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Resumen 

El tratamiento de residuos de las distintas actividades agrícolas 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, 

más 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 orgánica y se compone mayormente de celulosa, hemicelulosa y lignina . 

Una Celda de Combustible Microbiana (CCM} aprovecha el proceso de 

transformación de la materia orgánica que realizan algunas bacterias y que origina 

una corriente de electrones, para obtener energía eléctrica; con lo que puede además 

de ser un método de tratamiento biológico para el agua residual, generar un valor 

agregado al proceso. 

El trabajo se centró en la búsqueda de bacterias electrogénicas, presentes en los 

electrodos del ánodo de las CCM con agua miel de café, capaces de liberar electrones 

de los procesos de oxidación; además de estimar el efecto de su inoculación en la 

comunidad microbiana existente en el electrodo del ánodo y en el rendimiento 

eléctrico de la CCM. 

Se colocó en el ánodo, de las CCM, agua miel de café en un sistema anaeróbico y 

amortiguador de sales de fosfato en el cátodo, se utilizó electrodos de grafito 

conectados por cables eléctricos a un registrador de datos. Se aislaron las bacterias 
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de los electrodos del ánodo, además se amplificó y secuenció el gen ARNr 165 para su 

identificación. De las nueve bacterias identificadas, ocho bacterias coincidieron con el 

género Lactobacillus y la otra fue homóloga a Enterobacter. 

En el estudio de la inoculación; se empleó las bacterias 11-1-b (Enterobacter 

asburiae}, ll-C1-A (Lactobacillus harbinenesis} y Shewanella oneidensis LGM 19005; se 

observó que la inoculación de la bacteria 11-1-b generó un ligero cambio en la 

comunidad microbiana del electrodo del ánodo de la CCM . 

En las CCM con agua miel sin diluir se obtuvo mayor corriente máxima 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 inoculación de las 

diferentes especies en el rendimiento de la CCM. Por otro lado se obtuvo una 

remoción de la carga orgánica de entre 20-50% en un proceso de siete días de 

tratamiento, y una densidad de c'orriente máxima de 8,14 µA/cm2
. 



l. Introducción 

La generación de energías limpias para la sostenibilidad de los procesos 

humanos y el tratamiento de residuos, que se producen en cantidades crecientes, son 

dos de los temas más significativos en la actualidad. 

El tratamiento de residuos debe ser una prioridad en cada una de las áreas de 

desarrollo humano para corregir el desequilibrio causado por la falta de planes 

adecuados para la disposición y tratamiento de éstos. La mayoría 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 tecnología y el 

conocimiento científico, para lograr respuestas adecuadas que permitan darle una 

disposición correcta a los residuos y a la vez lograr generar un valor agregado a las 

empresas. 

La biorremediación ha sido uno de los mecanismos que se ha implementado, 

en los que se aprovechan las características biológicas de plantas, hongos, 

microorganismos y enzimas para el tratamiento de desechos y de áreas 

contaminadas. 1,2 

Las Celdas de Combustible Microbiano (CCM) son sistemas bioeléctroquímicos 

que permite la generación de electricidad, derivada de oxidación de la materia 

orgánica producto de la actividad metabólica de las bacterias, durante el tratamiento 

1 
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de residuos. Una CCM normalmente comprende un ánodo y cátodo unidos por una 

membrana de intercambio o un puente salino además de un circuito eléctrico. 3- 5 

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.5-
7 Sin embargo uno de los aspectos más relevantes, para una buena 

operación y un buen resultado, son las bacterias presentes en la CCM responsables 

del tratamiento biológico y de la generación de la corriente eléctrica; ya sea bacterias 

propias de los residuos a tratar o bacterias exógenas inoculadas para mejorar el 

proceso. 6• 
7 

El tratamiento del agua residual producto de la actividad agrícola mediante el 

uso de CCM, es de gran importancia debido a que la industria agroalimentaria genera 

una gran cantidad de residuos, que deberían ser tratados para reducir la 

contaminación ambiental y darle un valor agregado al proceso. 

En Costa Rica el sector agrícola representó 13,0% de los empleos para el tercer 

trimestre del año 20178, actualmente este sector genera un 6% del producto interno 

bruto del país, por otro lado el Ministerio de Comercio Exterior indica que en el año 

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 disposición de los 

residuos. 9 
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La producción de café representa una de las principales actividades para la 

economía del país, al ser el tercer producto de exportación. 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 tostado9, lo que deriva en gran cantidad de 

residuos (Cuadro 1), por encima de 300 000 toneladas anuales,9 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 azúcares, restos de fibra y otras partículas 

pequeñas provenientes del café. 10•11 

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

café. 11 

Residuo generado 

Pulpa 

Mucílago 

Agua miel residual 

Cascarilla 

Característica 

Sólido generado del despulpado. Primer residuo 

generado 

Hidrogel, generado por eliminación mucílago del grano 

Agua utilizada para despulpar, generada en el secado del 

grano 

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

aisladas presentes en el electrodo del ánodo de la CCM. 



l. Antecedentes 

Como parte de su actividad metabólica, bajo ciertas condiciones, algunos 

microorganismos liberan electrones, lo que posibilita la producción de electricidad. El 

primer reporte de la obtención de corriente eléctrica proporcionada por bacterias se 

remonta a 1910 por Michael Cresse Potter, investigador de la Universidad de Durham, 

quien observó un flujo de electrones liberado por la bacteria Escherichia colicuando 

descomponía materia orgánica. 12- 14 

Sin embargo la carencia de dispositivos electrónicos sensibles y la limitada 

proyección que se percibió de los sistemas bioeléctricos desaceleró las 

investigaciones en este campo por lo que en los posteriores 55 años 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. 13,15 

A pesar de que en la década de los sesentas la investigación en este campo 

decayó considerablemente, tres décadas más tarde, la búsqueda de procesos que 

generen energías limpias y el progreso en el campo de la electrónica permitieron que 

los sistemas bioelectroquímicos volvieran a ser de interés. Esta situación se mantiene 

actualmente, debido al gran potencial de las CCM como método de producción de 

energía eléctrica durante el tratamiento de agua residual, sumado a la posibilidad de 

generación de energía limpia, sostenible y renovable. 13,16 

5 
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La CCM es un dispositivo que puede producir electricidad directamente, a 

partir de la oxidación de la materia orgánica. Las CCM al ser en esencia una batería, 

biológica, consta de un ánodo y un cátodo; en el ánodo se presenta ta oxidación de la 

materia orgánica en un sistema anaerobio, durante el proceso se liberan electrones 

que migran al cátodo de la celda, por los circuitos del sistema.3 

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 obtención de corriente eléctrica (Cuadro 11) 
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Cuadro 11. Diferentes substratos utilizados en las CCM y densidad de corriente 

y densidad de potencia reportada. 

Tipo de Sustrato 

Acetato 

Biomasa de tallos de maíz 

Estiércol de granja 

Galactiol 

¡ Glucosa 

1 
1 
1 

Ácido Glucorónico 

Agua res idual de cervecería 

Agua residual de industria de chocolate 

, Agua residual de reciclaje de papel 

Agua residual del procesamiento de carnes 

Agua residual doméstica 

1 Agua residual de la destilería de al~ohol 

Densidad de Densidad de 

corriente potencia 

(mA/cm2
) (mW/m2

) 

·'·-- --- ·. ... . .. ,_, ... ~ .. -----: 
0,8217 240017 

0,1518 36718 

0,00419 1019 

0,782º 265020 

--
0,7021 216021 

1,1821 277021 

-·-~--- - -~-- ··---

0,2-0,1822·23 

0,30224 150024 

0,2525 

0,11526 

28- 12427- 30 

0,2331 

Va rias bacterias tienen la capacidad de transferir los electrones, producto del 

metabolismo anaerobio de la materia orgánica, al electrodo del ánodo de la CCM 

{Cuadro 111), en los últimos años ha aumentado el número de publicaciones que 
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discuten la detección e identificación de este tipo de microorganismos, ya sea como 

cultivos individuales o en consorcios bacterianos. Sedimentos marinos32, suelo, agua 

residual33
, sedimento de agua dulce y el lodo activado son fuentes ricas para estos 

microorganismos, y presenta el potencial uso de las CCM para la biorremediación de 

estos y otros tipos de ambientes. 

Cuadro 111. Ejemplo de microorganismos electrogénicas reportados en la 

literatura. 

Microorganismo 

Aeromonas hydrophi/a34 

Aeromonas genus35 

Arcobacter skirrowii36 

Arcobacter butzleri36 

Arcobacter cibarius36 

Acetobacterium woodii36 

Acetobacterium malicum36 

Acetobacterium submarinu36 

Enterobacter asburiae35 

Klebsiella oxytoca35 

Enterococcus faecium 37 

Pseudomonas aeruginosa37 

Sustrato metabolizado 

Acetato 

Glucosa, glutamato 

Glucosa, glutamato 

Glucosa, glutamato 

Glucosa 

Almidón, glucosa 



Cuadro 111. Continuación. 

Clostridium butyricum34 

Desulfovibrio desulfuricans38 

Erwinia dissolven39 

Escherichia coli4º 

Geobacter sulfurreducens36 

Lactobacillus plantarum41 

Proteus vulgaris42 

Pseudomonas aeruginosa37 

Rhodoferax ferrireducens42 

Shewanella oneidensis43A 4 

Shewanella putrefaciens45 

Streptococcus lactis32 

Desulfuromonas acetoxidans32 

Almidón, glucosa, lactato, melaza 

Sacarosa 

Glucosa 

Glucosa, Sacarosa 

Acetato 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa, xilosa, sacarosa 

Lactato 

Lactato, piruvato, acetato, glucosa 

Glucosa 

9 

En la biopelícula; que es una estructura formada sobre una superficie 

compuesta de un conjunto de microorganismos que generan una estructura de 

protección producto de sustancias secretadas por ellos mismos;46 se ha documentado 

que las bacterias presentes en la biopelícula en el electrodo del ánodo, en la 

biopelícula (agregar que es), están estrechamente relacionadas con la generación 
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eléctrica de la CCM y el rendimiento culombico de ésta, de ahí la importancia del 

estudio de la composición bacteriana de la biopelícula del electrodo.47- 49 



2. Objetivos 

Objetivo principal. 

Evaluar la capacidad electrogénica de bacterias aisladas del proceso de 

descomposición de miel de café en celdas de combustible microbiano. 

Objetivos secundarios 

l. Aislar los microorganismos electrogénicos presentes en los ánodos de 

celdas microbianas. 

2. Identificar los microorganismos electrogénicos aislados mediante 

técnicas moleculares. 

3. Seleccionar tres de los aislamientos microbianos según su capacidad de 

generar energía eléctrica. 

4. Valorar el efecto de la inoculación con los microorganismos aislados 

sobre la eficiencia de la celda. 

5. Analizar la eficiencia del tratamiento biológico en el agua residual de la 

CCM a través la demanda química de oxígeno 

11 



3. Marco teórico 

3.1 Celda de Combustible Microbiano (CCM) 

La CCM es un dispositivo que puede captar los electrones generados por la 

oxidación de la materia orgánica o inorgánica como parte del proceso metabólico de 

los microorganismos y producir electricidad directamente; para transformar la 

energía química almacenada en los compuestos, a energía eléctrica al utilizar 

microorganismos como catalizadores bajo condiciones anaerobias. 3- 5 

La CCM esencialmente consta del ánodo y del cátodo; en el ánodo se da la 

oxidación anaerobia de la materia orgánica y la transferencia de electrones al 

electrodo; los electrones son transportados a través de los circuitos eléctricos al 

cátodo (Figura 1). En el proceso también se da una producción de C02 y una 

trasferencia de protones W.3 

La CCM se clasifica según sus características en tres categorías, CCM de cámara 

simple, CCM de cámara doble o CCM apilada; a pesar de esto todas las celdas 

comparten partes fundamentales que van a influir en el rendimiento de las celdas, 

como lo son los cables de conexión, los electrodos y el puente salino, éste último se 

puede sustituir por una membrana de intercambio iónico. 3A,5o 

12 



..--------1 Potencial 
Elécbico 

Anodo Cátodo 

Figura l. Representación de detalles principales de una celda de combustible 

microbiano. (Elaboración persona1 3). 

3.1.1 CCM de cámara simple 

13 

A grandes rasgos esta celda se basa en un solo compartimiento en el que se 

encuentran el ánodo y el cátodo, en este tipo de sistemas el cátodo no posee un 

compartimiento definido y se presentar o no una membrana de intercambio de iones. 

Por lo general el cátodo está expuesto a la atmósfera de donde adquiere el oxígeno 

(Figura 2).5º·51 
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Potencial 
Eléctrico 

002 

e 
á 
t 
o 
d 
o 
a 
1 

H• A 

~w r 
e 

Figura 2. Representación general de una CCM con diseño de una cámara simple. 

(Elaboración propiasº) 

3.1.2 CCM de cámara doble 

En este diseño la cámara del ánodo y el cátodo están en compartimientos 

separados, unidos por cables externos y un puente salino o membrana de intercambio 

iónico, el diseño más empleado es de tipo H (Figura 3). La cámara del ánodo al igual 

que en el caso anterior está en ambiente anaerobio y la cámara del cátodo en 

aerobiosis, el material del electrodo que se emplea normalmente es el grafito.so 
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Este tipo de CCM es muy empleado en el análisis del rendimiento de nuevos 

materiales o de grupos de microorganismos encontrados en sustrato de diferentes 

orígenes.so 

r--- - -- Potencíal 
Elédríco 

Pue 1 e Salino 

Anodo Cátodo 

Figura 3. Representación general de una CCM con diseño de cámara doble en forma 

de H. (Elaboración propiasº) 

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 diseño al ser un 

conjunto de pequeñas celdas presenta varios ánodos y cátodos 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.50,52 

A pesar de ser un diseño más complejo que podría entregar una fuerza de 

salida mayor, en sistemas a gran escala no presentan potenciales que compensen la 

inversión que se debe aplicar para vencer las resistencias propias, que con lleva la 

movilización de electrones y el transporte del líquido a través de las CCM.52 

Salida 
An~ito 

Salida 
Cafolíto 

Eni 

Cámara 

Electrodo 

Jntercambi , Acfüado 

C~t 1n!'!-':" Granular 

Malla 

Tita nio 

Figura 4. Esquema de general de una CCM de diseño apilable.52 

Entrada 
catolíto 



3.2 Bacterias en la CCM 

Las bacterias son organismos protistas unicelulares, cuyo núcleo no posee una 

membrana que lo delimite por lo que el material genético se encuentra en el 

citoplasma de la célula, de igual manera las organelas presentes en el citoplasma no 

están rodeadas por membranas que las separen.46·53·54 

La morfología (forma) de las bacterias va estar definida por la membrana 

citoplasmáticas y la pared celular que presentan. La estructura de la membrana 

citoplasmática es básicamente una bicapa de fosfolípidos con moléculas de proteína 

incrustadas, que además de ser una barrera de transporte selectiva es un punto de 

replicación de ADN. La pared celular, compuesta por peptidoglucano, cumple la 

función de dar soporte rigidez y delimita la relación de la bacteria con su 

entorno.46,53,54 

En las bacterias el proceso de crecimiento se refiere al aumento de la masa 

celular que culmina en la división celular. El ciclo de crecimiento se puede dividir en 

etapas; una etapa inicial de adaptación, en esta fase no hay incremento de células; 

posteriormente se da un proceso exponencial, donde cada cierto tiempo la población 

se duplica; hasta llegar a una fase estacionaria donde el proceso de crecimiento se ve 

disminuido, por falta de nutrimientos, espacio o sustancias toxicas en el medio; 

cuando la población microbiana alcanza la fase estacionaria, las células pueden 

17 
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continuar vivas y seguir metabolizando, pero comienza una disminución progresiva 

en el número de células viables, entrado en la etapa de muerte. 46,
53

,
54 

Dado que a partir de cada célula se generan dos células hijas, la cantidad de 

bacterias que se pueden llegar a producir es muy grande, limitada por las condiciones 

del medio de crecimiento y el metabolismo celular de ésta, esto hace que en tan sólo 

16 horas puedan generarse 5000 millones de bacterias.46,54,55 

El metabolismo bacteriano es la combinación de dos procesos fundamentales; 

por un lado las bacterias sintetizan los componentes para las funciones vitales 

(anabolismo) y por otro lado se da la degradación de los nutrimentos (catabolismo) 

para convertirlos en compuestos precursores para la biosíntesis de moléculas más 

complejas y especializadas. 46,54,55 

Los procesos catabólicos liberan la energía contenida en los nutrientes como 

resultado de reacciones de reducción y oxidación, en estos procesos se van a 

encontrar sustancias que ceden electrones y otras que los aceptan. La respiración y la 

fermentación son ejemplos de procesos donde se da la liberación de energía de los 

nutrientes para transformarlos en formas más útiles para las células. 55,56 

En la fermentación un compuesto donador, un intermediario formado durante 

la degradación del substrato, cede los electrones hacia un aceptar constituido por 

algún otro intermediario orgánico, también generado durante el catabolismo del 

sustrato. En el caso de la respiración, el sustrato es oxidado completamente a dióxido 
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de carbono y agua, proceso en que interviene una cadena de transporte de electrones 

ubicada en la membrana plasmática, donde el aceptor exógeno final puede ser el 

oxígeno molecular (proceso aerobio) u otro compuesto inorgánico (proceso 

anaerobio).55,56 

La energía liberada producto de las reacciones de reducción y oxidación tiene 

que ser almacenada y transportada de alguna manera. El transporte de energía se 

puede dar por medio de transportadores de electrones (carriers), asociados a la 

membrana, éstos tienen las funciones de aceptar electrones de un donador y cederlos 

a un aceptor, la energía se conserva, este proceso se da con el ATP como 

intermediario. Las enzimas NAD- deshidrogenasa, las flavoproteínas y citocromos son 

ejemplos de sistemas utilizados por las bacterias para el transporte de electrones. 55,56 

La oxidación de una molécula como la glucosa, en el catabolismo microbiano, 

normalmente, se da en ausencia de oxígeno, y los electrones que se generan son 

tomados o absorbidos en un sitio activo de una enzima la cual va a servir como un 

intermediario de reducción (Ecuación [1] y [2]) produciéndose ATP el cual es 

utilizado para la generación de trabajo en la célula. 5,5,55,55 

Ecuación 1 

(intermediario) 0 x + e- ---+ (intermediario)red Ecuación 2 

Ecuación 3 
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En una CCM, los electrones generados son desviados al electrodo por algún 

medio y se hacen pasar a través de los circuitos hacia el compartimiento del cátodo, 

para obtener energía eléctrica, además en el cátodo se da la formación de agua 

facilitada por los electrones extraídos (Ecuación 3, Figura 1)4
•
5 

Las reacciones del metabolismo utilizadas por las bacterias presentes en el 

ánodo van a determinar el potencial de salida de la CCM. Inicialmente se creía que la 

fermentación era la única ruta metabólica en que las bacterias liberaban electrones y 

se generaba la corriente en la CCM, sin embargo se han estudiado otras rutas 

metabólicas.4
•
5 

La fermentación por sí sola no es eficiente para la generación de electricidad ya 

que las sustancias producidas, la mayoría de veces, no son compatibles con los 

electrodos lo que impide una buena transferencia de los electrones, sin embargo esta 

ruta metabólica es necesaria para procesos más efectivos, como el óxido-reductivo, 

que depende de los productos de fermentación para llevarse a cabo. 4- 6 

El potencial de salida del ánodo es dependiente de la ruta metabólica utilizada 

por las bacterias, presentes en la CCM, para degradar el sustrato. Se pueden presentar 

rutas metabólicas como el alto metabolismo oxidativo redox, el metabolismo 

oxidativo redox medio a bajo; y fermentación, lo que implica bacterias aerobias, 

anaerobias y facultativas. 4•6 
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Cuando se presenta un potencial anódico alto, las bacterias utilizan, en su 

mayoría, la cadena respiratoria en un metabolismo oxidativo. Los electrones y, 

concomitantemente, los protones pueden transportarse a través de la NADH 

deshidrogenasa, la ubiquinona, la coenzima Q o el citocromo Los procesos que usan 

la fosforilación oxidativa se han observado regularmente en CCM, con la producción 

de altas eficiencias energéticas de hasta un 65%.4•6 

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 maquinaria genética que poseen los microorganismos o por sistemas 

exógenos, 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. 5•6•57•58 

3.2.1.1 Transferencia directa 

Aunque la transferencia de los electrones a los electrodos del ánodo por 

parte de las bacterias de forma directa no es un proceso común, bacterias como 

Shewanella putrefaciens y bacterias de la familia Geobacteraceae entre otras han 

mostrado la capacidad de transferir electrones sin la necesidad de utilizar mediadores 

o producto reducido. 5•
6
•57•58 
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Para que la transferencia de los electrones ocurra de manera directa se debe 

dar un contacto entre la membrana bacteriana y la superficie del electrodo, lo cual se 

puede llevar a cabo mediante la presencia de complejos proteicos intermembranales, 

como pilus bacterianos u otros instrumentos de comunicación física que poseen las 

célu las.5,6,57,58 

3.2.1.2 Transferencia indirecta por productos reducidos. 

Uno de los mecanismos propuestos que permite que las bacterias transfieran 

los electrones al electrodo, es la participación de compuestos o productos bacterianos 

en forma reducida, que salen del interior de la célula y al entrar en contacto con la 

superficie del electrodo se oxida, por la liberación de los electrones.5,6,57,58 

Sin embargo, estos procesos son inherentemente ineficientes para la 

producción de electricidad ya que muchos productos de fermentación bacteriana, 

incluidos los ácidos orgánicos, reaccionan muy lentamente con los electrodos o no lo 

hacen. Aunque se pueden modificar los electrodos con el propósito de que reaccionen 

con mayor facilidad con los metabolitos de las bacterias, los electrodos se llegan a 

recubrir de productos oxidados lo que limita la transferencia de los electrones.5,6,57,58 



3.2.1.3 Transporte a través de mediadores propios de los 

microorganismos 

Los mediadores son compuestos o metabolitos que se producen en la célula 

con el fin de facilitar el movimiento de los electrones, las fenanzinas, fenotiazinas y 

fenoxazinas son ejemplos de este tipo de compuestos.5•6•57•58 

La utilización de metabolitos para el transporte de electrones se ha observado 

en bacterias como Shewane/la oneidensis, Geothrix ferementans y Pseudomonas. Sin 

embargo la síntesis de estos biotransportadores por parte de las bacterias, implica un 

gasto energético alto y son producidos en casos de necesidad, por ejemplo en un 

ambiente de gran desventaja competitiva.5,5,51,58 

3.2.1.4 Transporte por mediadores artificiales 

Existen bacterias que son incapaces de transferir los electrones generados en 

su proceso metabólico a los electrodos del ánodo de la CCM, en estos casos la 

utilización de mediadores exógenos es importante para lograr el funcionamiento 

eléctrico de la CCM. 5•6•57,58 

Los mediadores artificiales son compuestos químicos que ofrecen a la 

bacterias la posibilidad de generar, compuestos reducidos más activos 

electroquímicamente que muchos productos de fermentación. Estos compuestos son 

capaces de atravesar la membrana celular donde aceptan los electrones de los 

23 
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portadores de la célula bacteriana, el mediador se reduce, se traslada fuera de la 

célula y transfiere los electrones a la superficie del ánodo.5•6·57·58 

Los mediadores deben poseer varias características para un transporte de 

electrones eficiente; la capacidad de cruzar fácilmente la membrana celular, así como 

de atrapar electrones a partir de las cadenas de transporte de electrones, poseer una 

alta velocidad de reacción del electrodo y tener una buena solubilidad. Además no 

debe ser biodegradable ni tóxico para los microorganismos, y su costo económico de 

ser bajo.5,6,57,58 

Entre los compuestos más utilizados en las CCM como mediadores artificiales 

se encuentran la tionina; dicloruro de 1,1'-dibencil-4,4'-bipiridinio; 2,6-

diclorofenolindofenol; 2-hidroxi- 1,4-naftoquinina; y diversas fenanzinas, 

fenotiazinas; fenoxazinas; quelatos de hierro y rojo neutro.5·6,57,58 



3.3 Bacterias del Ácido Láctico (BAL) 

Los Lactobacil/us, junto con bacterias de los géneros Lactococcus, 

Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus y Leuconostoc, pertenecen al 

grupo de bacterias del ácido láctico (BAL) o lactobacilos. Las bacterias del grupo BAL 

se definen como bacterias en su mayoría Gram positivas, facultativas que fermentan 

azúcares para producir ácido láctico principalmente. El grupo (BAL) ha sido estudiado 

debido a su capacidad de conservación de alimentos y bebidas.59 

Estas bacterias son parte importante de la industria alimentaria, por años las 

bacterias BAL se han cultivado para realizar diferentes fermentaciones, se utilizan en 

la producción de vino, café, ensilaje, cacao, masa fermentada y numerosas 

fermentaciones de alimentos.59 

Los lactobacilos son parte de la microbiota del ser humano, en sistemas como 

digestivo, urinario y genital. Se establecen en mutualismo con plantas, animales y 

humanos, ya que brindan protección de patógenos y reciben nutrientes de estos. 60,61 

Los lactobac1los pueden operar por medio de dos tipos de metabolismo, 

existen especies homofermentativas, que producen ácido láctico a partir de azúcares; 

y especies heterofermentivas, que producen alcohol o ácido láctico a partir de 

azúcares. Los lactobacilos a pesar de no poseer un sistema respiratorio como tal, que 

les permita la reducción del oxígeno, son tolerantes a él.61 
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El género Lactobacillus fue propuesto por primera vez en 1901, actualmente 

consta de más de 170 especies y subespecies. 62 En el género Lactobacillus se han 

encontrado varias especies electrogénicas que han sido utilizadas en CCM, entre las 

cuales destacan L. bulgaricas63 , L. pentosus64, L.plantarum65 y L. casei66 . 



3.4 Bacterias de género Enterobacter 

El género Enterobacter engloba bacterias gram negativas, anaerobias 

facultativas, con forma de bastón, móviles, no esporuladas y algunas de sus especies 

son patógenas. Las bacterias de este género están ampliamente distribuidas en la 

naturaleza y pueden ser aisladas de muchos orígenes, desde seres humanos hasta 

plantas y ecosistemas.67 

En cuanto a la taxonomía de este género se puede decir que ha variado con el 

transcurso de los años, lo cual ha implicado la reclasificación de algunas especies. 68 

Actualmente existen organismos en espera de ser validados en este género lo que 

hace complejo la homologación de las cepas aisladas. 68 

Dentro de este género se realizó una agrupación de varias especies en el 

complejo Enterobacter cloacae, en las que se agruparon las especies Enterobacter 

pyrinus, Enterobacter sakazakii, Enterobacter asburiae, Enterobacter cloacae, 

Enterobacter dissolvens, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter 

nimipressuralis y Enterobacter cancerogenus.69 Esta unión se debe a que están 

genéticamente relacionadas y son fenotípicamente similares. 

En las CCM se han evaluado bacterias de este género y se ha encontrado que 

poseen características electrogénicas y pueden además transferir los electrones hacia 
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el electrodo de forma directa, por medio de citocromos o ubiquinona (mediador 

propio).70 



3.5 Shewanella oneidensis 

El género Shewanella está compuesto por un diverso grupo de bacterias 

anaerobias facultativas, gram negativas, que poseen movilidad, distribuidas en 

ambientes marinos y de agua dulce. La sobrevivencia en tales entornos se ve 

favorecida por la capacidad de emplear un conjunto de diferentes aceptores de 

electrones que les permite respirar bajo distintas condiciones redox, lo que es una 

característica distintiva de este género. 71 

El uso de Shewanella oneidensis en aplicaciones para biorremediación y 

biotecnología, como las CCM, se debe a que la vía metabólica respiratoria de esta 

bacteria, les permite reducir metales y otros compuestos, que en la mayoría de los 

casos son insolubles en un medio con pH neutro lo que hace que no sean accesibles 

para ingresar al interior de la célula. Esta característica de los sustratos hace necesario 

un sistema que permita la transferencia de electrones producidos en el interior de la 

célula hacia el exterior donde se encuentran éstos, este proceso de transferencia de 

electrones se denomina respiración extracelular. 71- 73 

La respiración extracelular de la Shewanel/a oneidensis es un proceso 

ampliamente estudiado, que a grandes rasgos implica un grupo de genes y una 

proteína de membrana citoplasmática. Los electrones producidos durante la 

oxidación del carbono son transportados por una menaquinona (coenzima) a través 

29 



30 

de un complejo citocromico (CymA) ubicado en el lado interno de la membrana hasta 

llegar a un citocromo periplásmico (MtrA) y finalmente a citocromos terminales (MtrC 

y Orne) (Figura 5). Los electrones pueden reducir los aceptares insolubles por contacto 

directo o por mediadores solubles.12- 74 

DMSO llMS 

Fe'º/Mn'º/Cr'• 
/solubk? e· carriers°' 

Fe'"/Mn"/v" 
/soluble e· carriers,,0 

CymA/proceso de transferencia de electrones mediado por menaquinona 

Figura S. Representación esquemática del proceso de transferencia de electrones 

realizado por Shewanella oneidensis como producto de su respiración extracelular.74 



3.6 Técnicas Moleculares para la identificación de bacterias 

3.6.1 Extracción de ADN 

La extracción y el aislamiento del ADN va depender del tipo de con que se trabaje, 

sin embargo cualquier proceso debe cumplir los criterios básicos de una extracción 

eficiente para obtener ADN purificado de calidad adecuada para las subsiguientes 

aplicaciones y sin la presencia de contaminantes. 75- 77 

Inicialmente se da una ruptura de las células bacterianas presentes en la muestra 

de partida, la pared celular se fragmenta con el uso de enzimas, por ejemplo lisozima 

y la lisis de la membrana celular se da por medio de detergentes. Producto de la 

ruptura de la célula se tiene una mezcla de todo el contenido de ésta, por lo que se 

debe hacer una separación del ADN de material celular restante. 75- 77 

Las proteínas se eliminan precipitándolas mediante la adición de una solución 

salina, por ejemplo una solución de sulfato de amonio, y se centrifuga. Se agrega 

ribonucleasa para eliminar el ARN, y se precipita el ADN mediante el uso de 

isopropanol. El ADN se purifica solubilizándolo en etanol para su posterior 

precipitación. 75- 77 

Actualmente se encuentran en el mercado un gran número de kits comerciales 

para extracción de ADN de diferentes tipos de matrices, sean bacterias en suspensión, 

suelos, sangre entre otros, lo que hace más sencillo y factible realizar el proceso.75
•
76 
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La presencia de ADN se confirma mediante electroforesis en un gel de agarosa y 

posterior tinción con GelRed o algún otro revelador y observación con luz UV o 

directamente al espectrofotómetro mediante espectro de absorción de 200 a 350 nm. 

El ADN purificado se puede cuantificar con un espectrofluorímetro mediante el uso 

de fluoróforos o marcadores específicos.75- 77 

3.6.2 Amplificación y secuenciación de ADN 

Una de las técnicas más comunes empleada en los laboratorios de Bioquímica y 

Biología Molecular sin duda es la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). Esta 

técnica se basa en el propiedad natural de las enzimas ADN polimerasa para replicar 

las hebras del ADN. 46,78 

Con esta técnica se logra generar copias del gen requerido, mediante el uso de 

un fragmento de la secuencia de ADN complementario del gen deseado, "primer o 

cebador"; y la enzima ADN polimerasa termoestable. La elección de los cebadores es 

importante para obtener la secuencia deseada, en mercado existe una amplia 

variedad de cebadores para diferentes regiones de ADN de distintos organismos.46,78 

El proceso de amplificación de ADN por PCR inicialmente se da una separación de 

las bandas de ADN, los cebadores van a unirse en su posición correspondiente del 

ADN molde; la polimerasa realizará la amplificación del ADN para generar las copias 

de exactas del ADN modelo. El proceso se repite por varios ciclos para generar una 
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cantidad de copias adecuadas del gen. El proceso de amplificación se comprueba por 

medio de una electroforesis de agarosa.46,78 

Para la secuenciación de la cadena de ADN generada en el PCR, usualmente se 

utiliza el método de terminación de cadena. Este se basa en realizar 4 diferentes 

reacciones de amplificación parcial de una cadena sencilla de ADN, un cebador para 

iniciar la síntesis de ADN, la enzima ADN polimerasa, además en cada reacción se 

utiliza uno de los cuatro desoxirribonucleótidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) 

y su respectivo didesoxirribonucleótidos trifosfato (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP) 

estos últimos detienen la replicación de ADN. 46,
78 

La polimerasa incorpora aleatoriamente un ddNTP con lo que se termina la 

reacción, lo que genera fragmentos de distintas longitudes los cuales están marcados 

por una molécula fluorescente. Los diversos fragmentos se separan por electroforesis 

capilar y se detectan por la fluorescencia emitida en un equipo de secuenciación con 

lo que se genera un patrón de los nucleótidos.46,78 



4. Metodología 

4.1 Ubicación 

La experimentación se realizó en tres centros de investigación de la 

Universidad de Costa Rica. La implementación de las CCM se realizó el Centro de 

Investigación en Electroquímica y Energía Química (CELEQ). El crecimiento de las 

bacterias, aislamiento y purificación, así como la inoculación de las celdas y los análisis 

de DQO se realizaron en el Laboratorio de Microbiología Agrícola del Centro de 

Investigaciones Agronómicas. La parte molecular del trabajo se realizó en el Centro 

de Investigación en Biología Celular y Molecular (CIBCM). 

4.2 Material Experimental 

Se utilizó agua miel de café procedente del beneficio de Coopetarrazú 

recolectada en dos períodos, el agua miel utilizada en la primera etapa del proyecto 

fue recolectada el 29 enero del 2016, guardada en congelación a -3 ºC; el agua miel 

utilizada en la segunda etapa se recolectó el 9 de agosto 2017, guardándose a -3 ºC. 

Se emplearon Celdas Combustibles Microbianas (CCM) de dos 

compartimientos separadas por una membrana semipermeable de intercambio 

iónico construida en el CELEQ y optimizada con anterioridad para su uso con agua 

miel de café.79 Se utilizaron electrodos de fieltro de grafito con conexión de cables de 
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titanio unidos a cables de cobre conectados a un registrador de datos Fieldlogger de 

Novus Automation lnc. 

4.3 Diseño de experimentación 

El desarrollo experimental constó de dos secciones; la selección de las 

bacterias y la aplicación de éstas en las CCM. Inicialmente se realizaron tres 

experimentos de CCM con agua residual del proceso del beneficiado de café (sección 

3.1) de las que se aislaron las bacterias presentes en los electrodos de las celdas, las 

bacterias diferentes se identificaron por medio de métodos moleculares y se eligieron 

las cepas a evaluar. 

En la segunda etapa se llevaron a cabo ensayos en las CCM con agua miel de 

café diluida y sin diluir, el ánodo se inoculó con las bacterias elegidas, se analizó la 

eficiencia del tratamiento biológico y el rendimiento eléctrico de los ensayos 

realizados; además de analizar el cambio en el ambiente biológico del ánodo de la 

celda por la inoculación de la bacteria de prueba. En la Figura 6 se presenta el 

esquema del diseño experimental realizado. 
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Figura 6. Resumen esquemático de diseño experimental aplicado en el estudio. 



4.4 Aislamiento de microorganismos electrogénicos presentes en 

ánodos de Celdas de Combustible Microbiano 

4.4.1 Implementación de las CCM con agua miel de desecho de café 

como sustrato 

En el compartimiento del ánodo se colocó 400 ml de agua miel del residuo de 

café, previamente pasadas por un colocador para eliminar partículas de gran tamaño; 

mientras que al compartimiento del cátodo se agregó 400 ml de amortiguador de 

sales de fosfatos de pH 7 (KH2P04/K2HP04: 42 g/34 gen un litro de agua). 

Se inyectó un flujo de nitrógeno por 20 min a la cámara del ánodo para la 

obtención de condiciones anaerobias. Durante la ejecución de la CCM el cátodo se 

mantuvo con burbujeo de aire (Figura 7). 

Se realizaron tres ensayos, cuya descripción y condiciones se detallan en el 

cuadro IV. En el primer experimento realizado se utilizó una CCM control con 400 ml 

de amortiguador de sales de fosfatos tanto en el ánodo como en el cátodo y un 

electrodo, en la CCM con el agua miel en el ánodo se colocaron tres electrodos. Para 

el segundo ensayo no se realizó celda control, y se colocaron dos CCM con agua miel 

con 2 electrodos en cada una. Y por último para el tercer experimento se utilizó una 

única CCM con agua miel con dos electrodos. 
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Figura 7. Implementación de CCM con agua miel de café. A) CCM de dos 

compartimientos separada por una membrana de intercambio iónico. B) Celda 

blanco con buffer en el ánodo y cátodo. C) CCM con miel de café en el 

compartimiento del ánodo y buffer en el cátodo de la celda. D) Sistema utilizado 

para la implementación de las CCM con miel de café. 
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Cuadro IV. Descripción de experimentos realizados en la implementación de 

CCM con agua miel de café. 

Fecha ensayo Número de celdas Electrodos 

22 marzo 2017-27 marzo 2017 2 3 réplicas y 1 blanco 

31 mayo 2017- 5 junio 2017 2 4 réplicas 

23 agosto 2017-28 agosto 2017 2 réplicas 

4.4.2 Aislamientos de bacterias presentes en ánodos de la CCM. 

Cada experimento se realizó durante 5 días. Una vez finalizado el período se 

muestrearon los electrodos del ánodo de la celda; la biopelícula colectada con un 

hisopo se inoculó en platos de medio RCM (Reinforced Clostridial Medium, por su 

siglas en inglés) y se incubaron durante una semana en una cámara de anaerobiosis 

(OXOID) a temperatura ambiente. 

Una vez crecidas las bacterias se rayaron e incubaron, en las mismas 

condiciones, hasta obtener colonias individuales puras. Se realizaron pruebas de 

tinción de Gram para hacer una mejor diferenciación de las bacterias. 

Para la caracterización de la comunidad microbiana presente en los electrodos 

del ánodo de las CCM con sustrato de agua miel de café se utilizaron imágenes de 

SEM obtenidas en el estudio de la optimización de las CCM para este sustrato. 79 



4.4.3 Tinción de Gram 

Se siguió el protocolo suministrado por laboratorio de microbiología Agrícola 

del Centro de Investigaciones Agronómicas. 

Se realizó un frotis en un portaobjeto limpio, para ello se colocaron 3 gotas de 

agua, en un portaobjetos y con un asa bacteriológica se tomó parte de una colonia, 

distribuyéndola bien. Se dejó secar y se pasó la parte de atrás del portaobjeto sobre 

la llama de un mechero de alcohol para fijar. Se agregó cristal violeta hasta cubrir el 

frotis durante 2 min y se lavó con agua. Se agregó lugol hasta cubrir el frotis por un 

minuto, y se eliminó con agua. Posteriormente se agregó con safranina durante 1 min, 

pasado el tiempo se agregó agua para lavar y se dejó secar. 80 

Se observaron las preparaciones en un microscopio NIKON Eclipse SOi en lente 

de lOOx aumentos, se fotodocumentaron las bacterias con cámara modelo LG-M700 

(celular LG Q6+). 

4.5 Identificación de las bacterias electrogénicas 

A las bacterias morfológicamente distintas en sus características coloniales y 

tintoriales, se les realizó el proceso de extracción de ADN y amplificación para su 

posterior secuenciación e identificación. 
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4.5.1 Extracción de ADN. 

El ADN de las bacterias aisladas se extrajo con el kit de Promega, Wizard® 

Genomic DNA Purification Kit. Se suspendió un pellet de bacteria en 480 µL de EDTA 

SO mmol/L; se adicionó 30 µL de lisozima y se incubó por 40 min a 37 ºC; pasado ese 

tiempo se centrifugó por 2 min a 13000 x g* y se removió el supernatante. 

Al precipitado se le agregó 600 µL de "Nuclei Lysis Solution", se pipetea para 

agitar y se incubó por 5 mina 80 ºC y luego se dejó a temperatura ambiente, se agregó 

3 µL de "RNase Solution" se mezcló y se incubó a 37°C por 45 min, pasado el tiempo 

se enfrió a temperatura ambiente. Se adicionó 200 µL de solución precipitante de 

proteína y se agitó en un vortex; se incubó en hielo por 5 min y se centrifugó por 3 

min a 13000 g*. 

Se pasó el sobrenadante a un tubo limpio que contenía 600 µL de isopropanol 

a temperatura ambiente y se mezcló. Se centrifugó a 13000 g* hasta tener un 

precipitado, se descartó el sobrenadante. Se adicionó 600 µL etanol a 70% a 

temperatura ambiente y se mezcló. Se centrifugó por 2 min a 13000 g* y se eliminó 

el líquido y se dejó secar al aire por 10 min. 

Para finalizar, se suspendió el precipitado de ADN en 100 µL "rehydratation 

Solution" y se guardó en congelación al menos una noche. 

Para corroborar si la extracción de ADN realizada fue efectiva, se realizó una 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% con el producto obtenido (Cleaver scientific 
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MP-300) durante 40 min a 90 V. Como marcador de tamaño GeneRuler™ 

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

4.5.2 Amplificación de ADN. 

Se amplificó el gen ribosomal ARN 165 al ADN extraído mediante PCR con los 

imprimadores 1492R y 27F (lnvitrogen, Carlsbad, CA). La mezcla de PCR se realizó de 

acuerdo al orden indicado en el Cuadro V, una vez obtenida la mezcla se llevó al 

termociclador (Applied Biosystems™ Veriti™ 96-Well Thermal Cycler) y se eligió el 

programa ilustrado en la Figura 8. 

Etapa 1 

94,0ºC 94,0ºC 

5 min 1 min 

Etapa 2 
X 30 

~ 
~I 

72,0ºC 72.0ºC 
55,0 ºC ,_---.i-----... 

1 min 10 min 

4,0 ºC 

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

ribosomal 165 del ADN extraído. 
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Cuadro V. Reactivos empleados para un volumen de reacción de PCR de 50 µL. 

Reactivo Volumen (µL} 

l.H20 31,3 

2. Dream Taq Buffer 10 x 5 

3. DNTP mix 2 nmol 5 

l. MgCb 25 m 2,5 

5. Primer 27F 10 2 

6. !Primer 1492R 10 2 

7. Taq polimerasa 0,2 

8.ADN 2 

Se verificó el tamaño de los fragmentos amplificados según lo esperado (1500 

pb aproximadamente), por medio de electroforesis en un gel de agarosa (sección 4.1). 

El gel se observó con ayuda de un transiluminador (Ultraviolet & Laboratory Products) 

acoplado a una cámara Kodak Edas 290. 

4.5.3 Secuenciación e identificación de ADN 

El ADN amplificado se purificó y cuantificó para determinar la calidad de material 

genético. La purificación se realizó con el Kit NucleoSpin® gDNA Clean- up (MACHEREY 

Y NAGEL). 
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Una vez purificados, se midió la concentración de ADN y la calidad del mismo en 

un espectrofotómetro nanodrop 2000c de TermoScientific. Posteriormente se 

secuenció con el equipo Applied Biosystem® 3500, HITACHI (CIBCM, Universidad de 

Costa Rica). 

Para el ensamblaje y edición de las secuencias se utilizó el software BioEdit 

Sequence Alignment Editor Versión 7.2 (Ibis Biosciences). La búsqueda de homología 

de las secuencias se realizó con la herramienta BLAST del National Center for 

Biotechnology lnformation. Las secuencias que presentaron una homología de un 

97% o mayor se identificaron como la misma unidad taxonómica operativa (OTU}. 

Se realizó un análisis filogenético con el propósito de identificar las bacterias 

seleccionadas donde las distancias evolutivas fueron calculadas por inferencias 

bayesiana. Se utilizó 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 árbol 

filogenético del alineamiento realizado. Para visualizar y editar el árbol filogenético se 

empleó el software FigTree 1.4.3 y Nitro pro 12.6.1.298. 
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Cuadro VI. Bacterias y números de accesión en GeneBank para el análisis de 

filogenético de las bacterias aisladas de los electrodos del ánodo de CCM con sustrato 

de agua miel de café. 

Especie 

E. aerogenes NCTC10006 

E. Hormaechei CIP 103441 

E. mori LGM 25706 

E. lugwgii EN-119 

E. cloacae subsp. dissolvens LGM 2683 

E. cloacae subsp. cloacae DSM 30054 

E. cowanii CIP107300 

E. oryzae Ola 51 

E. arachidis Ah-143 

E. he/veticus LGM 23732 

E. pulveris 601/05 

E. kobei CIP 105566 

E. nimipressuralis LMG 10245 

E. turicensis LGM 23730 

E. amnigenus JCM 1237 

E.cancerogenus LGM 2693 

E. ger9oviae JCM 1234 

E. asburiae JCM 6051 

Xenorhabdus poinarii DSM 4768 

L. capillatus YIT 11306 

L. aquaticus IMCC 1736 

L. ceti 142-2T 

L. harbinensis SBT10908 

L. shenzhenensis KACC 16878 

L. cerevisiae 

L. plantarum subsp. argentoratensis DKO 22T 

L. acetotolerans JCM 3825 

L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 

L. acidophilus BCRC10695 
L. antri LGM 22111 

L. caviae DSM 100239 

L. fermentum CECT 562 

L. buchneri YIT 0077 

L. composti NRIC 0689 

Número accesión 
GeneBank (16S ARNr) 

AJ251468 

AJ508302 

EU721605 

AJ853891 

Z96079 

EF978272 

AJ508303 

EF488759 

EU672801 

DQ273688 

DQ273684 

AJ508301 

Z96077 

DQ273681 

AB004749 

Z96078 

AB004748 

AB004744 

X82253 

AB365976 

DQ664203 

AM292799 

AB196123 

JX523627 

KT445896 

AJ640078 

FR683099 

KC429786 

AY773947 

AY253659 

KT343143 

AJ575812 

AB429368 

AB268118 



Continuación Cuadro IV 
L. casei subsp. casei ATCC 393 

L. paracasei subsp. tolerans NBRC 15906 

L. paracasei subsp. paracasei NBRC 15889 

Lactococcus lactis subsp. /actis NCDO 604 

4.6 Selección de cepas para pruebas en CCM 

AP012544 

AB181950 

AB626054 

AB100803 
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Según los resultados obtenidos por la herramienta BLAST disponible en el sitio 

NCBI, se seleccionaron las bacterias para las pruebas individuales de la inoculación en 

las CCM; bajo tres criterios: la clasificación según la tinción Gram y morfología 

colonial, la identificación de las bacterias y la información referente a éstas en la 

literatura. Se investigó si existía evidencia de su uso como bacterias electrogénicas y 

se eligieron dos. Por otro lado se decidió probar la bacteria electrogénica Shewanelfa 

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

4. 7 Pruebas de bacterias seleccionadas en CCM con agua miel de 

caté 

Se realizaron ensayos de CCM inoculadas con las bacterias seleccionadas, para 

analizar el efecto de la inoculación de las diferentes bacterias por medio del cambio 

en la demanda química de oxígeno, en el rendimiento culómbico y en la diferencia de 

la comunidad biológica existente en el electrodo del ánodo de la celda. Se utilizó el 

mismo lote de agua miel que en el aislamiento de las bacterias. 



4.7.1 Inoculación e implementación de las CCM con las bacterias 

Para la evaluación de las bacterias individuales en CCM se llenó la cámara del 

ánodo con 400 ml de agua miel de café y se inoculó con 10 ml de una suspensión de 

la bacteria. Para realizar la suspensión de la bacteria de interés se utilizaron dos 

cultivos frescos de esta, el material bacteriano se recolectó con ayuda de hisopo 

estéril y se suspendió 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 utilizó agar nutritivo. 

Las pruebas con la Shewanella oneidensis se llevó 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 añadió a 1400 ml de agua 

desionzada a 140 ml de agua miel, 400 ml de esta mezcla se agregó en cada uno de 

los ánodos de las celdas. 

Se emplearon controles en todos los ensayos, en las mismas condiciones de 

las otras celdas pero sin realizarse la inoculación del agua miel. Además en todas las 

celdas en la cámara del cátodo se colocó 400 ml de buffer de fosfatos de pH 7 

(KH2P04/K2HPQ4: 42 g /34 gen un litro de agua}. 
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La instalación de las CCM se realizó de igual manera que la descrita en la 

sección 3.1, la cantidad de bacterias inoculadas en las celdas se determinó por medio 

de recuento viable en plato. 

Para el recuento se tomó 1 ml de la suspensión bacteriana preparada para la 

inoculación y se transfirió a un tubo de ensayo con 9 ml de agua, el tubo se agitó y se 

tomó de esta nueva mezcla 1 ml y se transfirió a un nuevo tubo con 9 ml de agua, y 

se agitó nuevamente; este proceso se repitió hasta lograr seis diluciones {ver Figura 

9), de las últimas tres diluciones se tomó 100 µLen platos con medio de cultivo; MRS 

para las bacterias 11-1-b y 11-Cl-A o agar nutritivo para la Shewanefla oneidensis; y se 

utilizó un asa de vidrio en forma de "L" {asa de Disgralsky) para distribuir el líquido 

sobre el medio y se dejó en incubación a 37 ºC por dos días. 

Se tomaron muestras del agua miel antes del ensayo y después del 

tratamiento de las CCM para medir la demanda química de oxígeno {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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105 1CJó 107 

Figura 9. Esquema del proceso de recuento empleado para determinar la cantidad 

de células inoculadas en las CCM. 

Transcurrido siete días, se realizó el recuento a los electrodos de las celdas, los 

electrodos se colocaron en 100 ml de agua desionizada y estéril, se agitó y se tomó 1 

ml de líquido, se colocó en un tubo con 9 ml se agitó y tomó 1 ml de esta nueva 

mezcla que se colocó en un nuevo tubo con 9 ml de agua, y así nuevamente hasta 

diluir 107 veces (Figura 10). De las tres diluciones seleccionadas se tomó 100 µLen los 

platos para recuento y se esparció con un asa Disgralsky, los platos se incubaron por 

3 días a 37 ºC y se contó las colonias presentes. Se utilizó agar nutritivo para los 

recuentos de las CCM con Shewanel/a oniedensis y MRS en el caso de las otras 

bacterias. 



so 

Cuadro VII. Resumen de experimentos realizados para las pruebas de las 

bacterias seleccionadas. 

Condiciones Cantidad de 

Bacteria células inoculadas 
Fecha de ensayo 

CCM 

(UFC) 

Shewanella Sin diluir. 9,6 x108 2-9 octubre 2018 

oneidensis 

Sin diluir 8,0 x108 16-23 mayo 2018 

11-1-b 

Diluido 5,6 x108 6-13 junio 2018 

Sin dilulr 1,5 x108 23-30 mayo 2018 

11-Cl-A 

Di luid-o 1,7 x108 30 mayo-6 junio 2018 
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Figura 10. Representación esquemática de proceso de recuento del electrodo del 

ánodo después del tratamiento en la CCM. 



4.7.2 Rendimiento de tratamiento biológico en pruebas de las bacterias 

en la CCM. 

El rendimiento de tratamiento biológico se determinó por medio de la 

medición y comparación de la demanda química de oxígeno (DQO) antes y después 

de las pruebas de la CCM. Para realizar el análisis de DQO se utilizó el equipo de casa 

comercial HATCH y suplementos de la casa comercial Wissenschaftlich-Technische 

Werkstatten (WTW), se empleó el reactor modelo DRB 200 de HACTH Company con 

tubos de reactivo para un rango de concentración de 0-1500 mg/L DQO de WTW. 

En el caso del sustrato de agua miel sin diluir, se colocó la muestra en agitación, 

se tomó 500 µL y se diluyó a 50,00 ml, de esta nueva mezcla en agitación se tomaron 

2000 µL y se colocaron en un tubo de reactivo (WTW) se invirtió el tubo tapado para 

mezclar. En lo que respecta al agua miel de los ensayos diluidos se tomó 1 µL de la 

muestra en agitación y se colocó en el tubo de reactivo (WTW) y se adicionó 1 µL de 

agua desionizada. 

Los tubos se agitaron y se colocaron en el reactor por dos horas a 150 ºC (se 

usó el programa del equipo), transcurrido el tiempo se esperó a que la temperatura 

bajara a 120 ºC los tubos se sacaron, se dejaron enfriar a temperatura ambiente para 

realizar la medición. 

Para las pruebas se preparó un blanco y un patrón, como blanco se utilizó 2000 

µL de agua en los tubos de reactivo y en el caso del blanco se utilizó ftalato ácido de 
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potasio (KHF) a una concentración de 1000 mg/L DQO (0,0400 g en 50,00 ml de 

disolución), para monitorear los resultados del análisis. Para cada muestra se 

realizaron 2 réplicas y 3 lecturas de cada. 

Para las mediciones de concentración de DQO de los tubos se utilizó el equipo 

DR 900 de HACH Company, en la función DQO alto rango. Para el cálculo del DQO de 

las muestras se tomó en cuenta el factor de dilución, además de considerar el líquido 

desplazado del ánodo de las CCM en cada ensayo. 

4.7.2.1 Análisis de eficiencia del tratamiento biológico de las CCM 

implementadas. 

Para analizar la eficiencia del tratamiento bilógico de las CCM en cada una de las 

experimento implementado, se determinó el porcentaje de remoción de la carga 

orgánica (Reo) del agua miel en cada ensayo, por medio de la Ecuación 4. 

o/c R = DQO¡-DQ01 * 100 
O CO DQO¡ 

Ecuación 4 

Donde DQOi es la demanda química de oxígeno al inicio de la implementación de 

las CCM, DQ01 es la demanda química de oxígeno al final del proceso. 

4.7.2.2 Análisis de efecto de inoculación en la comunidad microbiana del 

electrodo del ánodo. 

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

las bacterias 11-1-b y la Shewanella (Cuadro VIII). Los experimentos se realizaron con 
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tres réplicas y un control, se utilizó agua miel sin diluir y se inoculó según lo descrito 

en la sección 4.7.1, el periodo de implementación de las CCM fue de 7 días. 

Se colocaron los electrodos de los ánodos en bolsas estériles (por separado) y se 

les agregó 10 mL de agua y se agitaron para lograr desprender la biopelícula, se tomó 

1 mL de esta suspensión en un tubo eppendorf de 2 ml y se centrifugó a 13000 rpm 

para obtener un pellet. 

Cuadro VIII. Experimentos realizados para el análisis del efecto de la inoculación 

en las CCM sobre la comunidad microbiana del electrodo del ánodo. 

Fecha experimento 

12 - 19 julio de 2018 

2 -9 octubre de 2018 

Condición de 

experimental 

Natural 

Natural 

Bacteria 

inoculada 

11-1-b 

Shewanella 

Electrodos 

3 réplicas y 1 control 

3 réplicas y 1 control 

4.7.2.3 Extracción y cuantificación de ADN para análisis de la comunidad 

microbiana del electrodo del ánodo. 

Al material sedimentado se le agregó 1000 µL de buffer de lisis de bacterias, una 

pequeña cantidad (punta de espátula) de perlas de vidrio y 100 µL de lisozima. 

El tubo se colocó a 60 ºC por 30 minutos, agitándolo cada 5 en un vortex durante 

un minuto colocándolo 1 min más en hielo para un choque térmico y regresándolo a 

60 ºC; el proceso se repitió durante los 30 min. 
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Una vez finalizado el proceso anterior se le agregó 100 µL de SDS (dodecilsulfato 

de sodio) al 10%, y se repitió el proceso de incubación a 60 ºC, con la agitación y 

enfriamiento en hielo descritos anteriormente. 

La suspensión obtenida se divide en dos porciones de igual volumen (para 

obtener al final del proceso dos réplicas de cada muestra), a cada una se le agregó 

250 µL de fenal y 250 µL de cloroformo, se invirtieron los tubos para mezclar en tres 

ocasiones y se centrifugó a 13200 rpm por 15 min. 

Se tomó la fase menos densa, se midió el volumen recolectado, sin llevarse parte 

de la otra fase para evitar contaminación, y se descartó la fase densa; y se colocó en 

nuevos tubos; a la fase recuperada se le agregó cloroformo en la misma cantidad de 

volumen de esta; se invirtió el tubo en tres ocasiones para mezclar y se centrifugó a 

13200 rpm por 15 min . Nuevamente se recolectó la fase menos densa con los mismos 

cuidados y se midió el volumen recolectado. 

A esta fase se le adicionó acetato de sodio 3 mol/L de pH 5,2; el volumen 

agregado fue una cantidad equivalente a la décima parte del volumen de la fase 

recuperada. Además se agregó un volumen equivalente de etanol al 95% colocándolo 

por las paredes del tubo lentamente; se invirtió los tubos en tres ocasiones para 

mezclar y se dejaron a -2 ºC por aproximadamente 12 horas. 

Después del proceso de reposo se centrifugaron los tubos a 13200 rpm por 15 

min, se invirtió los tubos cuidadosamente para eliminar el líquido, se agregó 300 µL 
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de etanol a 70% se agitó en vortex y se centrifugó a 13200 rpm por 15 min; una vez 

centrifugado los tubos se inclinaron para eliminar el líquido, y se colocaron a 60 ºC 

para secar completamente. 

Una vez seco el pellet se agregó 50 µL de agua estéril en la plantilla de 

calentamiento para facilitar a solubilización y se agitó en el vortex por 1 min. 

Se determinó la calidad del ADN extraído en el espectrofotómetro nanodrop 

2000c de TermoScientific y se corrió un gel de agarosa 1% (sección 4.1). 

4.7.2.4 Determinación de la comunidad microbiana del electrodo del ánodo. 

Una parte del ADN obtenido de cada se envió al Laboratorio de biología molecular 

de la Corporación Bananera Nacional (CORBANA) con el propósito de realizar el 

análisis de electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE), para analizar 

la diferencia en la comunidad microbiana de los electrodos del ánodo de las celdas. 

Se utilizó el Sofware Ubisoft-UvibandMax software (Uvitec Cambridge, 

Cambridge, United Kingdom) con el resultado del DGGE-PCR generado por análisis 

para realizar un estudio de la homología de las bacterias presente en cada electrodo 

4.7.3 Análisis de datos, rendimiento eléctrico. 

Se realizaron gráficas de corriente versus tiempo del electrodo control y del 

promedio de los electrodos de las celdas inoculadas (promedio de las réplicas) de los 

ensayos realizados (sección 6.1, Cuadro IV) con su respectiva desviación estándar por 
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medio del software Capstone™ 1.12.0 de Paseo Scientific, para analizar el 

comportamiento en las CCM. 

Se determinó la corriente máxima de los electrodos, la densidad de corriente 

máxima. Además se realizó el cálculo del rendimiento eléctrico(% Ecb) de las CCM 

realizadas, Ecuación 5. 

Donde Mes la masa molar de oxígeno, J;b I dt se calculó como el área debajo 

de la curva por medio del software Capstone ™ 1.12.0 de Paseo Scientific; F es la 

constante de Faraday; bes el número de electrones producidos por mol de sustrato; 

VAn es el volumen de la miel en el ánodo de la celda y D.DQO es la diferencia entre 

el DQO inicial y el DQO final de la miel del ánodo. 

Ecuación 5 

4.8 Análisis estadístico 

Se utilizaron la prueba t Student y Análisis 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 

estadísticos R (versión 3.4.4) y R Studio (versión 1.1.463). 
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La corriente máxima obtenida en cada ensayo se analizó mediante una prueba t 

student para comparar los resultados del electrodo control del promedio de los 

electrodos inoculados. La Hipótesis nula: la corriente máxima del electrodo inoculado 

puede ser igual o menor que la corriente máxima en el electrodo control; la hipótesis 

alternativa: los electrodos inoculados presentan una corriente máxima mayor que el 

electrodo control. La prueba se realizó con un nivel de confianza de 95%. 

Adicional a la prueba anterior a los ensayos con agua miel diluida con las bacterias 

11-1-b y ll-C1-A, se realizó una segunda prueba t student. La Hipótesis nula: la corriente 

máxima del electrodo inoculado puede ser igual o mayor que la corriente máxima en 

el electrodo control; la hipótesis alternativa: los electrodos inoculados presentan una 

corriente máxima menor que el electrodo control. La prueba se realizó con un nivel 

de confianza de 95%. 

Se realizó un ANOVA a la diferencia de la densidad de corriente máxima, el 

porcentaje de remoción de la carga orgánica y para la eficiencia culombica entre 

electrodo inoculado y el electrodo control. La prueba se aplicó de forma separada 

para los datos de los electrodos inoculados de los ensayos con agua miel sin diluir y 

con las agua miel diluida, para valorar si la especie inoculada interviene en el 

rendimiento de la CCM. 



S. Resultados y Discusión 

5.1 Aislamiento de microorganismos electrogénicos presentes en 

los ánodos de las CCM. 

Las imágenes SEM (Figura 11) realizadas a las superficies de los electrodos dan 

un indicio de la variabilidad de los microorganismos que podrían estar presentes en 

los electrodos de los ánodos de las CCM. Además muestran la predominancia 

levaduras y de bacilos de dos tamaños, lo cual es congruente con los resultados 

obtenidos en las pruebas de Gram (Cuadro IX) 

En la comunidad presentes en la Figura 11 podrían haber microorganismos 

que no se lograran aislar en un medio artificial por las condiciones del cultivo realizado 

o por la cantidad en la que estuvieran presentes en los electrodos, ya que el 

crecimiento de las bacterias es dependiente de las condiciones del medio en el que 

se desarrollan, además únicamente alrededor de 1% de las bacterias de la Tierra son 

cultivables,81,82 en lodos activados se ha logrado aislar hasta 15% de la comunidad 

microbiana existente. 83 

Por otro lado se puede observar la presencia de estructuras filamentosas 

delgadas (Figura 11), que podrían ser parte de la matriz extracelular de las bacterias 

presentes en la biopelícula; estructuras similares se han reportado como sistemas de 

conexión entre las bacterias, como pilus. 84 
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En los cultivos realizados al muestrear los electrodos, se observaron diferentes 

morfotipos (Figura 12}, los cuales en su mayoría se encontraron en todos los 

electrodos, sin embargo algunas colonias únicamente fueron aisladas de un electrodo 

específico. 

De los tres ensayos (sección 4.7.1} se aislaron 17 morfotipos que mediante la 

tinción de Gram y morfología colonial permitieron seleccionar los diferentes 

aislamientos para su posterior secuenciación e identificación. 
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Figura 11. Imagen SEM de electrodo del ánodo de la CCM implementada con agua 

miel de café, para la observación cualitativa de la comunidad microbiana. 
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Figura 12. Bacterias cultivables extraídas de los electrodos de las celdas, para aislar 

las bacterias diferentes en apariencia . 



63 

En los electrodos se observó una predominancia de bacterias gram positivas 

en los aislamientos (Cuadro IX). No obstante, el aislamiento 11-1-b, fue un bacilo gram 

negativo. También se distinguió, mediante la forma del cultivo y la prueba de gram, 

una levadura entre los aislamientos (Figura 13). 

Figura 13. Levadura aislada de electrodo de ánodo de CCM, aislamiento 2Bi-T 

(cuadro 1). A) cultivo de levadura en medio MRS. B) Prueba de tinción de gram de 

aislamiento 2Bi-T. 

Con la información obtenida de las pruebas realizadas y del aspecto de las 

colonias bacterianas se lograron agrupar y seleccionar para la identificación nueve 

diferentes bacterias (Cuadro IX). Se observó 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 que las pruebas se 

realizaron bajo condiciones similares y se utilizó el mismo sustrato. 

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

bacterianos provenientes de los electrodos de los ánodos de las CCM implementadas 

con miel de café. 

Aislamiento Morfología Bacterias identificadas 

lA2-P 
1 

Bacilo Gram + Si 

lB-N Bacilo Gram + No asociada a ll-C1-A 

2A2-B Bacilo Gram + Si 

2B2-T Levadura No 
1 

l-C1 Bacilo Gram + Si 1 

ll-C1 - A Bacilo Gram + Si 

1 

ll-C1 - B Bacilo Gram + Si 

ll-C1 - C Bacilo Gram + Si 

l-C2 Bacilo Gram + Si 
1 

ll-C2 - A Bacilo Gram + No, asociada a ll-C1 - e 
1 

ll-C2 - B Bacilo Gram + No, asociada a ll-C1 - A 
1 

ll-C2 - C Bacilo Gram + Si 
11 

1-1-a Bacilo Gram + No, asociada a l-C2 

1-2-c Bacilo Gram + No, asociada a lA2-P y 2A2-B 

1 

1-2-d Bacilo Gram + No, asociada a l-C1, l-C2 

1-2-e Bacilo Gram + No, asociada a lA2-P y 2A2-B 

11-1-b Bacilo Gram - Si 



5.2 Identificación de bacterias aisladas de los electrodos de ánodo 

de CCM. 

Los resultados de las homologías de las bacterias secuenciadas se presentan 

en el Cuadro X. Como se observa (Cuadro X} los aislamientos coincidieron con varias 

especies de un mismo género e incluso con géneros diferentes, lo cual sirvió como 

base para encontrar la homología real o más cercana de cada bacteria, ya que se 

emplearon esas coincidencias para seleccionar las bacterias adecuadas para la 

realización del análisis filogenético. 83 

Se observó que una de las bacterias se relaciona genéticamente con el género 

Enterobacter, mientras que las otras ocho con lactobacilos. Estos resultados indican 

que los electrodos de las CCM no presentan variabilidad de géneros, lo que se puede 

deber a las características del agua miel empleada. 

El agua miel presenta una alta carga orgánica componiéndose mayormente de 

celulosa, hemicelulosa y lignina, además de contener glucosa y fructuosa (alrededor 

de 5%}, compuestos cuya oxidación generan ácidos orgánicos lo que deriva en un bajo 

pH, el cual ronda en un valor de 3 a 4. 11,79,85 Ambiente que limita la composición 

bacteriana de la comunidad existente en el agua miel, lo que explica que no se 

encuentren diferentes géneros bacterianos. Las bacterias pertenecientes a 
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Enterobacter y Lactobacillus poseen la capacidad de establecerse en ambientes con 

niveles de acidez alto. 62
•
67 

Cuadro X. Resultados de estudio de la homología de las bacterias aisladas 

mediante la secuencia del ADN del gen 165 ARNr obtenidos con la herramienta de 

BLAST de la NCBl. 

Nombre bacteria Homología 
aislada 
lA2-P 99% Lactobacil/us casei 

99% Lactobacillus paracasei 
99% Leuconostoc pseudomesenteroides 

2A2-B 100% Lactobacil/us casei 
100% Lactobacil/us paracasei 
100% Leuconostoc pseudomesenteroides 

l-C1 99% Lactobacillus casei 
99% Lactobacil/us paracasei 

ll-C1 -A 100% Lactobacillus harbinensis 
98% Lactobacillus perolens 
98% Lactobacillus rhamnosus 
98% Lactobacillus shezhenensis 

ll-C1 - B 98% Lactobacillus paracasei 
98% Lactobacillus casei 
98% Lactobacillus fermentum 
98% Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

ll-C1 - C 99% Lactobaci/lus casei 
99% Lactobacillus paracasei 

1 

l-C2 99% Lactobacillus casei 
99% Lactobaci/lus paracasei 
99% Leuconostoc pseudomesenteroides 

ll-C2-C 1 99% Lactobaci/lus casei 
99% Lactobacillus paracasei 

11-1-b 99% Enterobacter cloaeae 
99% Enterobacter homaechei 
99% Enterobacter asburiae 
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Además los morfotipos lA2-P, 2A2-B, l-C2; presentan coincidencia con 

Leuconostoc pseudomesenteroides bacteria que está relacionada con los 

lactobacilos86 {Cuadro X} esto se debe a la poca especificidad del gen 165 ARNr para 

distinguir de manera eficiente, a nivel de especie e incluso de género, cuando se 

presenta una relación genómica muy cercana, razón por la se presentan tantas 

coincidencias en BLAST realizado para las bacterias aisladas.87 Por otro lado la amplia 

coincidencia en el BLAST también se debe a que la base de datos incluye una gran 

cantidad de bacterias que no se encuentran documentadas e identificadas 

adecuadamente.88- 90 

La construcción de los arboles filogenéticos permite tener una idea más 

certera de la identidad real de los aislamientos secuenciados.91 En el Cuadro X se 

observa que el aislamiento 11-1-b presenta coincidencia para tres especies de 

Enterobacter con un porcentaje muy alto, por otro lado el análisis filogenético {Figura 

14} permitió asociar está bacteria específicamente con f. asburiae JCM 6051r, ya que 

se presentó una agrupación con alto porcentaje de coincidencia, con un "boostrap" 

de 89%; además se observa una agrupación con un porcentaje de probabilidad del 

83% con Enterobacter cancerogenus lo que coincide con otros estudios. 67•92 Además 

se observa {Figura 14} una ramificación característica para este género en el árbol 

filogenético, con relaciones características, como la relación entre f. cloacae con E. 

cowanii con 70% de probabilidad y con E. Kobei (65% contingencia} 67•92, sumado a las 
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asociaciones de las bacterias pertenecientes al grupo E. cloacae (Enterobacter 

asburiae, Enterobacter disso/vens, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, 

Enterobacter cancerogenus) que presentan porcentajes mayores 66%. 57,92 

A pesar de que preliminarmente algunas de las bacterias coincidieron con 

Leuconostoc pseudomesenteroides en el análisis filogenético no se presentó una 

relación estrecha a éstas (anexo), se observó que este género se ve relacionado con 

los lactobacilos86 por un ancestro cercano, sin embargo las cepas de Leuconostoc se 

agruparon en una rama separada de las bacterias de estudio (con una contingencia 

de la posición de 86%), por lo que no se utilizaron en el análisis final (Figura 15). 

De las cuatro coincidencias preliminares para la bacteria ll-C1-A (Cuadro X) se 

logró por medio del análisis de filogenético una homología, con una verosimilitud de 

89%, con Lactobacillus harbinensis SBT 10908r (Figura 15) especie que presenta un 

mayor porcentaje de similitud en los resultados del BLAST (Cuadro X). 

En el caso de los demás aislamientos no se logró hacer una diferenciación a 

nivel de especie como en los casos antes descritos, debido a la naturaleza de las 

coincidencias de estas bacterias, ya que exhiben similitud con L. paracasei, L. casei y 

L. tolerans, bacterias altamente relacionadas entre ellas. La similitud entre estas 

especies y las subespecies de estas es tan grande, que lograr una diferenciación entre 

las ellas es muy complicado. 66 
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La utilización de gen 16S ARNr y de otros marcadores en la diferenciación entre 

L. paracasei y L. casei no ha sido suficiente, debido a la cercana relación bioquímica 

entre éstas, además de que ambas especies pueden presentar polimorfismos y 

transferencia horizontal de genes, lo que complican los análisis filogenéticos. 93
•
94 

Estas similitudes son tan estrechas que incluso al analizar características fisiológicas 

como vías de fermentación, ensayo de carbohidratos, configuración de ácido láctico 

o análisis de peptidoglicanos no se obtienen resultados claros que permitan la 

diferenciación. 94 

Se ha propuesto la utilización de la técnica Tipificación Multilocus de 

Secuencias (MLST) como solución para la diferenciación de especies tan relacionadas 

como Lactobaci/lus sp., que permite caracterizar especies microbianas mediante la 

secuenciación conjunta de fragmentos de varios genes de mantenimiento, 

normalmente siete.87
•93•

94 Recientemente se logró un avance en la discriminación de 

especies del grupo L. casei mediante el desarrollo de un ensayo con la técnica MLST, 

donde se logró cebadores que permiten una metodología más robusta. 93 

Cabe resaltar que las bacterias l-C1-B y ll-C2-C, si bien se encuentran junto con 

los demás aislamientos y con las bacterias L. paracasei y L. casei, presentan una 

relación más cercana entre ellas que con las demás, al mostrar una pequeña 

agrupación distintiva con un "boostrap" de 71%. 
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Los resultados de estudios filogenéticos (Figura 14Figura 15) presentan un 

nivel de confianza alto, en las posiciones y relaciones mostradas en los árboles, ya que 

los porcentajes exhibidos en las homologías de las bacterias aisladas son superiores 

al 71% lo que permite afirmar que las bacterias fueron bien caracterizadas, además 

las agrupaciones observadas son las reportadas en otros análisis para este grupo. 95
,
95 

Por otro lado es importante mencionar que en la realización de los arboles 

filogenéticos se utilizaron cepas que han sido utilizadas previamente en análisis 

filogenéticos, para los géneros en cuestión, en diferentes estudios, además se evaluó 

el tipo de cepa utilizada y la documentación que las respaldan, al ser bacterias de 

colección, para garantizar mayor confiabilidad en los resultados. Las coincidencias del 

BLAST con mayor porcentaje de similitud no fueron empleadas en el análisis 

filogenético al no cumplir las características mencionadas. 
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Enterobacler aerogenes NCTCtOOQ6T (AJ251468) 

Enterobacter hormaechei CIP 103441 T ( AJ508302) 

Enterobacter mori LGM 25706 T (EU721605) 

Enterobacter /udwigii EN-119T ( AJ853891) 

Enterobacter cloacae subsp dissolvens LMG 2683T (Z96079) 

91 
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Enterobacter cloacae subsp cloacae DSM 30054 T (HE978272) 

Enterobacter cowanii C/P 107300T (AJ508303) 

Entero.bacter oryzae Ola 51 (EF488759) 

Enterobacter arachidis Ah -143 (EU672801) 
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100 Enterobacter hefveticus LMG 23732T ( 00273688) 

Enterobacter pulveris 601/05 (00273684) 

82 Enterobacler kobei CIP 105566T (AJ508301) 

~ Enterobacter nimipressuralis LMG 10245 T (Z9fj()7'1J 

~ Enterobacter turicensis LMG 23730T (00273681) 

Enterobacter amnígenus )CM 1237T ( AB004749) 

Enterobacter gergoviae JCM1234r (A8004748) 

Enterobacter cancerogenus LMG 2593T (Z96078) 

PJ.s .fl-1- b 

Enterobacter asburiae)CM 6051T (AB004744} 

Xenorhabdus poinarii DSM 4768 T (X82253) 

0.02 

Figura 14. Árbol de máxima probabilidad basado en las secuencias del gen 165 rRNA para bacteria 11-1-b y especies de Enterobacter. 

Con Xenorhabdus poinarii DSM 4768r como outgroup 
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Figura 15. Árbol de máxima probabilidad basado en las secuencias del gen 165 rRNA bacterias aisladas de ánodos de CCM con agua 

miel de café y especies de Lactobacíl/us. Con Lactococcus lactis subp. lactis NCDO 604T como outgroup. 



5.3 Selección de bacterias para la realización de pruebas en CCM 

Se seleccionó las bacterias 11-Cl-A y 11-1-b ya que corresponden a especies diferentes 

de bacterias. Estos resultados sirvieron de base para la búsqueda de evidencia electrogénica 

de estas bacterias. 

Los lactobacilos como se mencionó anteriormente (sección 3) son de gran interés en 

muchas áreas, en CCM se han empleado bacterias como L. bulgaricus con la obtención de 

corriente máxima de 0,302 mA.63 Por otro lado al utilizar L. pentosus se ha obtenido 8,09 

mW/m2 en CCM con agua residual de productos lácteos97 y 5,04 mW/m2 con agua residual 

sintética con 50 mg/L de extracto de levadura. 64 En CCM con agua residual doméstica se 

encontró en la biopelícula del ánodo las bacterias Lactobaci/lus paracasei, Lactobacil/us 

harbinensis, Lactobacillus casei, y se logró 650 mA/m3 al inocular L. casei en las CCM.65 En 

sueros residuales de la industria de producción de quesos se obtuvo 75 µA con el uso de L. 

bulgaricus y 68 µA con L. casei.66 

En lo que respecta a bacterias del género Enterobacter, en CCM con lodos activados 

se obtuvo una densidad de corriente máxima de 2,26 A/m 2 asociada a Enterobacter sp.70 

Además en CCM con agua residual enriquecida con acetato se obtuvo 0,42 mA producto de 

la inoculación de Enterobacter cloacae. 98 Está misma bacteria se utilizó en CCM con 

diferentes sustratos en los se obtuvo densidad de corriente máxima de 493 mA/m2 con 

sacarosa, 486 mA/m2 con glicerol, 328 mA/m 2 con glucosa, en n-acetil-D-glucosamina 307 

mA/m 2
, 119 mA/m2 con celulosa y 62 mA/m2 con lactato. 99 
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Estos reportes se consideraron alentadores para seleccionar las especies 11-1-b (E. 

asburiae} y ll-C1-A (L. harbinensis} para realizar la segunda etapa del estudio y realizar la 

inoculación de las CCM con estas bacterias. 



5.4 Valoración del efecto de inoculación de las bacterias en la CCM 

5.4.1 Eficiencia del tratamiento biológico y eléctrico de la CCM 

En las Figuras 16, 17 y 18 se muestran los resultados de los experimentos de las CCM 

con sustrato de agua miel diluida y sin diluir inoculada con las bacterias seleccionadas. Tal 

y como se observa en las figuras, inicialmente se da un incremento pronunciado en la 

generación de corriente en las CCM hasta llegar a un punto máximo, se estabiliza por un 

tiempo para posteriormente disminuir lentamente; en el caso del experimento con la 

inoculación de Enterobacter asburiae (11-1-b) con sustrato de agua miel sin diluir (Figura 16) 

y el ensayo con la Shewanefla (Figura 18) la fase de estabilización se prolongó por más 

tiempo. El aumento pronunciado de corriente ocurre en los dos primeros días producto de 

la fermentación de los compuestos de carbono por parte de la flora microbiana y está 

relacionado probablemente con la fase exponencial de crecimiento bacteriano, 

posteriormente a la obtención del máximo de corriente se iniciaría una fase estacionaria. 100 

Para los ensayos realizados con sustrato de agua miel de café a baja concentración 

inoculada con Enterobacter asburiae (11-1-b) y Lactobacillus harbinensis (11-Cl-A) la prueba 

t student (p=0,05) indicó que se generó una corriente máxima significativamente menor 

para ambos experimentos con respecto a la corriente generada por el electrodo control 

(Anexo 4: Figura E20 y E22). Al darse una disminución en la materia orgánica disponible y al 

aumentar la cantidad de microorganismos presentes es de suponer que las bacterias 

utilicen rutas más simples para lograr el crecimiento y no se de una liberación de electrones 
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en la misma proporción que en la celda sin inocular; ya que en las CCM la mayoría del 

sustrato se utiliza para el crecimiento bacteriano y no para la generación de 

electricidad. 101,102 

Al analizar la corriente máxima generada entre los experimentos diluidos inoculados 

con Enterobacterasburiae (11 -1-b) y Lactobacil/us harbinensis (11-Cl-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 máxima de 1,9 mA en una CCM 

con agua residual inoculada con Enterobacter c/oacae, valor no muy lejano a los obtenidos 

en los ensayos.98 

En el caso de las CCM implementadas con sustrato de agua miel sin diluir la prueba 

t student (p=0,05) mostró que la corriente máxima es significativamente mayor en los 

electrodos inoculados en comparación que en el electrodo control (Figuras 16, 17 y 18). Se 

ha observado que a mayor concentración del sustrato se da una mayor generación de 

corriente, ya que se da un aumento en la velocidad de las reacciones enzimáticas asociadas 

a la liberación de los electrones; sumado a que la mayor cantidad de microorganismos en 

el medio, producto de la inoculación, incrementa el número de procesos metabólicos que 

se pueden llevar acabo. 1oi,103 

Al comparar la corriente máxima 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 inoculación entre la corriente generada por las 

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

de café inoculada con 11-1-b. A} con agua miel sin diluir. B} Con agua miel diluida. 
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Figura 17. Datos de corriente en función del tiempo obtenidas en las CCM con agua miel 

de café inoculada con 11-Cl-A. A) con agua miel sin diluir. B) Con agua miel diluida. 
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Figura 18. Datos de corriente en función del tiempo obtenidas en las CCM con agua miel 

de café sin diluir inoculada Shewanella oneidensis. 

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

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

control. Con un nivel de confianza de 95%. 

11-1-b sin 11-1-b diluido 11-Cl-A sin 11-Cl-A Shewanella 

diluir diluir diluido oneidensis 

Valor p 1 

6,197x1Q·l3 1 3, 783x10·12 1 1,049x10·10 

Hipótesis 

aceptada 
Alternativa Nula Alternativa Nula Alternativa 

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente máx. menor o igual que el electrodo control. 

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

10000 
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Figura 19. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la corriente máxima generada 

en CCM con agua miel de café diluida inoculadas con 11-1-b y 11-Cl-A. 
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Figura 20. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de corriente máxima generada en 

la CCM con sustrato de agua miel sin diluir inoculadas con 11-1-b, 11-Cl-A y Shewanella. 
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En el estudio del efecto de las especies inoculadas sobre la densidad de corriente 

máxima generada por las CCM, a través de la ANOVA (p=0,05), no se comprobó una 

diferencia significativa, las discrepancias absolutas entre el electrodo inoculado y el control 

oscilaron en valores de 3-6 µA/cm2 (Anexo 4, Figura E25, E29). El valor de densidad de 

corriente más alto fue de 8,14 µA/cm2, valor que al compararlo con datos de otros sustratos 

es muy bajo, por ejemplo en sustratos como ácido glucorónico21 que se obtuvo 1180 

µA/cm2 y agua residual de la industria de chocolate24 302 µA/cm2 (ver Cuadro 11, sección 

2), sin embargo se puede observar que en el caso de CCM con estiércol de granjas19 el valor 

es menor (4 µA/cm2). 
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Figura 21. Comparación de la diferencia de la densidad de corriente máxima de las CCM 

con agua miel de café inoculadas con las bacterias seleccionadas. 
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En cuanto a la remoción de carga orgánica se observa que los valores oscilan entre 

11 ~ 53 % remoción (Figura 22) siendo mayores en los ensayos con agua miel sin diluir. En 

el ensayo con la Shewanel/a se presenta el menor valor de porcentaje de remoción de la 

carga orgánica tanto en el electrodo control como en el inoculado, lo que es un indicativo 

de que las discrepancias en los resultados de este ensayo con respecto a los demás se 

presentaron por las condiciones ambientales en que se desarrollaron. Además los análisis 

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 podría afirmarse que la concentración del sustrato ocasione 

una inhibición del crecimiento bacteriano. Los resultados reflejan que el tratamiento 

biológico del agua miel de café es medianamente eficiente, ya que se lograron remociones 

cercanas al 50% de la carga orgánica total del agua miel de café en un periodo de 7 días y 

teniéndose reportes de remociones de hasta 80% en seis días.52 
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Figura 22. Comparación del porcentaje de remoción de la carga orgánica en el tratamiento 

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

En el gráfico mostrado en la Figura 23 se observa el rendimiento culombico de los 

diferentes tratamientos. Llama la atención 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 química de oxígeno los 

microorganismos optan por rutas metabólicas menos eficientes en la transferencia de 

electrones hacia los electrodos de la CCM.4• 5• 6 Como se observa en la ecuación 5, de la 

sección experimental, la eficiencia culombica depende inversamente de la cantidad de 

materia orgánica removida por lo tanto, a pesar de que en los experimentos con sustrato 

sin diluir se presenta una remoción 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 

análisis 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 remoción de carga orgánica 

de 58%98, valores muy cercanos a los obtenidos en las CCM con sustrato diluido. 

3.500 

3.000 

ro 2.500 
.!::! 
..e 
E 2.000 
o 
::i 
u 1.500 
ro 
·o 
e 

1.000 Q) 
·¡:¡ 
~ 
Q) 

0.500 

'*' 
0.000 

• control 

• Experimento 

11-1-b Sin 
diluir 

0.155 

0.154 

11-1-b diluida 

2.039 

2.102 

11-Cl-A sin 
diluir 

0.073 

0.103 

11-Cl-A 
diluida 

3.027 

2.974 

Shewanella 
sin diluir 

0.594 

0.634 

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

inoculada con las bacterias seleccionadas. 
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Si bien se han empleado CCM que presentan generación de corriente y eficiencias 

culombicas muy grandes en comparación con las realizadas en este estudio, en su mayoría 

utilizan sustratos simples con concentración de crecimiento idóneas y cargas orgánicas 

bajas, como es el caso de CCM con acetato (60 % eficiencia culombica)17, glucosa (23% 

eficiencia culombica) 21 y ácido glucónico (30% eficiencia culombica) 21 por mencionar 

algunos ejemplos; sin embargo en sustratos más complejos los rendimientos de las CCM 

tienden a ser más bajos ya que se necesita una comunidad microbiana más diversa, además 

de la posibilidad de presencia de compuestos que limiten el crecimiento bacteriano. 101 

El agua miel de café está compuesto en un mayor porcentaje por celulosa y lignina 

{alrededor de 20%)79•85, compuestos que no son metabolizados por todo tipo de batería. 

Además el proceso de degradación de este tipo de sustancia en conjunto con la generación 

de electricidad es poco común y hay poca evidencia del empleo de los dos procesos en las 

CCM. 25 Se ha observado que consorcios de las bacterias C. cellulolyticum y G. 

sulfurrenducens poseen la capacidad de generar electricidad en el proceso de 

metabolización de celulosa y lignina en CCM. 1ºº·1º4 Las bacterias inoculadas en los ensayos 

no se han reportado con la capacidad de metabolizar este tipo de sustrato por lo que los 

rendimientos de la CCM están limitados a la materia que es viable, que representa no más 

del 5 % del agua miel.79,85 

Si bien los resultados indican que el proceso de tratamiento para el agua miel de 

café para la generación de electricidad en CCM puede mejorar, dada la complejidad del 

sustrato es un comienzo alentador. 



5.4.2 Efecto de la inoculación en la comunidad microbiana del 

electrodo del ánodo. 

En la Figura 24 se muestra el patrón resultante del análisis de la comunidad 

bacteriana presente en los electrodos en los dos ensayos realizados con la inoculación de 

11-1-b (f. asburiae) y Shewanella oneidensis. Las bandas b, c y d están 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 c se presentó con diferentes intensidades (Figura 24), siendo más tenue en el 

electrodo control del tratamiento con 11-a-b y en el 111 electrodo del tratamiento con 

Shewanella oneidensis. La diferencia de las intensidades podría atribuirse a una diferencia 

en la concentración de la bacteria asociada a esta banda, siempre y cuando se hayan usado 

un volumen definido en cada pocillo. La inoculación de la cepa Enterobacter (11-1-b) parece 

no favorecer la presencia de la bacteria asociada a la banda c, ya que en el control se 

observa de forma más 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 inoculación de la bacteria. 

Por otro lado las bandas e, f, g, i y j solo se observaron en los electrodos del ensayo 

en el que se inoculó Enterobacter asburiae (11-1-b) (Figura 24), estas bandas se encuentran 

en los cuatro electrodos, lo que indica que esta banda no sufrió alteración producto de la 

inoculación realizada, aunque si es notorio que las bandas en el 111 electrodo son más sutiles, 

lo que implica una afectación particular en la CCM de este electrodo lo que ocasionó una 

86 
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menor concentración de bacterias asociadas a estas bandas ya que únicamente el electrodo 

111 presenta la diferencia. 

En el ensayo en el que se inoculó Shewanella oneidensis (Figura 24) se encontraron 

las bandas k y 1; que se comparten en los cuatro electrodos de este tratamiento pero no 

están 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 inoculación 

de la bacteria en las CCM, ya que también está presente en el control. Esta discrepancia 

entre ensayos se puede deber a la variabilidad propia del agua miel de café y además a las 

condiciones de las CCM, ya que se implementaron en distintos momentos. 105•1º6 
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Figura 24. Patrón de banda de PCR-DGGE de la región v3 de ADNr 165 de bacterias amplificadas 

con el par de cebadores 357FGC-518R. A) CCM inoculadas con 11-1-b. B) CCM inoculadas con 

Shewanella oneidensis 
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En los resultados de DGGE se observó que dos bandas; bandas a y h (Figura 24); 

están presentes en todos los electrodos de los dos ensayos con excepción del electrodo 

control del tratamiento con inoculo Enterobacterasburiae, lo que indica que factores a nivel 

de microambiente pudieron afectar a los microorganismos relacionados con estas 

bandas.101.1os 

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 

división entre los dos ensayos realizados, esta separación 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 congelación y descongelación los 

cuales afectan directamente la comunidad microbiana existente en el agua miel;1º5
•
1º6 y 

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 composición de la comunidad microbiana de la biopelícula de los 

electrodos 1 y 11 está más cercana entre ellos que con los demás electrodos, con una 

homología de casi el 90%, está cercanía se debe probablemente a que estos electrodos 

estaban en el ánodo de la misma CCM, con las mismas condiciones ambientales. 1º5•1º6 A su 

vez se observa (Figura 25) una asociación cercana al 80% de homología entre la agrupación 

de los electrodos 1y11 con el electrodo 111, cabe destacar que estos electrodos corresponden 

a las CCM que fueron inoculadas con la bacteria, mientras que la relación del electrodo 
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control con los demás electrodos es de aproximadamente 65% de homología, lo cual, si se 

toma en cuenta la variabilidad propia del sistema, indica que la inoculación con la bacteria 

Enterobacter asburiae afectó la comunidad bacteriana en los electrodos 1, 11y111. 
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Figura 25. Dendrograma de patrón de bandas obtenido a partir de DGGE basado en el 

región V3 de ADNr 165 de la comunidad microbiana {bacterias) presente en los electrodos 

del ánodo de las CCM con agua miel de café. A) bandas del DGGE. B) CCM inoculadas con 

11-1-b. C) CCM inoculadas con S. oneidensis. Los perfiles se agruparon por correlación de 

Dice y el método de grupos de pares no ponderados por promedios aritméticos (UPGMA, 

por siglas en inglés). 
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Las agrupaciones generadas en el ensayo realizado al inocular Shewanella oneidensis 

están más cercanas unas de otras según su homología que en el caso anterior (Figura 25). 

La mayor similitud entre los electrodos se da entre el control con el 111 electrodo (alrededor 

75% similitud), el electrodo 1 es que difiere en mayor medida a la los demás electrodos, sin 

embargo esta diferencia es alrededor de 3%. Lo que indica que no existió un factor de 

cambio que provocara una discrepancia en la comunidad microbiana de los electrodos de 

la CCM. 

El agua miel de café es un sustrato de composición compleja, que presenta un alto 

porcentaje de material de difícil degradación (~20%) y una acidez que lo convierten en un 

ambiente muy selectivo no accesible a todo tipo de microorganismo,79,85 lo que pudo 

ocasionar que la Shewanella oneidensis no lograra crecer en esas condiciones, sin alterar la 

comunidad microbiana de los electrodos. La Shewanella oneidensis tiene preferencia por el 

lactato como sustrato y ambientes con pH entre 6-8. 43,44, 71- 73 

La secuenciación de las bandas producto de amplificación a partir de los marcadores 

generales para hongos ITS1/ITS4 anidado en ITS1/ITS2 mostró la presencia de las levaduras 

perteneciente al género Pichia y Sacharomyces. 



6. Conclusiones generales y Recomendaciones 

La investigación realizada permitió el aislamiento e identificación de bacterias 

electrogénicas presentes en los electrodos del ánodo de las CCM con agua miel de café del 

Beneficio Coopetarrazú, no existió gran variabilidad de especies, se tuvo una dominancia 

del género Lactobacil/us; sin embargo se encontró una bacteria perteneciente al género 

Enterobacter y la presencia de levaduras del género Pichia y Saccharomyces. 

La bacteria 11-1-b coincidió con la Enterobacter asburiae JCM6051r y ll-C1-A con 

Lactobaci/lus harbinensis SBT10908r. Las demás bacterias se agruparon con Lactobacil/us 

casei sub casei ATCC 393T; Lactobacillus paracasei sub to/erans NBRC 15906T y Lactobaci/lus 

paracasei sub paracasei NBRC 15889T. 

En el análisis de los parámetros de corriente máxima, densidad de corriente máxima, 

porcentaje de remoción de carga orgánica y eficiencia culombica de la CCM al comparar el 

valor generado por el electrodo control y electrodo inoculado, se demostró que la 

inoculación de las diferentes bacterias no generó una diferencia significativa. Por lo tanto 

no se pudo comprobar el efecto del inóculo en el rendimiento de la CCM. 

Los resultados indican que en los procesos con sustrato diluido el sistema operó una 

ruta metabólica que no favorece la liberación de electrones hacia los electrodos del ánodo, 

lo que pudo ser producto de las características del agua miel. 

Los factores que pueden afectar el desarrollo de las bacterias en los electrodos de las 

CCM pueden ser muy diversos, en el caso de la inoculación de la bacteria Enterobacter 

92 



93 

asburiae se evidenció una afectación sobre la comunidad microbiana presente en los 

electrodos producto de la adición de esta bacteria. Por otro lado la inoculación de la 

Shewanella oneidensis no fue un factor que cambiara la comunidad microbiana en los 

electrodos. A su vez las características de la composición del agua miel parecen no haber 

favorecido el crecimiento de la Shewanel/a inoculada, al ser un sustrato muy complejo. 

Para mejorar la identificación de las bacterias faltantes se recomienda utilizar el 

sistema MLST con secuencias de genes de mantenimiento como mutl (reparación de ADN), 

tuf (factor de elongación), recA (recombinación homóloga de ADN), rpoA (cataliza la 

transcripción de ADN), pepR (regulador transcripcional), dnaK (replicación de ADN) y 

dnaJ/dnaK (respuesta a la hiperosmótica). 

Se sugiere probar una de las bacterias del grupo L. casei/paracaseí ya que existen 

reportes de bacterias electrogénicas. Además de analizar otras condiciones como pH, 

temperatura, enriquecimiento del sustrato y el efecto de mediadores en las CCM inoculadas 

con las bacterias de estudio. 

Al tener altas cantidades lignina, celulosa y hemicelulosa en el sustrato, se propone la 

utilización del consorcio C. cellulo/yticum y G. sulfurrenducens, bacterias que logran 

metabolizar estos compuestos en conjunto con la generación de electrones, para mejorar 

el rendimiento de las CCM. 
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Anexos 

Anexo l. Fotografías de aislamientos obtenidos de los electrodos del 

ánodo de la CCM con agua miel de café. 

Figura El. Aislamiento 11-1-b de los electrodos del ánodo de la CCM con agua miel de café . 

Figura E2. Bacteria 11-Ci-A aislada de los electrodos del ánodo de las CCM con agua miel de café. 
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Figura E3. Bacteria 1A2-P aislada de electrodo del ánodo de las CCM con agua miel de 

café. 

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

café. 
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Figura ES. Bacteria 1-2-c aislada de los electrodos del ánodo de las CCM con agua miel de 

café. 

Figura EG. Bacteria 11-Ci-C aislada de los electrodos del ánodo de las CCM con agua miel de 

café. 
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Figura E7. Aislamiento 1-2-e de los electrodos del ánodo de las CCM con agua miel de café. 

Figura ES. Aislamiento 1-2-d de los electrodos del ánodo de las CCM con agua miel de café. 

Figura E9. Aislamiento 2B2-T de los electrodos del ánodo de la CCM con agua miel de café 
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Figura ElO. Aislamiento ll-C1-C de los electrodos del ánodo de las CCM con agua miel de 

café 

Figura Ell. Aislamiento 2A2-B de los electrodos del ánodo de la CCM con agua miel de 

café. 
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Figura E12. Aislamiento lB-N de los electrodos del ánodo de la CCM con agua miel de café 

Figura E13. Aislamiento ll-C2-A de los electrodos de ánodo de la CCM con agua miel de 

café 

Figura E14. Aislamiento ll-C2-B de electrodo del ánodo de la CCM con agua miel de café. 
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Figura ElS. Bacteria l-C1 aislada de electrodo del ánodo de la CCM con agua miel de café 

Figura E16. Bacteria ll-C1-B aislada de electrodo del ánodo de la CCM con agua miel de 

café. 
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Figura E17. Bacteria l-C2 aislada de electrodo del ánodo de la CCM con agua miel de café. 
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Anexo 2. Resultados de amplificación 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%, teñidos con Gel-Red (10000 X), corridos a 90V por 35 min. 

Cuadro Al. Resultados de análisis de pureza de especies amplificadas para secuenciación. 

Muestra 
Concentración 

(ng/µL) 
A260 A280 260/280 260/230 

lA2-P 38,6 0,772 0,419 1,84 1,94 

2A2-B 29,3 0,585 0,327 1,79 1,72 

l-C1 32,0 0,640 0,352 1,82 1,72 

ll-C1-A 35,6 0,712 0,384 1,85 1,83 

ll-C1-B 38,2 0,765 0,439 1,12 1,74 

11-Ci-C 32,7 0,654 0,360 1,82 1,83 

l-C2 14,4 0,287 1,666 1,73 1,03 

ll-C2-C 79,9 1,598 0,922 1,22 1,73 
11-1-b 38,9 0,777 0,650 1,75 1,65 



Anexo 3. Resultado Filogenético preliminar para bacterias del género lactobacil/us 

, 1:io ¡- p111:c1~A 
Lactobacillus h;irbinensis S8T10908 (AB196123) 

Lactobacíl/us acidípisc1 JCM 10692 (A8289009) 

Lactobac1l/us avtarius subsp arafflnosus LMG 23560 iJX986976' 
Lactobac1ltus aviaríus subsp aviarius JCM 5666 (A8289044) 

Lactobaclllus agtlis JCM 1167 (A8596945) 
Lactobacillus anima/is JCM 5670 !A8289042 \ 
LactoMcmus ,1podem1 DSM 16634 (A837087 4) 

Lactobac111us cefi 142 2T (AM292799) 
Lactooaciíius caoillafus Y!T 11306 (A8365976) 

Lactobac//lus a.tg1dus JCM 10491 (A8289022) 
Lactobaciaus a11mentanus JCM 1095 <A8289025) 

Lactobaciltus bifermentans JCM 1094 CA8289045) 
Lactobacillus bucnneriY!T 0077 (.l\8429368) 

Lactobacillus composti NRIC 0689 ( l\82681 18) 
Lactobacillus cerev1s1ae \KT 445~·96' 

, ioor Lactobaciltus crispatus ATCC 33820 rAF257097) 
LacfobaciHus acidoot:ilus ATCC 4356 (A800B203) 

Leuconosfoc pseudomesenteroi<lesATCC 49371 (KC510251) 
Leuconostoc citreum (AF111948) 

Leuconostoc lactíS (A8023968) 
Leuconostoc mesenteroides NCF8 543 (A8023247) 

.._ _____________ _....11111....., [ !.euconostoc mesenteroides subsp dextranicum JCM 9700 (A8596940) 
Leuconostoc mesenterol(Jes subsp mesenteroides NRIC 1541 (A8023243) 

Leuconostoc fa/fax (AF360738) 
Lactobac.Jius fermentum CI P 102980 ( JN 17 5331 1 

Lactobacillus mamnosus ATCC 7469 (A8008211 ) 
LaClob:M:dluS caseiATCC 393 (NR 041893) r f>21Az..P -- __ _ .. . -· ·············· ... ·····- . 

Gi!U~ P4 2Az-8 
P6 l-C1 

IM P9 11-C·-C 
Lactobaciffus paracase1 subso paracasei N8RC 15889 (A8626054) 
Lactcbac//lus paracasei subsp 1~~8RC 15906 (A8680995) 

- P8 11- C1-B 
P13 ll -C2-C 

Lactococcus !act;s subsp cremons A TCC 19257 (A8008214) 

O.G9 

Figura E19. Árbol de máxima probabilidad basado en las secuencias del gen 165 rRNA bacterias aisladas de ánodos de CCM con 

agua miel de café y especies de Lactobacillus. Con Lactococcus /actis subp. Cremoris ATCC 19257r como outgroup. 
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Anexo 4. Resultados de Electroforesis en Gel con Gradiente 

Desnaturalizante (DGGE). 

Dlret:dón de in~lldones CORBANA-Ol-SF-IM-IFSER-oM-2018 
SeQ:lón de FltClfltatl!tá ón 

l.abandorio 81ClltJtla Mdewl• Jetha: 1 de novil!mbre dé 2018 

Servido solicitado: Diversidad de hongos y bacterias. 

Solicitante: Dra. Udieth Uribc. Centro de lnvest1gac1ones Agronómicas. CIA UCR. 

Fecha de solicitud: 26 de octubre de 2018. 

Tipo de producto (s) evaluado (s): Ácidos nuc:letcos t otales. 

Aislamiento y muestreo realizado por: Dra. L1d1eth Un be. CIA 

Cuadro l. D1verndad genct1ca de hongos v bacterias según el md1c.e de Shannon W 1encr (H', 
calculado con el programa Past 3 a part ir de 1magenes analizadas con el programa UVI lD). 

11 
Relación H' 

• ID : Concentración 
260/280 

Usuario ; ADN total (ul) 
(nm) Hongos• Bacterias• 

1 EADN 1 55,6 1,72 2,526 2,524 
.2 EADN2 165.1 2.02 2,528 2 809 

3 EADN3 75.6 1,92 2,45 2,754 
4 EADN4 45,B 1,75 2,615 2,918 

5 EADNS 2sg,1 
1 

2,01 2,371 2,329 
6 EADN6 62 1.82 2.7~ 2,839 ¡ 

--

1 EADN7 92.4 -- 1 1,9 2,807 2,35 
8 EADN8 130 i 1 84 2.586 2,146 

1 

" lnterpretac1on del md1ce. 

Valor de l índice Oívet!.1dad 11enet ica 

la2 Baja 
2a3 Mediana 
3a4 Alta 
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Filura 3. Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) del producto de 
amplificación a partir de los marcadores generales para bacterias: 3S7F GC/518R segun Sekiguchi 

et al 2002. 

Figura 4. Electroforesis en gel de gradiente desnatoralizante (DGGE) del producto de 
amplificación a partir de los marcadores generales para hongos: ITS1/ITS4 anidado en ITS1/ITS2 
según Valaskova y Baldrian 2009. 

Nota: C.11.tbOf immo q~ elllmido dé toda re~nwbílidacl, en mlrfJM'~ dr r~bdos por J*te de terura• penoN:> 

ajérut~ al pflX;ew de ,e11ábis y a CORMNA S.A. 
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Técnica utilizada: PCR punto f inal Gel en Gradicflte Dcsna1ura l1zantc. 
Instrumento o equipo utilizado: App hcd B 1 os~·stcmst:· Gcn ,Amp 11 Thcrma l Cyclcr. 

C.B.S Sc1cntif1c DGGE Systcm. 

r.leE.pon.sable M.!:.c. Ana Maria Cone10 Barbaza 
lel 40 02 4b 8S 
E.mai ~ a neo neJc (.a.J ::o·ba:i a .co.cr 
ce 
M . .Sc. Maur c 1~ Gu;;:m;;n, Coo·::l 1;;:fo• ae F 1tc p·ote::ción 
f~rc.h i ·.·o 
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Anexo 5. Resultados de pruebas estadísticas 

Resultados de Prueba t student realizadas para corriente máxima de los 

diferentes ensayos realizados 

Two Sample t-test 

data: mean2 and meanl 

t = 73,997, df = 8, p-value = 6, 197e-13 

alternative hypothesis: true difference in means is greater than O 

95 percent confidence interval: 

0,004562392 lnf 

sample estimates: 

mean of x mean of y 

0,26282 0,25814 

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente máx. menor o igual que el electrodo control. 

HA= Los electrodos inoculados presentan mayor corriente máx. 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). Comparación de la corriente máxima electrodo inoculado 

contra el electrodo control. Con nivel de confianza 95%. 



Two Sample t-test 

data: conc2 and concl 

t = 59, df = 8, p-value = 3.783e-12 

alternative hypothesis: true difference in means is greater than O 

95 percent confidence interval: 

0.003428427 lnf 

sample estimates: 

mean of x mean of y 

0.26220 0.25866 

1 Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente máx. menor o igual que el electrodo control. 

1 HA= Los electrodos inoculados presentan mayor corriente máx. que el electrodo control 
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Figura E21. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café sin diluir inoculada con 

Lactobacillus harbinensis (ll-C1-A). Comparación de corriente máxima electrodo inoculado contra 

el electrodo control. Con nivel de confianza 95%. 



Two Sample t-test 

data: dil2 and dill 

t "' -39.598, df = 8, p-value = 1 

alternative hypothesis: true difference in means is greater than O 

95 percent confidence interval: 

-0.00293149 lnf 

sample estimates: 

mean of x mean of y 

0.2600 0.2628 

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente máx. menor o igual que el electrodo control. 

HA= Los electrodos inoculados presentan mayor corriente máx. 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 O 

95 percent confidence interval: 

-lnf -0.00266851 

sample estimates: 

mean of x mean of y 

0.2600 0.2628 

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

HA= Los electrodos inoculados presentan menor corriente máx. que el electrodo control 
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Figura E22. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café diluido inoculada con 

Enterobacter asburiae (11-1-b). Comparación de la corriente máxima electrodo inoculado 

contra el electrodo control. Con nivel de confianza 95%. 



Two Sample t-test 

data: dil4 and dil3 

t "' -94.469, df = 8, p-value = 1 

alternative hypothesis: true difference in means is greater than O 

95 percent confidence interval: 

-0.00681149 lnf 

sample estimates: 

mean of x mean of y 

0.25724 0.26392 

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente máx. menor o igual que el electrodo control. 

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

Two Sample t-test 

data: otra2 and otral 

t = -94.469, df = 8, p-value = 8.799e-14 

alternative hypothesis: true difference in mea ns is less than O 

95 percent confidence interval : 

-lnf -0.00654851 

sample estimates: 

mean of x mean of y 

0.25724 0.26392 

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

HA= Los electrodos inoculados presentan menor corriente máx. que el electrodo control 
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Figura E23. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café diluido inoculada con 

Lactobacillus harbinensis (ll-C1-A). Comparación de la corriente máxima electrodo 

inoculado contra el electrodo control. Con nivel de confianza 95%. 



Two Sample t -test 

data: Shew2 and shewl 

t = 38.897, df • 8, p-value = 1.049e-10 

alternative hypothesis: true difference in mea ns is greater than O 

95 percent confidence interval : 

0.00300893 lnf 

sample estimates: 

mean of x mean of y 

0.28460 0.28144 

Ho=Los electrodos inoculados presentan una corriente má x. menor o igual que el electrodo control. 

HA= Los electrodos inoculados presentan mayor corriente máx. que el electrodo control 
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Figura E24. Resultado de prueba T para CCM con agua miel de café diluido inoculada con 

Shewanella oneidensis. Comparación de la corriente máxima electrodo inoculado contra el 

electrodo control. Con nivel de confianza 95%. 



Resultados de Análisis de Varianza (Anova) realizadas para los diferentes 

parámetros analizados. 

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

.. 
'ij; 
fii 
~ .0010 
.e 
(/) 

diluir. 

95% famlly-wtse conndence level 

0000 

Oo11erences m mean leYels ol Espeoe2 

iF 

0.2&1 

Figura E25. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la corriente máxima 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 (11-1-b), Lactobacil/us 

harbinensis (11-Cl-A) y Shewanella oneidensis. 
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95% fllmtly-wlse conftdence level 

1 1 

1 1 1 

1 1 

1 1 1 

1 ! 1 
1 

Oe•OO 2e-04 

Dtllerences in mean levels al Especie 

Df SumSq MeanSQ F 1 value Pr(>F) 1 
Especie 2 9.556E-08 4.n8E-08 3.909 1 0.0819 1 

Residuales 6 7.330E-08 l.222E-Q8, 1 1 

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

máxima 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 (11-1-b), 

Lactobacillus harbinensis (11-Cl-A) y Shewanella oneidensis. 
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95% famlly-wlse confidence level 

1 
,, 1 

1 1 

1 
e 

¡ 
1 1 1 
1 1 1 

Ot!letences in mean le\.<els ol Especie 

Sum Sq ' Mean Sq F valut Pr (>F) 

Es_pecie 6.070E+02 3.0lM+a2 4.082 0.139 

Residuales , 2.230E+02 7.4.il!IE+Ol 

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 (11-1-b), Lactobacil/us harbinensis (11-Cl-A) y 

Shewanella oneidensis 
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95•;. famlly-wtse conndence leve! 

Oinerences in mean leYels ol Especie 

Df SumSq MeanSq F \111rut Pr{>:F) 

Especie 2 1.890E-03 9.4DOE-04 0.022 0.978 

Residuales 3 l.266E-Ol 4.219E-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 (11-1-b), Lactobaci/lus 

harbinensis (11-Cl-A) y Shewane/la oneidensis 
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Resultados para comparación de ensayos realizados con agua miel de café 

diluida. 

95'Yo famlly-wtse conftdence level 

Oiffefeoces m mean leYets ol Espeoe 

Ctf Sum Sq Me•n Sq v1lue Pr(>F) 

Especie l 1 L'!liOllE-(15 1.908E-OS 1.75i 11.lSf; 

Residu•les 

Figura E29. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la corriente máxima 

obtenidas 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 {11-Cl-A). 
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115% famlly-wtse conndence level 

Oifferences in mean levels ot Espec1e1 

1)1 SumSq Mean Sq F value Pr(>Fl 
Especie 1 1.500E-08 l .SOOE.08 0.818 0.417 

Resld:v1!ts 4 7.330E-08 un E-OS 

Figura E30. Resultado de ANOVA realizado a la diferencia de la densidad de corriente 

máxima 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 (11-Cl-A). 



Especie 

Residuales 

95% famlly-wlse contldence leve! 

-10 

Df 

l 
2 

. . . . 
t 

~; 

o 

Ddle<ences in mean leYels ~ Especie1 

SumSq MeanSq 

3.500E-Oi1 3.500E--01 
1.020E+02 S.10i!E-+<11 
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o 

F value Pr(>F) 

0.007 0.942 

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 (11-1-b) y Lactobacillus harbinensis (ll-C1-A). 



134 

115% famlly-wtse conndence level 

o 2 

Differences In mean iellels of Especte1 

Ot Sum Sq Mean Sq f value Pr(>F) 

Especie 1 l.330E-02 1.333E-02 0.064 0.824 

Residuales 2 4.l78E-()l 2.089E-Ol . 

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 (11-1-b) y Lactobacil/us 

harbinensis (ll-C1-A). 



Apéndice 

Apéndice A. Datos experimentales 

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

bacterias 11-1-b, 11-Cl-A y Shewane/la oneidensis. 

Cuadro 81. Datos de corriente en el tiempo de la ensayo de CCM con 11-1-b 

inoculada. 

CCM realizada con agua miel sin diluir CCM realizada con agua miel diluida 

o - rl N IYl o - rl N IYl 

c. - º- ro - ro - ro - c.- º- ro - ro - ro -e t; <( u <( u <( u <( e t; <( u <( u <( u <( E·- e E ·o_ E ·o_ E ·o_ E E·- e E ·o_ E ·o_ E ·o_ E cu E cu E 
i= - O- -Cl.1- -Cl.1- -Cl.1- i= - o- -Cl.1- -Cl.1- -Cl.1-u e::: e::: e::: u e::: e::: e::: 

o 0,1276 0,1295 Ot1224 0,1454 o 0,2297 0,2272 0,2258 0,2331 

30 0,1611 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 1 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 0,2112 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 1 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 0,2338 0,2364 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 1 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 1 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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1860 0,2555 0,2576 0,2579 0,2623 1860 0,2622 0,2565 0,2589 0,2646 

1890 0,2554 0,2574 0,2576 0,2620 1890 0,2622 0,2566 0,2588 0,2646 

1920 0,2552 0,2572 0,2573 0,2618 1920 0,2622 0,2565 0,2588 0,2647 

1950 0,2550 0,2569 0,2570 0,2616 1950 0,2618 0 ,25,64 0,2589 0,2648 

1980 0,2550 0,2567 0,2567 0,2614 1980 0,2616 0,2567 0,2585 0,2647 

2010 0,2548 0,2565 0,2564 0,2611 2010 0,2613 0,2564 0,2587 0,2646 

2040 0,2547 0,2563 0,2561 0,2609 2040 0,2612 0,2563 0,2585 0,2646 

2070 0,2547 0,2562 0,2558 0,2605 2070 0,2608 0 ,2562 0,2584 0,2642 
2100 0,2543 0,2560 0,2553 0,2602 2100 0,2605 0,256 0,2584 0,2643 

2130 0,2540 0,2557 0,2550 0,2598 2130 0,2604 0,2559 0,2582 0,2642 

2160 0;2538 0,2556 0,2547 0,2596 2160 0,2602 0,2559 0,2581 0,264 

2190 0,2537 0,2556 0,2543 0,2593 2190 0,2601 0,256 0,2582 0,2641 

2220 0,2534 0,2554 0,2541 0,2590 2220 0,2599 0,2562 0,258 0,2639 

2250 0,2530 0,2551 0,2537 0,2586 2250 0,2598 0,2562 0,2582 0,2638 

2280 0,2526 0,2547 0,2533 0,2581 2280 0,2595 0,2558 0,2581 0,2637 

2310 0,2525 0,2546 0,2529 0,2576 2310 0,2594 0,2557 0,2579 0,2634 

2340 0,2522 0,2543 0,2526 0,2574 2340 0,2592 0,2557 0,2579 0,2633 

2370 0,2521 0,2540 0,2524 0,2571 2370 0,2591 0,2556 0,258 0,2633 

2400 0,2519 0,2539 0,2521 0,2569 2400 0,2587 0,2554 0,2578 0,2632 
2430 0,2516 0,2538 0,2519 0,2566 2430 0,2586 0,2556 0,2578 0,.2633 

2460 0,2516 0,2536 0,2517 0,2563 2460 0,2585 0,2554 0,2579 0,2633 

2490 0,2515 0,2536 0,2515 0,2561 2490 0,2585 0,2555 0,258 0,263 

2520 0,2513 0,2535 0,2513 0,2558 2520 0,2583 0,2554 0,2581 0,263 
2550 0,2512 0,2534 0,2513 0,2558 2550 0,2584 0,2553 0,2579 0,2633 

2580 0,2510 0,2534 0,2512 0,2556 2580 0,2583 0,2553 0,2579 0,2632 

2610 0,2510 0,2531 0,2510 0,2555 2610 0,2583 0,2556 0,258 0,2631 

2640 0,2508 0,2534 0,2510 0,2556 2640 0,2582 0,2554 0,258 0,263 
2670 0,2509 0,2535 0,2509 0,2557 2670 0,2582 0,2555 0,2581 0,263 
2700 0,2510 0,2536 0,2509 0,2560 2700 0,2581 0,2553 0,2581 0,2631 
2730 0,2512 0,2537 0,2504 0,2563 2730 0,2582 0,2554 0,2583 0,2632 

2760 0,2513 0,2538 0,2504 0,2565 2760 0,2584 0,2558 0,2584 0,2635 
2790 0,2507 0,2531 0,2270 0,2565 2790 0,2583 0,256 0,2587 0,2635 
2820 0,2509 0,2529 0,2269 0,2567 2820 0,2583 0,2561 0,2587 0,2635 
2850 0,2510 0,2529 0,2274 0,2568 2850 0,2583 0,2562 0,2588 0,2636 
2880 0,2511 0,2531 0,2269 0,2571 2880 0,2582 0,2562 0,2588 0,2636 
2910 0,2513 0,2533 0,2262 0,2575 2910 0,2582 0,2561 0,2589 0,2637 
2940 0,2515 0,2535 0,2259 0,2577 2940 0,258 0,2562 0,2588 0,2636 
2970 0,2517 0,2540 0,2456 0,2581 2970 ' 0,258 0,2562 0,2589 0,2638 
3000 0,2518 0,2541 0,2454 0,2584 3000 0,2579 0,2565 0,2592 0,2638 
3030 0,2519 0,2544 0,2416 0,2586 3030 0,2579 0,2564 0,259 0,2638 
3060 0,2521 0,2546 0,2418 0,2589 3060 0,2577 0 ,2565 0,2593 0,2639 
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3090 0,2522 0,2548 0,2420 0,2591 3090 0,2578 0,2565 0,2593 0,2639 

3120 0,2524 0 ,2550 0,2420 0,2592 3120 0,2577 0,2566 0,2594 0,264 

3150 0,2524 0,2551 0,2454 0,2592 3150 0,2573 0,2565 0,2594 0,2638 

3180 0,2524 0,2550 0,2454 0,2592 3180 0,2575 0,2565 0,2594 0,2638 

3210 0,2525 0,2552 0,2455 0,2595 3210 0,2572 0,2565 0,2594 0,2636 

3240 0,2526 0,2553 0,2456 0,2597 3240 0,2571 0,2565 0,2592 0,2634 

3270 0,2527 0,2553 0,2456 0,2598 3270 0,257 0,2562 0,2589 0,2633 

3300 0,2527 0,2554 0,2457 0,2599 3300 0,2571 0,2562 0,259 0,2634 

3330 0,2528 0,2552 0,2456 0,259'9 3330 0,2572 0,2561 0,259 0,2633 

3360 0,2527 0,2552 0,2457 0,2599 3360 0,2569 0,2562 0,2591 0,2632 

3390 0,2528 0,2552 0,2458 0,2600 3390 0,2569 0,2561 0,259 0,2633 

3420 0,2529 0,2553 0,2460 0,2602 3420 0,2569 0,2561 0,2588 0,2629 

3450 0,2528 0,2553 0,2460 0,2602 3450 0,2568 0,2561 0,2587 0,2629 

3480 0,2529 0,2553 0,2461 0,2603 3480 0,2565 0,2559 0,2587 0,2629 

3510 0,2530 0,2553 0,2462 0,2605 3510 0,2565 0,2557 0,2585 0,2626 

3540 0,2530 0,2553 0,2462 0,2605 3540 0,2565 0,2556 0,2584 0,2627 

3570 0,2530 0,2553 0,2463 0,2606 3570 0,2564 0,2555 0,2585 0,2624 

3600 0,2530 0,2553 0,2461 0,2606 3600 0,2563 0,2554 0,2584 0,2624 

3630 0,2530 0,2553 0,2461 0,2605 3630 0,2563 0,2556 0,2584 0,2623 

3660 0,2528 0,2552 0,2459 0,2604 3660 0,2562 0,2554 0,2582 0,2621 

3690 0,2529 0,2552 0,2460 0,2605 3690 0,2561 0,2553 0,2581 0,2622 

3720 0,2529 0,2552 0,2461 0,2607 3720 0,2563 0,2553 0,2583 0,262 

3750 0,2529 0,2553 0,2462 0,2607 3750 0,256 0,2551 0,2581 0,2618 
3780 0,2529 0,2552 0,2460 0,2606 3780 0,2561 0,2549 0,2579 0,2615 

3810 0,2528 0,2551 0,2459 0,2606 3810 0,2558 0,2547 0,2576 0,2616 
3840 0,2527 0,2551 0,2460 0,2606 3840 0,2557 0,2544 0,2576 0,2613 
3870 0,2528 0,2551 0,2461 0,2606 3870 0,2557 0,2543 0,2575 0,2611 
3900 0,2528 0,2552 0,2461 0,2606 3900 0,2558 0,2544 0,2575 0,2613 
3930 0,2529 0,2552 0,2462 0,2607 3930 0,2557 0,2545 0,2574 ' 0,261 
3960 0,2529 0,2552 0,2463 0,2606 3960 1 0,2557 0,2544 0,2574 0,2612 
3990 0,2529 0,2551 0,2463 0,2606 3990 0,2555 0,2543 0,2574 0,261 
4020 0,2528 0,2551 0,2463 0,2605 4020 0,2555 0,2542 0,2571 0,2611 
4050 0,2528 0,2551 0,2466 0,2606 4050 0,2554 0,254 0,257 0,2607 
4080 0,2528 0,2550 0,2464 0,2606 4080 0,2552 0,2541 0,257 0,2607 
4110 0,2529 0,2552 0,2467 0,2608 4110 0,2551 0,2537 0,2569 0,2606 
4140 0,2530 0,2552 0,2469 0,2608 4140 0,2553 0,2536 0,2569 0,2607 
4170 0,2531 0,2553 0,2468 0,2609 4170 0,2552 0,2537 0,257 0,2608 
4200 0,2531 0,2554 0,2469 0,2610 4200 0,2554 0,2539 0,2569 0,2608 
4230 0,2531 0,2554 1 0,2469 0,2610 4230 0,2554 0,254 0,2569 0,2608 
4260 0,2532 0,2553 0,2470 0,2610 4260 0,2556 0,254 0,257 0,2609 
4290 0,2531 0,2554 0,2471 0,2611 4290 0,2555 0,2542 0,257 0,2607 
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4320 0,2533 0,2555 0,2472 0,2612 4320 0,2557 0,2542 0,257 0,2608 

4350 0,2533 0,2556 0,2474 0,2613 4350 0,2553 0,2539' 0,2571 0,2607 

4380 0,2534 0,2558 0,2476 0,2614 4380 0,2556 0,254 0,2569 0,2607 

4410 0,2535 0,2558 1 0,2478 0,2615 4410 0,2556 0,2538 0,2569 0,2608 
4440 0,2537 0,2559 0,2477 0,2615 4440 0,2553 0,2539 0,257 0,2605 

4470 0,2538 0,2559 1 0,2478 0,2616 4470 0,2556 0,2537 0,2571 0,2607 

4500 0,2538 0,2560 0,2480 0,2617 4500 0,2555 0,254 0,2572 0,2607 
4530 0,2539 0,2560 0,2481 0,2619 4530 0,2556 0,2541 0,2569 0,2607 
4560 0,2540 0,2562 0,2482 0,2619 4560 0,2557 0,2541 0,2569 0,2608 
4590 0,2542 0,2563 0,2482 0,2619 4590 0,2555 0,254 0,2568 0,2606 
4620 0,2542 0,2564 0,2481 0,2619 4620 0,2555 0,2537 0,2569 0,2603 
4650 0,2541 0,2563 0,2481 0,2619 4650 0,2553 0,2536 0,2565 0,2603 

4680 0,2541 0,2563 0,2480 0,2619 4680 0,2554 0,2535 0,2565 0,2602 
4710 0,2541 0,2563 0,2481 0,2619 4710 0,2555 0,2534 0,2566 0,2601 

4740 0,2542 0,2564 0,2483 0,2620 4740 0,2554 0,2535 0,2565 0,26 

4770 0,2542 0,2564 0,2484 0,2620 4770 0,2554 0,2533 0,2566 0,2601 
4800 0,2543 0,2564 0,2484 0,2621 4800 0,2553 . 0,2534 0,2564 0,2601 
4830 0,2542 0,2565 0,2484 0,2621 4830 0,2552 0,2531 0,2562 0,2599 

4860 0,2542 0,2564 0,2482 0,2620 4860 0,2553 0,2531 0,2563 0,2598 
4890 0,2541 0,2563 0,2483 0,2619 4890 0,2552 0,2529 0,2562 0,2596 
4920 0,2540 0,2562 0,2482 0,2619 4920 0,2552 0,2527 0,2558 0,2595 
4950 0,2540 0,2562 0,2482 0,2619 4950 0,2549 0,2524 0,2557 0,2593 
4980 0,2540 0,2562 0,2483 0,2619 4980 0,2549 0,2522 0,2556 0,2591 
5010 0,2539 0,2562 0,2482 0,2619 5010 0,2549 0,2519 0,2556 0,259 
5040 0,2538 0,2560 0,2481 0,2618 5040 0,2549 0,252 0,2553 0,2588 
5070 0,2537 0,2560 0,2479 0,2616 5070 0,255 0,252 0,2552 0,2587 
5100 0,2537 0,2559 0,2478 0,2615 5100 0,2548 0,2519 0,2551 0,2587 
5130 0,2535 0,2558 0,2478 0,2.614 5130 0,2549 0,2514 0,255 0,2587 
5160 0,2534 0,2557 0,2478 0,2615 5160 0,2547 0,2513 0,2547 0,2585 
5190 0,2534 0,2556 0,2478 0,2614 5190 0,2547 0,2511 0,2544 0,2583 
5220 0,2532 0,2554 0,2478 0,2613 5220 0,2545 0,2508 0,2541 0,2582 
5250 0,2531 0,2554 0,2478 0,2612 5250 0,2548 0,2506 0,2541 0,2581 
5280 0,2529 0,2553 0,2478 0,2612 5280 0,2549 0,2507 0,2541 0,258 
5310 0,2529 0,2552 0,2477 0,2611 5310 0,2545 0,2506 0,2539 1 0,2578 
5340 0,2527 0,2550 0,2474 0,2609 5340 0,2546 0,2508 0,2538 0,2575 
5370 0,2525 0,2547 0,2472 0,2607 5370 0,2545 0,2507 0,2538 0,2574 
5400 0,2523 0,2546 0,2471 0,2605 5400 0,2546 0,2505 0,2539 0,2573 
5430 0,2523 0,2545 0,2470 0,2605 5430 0,2546 0,2503 0,2537 0,2572 
5460 0,2522 0,2545 0,2469 0,2604 5460 0,2544 0,2501 0,2537 0,2572 
5490 0,2522 0,2544 0,2469 0,2605 5490 0,2543 0,2501 0,2538 0,2569 
5520 0,2522 0,2543 0,2469 0,2605 5520 0,2543 0,2501 0,2536 0,257 
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5550 0,2521 0,2543 0,.2469 0,2604 5550 0,2544 0,25 0,2534 0,2568 

5580 0,2521 0,2542 0,2469 0,2604 5580 0,2546 0,2501 0,2534 0,2569 

5610 0,2521 0,2543 0,2470 0,2605 5610 0,2546 0,25 0,2537 0 ,2571 

5640 0,2523 0,2545 0,2473 0,2606 5640 0,2548 0,2503 0,2536 0,2571 

5670 0,2524 0,2546 0,2474 0,2608 5670 0,2549 0,2502 0,2537 0,2574 

5700 0,2524 0,2546 0,2476 0,2608 5700 0,2549 0,2503 0,254 0,2572 

5730 0,2524 0,2546 0,2475 0,2608 5730 0,2549 0,2507 0,2539 0,2571 

5760 0,2525 0,2546 0,2475 0,2609 5760 0,2549 0,2504 0,2538 0,2571 

5790 0,2526 0,2547 0,2476 0,2611 5790 0,2547 0,2505 0,2538 0,2571 

5820 0,2527 0,2548 0,2477 0,2612 5820 0,2548 0,2506 0,2539 0,257 

5850 0,2527 0,2548 0,2478 0,2613 5850 0,2551 0,2505 0,254 0,257 

5880 0,2530 0,2550 0,2480 0,2614 5880 0,2551 0,2507 0,2539 0,2569 

5910 0,2531 0,2551 0,2481 0,2615 5910 0,2552 0,2508 0,2539 0,257 

5940 0,2532 0,2552 0,2483 0,2616 5940 0,2552 0,2506 0,2539 0,257 

5970 0,2533 0,2554 0,2483 0,2617 5970 0,255 0,2507 0,2538 0,2571 

1 6000 0,2533 0,2552 0,2483 0,2616 6000 0,2552 0,2506 0,2539 0,2571 

6030 0,2532 0,2553 0,2481 0,2616 6030 0,255 0,2507 0,2539 0,2569 

6060 0,2531 0,2553 0,2483 0,2617 6060 0,2549 0,2506 0,2537 0,2569 

6090 0,2532 0,2553 0,2482 0,2617 6090 0,2549 0,2507 0,2537 0,2567 

6120 0,2532 0,2553 0,2483 0,2618 6120 0,2548 0,2505 0,2536 0,2566 

6150 0,2532 0,2553 0,2483 0,2617 6150 0,2547 0,2503 0,2536 0,2565 

6180 0,2531 0,2552 0,2483 0,2616 6180 0,2548 0,2504 0,2536 0,2566 

6210 0,2530 0,2551 0,2481 0,2616 6210 0,2546 0,2503 0,2534 0,2568 

6240 0,2530 0,2551 0,2481 0,2616 6240 0,2546 0,2501 0,2535 0,2568 

6270 0,2531 0,2550 0,2481 0,2616 6270 0,2544 0,2502 0,2533 0,2568 

6300 0,2531 0,2550 0,2481 0,2616 6300 0,2542 0,2497 0,2532 0,2566 

6330 0,2530 0,2549 0,2482 0,2616 1 6330 0,254 0,2494 0,253 0,2563 

6360 0,2529 0,2548 0,2481 0,2615 6360 0,2539 0,2495 0,253 0,2563 

6390 0,2527 0,2548 0,2478 0,2615 6390 0,2539 0,2497 0,2528 0,2564 

6420 0,2526 0,2546 0,2477 0,2614 1 6420 0,2539 0,2501 0,253 0,2562 

6450 0,2526 0,2545 0,2477 0,2614 6450 0,2538 0,25 0,2528 0,2561 
6480 0,2525 0,2545 0,2476 0,2614 6480 0,2536 0,2498 0,2527 0,2559 

6510 0,2524 0,2544 0,2476 0,2613 6510 0,2534 0,2498 0,2528 0,2557 

6540 0,2525 0,2543 0,2474 0,2613 6540 0,2535 0,2499 0,2528 0,256 

6570 0,2523 0,2541 0,2474 0,2613 6570 0,2532 0,2499 0,2527 0,2559 

6600 0,2522 0,2540 0,2471 0,2611 6600 0,2534 0,2499 0,2527 0,2559 

6630 0,2520 0,2537 0,2469 0,2610 6630 0,2529 0,25 0,252'6 0,2556 
6660 0,2518 0,2535 0,2464 0,2608 6660 0,2529 0,2501 0,25216 0,2556 
6690 0,2517 0,2533 0,2464 0,2607 6690 0,2524 0,25 Q,2522 0,2553 
6720 0,2516 0,2532 0,2463 0,2607 6720 0,2524 0,25 0,2522 0,2553 
6750 0,2515 0,2531 0,2463 0,2607 6750 0,2524 0,2502 0,2523 0,2554 
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6780 0,2513 0,2529 0,2461 0,2606 6780 0,2525 0,2503 0,2522 0,2552 

6810 0,2511 0,2527 0,2459 0,2604 6810 0,2523 0,2504 0,2526 0,2553 

6840 0,2509 0,2525 0,2456 0,2602 6840 0,2524 0,2505 0,2527 0,2553 

6870 0,2508 0,2525 0,2453 0,2602 6870 0,2523 0,2505 0,2531 0,2551 

6900 0,2507 0,2524 0,2452 0,2603 6900 0,252 0,2504 0,253 0,2549 

6930 0,2507 0,2523 0,2450 0,2602 6930 0,252 0,2503 0,253 0,2548 

6960 0,2506 0,2523 0,2449 0,2603 6960 0,2521 0,2505 0,2533 0,2547 

6990 0,2507 0,2521 0,2448 0,2603 6990 0,252 0,2507 0,2535 0,2549 

7020 0,2508 0,2520 0,2448 0,2603 7020 0,2521 0,2506 0,2533 0,255 

7050 0,2508 0,2521 0,2449 0,2604 7050 0,2522 0,2506 0,2536 0,255 

7080 0,2510 0,2522 0,2449 0,2606 7080 0,2522 0,2509 0,2538 0,2551 

7110 0,2512 0,2523 0,2401 0,2608 7110 0,2522 0,251 0,2537 0,2552 1 

7140 0,2498 0,2516 0,2518 0,2597 7140 0,2523 0,2512 0,2539 0,2553 

7170 0,2504 0,2518 0,2515 0,2601 7170 0,2522 0,2512 0,254 0,2554 

7200 0,2507 0,2518 0,2515 0,2604 7200 0,2523 0,2512 0,254 0,2555 

7230 0,2507 0,2518 0,2515 0,2605 7230 0,2523 0,2513 0,2541 0,2557 

7260 0,2507 0,2518 0,2514 0,2605 7260 0,2521 0,2516 0,2542 0,2556 

7290 0,2506 0,2517 0,2511 0,2605 7290 0,252 0,2517 0,2541 0,2557 

7320 0,2504 0,2516 0,2519 0,2606 7320 0,252 0,2515 0,2544 0,2558 

7350 0,2503 0,2516 0,2519 0,2606 7350 0,252 0,2S18 0,2542 0,2557 

7380 0,2503 0,2515 0,2517 0,2605 7380 0,2518 0,2518 0,2543 0,2561 

7410 0,2502 0,2513 0,2515 0,2605 7410 0,2518 0,2517 0,2544 0,2562 

7440 0,2500 0,2510 0,2513 0,2604 7440 0,2514 0,25-17 0,2543 0,256 
7470 0,2498 0,2508 0,2510 0,2603 7470 0,2512 0,2518 0,2542 0,256 

7500 0,2497' 0,2507 0,2508 0,2602 7500 0,2512 0,2517 0,.2542 0,2559 
7530 0,2494 0,2504 0,2505 0,2601 7530 0,2509 0,2515 0,254·1 0,2559 

7560 0,2493 0,2504 0,2504 0,2602 7560 0,2507 0,2518 0,2542 0,2561 
7590 0,2492 0,2501 0,2501 0,2600 7590 0,2507 0,2519 0,2541 0,2563 
7620 0,2490 0,2500 0,2500 0,2600 7620 0,2506 0,2515 0,254 0,2562 
7650 0,2490 0,2497 0,2498 0,2600 7650 0,2504 0,2516 0,254 0,2563 
7680 0,2487 0,2494 0,2496 0,2599 7680 0,2501 0,2518 0,254 0,2564 
7710 0,2485 0,2492 0,2492 0,2596 7710 0,25 0,2515 0,2538 0,2565 
7740 0,2482 0,2487 0,2488 0,2594 7740 0,25 0,2513 0,2536 0,2563 
7770 0,2479 0,2485 0,2485 0,2592 7770 0,2496 0,2513 0,2535 0,2562 
7800 0,2475 0,2481 0,2483 0,2590 7800 0,2495 0,2513 0,2534 0,2562 
7830 0,2473 0,2480 0,2481 0,2590 7830 0,2495 0,2512 0,2535 0,2562 
7860 0,2471. 0,2477 0,2477 0,2589 7860 0,2493 0,2512 0,2534 0,2561 
7890· 0;2469 0,2475 0,2476 0,2588 7890 0,2493 0,2514 0,2532. 0,256 
7920 0,2466 0,2472 0,2473 0,2586 7920 0,2489 0,251 0,253 0,256 
7950 0,2463 0,2469 0,2470 0,2584 7950 0,2486 0,2509 0,2528 0,256 
7'980 0,24•60 0,2467 0,2466 0,2583 7980 0,2486 0,2509 0,2529 0,2557 
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8010 0,2458 0,2464 0,2465 0,2583 8010 0,2484 0,2509 0,2529 0,2557 
8040 0,2457 0,2462 0,2464 0,2582 8040 0,2483 0,2507 0,2528 0,2557 
8070 0,2454 0,2460 0,2463 0,2581 8070 0,248 0,2507 0,2526 0,2553 
8100 0,2451 0,2457 0,2463 0,2580 8100 0,2476 0,2504 0,2521 0,255 
8130 0,2450 0,2455 0,2460 0,2578 8130 0,2473 0,2504 0,252 0,2548 
8160 0,2447 0,2452 0,2457 0,2577 8160 0,2471 0,2502 0,2521 0,2546 : 
8190 0,2445 0,2450 0,2456 0,2576 8190 0,2471 0,2503 0,2522 0,2546 
8220 0,2443 0,2448 0,2453 0,2576 8220 1 0,2469 0,2502 0,252 0,2546 
8250 0,2442 0,2447 0,2452 0,2575 8250 0,2471 0,2501 0,2518 0,2544 
8280 0,2440 0,2445 1 0,2448 0,2574 8280 0,2471 0,2501 0,2519 0,2546 
8310 0,2437 0,2443 0,2448 0,2574 8310 0,2468 0,25 0,2517 0,2544 
8340 0,2435 0,2441 0,2446 0,2572 8340 0,24·67 0,2498 0,2513 0,2544 1 

8370 0,2433 0,2437 0,2444 0,2570 8370 0,2469 0,25 0,2513 0,2544 
8400 0,2430 0,2436 0,2443 0,2569 8400 0,2467 0 ,25 0,2513 0,2543 
8430 0,2428 0,2435 0,2441 0,2568 8430 0,2468 0,2501 0,2512 0,2546 
8460 0,2427 0,2434 0,2441 0,2569 8460 0,2468 0,2501 0,2513 0,2548 
8490 0,2427 0,2434 0,2442 0,2570 8490 0,2471 0,2503 0,2514 0,2549 
8520 0,2427 0,2433 0,2442 0,2571 8520 0,2469 0,2504 0,2516 0,255 
8550 0,2425 0,2431 0,2440 0,2570 8550 0,2468 0,2505 0,2517 0,255 
8580 0,2422 0,2429 0,2438 0,2568 8580 0,2465 0,2503 0,2518 0,2549 
8610 0,2421 0,2427 0,2436 0,2568 8610 0,2467 0,2504 0,2517 0,2551 
8640 0,2422 0,2427 0,2429 0,2560 8640 0,2469 0,2505 0,2516 0,255 
8670 0,2422 0,2427 0,2430 0,2566 8670 0,2472 0,2503 0,2517 0,255 
8700 0,2421 0,2426 0,2430 0,2570 8700 0,2473 0,2504 0,2518 0,2552 1 

1 8730 0,2418 0,2424 0,2429 0,2570 8730 0,2472 0,2502 0,2516 0,255 
8760 0,2417 0,2423 0,2428 0,2569 8760 0,2472 0,2503 0,2515 0,255 
8790 0,2416 0,2420 0,2426 0,2569 8790 0,2472 0,2501 0,2514 0,255 
8820 0,2413 0,2418 1 0,2425 0,2568 8820 0,2472 0,2503 0,2512 0,2549 
8850 0,2413 0,2420 0,2431 0,2570 8850 0,2474 0,2502 0,2512 0,2553 
8880 0,2412 0,2419 0,2432 0,2570 8880 0,2476 0,2503 0,251 0,2552 
8910 0,2412 0,2419 0,2433 0,2571 8910 0,2476 0,2503 0,251 0,2551 
8940 0,2408 0,2416 0,2431 0,2569 8940 0,2477 0,25 0,2509 0,2551 
8970 0,2404 0,2412 0,2428 0,2566 8970 0,2474 0,2502 0,251 0,255 

9000 0,2401 0,2407 0,2422 0,2562 9000 0,2473 0,2498 0,2506 0,2546 
9030 0,2395 0,2403 0,2419 0,2559 9030 0,2471 0,2497 0,2505 0,2544 

9060 0,2391 0,2400 0,2415 0,2555 9060 0,2468 0,2496 0,2501 0,2542 

9090 0,2388 0,2399 0,2414 0,2553 9090 0,2469 0,2497 0,2501 1 0,254 
9120 0,2385 0,2396 0,2411 0,2551 9120 0,2469 0,2496 0,25 0,2542 

9150 0,2385 0,2394 0,2410 0,2550 9150 0,2471 0,2492 0,2499 0,254 

9180 0,2383 0,2391 0,2408 0,2548 9180 0,2472 0,2491 0,2498 0,2539 
9210 0,2378 0,2389 0,2404 0,2544 9210 0,2467 0,2489 0,2498 0,2536 
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9240 0,2375 0,2387 0,2398 0,2542 9240 0,2469 0,2486 0,2499 0,2535 

9270 0,2372 0,2384 0,2397 0,2540 9270 0,247 0,2486 0,2498 0,2535 

9300 0,2370 0,2382 0,2396 0,2538 9300 0,2469 0,2485 0,2497 0,2535 

9330 0,2368 0,2380 0,2397 0,2537 9330 0,2468 0,2483 0,2495 0,2534 

9360 0,2367 0,2377 0,2395 0,2534 9360 0,2466 0,2482 0,2493 0,253 
9390 0,2364 0,2374 0,2393 0,2532 9390 0,2463 0,2478 0;2492 0,2531 

9420 0,2360 0,2373 0,2391 0,2530 9420 0,2464 0,2477 0,2493 0,2528 
9450 0,2357 0,2370 0,2388 0,2528 9450 0,2461 0,2477 0,249 0,2529 
9480 0,2354 0,2366 0,2385 0,2525 1 9480 0,246 0,2476 0,2489 0,253 
9510 0,2351 0,2363 0,2382 0,2522 9510 0,2463 0,2474 0,249 0,2531 
9540 0,2348 0,2360 0,2380 0,2520 9540 0,2463 0,2471 0,2491 01253 
9570 0,2344 0,2357 0,2378 0,2518 91570 0,2463 0,2469 0,2491 0,2.53 

9600 0,2343 0,2356 0,2376 0,2515 . 91600 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 0,2338 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 0,2332 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 0,2503 
9870 0,2324 0,2338 0,2364 0,2501 
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Cuadro 82. Datos de corriente en el tiempo de la ensayo de CCM con 11-Cl-A (L. 

harbinensis) inoculada. 

CCM con agua miel sin diluir CCM agua miel diluida 
-

o º-
..-! N N"l o º-

..-! N N"l 
c.- ro - ro - ro - c. - ro - ro - ro -
E .E .b <( u <( u <( u <( E .E .b <( u <( u <( u <( 

a> E e E ~E ~E ~E a> E e E ·;_ E ~E ~E 
¡:: - o - -QJ - -QJ - -QJ - ¡:: - o - -QJ - 'Q) - -QJ -u e::: e::: e::: u e::: e::: e::: 

o 0,1440 0,1532 0,1592 0,1433 o 0,2288 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 1' 0,2078 0,2152 0,2228 0,2162 390 0,2483 0,2449 0,2336 0,2395 
420 I, 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 0,2396 
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 0,2340 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 1 900 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 
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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 10,2630 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 1 0,2384 0,2388 

1290 0,2577 0,2563 1 0,2650 0,2640 1290 0,2553 0,2532 0,2373 1 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 0,2S85 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 0,2636 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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r 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 0,2596 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 0,2255 
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 1 0,2485 3060 0,2482 0,2548 0,2297 0,2340 
3090 0,2514 0,2535 0,2582 0,2492 3090 0,2490 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 
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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 1 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 0,2533 0,2514 0,2556 
4200 0,2481 0,2472 0,2539 0,2520 1 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 1 

4410 0,2477 0,2462 012538 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 1 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 1 

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 i 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 S:lOO 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 5:190 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 1 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 5880 0,2553 0,2508 0,2485 0,2530 

5910 0,2345 0,2439 0,2508 0,2431 5910 0,2554 0,2508 0,2484 0,2529 

5940 0,2343 0,2439 0,2508 0,2428 5940 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 0,2505 0,2421 6030 0,2552 0,2503 0,2479 0,2528 

6060 0,2333 0,2436 0,2506 0,2419 6060 0,2554 0,2505 0 ,2478 0,2525 

6090 0,2331 0,2438 0,2506 0,2418 6090 0,2551 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 0,2436 0,2504 0,2411 6180 0,2550 0,2500 0,2472 0,2522 

6210 0,2319 0,2436 0,2503 0,2407 6210 0,2550 0,2499 0,2469 0,2521 

6240 0,2315 0,2436 0,2503 0,2405 6240 0,2547 0,2498 0,2468 0,2519 

6270 0,2313 0,2436 0,2501 0,2401 6270 0,2548 0,2498 0,2466 0,2519 

6300 0,2309 0,2435 0,2500 0,2399 6300 0,2547 0,2497 0,2466 ¡ 0,2516 

6330 0,2306 0,2433 0,2497 0,2395 6330 0,2545 0,2497 0,2463 0,2516 
6360 0,2302 0,2433 1 0,2494 0,2393 6360 0,2543 0,2496 0,2461 0,2514 
6390 0,2300 0,2432 0,2494 0,2391 6390 0,2541 0,2494 0,2458 0,2513 
6420 0,2298 0,2433 0,2493 0,2389 6420 0,2541 0,2495 0,2458 0,2511 
6450 0,2294 0,2434 0,2491 0,2387 6450 0,2541 0,2492 0,2455 0,2508 
6480 0,2291 0,2432 0,2490 0,2383 6480 0,2541 0,2493 0,2456 0,2506 
6510 0,2288 0,2431 0,2487 0,2380 6510 0,2539 0,2491 0,2453 0,2505 
6540 0,2284 0,2430 0,2485 0,2377 6540 0,2539 0,2489 0,2447 0,2500 
6570 0,2281 0,2418 0,2495 0,2373 6570 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 0,2481 0,2368 6630 0,2538 0,2487 0,2441 0,2495 
6660 0,2271 0,2427 0,2480 0,2366 6660 0,2536 0,2487 0,2439 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 1 0,2256 0,2410 0,2490 0,2354 6810 0,2531 0,2481 0,2427 0,2481 
6840 0,2254 0,2424 0,2477 0,2352 6840 0,2532 0,2483 0,2424 0,2482 
6870 0,2253 0,2425 0,2478 0,2352 6870 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 0,2531 0,2481 0,2414 0,2473 
7020 0,2247 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 0,2489 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 1 
1 

7170 . 0,2239 0,2438 0,2493 0,2348 7170 0,2534 0,2482 0,2417 0,2477 1 

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 

1 
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 

7590 0,2201 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 0,22·90 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 Q,2468 0,2464 0,2513 
7890 0,2149 0,2399 0,2481 0,2279 7890 0,2512 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 012509 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 

1 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 0,2459 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 0,2250 8250 0,2488 0,2454 0,2474 0,2524 
8280 0,2117 0,2383 0,2465 0,2249 8280 0,2486 1 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 1 8850 0,2455 0,2458 0,2486 0,2535 

8880 0,2089 0,2367 0,2448 0,2200 1 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 1 9030 0,2446 0,2459 0,2485 0,2533 

9060 0,2081 0,2353 0,2434 Ot2190 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 0,2080 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 
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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 1 

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 1 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 83. Datos de corriente en el tiempo del ensayo de CCM con agua miel de 

café con Shewanella oneidensis inoculada. 

Tiempo Control Réplica 1 Réplic;a 2 Réplica 3 
(min) (mA) (mA) (mA) (mA) 

o 0,0072 0,0048 0,0075 0,0060 

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

60 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 0,2187 0,2131 

480 0,2120 0,1996 0,2198 0,2141 
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 0,2055 0,2238 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 0,2093 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 
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960 1 0,2235 0,2131 0,2302 0,2288 

990 0,2241 0,2140 0,2305 0,2296 
1020 0,2249 0,2150 0,2308 0,2302 

1050 0,2260 0,2160 0,2310 0,2308 

1080 0,2273 0,2167 0,2314 0,2313 
1110 0,2289 0,2176 0,2319 0,2319 

1140 0,2312 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 0,2413 0,2248 0,2347 0,2347 

1260 0,2447 0,2291 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 0,2608 0,2681 0,2445 0,2459 
1440 1 0,2643 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 0,2763 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 

1 

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 0,2856 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 1 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 0,2851 0,2822 0,2851 
2070 0,2805 0,2851 0,2822 0,2851 
2100 0,2803 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 0,2847 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 0,2764 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 0,2722 0,2855 0,2830 0,2853 
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 0,2708 0,2840 0,2814 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 0,2832 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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1 4650 1 0,2712 0,2813 0,2795 0,2802 

4680 0,2710 0,2812 0,2793 1 0,2803 

4710 0,2709 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 0,2708 0,2809 0,2787 0,2800 

4830 0,2710 0,2808 0,2786 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 0,2710 0,2804 0,2783 0,2800 

4980 1 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 0,2708 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 0,2704 0,2800 0,2778 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 

1 

5410 0,2699 0,2797 0,2776 0,2799 

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 0,2721 0,2807 0,2785 1 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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1 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 

1 
5980 0,2733 0,2809 0,2787 0,2812 

6010 0,2734 0,2810 0,2788 0,2811 

6040 0,2733 0,2810 0,2788 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 0,2807 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 0,2728 0,2799 0,2761 0,2792 
6730 0.2727 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 0,2798 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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7120 0,2730 0,2804 0,2759 0,2790 

7150 0,2733 0,2805 0,2762 0,2791 

7180 0,2735 0,2807 0,2763 0,2792 

7210 0,2737 0,2808 0,2763 0,2794 

7240 0,2736 0,2808 0,2764 0,2793 

7270 0,2737 0,2808 0,2764 0,2794 

7300 0,2736 0,2809 0,2765 0,2794 

7330 0,2738 0,2810 0,2765 0,2794 

7360 0,2738 0,2810 0,2765 0,2794 

7390 0,2737 0,2811 0,2765 0,2795 

7420 0,2739 0,2811 0,2766 0,2794 

7450 0,2740 0,2810 0,2765 0,2794 

7480 0,2739 0,2811 0,2765 0,2795 

7510 0,2740 0,2812 0,2766 0,2794 

7540 0,2737 0,2811 0,2766 0,2793 

7570 0,2737 0,2810 0,2764 0,2794 

7600 0,2738 0,2810 0,2763 0,2793 

7630 0,2737 0,2810 0,2763 0,2792 

7660 0,2736 0,2810 0,2764 0,2791 

7690 0,2736 0,2809 0,2763 0,2791 

7720 0,2734 0,2809 0,2762 0,2790 

7750 0,2734 0,2808 0,2762 0,2789 
7780 0,2733 0,2808 0,2761 0,2789 

7810 0,2734 0,2809 0,2762 0,2788 

7840 0,2734 0,2808 0,2762 0,2788 
7870 0,2733 0,2808 0,2762 0,2788 

7900 0,2731 0,2807 0,2761 0,2787 
7930 0,2729 0,2807 0,2762 0,2788 
7960 0,2729 0,2807 0,2760 0,2787 
7990 0,2730 0,2806 0,2760 0,2786 
8020 0,2730 0,2806 0,2760 0,2786 
8050 0,2729 0,2806 0,2760 0,2785 
8080 0,2728 0,2806 0,2759 0,2785 
8110 0,2726 0,2806 0,2760 0,2784 
8140 0,2727 0,2806 0,2759 0,2784 
8170 0,2726 0,2805 0,2759 0,2783 
8200 0,2726 0,2806 0,2760 0,2784 
8230 0,2725 0,2806 0,2759 0,2783 
8260 0,2725 0,2805 0,2758 0,2781 
8290 0,2725 0,2804 0,2759 0,2781 
8320 0,2726 0,2805 0,2758 0,2781 
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8350 0,2725 0,2806 0,2759 0,2781 

8380 0,2726 0,2807 0,2759 0,2781 

8410 0,2728 0,2807 0,2761 0,2783 

8840 0,2727 0,2808 0,2762 0,2784 

8870 0,2731 0,2809 0,2763 0,2785 

8900 0,2732 0,2811 0,2764 0,2785 

8930 0,2733 0,2811 0,2764 0,2787 

8360 0,2734 0,2814 0,2767 0,2788 

8390 0,2737 0,2815 0,2768 0,2789 

8420 0,2737 0,2817 0,2770 0,2791 

8450 0,2740 0,2818 0,2772 0,2793 

8480 0,2741 0,2819 0,2773 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 0,2807 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 0,2717 0,2796 0,2755 0,2777 
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 0,2778 
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 



Apéndice A2. Resultados de Análisis de Demanda Química de Oxígeno {DQO). 

Análisis realizado según metodología descrita en la sección ... del documento. Para 

el agua miel sin diluir el factor de dilución es 50/0,5; ya que se tomó una alícuota de 0,500 

ml del agua miel de café y se diluyó a 50,00 ml con agua destilada. En el caso de las 

muestras de las corridas diluidas, para la muestra antes del tratamiento se usó 500 µL y se 

llevó a 2000 µL (factor de dilución de 20/5); en el caso del agua miel luego del ensayo se 

usó 1000 µL de estas y se llevó a volumen de 2000 µL (factor de dilución 2). 

Cuadro 84. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de 

café sin diluir inoculada con 11-1-b (E. asburiae). 

Lectura DQO equipo (mg/L) DQO (Factor dilución) (mg/L) 

Muestra 
Promedio 

L1 L2 L3 DQO 1 DQ02 DQ03 (mg/L) 

Antes Corrida 504 500 496 50400 50000 49600 

Antes Corrida 
51250 

527 523 525 52700 52300 52500 

1 celda Réplica 1 1 E y 11 E 317 315 314 31700 31500 31400 

1 celda Réplica 1 1 E y 11 E 
32733 

339 340 339 33900 34000 33900 

11 celda Réplica 2 111 E 324 323 323 32367 32333 32333 

11 celda Réplica 2 111 E 
31272 

318 294 294 31800 29400 29400 

111 celda Control 320 325 322 32000 32500 32200 

111 celda Control 430 429 429 
37583 

43000 42900 42900 
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Cuadro BS. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de 

café sin diluir inoculada con 11-Cl-A (L. harbinensis). 

Lectura DQO equipo (mg/L) DQO (factor dilución) (mg/L) 

Promedio 
Muestra 

Ll L2 L3 DQO 1 DQ02 DQ03 (mg/L) 

Antes Corrida 658 657 655 65800 65700 65500 72883 

Antes Corrida 804 799 800 80400 79900 80000 

1 celda Réplica 11 E y 11 E 333 333 333 33300 33300 33300 32467 

1 celda Réplica 11 E y 11 E 319 314 316 31900 31400 31600 

11 celda Réplica 2 111 E 480 480 480 48000 48000 48000 50883 

11 celda Réplica 2 111 E 537 538 538 53700 53800 53800 

11 celda Control 329 327 330 32900 32700 33000 33083 

11 celda Control 333 333 333 33300 33300 33300 

Cuadro 86. 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 dilución) (mg/L) 

Muestra 
Promedio 

Ll L2 L3 DQOl DQ02 DQ03 (mg/L) 

Antes Corrida 463 458 453 46300 45800 45300 

Antes Corrida 476 473 468 
46517 

47600 47300 46800 
1 celda Réplica 11 E y 11 E 343 341 335 34300 34100 33500 
1 celda Réplica 1 1 E y 11 E 331 327 

38095 
323 33100 32700 32300 

11 celda Réplica 2 111 E 375 373 371 37500 37300 37100 
11 celda Réplica 2 111 E 379 375 377 

42857 
37900 37500 37700 

1 celda Control 367 367 364 36700 36700 36400 
1 celda Control 355 356 353 35500 35600 35300 

41181 
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Cuadro 87. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de 

café diluida inoculada con 11-1-b (f. asburiae) 

lectura DQO equipo (mg/L) DQO (factor dilución) (mg/L) 

Promedio 
Muestra (mg/L) L1 L2 L3 DQOl DQ02 DQ03 

Antes Corrida 1124 1126 1124 4496 4504 4496 4440 

Antes Corrida 1094 1096 1096 4376 4384 4384 

1 celda Réplica 1 1 E y 11 E 1373 1373 1374 2746 2746 2748 2634 

1 celda Réplica 11 E y 11 E 1261 1262 1260 2522 2524 2520 

111 celda Réplica 2 111 E 1329 1332 1336 2658 2664 2672 2719 

111 celda Réplica 2 111 E 1387 1382 1390 2774 2764 2780 

11 celda Control 1494 1503 1500 2988 3006 3000 2979 

11 celda Control 1479 1479 1483 2958 2958 2966 

Cuadro 88. Resultados de DQO obtenidos para ensayo de CCM con agua miel de 

café diluida inoculada con 1-Cl-A (L. harbinensis) . 

lectura DQO equipo (mg/L) DQO (factor dilución) (mg/L) 

Muestra 
Promedio 

Ll L2 L3 DQOl DQ02 DQ03 (mg/L) 

Antes Corrida 942 941 942 3768 3764 3768 3694 
Antes Corrida 905 905 906 3620 3620 3624 

111 celda Réplica 1 1 E y 11 E 1329 1332 1336 2658 2664 2672 2719 
111 celda Réplica 1 1 E y 11 E 1387 1382 1390 2774 2764 2780 

1 celda Réplica 2 111 E 1373 1373 1374 2746 2746 2748 2634 
1 celda Réplica 2 111 E 1261 1262 1260 2522 2524 2520 

11 celda Control 1379 1381 1380 2758 2762 2760 2678 
11 celda Control 1279 1306 1309 2558 2612 2618 
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Apéndice A3. Cálculo de eficiencia culombica y biológica de las CCM con agua miel de 

café. 

Determinación de área debajo de la curva de los ensayos de las CCM con el agua miel 

de café. 

0.00026 

0.00024 
.... 

¡ - :_ ___ -l---· --;-----. 
''¡ ' ' 1 

i 
0.00022 ~ -
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Figura Al. Cálculo de área debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel 

sin diluir inoculada con 11-1-b (E. asburiae). 
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Figura A2. Cálculo de área debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel 

sin diluir inoculada con ll-C1-A (L. harbinensis}. 
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Figura A3. Cálculo de área 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. Cálculo de área debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel 
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Figura AS. Cálculo de área debajo de la curva para los electrodos de la CCM con agua miel 

diluida inoculada con ll-C1-A (L. harbinensis) 
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Cálculo de la eficiencia culombica y biológica de las CCM con agua miel de café. 

Ecb= 
F * b * VAn * 11.DQO 

( 32 m%l e)* 146,849 (A* s) 
---------------------- * 100 = 0,155 o/o 
( 96485 A* mole-) * ( 4 r::i~~ec) * (0,400L) * (19.667 t) 

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

utilizando el control de la CCM con agua miel de café inoculada con 11-1-b (f. asburiae). 

Cuadro 89. Determinación de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel de café 

sin diluir inoculada con 11-1-b (f. asburiae), el DQO antes del tratamiento fue 52,25 g/L. 

Muestra DQO dDQO %remoción Área curva % eficiencia 
(g/L) (g/L) (A*s) culombica 

Control 32,583 19,667 38 146.849 0.155 

Réplica 1 32,733 19,517 37 146.843 0.156 

Réplica 2 31,272 20,978 40 153.015 0.151 
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Cuadro BlO. Determinación de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel 

de café sin diluir inoculada con 11-Cl-A (L.harbinensis), el DQO antes del tratamiento fue 

72,88 g/L. 

Muestra DQO ~DQO %remoción Área curva % eficiencia 
(g/L) (g/L) (A*s) culombica 

Control 34,833 38,500 53 135,697 0,073 

Réplica 1 32,467 40,416 55 144,316 0,074 

Réplica 2 50,883 22,000 30 140,863 0,133 

Cuadro Bll. Determinación de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel 

de café sin diluir inoculada con Shewanella oneidensis, el DQO antes del tratamiento fue 

46,517 g/L. 

Muestra DQO ~DQO %remoción Área curva % eficiencia 
(g/L) (g/L) (A*s) culombica 

Control 41,181 5,336 11 152,782 0,594 

Réplica 1 42,857 3,660 8 156,054 0,884 

Réplica 2 38,095 8,422 18 156,077 0,384 

Cuadro Bl2. Determinación de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel de café 

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

Muestra DQO ~DQO %remoción Área curva % eficiencia 
(g/L) (g/L) (A*s) culombica 

Control 2,929 1,511 34 148,607 2,039 

Réplica 1 2,588 1,852 42 147,974 1,656 

Réplica 2 3,214 1,226 28 150,677 2,548 
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Cuadro 813. Determinación de eficiencia culombica en esayo de CCM con agua miel 

de café diluida inoculada con 11-1-b (f. asburiae), el DQO antes del tratamiento fue 3,69 g/L. 

Muestra 
DQO dDQO 

%Remoción 
Área curva % eficiencia 

(g/L) (g/L) (A*s) culombica 

Control 2,678 1,016 28 148,347 3,027 

Réplica 1 2,634 1,060 29 146,927 2,873 

Réplica 2 2,719 0,975 26 144,662 3,076 
-



Apendice B. Resultados de Secuenciación de bacterias. 

Cuadro 814. Secuencias consenso de las bacterias extraidas de los electrodos del ánodo 

de las CCM en agua miel de café como sustrato. 

Nombre 
aislamiento 

Secuencia consenso 

TAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGG 
CTGAAAGTTGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTG 
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGG 
CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC 
TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTC 
GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGC 
GTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTT 
TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGG 
AAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG 
ATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA 
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAA 
ACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATT 
AAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG 
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA 
CCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAA 
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC 
GCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAG 
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT 
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCG 
AGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCT 
ACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGA 
ATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTG 
GCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTT 
GGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCG 
GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT 
CTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTT 
CGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGG 

2A2-B CGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA 
TACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGT 
TíTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGG 
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA 
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTG 
AGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA 
AACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 
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TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG 
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT 
ACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAA 
ATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 
CGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAA 
GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT 
TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGC 
GAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCC 
TACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA 
ATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTG 
GCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTT 
GGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCG 
GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT 
CTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTT 
CGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGCCGG 
CGTGACGGTATCCACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTT 
TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGG 
AAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG 
ATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA 
GGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAA 
ACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATT 
AAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG 
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA 
CCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAA 
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC 

1 GCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAG 
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT 

, ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCG 
, AGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCT 
· ACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT 

GGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACCACGGAGACCGCATGGT 
CTCCGGGTAAAAGATGGCGCAAGCTATCACTGAAGGATGGACCCGCGGCGTATTAG 
CCAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAAGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGG 
TAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA 
GGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAA 
GGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTATTGAAGAAGAACGTGTGTGACAGTAACTGGT 
CATGCAGTGACGGTATTCAATCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG 
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGG 
CGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGGGCATCGGAAA 
CTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAAT 
GCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGA 
CGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG 
CCGTAAACGATGAATACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAA 
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' CGCATTAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATT 
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG 

· AACCTT ACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAGGCTGAGAGATCAGCTGTTCCCTTCGGG 
GACAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT 

. TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACT 
CTGGTCAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCA 
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTGGTACAACGAGCAGCGA 
GACCGCGAGGTCAAGCGAATCTCTAAAAACCATCCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCA 
ACTCGCCTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATC 
GGAAGTGACCCGATAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATA 
GATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGAT 
GGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATAC 
GTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC 
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAA 
CGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTTATITTTCTG 1111 1 IGGAGAAGAA 
TGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCT 
AACTACGTGCCTG llll lCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATT 
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGG lll 11 11 IAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTA 
ACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAA 
CTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC 
GGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGGTAGCGAACAGGA 
TTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATG 

' TAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGG 

1 
CTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTG 
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGG 

1 

1 CCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC 
' TTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTC 
1 GGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGC 
: GTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT 
: ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTT 

TTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGG 
· AGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG 
: ATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGA 
· GGCTCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAA 

ACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATT 
AAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG 
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA 

· CCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAGGCTGAGAGATCAGCTGTTCCCTTCGGGGACAGA 
. ATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 
¡ CGCAACGAGCGCAACCCTTATGATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTCA 
' GACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCT 

TATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGTGGTACAACGAGCAGCGAGACCGC 
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GAGGTCAAGCGAATCTCTAAAAACCATCCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGC 
CTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA 
CGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG 
GCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 
GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGTGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTG 
ATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTgG 
AGAAGaaTGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAaCCagAATGCC 
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGG 
ATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGG 1111 11 AAGTCTGATGTGAAAGCCCTC 
GGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACA 
GTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC 
GAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAA 

l-C2 CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAG 

11-Cz-C 

11-1-b 

GGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACG 
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT 
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCAC 
CTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGT 
CAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACT 
AGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA 

, AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA 
' CAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCA 

TTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 
TCG 
GAGCGTCTATCAGCAAGTCGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGA 
TTCAAAGGAGCGGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGAAGTGACCCTTAAGTG 
GGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTT 
CTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCT 
AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTG 

, ATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGG 
: GAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGG 

CTTTCGGGTCGTAAAATTC I 11 .1111 GTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTG 
TCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG 

'. GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGG 
CGGI 111 1 IAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAA 
CTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATG 

. CGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGAC 
i GCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAG 

- ¡-G.AAAC"G°G-TAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGC 
: CTCTTGCCACCCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTATGTAGGTGGGGTAACGGCTC 
, ACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGA 
. GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGC 
' AAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT 
' TCAGCGGGGAGGAAGGCGTTTTAGGTTTATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAG 

AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG 
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TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGGTCTGTCAAGTCGGATGT 
GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACCTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTG 
TAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA 
ATACCGGTGGCGAAAGCGGCCCTCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGC 
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGAC 
TTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCC 
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG 
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACA 
TCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTG 
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA 
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGA 
TAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC 
TACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGG 
ACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTC 
GGAATCGCTAGTAATCGTGGACCCCCTCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG 


