), la produccion
de biomasa fue baja (17 £ 8.1 mg C/g de soporte), asociada a un alto rendimiento de CO, (110
+ 20.5 mg C/g de soporte) y una formacion minima de compuestos organicos solubles,

unicamente 6 + 2.2 mg C/g de soporte, de la distribucion total de carbono.

Por otro lado, los rendimientos: biomasa-sustrato (Yxmxp), oxigeno-sustrato (Yozmxp),
didxido de carbono-sustrato (Ycozmxp) y biomasa-oxigeno (Yx/02), se calcularon utilizando la
ecuacion con base un mol de atomo de C-consumido de HXD como la tnica fuente de carbono

y energia.

Tabla 8.2. Rendimientos finales C-Biomasa-C-HXD (Y x/uxp), O2-C-HXD (Y o2mxp), C-CO3-
C-HXD (Ycozmxp) y C-Biomasa-O2 (Yxo2) por Aspergillus niger, con y sin corriente
eléctrica, después de 12 dias de cultivo.

Yxmxp Yoomxp Ycoamxp Yxi02
mol C-biomasa mol O, (mol C- mol C-CO; (mol mol C-
(mol C-HXD HXD C-HXD biomasa (mol
consumido)”’ consumido)”’ consumido)”’ 0,)"
Con corriente 0.13+0.01 1.48 £0.14 0.74 +£0.04 0.09+0.01
Sin corriente 0.76 + 0.09 0.46 £ 0.07 0254004  1.67+0.07

(control)
Los resultados son la media + la desviacion estandar (n = 3).
Los rendimientos fueron calculados en base un mol de atomo de C por mol de C-HXD consumido

En la Tabla 8.2 se muestran los rendimientos finales, en presencia y ausencia de la corriente
eléctrica, después de 12 dias de cultivo. En la CE control se observé un alto rendimiento
Yxmuxp de casi 6 veces mas, respecto a la CE con corriente. Mientras que el Yoymxp y el
Ycoomxp para la CE con corriente, aumentaron hasta 3 veces, respecto al control (sin
corriente). Estos resultados sugieren que el O, consumido en la CE control es utilizado
principalmente para la produccion de biomasa; como se indica con los valores de Yx/o2, en
ausencia de la corriente eléctrica se consume 18 veces mas oxigeno para la produccion de
biomasa, respecto a los experimentos con corriente eléctrica. Mientras que en presencia de la
corriente eléctrica, el O, es utilizado principalmente para la oxidacion completa del HXD. Con
estos resultados se demostrd, que en ausencia de la corriente eléctrica se favorece un
metabolismo anabolico, mientras que en presencia de la corriente eléctrica, el metabolismo es
alterado completamente, favoreciéndose el metabolismo catabolico. Como se demuestra en la

siguiente reaccion estequiométrica.
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HXD Y xmxp YCO,/HXD CHO

(mg C-HXD) (mg C-biomasa/mg C-HXD) (mg C-CO2/mg C-HXD) (mg C-TOC/mg C-HXD))
Sin corriente 1 0.66 + 0.02 0.25+0.00 0.04 + 00
Con corriente 1 0.11£0.06 0.74 £0.01 0.04 £00

Donde se observa claramente la modificacion en el metabolismo de A. niger durante la

degradacion del HXD al ser expuesto a una corriente eléctrica, de baja intensidad.

Se conocen reportes que mencionan que los cambios en el metabolismo en los
microorganismos, por efecto de una corriente eléctrica, estan asociados a alteraciones a nivel
de membrana. Por ejemplo, Ganeva y col., (2002) observaron la estimulacion de la actividad
invertasa al aplicar 15 pulsos eléctricos (3 a 3.15 kV/cm; 3 ms cada 6 h), obteniendo 49 % mas
actividad, con respecto al control sin corriente. En contraste, Ranalli y col., (2002) estudiaron
la produccion de ATP en S. cerevisiae al aplicar diferentes intensidades de corriente (10, 50 y
100 mA) durante distintos periodos de tiempo (18, 34 y 48 h), obteniendo niveles mas bajos de
ATP al aplicar la corriente, debido a alteraciones en la funcién membranal. Sin embargo, hasta
el momento se conoce poco sobre los cambios a nivel de membranas en los hongos

filamentosos como A. niger, en presencia de una corriente eléctrica de baja intensidad.

Se conocen reportes que mencionan que los cambios en el metabolismo en los
microorganismos, por efecto de una corriente eléctrica, estan asociados a alteraciones a nivel
de membrana. Por ejemplo, Ganeva y col., (2002) observaron la estimulacion de la actividad
invertasa al aplicar 15 pulsos eléctricos (3 a 3.15 kV/cm; 3 ms cada 6 h), obteniendo 49 % mas
actividad, con respecto al control sin corriente. En contraste Ranalli y col., (2002) estudiaron
la produccion de ATP en S. cerevisiae al aplicar diferentes intensidades de corriente (10, 50 y
100 mA) durante distintos periodos de tiempo (18, 34 y 48 h), obteniendo niveles mas bajos de
ATP al aplicar la corriente, debido a alteraciones en la funciéon membranal. Sin embargo, hasta
el momento no se encuentran reportes sobre los cambios a nivel de membranas en los hongos

filamentosos como A. niger en presencia de una corriente eléctrica de baja intensidad.

8.3 Evaluacion de las alteraciones en la membrana por efecto de la corriente eléctrica

Se ha demostrado que la aplicacion de corriente eléctrica puede alterar la morfologia de los

microorganismos, modificar la estructura de la membrana (Ranalli y col., 2002) e incluso
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generar la formacion de especies reactivas de oxigeno que pueden atacar biomoléculas como
lipidos, proteinas o el ADN (Jeong y col., 2006). Para demostrar la hipotesis de que la
corriente eléctrica induce cambios en la permeabilidad de la membrana, se disefiaron
experimentos independientes: primero se evaluaron por microscopia electronica de barrido los
cambios morfologicos de la superficie de la membrana de A. niger por efecto de la corriente
eléctrica y posteriormente las alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica,

utilizando colorantes.

8.3.1 Andalisis del efecto de la corriente eléctrica sobre la morfologia de A. niger por

microscopia electronica

El efecto de la corriente eléctrica (0.42 mA/cm?; 24 h) sobre la morfologia de A. niger se
determin6 por microscopia electronica después de 5.5 dias de cultivo, una ves que las esporas
germinaron. En la Figura 8.8a, se muestra una micrografia electronica de un conidioforo,
proveniente de la CE control. Donde se pueden apreciar estructuras definidas y con una
superficie lisa. Mientras que, en las muestras provenientes de la CE con corriente, se

observaron cambios morfoldgicos severos.
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Figura 8.8. Micrografias electronicas de barrido de 4. niger, después de 5.5 dias de cultivo.
(a) Conidioforo control en ausencia de la corriente eléctrica. (b, ¢ y d) Conidioforo expuestas a
una corriente eléctrica de 0.42 mA/cmz, durante 24 horas. Muestras de cada una de las
seccione de la CE (seccion anddica, media y catddica, respectivamente). Las flechas indican
las estructuras de los conidioforos. Barra: 5y 2 pum.

En las siguientes Figuras (8.8b, ¢ y d), se observan conidioforos con superficies rugosas y
poco definidas, e incluso en la Figura 8.8c, de la seccion media se puede apreciar el

conidioforo aplastado, aparentemente deshidratado por efecto de la corriente eléctrica.

Otra de las estructuras que también fueron analizadas fue el micelio. En la Figura 8.9a, se
aprecia un micrografia electronica proveniente de la CE control. Donde se observa la masa
micelial del hongo cubriendo la superficie del soporte, el cual también muestra una superficie

lisa y estructuras definidas.
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Figura 8.9. Micrografias electrénicas de barrido de 4. niger, después de 5.5 dias de cultivo.
(a) Masa micelial proveniente de la CE control. (b, ¢ y d) Hifas expuestas a la corriente
eléctrica (0.42 mA/cm?®; 24 h). Muestras de cada una de las seccione de la CE (seccion
anodica, media y catddica, respectivamente). Barra: 5y 2 um.
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i

Sin embargo, después de aplicar la corriente eléctrica, se observaron cambios morfologicos
drasticos (8.9b, ¢ y d), observando estructuras con una superficie aspera y aplastada, pareciera
como si el contenido celular interno estuviera vacio. Las paredes con apariencia no uniforme,
e incluso se observan hifas completamente aplastadas (Figura 8.9c), con una aparente
deshidratacion en las hifas (Fig. 8.9d). Mientras que en las esporas de las CE con corriente
(Figuras 8.10b, ¢, y d) se muestran con una superficie aspera y aplastada (Figura 8.10b). Las
paredes no son uniformes y en algunos puntos se observan desgarradas (Fig. 8.10c), e incluso
se observan poros en las paredes (Fig. 8.10d). En contraste, las esporas proveniente de la CE
control (Figura 8.10a) se aprecian esporas sanas con estructuras definidas, con un diametro

entre 3.1 y 3.7 um, y entre 1.1 y 1.6 para el micelio, el cual coincide con lo reportado por
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Bauer y col., (2002), donde senalan que el diametro de las esporas y micelio para Aspergillus

niger es de 4 um, cultivadas en agar soya tripticaseina.

=S = < = b =ls 1 Koy

Figura 8.10. Micrografias electronicas de barrido de A. niger, después de 5.5 dias de cultivo.
(a) Esporas control en ausencia de la corriente eléctrica. Barra: Sum. (b, ¢ y d) Esporas
expuestas a una corriente eléctrica de 0.42 mA/cm®, durante 24 horas. Barra: 2, 5 y lum,
respectivamente.

Algunos autores mencionas que este tipo de apariencia es tipica en las células dafiadas por la
presencia de los oxidantes fuerte, tales como O3 (Jeong y col., 2006). Como lo reportado por
Ranalli y col., (2002) ellos sefialaron cambios morfologicos similares a los observados en el
presente estudio, atribuyéndolos a la pérdida en la organizacion celular y la viabilidad del
microorganismo. Bianchi y col., (1997) mencionan que las alteraciones morfoldgicas en
hongos (especificamente micelio) es causada por modificaciones en la composicion de la capa

de lipidos en la membrana y que, a su vez, estas alteraciones pueden llevar a modificar la
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actividad de las enzimas involucrada en la formacién de la pared, causando estas

deformaciones.

Los resultados descritos anteriormente indican que la corriente eléctrica que pasa a través de
sus paredes y membranas modifica drasticamente la morfologia del hongo. A pesar de los
cambios morfologicos observados y la inhibicidon en el crecimiento, el metabolismo de A.
niger no se ve afectado, por el contrario es estimulado, llegando a degradar altas

concentraciones de HXD.

8.3.2 Evaluacion de la permeabilidad membranal de A. niger con y sin corriente

eléectrica

Los cambios en la permeabilidad de la membrana de A4. miger, inducida por la corriente

eléctrica se realizaron utilizando diferentes colorantes.

El colorante azul de lactofenol el cual tifie la quitina de las paredes fungicas, se utilizé para
determinar modificaciones en la pared celular del hongo, al ser expuesto a una corriente

eléctrica.

Figura 8.11. Micelio tefiido con colorante de lacto fenol. (a) Sin corriente eléctrica y (b)
después de aplicar una corriente eléctrica. Observadas por microscopio convencional (40X)

En la Figura 8.11a, se presenta la imagen de micelio crecido en agrolita sin corriente, donde se

aprecia el micelio tefiido completamente, como un indicador de micelio sano. Sin embargo, no
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se logro observar una diferencia entre las muestras con y sin corriente eléctrica. Por lo tanto
podemos suponer que la corriente eléctrica no dafia la pared del hongo cuando es expuesto a

una corriente eléctrica.

En la Figura 8.12a se presenta la imagen tomada de muestras provenientes de la CE control,
donde se puede apreciar como el colorante tifie la superficie del micelio, con una coloracion

tenue.

Figura 8.12. Micelio de A. niger tefiido con colorante azul Tripano. (a) Sin corriente eléctrica
y (b) después de aplicar una corriente eléctrica. Observadas por microscopio (X40)

Al comparar las imagenes de muestras de la CE control con las imagenes de las muestras
tomadas de la CE con corriente (Fig. 8.12b) se logr6é apreciar una coloraciéon mas intensa,
incluso en algunas secciones del micelio pareciera que el colorante tifie las estructuras internas

de la membrana.

Estos resultados sugieren que el colorante azul tripano penetra la membrana, lo que nos hace
suponer que la corriente eléctrica induce modificaciones en la membrana el cual puede estar

asociado a una alteracion en la permeabilidad de la membrana plamatica de 4. niger.

Por otro lado, el azul de metileno (Fig. 8.13), que se utiliza como indicador redox, permanece
azul cuando esta oxidado e incoloro cuando esta reducido. Al utilizar este colorante se observo

como se tifie la superficie del micelio sano. En micelio expuesto a la corriente eléctrica, se
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observo que solo en ciertas zonas del micelio el colorante se decolora, mientras que en otras
zonas el colorante permanece azul. Este resultado podria estar indicando un aumento en la
actividad metabolica, debido a que el colorante al recibir electrones, en este caso de
componentes de la cadena respiratoria, el colorante es reducido y pasa a su forma incolora,

como se observa en al Figura 8.13b.

Figura 8.13. Micelio tefiido con colorante azul de metileno. (a) Sin corriente eléctrica y (b)
después de aplicar una corriente eléctrica. Observadas por microscopio convencional

Con estos resultados se demostrd, que la técnica de colorantes para determinar modificaciones
en la membrana en hongos filamentosos, nos da una idea de las posibles alteraciones en la
membrana por efecto de la corriente eléctrica, sin embargo existen otras técnicas para
determinar modificaciones en membranas, de manera cuantitativa, como lo es la

cuantificacion de la produccion del malondialdehido.

8.3.3 Efecto de la corriente eléctrica sobre la lipoperoxidacion de las membranas de

A. niger

Con la finalidad de determinar el efecto de la corriente eléctrica sobre las modificaciones en
las membranas celulares de 4. niger se cuantifico la concentracion del malondialdehido

(MDA), como resultado de la lipoperoxidacion debido al deterioro oxidativo de los
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fosfolipidos poli-insaturados de las membranas. El MDA fue cuantificado a diferentes tiempos

(0,4.5,5.5,8y 12 d) y cada tiempo representa un experimento independiente.

En la Figura 8.14 se presenta la grafica del grado de lipoperoxidacion en ausencia y presencia
de corriente eléctrica, medido a través del contenido de MDA (nmoles) por gramo de biomasa
y respecto al tiempo de estimulacion. En grafica se puede observar mayor produccion de
MDA cuando se aplica la corriente eléctrica con respecto al control. Cuando se determino la
concentracion del MDA antes de aplicar la corriente eléctrica a los 4.5 dias de cultivo, se
cuantificaron hasta 35 + 7 nmol de MDA por g de biomasa. En la CE control, después del dia
5.5, se observd que la concentracion de MDA presenta valores constantes e inclusive por

debajo del basal (20 + 3 nmol MDA/g biomasa) y se mantuvieron hasta el termino del cultivo.

() —*— Control

200 .
(i) —@— Anodo
175 7 (i) = -~ --Media
150 | (iii) —&— Catodo
Retiro de corriente
125 | (5.5d) (iii)

100 A
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Aplicacion de >

corriente (4.5 d)

LPO (nmol MDA/g de biomasa)

25 A

Tiempo (dias)

Figura 8.14. Efecto de la corriente sobre la concentracion de MDA en A. niger con respecto al
tiempo de tratamiento. Simbolos; (*) Celda control (sin corriente), (i) seccion anddica de la
celda, (i1) seccion media de la celda y (iii) seccion catodica de la celda. Las barras de error
representan la desviacion estandar de tres réplicas de los andlisis y cada tiempo representa un
experimento independiente.

Por otro lado, cuando se aplic6 la corriente eléctrica se favorecid significativamente la
formacion de MDA en las tres secciones de la CE, siendo en las secciones anddica y catodica
(Fig. 8.144, 1ii) donde se registraron concentraciones de MDA hasta 10 veces mayores con

respecto al control sin corriente, observadas en el dia 5.5; mientras que en la seccion media se
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registré menor incremento con respecto a las dos secciones anteriores (7 veces mayor respecto
al control). La concentracion de MDA disminuy6 en el dia 8 del experimento con corriente
eléctrica, siendo en la seccion anddica la disminucién més drastica y en la seccion media la
disminucion fue gradual. En las secciones anoddica y catddica se presentaron ligeros

incrementos al final del experimento (12 d).

El incremento diferencial en la concentracion del MDA en cada una de las secciones de la CE,
con respecto al tiempo, pueden deberse a la cantidad de especies reactivas del oxigeno (ERO)
producidas por la aplicacion de la corriente eléctrica y mantenerse por las condiciones de pH
de cada una de las secciones de la CE. Cabe sefialar que en la seccion catddica se forman
grupos OH" (una de las especies mas reactivas del oxigeno) a partir de la reduccion del agua,
por lo tanto es posible que la lipoperoxidacion (medida en funcion de la concentracion del
MDA) se haya mantenido constante (Figura 8.14iii), esto debido a que la concentracion de
grupos OH™ se mantiene alta en esta seccion a lo largo del cultivo y es la que puede ocasionar
dafio oxidativo en los lipidos de las membranas. Por el contrario, la disminucién drastica en la
concentracion de MDA en la seccion anddica, puede explicarse por el incremento en la
concentracion de protones generados a partir de la oxidacion del agua, inducido por efecto de
la corriente eléctrica y que mantiene el pH 4cido en esta seccion, de tal manera que los
protones generados podrian disminuir la concentracion de grupos OH™ que pueden oxidar los
lipidos, disminuyendo en consecuencia la concentracion de MDA. Finalmente, en la parte
media de la CE se aprecia un efecto intermedio entre lo observado en las secciones anddica y
catddica debido a que el pH que se genera es de 6.3, con lo que la formacion de ERO

disminuye gradualmente y, por tanto, la lipoperoxidacion.
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Figura 8.15. Efecto del pH sobre la concentracion de MDA en A. niger con respecto al tiempo
de tratamiento. Simbolos; (i) —e—, pH 2.2, simulando seccion anddica; (i1) --o--, pH 6.3,
simulando seccion media; (iii) —4A—, pH 9.1, simulando seccion catddica. Las barras de error
representan la desviacion estandar de tres réplicas de los andlisis y cada tiempo representa un
experimento independiente.

Para discernir entre el efecto de la corriente y el efecto de pH sobre la produccion de MDA,
como medida de lipoperoxidacion, se realizaron experimentos independientes ajustando el pH,
con el fin de simular cada una de las secciones de la CE, tal y como se detalla en la seccion

7.3.2.

En la Figura 8.15 se presentan los resultados de la produccion de MDA, de los experimentos
donde se ajusta el pH. En los reactores donde se ajustdo el pH en 9.1 y 2.2 (seccioén 7.3.2) se
observaron incrementos no significativos de la concentracion del MDA (p>0.05) en el dia 5,5
y posteriormente disminuyd a los valores basales durante el resto del tiempo de cultivo, con
excepcion del reactor ajustado a pH 6.3, donde se observo que la concentracion de MDA al
final del cultivo se increment6 1.8 veces con respecto a la concentracion inicial. Al contrastar
estos resultados con los obtenidos en cada una de las secciones de la CE con corriente se
observo lo siguiente: (a) en la seccion catddica, la produccion de MDA fue 3 veces mayor en

presencia de la corriente eléctrica, (b) en la seccidon anoddica fue 2.4 veces mayor en presencia
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de la corriente y (c) en la seccion media no se observaron diferencias significativas en la

concentracion de MDA con respecto al reactor a pH 6.3 y solamente al final del cultivo.

Con estos resultados se demostro que la alta concentracion de MDA es debida principalmente
al efecto que provoca la corriente eléctrica y no exclusivamente al pH generado por la
corriente eléctrica. Al comparar nuestros resultados con otros reportados, se encontrd que la
concentracion del MDA, es mayor para A .niger, en presencia de la corriente eléctrica que en

presencia de metales, como el hierro o magnesio (Ayar y Tarhan, 2005).

Por lo tanto, proponemos que la corriente eléctrica es el principal responsable de las
modificaciones en la membrana, posiblemente debido a la formacion de las ERO que se
forman de la ruptura del agua en presencia de la corriente eléctrica. Las modificaciones en los
lipidos de las membranas biologicas pueden ocasionar aumento en la permeabilidad de las
membranas, modificando la actividad de las proteinas, enzimas, canales i6nicos asociados a
enzimas, situacion que puede llevar a una desestabilizacion estructural de la células

(Konigsberg y col., 2008).

Por otro lado, se ha demostrado que en condiciones fisioldgicas el campo eléctrico en la
membrana (potencial de membrana) varia entre 20-200 mV dependiendo de la especie de
microorganismo. Panagopoulos y col., (2000) sugieren que cuando se aplica un campo
eléctrico por encima del valor mayor, la membrana puede presentar cambios que producen
diferentes respuestas bioquimicas y fisioldgicas, que inician en el incremento en la
permeabilidad celular. En el presente estudio se demostr6 que durante la aplicacion de
corriente (0.42 mA/cm?, que genera un potencial de celda de 6V) durante 24 h, la formacioén
de biomasa disminuye, mientras que las tasas de consumo de O, y produccion de CO,
aumentan; por lo tanto, podemos sugerir que el HXD es consumido por una menor cantidad de
biomasa, y que estos cambios son ocasionados por el aumento en la permeabilidad del sustrato

a través de la membrana de la célula y de esta manera se degrada mayor cantidad de HXD.
8.4 Evaluacion de las alteraciones metabdlicas por efecto de la corriente eléctrica

Se ha demostrado que la aplicacién de una corriente eléctrica de baja intensidad (menor a 5

mA/cm?) puede llegar a provocar modificaciones en las mitocondrias (Vajrala y col., 2008) lo
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que ocasiona cambios en el contenido celular total de ATP (Lustrato y col., 2006). Con base
en estas observaciones y con la finalidad de demostrar que la corriente eléctrica altera el
metabolismo mitocondrial de 4. niger de tal manera que acelera la degradacion de HXD, se
calcularon las tasas de produccion de biomasa, de degradacion de HXD, de consumo de O, y
produccion de CO,, asi como el contenido celular total de ATP. Las cuales fueron calculadas a
partir de los valores promedio de las tres secciones de la celda, con el objeto de poder
comparar las tasas de O, y CO; con las tasas de produccién de biomasa y degradacion de
HXD, recordando que la cuantificacion de O, y CO; fueron los valores acumulados en las tres

secciones de la CE.

El ATP fue cuantificado a diferentes tiempos (0, 4.5, 5.5, 8, y 12 d) y cada tiempo representa

experimentos independientes.
8.4.1 Tasas de produccion de biomasa y degradacion de HXD

En la Figura 8.16a se muestran las tasas de produccion de biomasa en ausencia y presencia de
corriente eléctrica, con valor inicial de 4.3 £ 0.4 (mg/g de soporte seco por dia) durante los
primeros 4.5 dias de iniciado el experimento y que corresponde a la etapa de germinacion de
las esporas. Al comparar las tasas de biomasa a las 24 horas de aplicacion de la corriente
eléctrica (5.5 d), entre las CE con y sin corriente, se observd un aumento significativo (73.0 £
6.0 mg/g de soporte seco por dia) en la CE control, mientras que en la CE con corriente, los
valores alcanzados fueron 70 veces menores con respecto al control. Estos resultados
concuerdan con los presentados en la seccion 8.1.1.1, donde se observd que la produccion de

biomasa, en presencia de la corriente eléctrica disminuye considerablemente.
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Figura 8.16. Tasas de produccion de biomasa y degradacion de HXD por 4. niger, en funcién
del tiempo (a) tasas de produccion de biomasa y (b) tasas de degradacion de HXD. Simbolos:
(i) —o— con corriente eléctrica y (ii) —m— sin corriente eléctrica. Cada punto representa
experimentos independientes y las barras de error representan la desviacion de triplicados.

Contrario a los resultados obtenidos para la produccién de biomasa, las tasas de degradacion
de HXD fueron mayores en presencia de la corriente. En la Figura 8.16b se muestran que la
tasa inicial de degradacion de HXD es de 16.2 + 3.8 (mg/g d) y 24 horas después de la
aplicacion de la corriente se observd la mayor tasa de degradacion (75.5 = 11.3 mg/g d) con
respecto a la registrada en la CE control (46.5 + 3.8 mg/g d). A pesar de que al final del
cultivo no se observaron diferencias significativas entre las tasas de degradacion, en presencia
y ausencia de corriente, si la hubo respecto a la degradacion de HXD. Estos resultados indican
que la mayor desaparicion de HXD se lleva a cabo durante la aplicacion de la corriente (del
dia 4.5 al 5.5) que es independiente de la cantidad de biomasa presente. Al comparar estos
resultados con lo reportado se encuentra una clara similitud con lo publicado por Jackman y
col., (2001) quienes demostraron que la aplicacion de corriente (0.89 mA/cm?; 21 d) al suelo
contaminado favorece la degradacion del acido 2,4-diclorofenoxi acético por parte de
Burkholderia spp., con una tasa de degradacion de 23 mg/g d (75%; 22 d), respecto al control
(sin corriente) con una tasa de 13 mg/g d (39%; 24 d) asumiendo linearilidad entre el tiempo

inicial y final.

Por otro lado, al relacionar las tasas de produccion de biomasa con las de degradacion de HXD
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se observo que durante la aplicacion de la corriente eléctrica aument6 la degradacion de HXD,
la cual fue generada por menor cantidad de biomasa, contrario a la CE control en la que se
observo una alta tasa de produccion de biomasa, asociada a una baja tasa de degradacion de

HXD.
8.4.2 Tasas de respiracion

A partir de los resultados obtenidos del consumo de O, y produccion de CO, (seccion 8.2.1),
se generaron las tasas de consumo de O, y produccién de CO,. En la Figura 8.17 y 8.18 se

presentan las tasas para O, y CO,, en presencia y ausencia de corriente eléctrica.

Durante los primeros 4.5 dias, no se observaron diferencias significativas entre el consumo de
O, y la produccion de CO; en la CE control. Posteriormente, en la CE control se registro
aumento en el consumo de O, con respecto a la produccion de CO, de hasta 2.5 veces,
incremento que coincide con la mayor produccion de biomasa (seccion 8.1.1.1), durante el
mismo periodo de tiempo. Al final del cultivo, el O, disminuye al igual que las tasas de
biomasa y HXD. Estos resultados sugieren que el O, es utilizado mayoritariamente para la
produccién de biomasa, mostrando que el metabolismo de A. niger es preferentemente

anabolico en la ausencia de corriente eléctrica.
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Figura 8.17. Tasas de consumo de O, y CO,, después de 12 dias de cultivo en experimentos
sin corriente eléctrica. Las barras de error representan la desviacion estandar en tres réplicas
de los analisis.
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Por otro lado, durante la aplicacion de la corriente la tasa de consumo de O, aumento6 (3.6
veces) y la tasa de produccion de CO, disminuy6 hasta 2 veces con respecto al control. Al
correlacionar estos resultados con el consumo de HXD en el mismo periodo de tiempo, se
observd que a pesar de que desaparece rapidamente el HXD, éste no es biotransformado
inmediatamente. Este resultado sugiere que la desaparicion de HXD durante la aplicacion de la
corriente eléctrica, puede deberse a un fendmeno de permeabilidad alterada de la membrana de
A. niger ya que el HXD se podria estar incorporando a las membranas del micelio de 4. niger
durante la aplicaciéon de la corriente, sin ser metabolizado o podria ser almacenado
temporalmente en el citosol. Algunos estudios apoyan la idea de que la corriente eléctrica
afecta la orientacién de los lipidos de la membrana y, en algunas ocasiones, modifican la
permeabilidad y la regulacion de la misma (Groves y col., 1998, Ranalli y col., 2002, Jackman
y col., 2001, Spilimbergo y col., 2003).
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Figura 8.18. Tasas de consumo de O, y CO,, después de 12 dias de cultivo en experimentos
con corriente eléctrica. Las barras de error representan la desviacion estandar en tres réplicas
de los analisis.

Por otro lado, después de retirar la corriente se registraron las mayores tasas de consumo de O,
y CO;, (89.6 £ 12.1, 59.6 £ 11.2 mg/g d, respectivamente) respecto al control (29.1 £ 8.5, 16.5
+ 3.6 mg/g d, respectivamente), estos resultados indican que la mineralizacion del HXD, se

produce después de retirar la corriente, sugiriendo que el O, consumido es utilizado para la
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oxidacion del HXD y, en menor proporcion, para la formacion de biomasa. Estos resultados
indican que a pesar de la modificacion de las membranas, provocadas por la corriente

eléctrica, las células siguen siendo viables para llevar a cabo el metabolismo.
8.4.3 Coeficiente respiratorio

El coeficiente respiratorio proporciona informacion relacionada al metabolismo enddgeno o
respiratorio durante la degradacion de HXD, aunque esto también depende de los niveles de

oxidacion del sustrato y de las condiciones de cultivo (Volke, y col. 2003).
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Figura 8.19. Coeficiente respiratorio (C.R) de A. niger, con y sin corriente eléctrica, durante
la degradacion de HXD.

En la Figura 8.19 se presenta el coeficiente respiratorio, estos resultados fueron obtenidos a
partir de la relacion entre el CO, producido, y el O, consumido durante 12 dias de cultivo
(mg/g de soporte). A partir del dia 4, no se observd diferencias significativas entre los
coeficientes respiratorios, en presencia y ausencia de la corriente eléctrica, manteniéndose
constantes (0.58 + 0.08 - 0.77 + 0.18, respectivamente). Durante este tiempo (4-12 d) el
coeficiente respiratorio corresponde al consumo de HXD como fuente de energia y carbono
para el hongo. Estos resultados indican que la mayor parte el O, consumido es utilizado para
la formacion de biomasa y/o produccion de metabolitos y, en menor cantidad, para la

produccion de CO, como respuesta de la mineralizacion del HXD. Sin embargo, al relacionar
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estos resultados con los balances de carbono y rendimientos (seccion 8.2.2, Tabla 8.2), se
observo que los coeficientes respiratorios, concuerdan con los balances y rendimientos de la

CE control. Mientras que, en los tratamientos con corriente, los resultados se contradicen.

De acuerdo al balance estequiométrico realizado (seccion 8.2.2), asumimos que no queda claro
los coeficientes respiratorios con el consumo de Oxigeno, en la CE con corriente. De acuerdo
a la estequiometria obtenida experimentalmente, es claro que el oxigeno es utilizado
principalmente para la formacioén de biomasa en los experimentos control, mientras que, en los
experimentos con corriente, el oxigeno es utilizado para la mineralizacion del sustrato. Con
estos resultados podemos asumir que el coeficiente respiratorio no es un resultado que
proporcione certeza del tipo de metabolismo que este llevando a cabo el hongo al ser sometido

a una corriente eléctrica.
8.4.4 Cinéticas del contenido total de ATP

El contenido total de ATP fue evaluado con la finalidad de determinar los cambios energéticos
de la actividad metabdlica durante y después de la aplicacion de la corriente eléctrica (Guillou

y col., 2003).

8 1 Retiro de (*) —%— Control
corriente (5.5 d) . .
74 (1) —e— Anodo
(i) - -5~ - Media
v 67 (iii)—a— Catodo
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° 44 (4.54d)
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<
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0 2 4 6 8 10 12
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Figura 8.20. Contenido Total de ATP en A. niger, en funcion del tiempo, con y sin corriente
eléctrica. Simbolos: (*) Celda control (sin corriente), (i) secciéon anddica de la celda, (i1)
seccion media de la celda y (ii1) seccion catddica de la celda. Las barras de error representan la
desviacion estandar de tres réplicas de los andlisis y cada tiempo representa un experimento
independiente.
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En la Figura 8.20 se presenta el contenido total de ATP en los experimentos en ausencia y
presencia de corriente eléctrica, en funcion del tiempo. Antes de la estimulacion con corriente
no se observaron diferencias significativas entre el contenido total de ATP con y sin corriente.
Al final del cultivo, en la CE control disminuy6 61% del contenido total de ATP con respecto
al contenido inicial. Mientras que en la CE con corriente, 24 h después de aplicar la corriente
(5.5 d), la concentracion de ATP incrementd significativamente por efecto de la corriente
eléctrica. En la secciéon media y catddica no se observaron diferencias significativas entre
ellas, siendo estas dos secciones las de mayor contenido total de ATP (3.3 veces mas, respecto
a la CE control). Mientras que la seccion anddica se observo menor cantidad de ATP (2.2
veces) con respecto a las dos secciones anteriores; no obstante, el contenido total de ATP fue

1.6 veces mayor respecto a la CE control.

Estos resultados fortalecen la idea de que el efecto de la corriente eléctrica modifica la
actividad metabolica de 4. niger. Aunque estas diferencias son mayores al retirar la corriente,
al final del cultivo (12 d) no se encontraron diferencias significativas entre las CE con y sin
corriente. Este efecto se podria correlacionar con el aumento en la degradacion de HXD y la
inhibicion en la produccion de biomasa observadas en las mismas secciones de la CE, en el
mismo periodo de tiempo; es decir, que es posible proponer que la aplicacion de la corriente
eléctrica estimula las mitocondrias para que produzcan mayor cantidad de ATP, el cual es
utilizado principalmente para la mineralizacion del HXD, mas que para la sintesis de biomasa
y que a partir del dia 8 de cultivo el HXD, utilizado como fuente de energia, se ha agotado y el
equilibrio celular se reestablece, hipdtesis que es sustentada en los reportes de Vajrala y col.,
(2008) quienes utilizando un modelo de tres membranas (simulando una mitocondria),
proponen que la aplicacion de bajos voltajes induce modificaciones, en la membrana externa

de la mitocondrial.

Con respecto al incremento en la concentracion intracelular de ATP por efecto de la corriente
eléctrica, se conocen reportes donde se ha demostrado la estimulacion en el contenido total de
ATP después de aplicar una corriente de baja intensidad (5.3 mA/cm?®) en Bacillus cereus
(Valle y col., 2007). Lustrato y col., (2006) observaron que el contenido total de ATP aumento

después de la aplicacion de la baja intensidad de corriente en S. cerevisiae, contrario a lo
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observado por Guillou y col., (2003) quienes observaron una disminucion del ATP al aplicar
una corriente eléctrica, utilizando el mismo microorganismo. Con estos resultados se demostrd
que la corriente eléctrica, no s6lo provoca modificaciones morfoldgicos y alteraciones en la
membrana, situaciones que se pueden considerar como las principales causas del aumento en
la permeabilidad de la membrana, ademas de estimulacion y cambios en el metabolismo,
resultados demostrados con los balances de carbono y finalmente, los resultados de ATP,
proporcionan la informacién suficiente para sugerir que estos cambios observados en el
metabolismo de A. niger durante la aplicacion de la corriente eléctrica, son atribuidos a
alteraciones a nivel mitocondrial ya que ésta es el centro de control para la degradacion
aerdbica de substratos energéticos en funcion de la utilizacion del O, para producir grandes

cantidades de ATP.

A partir de todos los resultados presentados podemos proponer que la corriente eléctrica afecta
la integridad y permeabilidad de las membranas plasmaticas de A. niger y las mitocondrias,
ocasionando que el metabolismo sea principalmente catabolico, con lo que el consumo de
oxigeno es alto, la degradacion de HXD aumenta drasticamente hasta formar CO,, el cual se
produce en la matriz mitocondrial a partir de la descarboxilacion del isocitrato y o
cetoglutarato, lo que genera aumento en la sintesis de ATP, mientras que la utilizacion de
estos precursores para la formacion de biomasa (anabolismo) pudiera estar disminuida
considerablemente. Finalmente, el aumento en el consumo de oxigeno atomico en la cadena
respiratoria de la mitocondria podria estar generando altas concentraciones de las especies
reactivas de oxigeno, lo que ocasiona incremento en la lipoperoxidacion, ocasionando un
aumento en la permeabilidad de la membrana. No obstante, la integracion de datos en la
literatura pone de manifiesto la falta de informacion sobre los efectos que ocasionan los
campos eléctricos respecto a las alteraciones en el metabolismo. De esta manera, a pesar de las
evidencias experimentales que proporciona este trabajo, sobre la modificacion del ciclo de
Krebs, no es posible establecer con exactitud, cual de las etapas es la que se modifica con la
corriente eléctrica. Esta es la perspectiva que deja abierta la investigacion desarrollada en este

trabajo.
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9. Conclusiones
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En el presente trabajo, se estudio la alteracion en el metabolismo de Aspergillus niger frente a
una corriente eléctrica controlada de baja intensidad, durante la degradacion de HXD en un
sistema modelo. Se demostré, que la aplicacion de 0.42 mA/cm? (con un potencial de celda de
6V), durante 24 h, en la fase de crecimiento micelial de 4. mniger, provocé un aumento
transitorio en la permeabilidad de la membrana, estimulando el libre acceso del sustrato hacia
el interior de la célula. Este fendémeno no sélo propicié un aumento en la degradacion de
HXD, sino que se favoreci6 el metabolismo catabolico. Estas conclusiones fueron sustentadas
en base a la disminucion de biomasa, el incremento en la produccion de CO, y consumo de
oxigeno, obtenidos en presencia de corriente, en comparacion con el control (sin corriente).
Por otro lado, nuestros resultados indican que el cambio en el metabolismo de A. niger al ser
sometido a la corriente, es atribuido a alteraciones a nivel mitocondrial, independientemente

de los cambios de pH generados por la corriente.

En resumen el presente trabajo contribuye al conocimiento de los efectos de la corriente en el
metabolismo de un hongo filamentoso como Aspergillus niger, abriendo la posibilidad de
manipular el metabolismo de un microorganismo de interés biotecnoldgico mediante el uso de

una corriente eléctrica de baja intensidad.
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10. Perspectivas
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Un aspecto importante en el seguimiento del efecto de la corriente eléctrica en las alteraciones

en el metabolismo de Aspergillus niger, seria lo siguiente:

II.

III.

Eliminar los cambios de pH ocasionados por la corriente. Esto se puede hacer
cambiando las soluciones electroliticas de los pozos. Colocando una solucién acida

en el compartimento catddico y una solucion alcalina en el compartimento anddico.

Determinar la permanecia de los cambios metabolicos en Aspergillus niger después
de retirar la corriente eléctrica. Esto se puede realizar utilizando biomasa
previamente estresada con corriente eléctrica, adicionando medio de cultivo fresco
y HXD, evaluando degradacion de HXD, UFC y numero de esporas, con sus

respectivos controles.

Evaluar el efecto de la corriente eléctrica en suelo, en presencia de un consorcio

microbiano.
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