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Resumen

El tratamiento de residuos de las distintas actividades agricolas es de suma
importancia para un adecuado manejo de los residuos generados por el sector
agroindustrial. El procesamiento del grano del café genera gran cantidad de residuos,
mas de 300 000 toneladas anuales, entre esos residuos se encuentra el agua residual
del proceso de beneficiado, que es conocida como agua miel, el cual contiene una alta
carga organica y se compone mayormente de celulosa, hemicelulosa y lignina.

Una Celda de Combustible Microbiana (CCM) aprovecha el proceso de
transformacion de la materia organica que realizan algunas bacterias y que origina
una corriente de electrones, para obtener energia eléctrica; con lo que puede ademas
de ser un método de tratamiento bioldgico para el agua residual, generar un valor
agregado al proceso.

El trabajo se centrd en la buisqueda de bacterias electrogénicas, presentes en los
electrodos del dnodo de las CCM con agua miel de café, capaces de liberar electrones
de los procesos de oxidacion; ademas de estimar el efecto de su inoculacion en la
comunidad microbiana existente en el electrodo del anodo y en el rendimiento
eléctrico de la CCM.

Se colocd en el dnodo, de las CCM, agua miel de café en un sistema anaerdbico y
amortiguador de sales de fosfato en el catodo, se utilizé electrodos de grafito

conectados por cables eléctricos a un registrador de datos. Se aislaron las bacterias
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de los electrodos del anodo, ademas se amplificd y secuencid el gen ARNr 165 para su
identificacidn. De las nueve bacterias identificadas, ocho bacterias coincidieron con el
género Lactobacillus y la otra fue homdéloga a Enterobacter.

En el estudio de la inoculacion; se empled las bacterias 1l-1-b (Enterobocter
asburiae), II-C:-A (Lactobacillus harbinenesis) y Shewanella oneidensis LGM 19005; se
observé que la inoculacién de la bacteria 1l-1-b generd un ligero cambio en la
comunidad microbiana del electrodo del anodo de la CCM.

En las CCM con agua miel sin diluir se obtuve mayor corriente maxima en los
electrodos inoculados que en el electrodo control, a diferencia de los ensayos con
sustrato diluido. Sin embargo no se pudo comprobar el efecto de la ineculacidn de las
diferentes especies en el rendimiento de la CCM. Por otro lado se obtuvo una
remocion de la carga organica de entre 20-50% en un proceso de siete dias de

tratamiento, y una densidad de corriente maxima de 8,14 pA/cm?,



1. Introduccion

La generacién de energias limpias para la sostenibilidad de los procesos
humanos y el tratamiento de residuos, que se producen en cantidades crecientes, son
dos de los temas mas significativos en la actualidad.

El tratamiento de residuos debe ser una prioridad en cada una de las dreas de
desarrollo humano para corregir el desequilibrio causado por la falta de planes
adecuados para la disposicion y tratamiento de éstos. La mayoria de los residuos que
se generan mundialmente son descartados sin un control apropiado y sin lograr un
provecho de los mismos.

En la actualidad, se gestan iniciativas, con el empleo de la tecnologia y el
conocimiento cientifico, para lograr respuestas adecuadas que permitan darle una
disposicion correcta a los residuos y a la vez lograr generar un valor agregado a las
empresas.

La biorremediacion ha sido uno de los mecanismos que se ha implementado,
en los que se aprovechan las caracteristicas biologicas de plantas, hongos,
microorganismos y enzimas para el tratamiento de desechos y de areas
contaminadas.’?

Las Celdas de Combustible Microbiano (CCM) son sistemas bioeléctroquimicos
que permite la generacion de electricidad, derivada de oxidacion de la materia

organica producto de la actividad metabdlica de |as bacterias, durante el tratamiento



de residups. Una CCM normalmente comprende un dnodo y catodo unidos por una
membrana de intercambio o un puente salino ademas de un circuito eléctrico.**

Las condiciones de trabajo en las que se operan las CCM, como temperatura,
acidez del medio o el sustrato (residuo a tratar) empleado, entre otros, son factores
claves para un buen rendimiento eléctrico y un tratamiento eficiente de desecho en
estos dispositivos.*™” Sin embargo uno de los aspectos mas relevantes, para una buena
operacion y un buen resultado, son las bacterias presentes en la CCM responsables
del tratamiento bioldgico y de la generacion de la corriente eléctrica; ya sea bacterias
propias de los residuos a tratar o bacterias exdgenas inoculadas para mejorar el
proceso.’

El tratamiento del agua residual producto de la actividad agricola mediante el
uso de CCM, es de gran importancia debido a que la industria agroalimentaria genera
una gran cantidad de residuos, que deberian ser tratados para reducir la
contaminacion ambiental y darle un valor agregado al proceso.

En Costa Rica el sector agricola representd 13,0% de los empleos para el tercer
trimestre del afio 20172, actualmente este sector genera un 6% del producto interno
bruto del pais, por otro lado el Ministerio de Comercio Exterior indica que en el afo
2016 las exportaciones del agro fueron un 27%; lo que hace de vital importancia un
buen manejo de la actividad agraria, en lo que se incluye la correcta disposicion de los

residuos.?



La produccion de café representa una de las principales actividades para la
economia del pais, al ser el tercer producto de exportacion. En el periodo de cosecha
2015-2016 se produjeron 576 231 toneladas métricas de producto fresco, del cual
solo el 18% del peso se traduce en grano tostado®, lo que deriva en gran cantidad de
residuos (Cuadro 1), por encima de 300 000 toneladas anuales,” cuyo tratamiento es
de gran relevancia.

Entre los residuos generados en el procesamiento del grano de oro, como es
conocido el café, se encuentra el agua miel (Cuadro 1), producidas en el despulpado y
secado del grano, en el cual se concentran azlcares, restos de fibra y otras particulas
pequenfas provenientes del café 101!

Cuadro 1. Residuos relacionados con el procesamiento del grano fresco de

café.’?
Residuo generado Caracteristica

Pulpa Sélido generado del despulpado. Primer residuo
generado

Mucilago Hidrogel, generado por eliminacién mucilago del grano

Agua miel residual Agua utilizada para despulpar, generada en el secado del
grano

Cascarilla Endocarpio del fruto

Debido a que el agua miel residual que se produce en el proceso se genera en

cantidades importantes, y se les debe dar un tratamiento adecuado, este proyecto



utilizé agua miel como sustrato en la CCM, para evaluar las bacterias electrogénicas

aisladas presentes en el electrodo del anodo de la CCM.



1. Antecedentes

Como parte de su actividad metabdlica, bajo ciertas condiciones, algunos
microorganismos liberan electrones, lo que posibilita la produccién de electricidad. El
primer reporte de la obtencién de corriente eléctrica proporcionada por bacterias se
remonta a 1910 por Michael Cresse Potter, investigador de la Universidad de Durham,
fuien observo un flujo de electrones liberado por la bacteria Escherichia coli cuando
descomponia materia organica.’?

Sin embargo la carencia de dispositivos electronicos sensibles y la limitada
proyeccion que se percibio de los sistemas bioeléctricos desacelerd las
investigaciones en este campo por lo gue en los posteriores 55 afios se registraron
pocos avances. Las primeras CCM se remontan a 1931 por Cohen y en 1962 por Davis
y Yarborough quienes utilizaron mediadores de transporte de electrones como un
medio para aumentar la potencia de salida.?®5

A pesar de que en la década de los sesentas la investigacion en este campo
decayd considerablemente, tres décadas mds tarde, la busqueda de procesos que
generen energias limpias y el progreso en el campo de la electronica permitieron que
los sistemas bioelectroguimicos volvieran a ser de interés. Esta situacion se mantiene
actualmente, debido al gran potencial de las CCM como método de produccién de
energia eléctrica durante el tratamiento de agua residual, sumado a la posibilidad de

generacién de energia limpia, sostenible y renovable.!*1®



La CCM es un dispositivo que puede producir electricidad directamente, a
partir de la oxidacion de la materia orgénica. Las CCM al ser en esencia una bateria,
biolégica, consta de un anodo y un cdtodo; en el dnodo se presenta la oxidacién de la
materia organica en un sistema anaerobio, durante el proceso se liberan electrones
que migran al catodo de la celda, por los circuitos del sistema.?

Se ha utilizado una amplia variedad de sustratos en las CCM lo que ha
generado una cantidad importante de evidencia sobre la viabilidad del uso de este

tipo de celdas para la obtencion de corriente eléctrica (Cuadro 1)



Cuadro Il. Diferentes substratos utilizados en las CCM y densidad de corriente

y densidad de potencia reportada.

Tipo de Sustrato

Acetato

Biomasa de tallos de maiz

Estiércol de granja

Galactiol

Glucosa

Acido Glucorénico

Agua residual de cerveceria

Agua residual de industria de chocolate

Agua residual de reciclaje de papel
| A,'g'ua residual del procesamiento de carnes
' ;ﬁ.'gua residual doméstica

Agua residual de |a destileria de alcohol

Densidad de

corriente
(mAfem?)
0,824

0;15°°
0,004
0,78%
0,704
1,184
0,2-0,18%2%
0,302%
0,25%

0,115%

0,233

Densidad de
potencia

(mW/m?)

e

2400%
367
191 9
26507
2160%

27704

15002

28- 124%7-30

Varias bacterias tienen la capacidad de transferir los electrones, producto del

metabolismo anaerobio de la materia organica, al electrodo del anodo de la CCM

(Cuadro 1), en los ultimos afios ha aumentado el nimero de publicaciones que



discuten la deteccion e identificacion de este tipo de microorganismos, ya sea como
cultivos individuales o en consorcios bacterianos. Sedimentos marinos®?, suelo, agua
residual®®, sedimento de agua dulce y el lodo activade son fuentes ricas para estos
microorganismos, y presenta el potencial uso de las CCM para la biorremediacidn de
estos y otros tipos de ambientes.

Cuadro lll. Ejemplo de microorganismos electrogénicas reportados en la

literatura.
Microorganismo Sustrato metabolizado
Aeromonas hydrophila® Acetato
Aeromonas genus™®® Glucosa, glutamato
Arcobacter skirrowii*® -
Arcobacter butzleri®®

Arcobacter cibarius®® A

Acetobacterium woodii*® B

Acetobacterium malicum?3® =

Acetobacterium submarinu®® -

Enterobacter asburiae® Glucosa, glutamato
Klebsiella oxytoca® Glucosa, glutamato
Enterococcus faecium® Glucosa

Pseudomonas aeruginosa®’ Almidon, glucosa
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Potencial |
Eléctrico

H20

Membrana intercambio

H+

=
L

Catodo

Figura 1. Representacion de detalles principales de una celda de combustible

microbiano. (Elaboracién personal®).

3.1.1 CCM de camara simple

A grandes rasgos esta celda se basa en un solo compartimiento en el que se
encuentran el anodo y el citodo, en este tipo de sistemas el catodo no posee un
compartimiento definido y se presentar o no una membrana de intercambio de iones.
Por lo general el cidtodo estd expuesto a la atmosfera de donde adquiere el oxigeno

(Figura 2).3041
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e B -E-N-Ba Yo

® = =

Figura 2. Representacién general de una CCM con disefio de una cdmara simple.

(Elaboracién propia®”)
3.1.2 CCM de camara doble

En este disefio la camara del anodo vy el catodo estdn en compartimientos
separados, unidos por cables externos y un puente salino o membrana de intercambio
idnico, el disefio mas empleado es de tipo H (Figura 3). La cdmara del anodo al igual
gue en el caso anterior estd en ambiente anaerobio y la camara del catodo en

aerobiosis, el material del electrodo que se emplea normalmente es el grafito.*”
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Este tipo de CCM es muy empleado en el andlisis del rendimiento de nuevos
materiales o de grupos de microorganismos encontrados en sustrato de diferentes

origenes.s?

Potencial
Eléctrico
0z
+ s,
H20
| | \
Puente Salino

Figura 3. Representacion general de una CCM con disefio de cdmara doble en forma

de H. (Elaboracién propia®?)

3.1.3 CCM apilable

Una celda apilable se compone de varias unidades de CCM colocadas en serie,
en las que se hace pasar el sustrato por cada una de ellas. Este diseno al ser un
conjunto de pequefias celdas presenta varios dnodos y catodos que pueden estar

conectados en sistemas eléctricos independientes o de forma paralela (Figura 4).
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Generalmente se hace atravesar un flujo de sustrato por los compartimientos de la

CCM.5052

A pesar de ser un disefio mas complejo que podria entregar una fuerza de
salida mayor, en sistemas a gran escala no presentan potenciales que compensen la
inversion que se debe aplicar para vencer las resistencias propias, que con lleva la

maovilizacidn de electrones y el transporte del liquido a través de las CCM.3?

Camara Malla
Electrodo Titanio

2

MK

L4

o
. I

HUSE

Membrana
Intercambi
Cotipn

Carbon
Actnvado
Granular

Figura 4. Esquema de general de una CCM de disefio apilable.*?
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En una CCM, los electrones generados son desviados al electrodo por algan
medio y se hacen pasar a través de los circuitos hacia el compartimiento del catodo,
para obtener energia eléctrica, ademas en el cidtodo se da la formacidén de agua

facilitada por los electrones extraidos (Ecuacidn 3, Figura 1)*°

Las reacciones del metabolismo utilizadas por las bacterias presentes en el
anodo van a determinar el potencial de salida de la CCM. Inicialmente se creia que la
fermentacion era la Unica ruta metabdlica en que las bacterias liberaban electrones y
se generaba la corriente en la CCM, sin embargo se han estudiado otras rutas

metabolicas.**

La fermentacion por si sola no es eficiente para la generacion de electricidad ya
que las sustancias producidas, la mayoria de veces, no son compatibles con los
electrodos lo que impide una buena transferencia de los electrones, sin embargo esta
ruta metabalica es necesaria para procesos mas efectivos, como el dxido-reductivo,

que depende de los productos de fermentacidn para llevarse a cabo.*

El potencial de salida del anodo es dependiente de la ruta metabdlica utilizada
por las bacterias, presentes en la CCM, para degradar el sustrato. Se pueden presentar
rutas metabdlicas como el alto metabolismo oxidativo redox, el metabolismo
oxidativo redox medio a bajo; y fermentacion, lo que implica bacterias aerobias,

anaerobias y facultativas.®®
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Cuando se presenta un potencial anédico alto, las bacterias utilizan, en su
mayoria, la cadena respiratoria en un metabolismo oxidative. Los electrones vy,
concomitantemente, los protones pueden transportarse a través de la NADH
deshidrogenasa, la ubiquinona, la coenzima Q o el citocromo Los procesos gue usan
la fosforilacion oxidativa se han observado regularmente en CCM, con la produccion

de altas eficiencias energéticas de hasta un 65%.%%

3.2.1 Transferencia de electrones desde la bacteria hacia los electrodos

Para que se dé la transferencia de electrones de las bacterias a los electrodos
se necesita de un sistema que lo propicie. Este transporte puede ser facilitado por la
misma magquinaria genética que poseen los microorganismos o por sistemas
exdgenos, se han propuesto cuatro métodos de transferencia de electrones que
pueden ser empleados por las bacterias en las CCM. De una buena transferencia de

electrones va a depender el rendimiento eléctrico de la CCM. 555758

3.2.1.1 Transferencia directa
Aungue la transferencia de los electrones a los electrodos del anodo por
parte de las bacterias de forma directa no es un proceso comun, bacterias como
Shewanella putrefaciens y bacterias de la familia Geobacteraceae entre otras han
mostrado la capacidad de transferir electrones sin la necesidad de utilizar mediadaores

o producto reducido. %3758












3.3 Bacterias del Acido Lactico (BAL)

Los Lactobacillus, junto con bacterias de los géneros Lactococcus,
Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc, pertenecen al
grupo de bacterias del acido lactico (BAL) o lactobacilos. Las bacterias del grupo BAL
se definen como bacterias en su mayoria Gram positivas, facultativas que fermentan
azlcares para producir dcido lactico principalmente. El grupo (BAL) ha sido estudiado
debido a su capacidad de conservacion de alimentos y bebidas.*®

Estas bacterias son parte importante de la industria alimentaria, por afos las
bacterias BAL se han cultivado para realizar diferentes fermentaciones, se utilizan en
la produccion de vino, café, ensilaje, cacao, masa fermentada y numerosas
fermentaciones de alimentos.>®

Los lactobacilos son parte de |a microbiota del ser humano, en sistemas como
digestivo, urinario v genital. Se establecen en mutualismo con plantas, animales y
humanos, ya que brindan proteccion de patégenos y reciben nutrientes de estos,5%51

Los lactobacilos pueden operar por medio de dos tipos de metabolismo,
existen especies homofermentativas, que producen acido lactico a partir de azicares;
y especies heterofermentivas, que producen alcohol o #cido lactico a partir de
azucares. Los lactobacilos a pesar de no poseer un sistema respiratorio como tal, que

les permita la reduccion del oxigeno, son tolerantes a é1.%!

25
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de un complejo citocromico (CymA) ubicado en el lado interno de la membrana hasta
llegar a un citocromo periplasmico (MtrA) y finalmente a citocromaos terminales (MtrC
y Omc) (Figura 5). Los electrones pueden reducir los aceptores insolubles por contacto

directo o por mediadores solubles,’"4

Fe® b il Feinn il
DS fachuble & CAFTET o fanhuble & CHME Ny

CymdA/praceso de transferencla de electrones mediado por menaguinona

Figura 5. Representacidn esquematica del proceso de transferencia de electrones

realizado por Shewanella oneidensis como producto de su respiracion extracelular.”™
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Implementacion Aislamiento de identificacién de Seleccién de
CCM con agua miel |- bacterias > Liictaring M nactardias
de café electrode del anode
Primera Etapa \
Analisis de rendimiento
i . H—
elactrico
Analisis de eficiencia Prueba de Bacterias
Segde Etupa tratamiento biolégice . 5 -COM cor, agus
o9 miel de café

Andlisis de comunidad
—

biclagica del electrodo

Figura 6. Resumen esquematico de disefio experimental aplicado en el estudio.
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Figura 7. Implementacion de CCM con agua miel de café. A) CCM de dos

compartimientos separada por una membrana de intercambio idnico. B) Celda
blanco con buffer en el anodo y catodo. C) CCM con miel de café en el
compartimiento del anodo y buffer en el citodo de la celda. D) Sistema utilizado

para la implementacion de las CCM con miel de café.






4.4.3 Tincion de Gram

Se siguid el protocolo suministrado por laboratorio de microbiologia Agricola
del Centro de Investigaciones Agrondmicas.

Se realizd un frotis en un portaobjeto limpio, para ello se colocaron 3 gotas de
agua, en un portaobjetos y con un asa bacterioldgica se tomd parte de una colonia,
distribuyéndola bien. Se dejé secar y se paso la parte de atras del portaobjeto sobre
la llama de un mechero de alcohol para fijar. Se agregd cristal violeta hasta cubrir el
frotis durante 2 min y se lavé con agua. Se agregd lugol hasta cubrir el frotis por un
minuto, y se elimind con agua. Posteriormente se agrego con safranina durante 1 min,
pasado el tiempo se agregd agua para lavar y se dejo secar.®

Se observaron las preparaciones en un microscopio NIKON Eclipse 50i en lente
de 100x aumentos, se fotodocumentaron las bacterias con camara modelo LG-M700

(celular LG Q6+).

4.5 Identificacion de las bacterias electrogénicas

A las bacterias morfolégicamente distintas en sus caracteristicas coloniales y
tintoriales, se les realizo el proceso de extraccién de ADN y amplificacién para su

posterior secuenciacion e identificacidn,

40



4.5.1 Extraccion de ADN.

El ADN de las bacterias aisladas se extrajo con el kit de Promega, Wizard®
Genomic DNA Purification Kit. Se suspendié un pellet de bacteria en 480 pL de EDTA
50 mmaol/L; se adiciond 30 pL de lisozima y se incubd por 40 min a 37 °C; pasado ese
tiempo se centrifugd por 2 min a 13000 x g* y se removio el supernatante.

Al precipitado se le agrego 600 plL de “Nuclei Lysis Solution”, se pipetea para
agitar y se incubo por 5 min a 80 °C y luego se dejd a temperatura ambiente, se agrego
3 pL de "RNMase Solution” se mezclé v se incubd a 37°C por 45 min, pasado el tiempo
se enfrio a temperatura ambiente. Se adiciond 200 pL de solucion precipitante de
proteina y se agitd en un vortex; se incubd en hielo por 5 min y se centrifugé por 3
min a 13000 g*.

Se paso el sobrenadante a un tubo limpio que contenia 600 pL de isopropanol
a temperatura ambiente y se mezclo. Se centrifugo a 13000 g* hasta tener un
precipitado, se descarté el sobrenadante. Se adiciono 600 pL etanol a 70% a
temperatura ambiente y se mezclo. Se centrifugd por 2 min a 13000 g* y se elimino
el liquido y se dejo secar al aire por 10 min.

Para finalizar, se suspendio el precipitado de ADN en 100 pL “rehydratation
Solution” y se guardé en congelacion al menos una noche.

Para corroborar si la extraccion de ADN realizada fue efectiva, se realizé una

electroforesis en un gel de agarosa al 1% con el producto obtenido (Cleaver scientific

41
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MP-300) durante 40 min a 90 V. Como marcador de tamafic GeneRuler™

(Fermentas). Los resultados se visualizaron en el transiluminador (uvitec).

4.5.2 Amplificacion de ADN.

Se amplificé el gen ribosomal ARN 165 al ADN extraido mediante PCR con los
imprimadores 1492R y 27F (Invitrogen, Carlsbad, CA). La mezcla de PCR se realizo de
acuerdo al orden indicado en el Cuadro V, una vez obtenida la mezcla se llevé al
termociclador (Applied Biosystems™ Veriti™ 96-Well Thermal Cycler) y se eligid el

programa ilustrado en la Figura 8.

Etapa 1 I Etapa 2 I Etapa 3
X 30 x1

I I

94,0“(_'.[ 84.0°C

I
5 mi - 72.0°C 72.0°C
el \ 55.0 °C =
I 1min| 10 min \_
4,0 *C
I I

Figura 8. Esquema de proceso termociclador llevado a cabo para el PCR del gen ARN

ribosomal 165 del ADN extraido.
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Cuadro V. Reactivos empleados para un volumen de reaccion de PCR de 50 pL.

Reactivo Volumen (puL)

1. H.0 31,3
2. Dream Taq Buffer 10 x 5
3. DNTP mix 2 nmol 5

1. MgCl;25m 2,5
5. Primer 27F 10 2
6. Primer 1492R 10 2

7. Taq polimerasa 0,2
8. ADN 2

Se verifico el tamafio de los fragmentos amplificados segun lo esperado (1500
pb aproximadamente), por medio de electroforesis en un gel de agarosa (seccion 4.1).
El gel se observod con ayuda de un transiluminador (Ultraviolet & Laboratory Products)

acoplado a una camara Kodak Edas 290.

4.5.3 Secuenciacion e identificacion de ADN
El ADN amplificado se purificé y cuantificé para determinar la calidad de material
genético. La purificacion se realizé con el Kit NucleoSpin® gDNA Clean- up (MACHEREY

Y NAGEL).
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Una vez purificados, se midié la concentracién de ADN vy la calidad del mismo en
un espectrofotometro nanodrop 2000¢ de TermoScientific. Posteriormente se
secuencid con el equipo Applied Biosystem® 3500, HITACHI (CIBCM, Universidad de
Costa Rica).

Para el ensamblaje y edicion de las secuencias se utilizd el software BioEdit
Sequence Alignment Editor Versién 7.2 (Ibis Biosciences). La busqueda de homologia
de las secuencias se realizd con la herramienta BLAST del National Center for
Biotechnology Information. Las secuencias que presentaron una homologia de un
97% o mayor se identificaron como la misma unidad taxondmica operativa (OTU).

Se realizé un analisis filogenético con el propdsito de identificar las bacterias
seleccionadas donde las distancias evolutivas fueron calculadas por inferencias
bayesiana. Se utilizé el software MEGA 7.0.26 para alinear mediante MUSCLE las
secuencias obtenidas y previamente editadas con las secuencias de las bacterias de la
base de datos (Cuadro VI); por medio del software MrsBayes 3.2.6 se obtuvo el arbol
filogenetico del alineamiento realizado. Para visualizar y editar el arbol filogenético se

empled el software FigTree 1.4.3 y Nitro pro 12.6.1.298.
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Cuadro VI. Bacterias y nimeros de accesion en GeneBank para el analisis de
filogenético de las bacterias aisladas de los electrodos del anodo de CCM con sustrato

de agua miel de café.

Especie Namero accesion
GeneBank (165 ARNr)

E. aerogenes NCTC10006 AJ251468
E. Hormaechei CIP 103441 AJ508302
E. mori LGM 25706 EU721605
E. lugwgii EN-119 Alg53891
E. cloacae subsp. dissolvens LGM 2683 796079

E. cloacae subsp. cloacae DSM 30054 EF978272
E. cowanii CIP107300 AJS08303
E. oryzae Ola 51 EF488759
E. arachidis Ah-143 EUGT72801
E. helveticus LGM 23732 DQ273688
E. pulveris 601/05 DQ273684
E. kobei CIP 105566 AJ508301
E. nimipressuralis LMG 10245 296077

E. turicensis LGM 23730 DQ273681
E. amnigenus JCM 1237 ABO04749
E.cancerogenus LGM 2693 296078

E. gergovige JCM 1234 ABODATAR
E. asburioe JCM 6051 ABOO4T744
Xenorhabdus poinarii DSM 4768 XB82253

L. capillatus YIT 11306 AB365576
L. oguaticus IMCC 1736 DOBe64203
L. ceti1a2-2T AM 292799
L. harbinensis SET10908 AB196123
L. shenzhenensis KACC 16878 IX523627
L. cerevisige KT445896
L. plantarum subsp. argentoratensis DKO 22T AlBA00TE
L. acetotolerans JCM 3825 FR683099
L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 KC429786
L. acidophilus BCRC10695 AYT73947
L. antri LGM 22111 AY253659
L. cavige DSM 100239 KT343143
L. fermentum CECT 562 AJSTS812
L. buchneri YIT 0077 AB429368
L. composti NRIC 0689 AB268118
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Continuacion Cuadro IV

L. casei subsp. casei ATCC 393 APD12544
L. parocasei subsp. tolerans NBRC 15906 AB181950
L. poracasei subsp. parocosei NBRC 15889 ABG26054
Loctococcus lactis subsp. lactis NCDO 604 AB100EO3

4.6 Seleccion de cepas para pruebas en CCM

Segun los resultados obtenidos por la herramienta BLAST disponible en el sitio
NCBI, se seleccionaron las bacterias para las pruebas individuales de la inoculacion en
las CCM; bajo tres criterios: la clasificacion segun la tincion Gram y morfologia
colonial, la identificacidon de las bacterias y la informacion referente a éstas en la
literatura. Se investigd si existia evidencia de su uso como bacterias electrogénicas y
se eligieron dos. Por otro lado se decidio probar |la bacteria electrogénica Shewanella

oneidensis (LMG19005) como parte de las pruebas en las CCM.

4.7 Pruebas de bacterias seleccionadas en CCM con agua miel de

café

Se realizaron ensayos de CCM inoculadas con las bacterias seleccionadas, para
analizar el efecto de la inoculacidn de las diferentes bacterias por medio del cambio
en la demanda quimica de oxigeno, en el rendimiento culémbico vy en la diferencia de
la comunidad biolégica existente en el electrodo del dnodo de la celda. Se utilizé el

mismo |ote de agua miel que en el aislamiento de las bacterias.



4.7.1 Inoculacion e implementacion de las CCM con las bacterias

Para la evaluacion de las bacterias individuales en CCM se llend la camara del
anodo con 400 mL de agua miel de café y se inoculd con 10 mL de una suspension de
la bacteria. Para realizar la suspension de la bacteria de interés se utilizaron dos
cultivos frescos de esta, el material bacteriano se recolecté con ayuda de hisopo
estéril y se suspendid en 30 mL de agua desionizada estéril, en el caso de las bacterias
aisladas, el medio utilizado para los cultivos fue MRS (Man, Rogosa y Sharpe) y para
la Shewanella se utilizo agar nutritivo.

Las pruebas con la Shewanella oneidensis se llevé a cabo con el agua miel sin
diluir. En el caso de las otras dos bacterias se realizaron dos ensayos por bacteria, una
con el agua miel sin diluir y una con el agua miel diluida.

Para los experimentos con el agua miel diluida, se le afiadid a 1400 mL de agua
desionzada a 140 mL de agua miel, 400 mL de esta mezcla se agregd en cada uno de
los anodos de las celdas.

Se emplearon controles en todos los ensayos, en las mismas condiciones de
las otras celdas pero sin realizarse la inoculacion del agua miel. Ademds en todas las
celdas en la camara del citodo se colocd 400 mL de buffer de fosfatos de pH 7

(KH2PO4/K:HPO4: 42 g /34 g en un litro de agua).
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La instalaciéon de las CCM se realizé de igual manera que la descrita en la
seccion 3.1, la cantidad de bacterias inoculadas en las celdas se determind por medio
de recuento viable en plato.

Para el recuento se tomd 1 mL de la suspension bacteriana preparada para la
inoculacién y se transfirié a un tubo de ensayo con 9 mL de agua, el tubo se agito y se
tomo de esta nueva mezcla 1 mL y se transfirié a un nuevo tubo con 9 mL de agua, y
se agitd nuevamente; este proceso se repitio hasta lograr seis diluciones (ver Figura
9], de las dltimas tres diluciones se tomaé 100 plL en platos con medio de cultivo; MRS
para las bacterias II-1-b y 1I-C1-A o agar nutritivo para la Shewanella oneidensis; y se
utilizé un asa de vidrio en forma de “L” (asa de Disgralsky) para distribuir el liquido
sobre el medio y se dejé en incubacion a 37 °C por dos dias.

Se tomaron muestras del agua miel antes del ensayo y después del
tratamiento de las CCM para medir la demanda quimica de oxigeno (DQO) antes y
después del proceso.

El resumen de los experimentos realizados para las pruebas de las bacterias se

observa en el Cuadro VII.
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Figura 9. Esquema del proceso de recuento empleado para determinar la cantidad

de células inoculadas en las CCM.

Transcurrido siete dias, se realizé el recuento a los electrodos de las celdas, los
electrodos se colocaron en 100 mlL de agua desionizada y estéril, se agité y se tomé 1
mL de liquido, se colocd en un tubo con 9 mlL se agitd y tomd 1 mL de esta nueva
mezcla que se colocd en un nuevo tubo con 9 mL de agua, y asi nuevamente hasta
diluir 107 veces (Figura 10). De las tres diluciones seleccionadas se tomé 100 pL en los
platos para recuento y se esparcié con un asa Disgralsky, los platos se incubaron por
3 dias a 37 °C y se contd las colonias presentes. Se utilizé agar nutritivo para los
recuentos de las CCM con Shewanella oniedensis y MRS en el caso de las otras

bacterias.
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Cuadro Vil. Resumen de experimentos realizados para las pruebas de las

bacterias seleccionadas.

Condiciones

Bacteria
ccm
Shewanella Sin diluir.
oneidensis
Sin diluir
I-1-b
Diluido
Sin diluir
1l-C1-A
Diluido

Cantidad de

células inoculadas

(UFC)

9,6 x10®

8,0 x10°

5,6 x10®

1,5 x10®

1,7 x10#

Fecha de ensayo

2-9 octubre 2018

16-23 mayo 2018

6-132 junio 2018

23-30 mayo 2018

30 mayo-6 junio 2018
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100 mL

103 10° 10¢ 10* 106
10? 10 107

Figura 10. Representacion esquematica de proceso de recuento del electrodo del

anodo después del tratamiento en la CCM.
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potasio (KHF) a una concentracién de 1000 mg/L DQO (0,0400 g en 50,00 mL de
disolucion), para monitorear los resultados del andlisis. Para cada muestra se
realizaron 2 réplicas v 3 lecturas de cada.

Para las mediciones de concentracién de DQO de los tubos se utilizé el equipo
DR 900 de HACH Company, en la funcién DQO alto rango. Para el cdlculo del DQO de
las muestras se tomd en cuenta el factor de dilucidn, ademas de considerar el liquido

desplazado del dnodo de las CCM en cada ensayo.
4.7.2.1 Andlisis de eficiencia del tratamiento bioldgico de las CCM
implementadas.

Para analizar la eficiencia del tratamiento bildgico de las CCM en cada una de las
experimento implementado, se determind el porcentaje de remocién de la carga
organica (Req) del agua miel en cada ensayo, por medio de la Ecuacion 4.

YRco = 2802882 v a0 Ecuacién 4

DQO;

Donde D@0, es la demanda quimica de oxigeno al inicio de la implementacidn de
las CCM, DQ0; esla demanda quimica de oxigeno al final del proceso.
4.7.2.2 Analisis de efecto de inoculacion en la comunidad microbiana del
electrodo del anodo.

Para el analisis de la comunidad microbiana se llevaron a cabo dos ensayos, con

las bacterias II-1-b y la Shewanella (Cuadro VIII). Los experimentos se realizaron con
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medio del software Capstone™ 1.12.0 de Pasco Scientific, para analizar el
comportamiento en las CCM.

Se determind la corriente maxima de los electrodos, la densidad de corriente

maéxima. Ademas se realizé el cilculo del rendimiento eléctrico (% €}, ) de las CCM

realizadas, Ecuacion 5.

t , :
Donde M es la masa molar de oxigeno, fﬂb I dt se calculé como el area debajo

de la curva por medio del software Capstone™ 1.12.0 de Pasco Scientific; F es la
constante de Faraday; b es el nimero de electrones producidos por mol de sustrato;

Vi es el volumen de la miel en el dnodo de la celday ADQO es la diferencia entre
el DQO inicial y el DQO final de la miel del anodo.

M [ P1dt

+ 100 Ecuacion 5
F* b"{rﬂntﬂﬂ'qﬂ

% €cp=

4.8 Analisis estadistico

Se utilizaron la prueba t Student y Andlisis de Varianza [ANOVA), para analizar los
diferentes resultados asociados a la corriente generada en los ensayos realizados para
la prueba de las bacterias seleccionadas. Las pruebas se realizaron en los softwares

estadisticos R (version 3.4.4) y R Studio (version 1.1.463),












61

Figura 11. Imagen SEM de electrodo del anodo de la CCM implementada con agua

miel de café, para la observacion cualitativa de la comunidad microbiana.



62

Figura 12, Bacterias cultivables extraidas de los electrodos de las celdas, para aislar

las bacterias diferentes en apariencia.
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En los electrodos se observd una predominancia de bacterias gram positivas
en los aislamientos (Cuadro IX). Mo obstante, el aislamiento lI-1-b, fue un bacilo gram
negativo. También se distinguié, mediante la forma del cultivo y la prueba de gram,
una levadura entre los aislamientos (Figura 13).

w

H.."“-h..

| —— <

S c—:- Ll ._ _.1. .
Tl =T - .« e
B == - -

Figura 13. Levadura aislada de electrodo de dnodo de CCM, aislamiento 2B;-T
(cuadro |). A) cultive de levadura en medio MRS. B) Prueba de tincién de gram de

aislamiento 2B;-T.

Con la informacion obtenida de las pruebas realizadas y del aspecto de las
colonias bacterianas se lograron agrupar y seleccionar para la identificacion nueve
diferentes bacterias (Cuadro IX). Se observé que las bacterias repetidas no solo

pertenecen a un mismo ensayo si no que se comparten en los electrodos de los
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experimentos realizados en diferentes momentos, esto debido a gue las pruebas se

realizaron bajo condiciones similares y se utilizé el mismo sustrato.

Cuadro IX. Resultados de las pruebas de gram realizadas a los aislamientos

bacterianos provenientes de |os electrodos de los dnodos de las CCM implementadas

con miel de café.

Aislamiento Morfologia Bacterias identificadas
1A;-P Bacilo Gram + Si
1B-N Bacilo Gram + No asociada a ll-C;-A
2A:-B Bacilo Gram + Si
2B2-T Levadura No
-Cy Bacilo Gram + Si
I-C1- A Bacilo Gram + Si
II-C:- B Bacilo Gram + Si
I-C;- C Bacilo Gram + Si
I-C2 Bacilo Gram + Si
-C:-A Bacilo Gram + No, asociada a I-C;- C
-C;- B Bacilo Gram + No, asociada a II-C; - A
I-Cz- C Bacilo Gram + Si
l-1-a Bacilo Gram + Mo, asociada a |-C:
I-2-¢ Bacilo Gram + Mo, asociada a 1A:-Py 2A:-B
I-2-d Bacilo Gram + Mo, asociada a I-C,, I-C2
|-2-e Bacilo Gram + Mo, asociada a 1A;-P y 2A:-B
-1-b Bacilo Gram - Si
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Enterobacter y Lactobacillus poseen la capacidad de establecerse en ambientes con
niveles de acidez alto.®*%’

Cuadro X. Resultados de estudio de la homologia de las bacterias aisladas
mediante la secuencia del ADN del gen 165 ARNr obtenidos con la herramienta de

BLAST de la NCEL

Nombre bacteria Homologia
aislada
1A;-P 99% Lactobacillus casei

99% Loctobacillus paracasei

99% Leuconostoc pseudomesenteroides
2A;-B 100% Lactobacillus casei

100% Loctobacillus parocasei

100% Leuconostoc pseudomesenteroides

I-Cy 99% Lactobacillus casei
99% Loctobacillus paracasei
I-Cy— A 100% Lactobacillus harbinensis

98% Lactobacillus perolens

98% Loctobaocillus rhamnosus

98% Lactobacillus shezhenensis

-G, - B 98% Lactobacillus paracasei

98% Lactobacillus casei

98% Lactobacillus fermentum

98% Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

I-C;-C 99% Loctobaocillus casei
99% Lactobacillus paracasei
I-C; 99% Lactobacillus casei

99% Lactobacillus paracasei
99% Leuconostoc pseudomesenteroides

W-C;-C 99% Lactobacillus casei
99% Loctobacillus paracasei
1-1-b 99% Enterobacter clogeae

99% Enterobacter homaechei
99% Enterobacter asburiae
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— Enferobacler cloacae subsp dissolvens LMG 26837 {Z96074)
— Enferobacler cloacae subsp cloacae DSM 300547 (HES78272)
Enterobacter cowanii CIP 1073007 (AJS08303)

Enterobacter oryzae (Ma 51 (EF485753)
Enterobacier arachidis Ah - 143 (ELGT7R801)
Enterobacter helveticus LMG 237327 (DQ273588)

Enterobacier pulvens 601/05 (DQ273584)

Enterobacter kobei CIP 1055667 (AJS08301)

w[—— Enterobacter nimipressuralis LMG 102457 (296077

Enterobacter turicensis LMG 237307 (DO273681)

L]
P18 N-1

002

—— Enterobacler amnigenus JCM 12377 (ABO04749)

Xenorhabdus poinani DSM 47687 (x82253)

Enterobacter gergoviae JCM1234T (ABDO4748)
Enterobacter cancerogenus LMG 26937 (Z96078)

-b
Enterobacier asburiae JCM 60517 (AB0O04744)

Figura 14. Arbol de maxima probabilidad basado en las secuencias del gen 165 rRNA para bacteria ll-1-b y especies de Enterobacter.

Con Xenorhabdus poinarii DSM 4768 como outgroup
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:[. Lactobacius capfiatus YIT 113067 (AB365976)
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q P N-C1-A
Laciobacitis harbinensis S8TI09087 [ABI9E123)
Laciobaeiius shenzhenensis KACC 168787 {JN523807
e e  Laciobaciius cevevisine (K T445896)

L—— Laciobacilus plantarum subsp argentoratensis DKO 22T (AJG40078)

- Loclobacifus acetofolerans JOM 3825 (FR683099)
_N? Lactobaciius celbrueckil subsp buigaricus ATCC 115842 7 (KC429755)
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_wi: Lactobactus anti LGM 221117 (AY253659)
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Lactobacilus fermentum CECT 5627 (AJS75812)
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- P2 1A2-P

- Pd: 242-8

- PB: 1-Gr

— P H-C!-C

= P10 1-C2

- Lactobaciius casei subsp casei ATCG 333" (APQ!2544)
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Figura 15. Arbol de maxima probabilidad basado en las secuencias del gen 165 rRNA bacterias aisladas de dnodos de CCM con agua

miel de café y especies de Lactobacillus. Con Lactococcus lactis subp. lactis NCDO 6047 como outgroup.
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Estos reportes se consideraron alentadores para seleccionar las especies 11-1-b (E.
asburige) y 1I-C1-A (L. harbinensis) para realizar la segunda etapa del estudio y realizar la

inoculacion de las CCM con estas bacterias.
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en la misma proporcién que en la celda sin inocular; ya que en las CCM la mayaria del
sustrato se utiliza para el crecimiento bacteriano v no para la generacién de
electricidad, 1%

Al analizar la corriente maxima generada entre los experimentos diluidos inoculados
con Enterobacter asburiage (II-1-b) y Lactobacillus harbinensis (II-C1-A) no se comprueba por
medio del ANOVA (p=0,05) que haya una influencia positiva de estas especies en el
rendimiento de CCM (Figura 19). Se obtuvo una corriente maxima de 1,9 mA en una CCM
con agua residual inoculada con Enterobacter cloacae, valor no muy lejano a los obtenidos
en los ensayos.®

En el caso de las CCM implementadas con sustrato de agua miel sin diluir la prueba
t student (p=0,05) mostré que la corriente maxima es significativamente mayor en los
electrodos inoculados en comparacion que en el electrodo control (Figuras 16, 17 y 18). Se
ha observado que a mayor concentracion del sustrato se da una mayor generacién de
corriente, ya que se da un aumento en la velocidad de las reacciones enzimaticas asociadas
a la liberacion de los electrones; sumado a que la mayor cantidad de microorganismos en
el medio, producto de la inoculacién, incrementa el nimero de procesos metabélicos que

se pueden llevar acabo. 13193

Al comparar la corriente maxima generada por electrodos con las diferentes
inoculaciones en la CCM con el sustrato de agua miel sin diluir (Figura 20), no se puedo
comprobar diferencia significativa en la inoculacién entre la corriente generada por las

especies utilizadas como indculos.
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Figura 16. Datos de corriente en funcién del tiempo obtenidas en las CCM con agua miel

de café inoculada con I1-1-b. A) con agua miel sin diluir. B) Con agua miel diluida.
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Figura 17. Datos de corriente en funcién del tiempo obtenidas en las CCM con agua miel

de café inoculada con |I-C1-A. A) con agua miel sin diluir. B) Con agua miel diluida.
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Figura 18. Datos de corriente en funcidn del tiempo obtenidas en las CCM con agua miel

de café sin diluir inoculada Shewanella oneidensis.

Cuadro Xl. Resumen de resultado obtenidos en prueba t student para cada ensayo

realizado al comparar la corriente madxima en el electrodo inoculado contra el electrodo

control. Con un nivel de confianza de 95%.

ll-1-b sin II-1-b diluido | 1-C1-Asin I-C1-A Shewanella

diluir diluir diluido oneidensis

xoEp 6,197x103 1 3,783x1012 1 1,049x101°
Hipdtesis

Seaiada Alternativa Mula Alternativa Nula Alternativa

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente méx. menor o igual que el electrodo contral.

HA= Los electrodos inoculados presentan mayor corriente méx. que el electrodo control
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Figura 19. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la corriente méxima generada

en CCM con agua miel de café diluida inoculadas con II-1-b y II-C1-A.
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Figura 20. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de corriente maxima generada en

la CCM con sustrato de agua miel sin diluir inoculadas con II-1-b, II-C1-A y Shewanella.
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En el estudio del efecto de las especies inoculadas sobre la densidad de corriente
maxima generada por las CCM, a través de la ANOVA (p=0,05), no se comprobd una
diferencia significativa, las discrepancias absolutas entre el electrodo inoculado y el control
oscilaron en valores de 3-6 pA/cm? (Anexo 4, Figura E25, E29). El valor de densidad de
corriente mas alto fue de 8,14 pA/cm?, valor que al compararlo con datos de otros sustratos
es muy bajo, por ejemplo en sustratos como dcido glucorénico® que se obtuvo 1180
pA/em? y agua residual de la industria de chocolate?® 302 pA/em? (ver Cuadro Il, seccidn
2), sin embargo se puede observar que en el caso de CCM con estiércol de granjas'® el valor

es menor (4 pAfem?).

8.0
6.0
4.0 3lo

2.0

0.0
Shewanella sin diluir  11-1-b sin diluir 11-C1-& sin diluir II- I+]

2.0
4.0

-6.0

-B.0

Diferenica de densidad corriente méxima pa/em?

-10.0

Figura 21. Comparacion de la diferencia de la densidad de corriente médxima de las CCM

con agua miel de café inoculadas con las bacterias seleccionadas.
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En cuanto a la remocidn de carga organica se observa que los valores oscilan entre
11 - 53 % remocion (Figura 22) siendo mayores en los ensayos con agua miel sin diluir, En
el ensayo con la Shewanella se presenta el menor valor de porcentaje de remocidn de la
carga organica tanto en el electrodo control como en el inoculado, lo que es un indicativo
de que las discrepanciéa en los resultados de este ensayo con respecto a los demas se
presentaron por las condiciones ambientales en que se desarrollaron. Ademas los analisis
de varianza (p=0,05) no indican diferencias significativas producto de las especies
inoculadas al comprar la discrepancia entre el electrodo inoculado y el control (ver anexo,
Figura E26 y E30). Por lo que no podria afirmarse que la concentracion del sustrato ocasione
una inhibicion del crecimiento bacteriano. Los resultados reflejan que el tratamiento
biologico del agua miel de café es medianamente eficiente, ya que se lograron remociones
cercanas al 50% de la carga organica total del agua miel de café en un periodo de 7 dias y

teniéndose reportes de remociones de hasta 80% en seis dias.®?
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Figura 22. Comparacion del porcentaje de remocion de la carga organica en el tratamiento

del agua miel de café en las CCM con las diferentes bacterias inoculadas.

En el grafico mostrado en |a Figura 23 se observa el rendimiento culombico de los
diferentes tratamientos. Llama la atenciéon que el rendimiento en los ensayos diluidos,
comparados con los ensayos con sustrato de agua miel sin diluir son mucho mayores, esto
puede deberse a que en sistemas con alta demanda quimica de oxigeno los
microorganismos optan por rutas metabdlicas menos eficientes en la transferencia de
electrones hacia los electrodos de la CCM.* 5 ® Como se observa en la ecuacién 5, de la
seccion experimental, la eficiencia culombica depende inversamente de la cantidad de
materia organica removida por lo tanto, a pesar de que en los experimentos con sustrato

sin diluir se presenta una remocién de 50% la diferencia entre los DQO final e inicial es
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mayor en un orden de magnitud que en los experimentos con el sustrato diluido, lo que
hace que el dato obtenido sea tan bajo (Figura 23).

Al comparar los ensayos de las CCM realizas con el agua miel sin diluir, por medio de
analisis de varianza (p=0,05) (Ver anexo, Figura E27, E31), no existe diferencias significativa
en la eficiencia culombica de las CCM por lo que no se puede comprobar que las bacterias
tengan una influencia significativa. En agua residual tratada con Enterobacter cloacae se
obtuvo una eficiencia culombica de 3,2% con un porcentaje de remocién de carga organica

de 58%°%, valores muy cercanos a los obtenidos en las CCM con sustrato diluido.

3.500
3.000
o 2.500
=
£ 2.000
[=}
=
b 1.500
m
2
@ 1.000
=
- s —
0.000
I-1-b Sin II-1-b diluida I-C1-Asin 1-C1-A Shewanella
diluir diluir diluida sin diluir
® control 0.155 2.039 0.073 3.027 0.594
B Experimento 0.154 2102 0.10% 2974 0.634

Figura 23. Comparacion de las eficiencias culombicas de las CCM con agua miel de café

inoculada con las bacterias seleccionadas.






5.4.2 Efecto de la inoculacion en la comunidad microbiana del

electrodo del anodo.

En la Figura 24 se muestra el patron resultante del analisis de la comunidad
bacteriana presente en los electrodos en los dos ensayos realizados con la inoculacion de
ll-1-b (E. asburiae) y Shewanella oneidensis. Las bandas b, ¢ y d estdn presentes tanto en
los electrodos inoculados con las bacterias en estudio como en los electrodos controles.

Las bandas b y d se encontraron bien definidas en los electrodos mientras que la
banda ¢ se presentéd con diferentes intensidades (Figura 24), siendo mas tenue en el
electrodo control del tratamiento con ll-a-b y en el lll electrodo del tratamiento con
Shewanella oneidensis, La diferencia de las intensidades podria atribuirse a una diferencia
en la concentracion de la bacteria asociada a esta banda, siempre y cuando se hayan usado
un volumen definido en cada pocillo. La inoculacién de la cepa Enterobacter (ll-1-b) parece
no favorecer la presencia de la bacteria asociada a la banda ¢, ya que en el control se
observa de forma mas intensa que en los electrodos inoculados. Sin embargo al no
observarse una similitud entre los electrodos inoculados con la Shewanella no se puede
afirmar que la diferencia observada se deba a la inoculacién de |a bacteria.

Por otro lado las bandas e, f, g, i y j solo se abservaron en los electrodos del ensayo
en el que se inoculd Enterobacter asburiae (ll-1-b) (Figura 24), estas bandas se encuentran
en los cuatro electrodos, lo que indica que esta banda no sufrié alteracion producto de la
inoculacion realizada, aungue si es notorio que las bandas en el lll electrodo son mas sutiles,

lo que implica una afectacion particular en la CCM de este electrodo lo que ocasiond una
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menor concentracion de bacterias asociadas a estas bandas ya que Unicamente el electrodo

Il presenta la diferencia.

En el ensayo en el que se inoculo Shewanella oneidensis (Figura 24) se encontraron
las bandas k vy |; que se comparten en los cuatro electrodos de este tratamiento pero no
estan presentes en los otros electrodos de la prueba con Enterobacter. Si bien existe una
diferencia entre los dos ensayos con respecto a estas bandas, no se debe a la inoculacion
de la bacteria en las CCM, ya que también esta presente en el control. Esta discrepancia
entre ensayos se puede deber a la variabilidad propia del agua miel de café y ademas a las

condiciones de las CCM, ya que se implementaron en distintos momentos. 295106
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A) n-i-b B) Shewanella oneidensis
E control 1E HE mEeE E comtrol 1E NE IME

Figura 24. Patrén de banda de PCR-DGGE de la region v3 de ADNr 165 de bacterias amplificadas
con el par de cebadores 357FGC-518R. A) CCM inoculadas con li-1-b. B) CCM inoculadas con

Shewanella oneidensis
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En los resultados de DGGE se observo que dos bandas; bandas a y h (Figura 24);
estdn presentes en todos los electrodos de los dos ensayos con excepcion del electrodo
control del tratamiento con inoculo Enterobacter asburiae, lo que indica que factores a nivel
de microambiente pudieron afectar a los microorganismos relacionados con estas

handas, 107108

La diferencia en las bandas en cada electrodo se evidencia en el dendrograma
generado a partir de los resultados del DGGE (Figura 25), se observa que se genera una
division entre los dos ensayos realizados, esta separacion es esperable, dado a que las CCM
se realizaron en dos momentos diferentes, y aunque se emplearon las mismas condiciones
ambientales y mismo sustrato, mediaron procesos de congelacion y descongelacion los
|;1ﬂ|5.lﬂ6 ¥

cuales afectan directamente la comunidad microbiana existente en el agua mie

como consecuencia de esto, no se tiene una semejanza cercana entre los dos controles.

En el ensayo realizado con la bacteria Enterobacter asburiae se puede observar que
existe una diferencia importante entre la comunidad microbiana de los electrodos, la cual
es mayor al 10%. La composicion de la comunidad microbiana de la biopelicula de los
electrodos | y Il estd mas cercana entre ellos que con los demdas electrodos, con una
homologia de casi el 90%, esta cercania se debe probablemente a gue estos electrodos
estaban en el anodo de la misma CCM, con las mismas condiciones ambientales. 195106 a sy
vez se observa (Figura 25) una asociacion cercana al 80% de homologia entre la agrupacion
de los electrodos | y Il con el electrodo lll, cabe destacar que estos electrodos corresponden

a las CCM que fueron inoculadas con la bacteria, mientras que la relacion del electrodo
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control con los demas electrodos es de aproximadamente 65% de homologia, lo cual, si se
toma en cuenta la variabilidad propia del sistema, indica que la inoculacion con la bacteria

Enterobacter asburige afectd la comunidad bacteriana en los electrodos |, 11 v 111,

% Coeficiente de homologia
100% 50% B0% T0% €0% S0% 40% 30% 20% 10% 0%

T T rr—r

E cantrol | B)

1E SR i

HE

mE o-1-b
.Emm'-"ﬂl P : : ] - Q) |
. I IME

|INE

: - 5. oneidensis

Figura 25. Dendrograma de patron de bandas obtenido a partir de DGGE basado en el
region V3 de ADNr 165 de la comunidad microbiana (bacterias) presente en los electrodos
del anodo de las CCM con agua miel de café. A) bandas del DGGE. B) CCM inoculadas con
lI-1-b. C} CCM inoculadas con 5. oneidensis. Los perfiles se agruparon por correlacion de
Dice y el método de grupos de pares no ponderados por promedios aritméticos (UPGMA,

por siglas en inglés).
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Anexos

Anexo 1. Fotografias de aislamientos obtenidos de los electrodos del

anodo de la CCM con agua miel de café.

Figura E2. Bacteria II-Cs-A aislada de los electrodos del dnodo de las CCM con agua miel de café.
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Figura E3. Bacteria 1A2-P aislada de electrodo del anodo de las CCM con agua miel de

café.

i
Figura E4. Bacteria I-1-a aislada de los electrodos del anodo de las CCM con agua miel de

cafe.
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café.

Figura E6. Bacteria II-Cz-C aislada de los electrodos del anodo de las CCM con agua miel de

café.
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Figura E9. Aislamiento 2B:-T de los electrodos del dnodo de la CCM con agua miel de café
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café

Figura E11. Aislamiento 2A;-B de los electrodos del dnodo de la CCM con agua miel de

café,
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cafe

Figura E14. Aislamiento II-Cz-B de electrodo del anodo de la CCM con agua miel de café.
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Figura E16. Bacteria |1-Cy-B aislada de electrodo del dnodo de la CCM con agua miel de

cafeé.
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Figura E17. Bacteria I-C; aislada de electrodo del dnodo de la CCM con agua miel de café.
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Anexo 2. Resultados de amplificacién de bacterias aislada por medio

cadena de la Polimerasa (PCR).

Figura E18. Productos de PCR obtenidos por medio de los Primers 27F y 1429R, purificado.

Gel de agarosa al 1%, tefiidos con Gel-Red (10000 X), corridos a 90V por 35 min.

Cuadro Al. Resultados de analisis de pureza de especies amplificadas para secuenciacion.

Muestra

1A;-P
2A;-B
1-C4
11-Cs-A
11-C:-B
N1-Cy-C
1-Cz
11-C-C
-1-b

Concentracién
(ng/pL)
38,6
293
32,0
35,6
38,2
32,7
14,4
79,9
389

A260

0,772
0,585
0,640
0,712
0,765
0,654
0,287
1,598
0,777

A280

0,419
0,327
0,352
0,384
0,439
0,360
1,666
0,922
0,650

260/280

1,84
1,79
1,82
1,85
1,12
1,82
1,73
1,22
1,75

260/230

1,94
1,72
1,72
1,83
1,74
1,83
1,03
1,73
1,65



Anexo 3. Resultado Filogenético preliminar para bacterias del género Lactobacillus
'_ﬂ. I

 Lactobacifus hartinensis SET10008 (AB196123)
1060 Laciobaciius Joxipiser JOM 10652 (AB2BS005)
Lactabacdius awanus subsp arafinosus LMG 23560 [ JXOBESTE
Lactobacius gvianus subsp avianus JOM 5668 (AB2E0044)
Laclobaciius agis JOM 1187 (ABSGE045)

Lactebacdius avmaks JCM 5570 (AB2EG042Y

L actohacdus apodermn DSM 16634 (ABITOATA:
Laciobaciius cafi 142 2T {AM2O2T 00
—  Lactobaciiys capsiafus YT 11306 (ABIES0TE)
Laclobaciius agnous JOM 10401 (AB282022}

Lactobaciius alimenianus JCM 1005 (AB2E8025)
wa | ™ e Laciobacfius bifermenians JOM 1004 (AB280045)

Laciobaciivs buohren YT 0077 (AB429368)
Laciobacivs compost NRIC 0688 (AB2E8118)
Lacfobaciius core v e (KT445006"
100 Laciooaciius oospatus ATCC 33820 AF2STOET)
= tacfobacifus Jocphius ATCC 4356 (ABOOR203)
81 Leuconosioc pseudomasanterones ATCC 49371 (KC510251)
o 1 Leveonasior creum | AF111048)
Leuconosoc lacts (ABD2 3968)
Levconasios mesanferoides NCFB 543 (ABOZ2324T)
L] 100 LBUCONOSI0: mesanteroiods subspe destranicum JCM ST00 (ABSS6940)

Léucanasioe mesenferoedes subsp mesenteroudes NRIC 1541 (ABO23243)
Leuconostoc far (AF360738)

Laclobacius fermentum CIP 102080 (JK1T5320
r Lactobaciius mhamnoses ATCC T468 (ABO08211)

w1 Laclobacdus casen ATCC 393 (NR 041893)

P2 142

B4 JA-B

P8 1-C

BY 1Ci-C

Laclobaciis pracase: sibsp paracaser MBRC 158808 (ABG2G054)
L actobat ks paracases subsp tolerans NBRC 15006 {ABEB0I9S)

:-1—- PE 1. CrB P .
L p1anc2-c

Lactoootous facts subsp cremons ATCC 19257 (ABOOBI14)

oze
Figura E19. Arbol de maxima probabilidad basado en las secuencias del gen 165 rRNA bacterias aisladas de anodos de CCM con

agua miel de café y especies de Lactobacillus. Con Lactococcus lactis subp. Cremoris ATCC 192577 como outgroup.
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Anexo 4. Resultados de Electroforesis en Gel con Gradiente

Desnaturalizante (DGGE).

(. orsana . o

Dircttidn de invesbigadiones
Seccién de Froprotecoién
Laboratorio Biclogis Moleculs

CORBAMNA-DE-5SF-BM-IFSER-O94- 2018

Fecha: 1 de noviernbre de 2018

Fecha de solicitud: 26 de octubre de 2018.

Servido solictado: Diversidad de hongos y bacterias.

Solicitante: Dra. Lidieth Unbe. Centro de Investigaciones Agrondmicas. ClA UCR.

Tipo de producto (s) evaluado (s): Acidos nucleicos totales.

Aislamiento y muestreo realizado por: Dra. Lidieth Uribe. CIA

Cuadro 1. Diversidad genética de hongos y bacterias segun el indice de Shannon Wiener (K,
calculado con ¢l programa Past 3 a partir de imagenes analizadas con el programa UVI 1D).

N "
RIS | Ao e (nm) Hongos* | Bacterias*

1 | EADN1 55.6 172 2,526 2,524

2 | EADN2 165.1 2,02 2,528 2,809

3 | EADN3 75.6 1,02 2,45 2,754

4 | EADN 4 458 175 2.615 2,918

5 | EADNS 2507 2,01 2,371 2,329

6 | EADNG 62 1,82 2,74 2,839

7 | EADN7 02.4 1.9 2,807 2,35

8 | EADNB 130 1,84 2,586 2,146

*Interpretacion del indice.

Valor del indice Diversidad genetica
la2 Baja
Za3id Mediana
dad Alta
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Figura 3. Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) del producto de
amplificacion a partir de los marcadores generales para bacterias: 357F GC/518R segun Sekiguchi
ot al 2002.

Figura 4. Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) del producto de
amplificacion a partir de los marcadores generales para hongos: ITS$1/1TS4 anidado en ITS1/1T52
segun Valaskowva y Baldrian 2009,

Mots: £l Labor stono queds eximedo de tods responsabilided, &n nlterpretacionss de resultedss por parte de LErLeras perionas
apenas ol proceso de sndbss y s CORBANA 5 A,
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Técnica utilizada: PCR punto final Gel en Gradente Desnaturalizante.
Instrumento o equipo utilizado: Appled Biosystems®™ Gen Amp* Thermal Cycler.
C.B.S Scentific DGGE System.

Hetponsasle M.Sc. Ana Marna Conejo Barboza

Tel 4G 02 4t 85

Emai : anconejc (@ o bara.co.cr

cC.

A5 Maur oo Guzmén, Coordinador ge Fitcprotecacn
Archivo



Anexo 5. Resultados de pruebas estadisticas
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Resultados de Prueba t student realizadas para corriente maxima de los

diferentes ensayos realizados

Two Sample t-test

data: mean2 and meanl

t=73,997, df = &, p-value = 6,197e-13

alternative hypothesis: true difference in means is greater than 0
95 percent confidence interval:

0,004562352 Inf

sample estimates:

mean of x mean of y

0,26282 0,25814

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corrlente max. menor o igeal que el electrodo control,

HA= Los electrodos inoculados presentan mayor corriente médx. que el electrodo control

Figura E20. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café sin diluir inoculada con

Enterobacter asburiae (11-1-b). Comparacion de la corriente maxima electrodo inoculado

contra el electrodo control. Con nivel de confianza 95%.
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Two Sample t-test

data: conc? and concl

t =59, df = B, p-value = 3.783e-12

alternative hypothesis: true difference in means is greater than 0
95 percent confidence interval.

0.003428427 Inf

sample estimates:

mean of x mean of y

0.26220 0.25866

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente max. menor o igual gue el electrodo contral.

HA= Los electrodos inoculados presentan mayor corriente max. que el electrodo control

Figura E21. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café sin diluir inoculada con
Lactobacillus harbinensis (II-C:-A). Comparacidn de corriente maxima electrodo inoculado contra

el electrodo control. Con nivel de confianza 95%.
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Two Sample t-test

data: dil2 and dill
t=-39.508, di = 8, pvalue=1
alternative hypothesis: true difference in means is greater than 0
95 percent confidence interval:
-0.00293145 Inf
sample estimates;
mean of x mean of y

0.2600 0.2628

Ho=Los electrodos inoculades presentan una corriente mdx, menor o igual gue el electrodo control.

HA= Los electrodos inoculados presentan mayor cormente max. que el electrodo control

Two Sample t-test

data: nueva2 and nueval
t =-39.598, df = 8, p-value = 9.096e-11
alternative hypothesis: true difference in means is less than 0
95 percent confidence interval:
-Inf -0.00266851
sample estimates:
mean of x mean of y

0.2600 0.2628

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente méx. mayor o igual que el electrodo control,

HA= Los electrodos incculades presentan menor corriente max, que el electrode control

Figura E22. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café diluido inoculada con
Enterobacter asburiae (I1-1-b). Comparacidn de la corriente maxima electrodo inoculado

contra el electrodo contral. Con nivel de confianza 95%.
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Two Sample t-test

data: dild and dil3

t = -94.469, df = B, p-value=1

alternative hypothesis: true difference in means is greater than 0
95 percent confidence interval;

-0.00681149 Inf

sample estimates:

mean of x mean of y

0.25724 0.26392

Ho=Los electrodos inoculados presentan una cormiente max. menor o igual que el electrodo control,

HA= Los electrodos Inoculados presentan mayor corriente max. que el electrodo control

Two Sample t-test

data: otra and otral
t = -94.469, df = 8, p-value = 8.799%¢-14
alternative hypothesis: true difference in means is less than 0
95 percent confidence interval:
=Inf -0.00654851
sample estimates:
mean of x mean of y

0.25724 0.26392

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente méx, mayor o igual que el electrodo contral.

HA= Los electrodos inoculados presentan menor corriente max. que el electrodo control

Figura E23. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café diluido inoculada con
Lactobacillus harbinensis (11-C;-A). Comparacion de la corriente maxima electrodo

inoculado contra el electrodo control. Con nivel de confianza 95%.
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Two Sample t-test

data: Shew2 and shewl

t = 38.897, df = 8, p-value = 1.049¢-10

alternative hypothesis: true difference in means is greater than 0
95 percent confidence interval:

000300893  Inf

sample estimates:

mean of x mean of y

0.28460 0.28144

Ho=Las electrodos inoculados presentan una cormiente mdx, menor o igual que el electrode control.

HA= Los electrodos inoculados presentan mayor corfiente max, que el electrodo control

Figura E24. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café diluido inoculada con
Shewanella oneidensis. Comparacion de la corriente maxima electrodo inoculado contra el

electrodo control. Con nivel de confianza 95%.




Resultados de Andlisis de Varianza (Anova) realizadas para los diferentes
parametros analizados.

Resultados para comparacion de ensayos realizados con agua miel de café sin

diluir.

B5% tamily wise confldence level
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Figura E25. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la corriente maxima entre el
electrodo control y el electrodo inoculado obtenidas en los ensayos realizados en CCM
con agua miel de café sin diluir inoculada con Enterobacter asburiae (Il-1-b), Lactobacillus

harbinensis (II-C1-A) y Shewanella oneidensis.
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957% family-wise confidence kevel
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| of Sum Sg Mean 5g F value Pr{>F]
| Espece 2 S.556E08 | 4778608 |  3.909 0.0819
| Residuales & 7.3306-08 | 1.222€-08

Figura E26. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia entre densidad corriente

maxima del electrodo control y el electrodo inoculado obtenida en los ensayos realizados

en CCM con agua miel de café sin diluir inoculada con Enterobacter asburiae (lI-1-b),

Lactobacilius harbinensis (1I-C1-A) y Shewanello oneidensis.
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95% family-wise confidence level
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Especie 2 5.070E+02 | 3.085E+02 | 4.082 0.139
Residuales 3 2.230E+02 | T7.435E+D1

Figura E27. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de DQO obtenida entre el
electro control y electrodo inoculado en los ensayos realizados en CCM con agua miel de
café sin diluir con Enterobacter asburiae (I1-1-b), Lactobacillus harbinensis (I1-C1-A) y

Shewanella oneidensis
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Bzl 10
i

Shewaneladl-1-h
i

Shevareladci-a
1
I
=
|
L1l

T t
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Dhiflemgraces o et il of Esppomy

of | SumSq Mean Sq | F value Pr{>F)
Especie 2 | 1.8906-03 | 9.4D0E-D4 | 0.022 0978
Residuales 3 1.266E01 | 4.218E-02

Figura E28. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la eficiencia culombica
obtenida por el electrodo control y el electrodo inoculado en los ensayos realizados en
CCM con agua miel de café sin diluir con Enterobacter asburiae (II-1-b), Lactobacillus

harbinensis (II-C1-A) y Shewanella oneidensis
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Resultados para comparacion de ensayos realizados con agua miel de café

diluida.

B5% tnmily-wise confidence bevel

2 | | é

) | | E

¥ i

2010 o1 00 0 o
Dwfesences m mean ewets of Espeoe
of SumSq | Meansq F valus Pr{>F)
Eipacie 1 1L90RE-05 | 1.908E-05 1753 0256
Rajaduales 4 4355505 | 1.0896-05 ]

Figura E29. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la corriente maxima
obtenidas por el electrodo control y el electrodo inoculado en los ensayos realizados en
CCM con agua miel de café diluidas con Enterobacter asburiae (II-1-b) y Lactobacillus

harbinensis {II-C1-A).
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95% family-wise confidence level
AN | |
A0 e -de.0d Tl De) g0 Je.d
Differendis in man Evels of Espeoe
o SumSq | MeanSg F value Pri>F] |
Especie 1 1.500E-08 | 1.500E-08 | 0.818 0.417 |
Residusles 4 7.3306-08 | 183308 |

Figura E30. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la densidad de corriente
maxima obtenida por el electrodo control y el electrodo inoculado en los ensayos
realizados en CCM con agua miel de café diluidas con Enterobacter asburiae (11-1-b) y

Lactobacillus harbinensis (II-C1-A).
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95% famity-wise confidence level
i
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i
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0 20 Bl 1] 1] ]
Deflezgnces inmenn kevels of Expeoe
of Surm 54 Mesan 54 F value Pr{>F)
Expecie 1 3.5006-01 | 3.500€-01 0.007 0.942
Residuales 2 10206402 | S.102E+01

Figura E31. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la DQO obtenida por el

electrodo control y el electrodo inoculado en los ensayos realizados en CCM con agua miel

de café diluidas con Enterobacter asburiae (II-1-b) y Lactobacillus harbinensis (I1-C1-A).
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5%, famlily-wise confidence kevel

Bet-adi i
1
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Difgaprces inmian kvl of Egpec]

o Sum 5q Mean 3q F vialue Pr{>F)
Especie 1 1.330E-02 | 1.333E-02 0.064 0824
Flesiduabes 2 4.178E-01 | 2.089E-01

Figura E32. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la eficiencia culombica

obtenida por el electrodo control y electrodo inoculado en los ensayos realizados en CCM

con agua miel de café diluidas con Enterobacter asburiae (II-1-b) y Lactobacillus

harbinensis (11-Cq-A).




Apéndice

Apéndice A. Datos experimentales

Apéndice A.1. Datos de corridas de CCM con agua miel de café en pruebas con las

bacterias 1I-1-b, 11-C1-A y Shewanella aneidensis.

Cuadro B1. Datos de corriente en el tiempo de la ensayo de CCM con II-1-b

inoculada.

CCM realizada con agua miel sin diluir

CCM realizada con ;Eua miel diluida

| | |
o L] (] i i - (o] o
gz|%z |8z |sg |8z |85|22|s2 (82|83
sE(SE|(SE |aE|cE|sE|SE|2E gk |2k
—Sl v . - | & FT e & & &
0 [01276] 0,1295 | 0,1224 | 0,1454 | © |0,2297 | 0,2272 [ 0,2258 | 0,2331
30| 0,611 0,1627 | 0,1570 | 0,1904 | 30 | 0,2385 | 0,2344 | 0,2348 | 0,2415
60 | 0,1745 | 0,1761 | 0,1709 | 0,2050 | 60 | 0,2422 | 0,2367 | 0,2384 | 0,2448
90 | 0,1828 | 0,1845 | 0,1796 | 0,2132 | 90 | 0,2438 | 0,2382 | 0,2404 | 0,2463 |
| 120 | 0,1888 | 0,1904 | 0,1864 | 0,2194 | 120 |0,2454 | 0,2387 | 0,2412 [ 0,2467
150 | 0,1938 | 0,1952 | 0,1926 | 0,2247 | 150 | 0,2463 | 0,2393 | 0,2415 | 0,2476
180 | 0,1983 | 0,1998 | 0,1986 | 0,2299 | 180 |0,2473 | 0,2397 | 0,2421 | 0,2483
210 | 0,2025 | 0,2039 | 0,2042 | 0,2341 | 210 | 0,2476 | 0,2399 | 0,2424 | 0,2478
240 | 0,2068 | 0,2079 | 0,2092 | 0,2380 | 240 | 0,2481 | 0,2403 | 0,2427 | 0,2488
| 270 | 02112 0,2119 | 0,2140 | 0,2420 | 270 |0,2485 | 0,2402 | 0,2429 | 0,2488
300 |0,2153 | 0,2161 | 0,2186 | 0,2448 | 300 | 0,2486 | 0,2406 | 0,2428 | 0,2485 |
330 | 0,2192 | 0,2202 | 0,2232 | 0,2474 | 330 | 0,2489 | 0,2406 | 0,243 | 0,249
360 | 0,2228 | 0,2241 | 0,2276 | 0,2493 | 360 | 0,2493 | 0,2407 | 0,2434 | 0,2489
390 | 0,2263 | 0,2282 | 0,2320 | 0,2512 | 390 |0,2491 | 0,2406 | 0,2433 | 0,2487
420 | 0,2300 | 0,2323 | 0,2365 | 0,2527 | 420 |0,2492 | 0,2406 | 0,243 | 0,2486
| 450 | 02338 | 02364 [ 0,2415]0,2545 | 450 ]0,2493 ] 0,2406 [0,2433 | 0,2485
480 | 0,2381 | 0,2410 | 0,2460 | 0,2563 | 480 | 0,2494 | 0,2405 | 0,2433 | 0,2486
510 | 0,2428 | 0,2463 | 0,2490 | 0,2579 | 510 |0,2494 | 0,241 | 0,2435 | 0,2488
540 | 0,2479 | 0,2515 | 0,2515 | 0,2595 | 540 | 0,2495 | 0,2408 | 0,2432 | 0,2484
570 | 0,2528 | 0,2564 | 0,2544 | 0,2613 | 570 | 0,2497 | 0,2406 | 0,2439 | 0,2486
600 | 0,2566 | 0,2601 | 0,2572 | 0,2630 | 600 | 0,2498 | 0,241 | 0,2436 | 0,249
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' 630 |0,2582 | 0,2616 | 0,2599 [ 0,2642 | 630 [ 0,2493 | 0,2411 | 0,2436 | 0,2486
660 | 0,2582 | 0,2616 | 0,2612 | 0,2650 | 660 | 0,2494 | 0,2411 | 0,2437 | 0,2487
690 | 0,2582 | 0,2615 | 0,2614 | 0,2653 | 690 | 0,2495 | 0,2413 | 0,2437 | 0,2488
720 | 0,2581 | 0,2614 | 0,2616 | 0,2656 | 720 | 0,2495 | 0,2416 | 0,244 | 0,2487 |
750 | 0,2580 | 0,2613 | 0,2616 | 0,2657 | 750 | 0,2494 | 0,2421 | 0,2442 | 0,2492
780 |0,2579 | 0,2612 | 0,2615 | 0,2659 | 780 | 0,2499 | 0,2424 | 0,2447 | 0,2492
810 | 0,2578 | 0,2610 | 0,2614 | 0,2658 | 810 | 0,2498 | 0,2429 | 0,2451 | 0,2494 |
840 | 0,2578 | 0,2609 | 0,2613 | 0,2657 | 840 | 0,25 | 0,2435 | 0,2457 | 0,2495
870 |0,2577 | 0,2608 | 0,2613 | 0,2656 | 870 | 0,25 | 0,2441 | 0,2465 | 0,2496
900 | 0,2576 | 0,2606 | 0,2613 | 0,2656 | 900 | 0,2501 | 0,245 | 0,2475 | 0,2498
930 | 0,2576 | 0,2606 | 0,2612 | 0,2655 | 930 | 0,2501 | 0,2465 | 0,2486 | 0,2501
960 | 0,2574  0,2604 | 0,2610 | 0,2654 | 960 | 0,2502 | 0,2487 | 0,2511 | 0,2503
990 | 0,2573 | 0,2603 | 0,2609 | 0,2652 | 990 | 0,2501 | 0,2523 | 0,2542 | 0,2506
1020 | 0,2572 | 0,2601 | 0,2607 | 0,2650 | 1020 | 0,2502 | 0,2547 | 0,2566 | 0,2509

| 1050 | 0,2569 | 0,2598 | 0,2605 | 0,2648 | 1050 | 0,2507 | 0,2555 | 0,2577 | 0,2516
1080 | 0,2567 | 0,2596 | 0,2603 | 0,2646 | 1080 | 0,251 | 0,2559 | 0,2579 | 0,2526

| 1110 | 0,2565 | 0,2592 | 0,2601 | 0,2644 | 1110 | 0,2513 | 0,256 | 0,2584 | 0,2531
1140 | 0,2564 | 0,2592 | 0,2600 | 0,2643 | 1140 | 0,2518 | 0,2562 | 0,2586 | 0,2548
1170 | 0,2564 | 0,2592 | 0,2600 | 0,2643 | 1170 |0,2524 | 0,2557 | 0,2581 | 0,2541
1200 | 0,2564 | 0,2592 | 0,2600 | 0,2643 | 1200 |0,2535 | 0,2456 | 0,2476 | 0,2548 |
1230 | 0,2564 | 0,2591 | 0,2600 | 0,2643 | 1230 | 0,254 | 0,2441 | 0,2461 | 0,2543
1260 | 0,2564 | 0,2591 | 0,2599 | 0,2642 | 1260 | 0,2568 | 0,2447 | 0,2466 | 0,2538
1290 | 0,2563 | 0,2589 | 0,2600 | 0,2642 | 1290 | 0,2587 | 0,2457 | 0,2475 | 0,2525
1320 | 0,2565 | 0,2590 | 0,2601 | 0,2644 | 1320 | 0,2599 | 0,2463 | 0,2484 | 0,2515
1350 | 0,2568 | 0,2593 | 0,2604 | 0,2646 | 1350 | 0,2604 | 0,2466 | 0,2485 | 0,2501

| 1380 | 0,2570 | 0,2595 | 0,2606 | 0,2649 | 1380 | 0,2598 | 0,2464 | 0,2483 | 0,2493
1410 | 0,2572 | 0,2598 | 0,2608 | 0,2651 | 1410 | 0,2602 | 0,2461 | 0,2483 | 0,2483
1440 | 0,2575 | 0,2600 | 0,2610 | 0,2653 | 1440 | 0,2611 | 0,2463 | 0,2486 | 0,2475
1470 | 0,2575 | 0,2599 | 0,2610 | 0,2652 | 1470 | 0,261 | 0,2467 | 0,2492 | 0,2468
1500 | 0,2573 | 0,2596 | 0,2608 | 0,2648 | 1500 | 0,2605 | 0,2476 | 0,2496 | 0,2465
1530 | 0,2571 | 0,2594 | 0,2603 | 0,2644 | 1530 | 0,2608 | 0,2484 | 0,2506 | 0,2463
1560 | 0,2569 | 0,2592 | 0,2600 | 0,2641 | 1560 | 0,2614 | 0,2495 | 0,2512 | 0,2466
1590 | 0,2565 | 0,2588 | 0,2596 | 0,2636 | 1590 | 0,2622 | 0,2512 | 0,2527 | 0,2474
1620 | 0,2560 | 0,2583 | 0,2590 | 0,2630 | 1620 | 0,2626 | 0,2528 | 0,2543 | 0,2485

| 1650 | 0,2557 | 0,2581 | 0,2587 | 0,2627 | 1650 | 0,2627 | 0,2549 | 0,2566 | 0,2511
1680 | 0,2557 | 0,2579 | 0,2585 | 0,2625 | 1680 | 0,263 | 0,2565 | 0,2587 | 0,2548
1710 | 0,2559 | 0,2581 | 0,2589 | 0,2631 | 1710 | 0,2629 | 0,2569 | 0,259 | 0,2581
1740 | 0,2560 | 0,2582 | 0,2588 | 0,2631 | 1740 | 0,2628 | 0,2567 | 0,2591 | 0,2606

| 1770 | 0,2561 | 0,2583 | 0,2588 | 0,2631 | 1770 | 0,2625 | 0,2566 | 0,2591 | 0,2634
1800 | 0,2559 | 0,2582 | 0,2585 | 0,2629 | 1800 | 0,2624 | 0,2565 | 0,259 | 0,2643
1830 | 0,2556 | 0,2578 | 0,2581 | 0,2625 | 1830 | 0,2622 | 0,2566 | 0,259 | 0,2644
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0,2512

8850

0,2413

0,2420

0,2431

0,2570

0,2474

0,2502

0,2512

8880

0,2412

0,2419

0,2432

0,2570

0,2476

0,2503

0,251

8510

0,2412

0,2419

0,2433

0,2571

0,2476

0,2503 |

0,251

8940

0,2408

0,2416

0,2431

0,2569

0,2477

0,25

D 2509

8970

0,2404

0,2412

0,2428

0,2566

0,2474

0,2502

0,251

9000

0,2401

0,2407

0,2422

0,2562

0,2473

0,2498

0,2506

9030

0,2395

0,2403

0,2419 |

0,2559

0,2471

0,2497

0,2505

| 9060

| 0,2391

0,2400

0,2415

0,2555

9060

0,2468

0,2496

0,2501

9090

| 0,2388

0,2399

0,2414

0,2553

| 0,2469

0,2497

0,2501

9120

0,2385

0,2396

0,2411

0,2551

9120

| 0,2469

0,2496

0,25

=]
I
L
£
Pd

9150

0,2385

0,2394

0,2410 |

0,2550

9150

| 0,2471

0,2492

0,2499

9180

0, 2383

10,2391

0,2408

0,2548

95180

0,2472

0,2491

0,2498

9210 O,

0,2378

0,2389

0,2404

0,2544

9210

0,2467

0,2489

0,2498

0,2536




' 9240

10,2375

0,2387 | 0,2398
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9240

0,2469

0,2486

0,2499

0,2535

9270

0,2372

0,2384 | 0,2397

9270

0,247

0,2486

0,2498

0,2535

9300

0,2370

0,2382 | 0,2396

9300

0,2469

0,2485

0,2497

0,2535

9330

0,2368

0,2380 | 0,2397 '

9330

10,2468

0,2483

0,2495

0,2534

9360

10,2367

0,2377 | 0,2395

9360

0,2466

0,2482

0,2493

9390

0,2364

0,2374 | 0,2393

9390

0,2463

0,2478

0,2492

10,2531

0,253

9420

0,2360

0,2373 | 0,2391

83420

0,2464

0,2477

0,2493

0,2528

8450

0,2357

0,2370 0,2388

9450

0,2461

0,2477

0,249

0,2529

| 9480

0,2354

0,2366 | 0,2385 |

0,246

0,2476

0,2489

0,253

9510

0,2351

0,2363 | 0,2382 |

9510

0,2463

0,2474

0,249

0,2531

9540

0,2348

0,2360 | 0,2380

89540

0,2463

0,2471

0,2491

0,253

9570

0,2344

0,2357 | 0,2378 |

9570

0,2463

0,2469

0,2491

0,253

9600

0,2343

0,2356 | 0,2376

' 0,2515

4

9600

0,2461

0,2466

0,2489

0,253

9630

0,2341

0,2354 | 0,2375 | 0,2514

9630

0,246

0,2464

0,2486

0,253

9660

10,2338 | 0,2352 | 0,2373 | 0,2512

9660

0,246

0,2461

0,2485

0,2528

9690

0,2336 | 0,2349

0,2370  0,2509

9690

0,2461

0,2458

0,2485

0,2529

9720

10,2332 | 0,2346

0,2369 | 0,2507

9720

0,2462

0,2458

0,2486

0,253

9750

0,2329

0,2343 | 0,2368  0,2506

9750

0,2464

0,246

0,2483

0,2533

9780

0,2328

0,2342 | 0,2367

0,2506

9780

0,2465

0,2456

0,2483

0,2522

9810

0,2327

0,2341 | 0,2368

0,2505

9840

0,2326

0,2339 | 0,2366

0,2502

9870

0,2324

0,2338 | 0,2364 | 0,2501
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Cuadro B2. Datos de corriente en el tiempo de la ensayo de CCM con 1I-C1-A (L.

harbinensis) inoculada.

CCM con agua miel sin diluir CCM agua miel diluida
e _| B ., ~ L e _| = — ~ m
eE| 3|83 |8z |8z |gg Sz 82 |8% 8%
o E g E, o £ o & o £ a E £ _§_ =1 E_ =1 _:_E, =4 E
E=|8T |27 |ET g7 |E=|8T | &7 &7 |8
00,1440 | 0,1532 | 0,1592 | 0,1433 00,2288 | 0,2305 | 0,2039 | 0,2165 |
| 30(0,1680 | 0,1795 | 0,1861 | 0,1755 | 30| 0,2375 | 0,2369 | 0,2171  0,2271 |
| 60/0,1776 ] 0,1899 | 0,1969 | 0,1877 | 60| 0,2409 | 0,2392 | 0,2231| 0,2318 |
90 0,1840 | 0,1961 | 0,2033 | 0,1939 | 90 | 0,2430 | 0,2409 | 0,2264 | 0,2341 |
120 | 0,1890 | 0,2002 | 0,2075 | 0,1987 | 120 | 0,2444 | 0,2414 | 0,2286  0,2357 |
150 | 0,1925 | 0,2033 | 0,2106 | 0,2019 | 150 | 0,2453 | 0,2424 | 0,2302 | 0,2366
180 | 0,1958 | 0,2056 | 0,2131 | 0,2047 | 180 | 0,2462 | 0,2432 | 0,2314 | 0,2374
| 210 0,1984 | 0,2077 | 0,2152  0,2070 | 210 | 0,2467 | 0,2434 | 0,2324 | 0,2382
| 240 0,2002 | 0,2095 | 0,2170 | 0,2085 | 240 | 0,2472 | 0,2437 | 0,2328 | 0,2386
| 270! 0,2022 | 0,2109 | 0,2185 | 0,2104 | 270  0,2476 | 0,2442 | 0,2333 | 0,2390
300 | 0,2038 | 0,2121 | 0,2197 | 0,2121 | 300 | 0,2477 | 0,2443 | 0,2332 | 0,2393
330 | 0,2054 | 0,2131 | 0,2208 | 0,2135 330 | 0,2480 | 0,2444 | 0,2336 | 0,2395
360 | 0,2067 | 0,2142 | 0,2219 | 0,2146 | 360 | 0,2482 | 0,2447 | 0,2337 | 0,2396
390 | 0,2078 | 0,2152 | 0,2228 | 0,2162 | 390 | 0,2483 | 0,2449 | 0,2336| 0,2395 |
420 | 0,2089 | 0,2160 | 0,2238 | 0,2177 | 420 | 0,2485 | 0,2450 | 0,2340 | 0,2398 |
450 | 0,2099 | 0,2169 | 0,2247 | 0,2198 | 450 | 0,2487 | 0,2449 | 0,2341 | 0,2397
480 | 0,2104 | 0,2179 | 0,2256 | 0,2225 | 480 | 0,2486 | 0,2451 | 0,2340 | 0,239
510 | 0,2112 | 0,2187 | 0,2265 | 0,2268 | 510 | 0,2490 | 0,2452 | 0,2342 | 0,2395
540 | 0,2118 | 0,2197 | 0,2275 : 10,2340 | 540 | 0,2489 | 0,2452 | 0,2343 | 0,2397
570 | 0,2123 | 0,2207 | 0,2285 | 0,2426 | 570 | 0,2492 | 0,2455 | 0,2346 | 0,2396
| 600 | 0,2129 | 0,2222 | 0,2300 | 0,2497 | 600 | 0,2491 | 0,2456 | 0,2344 | 0,2393 |
630 | 0,2134 | 0,2240 | 0,2320 | 0,2565 | 630 | 0,2492 | 0,2457 | 0,2341| 0,2389 |
660 | 0,2139 | 0,2270 | 0,2351 | 0,2610 | 660 | 0,2490 | 0,2459 | 0,2341 | 0,2385 |
690 0,2144 | 0,2316 | 0,2397 | 0,2620 | 690 | 0,2491 | 0,2461 | 0,2338 | 0,2381 |
720 | 0,2148 | 0,2379 | 0,2461 | 0,2623 | 720  0,2491 | 0,2466 | 0,2340  0,2381
750 | 0,2149 | 0,2437 | 0,2519 | 0,2624 | 750 | 0,2493 | 0,2471 | 0,2339 | 0,2377
780 | 0,2154 | 0,2470 | 0,2554 | 0,2626 | 780 | 0,2490 | 0,2482 | 0,2338 | 0,2375
810 | 0,2158 | 0,2489 | 0,2574 | 0,2627 | 810 | 0,2493 | 0,2510 | 0,2338 | 0,2372
840 | 0,2163 | 0,2509 | 0,2595 | 0,2628 | 840 | 0,2492 | 0,2529 | 0,2337 | 0,2367
870 | 0,2169 | 0,2534 | 0,2620 | 0,2629 | 870 | 0,2492 | 0,2546 | 0,2336 | 0,2365
900 | 0,2180 | 0,2551 | 0,2636 | 0,2630 | 900 | 0,2491 | 0,2551 | 0,2333 | 0,2363 |
930 | 0,2188 | 0,2555 | 0,2640 | 0,2629 | 930 | 0,2493 | 0,2556 | 0,2333 | 0,2359




[ 960 ] 0,2201 | 0,2554 | 0,2639 | 0,2628 | 960 | 0,2494 | 0,2550 | 0,2335 | 0,2356 |
990 | 0,2226 | 0,2553 | 0,2639 | 0,2628 | 990 | 0,2498 | 0,2534 | 0,2335 | 0,2354
1020 | 0,2267 | 0,2553 | 0,2639 | 0,2629 | 1020  0,2501 | 0,2519 | 0,2337 | 0,2355
1050 | 0,2339 | 0,2553 | 0,2639 | 0,2630 | 1050 | 0,2510 | 0,2511 | 0,2340 | 0,2355

1080 | 0,2419 | 0,2554 | 0,2641 | 0,2632 | 1080 | 0,2517 | 0,2500 | 0,2342 | 0,2356

1110 | 0,2494 | 0,2554 | 0,2642 | 0,2632 | 1110 | 0,2532 | 0,2495 | 0,2347 | 0,2361

1140 | 0,2529 | 0,2555 | 0,2642 | 0,2633 | 1140 0,2566 | 0,2492 | 0,2357 | 0,2366

1170 | 0,2545 | 0,2556 | 0,2643 | 0,2633 | 1170 0,2573 | 0,2493 | 0,2369 | 0,2376

1200 | 0,2558 | 0,2557 | 0,2643 | 0,2634 | 1200 | 0,2550 | 0,2497 | 0,2386 | 0,2389
1230 | 0,2569 | 0,2559 | 0,2645 | 0,2635 | 1230 | 0,2531 | 0,2505 | 0,2394 | 0,2399
1260 | 0,2575 | 0,2561 | 0,2647 | 0,2638 | 1260 | 0,2536 | 0,2517 | 0,2384 | 0,2388

1290 | 0,2577 | 0,2563 | 0,2650 | 0,2640 | 1290 | 0,2553 | 0,2532 | 0,2373 | 0,2378
1320 | 0,2581 | 0,2565 | 0,2651 | 0,2641 | 1320 | 0,2574 | 0,2555 | 0,2369 | 0,2374
1350 | 0,2582 | 0,2565 | 0,2652 | 0,2641 | 1350 | 0,2582 | 0,2568 | 0,2376 | 0,2379

1380 | 0,2584 | 0,2567 | 0,2653 | 0,2643 | 1380 | 0,2573 | 0,2566 | 0,2379 | 0,2384
1410 | 0,2586 | 0,2568 | 0,2654 | 0,2644 | 1410 | 0,2549 | 0,2563 | 0,2378 | 0,2385
1440 | 0,2587 | 0,2568 | 0,2654 | 0,2642 | 1440 | 0,2536 | 0,2568  0,2374 | 0,2383
1470 | 0,2588 | 0,2570 | 0,2655 | 0,2644 | 1470 | 0,2534 | 0,2580 | 0,2371 | 0,2382

1500 | 0,2587 | 0,2569 | 0,2655 | 0,2643 | 1500 | 0,2534 | 0,2587 | 0,2369 | 0,2377

1530 | 0,2585 | 0,2569 | 0,2654 | 0,2642 | 1530 | 0,2536 | 0,2588 | 0,2369 | 0,2380

1560 | 0,2585 | 0,2568 | 0,2654 | 0,2641 | 1560 | 0,2544 | 0,2592 | 0,2372 | 0,2381

1590 | 0,2583 | 0,2567 | 0,2653 | 0,2641 | 1590 | 0,2571 | 0,2592 | 0,2379 | 0,2390

1620 | 0,2582 | 0,2567 | 0,2652 | 0,2639 | 1620 | 0,2595 | 0,2591 | 0,2390 | 0,2398

1650 | 0,2580 | 0,2566 | 0,2652 | 0,2638 | 1650 | 0,2615 | 0,2589 | 0,2402 | 0,2408

1680 | 0,2577 | 0,2566 | 0,2650 | 0,2636 | 1680 | 0,2632 | 0,2588 | 0,2411 | 0,2417

1710 | 0,2576 | 0,2565 | 0,2651 | 0,2635 | 1710 | 0,2639 | 0,2588 | 0,2435 | 0,2436

1740 | 0,2574 | 0,2564 | 0,2649 | 0,2634 | 1740 | 0,2639 | 0,2587 | 0,2449 | 0,2454

1770 | 0,2570 | 0,2563 | 0,2648 | 0,2633 | 1770 | 0,2639 | 0,2585 | 0,2452 | 0,2463

1800 | 0,2567 | 0,2562 | 0,2646 | 0,2630 | 1800 | 0,2641 | 0,2584 | 0,2457 | 0,2476

1830 | 0,2564 | 0,2560 | 0,2645 | 0,2627 | 1830 | 0,2638 | 0,2583 | 0,2468 | 0,2487

1860 | 0,2560 | 0,2558 | 0,2643 | 0,2625 | 1860 | 0,2639 | 0,2582 | 0,2494 | 0,2518

1890 | 0,2559 | 0,2557 | 0,2642 | 0,2623 | 1890 | 0,2626 | 0,2581 | 0,2525 | 0,2555

1920 | 0,2556 | 0,2556 | 0,2641 | 0,2622 | 1920 | 0,2636 | 0,2579 | 0,2550 | 0,2587

1950 | 0,2554 | 0,2555 | 0,2640 | 0,2619 | 1950 | 0,2634 | 0,2578 | 0,2552 | 0,2591 |

1980 | 0,2550 | 0,2553 | 0,2638 | 0,2616 | 1980 | 0,2632 | 0,2576 | 0,2552 | 0,2592 |

2010 | 0,2546 | 0,2551 | 0,2636 | 0,2614 | 2010 | 0,2629 | 0,2574 | 0,2550 | 0,2593

2040 | 0,2543 | 0,2550 | 0,2634 | 0,2611 | 2040 | 0,2627 | 0,2572 | 0,2550 | 0,2592

2070 | 0,2540 | 0,2549 | 0,2634 | 0,2609 | 2070 | 0,2623 | 0,2572 | 0,2544 | 0,2591

2100 | 0,2537 | 0,2548 | 0,2632 | 0,2606 | 2100 | 0,2623 | 0,2569 | 0,2544 | 0,2590

2130 | 0,2533 | 0,2547 | 0,2631 | 0,2603 | 2130 | 0,2620 | 0,2566 | 0,2542 | 0,2588

2160 | 0,2530 | 0,2545 | 0,2629 | 0,2598 | 2160 | 0,2617 | 0,2566 | 0,2535 | 0,2586
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T

" 2190 [ 0,2526 [ 0,2544 | 0,2628 [ 0,2593 | 2190 [ 0,2616 | 0,2563 | 0,2537 | 0,2585
2220 | 0,2523 | 0,2542 | 0,2627 | 0,2585 | 2220 | 0,2616 | 0,2563 | 0,2529 | 0,2582
2250 | 0,2520 | 0,2540 | 0,2625 | 0,2570 | 2250 | 0,2612 | 0,2560 | 0,2530 | 0,2582
2280 | 0,2516 | 0,2538 | 0,2623 | 0,2546 | 2280  0,2610 | 0,2561 | 0,2532 | 0,2586
2310 | 0,2511 | 0,2536 | 0,2620 | 0,2523 | 2310 | 0,2607 | 0,2561 | 0,2530 | 0,2584 |
2340 | 0,2507 | 0,2533 | 0,2617 | 0,2502 | 2340 | 0,2604 | 0,2558 | 0,2528 | 0,2580
2370 | 0,2504 | 0,2531 | 0,2616 | 0,2487 | 2370 | 0,2603 | 0,2556 | 0,2518 | 0,2575
2400 | 0,2503 | 0,2530 | 0,2615 | 0,2475 | 2400 | 0,2600 | 0,2555 | 0,2521 | 0,2576
2430 | 0,2501 | 0,2528 | 0,2614 | 0,2467 | 2430 | 0,2598 | 0,2554 | 0,2517 | 0,2575
2460 | 0,2498 | 0,2527 | 0,2613 | 0,2462 | 2460 | 0,259 | 0,2554 | 0,2523 | 0,2579
2490 | 0,2498 | 0,2526 | 0,2612 | 0,2461 | 2490 | 0,2593 | 0,2552 | 0,2519 | 0,2575
2520 | 0,2497 | 0,2526 | 0,2612 | 0,2459 | 2520 | 0,2590 | 0,2551 | 0,2518 | 0,2576
2550 | 0,2496 | 0,2524 | 0,2612 | 0,2458 | 2550 | 0,2591 | 0,2548 | 0,2516 | 0,2572
2580 | 0,2497 | 0,2525 | 0,2613 | 0,2460 | 2580 | 0,2586 | 0,2547 | 0,2515 | 0,2573
2610 | 0,2498 | 0,2527 | 0,2614 | 0,2462 | 2610 | 0,2586 | 0,2548 | 0,2517 | 0,2574
2640 | 0,2500 | 0,2555 | 0,2578 | 0,2459 | 2640 | 0,2586 | 0,2547 | 0,2517 | 0,2575
2670 | 0,2501 | 0,2554 | 0,2580 | 0,2458 | 2670 0,2586 | 0,2548 | 0,2517 | 0,2574
2700 | 0,2503 | 0,2554 | 0,2581 | 0,2462 | 2700 | 0,2588 | 0,2547 | 0,2517 | 0,2574
2730 | 0,2505 | 0,2554 | 0,2584 | 0,2464 | 2730 | 0,2575 | 0,2539 | 0,2332 | 0,2397
2760 | 0,2506 | 0,2552 | 0,2585 | 0,2463 | 2760 | 0,2463 | 0,2525 | 0,2176 | 0,2246
2790 | 0,2507 | 0,2549 | 0,2587 | 0,2463 | 2790 | 0,2426 | 0,2522 | 0,2178 | 0,2234
2820 | 0,2509 | 0,2549 | 0,2589 | 0,2464 | 2820  0,2424 | 0,2525 | 0,2194 ﬂ*2255ﬁ
2850 | 0,2512 | 0,2548 | 0,2589 | 0,2463 | 2850 | 0,2431 | 0,2531 | 0,2214 | 0,2276
2880 | 0,2513 | 0,2547 | 0,2590 | 0,2459 | 2880 | 0,2440 | 0,2542 | 0,2232 | 0,2291
2910 | 0,2513 | 0,2545 | 0,2590 | 0,2457 | 2910 | 0,2449 | 0,2547 | 0,2250 | 0,2305

| 2940 | 0,2512 | 0,2542 | 0,2589 | 0,2452 | 2940 | 0,2453 | 0,2548 | 0,2264 | 0,2314
2970 | 0,2513 | 0,2541 | 0,2587 | 0,2455 | 2970 | 0,2461 | 0,2547 | 0,2273 | 0,2322
3000 | 0,2514 | 0,2540 | 0,2586 | 0,2466 | 3000 ' 0,2468 | 0,2546 | 0,2282 | 0,2329
3030 | 0,2515 | 0,2539 | 0,2585 | 0,2476 | 3030 | 0,2475 | 0,2549 | 0,2290 | 0,2334
3060 | 0,2515 | 0,2537 | 0,2584 | 0,2485 | 3060 | 0,2482 | 0,2548 | 0,2297 | 0,2340 |
3090 | 0,2514 | 0,2535 0,2582 | 0,2492 | 3090 10,2490 | 0,2549 | 0,2301 | 0,2345
3120 | 0,2514 | 0,2535 | 0,2580 | 0,2498 | 3120  0,2497 | 0,2551 | 0,2308 @ 0,2350

3150 | 0,2513 | 0,2534 | 0,2577 | 0,2504 | 3150 | 0,2504 | 0,2550 | 0,2315 | 0,2355
3180 | 0,2512 | 0,2533 | 0,2576 | 0,2508 | 3180 | 0,2507 | 0,2549 | 0,2322 | 0,2364
3210 | 0,2512 | 0,2532 | 0,2575 | 0,2513 | 3210 0,2515 | 0,2549 | 0,2328 | 0,2371
3240 | 0,2512 | 0,2531 | 0,2574 | 0,2515 | 3240 | 0,2529 | 0,2548 | 0,2340 | 0,2385
3270 | 0,2511 | 0,2529 | 0,2573 | 0,2518 | 3270 | 0,2532 | 0,2546 | 0,2352 | 0,2403
3300 | 0,2510 | 0,2528 | 0,2570 | 0,2520 | 3300 | 0,2530 | 0,2548 | 0,2341 | 0,2396
3330 | 0,2510 | 0,2526 | 0,2569 | 0,2523 | 3330 | 0,2546 | 0,2548 | 0,2355 | 0,2413
3360 | 0,2509 | 0,2526 | 0,2568 | 0,2523 | 3360 | 0,2559 | 0,2546 | 0,2375 | 0,2429
3390 | 0,2509 | 0,2524 | 0,2567 | 0,2526 | 3390 | 0,2568 | 0,2547 | 0,2401| 0,2445




| 3420 0,2508 | 0,2522 | 0,2565 | 0,2527 | 3420 | 0,2571 | 0,2546 | 0,2410 | 0,2448
3450 | 0,2506 | 0,2520 | 0,2563 | 0,2527 | 3450 | 0,2571 | 0,2542 | 0,2425 | 0,2459
3480 | 0,2504 | 0,2517 | 0,2561 | 0,2528 | 3480 0,2572 | 0,2542 | 0,2437 | 0,2467

3510 | 0,2502 | 0,2515 | 0,2560 | 0,2527 | 3510 | 0,2570 | 0,2541 | 0,2444 | 0,2473
3540 | 0,2501 | 0,2514 | 0,2559 | 0,2527 | 3540 | 0,2569 | 0,2543 | 0,2451 | 0,2479
3570 | 0,2500 | 0,2511 | 0,2557 | 0,2527 | 3570 | 0,2569 | 0,2541 | 0,2458 | 0,2487
3600 | 0,2499 | 0,2509 | 0,2556 | 0,2526 | 3600  0,2568  0,2542 | 0,2457 | 0,2486
3630 | 0,2497 | 0,2506 | 0,2554 | 0,2525 | 3630 | 0,2567  0,2541 | 0,2468 | 0,2500
3660 | 0,2495 | 0,2504 | 0,2551 | 0,2521 | 3660 | 0,2565 | 0,2540 | 0,2471| 0,2504
3690 | 0,2492 | 0,2501 | 0,2550 | 0,2521 | 3690 | 0,2567 | 0,2538 | 0,2483 | 0,2517
3720 | 0,2491 | 0,2499 | 0,2549 | 0,2520 | 3720 | 0,2564  0,2537 | 0,2500 | 0,2535
3750 | 0,2491 | 0,2498 | 0,2547 | 0,2518 | 3750 | 0,2565  0,2538 | 0,2506 | 0,2544

3780 | 0,2490 | 0,2496 | 0,2546 | 0,2520 | 3780 | 0,2565 | 0,2536 | 0,2511 | 0,2551
3810 | 0,2487 | 0,2492 | 0,2544 | 0,2518 | 3810 0,2564 | 0,2533 | 0,2513 | 0,2555
3840 | 0,2486 | 0,2490 | 0,2541 | 0,2516 | 3840 | 0,2562 | 0,2533 | 0,2510 | 0,2552
3870 | 0,2483 | 0,2485 | 0,2540 | 0,2515 | 3870 | 0,2562 | 0,2534 | 0,2507 | 0,2551
3900 | 0,2482 | 0,2484 | 0,2539 | 0,2515 | 3900 | 0,2560 | 0,2532 | 0,2506 | 0,2551
3930 | 0,2481 | 0,2482 | 0,2538 | 0,2515 | 3930 | 0,2561 | 0,2531 | 0,2507 | 0,2548
3960 | 0,2480 | 0,2480 | 0,2538 | 0,2515 | 3960 0,2560 | 0,2530 | 0,2506 | 0,2550

3990 | 0,2480 | 0,2480 | 0,2537 | 0,2515 | 3990 | 0,2563 | 0,2529 | 0,2508 | 0,2549
4020 | 0,2480 | 0,2478 | 0,2537 | 0,2515 | 4020 | 0,2563 | 0,2530 | 0,2508 | 0,2547
4050 | 0,2479 | 0,2476 | 0,2536 | 0,2515 | 4050 | 0,2561 | 0,2532 | 0,2507 | 0,2543
4080 | 0,2479 | 0,2474 | 0,2536 | 0,2515 | 4080  0,2563 | 0,2530 | 0,2509 | 0,2547
4110 | 0,2479 | 0,2474 | 0,2536 | 0,2516 | 4110 0,2564 | 0,2532 | 0,2509 | 0,2549
4140 | 0,2480 | 0,2472 | 0,2536 | 0,2516 | 4140 0,2566 | 0,2533 | 0,2513 | 0,2554
4170 | 0,2480 | 0,2472 | 0,2537 | 0,2517 | 4170 | 0,2569 | 0,253 | 0,2514 | 0,2556
4200 | 0,2481 | 0,2472 | 0,2539 | 0,2520 | 4200 0,2570 | 0,2535 | 0,2517 | 0,2558
4230 | 0,2480 | 0,2470 | 0,2538 | 0,2518 | 4230 | 0,2572 | 0,2538 | 0,2518 | 0,2561
4260 | 0,2479 | 0,2467 | 0,2538 | 0,2519 | 4260 | 0,2574 | 0,2539 | 0,2519 | 0,2559
4290 | 0,2479 | 0,2466 | 0,2538 | 0,2517 | 4290 | 0,2574 | 0,2540 | 0,2517 | 0,2559
4320 | 0,2480 | 0,2467 | 0,2539 | 0,2517 | 4320 | 0,2575 | 0,2539 | 0,2517 | 0,2557
4350 | 0,2480 | 0,2466 | 0,2539 | 0,2518 | 4350 | 0,2576 | 0,2539 | 0,2516 | 0,2559
4380 | 0,2478 | 0,2464 | 0,2538 | 0,2516 | 4380 | 0,2576 | 0,2539 | 0,2513 | 0,2555

4410 | 0,2477 | 0,2462 | 0,2538 | 0,2516 | 4410 | 0,2577 | 0,2539 | 0,2512 | 0,2556
4440 | 0,2475 | 0,2460 | 0,2537 | 0,2514 | 4440 | 0,2575 | 0,2538 | 0,2514 | 0,2555
4470 | 0,2474 | 0,2458 | 0,2536 | 0,2511 | 4470 | 0,2576 | 0,2537 | 0,2515 | 0,2556
4500 | 0,2472 | 0,2456 | 0,2535 | 0,2510 | 4500 | 0,2576 | 0,2533 | 0,2512 | 0,2555
4530 | 0,2470 | 0,2454 | 0,2534 | 0,2508 | 4530 | 0,2574 | 0,2533 | 0,2511 | 0,2553
4560 | 0,2469 | 0,2453 | 0,2533 | 0,2507 | 4560 | 0,2572 | 0,2533 | 0,2508 | 0,2552
4590 | 0,2467 | 0,2453 | 0,2533 | 0,2505 | 4590 | 0,2573 | 0,2529 | 0,2508 | 0,2550
4620 | 0,2465 | 0,2450 | 0,2532 | 0,2502 | 4620 | 0,2571 | 0,2532 | 0,2511 | 0,2551
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4650 | 0,2462 | 0,2448 | 0,2530 | 0,2500 | 4650 | 0,2571 | 0,2532 | 0,2509 | 0,2549
4680 | 0,2460 | 0,2447 | 0,2529 | 0,2499 | 4680  0,2572 | 0,2529 | 0,2513 | 0,2551
| 4710 | 0,2457 | 0,2446 | 0,2527 | 0,2495 | 4710 0,2568 | 0,2529 | 0,2508 | 0,2549
4740 | 0,2454 | 0,2444 | 0,2526 | 0,2493 | 4740 | 0,2568 | 0,2529 | 0,2506 | 0,2547
4770 | 0,2452 | 0,2442 | 0,2524 | 0,2490 | 4770 | 0,2567 | 0,2529 | 0,2509 | 0,2547 |
4800 | 0,2450 | 0,2441 | 0,2523 | 0,2489 | 4800 | 0,2565 | 0,2527 | 0,2507 | 0,2544
4830 | 0,2449 | 0,2440 | 0,2522 | 0,2487 | 4830 | 0,2565 | 0,2525 | 0,2506 | 0,2544
4860 | 0,2446 | 0,2438 | 0,2522 | 0,2485 | 4860 | 0,2565 | 0,2523 | 0,2502 | 0,2542
4890 | 0,2443 | 0,2435 | 0,2519 | 0,2482 | 4890 | 0,2563 | 0,2521 | 0,2498 | 0,2539
4920 | 0,2440 | 0,2434 | 0,2518 | 0,2479 | 4920 | 0,2560 | 0,2520 | 0,2500 | 0,2539
4950 | 0,2437 | 0,2432 | 0,2516 | 0,2477 | 4950 | 0,2559 | 0,2517 | 0,2496 | 0,2538
4980 | 0,2433 | 0,2431 | 0,2516 | 0,2475 | 4980 | 0,2559 | 0,2517 | 0,2496 | 0,2537
5010 | 0,2430 | 0,2431 | 0,2515 | 0,2473 | 5010 | 0,2558 | 0,2517 | 0,2497 | 0,2538 |
5040 | 0,2426  0,2430 | 0,2515 | 0,2472 | 5040 | 0,2557 | 0,2515 | 0,2497 | 0,2537
5070 | 0,2422 | 0,2429 | 0,2513 | 0,2470 | 5070 0,2556 | 0,2514 | 0,2495 | 0,2534
5100 | 0,2419 | 0,2428 | 0,2511 | 0,2467 | 5100 0,2556 | 0,2514 | 0,2492 | 0,2536
5130 | 0,2416 | 0,2427 | 0,2510 | 0,2464 | 5130 | 0,2553 | 0,2512 | 0,2492 | 0,2534 |
5160 | 0,2412 | 0,2426 | 0,2509 | 0,2463 | 5160  0,2553 | 0,2510 | 0,2489 | 0,2531
5190 | 0,2410 | 0,2426 | 0,2509 | 0,2462 | 5190  0,2551 | 0,2507 | 0,2489 0,2530 |
5220 | 0,2407 | 0,2425 | 0,2509 | 0,2461 | 5220  0,2549 | 0,2508 | 0,2489 | 0,2531 |
5250 | 0,2403 | 0,2425 | 0,2508 | 0,2459 | 5250 | 0,2549 | 0,2508 | 0,2486 | 0,2528 |
5280 | 0,2400 | 0,2424 | 0,2507 | 0,2457 | 5280 | 0,2548 | 0,2504 | 0,2488 | 0,2529
5310 | 0,2396 | 0,2424 | 0,2506 | 0,2455 | 5310 | 0,2546 | 0,2503 | 0,2485 | 0,2527
5340 | 0,2392 | 0,2423 | 0,2504 | 0,2452 | 5340 | 0,2547 | 0,2503 | 0,2484 | 0,2526
5370 | 0,2389 | 0,2421 | 0,2503 | 0,2450 | 5370 | 0,2545 | 0,2502 | 0,2482 | 0,2525
| 5400 | 0,2384 | 0,2422 | 0,2502 | 0,2450 | 5400 | 0,2546 | 0,2502 | 0,2483 | 0,2526
5430 | 0,2382 | 0,2423 | 0,2503 | 0,2448 | 5430 | 0,2547 | 0,2501 | 0,2486 | 0,2528 |
5460 | 0,2380 | 0,2424 | 0,2504 | 0,2448 | 5460 | 0,2545 | 0,2500 | 0,2485 0,2525
5490 | 0,2376 | 0,2424 | 0,2503 | 0,2446 | 5490 | 0,2545 | 0,2502 | 0,2483 | 0,2525
5520 | 0,2373 | 0,2423 | 0,2504 | 0,2445 | 5520 | 0,2546 | 0,2502 | 0,2481| 0,2524
5550 | 0,2371 | 0,2425 | 0,2504 | 0,2444 | 5550 | 0,2545 | 0,2502 | 0,2484 | 0,2525
5580 | 0,2369 | 0,2427 | 0,2505 | 0,2444 | 5580 | 0,2547 | 0,2502 | 0,2480 | 0,2525
5610 | 0,2368 | 0,2430 | 0,2507 | 0,2445 | 5610 | 0,2549 | 0,2504 | 0,2483 | 0,2529
5640 | 0,2366 | 0,2432 0,2508 | 0,2444 | 5640 | 0,2551 | 0,2502 | 0,2486 | 0,2531
5670 | 0,2364 | 0,2433 | 0,2508 | 0,2444 | 5670 | 0,2552 | 0,2504 | 0,2487 | 0,2530
5700 | 0,2361 | 0,2434 | 0,2508 | 0,2442 | 5700 | 0,2552 | 0,2503 | 0,2489 | 0,2532
5730 | 0,2359 | 0,2435 | 0,2508 | 0,2440 | 5730 | 0,2553 | 0,2506 | 0,2488 | 0,2531
5760 | 0,2356 | 0,2436 | 0,2508 | 0,2440 | 5760 | 0,2554 | 0,2507 | 0,2489 | 0,2531 |
5790 | 0,2355 | 0,2436 | 0,2509 | 0,2438 | 5790 | 0,2553 | 0,2506 | 0,2488 | 0,2531 |
5820 | 0,2352 | 0,2438 | 0,2509 | 0,2438 | 5820 | 0,2554 | 0,2507 | 0,2488 | 0,2532
5850 | 0,2349 | 0,2438 | 0,2509 | 0,2435 | 5850  0,2552 | 0,2508 | 0,2487 | 0,2532
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5880 | 0,2347

0,2439

0,2510

0,2434

SEE0

0,2553 | 0,2508 | 0,2485 | 0,2530
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5910 | 0,2345

0,2435

0,2508

0,2431

5910

0,2554

0,2508

0,2484 |

0,2529

5940 | 0,2343

0,2439

0,2508

0,2428

5540

0,2553

0,2509

0,2480

0,2528

5970 | 0,2340

0,2437

0,2507

0,2426

5970

0,2551

0,2507

0,2480

0,2528

6000 | 0,2338

0,2436

0,2506

0,2424

6000

0,2552

0,2506

0,2479

0,2528

6030 | 0,2336

0,2437

6060 | 0,2333

0,2436

0,2505
0,2506

0,2421
0,2419

6030
6060

0,2552

0,2554

0,2503

0,2479

0,2528

0,2505

0,2478

0,2525

6090 | 0,2331

0,2438

0,2506

0,2418

6090

0,2504

0,2477

0,2525

6120 | 0,2327

0,2437

0,2504

0,2415

6120

0,2552

0,2503

0,2473

0,2522

6150 | 0,2324

0,2436

0,2504

0,2413

6150

0,2551

0,2501

0,2472

0,2522

6180 | 0,2321

et

6210 | 0,2319

0,2503

0,2411

6180

0,2550

0,2500 |

0,2472

0,2522

0,2407

6210

0,2550

0,2499 |

0,2469

0,2521

6240 0,2315

0,2503

0,2405

6240

0,2547

0,2498 |

0,2468

0,2519

6270  0,2313

0,2501

ﬂ,:qﬁl

6270

0,2548

0,2498

0,2466

0,2519

0,2500

0,2399

6300

0,2547 |

0,2497

0,2466

0,2516

6300 | 0,2309
6330 | 0,2306

0,2457

0,23595

6330

0,2545 |

0,2497

0,2463

0,2516

6360  0,2302

0,2494

0,2393

6360

0,2543

0,249

0,2461

0,2514

6390 | 0,2300

0,24%94

0,2391

6390

0,2541

0,24%94

0,2458

0,2513

6420 | 0,2298

0,2493

0,2389

6420

0,2541

0,2495

0,2458

0,2511

6450 | 0,2294

0,2491

0,2387

6450

0,2541

0,2492

0,2455

6480 | 0,2291

0,2490

0,2383

B480

0,2541

0,2493

0,2456

0,2506

6510 | 0,2288

0,2487

0,2380

6510

10,2539

0,2491

0,2453

0,2505

6540 | 0,2284

0,2430

0,2485

0,2377

6540

10,2539

0,2489

0,2447

0,2500

6570 | 0,2281

0,2495

0,2373

8570

0,2539

0,2486

0,2447

0,2500 |

6600 | 0,2277

0,2428

0,2482

0,2370

6600

0,2535

0,2488

0,2443 |

0,2496

| 6630 | 0,2274

0,2427

6660 | 0,2271

0,2427

0,2481

0,2368

6630

0,2538

0,2487

0,2441

0,2495

10,2480

0,2366

6660

0,2536

0,2487

0,2435

0,2492

6690 | 0,2268

0,2427

0,2479

0,2364

6690

0,2535

0,2486

0,2436

0,2491

6720 | 0,2265

0,2425

0,2477

0,2359

6720

0,2534

0,2484

0,2432

0,2486

6750 | 0,2261

0,2424

0,2476

0,2357

6750

0,2533

0,2484

0,2431

0,2484

6780 | 0,2258

0,2424

0,2475

0,2356

6780

0,2534

0,2481

0,2426

0,2482

6810 | 0,2256

0,2410

0,2430

0,2354

6810

0,2531

0,2481

0,2427

0,2481

6840 | 0,2254

0,2424

0,2477

0,2352

6240

0,2532

0,2483

0,2424

0,2482

6870 | 0,2253

0,2425

0,2478

0,2352

EB70

0,2531

0,2482

0,2422

0,2480

6900 | 0,2250

0,2426

0,2477

0,2350

6900

0,2533

0,2482

0,2422

0,2478

6930 | 0,2247

0,2426

0,2478

0,2348

6930

0,2530

0,2483

0,2419

0,2476 |

6960 | 0,2247

0,2426

0,2481

0,2346

6960

0,2531

0,2482

0,2418

0,2474

6990 | 0,2247

0,2424 |

0,2486

0,2348

6990

10,2531

0,2481

0,2414

0,2473

7020 | 0,2247

1

0,2429 |

0,2487

0,2349

7020

0,2533

0,2482

0,2414

0,2471

7050 | 0,2247

0,2434

0,2487

0,2350

7050

0,2532

0,2482

0,2412

0,2473

| 7080 | 0,2246

0,2436

10,2489

0,2349

7080

0,2533

0,2483

0,2412 |

0,2474 |
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7110 | 0,2244 | 0,2438 | 0,2491 | 0,2349 | 7110 | 0,2533 | 0,2484 | 0,2412 [ 0,2473 |
7140 | 0,2243 | 0,2438 | 0,2494 | 0,2349 | 7140 | 0,2533 | 0,2482 | 0,2412 | 0,2474 |
7170 | 0,2239  0,2438 | 0,2493 | 0,2348 | 7170 | 0,2534 | 0,2482 | 0,2417 | 0,2477 |
7200 | 0,2236 | 0,2438 | 0,2494 | 0,2344 | 7200 | 0,2535 | 0,2480 | 0,2418 | 0,2479
7230 | 0,2234 | 0,2440 | 0,2495 | 0,2343 | 7230 | 0,2534 | 0,2482 | 0,2419 | 0,2482
7260 | 0,2231 | 0,2439 | 0,2497 | 0,2343 | 7260 | 0,2535 | 0,2483 | 0,2422 | 0,2487
7290 | 0,2227 | 0,2440 | 0,2498 | 0,2341 | 7290 | 0,2534 | 0,2482 | 0,2423 | 0,2490
7320 | 0,2222 | 0,2438 | 0,2497  0,2336 | 7320 | 0,2534 | 0,2481 | 0,2426 | 0,2490
7350 | 0,2212 | 0,2424 | 0,2505 | 0,2328 | 7350 | 0,2535 | 0,2483 | 0,2425 | 0,2492
7380 | 0,2215 | 0,2422 | 0,2503 | 0,2325 | 7380 | 0,2536 | 0,2482 | 0,2428 | 0,2494
7410 | 0,2214 | 0,2420 | 0,2501 | 0,2321 | 7410 | 0,2535 | 0,2481 | 0,2429 | 0,2495
7440 | 0,2213 | 0,2419 | 0,2500 | 0,2319 | 7440 | 0,2533 | 0,2481 | 0,2432 | 0,2496
| 7470 0,2212 | 0,2419 | 0,2499 | 0,2317 | 7470 | 0,2534 | 0,2480 | 0,2432 | 0,2498
7500 | 0,2210 | 0,2417 | 0,2499 | 0,2315 | 7500 0,2534 | 0,2482 | 0,2434 | 0,2498
7530 | 0,2207 | 0,2417 | 0,2498 | 0,2312 | 7530 | 0,2532 | 0,2481 | 0,2436 | 0,2499
7560 | 0,2203 0,2416 | 0,2498 | 0,2309 | 7560 0,2532 | 0,2480 | 0,2438  0,2501
1590 10,2201 | 0,2415 | 0,2496 | 0,2307 | 7590 | 0,2528 | 0,2476 | 0,2438 | 0,2500 |
7620 | 0,2196 | 0,2413 | 0,2494 | 0,2304 | 7620  0,2525 | 0,2476 | 0,2441 | 0,2502
| 7650 | 0,2194 | 0,2412 | 0,2493 | 0,2301 | 7650 | 0,2519 | 0,2474 | 0,2442 | 0,2506
| 7680 | 0,2189 | 0,2410 | 0,2492 | 0,2298 | 7680 0,2518 | 0,2471 | 0,2443  0,2506
7710 0,2183 | 0,2407 | 0,2489 | 0,2294 | 7710  0,2519 | 0,2473 | 0,2450 | 0,2510
7740 | 0,2177 | 0,2406 | 0,2488 | 0,2293 | 7740 0,2518 | 0,2470 | 0,2456 | 0,2512
7770 | 0,2172 | 0,2404 | 0,2487 | 0,2290 | 7770 | 0,2518 | 0,2470 | 0,2461 | 0,2513 |
7800 | 0,2164 | 0,2404 | 0,2486 | 0,2288 | 7800 | 0,2517 | 0,2469 | 0,2462 | 0,2513
7830 | 0,2159 | 0,2403 | 0,2485 | 0,2286 | 7830 | 0,2516 | 0,2470 | 0,2464 | 0,2516
7860 | 0,2156 | 0,2401 | 0,2483 | 0,2281 | 7860 | 0,2514 | 0,2468 | 0,2464 | 0,2513
7890 | 0,2149 | 0,2399 | 0,2481 | 0,2279 | 7890 10,2512 | 0,2468 0,2465 | 0,2513
7920 | 0,2145 | 0,2398 | 0,2480 | 0,2278 | 7920 | 0,2510 | 0,2465 | 0,2465 | 0,2512
7950 | 0,2144 | 0,2397 | 0,2479 | 0,2277 | 7950 | 0,2509 | 0,2465 | 0,2467 | 0,2511
7980 | 0,2142 | 0,2397 | 0,2478 | 0,2273 | 7980 | 0,2509 | 0,2463 | 0,2466 | 0,2514
8010 | 0,2141 | 0,2395 | 0,2477 | 0,2270 | 8010 | 0,2507 | 0,2461 | 0,2468 | 0,2514
8040 | 0,2136 | 0,2395 | 0,2476 | 0,2269 | 8040 | 0,2507 | 0,2460 | 0,2469 | 0,2517
8070 | 0,2132 | 0,2393 | 0,2475 | 0,2267 | 8070 | 0,2504 | 0,2460 | 0,2468 | 0,2517
8100 | 0,2129 | 0,2393 | 0,2474 | 0,2264 | 8100 | 0,2500 | 0,2458 | 0,2469 | 0,2518
8130 | 0,2126 | 0,2391 | 0,2473 | 0,2259 | 8130 | 0,2498 | 0,2458 | 0,2470| 0,2519
8160 | 0,2124 | 0,2388 | 0,2471 | 0,2258 | 8160 | 0,2496 | 0,2453 | 0,2472 | 0,2522
8190 | 0,2123 | 0,2387 | 0,2468 | 0,2255 | 8190 | 0,2495 | 0,2456 | 0,2472 | 0,2523
8220 | 0,2121 | 0,2385 | 0,2466 | 0,2252 | 8220 | 0,2492 | 0,2455 | 0,2474 | 0,2524
8250 | 0,2119 | 0,2383 | 0,2465 | 0,250 | 8250 | 0,2488 | 0,2454 | 0,2474 | 0,2524
8280 | 0,2117 | 0,2383 | 0,2465 | 0,2249 | 8280 | 0,2486 | 0,2454 | 0,2476 | 0,2527
8310 | 0,2117 | 0,2382 | 0,2464 | 0,2246 | 8310 | 0,2485 | 0,2454 | 0,2475 | 0,2529
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| 8340]0,2117 [ 0,2382 | 0,2464 [ 0,2243 | 8340 | 0,2486 | 0,2455 | 0,2478 | 0,2529
8370 | 0,2116 | 0,2383 | 0,2465 | 0,2244 | 8370 0,2484 | 0,2453 | 0,2478 | 0,2530
8400 | 0,2115 | 0,2384 | 0,2466 | 0,2241 | 8400 0,2483 | 0,2454 | 0,2478 | 0,2529

8430 | 0,2115 | 0,2384 | 0,2466 | 0,2240 | 8430 0,2483 | 0,2453 | 0,2480 | 0,2530
8460 | 0,2115 | 0,2384 | 0,2465 | 0,2240 | 8460 | 0,2480 | 0,2455 | 0,2481 | 0,2529

8490 | 0,2113 | 0,2385 | 0,2467 | 0,2239 | 8490 | 0,2478 | 0,2456 | 0,2480 | 0,2529
8520 | 0,2111 | 0,2385 | 0,2466 | 0,2234 | 8520 | 0,2475 | 0,2455 | 0,2482 | 0,2530
8550 | 0,2111 | 0,2385 | 0,2468 | 0,2234 | 8550 | 0,2472 | 0,2458 | 0,2482 | 0,2531
8580 | 0,2108 | 0,2385 | 0,2467  0,2231 | 8580 0,2471 | 0,2459 | 0,2482 | 0,2530
8610 | 0,2106 | 0,2384 | 0,2466 | 0,2228 | 8610 | 0,2472 | 0,2459 | 0,2484 | 0,2532
8640 | 0,2105 | 0,2382 | 0,2464 | 0,2225 | 8640 | 0,2470 | 0,2460 | 0,2483 | 0,2532 |

| 8670 | 0,2103 | 0,2381 | 0,2463 | 0,2222 | 8670 | 0,2469 | 0,2459 | 0,2484 | 0,2533 |
8700 | 0,2101 | 0,2379 | 0,2461 | 0,2220 | 8700 | 0,2467 | 0,2462 | 0,2485 | 0,2533

8730 | 0,2099 | 0,2378 | 0,2459 | 0,2216 | 8730 | 0,2463 | 0,2460 | 0,2486 | 0,2534
8760 | 0,2098 | 0,2376 | 0,2457 | 0,2213 | 8760  0,2461 | 0,2459 | 0,2486 | 0,2532
8790 | 0,2094 | 0,2374 | 0,2455 | 0,2210 | 8790 | 0,2459 | 0,2458 | 0,2485 | 0,2533
8820 | 0,2091 | 0,2372 | 0,2454 | 0,2206 | 8820 | 0,2458 | 0,2460 | 0,2487 | 0,2534
8850 | 0,2089 | 0,2370 | 0,2451 | 0,2203 | 8850 | 0,2455 | 0,2458 | 0,2486 | 0,2535 |
8880 | 0,2089 | 0,2367 | 0,2448 | 0,2200 | 8880 | 0,2454 | 0,2460 | 0,2489 | 0,2535 |
8910 | 0,2087 | 0,2364 | 0,2445 | 0,2200 | 8910 | 0,2453 | 0,2459 | 0,2489 | 0,2537
8940 | 0,2086 | 0,2362 | 0,2443 | 0,2196 | 8940 | 0,2451 | 0,2461 | 0,2489 | 0,2536
8970 | 0,2085 | 0,2359 | 0,2441 | 0,2193 | 8970 | 0,2451 | 0,2461 | 0,2488 | 0,2535
9000 | 0,2084 | 0,2358 | 0,2439 | 0,2193 | 9000 | 0,2449 | 0,2461 | 0,2486 | 0,2533
9030 | 0,2083 | 0,2356 | 0,2437 | 0,2191 | 9030 | 0,2446 | 0,2459 | 0,2485 | 0,2533
9060 | 0,2081 | 0,2353 | 0,2434 | 0,2190 | 9060 | 0,2443 | 0,2457 | 0,2486 | 0,2532
9090 | 0,2081 | 0,2350 | 0,2431 | 0,2186 | 9090 | 0,2439 | 0,2459 | 0,2486 | 0,2534
9120 10,2080 | 0,2348 | 0,2429 | 0,2185 | 9120 | 0,2441 | 0,2456 | 0,2486 | 0,2531

9150 | 0,2078 | 0,2346 | 0,2426 | 0,2184 | 9150 | 0,2441 | 0,2457 | 0,2486 | 0,2531
9180 | 0,2076 | 0,2344 | 0,2424 | 0,2183 | 9180 | 0,2440 | 0,2456 | 0,2485 | 0,2532

| 9210 | 0,2076 | 0,2341 | 0,2421 | 0,2182 | 9210 | 0,2440 | 0,2458 | 0,2485 | 0,2532
9240 | 0,2076 | 0,2339 | 0,2420 | 0,2183 | 9240 0,2439 | 0,2457 | 0,2484 | 0,2533
9270 | 0,2072 | 0,2337 | 0,2417 | 0,2180 | 9270  0,2435 | 0,2458 | 0,2483 | 0,2531
9300 | 0,2073 | 0,2334 | 0,2415 | 0,2178 | 9300 | 0,2431 | 0,2458 | 0,2482 | 0,2529
9330 | 0,2072 | 0,2331 | 0,2412 | 0,2177 | 9330  0,2429 | 0,2455 | 0,2480 | 0,2529
9360 | 0,2069 | 0,2328 | 0,2408 | 0,2176 | 9360 | 0,2428 | 0,2455 | 0,2478 | 0,2529

9390 | 0,2066 | 0,2324 | 0,2405 | 0,2175 | 9390 | 0,2429 | 0,2454 | 0,2480 | 0,2526
9420 | 0,2067 | 0,2322 | 0,2403 | 0,2174 | 9420 | 0,2428 | 0,2453 | 0,2479 | 0,2526
9450 | 0,2066 | 0,2320 | 0,2401 | 0,2175 | 9450 | 0,2430 | 0,2452 | 0,2479 | 0,2526
9480 | 0,2066 | 0,2318 | 0,2398 | 0,2176 | 9480 | 0,2433 | 0,2451 | 0,2478 | 0,2527
9510 | 0,2064 | 0,2315 | 0,2396 | 0,2175 | 9510 | 0,2433 | 0,2452 | 0,2477 | 0,2528
9540 | 0,2063 | 0,2313 | 0,2392 | 0,2173 | 9540 | 0,2433 | 0,2451 | 0,2476 | 0,2527




152

9570 | 0,2062 | 0,2309 | 0,2390 | 0,2173 | 9570 0,2433 [ 0,2449 | 0,2477 | 0,2523
9600 | 0,2061 | 0,2307 | 0,2388 | 0,2174 | 9600 0,2435 | 0,2448 | 0,2474 | 0,2524
9630 | 0,2059 | 0,2305 | 0,2386 | 0,2171 | 9630  0,2432 | 0,2445 | 0,2474 | 0,2524
9660 | 0,2060 | 0,2304 | 0,2385 | 0,2172 | 9660 | 0,2434 | 0,2446 | 0,2473 | 0,2526
9690 | 0,2060 | 0,2303 | 0,2384 | 0,2171 | 9690  0,2436 | 0,2443 | 0,2474 | 0,2523
9720 | 0,2059 | 0,2301 | 0,2382 [ 0,2171 | 9720 | 0,2439 | 0,2444 | 0,2472 | 0,2521
9750 | 0,2059 | 0,2299 | 0,2381 | 0,2170 | 9750 0,2438 | 0,2441 | 0,2475 | 0,2524

9780 | 0,2438 | 0,2442 | 0,2473 | 0,2523
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Cuadro B3. Datos de corriente en el tiempo del ensayo de CCM con agua miel de

café con Shewanello oneidensis inoculada.

Tiempo | Control | Réplical @ Réplica2 | Réplica3
(min) (mA) (mA) (mA) (mA)
0 | 00072 | 0,0048 0,0075 0,0060

30 0,1475 | 0,1286 0,1598 0,1597

80 0,1662 | 0,1453 0,1745 0,1759
90 0,1772 | 0,1566 0,1841 | 0,1856
120 0,1810 | 0,1645 0,1895 0,1908
150 0,1877 | 0,1708 0,1953 0,1963
180 | 0,1920  0,1759 0,1997 0,2000
210 0,1958 = 0,1802 0,2035 0,2026
240 0,1987 | 0,1840 | 0,2066 0,2049
270 0,2010 | 0,1868 0,2092 0,2065
300 0,2013 | 0,1870 0,2094 0,2066
330 0,2037 | 0,1897 0,2119 0,2081
360 0,2059 | 0,1919 0,2139 0,2093
390 0,2078 | 0,1942 0,2157 0,2106
420 0,2092 | 0,1961 0,2172 0,2118
450 0,2108 = 0,1979 02187 | 02131

480 0,2120 | 0,1996 0,2198 | 02141
510 0,2133 | 0,2010 0,2210 0,2154
540 0,2145 | 0,2027 0,2219 0,2164
570 0,2156 | 0,2043 | 0,2228 0,2174
600 | 0,2164 | 02055 | 02238 | 0,2183
630 0,2174 | 0,2066 | 0,2248 0,2194
660 | 0,2181 | 0,2076 | 0,2254 0,2205
690 0,2189 | 0,2085 0,2258 0,2217
720 | 0,2196 | 0,2088 0,2261 0,2229
750 0,2201 | 0,2087 0,2267 0,2236
780 0,2206 | 0,2088 0,2271 0,2245
810 0,2211 | 02093 | 0,2276 0,2251

840 0,2216 | 0,2097 0,2282 0,2257
870 0,2220 | 0,2103 0,2289 0,2263
900 0,2225 | 0,2113 0,2296 0,2272
902 0,2225 | 0,2113 0,2297 0,2271
930 0,2228 | 0,2121 0,2299 0,2279




960 | 02235 | 0,2131 0,2302 0,2288
990 | 0,2241 | 0,2140 0,2305 0,2296
1020 | 0,2249 | 0,2150 0,2308 02302 |
1050 | 0,2260 | 0,2160 0,2310 0,2308 |
1080 | 02273 | 0,2167 0,2314 0,2313
1110 | 0,2289 | 02176 0,2319 02319
1140 | 02312 @ 0,2186 0,2324 0,2324
1170 | 0,2345 | 0,2202 0,2331 0,2331
1200 | 0,2377 | 0,2222 0,2339 0,2338 |
1230 | 02413 | 002248 | 02347 0,2347 |
1260 | 02447 | 02291 0,2359 0,2358
1290 | 0,2478 = 0,2346 0,2370 0,2368
1320 | 0,2510 | 0,2426 0,2385 0,2386
1350 | 0,2543 | 0,2501 0,2400 0,2405
1380 | 0,2575 | 0,2593 0,2419 0,2428
1410 | 02608 | 0,2681 0,2445 0,2459 |
1440 | 02643 @ 0,2774 0,2478 0,2493 |
1470 0,2683 0,2825 0,2521 0,2537
1500 | 0,2723 | 0,2837 0,2573 0,2590
1530 | 022763 | 0,2842 0,2627 0,2644 |
1560 | 0,2799 @ 0,2846 0,2682 0,2701
1590 | 0,2809 = 0,2849 0,2726 0,2747
1620 | 0,2813 | 0,2853 0,2754 0,2777
| 1650 0,2817 | 0,2855 0,2776 0,2801 |
| 1680 | 0,2815  0,2855 0,2793 0,2818
1710 | 0,2814 | 10,2856 0,2809 0,2836
1740 | 0,2813 = 0,2854 0,2818 0,2847
1770 | 0,2813 | 0,2855 0,2820 0,2849
1800 | 0,2812 | 0,2854 0,2821 0,2850
1830 | 0,2813 | 0,2855 0,2821 0,2851
1860 | 0,2812 | 0,2854 0,2822 0,2850
1890 | 0,2812 | 0,2854 0,2821 0,2851
1920 | 0,2811 | 0,2854 0,2821 0,2851
1950 | 0,2810 | 0,2854 0,2822 0,2851
1980 | 0,2809 | 0,2853 0,2822 0,2851
2010 | 0,2808 | 0,2852 0,2822 0,2851
2040 | 0,2806 A 0,2851 0,2822 0,2851
2070 | 0,2805 | 0,2851 0,2822 0,2851
2100 | 02803 @ 0,2851 0,2822 0,2850
2130 0,2802 0,2849 0,2821 0,2849
2160 | 0,2799 | 0,2849 0,2820 0,2849 |
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2190 | 0,2796 | 0,2848 0,2820 0,2848 |
2220 | 0,2795 | 0,2849 0,2819 0,2848
2250 | 0,2790 | 0,2848 0,2819 0,2848
2280 | 0,2782 | 0,2848 0,2819 0,2848
2310 | 0,2781 | 0,2847 | 0,2818 0,2846
2340 | 0,2780 | 02847 | 0,2818 0,2846
2370 | 0,2778 | 0,2846 0,2818 0,2846
2400 | 0,2778 | 0,2846 0,2817 0,2845
2430 | 0,2779 | 0,2845 0,2817 0,2845
2460 | 0,2779 | 0,2845 0,2816 0,2845
2490 | 0,2778 | 0,2846 0,2817 0,2844
2520 | 0,2772 | 0,2844 0,2817 0,2844
2550 0,2768 = 0,2845 0,2817 0,2844
2580 | 0,2765 | 0,2844 0,2817 0,2845
2610 | 0,2768 @ 0,2845 0,2816 0,2845
2640 | 02764 | 0,2844 0,2817 0,2845
2670 | 0,2765 @ 0,2846 0,2818 0,2846 |
2700 | 0,2760 | 0,2847 0,2819 0,2847 |
2730 | 0,2764 | 0,2849 0,2821 0,2848 |
2760 | 0,2760 | 0,2849 0,2822 0,2848
2790 | 0,2762 | 0,2850 0,2821 0,2846
2820 | 0,2763 | 0,2850 0,2821 0,2845 |
2850 | 0,2760 | 0,2850 0,2822 0,2846
2880 | 0,2755 | 0,2853 0,2825 0,2847
2910 | 0,2749 | 0,2855 0,2829 0,2852 |
2940 | 0,2729 @ 0,2854 0,2829 0,2854
2970 | 02722 | 02855 | 02830 | 02853 |
3000 | 0,2716 | 0,2856 0,2830 0,2854
3030 | 0,2720 | 0,2855 0,2829 0,2853 |
3060 | 0,2710 @ 0,2853 0,2827 0,2851 |
3090 | 0,2716 | 0,2852 0,2827 0,2850
3120 | 0,2714 | 0,2852 0,2828 0,2850
3150 | 0,2713 | 0,2851 0,2825 0,2847
3180 | 0,2710 | 0,2850 0,2824 0,2846
3210 | 0,2708 | 0,2847 0,2822 0,2844
3240 | 0,2713 | 0,2845 0,2820 0,2842
3270 | 0,2700 | 0,2844 0,2819 0,2841
3300 | 0,2707 | 0,2844 0,2819 0,2839
3330 | 0,2707 | 0,2842 0,2817 0,2838
3360 | 0,2707 | 0,2842 0,2817 0,2838
3390 | 0,2701 | 0,2841 0,2816 0,2837
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3420 | 0,2705 @ 0,2840 0,2815 @ 0,2836
| 3450 | 02708 002840 | 02814 0,2836
3480 | 0,2701 @ 0,2840 0,2814 0,2835

3510 | 0,2707 @ 0,2839 0,2813 0,2834

3540 | 0,2706 @ 0,2838 0,2813 0,2835

3570 | 0,2707 @ 0,2839 0,2812 0,2834 |
3600 | 0,2704  0,2837 0,2811 0,2833 |

3630 | 0,2704 @ 0,2837 0,2810 0,2833

3660 | 0,2706 0,2837 | 0,2810 0,2833

3690 | 0,2701  0,2837 0,2810 0,2832

3720 | 0,2705 0,2836 0,2811 0,2830

3750 | 0,2710 0,2836 0,2812 0,2827

3780 | 0,2704 0,2834 0,2812 0,2825

3810 | 0,2706 | 0,2833 0,2812 0,2824

3840 | 0,2703 @ 0,2832 0,2813 0,2823

3870 | 0,2706 | 0,2832 0,2814 0,2822

3900 | 0,2704 | 02832 | 0,2814 0,2822

3930 | 0,2707 | 0,2831 0,2814 0,2822

3960 | 0,2700 | 0,2830 0,2813 0,2823

3990 | 0,2703 | 0,2829 0,2812 0,2823

4020 | 0,2700 | 0,2829 0,2813 0,2823

4050 | 0,2703 | 0,2829 0,2814 0,2825

4080 | 0,2702 | 0,2829 0,2814 0,2824

4110 | 0,2702 | 0,2829 0,2814 0,2824

4140 | 0,2704 | 0,2827 0,2814 0,2824

4170 | 0,2718 | 0,2830 | 0,2815 0,2828

4200 | 0,2717 | 0,2833 0,2819 0,2829

4230 | 0,2717 | 0,2834 0,2818 0,2829

4260 | 0,2721 | 0,2832 0,2816 0,2827

4290 | 0,2718 | 0,2831 0,2814 0,2826

4320 | 0,2723 | 0,2829 0,2812 0,2825

4350 | 0,2724 | 0,2829 0,2812 0,2823

4380 | 0,2721 | 0,2828 0,2812 0,2822

4410 | 0,2720 | 0,2826 0,2811 0,2821

4440 | 0,2727 | 0,2825 0,2809 0,2819

4470 | 0,2720 | 0,2824 0,2809 0,2819

4500 | 0,2723 | 0,2821 0,2806 0,2814

4530 | 0,2716 | 0,2820 0,2804 0,2812

4560 | 0,2712 | 0,2818 0,2802 0,2811 |

4590 | 0,2711 | 0,2817 0,2800 0,2807

4620 | 0,2718 | 0,2816 0,2796 0,2805
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4650 | 02712 | 0,2813 0,2795 02802
4680 | 0,2710 | 0,2812 0,2793 0,2803
4710 | 02709 | 0,2812 0,2791 0,2802
4740 | 0,2703 | 0,2810 0,2790 0,2802
4770 | 0,2710 | 0,2809 0,2788 0,2801
4800 | 02708 | 02809 | 0,2787 0,2800
4830 | 02710 | 02808 | 02786 0,2800
4860 | 0,2709 0,2807 0,2785 0,2799
4890 | 0,2708 | 0,2806 0,2784 0,2800
4920 | 0,2706 | 0,2805 0,2783 0,2799
4950 | 02710 | 0,2804 0,2783 0,2800
4980 | 0,2710 | 0,2805 0,2782 0,2800
5010 0,2710 | 0,2804 0,2782 0,2800
5040 | 0,2706 | 0,2803 0,2781 0,2801
5070 | 0,2706 | 0,2803 0,2780 0,2800
5100 | 02708 | 0,2802 0,2779 0,2800
5140 | 0,2708 @ 0,2802 0,2778 0,2801
5170 | 0,2706 | 0,2801 0,2777 0,2800
5200 | 02704 | 0,2800 | 02778 0,2801
5230 0,2706 0,2800 0,2779 0,2798
5260 | 0,2709 | 0,2799 0,2779 0,2799
5290 0,2701 0,2799 0,2778 0,2799
5320 | 0,2700 | 0,2798 0,2777 0,2798
5350 | 0,2702 | 0,2799 0,2777 0,2798
5380 | 0,2701 | 0,2798 0,2776 0,2798
5410 | 02699 | 02797 | 02776 | 02799
5440 | 0,2704 | 0,2799 0,2777 0,2799
5470 | 0,2704 | 0,2799 0,2776 0,2799
5500 0,2705 0,2799 0,2776 0,2799
5530 | 0,2705 @ 0,2798 0,2776 0,2799
5560 | 0,2707 | 0,2800 0,2776 0,2800
5590 | 0,2699 | 0,2800 | 0,2777 0,2800
5620 | 0,2711 | 0,2800 | 0,2779 0,2804
5650 | 0,2708 = 0,2802 0,2780 0,2805
5680 | 0,2714 | 0,2804 0,2782 0,2806
5710 | 0,2719 | 0,2805 0,2783 0,2806
5740 | 0,2718 | 0,2806 0,2785 0,2808
5770 | 02721 | 0,2807 0,2785 0,2809
5800 | 0,2723 | 0,2808 0,2785 0,2810
5830 | 0,2728 | 0,2808 0,2786 0,2811
5860 | 0,2729 | 0,2809 0,2786 0,2811
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5890 | 0,2730 | 0,2808 0,2787 0,2811
5920 | 0,2729 | 0,2809 0,2787 0,2812
5950 | 0,2732 | 0,2810 0,2787 0,2812 |
5980 | 02733 | 02809 | 02787 | 0,2812
6010 | 0,2734 | 0,2810 0,2788 0,2811
6040 | 0,2733 | 0,2810 02788 | 0,2811 |
6070 | 0,2734 | 0,2810 0,2786 0,2810
6100 | 0,2733 | 0,2809 0,2785 0,2810
6130 | 0,2732 | 0,2808 0,2784 0,2809
6160 | 0,2730 | 0,2808 0,2783 0,2809 |
6190 | 0,2732 | 0,2808 0,2783 0,2809 |
6220 | 0,2733 | 0,2807 0,2781 0,2808
6250 | 0,2735 = 02807 | 0,2780 0,2807
6280 | 0,2732 0,2807 0,2779 0,2807
6310 | 0,2732 | 0,2807 0,2777 0,2807
6340 | 0,2733 = 0,2806 0,2776 0,2805
6370 0,2734 | 0,2806 0,2775 0,2804
6400 | 0,2730  0,2805 0,2774 0,2804
6430 | 0,2732  0,2804 0,2773 0,2802
6460 | 0,2732 | 0,2804 0,2771 0,2800
6490 | 0,2732  0,2802 0,2770 0,2799
6520 | 0,2729 | 0,2802 0,2768 0,2799
6550 | 0,2729  0,2800 0,2767 0,2798
6580 | 0,2726 @ 0,2801 0,2766 0,2796
6610 | 0,2725  0,2801 0,2764 0,2795
6640 | 0,2728 @ 0,2800 0,2763 0,2794
6670 | 0,2727 | 0,2800 | 0,2761 0,2794
6700 | 02728 | 0,2799 0,2761 0,2792
6730 | 02727 | 0,2799 0,2760 0,2792
6760 | 0,2729 | 0,2799 0,2758 0,2790
6790 | 0,2721 | 0,2798 0,2758 0,2789 |
6820 | 0,2724 | 02798 0,2757 0,2789 |
6850 | 0,2726 | 0,2796 0,2756 0,2788
6880 | 0,2723 | 0,2797 0,2756 0,2788
6910 | 0,2724 | 0,2798 0,2756 0,2787
6940 | 0,2726 = 0,2798 0,2757 0,2786
6970 | 0,2725 @ 0,2799 0,2756 0,2786
7000 | 0,2724 | 0,2799 0,2757 0,2788
7030 | 0,2726 | 0,2801 0,2758 0,2788
7060 | 0,2727 | 0,2802 0,2758 0,2789
7090 | 0,2729 | 0,2803 0,2759 0,2789
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| 0,2730 | 0,2804 0,2759 0,2790

| 0,2733 0,2805 0,2762 0,2791

| 0,2735 0,2807 0,2763 0,2792

' 0,2737 | 0,2808 0,2763 0,2794

0,2736 0,2808 0,2764 0,2793

0,2737 0,2808 0,2764 0,2794

0,2736 0,2809 0,2765 0,2794

0,2738 0,2810 0,2765 0,2794
0,2738 0,2810 0,2765 0,2794

0,2737 0,2811 0,2765 0,2795

0,2739 0,2811 0,2766 0,2794

0,2740 0,2810 0,2765 0,2794

0,2739 0,2811 0,2765 0,2795 |

0,2740 | 0,2812 0,2766 0,2794 |

0,2737 0,2811 0,2766 0,2793

0,2737 0,2810 0,2764 0,2794 |

0,2738 0,2810 0,2763 0,2793

0,2737 0,2810 0,2763 0,2792

0,2736 0,2810 0,2764 0,2791

0,2736 0,2809 0,2763 0,2791

0,2734 0,2809 0,2762 0,2790

0,2734 0,2808 0,2762 0,2789

.

0,2733 0,2808 0,2761 0,2789

S

0,2734 | 0,2809 0,2762 0,2788

0,2734 0,2808 0,2762 0,2788

0,2733 0,2808 0,2762 0,2788

0,2731 0,2807 0,2761 0,2787

0,2729 | 0,2807 0,2762 0,2788

0,2729 0,2807 0,2760 0,2787

0,2730 | 0,2806 0,2760 0,2786 |

0,2730 | 0,2806 0,2760 0,2786

0,2729 0,2806 0,2760 0,2785

0,2728 0,2806 0,2759 0,2785

0,2726 0,2806 0,2760 0,2784

0,2727 0,2806 0,2759 0,2784

0,2726 0,2805 0,2759 0,2783

0,2726 0,2806 0,2760 0,2784

0,2725 0,2806 0,2759 0,2783

0,2725 0,2805 0,2758 0,2781

0,2725 0,2804 0,2759 0,2781

0,2726 0,2805 0,2758 0,2781




8350 | 0,2725 | 0,2806 0,2759 0,2781
8380 | 0,2726 | 0,2807 | 0,2759 0,2781
8410 | 02728 02807 | 02761 0,2783
8840 | 02727 | 0,2808 | 02762 0,2784
8870 | 0,2731 | 0,2809 | 0,2763 0,2785
8900 | 02732 | 02811 | 02764 0,2785
8930 | 02733 | 0,2811 | 0,2764 0,2787
8360 | 0,2734 | 02814 | 02767 0,2788
8390 | 0,2737 | 0,2815 | 0,2768 0,2789
8420 | 02737 | 0,2817 | 02770 0,2791
8450 | 0,2740 | 0,2818 | 0,2772 0,2793
8480 | 02741 | 0,2819 | 02773 0,2794
8510 | 0,2740 | 0,2819 | 0,2773 0,2792
8540 | 0,2740 | 0,2820 | 0,2773 0,2794
8570 | 0,2741 | 0,2820 | 0,2773 0,2793
8600 | 0,2739 | 0,2820 0,2773 0,2793
8630 | 0,2738 | 0,2818 | 0,2771 0,2792
8660 | 0,2735 | 0,2816 | 0,2769 0,2788
8690 | 0,2732 | 0,2814 | 0,2765 0,2784
8720 | 0,2731 | 0,2813 0,2766 0,2785
8750 | 0,2731 | 0,2812 0,2766 0,2786
8780 | 0,2729 | 0,2810 | 0,2764 0,2785
8810 | 0,2729 | 0,2810 | 0,2765 0,2785
8840 | 0,2727 | 0,2809 | 0,2763 0,2784
8870 | 0,2726 | 0,2808 | 0,2763 0,2783
8900 | 0,2727 | 0,2807 | 0,2763 0,2784
8930 | 0,2725 | 02807 | 0,2764 0,2784
8960 | 0,2726 | 0,2807 | 0,2762 0,2783
8990 | 0,2725 | 0,2806 | 0,2762 0,2782
9020 | 0,2724 | 0,2806 0,2763 0,2782
9050 | 0,2726 & 0,2806 | 0,2762 0,2782
9080 | 0,2725 | 0,2806 | 0,2762 0,2783
9110 | 0,2724 | 0,2806 0,2761 0,2783
9140 | 0,2724 = 0,2805 0,2761 0,2782
9170 | 0,2724 | 0,2805 0,2761 0,2781
9200 | 0,2722 | 0,2804 | 0,2760 0,2781
9230 | 0,2722 = 0,2802 0,2760 0,2781
9260 | 0,2721 @ 0,2802 0,2760 0,2780
9290 | 0,2721 = 0,2802 | 0,2759 0,2779
9320 | 0,2721 @ 0,2800 | 0,2759 0,2780
9350 | 0,2721 | 0,2801 | 0,2759 0,2780
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9380 | 0,2720 | 0,2800 0,2758 0,2779
9410 | 0,2719  0,2798 0,2758 0,2779
9440 0,2718 0,2798 0,2757 0,2778
9470 | 0,2717 | 0,2797 0,2756 0,2777

9500 | 02717 | 0,279 | 02755 | 02777
9530 | 0,2718  0,2795 0,2756 0,2778
9560 | 0,2718 | 0,2795 0,2756 0,2777
9590 | 0,2717 | 0,2794 0,2757 0,2778
9620 | 0,2719 | 0,2794 0,2757 02778 |
9622 | 0,2720 | 0,2794 0,2758 0,2779
9624 | 0,2719 | 0,2795 0,2757 0,2779
9626 | 0,2719 | 0,2794 0,2757 0,2779
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Apéndice A2. Resultados de Analisis de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).

Andlisis realizado segun metodologia descrita en la seccion... del documento. Para
el agua miel sin diluir el factor de dilucién es 50/0,5; ya que se tomd una alicuota de 0,500
mlL del agua miel de café y se diluyé a 50,00 mL con agua destilada. En el caso de las
muestras de las corridas diluidas, para la muestra antes del tratamiento se usg 500 pL vy se
llevé a 2000 pl (factor de dilucion de 20/5); en el caso del agua miel luegoe del ensayo se

uso 1000 pl de estas y se llevd a volumen de 2000 pl (factor de dilucién 2).

Cuadro B4. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de

café sin diluir inoculada con II-1-b (E. asburige).

Lectura DQO equipo (mg/L) DQO (Factor dilucién) (mg/L)
Muestra

L1 L2 L3 pao1 Dao 2 Dao 3
Antes Corrida 04 500 496 50400 S0000 49600
Antes Corrida 527 523 525 52700 52300 52500
| celda Réplical IEyIIE 317 315 314 31700 31500 31400
| celda RéplicallEyIlE 339 340 339 33900 34000 33900
Il celda Réplica 2 Il E 324 323 323 32367 32333 32333
Il celda Réplica 2 Il E 318 294 294 31800 29400 29400
lll celda Control 320 325 322 32000 32500 32200
Il celda Control 430 429 429 43000 42900 42900
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Cuadro B5. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de

café sin diluir inoculada con II-C1-A (L. harbinensis).

Lectura DQO equipo (mg/L) DQO (factor dilucién) (mg/L)
i Promedio
L1 L2 L3 DQo 1 DQo 2 DQo 3 (mg/L)
Antes Corrida 658 657 655 65800 65700 65500 72883
Antes Corrida 804 799 200 80400 79900 80000
I celda RéplicallEy I E 333 333 333 33300 33300 33300 32467
| celda Réplical|Ey lE 319 314 316 31900 31400 31600
Il celda Réplica 2 Il E 480 480 480 48000 438000 42000 50883
Il celda Réplica 2111 E 537 g38 538 53700 53800 53800
Il celda Control 329 327 330 32900 32700 33000 33083
Il celda Control 333 333 333 33300 33300 33300

Cuadro B6. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de

café sin diluir inoculada con Shewanella oneidensis.

Lectura DQO equipo (mg/L) DQO (factor dilucién) (mg/L)
Nl Promedio

L1 L2 L3 DQO 1 DQo 2 DQo 3 (mg/L)

Antes Corrida 463 458 453 46300 45800 45300 46517
Antes Corrida 476 473 468 47600 47300 46800

I celda Réplica 11Ey Il E 343 341 335 34300 34100 33500 38095
| celda Réplica 1 1Ey I E 331 327 323 33100 32700 32300

Il celda Réplica 2 E 375 373 371 37500 37300 37100 42857
Il celda Réplica 2 111 E 379 375 377 37900 37500 37700

| celda Control 367 367 364 36700 36700 36400 41181

I celda Control 355 356 353 35500 35600 35300
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Cuadro B7. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de

café diluida inoculada con II-1-b (E. asburige)

Lectura DQO equipo (mgfL) DQO (factor dilucién) (mg/L)
R Promedio
L1 L2 L3 DQO 1 DQO 2 DQO 3 (mg/L)
Antes Corrida 1124 1126 1124 4496 4504 4496 4440
Antes Corrida 1094 1096 1096 4376 4334 4384
| celda Réplical|Ey Il E 1373 1373 1374 2746 2746 2748 2634
| celda Réplica 11IEy I E 1261 1262 1260 2522 2524 2520
1l celda Réplica 2 lIl E 1329 1332 1336 2658 2664 2672 2719
Il celda Réplica 2 Il E 1387 1382 1390 2774 2764 2780
Il celda Control 1454 1503 1500 2988 3006 3000 2979
Il celda Control 1479 1479 1483 2958 2958 2966

Cuadro BB. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de

café diluida inoculada con I-C1-A (L. harbinensis).

Lectura DQO equipo (mg/L) DQO (factor dilucién) (mg/L)
Muestra Reomerio
11 L2 13 Do 1 DQO 2 DQO 3 (mg/L)
Antes Corrida 942 941 942 3768 3764 3768 3694
Antes Corrida 905 905 906 3620 3620 3624
Il celda Réplica 11Ey I E 1329 1332 1336 2658 2664 2672 2719
Il celda Réplica 11Ey I E 1387 1382 1390 2774 2764 2780
| celda Réplica 2 Il E 1373 1373 1374 2746 2746 2748 2634
| celda Réplica 2 1l E 1261 1262 1260 2522 2524 2520
Il celda Control 1379 1381 13280 2758 2762 2760 2678

Il celda Control 1279 1306 1309 2558 2612 2618



Apéndice A3. Cilculo de eficiencia culombica y biolégica de las CCM con agua miel de

café.
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Determinacién de drea debajo de la curva de los ensayos de las CCM con el agua miel

de café.
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Figura Al. Célculo de drea debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel

sin diluir inoculada con ll-1-b (E. asburiae).
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Figura A2. Cilculo de drea debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel
sin diluir inoculada con 1I-C;-A (L. harbinensis).
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Figura A3. Calculo de area debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel

sin diluir inoculada con Shewanella oneidensis.
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Figura A4. Cilculo de drea debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel

diluida inoculada con ll-1-b (E. asburige).
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Figura A5. Cilculo de drea debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel

diluida inoculada con II-C;-A (L. harbinensis)
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Cileulo de la eficiencia culombica y biolégica de las CCM con agua miel de café.

C
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Figura Ab6. Muestra de calculo realizado para la determinar la eficiencia culombica,

utilizando el control de la CCM con agua miel de café inoculada con II-1-b (E. asburiae).

Cuadro B9. Determinacion de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel de cafe

sin diluir inoculada con II-1-b (E. asburiae), el DQO antes del tratamiento fue 52,25 g/L.

Muestra DQo ADQO %remocién Areacurva % eficiencia

(/1) (g/U) (A*s) culombica
Control 32,583 19,667 38 146.849 0.155
Réplical 32,733 19,517 7 146.843 0.156

Réplica2 31,272 20,978 40 153.015 0.151
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Cuadro B10. Determinacion de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel
de café sin diluir inoculada con 11-C1-A (L.harbinensis), el DQO antes del tratamiento fue

72,88 g/L.

Muestra DQO ADQO %remocidn Areacurva % eficiencia

&/ (gl (A*s) culombica
Control 34,833 38,500 53 135,697 0,073
Réplical 32,467 40,416 55 144,316 0,074
Réplicaz 50,883 22,000 30 140,863 0,133

Cuadro B11. Determinacion de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel
de café sin diluir inoculada con Shewanella oneidensis, el DOO antes del tratamiento fue

46,517 g/L.

Muestra DQO ADQO %remocién Areacurva % eficiencia

{g/L) {e/L) (A*s) culombica
Control 41,181 5,336 11 152,782 0,594
Réplical 42,857 3,660 8 156,054 0,884
Réplica 2 38,095 B,422 18 156,077 0,384

Cuadro B12. Determinacion de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel de café

diluida inoculada con 11-1-b (E. asburiae), el DQO antes del tratamiento fue 4,44 g/L.

Muestra DQO ADQO %remocién Area curva % eficiencia

(e/L) (/L) (A*s) culombica
Control 2,929 1,511 34 148,607 2,039
Réplical 2,588 1,852 42 147,974 1,656

Réplica2 3,214 1,226 28 150,677 2,548






Apendice B. Resultados de Secuenciacion de bacterias.

Cuadro B14. Secuencias consenso de las bacterias extraidas de los electrodos del anodo

de las CCM cn agua miel de café como sustrato.

Nombre
aislamiento

1A,-P

2A;-B

Secuencla consenso

TAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGG
CTGAAAGTTGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGG
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTC
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGL
GTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTT
TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGLCGCATCGGAAALTGGG
AAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAA
ACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATT
AAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAA
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCG
AGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCT
ACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGA
ATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTG
GCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCG
GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGLCCGCGTGAGTGAAGAAGGLCTTT
CGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGG
CGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGT
TTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGG
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA
AACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT
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GAGGTCAAGCGAATCTCTAAAAACCATCCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGC
CTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
CGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
GCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGTGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTG
ATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTEG
AGAAGaaTGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAaCCagAATGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGG
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTC
GGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACA
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAG
GGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCAC
CTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACT
AGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCA
TTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA
TCG
GAGCGTCTATCAGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGA
TTCAAAGGAGCGGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGAAGTGACCCTTAAGTG
GGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTT
CTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTG
ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG
GAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG
CTTTCGGGTCGTAAAATTCTTTTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTG
TCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGG
CGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAA
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAG

| GAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGC
 CTCTTGCCACCCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTATGTAGGTGGGGTAACGGCTC

ACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGA

GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGC
AAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT
TCAGCGGGGAGGAAGGCGTTTTAGGTTTATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAG
AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG






