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RESUMEN

TITULO: AISLAMIENTO DE BACTERIAS ELECTROGENICAS
PARA EL TRATAMIENTO DE EFLUENTES DE LA
PRODUCCION DE POLIHIDROXIALCANOATOS EN
CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS

AUTOR: HENRY ANDRES MORENO ESPINEL

PALABRAS CLAVE: POLIHIDROXIALCANOATOS, GLICEROL CRUDO, a-
FEOOH, W03, CEPAS ELECTROGENICAS, CELDAS
DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS.

DESCRIPCION:

La utilizacion de residuos biotecnoldgicos ha sido de gran interés en la busqueda
de nuevas formas de producciébn de energia renovable y de reduccion de
contaminacion generada por efluentes. En esta investigacion se estudié el
tratamiento de efluentes de la produccion de polihidroxialcanoatos (PHAS), con
celdas de combustible microbianas. Para ello, se realizé la produccién de PHAs a
partir de glicerol crudo, se caracterizd el medio de cultivo gastado (MCG) obtenido
y se confirmé el crecimiento de microorganismos exoelectrogénicos conocidos en
el MCG. Posterior a ello se realizé la produccion de dos aceptores de electrones, a-
FeOOH y WOgs, con los cuales se aislaron siete bacterias exoelectrogénicas. Luego
se probo el crecimiento y actividad electrogénica de las bacterias aisladas en el
MCG, seleccionando la cepa Aeromonas dhakensis sp. la cual se us6 en celdas de
combustible microbianas con MCG como sustrato. Se obtuvo una maxima densidad
de potencia volumétrica de 647.86 W/m?y una eficiencia coulémbica (EC) de 11.5%.
Ademas de una produccion relativamente estable por casi 30 dias, se obtuvo una
reduccion de hasta el 57% de la demanda quimica de oxigeno (DQO) y 55% del
contenido de carbono organico (COT), logrando asi reducir la carga organica

presente en el MCG.
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ABSTRACT

TITLE: ELECTROGENIC BACTERIA ISOLATION FOR
POLYHYDROXYALKANOATES PRODUCTION
EFFLUENTS TREATMENT IN MICROBIAL FUEL
CELLS

AUTHOR: HENRY ANDRES MORENO ESPINEL

KEYWORDS: POLYHYDROXYALKANOATES, CRUDE GLYCEROL,

a-FEOOH, WOs, ELECTROGENIC STRAIN,
MICROBIAL FUEL CELL.

DESCRIPCION:

The biotechnology’s wastes utilization has been of great interest in the search for
new forms of renewable energy production and effluent pollution reduction. In this
research, the treatment of polyhydroxyalkanoates (PHAS) production effluents was
studied with microbial fuel cells. Therefore, PHAs were produced from crude
glycerol, the spent culture medium (MCG) obtained was characterized and the
known exoelectrogenic microorganisms growth in the MCG was confirmed. After
that, two electron acceptors, a-FeOOH and WO3s were produced, with which seven
exoelectrogenic bacteria were isolated. Then, the growth and electrogenic activity of
the isolated bacteria in MCG were tested, selecting the strain Aeromonas dhakensis
sp., which was used in microbial fuel cells with MCG as substrate. A maximum
volumetric power density of 647.86 W/m? and a Coulombic Efficiency (CE) of 11.5%
were reached. In addition to a relatively stable production for almost 30 days, a
reduction of up to 57% of the chemical oxygen demand (COD) and 55% of the total
organic carbon (TOC) were obtained, thus achieving an organic load reduction in the
MCG.
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INTRODUCCION

En la produccién de biodiesel se genera glicerol crudo como subproducto. Dado que
el glicerol crudo tiene un precio muy bajo en el mercado, se requieren alternativas
para su utilizacién. Una de ellas, es la produccion de polihidroxialcanoatos (PHAS);
sin embargo, en este proceso el Medio de Cultivo Gastado (MCG) queda al final del

procedimiento como efluente.

Este efluente con carga orgénica tiene el potencial de ser aprovechado como fuente
de carbono para otras aplicaciones biotecnologicas. En la actualidad, se ha
incrementado la preocupacion por la contaminacién generada por efluentes y la

necesidad de buscar nuevas formas de produccion de energia renovable.

Las celdas de combustible microbianas (CCM) son dispositivos bioelectroquimicos,
gue pueden aprovechar la energia quimica de residuos organicos al degradarlos a
través de reacciones cataliticas de microorganismos, bajo condiciones anaerobias
y asi convertirla en energia eléctrica 1. Una CCM usualmente tiene una camara
anddica, una catddica y una membrana de intercambio de protones, MIP, que las

separa (Figura 1).

En la camara anddica ocurre una reaccion, donde el microorganismo oxida el
sustrato produciendo electrones y protones. Al estar en contacto con el anodo, el
microorganismo le entrega electrones generando una corriente o flujo de electrones

gue pasa a través de la resistencia hasta el catodo. Los protones pasan a la camara

1 DU, Zhuwei; LI, Haoran y GU, Tingyue. A state of the art review on microbial fuel cells: A promising
technology for wastewater treatment and bioenergy. Biotechnology Advances. 2007. Vol. 25, p. 465.
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catddica a través de la MIP para luego reaccionar en el cdtodo con el oxigeno

proveniente del ambiente y asi obtener agua 3.

Figura 1. Celda de combustible microbiano

t . —%_ HCH
. H*ﬁFEEi‘

Materia . @z_

organica

.

v

ANODO CATODO

Las membranas de intercambio de protones, estan compuestas de un material
polimérico que posee alta conductividad protdénica y muy poca conductividad
electrénica. Se caracterizan también por la baja solubilidad del polimero en agua,
su estructura molecular que permite absorber agua e impermeabilidad a gases

reactantes como el hidrégeno y el oxigeno 4.

Los PHASs son poliésteres producidos en forma de granulos, que se acumulan en el
citoplasma dentro de algunos microorganismos que se encuentran bajo condiciones

de estrés, donde tienen exceso de la fuente de carbono junto con un déficit de algun

2 LOGAN, Bruce. y REGAN, John. Microbial challenges and fuel cells applications. Environmental
Science & Technology, Penssylvania State University. 2006. p. 5173.

3 ZHOU, Minghua, et al. Bioelectrochemistry of Microbial Fuel Cells and their Potential Applications
in Bioenergy. Bioenergy Research: Advances and Applications. 2014. p. 132.

4 MILLET, Pierre. GenHyPEM : an EC-supported STREP program on high pressure PEM water
electrolysis. Université Paris-sud XI. France. 2006. p 4.
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nutriente. Es considerado un material con caracteristicas similares al plastico y
totalmente biodegradable, que puede ser usado en la produccién de bioplasticos,

biocombustibles y en el campo de la medicina debido a su biocompatibilidad °.

Diversos Oxidos de hierro han sido utilizados previamente para el aislamiento de
microorganismos electrogénicos, como el citrato férrico, akaganeite (-FeOOH), el
Fe(lll)-pirofosfato y el oxihidroxido de hierro (lll) amorfo (a-FeOOH), entre otros.
Muchos de los microorganismos o bacterias con la capacidad de reducir el hierro

poseen la facultad de generar energia eléctrica en CCM.

El a-FeOOH, de tonalidad anaranjada, se reduce en contacto con los electrones
cuando el microorganismo electrogénico oxida el sustrato, produciendo asi un
cambio de color a un tono negro, de gran utilidad para realizar una deteccion, a

simple vista, de la produccién de energia eléctrica ®.

El trioxido de tungsteno (WOs) posee una nanoestructura hexagonal con
propiedades colorimétricas Unicas, que dependen de las condiciones
electroquimicas del ambiente, lo cual permite que sea una excelente herramienta

para realizar pruebas bioelectroquimicas.

En el caso de microorganismos electrogénicos, el WOs3 es usado para detectar la
liberacién de electrones provenientes del sustrato al momento de ser oxidados por
el microorganismo. Los electrones se intercalan en el Unico tanel triangular y

hexagonal en la esquina compartida de la red de estructura WQOs, formando

5 SERRANO, Julieth. Polihidroxialcanoatos (PHAS): Biopolimeros producidos por microorganismos.
Una solucion frente a la contaminacion del medio ambiente. Revista Teoria y Praxis Investigativa
Bogotéa. 2010. vol. 5, No. 2, p. 80.

6 Feng, C, et al. Characterization of exoelectrogenic bacteria enterobacter strains isolated from a
microbial fuel cell exposed to copper shock load. Xiamen: PLOS ONE. 2014. vol. 9, p 1.

15



tungsteno azulado. La tonalidad azul permite realizar una deteccion a simple vista

de la produccién de energia eléctrica .

Los residuos del sector biotecnolégico han sido considerados una opcién de gran
interés para ser usados como sustrato en la generacién de energia eléctrica y como
tratamiento parcial de dichos residuos 8, por ejemplo: biomasa residual de maiz °,
comida residual 1°, efluentes de aceite de palma 11, acetato *? y aguas residuales de

diversos origenes 13

Algunos receptores de electrones comunmente usados en la solucién de la cAmara
catédica, han sido oxigeno disuelto, permanganato de potasio, diéxido de
manganeso Y ferricianuro, entre otros 4.

También se han implementado sistemas de CCM en plantas, en los cuales se
observa una remocién de nutrientes y metales pesados en aguas de desecho *°.

Por otra parte, algunas estrategias de operacion incluyen la inhibicion de la

7 YUAN, Shi-Jie, et al. A plate-based electrochromic approach for the high-throughput detection of
electrochemically active bacteria. Hefei: Nature protocols. 2014. vol. 9, No. 1, p. 112.

8 LI, Yan. Treating wastes with microbial fuel cells (MFCs) and microbial electrolysis cells (MECS).
University of Connecticut. 2014.

9 ZUO, Yi.; MANESS, Pin-Ching. y LOGAN, Bruce. Electricity production from steam-exploded corn
stover biomass. Energy and Fuels. 2006. vol. 20.

10 GOUD, R. Kannaiah; BABU, P. Suresh y MOHAN, S. Venkata. Canteen based composite food
waste as potential anodic fuel for bioelectricity generation in single chambered microbial fuel cell
(MFC): Bio-electrochemical evaluation under increasing substrate loading condition. International
Journal of Hydrogen Energy. 2006. vol. 36.

11 B.C, Jong, et al. Performance and microbial diversity of palm oil mill effluent microbial fuel cell.
Letters in Applied Microbiology. 2011 vol. 53.

12 SHEN, Nan, et al. Rapid Isolation of a Facultative Anaerobic Electrochemically Active Bacterium
Capable of Oxidizing Acetate for Electrogenesis and Azo Dyes Reduction. New York: Appl Biochem
Biotechnol, 2014. vol 173.

13 Velasquez-Orta, et al. Factors affecting current production in microbial fuel cells using different
industrial wastewaters. Bioresource Technology. 2011. vol. 102.

14 WEI, Liling; HAN, Hongliang y SHENWEI, Jianquan. Effects of cathodic electron acceptors and
potassium ferricyanide concentrations on the performance of microbial fuel cell. Beijing: International
journal of Hydrogen Energy. 2012. vol. 37, p. 12980.

151U, Lu; XING, Defeng y REN, Zhiyong. Microbial community structure accompanied with electricity
production in a constructed wetland plant microbial fuel cell. Bioresource Technology. 2015 Vol.195.
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produccién de metano en las CCM 1 y la selecciéon minuciosa de los receptores de

electrones 17.

En este trabajo se emplearon efluentes de la produccion de PHAs como sustrato y
se utilizaron dos aceptores de electrones, con el fin de aislar un microorganismo
electrogénico, que pueda ser utilizado en las CCM, contribuyendo a la disminucién
de la carga organica de los efluentes y aportando a su vez, un valor agregado al

proceso, con la obtencion de energia eléctrica.

El objetivo general de esta investigacion fue estudiar el uso de celdas de
combustible microbianas, para la generacion de energia eléctrica a partir de

efluentes de la produccion de PHAs. Para ello se plantearon los siguientes objetivos

especificos:
. Aislar, al menos, cinco cepas electrogénicas.
. Seleccionar una cepa electrogénica adecuada, para la generacion de energia

eléctrica a partir de efluentes de la produccion de polihidroxialcanoatos.
. Establecer una configuracién para una celda de combustible microbiana.
. Evaluar la eficiencia del tratamiento del MCG con CCM.

16 KAUR, Amandeep, et al. Inhibition of methane production in microbial fuel cells: Operating
strategies which select electrogens over methanogens. Bioresource Technology. 2014. vol. 173.

17 HE, Chuan-Shu, et al. Electron acceptors for energy generation in microbial fuel cells fed with
wastewaters: A mini-review. Chemosphere. 2014. vol. 140.
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1. METODOLOGIA

En este trabajo se obtuvo el MCG luego de realizar la produccion de PHAs a partir
de glicerol crudo; este fue esterilizado y caracterizado. Posteriormente se llevo a
cabo una prueba preliminar del crecimiento de cepas electrogénicas conocidas en
el MCG. Después se produjo el a-FeOOH, un receptor de electrones que luego de
hacer una prueba preliminar con la cepa Enterobacter sp., fue usado para aislar
microorganismos electrogénicos en condiciones microaerobias y estrictamente
anaerobias. También se realiz6 la produccién de WOs, otro aceptor de electrones
que esta vez fue probado con cuatro cepas electrogénicas conocidas, para luego
aislar cepas con caracteristicas electrogénicas en condiciones microaerobias
(Figura 2).

Figura 2. Metodologia global

Produccion y Prueba
caracterizacion preliminar
del medio MCG crecimiento de
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Las cepas aisladas fueron identificadas realizando el arbol filogenético para mayor
exactitud. Posterior a ello, se realizdé una prueba de crecimiento en el MCG y una
prueba de actividad electrogénica, donde se escogié la cepa de trabajo. A

continuacion, se prepararon las CCM para inocularlas con la cepa seleccionada

18



previamente y se monitored la generacion de energia eléctrica. Finalmente, se hizo

una caracterizacion fisicoquimica del MCG después del tratamiento con las CCM.

1.1 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DEL MEDIO MCG

1.1.1 Produccion de PHAs. ElI MCG se obtuvo mediante la produccion de PHAs
(Anexo A) a partir de glicerol crudo, se utilizé la cepa Rhodococcus sp. perteneciente
al cepario del grupo de investigaciéon Cinbin 8, la cual fue caracterizada en una
investigacion previa como productora de polihidroxialcanoatos °. Rhodococcus sp.
se sembrd en CYC agar y posteriormente se realizdé un precultivo en medio LB
(Anexo B) a 180 rpm, temperatura ambiente, por 24 h. Se inocul6 ajustando una
densidad Optica de 0.1, el cultivo se llevé a cabo en el medio MSMGC (Anexo B)
con 10 g/L de glicerol crudo como fuente de carbono a 180 rpm y temperatura
ambiente durante 72 h. El glicerol crudo (de la empresa Oleoflores S.A. ubicada en
Codazzi Cesar) fue utilizado, sin ningan pretratamiento y fue obtenido como

subproducto en la obtencion de biodiesel a partir de aceite de palma.

Finalmente, el cultivo se centrifugd a 10,000 g por 10 minutos, y el sobrenadante se
esteriliz6 en autoclave a 15 psiy 121 °C durante 20 minutos, constituyendo el medio
de cultivo gastado MCG.

1.1.2 Caracterizacion fisicoquimica del MCG

1.1.2.1 DQO. La demanda quimica de oxigeno, DQO, (Anexo C) se midi6 utilizando

el kit para medicion de COD (Lian-hua Tech.co Ltd., China) con un reactor digital de

18 PENA, Adriana; HERNANDEZ, Jorge y SERNA, Oriana. Aislamiento y caracterizacion de
actinobacterias provenientes del compost de residuos de produccién de café organico. Trabajo de
grado biologia. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander. 2015.

19 CACERES, Carlos y TOLOZA, Dancy. Tamizado de actinobacterias para la produccion de
polihidroxialcanoatos a partir de residuos agroindustriales. Trabajo de grado Ingenieria Quimica.
Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander. 2016.
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COD 5B-1y el analizador rapido de COD portétil 5B-3C (Hangzhou Chincan Trading
Co. Ltd, China).

1.1.2.2 Polisacaridos. Los polisacéaridos se cuantificaron con la reaccion de la
antrona, variando la concentracion de glucosa para generar la curva de calibracion.
La lectura de los datos se hizo con un espectrofotdmetro de microplacas UV-Vis
SpectraMax 190 (Molecular Devices, USA) ajustado a 620 nm (Anexo D).

1.1.2.3 Proteinas. Para la medicién de proteinas se realizdé una curva estandar
variando la concentracién de proteina; la medicion del contenido de proteinas se
hizo midiendo la absorbancia a 562 nm empleando el espectrofotdmetro de

microplacas UV-Vis SpectraMax 190 (Molecular Devices, USA) (Anexo E).

1.1.2.4 Carbono y nitrégeno. Para la medicién del carbono total CT, carbono
organico total COT vy el nitrogeno total NT se emple6 un analizador TOC-VCSH con

un modulo TNM-1 y un automuestreador ASI-V (Shimadzu, Japdn).

1.1.2.5 pH. Para la medicion de pH se utiliz6 un pH-metro convencional.

1.2 PRUEBA PRELIMINAR CRECIMIENTO DE CEPAS EN EL MCG

Luego de caracterizar el MCG se utilizaron algunas cepas, conocidas por sus
propiedades electrogénicas, disponibles en el laboratorio (Shewanella sp.,
Enterobacter sp., Escherichia coli sp. y Bacillus sp.) para analizar el crecimiento
o la afinidad de dichas cepas con el MCG bajo condiciones anaerobias y

microaerobias, es decir, purgadas con N2z y sin purgar respectivamente.

Las cepas fueron sembradas en cajas de Petri con medio sélido LB (Anexo B) y
luego precultivadas en Erlenmeyers con 25 mL de medio LB, durante 12 h a 150

rpmy 30 °C. Se inocularon 0.5 mL de precultivo en viales de 25 mL de vidrio sellados
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con tapén de caucho, con 10 mL del MCG con y sin purgar, a 30 °C y 150 rpm
durante 48 h, donde se analizo el crecimiento midiendo la turbidez o densidad Optica
(DO) a 600 nm con un espectrofotdmetro de microplacas UV-Vis SpectraMax 190
(Molecular Devices, USA).

1.3 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ELECTROGENICAS

1.3.1 a-FeOOH como aceptor de electrones.

1.3.1.1 Produccion del a-FeOOH. Se prepard una solucion 0.4 M de FeCls, se
ajusté a un pH de 12 con una solucién 1 M de NaOH. Luego se incub6 en total
oscuridad durante cuatro dias, se recupero el precipitado y finalmente se realizé un

lavado con agua destilada 2°.

1.3.1.2 Prueba preliminar con Enterobacter sp. Se realiz6 una prueba preliminar
utilizando la Enterobacter sp. como control positivo debido a su capacidad de reducir
el hierro, con el fin de observar el comportamiento del a-FeOOH y establecer las
condiciones éptimas de operacién. Se agregaron 200 pL de a-FeOOH en 10 mL de
diferentes medios (acetato MA, comida residual CR y medio estandar LB) (Anexo
B), probando con la adicién de resazurina (0.01 mg), para visualizar la posible
presencia de oxigeno y/o de cisteina, (0.01 g), para reducir los niveles de oxigeno

y asi tener condiciones anaerobias 2.

La cepa de prueba fue precultivada en Erlenmeyer con medio LB a 150 rpm y 30 °C
durante 12 h, para luego realizar el cultivo en las diferentes combinaciones a 150
rpm y 30 °C durante 72 h. Finalmente se escogieron las condiciones de operacion

para aislar mas microorganismos en diferentes medios. Todos los medios e

20 SHARMA, Subed Chandra, et al. Electrochemical characterization of a novel exoelectrogenic
bacterium strain scs5, isolated from a mediator-less microbial fuel cell and phylogenetically related to
Aeromonas jandaei. Microbes and Environments. 2016. vol. 31, p 214.

21 Feng. Op. cit., p. 2.
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instrumentos fueron esterilizados en autoclave a 15 psiy 121 °C durante 20 minutos
antes de ser utilizados.

1.3.1.3 Aislamiento en condiciones microaerobias. Las muestras de cultivos
mixtos, o de poblaciones con mas de un microorganismo, fueron obtenidas de
Celdas de Combustible Microbianas con plantas de arroz, CCMP, seleccionando las
de mayor produccion de electricidad, a tres condiciones diferentes: con fertilizantes
organicos (FO), fertilizantes organicos e inorganicos (FOI) y sin fertilizantes (SF).

Se obtuvo una porcion del anodo de las CCMP, junto con el lodo o tierra de la
superficie de este, para ser agregado a viales con 50 mL de tres diferentes medios
como enriguecimiento. Los medios de enriquecimiento escogidos fueron a base de

acetato MA, medio estandar LB y comida residual MCR (Anexo B).

Para aislar microorganismos con a-FeOOH, se inocularon 0.5 mL de cada muestra
de enriquecimiento de cultivo mixto en viales de 25 mL de vidrio sellados con tapén
de caucho, 10 mL del medio correspondiente a los enriqguecimientos y las
condiciones de operacién, previamente purgados con Nz, los cuales se mantuvieron
a 30 °C y 150 rpm durante 48 h. Luego se agitaron un poco los viales y se tomaron
muestras que fueron sembradas en cajas de Petri con medio LB.

Se purificaron las diferentes cepas presentes tomando una sola colonia vy
sembrandola en nuevas cajas de Petri, repitiendo dos o tres veces este paso para
asegurar la pureza. Después se precultivaron en Erlenmeyers con medio LB a 30
°Cy 150 rpm durante 12 h para luego inocular 0.5 mL en viales de 25 mL de vidrio
sellados con tapén de caucho, 10 mL del medio correspondiente al enriquecimiento
y las condiciones de operacion con a-FeOOH, previamente purgados con Nz, los
cuales se mantuvieron a 30 °C y 150 rpm durante 72 h. Finalmente se observo la

tonalidad para verificar las caracteristicas electrogénicas de las cepas (Figura 3).
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Figura 3. Aislamiento condiciones microaerobias y a-FeOOH
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1.3.1.4 Aislamiento en condiciones anaerobias estrictas. Se busco aislar
microorganismos en condiciones estrictamente anaerobias y reducir el nimero de
pasos al momento de aislar microorganismos (Figura 4). Se utilizé el medio sélido
estandar LB a las condiciones de operacion en cajas de Petri, se sembraron las
muestras del enriquecimiento de cultivo mixto de CCMP y se mantuvieron a 30 °C
durante 72 h. Luego se observo el cambio de la tonalidad a negro y se purificaron
las colonias cercanas al medio de ese color en nuevas cajas de Petri a las mismas

condiciones.
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Figura 4. Aislamiento condiciones anaerobias estrictas y a-FeOOH
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1.3.2 WOs3 como aceptor de electrones

1.3.2.1 Produccién del WOs. A continuacion, las nanoparticulas de WOs 22 se
obtuvieron diluyendo 0.825 g de Na2WO4-2H20 y 0.290 g de NaCl en 20 mL de agua
desionizada, ajustando la solucion a un pH de 2 mediante la adicion, gota a gota,
de una solucién 3 M de HCL. Posteriormente se introdujo la solucién en un reactor
de teflon de 45 mL con cubierta de acero y se calent6 a 180 °C por 16 h en un horno;
se dejd enfriar y se realiz6 un lavado con agua desionizada centrifugando varias
veces a 13,000 rpm por 20 minutos, luego se recolecto el precipitado y se secé en
un horno a 60 °C, obteniendo asi las nanoparticulas de WO3s con apariencia de un

polvo blanco.

22 YUAN. Op. cit., p. 115.
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1.3.2.2 Prueba preliminar del WOs. Para la prueba preliminar del WO3 se utilizaron
las cepas Shewanella sp., Enterobacter sp., Escherichia coli y Bacillus sp. para
observar su comportamiento en un medio estandar LB a condiciones anaerobias,
es decir, purgado con N2. Esto debido a que se quiso evitar la interferencia del

oxigeno como segundo aceptor de electrones.

Las cepas fueron sembradas en cajas de Petri con medio sélido LB y luego
precultivadas en Erlenmeyers con 25 mL de medio LB durante 12 h a 150 rpm y 30
°C. Se inocularon 0.5 mL de precultivo en viales de 25 mL de vidrio sellados con
tapon de caucho, con 10 mL de medio LB y 0.025 g de WOs previamente purgados
con Nz, a 30 °C y 150 rpm durante 48 h. Luego se tomaron los viales y se agitaron
un poco para evitar precipitacion de particulas de WO3sy poder comparar el color.
Todos los medios e instrumentos fueron esterilizados en autoclave a 15 psiy 121
°C durante 20 minutos antes de ser utilizados.

1.3.2.3 Aislamiento con WOs. Se tomaron muestras de cultivos mixtos de CCM
operacionales en la zona cercana al anodo, donde el medio utilizado tiene comida
residual como sustrato, MCR en dos condiciones diferentes, con vitaminas y
minerales, VM y sin vitaminas o minerales, SVM.

Las muestras de cultivo mixto se inocularon en viales de 25 mL de vidrio sellados
con tapon de caucho, con 10 mL de MCR y 0.025 g de WOs previamente purgados
con Nz, a 30°C y 150 rpm durante 48 h. Luego se agitaron un poco los viales y se
tomaron muestras que fueron sembradas en cajas de Petri con medio LB. Se
purificaron las diferentes cepas presentes, tomando una sola colonia y sembrandola
en nuevas cajas de Petri, repitiendo dos o tres veces este paso para asegurar la

pureza.

Después se precultivaron en Erlenmeyers con medio LB a 30 °C y 150 rpm durante

12 h para luego ser inoculadas en viales de 25 mL de vidrio sellados con tapon de
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caucho, con 10 mL de MCR y 0.025 g de WOs previamente purgados con Nz, a 30
°C y 150 rpm durante 72 h. Finalmente, se agitaron los viales para evitar la
precipitacion de WO3 y poder observar la tonalidad para verificar las caracteristicas

electrogénicas de las cepas (Figura 5).

Figura 5. Aislamiento condiciones microaerobias y WOs3
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1.3.3 Identificacién molecular de las cepas aisladas. A continuacion, se realiz6
la identificacion de las cepas aisladas. Para esto primero se hizo la secuenciacion
del gen 16S rRNA, el ADN genomico fue extraido tocando levemente una colonia
de la cepa pura aislada con una punta de 10 pL y con su respectiva Micropipeta. Se
preparé6 una solucion con 0,5 pL del “primer” o iniciador 27F (59-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-39), 0,5 pL del “primer’ o iniciador 1492R (59-
GGTTACCTTTGTTACGACTT- 39), 12,5 puL de una solucion Premix Ex Taq
(TaKaRa Biotechnology Co., Ltd, Dalian, China) y 11,5 yL de agua desionizada
esterilizada, con un volumen total de 25 pL, para luego tomar la punta previamente
mencionada y mezclar dicha solucion, liberando el ADN extraido con la punta en la

mezcla.
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La amplificacion del gen se llevé a cabo en una Gene ProThermal Cycler TC-E
(Bioer Technology Co.,Ltd, Zhejiang, China), donde primero se hizo una
desnaturalizacion del ADN a 94 °C por 5 minutos, luego se realizaron 30 ciclos de
30sa94°C,45sab5°Cy 1.5 minutos a 72 °C, después de los ciclos se mantuvo

por 7 minutos a 72 °C %,

La secuencia del gen 16S rRNA que se obtuvo para cada cepa aislada fue
comparada con las secuencias de las cepas validas mas cercanas o similares, a
través de la base de datos EZbiocloud (www.ezbiocloud.ne) donde se descargaron
las secuencias en un archivo FASTA.

Después se hizo un alineamiento multiple de las secuencias con el programa
ClustalW para realizar el arbol filogenético, usando un algoritmo de Maximum
Likelihood, todo esto mediante el uso del software Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA 7). Tendiendo los arboles filogenéticos se identificaron las cepas

aisladas.

1.4 CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS

1.4.1 Seleccion de la cepa electrogénica. Se realizaron dos pruebas diferentes,
con el fin de seleccionar la cepa con mejores caracteristicas o potencial para

producir electricidad en el MCG.

1.4.1.1 Prueba de crecimiento en MCG. Se hizo una prueba de crecimiento en
MCG (Figura 6), donde se precultivaron las cepas en Erlenmeyers con medio LB a
30°C y 150 rpm durante 12 h, para luego inocular 0.5 mL en viales de 25 mL de
vidrio sellados con tapdn de caucho, con 10 mL de MCG, previamente purgados

con N2, a 30 °C y 150 rpm durante 48 h. El crecimiento se analizé midiendo el DO

23 Feng. Op. cit., p. 6.
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con un espectrofotdmetro UV-Vis de alto rendimiento con lector de microplato
(SpectraMax 190) ajustado a 600 nm.

Figura 6. Crecimiento cepas aisladas

1.4.1.2 Prueba de actividad electrogénica en MCG. Posteriormente se realizé
una prueba de la actividad electrogénica con a-FeOOH en MCG para finalmente
seleccionar la cepa a trabajar, donde se precultivaron las cepas en Erlenmeyers con
medio LB y a condiciones de operacion a 30°C y 150 rpm durante 12 h para luego
inocular 0.5 mL en viales de 25 mL de vidrio sellados con tap6n de caucho, con 10

mL de MCG, previamente purgados con Nz, a 30 °C y 150 rpm durante 72 h.

1.4.2 Preparacion de las celdas de combustible microbianas

1.4.2.1 Pretratamiento de la membrana de intercambio proténico. La
Membrana de Intercambio de Protones, MIP, se sometié a un pretratamiento para
esterilizarla, donde primero se sumergio en agua destilada y se mantuvo a 60 °C en
un horno durante una hora. Luego en una solucién al 3% de H2SO4 con agua
destilada y se mantuvo a 60 °C durante una hora; finalmente en agua destilada a 60
°C durante una hora. El agua destilada usada fue esterilizada en autoclave a 15 psi
y 121 °C durante 20 minutos antes de usarse.

1.4.2.2 Montaje de las celdas de combustible microbianas. Se utilizaron celdas

conformadas por dos camaras principales de vidrio, las cuales tienen dos orificios
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principales, uno superior de 3 cm de diametro y uno lateral de 3.5 cm de diametro.
La parte superior de las camaras tiene forma de rosca donde encaja una tapa
autoclavable con tres orificios, uno con 1.2 cm de diametro donde se ajusta un tapon

principal y otros dos con 0.6 cm de diametro para tapones secundarios.

Los electrodos usados como anodo y catodo tienen dos partes principales, el cepillo
de fibra de carbono y el cable de acero inoxidable; dichos electrodos permanecen
dentro de las camaras anddica y catddica mientras que parte del cable de acero
inoxidable atraviesa el tapén principal y una pequefia parte permanece afuera, por
lo que la funcién del tapdn principal es permitir el flujo de electrones a través del

cable de acero inoxidable.

Los tapones secundarios tienen como funcién permitir el paso de agujas, uno de
ellos para inyectar nitrdgeno o para inocular mientras que el otro, habilita el flujo de
oxigeno hacia el exterior. El orificio lateral de las celdas permite juntar ambos
compartimientos poniendo una membrana de intercambio de protones, MIP, en la
mitad y sosteniendo ambos compartimientos con un sujetador metalico, el cual

puede ajustarse por medio de una rosca (Figura 7).

Figura 7. Elementos de las CCM
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1.4.3 Operacioén de las celdas microbianas. Luego de realizar el montaje de las
celdas, se procedid a inyectar la solucion anddica MCG vy la solucion catédica de
Ferricianuro de Potasio, con 16.46 g de Ks[Fe(CN)g], 6.7 g de Na2HPO4.12H20, 1.5
g de KH2PO4, para 1 L de agua destilada.

Tanto la cAmara anddica como la catddica fueron purgadas con nitrégeno, con el fin

de evitar interferencia del oxigeno como aceptor de electrones.

Se precultivaron dos colonias de la misma cepa en Erlenmeyers con medio LB a 30
°C y 150 rpm durante 12 h, para luego inocular 1 mL de precultivo en cada CCM,
donde se usaron celdas en circuito abierto y circuito cerrado con duplicado de la

misma colonia.

Se conecto una resistencia de 1 kQ a los electrodos de ambos compartimientos para
asi cerrar el circuito de las celdas respectivas. Las celdas en circuito cerrado fueron
conectadas a un sistema de adquisicion de datos (USB7660-B, ZTIC, China),
almacenando el voltaje producido cada 10 minutos, mientras que las celdas en
circuito abierto fueron medidas cada 12 horas con un multimetro convencional.

Posterior a ello, se calculd la corriente eléctrica | (mA) usando la formula | = V/R,
donde V (mV) es el voltaje obtenido y R (1000Q)) es la resistencia utilizada. Luego
se hallé la potencia P (W) = I*V/10002, la densidad de potencia volumétrica Py
(W/m3) fue calculada de la ecuacién Pv = P/Van, donde Van es el volumen de la
camara anddica. Finalmente se calcul6 la eficiencia coulémbica (EC), de acuerdo
con la literatura ?4. Por otro lado, el voltaje obtenido por las celdas en circuito abierto,
representan un maximo teorico, de energia eléctrica, que podria ser obtenido de no

ser por las pérdidas internas que hay en la practica.

24 LUO, Yong, et al. Electricity generation from indole and microbial community analysis in the
microbial fuel cell. Journal of Hazardous Materials. 2010. Vol.176 p 760.
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1.4.4 Caracterizacion fisicoquimica del MCG final. Por ultimo, se caracterizo el
MCG final, realizando las mismas mediciones que se hicieron inicialmente:
polisacéaridos, proteinas, demanda quimica de oxigeno (DQO), pH, carbono total
(CT), carbono organico total (COT), nitrégeno total (NT). Se utilizaron los mismos

métodos y protocolos ya mencionados y se compararon los resultados.

2. RESULTADOS

2.1 PRODUCCION Y CARACTERIZACION DEL MEDIO MCG

Se obtuvieron los siguientes datos de caracterizacién del medio (Tabla 1).

Tabla 1. Datos MCG caracterizado

DQO | CT | COT | NT | GLUCOSA | PROTEINA
[g/L] | [g/L] | [g/L] | [9/L] [g/L] [g/L]

9.67 [3.03] 3.02 | 0.16 0.4784 8.34E-04 6.09

pH

2.2 PRUEBA PRELIMINAR CRECIMIENTO DE CEPAS EN EL MCG
En la prueba de crecimiento se comprobdé que algunos microorganismos

electrogénicos conocidos pueden crecer en el MCG, por lo cual dicho medio tiene

el potencial de ser usado para producir electricidad CCM (Figura 8).
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Figura 8. Resultado prueba preliminar de crecimiento
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2.3  AISLAMIENTO DE BACTERIAS ELECTROGENICAS

2.3.1 a-FeOOH como aceptor de electrones

2.3.1.1 Prueba preliminar con Enterobacter sp. Se encontraron las condiciones
de operacién 6ptimas para reducir el hierro en diferentes medios, donde Resazurina
no fue necesaria. Agregando 200 L de a-FeOOH y 0.005 g de cisteina para 10 mL
de medio de cultivo. EI medio tendra un color anaranjado, que se torna negro fuerte

al darse la liberacién de electrones por accion de las bacterias (Figura 9).
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Figura 9. Resultado prueba preliminar del a-FeOOH
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2.3.1.2 Aislamiento en condiciones microaerobias. Todas las muestras del
cultivo mixto mostraron presencia de al menos un microorganismo electrogénico.
Después, se purificaron siete microorganismos que finalmente mostraron

caracteristicas electrogénicas. (Figura 10).

Figura 10. Resultados aislamiento condiciones microaerobias y a-FeOOH
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2.3.1.3 Aislamiento en condiciones anaerobias estrictas. Se purificaron siete
microorganismos electrogénicos, este método fue de gran utilidad para aislar

microorganismos anaerobios estrictos, sencillo y eficaz (Figura 11).

Figura 11. Resultados aislamiento condiciones anaerobias estrictas y a-FeOOH

2.3.2 WOs3 como aceptor de electrones

2.3.2.1 Prueba preliminar del WOs. Presenté un comportamiento muy bueno,
donde el medio inicialmente blanco se torna azul en diferentes tonalidades, las
cuales pueden ser tomadas como un punto de comparacion entre cepas

electrogénicas. Shewanella mostro la tonalidad mas fuerte (Figura 12).

Figura 12. Resultado de la prueba preliminar del WOs

i
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2.3.2.2 Aislamiento con WOs. Todas las muestras de cultivo mixto presentaron
coloracion azul, pero luego de purificar no todas presentaron coloracion. Se
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escogieron dos cepas que presentaban la tonalidad més fuerte. El WOs3s es de gran
utilidad al momento de descartar aquellos microorganismos no muy eficientes
(Figura 13).

Figura 13. Resultados aislamiento condiciones microaerobias y WOs

2.3.3 Identificacion molecular de las cepas aisladas. Luego de realizar el arbol
filogenético (Anexo F), algunas de las cepas aisladas fueron identificadas como
pertenecientes a la misma especie. En resumen, fueron aisladas siete bacterias
diferentes, Aeromonas dhakensis, Lactococcus garvieae, Escherichia coli,
Paraclostridium benzoelyticum, Romboutsia lituseburensis, Acinetobacter brisouii y

Pseudomonas aeruginosa (Anexo G).

2.4 CELDAS DE COMBUSTIBLE MICROBIANAS

2.4.1 Seleccion de la cepa electrogénica

2.4.1.1 Prueba de crecimiento en MCG. En la prueba de crecimiento en MCG se

encontré que todas las bacterias aisladas tienen el potencial de producir electricidad
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en CCM dado que son capaces de utilizar el MCG como sustrato. Las cepas con
mayor crecimiento fueron Aeromonas dhakensis sp. y Escherichia coli sp. (Figura
14).

Figura 14. Crecimiento de las cepas aisladas en MCG
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2.4.1.2 Prueba de actividad electrogénica en MCG. En la prueba de actividad
electrogénica de las cepas aisladas en MCG con a-FeOOH, la cepa Aeromonas
dhakensis sp. presenté un cambio de tonalidad en menos de 8 h, la cepa
Escherichia coli sp., en menos de 12 h y las demas cepas en mas de 24 h; lo cual
es coherente con los resultados de crecimiento obtenidos previamente (Figura 14).
Con estos resultados, junto con los de la prueba anterior se decidié trabajar las CCM

con la cepa Aeromonas dhakensis sp.

2.4.2 Operacion de las celdas microbianas. En las CCM de circuito cerrado
(CCV), el voltaje tuvo un comportamiento un poco oscilante pero con una tendencia
clara, con un maximo de 339.4mV y una produccion practicamente estable por casi
30 dias. En el circuito abierto OCV, el voltaje tuvo un comportamiento muy similar
pero con una tendencia mas estable, se obtuvo un maximo voltaje de 723 mV y una

produccion de mas de 35 dias (Figura 15).
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Figura 15. Voltaje producido en las CCM con Aeromonas dhakensis sp.
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Con los datos de voltaje obtenidos, se realizaron los demas célculos propuestos
para evidenciar el maximo desempefio de las CCM en funcién de la energia eléctrica

gue se puede generar a partir de MCG como sustrato (Tabla 2).

Tabla 2. Desempenio eléctrico de las celdas

V(mv) | 1(mA) | PW) | Pv(W/md | EC (%)
326.95 0.33 | 1.07E-04 647.86 | 11.50

2.4.3 Caracterizacion fisicoquimica del medio MCG final. La caracterizacion
final del MCG (Figura 16), muestra que los niveles de DQO se redujeron hasta 45%
en las celdas de circuito cerrado, y hasta 57% de circuito abierto, lo cual permite ver
coémo las CCM ademas de producir electricidad, realizaron un tratamiento del MCG,

puesto que la DQO es una medida indirecta de la carga organica presente en el
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liquido y el contenido de COT también presenté una maxima reduccion de hasta
55%. EI NT también tuvo una reduccion de hasta 57%.

Figura 16. Eficiencia del tratamiento del MCG con las CCM
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También se puede apreciar una reduccion en el contenido de polisacéridos de hasta
un 60%, cabe resaltar que el contenido de polisacéaridos se reduce mas en las CCM
con CCV (Figura 17.)
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Figura 17. Efecto del tratamiento con CCM en el contenido de polisacéaridos en el

MCG
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Generalmente el contenido de proteinas es muy bajo, debido a esto, a pesar de un
incremento de hasta el 296% de su contenido en las CCM con CCV, dicho aumento
no representa una contribucién significativa al DQO. (Figura 18.)

Figura 18. Efecto del tratamiento con CCM en el contenido de proteinas en el

MCG
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Una revisidon a simple vista de la camara anddica sugiere que hubo un crecimiento
bacteriano mucho mayor en CCV, mientras que en las OCV sugiere un crecimiento
moderado; A su vez, las CCM con mayor crecimiento bacteriano supondrian un
mayor consumo de carbono, pero a su vez una tasa de reproduccion muy alta que
puede conllevar a una mayor disminucion de los niveles de polisacéaridos, pero a un
aumento en los niveles de proteina celular, siendo una posible explicacién de los

porcentajes previamente mencionados (Figura 19).

Figura 19. Camara anddica al final del experimento
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3. CONCLUSIONES

El a-FeOOH es una herramienta muy Util para aislar microorganismos con
caracteristicas electrogénicas, mientras que el WOs permite también
comparar el nivel de actividad electrogénica directamente para obtener
mejores resultados.

Se aislaron siete (7) cepas diferentes: Aeromonas dhakensis, Lactococcus
garvieae, Escherichia coli, Paraclostridium benzoelyticum, Romboutsia
lituseburensis, Acinetobacter brisouii y Pseudomonas aeruginosa, que,
sometidas a dos pruebas en MCG, crecieron exitosamente y se comprobo,
ademas, que tienen actividad electrogénica en él.

La cepa Aeromonas Dhakensis sp. logro reducir hasta el 57% de la DQO del
MCG utilizado en CCM, obteniendo a su vez una maxima densidad de

potencia volumétrica de 647.86 W/m3.
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ANEXO A

OBTENCION DE MEDIO DE CULTIVO GASTADO (MCG)

.  CULTIVO DEL MICROORGANISMO

Procedimiento:

1. Preparar 60mL del medio CYC (medir los componentes en una balanza) en
un Erlenmeyer (cubrir la boquilla con aluminio).

2. El medio, las azas y las puntas se ponen en la autoclave en modo “Slow
(Liquids)” durante 20 minutos, si es manual a 120 voltios se aumenta la
presion hasta llegar a 15 psi y se mantiene por 15 minutos.

e Se vierte el medio en cada caja (30mL cada una, es decir la mitad del
medio preparado) y se espera hasta que se solidifique.

e Se realiza el método de agotamiento para el sembrado, es decir, se
toma una punta con la Micropipeta y se saca una muestra del
microorganismo del vial, se deposita en una caja de Petri; luego con
un aza se esparce en lineas por la superficie del medio y se cierra la

caja de Petri. Se repite el procedimiento para la otra caja.

.  PRECULTIVO

Procedimiento:

1. Se preparan 120 mL del medio LB (medir los componentes en una balanza)
y se separan en 2 Erlenmeyer (purgarlos con agua destilada antes de
usarlos) y, se cubren las boquillas con aluminio.

2. El medio y las azas se ponen en la autoclave en modo “Slow (Liquids)”

durante 20 minutos (si fuese mucho medio, 40 minutos); si es manual, a 120
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voltios se aumenta la presion hasta llegar a 15 psi, se apaga y luego de 15
minutos (si fuese mucho medio, 30 minutos).
e Poner los Erlenmeyer en un agitador a 180 rpm y temperatura

ambiente durante 1 dia 0 maximo 2.

1.  CULTIVO
Procedimiento:

1. Preparar el medio MSMGC y separar de a 100 mL por y cubrir las boquillas
con aluminio.

2. Preparar 50 mL de medio LB (medir los componentes en una balanza) en un
vaso pequefio y tapar con aluminio.

3. El medio MSMGC, el medio LB y las puntas se ponen en la autoclave en
modo “Slow (Liquids)” durante 40 minutos (si fuese poco medio, 20 minutos);
si es manual, a 120 voltios se aumenta la presién hasta llegar a 15 psi, se
apaga Yy luego de 30 minutos (si fuese poco medio, 15 minutos) se libera el
vapor con cuidado.

o Se debe inocular el cultivo con una DO=0,1, por lo cual se
calcula cuanto volumen de precultivo hay que adicionar al cultivo para
obtener esa DO.

DOprecultivo » Vinoculacion = DOcultivo * Vcultivo

e Si el volumen de inoculacibn es muy grande, Vinoculacisn>2mL
entonces,
ese volumen de precultivo se centrifuga en Eppendorf (1,5mL) a 5000
rpm por 2 minutos y luego se disuelve en 500uL de NaCl al 85%.

e Poner los Erlenmeyer en un agitador a 180 rpm y temperatura

ambiente durante 72 horas.
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PHB y Efluente

Retirar los Erlenmeyer de cultivo del agitador.

. Se depositan en los recipientes para centrifugar y, se ajustan los volimenes

de tal manera que pesen igual los 4 v1=V2=V3=V4, o que dos pesen un valor
V1=V2y los otros dos otro valor V3=V4.

. Se introducen en la centrifuga de tal manera que los opuestos pesen igual,

es decir el que esta enfrente debe pesar lo mismo y luego se cierra bien la

centrifuga.

. Se centrifuga a 10.000 G por 6 minutos, se pasa el efluente en un contenedor.

Nota: el contenedor no debe quedar lleno, debe tener cierto espacio que

contemple la expansién del liquido.

. Se introducen los recipientes con PHB y el contenedor con el efluente en el

congelador para preservarlo.

49



ANEXO B

MEDIOS DE CULTIVO

Medio CYC (Para 1L):

Sacarosa 30 g
NaMNOz 3
KzHPO4 1qg
MgSQO4. THz20 0,59
FeS04. 7TH=0 0.01qg
KCIO2 05g
Agar 15a
Casamincacidos 5 q
Extracto de levadura |2 g
Agua destilada 1L

Medio LB (Para 200 mL):

Triptona 2g
Extracto de levadura 1g
NaCl 2g
Agua destilada 200 mL

Medio MSMGC (Para 1L):

50

Glicerol crudo 12,59 Elementos traza (1 L)
NazHPO4.7H20 6,749 0 NazHPO4 | 3,55¢ H3BO3 03g

NaCl 10g CaClz.6H20 029

KHzPO4 154 ZnS047H20 01g

NHa4CI 0,1g MnCl2 4H20 0,03 g
MgS04.7H20 02g NaMoO4.2H0 | 0,03 g
CaCl2.2H20 0,01g NiCl26H20 0,029
Citrato Amonio Ferroso | 0,06 g | 6 FeS04 0,034 g CuS04.5H20 0,01g
Elementos traza 1mL Agua destilada | 1L




Medio MCR (Para 560 mL):

Buffer 475 mL
Solucion de comida residual 60 mL
Vitaminas 12.5 mL
Minerales 12.5mL
Buffer (1 L)
Na2HPO4.12H20 1155¢g
NazHz2P04.2H20 277g
Medio MA (1 L):
NH4CI 0.115¢g
KH2PO4 0.026 g
Extracto de levadura 02g
Cisteina 05¢
Resazurina 1 mg
Acetato de sodio 20 mM
a-FeOOH 20 mi
Trazas de minerales 10 mL
Vitaminas 1mL
Agua destilada 1L

Para medios sdlidos agregar agar a una concentracion de 159 de agar, por litro de
medio.
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ANEXO C

DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO (DQO)

“CHEMICAL OXYGEN DEMAND” (COD)

Materiales Equipos:
Muestras 5B-1 Reactor digital de COD
Tubos 5B-3C Analizador rapido de COD portatil

Micropipeta y puntas (1000-5000pL)

Agua destilada
“‘Agent D (LH-D)" y “Agent E (LH-E)

Pipeta y pera de succion

Celdas para medir el COD

Base para tubos

Base para tubos con agua de enfriamiento

Recipiente para limpieza de las celdas

Recipiente desechos

Procedimiento:

1. Encender la maguina de COD 2 horas antes de usarla.

2. Hacer el “Agent D (LH-D)” y “Agent E (LH-E)” segun las indicaciones del
proveedor.

3. Usando la micropipeta y las puntas, poner 2,5mL de agua destilada en un
tubo (blanco) y 2,5mL de cada muestra en su tubo respectivo (marcado).

4. Guardar las muestras restantes en el refrigerador.

5. Usando la micropipeta y las puntas, poner 700uL de “Agent D (LH-D)” en
cada tubo (incluido el blanco).

6. Encender el 5B-1 Reactor digital de COD
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7. Usando la pipeta y la pera de succién, poner 4,8mL de “Agent E (LH-E)” en
cada tubo (incluido el blanco).
8. Mezclar cada tubo y ponerlo en el 5B-1 Reactor digital de COD.

73 99

9. Presionar el botdn para comenzar la reaccion ";Ef#” y esperar 10 minutos.

10.Ponerlos en la base para tubos sencilla 'y agregar 2,5mL de agua destilada a
cada tubo.

11.Cuando ya ha bajado un poco la temperatura, se pasan a la base con agua
para que se enfrien mas rapido.

12.Purgar la celda (con blanco) y agregar el blanco, introducir la celda en la
maquina de COD.

13.Presionar el boton 4 y esperar a que se estabilice, luego presionar el boton 1
y esperar a que el valor llegue a cero.

14.Sacar la celda, desechar el liquido en un recipiente, purgar la celda con agua
destilada y poner la nueva muestra, esperar a que se estabilice y anotar el
valor. Repetir para cada muestra.

15.Poner los tubos en acido para su posterior limpieza, lavar los instrumentos

(lo que tenia &cido lavarlo 3 veces).
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ANEXO D

METODO DE MEDICION DE POLISACARIDOS

Propdsito: guia para estudiantes del laboratorio en Institute of Urban
Environmental, IUE, Chinese Academy of Sciences, CAS, para medir los
polisacaridos presentes en una muestra. (Elaborada en el IUE, CAS, el 21 de
noviembre de 2016).

l. SOLUCIONES GLUCOSA Y ANTHRONE

GLUCOSA

Soluciéon de glucosa (1L) Numero de tubos (Nt)

Glucosa 01qg Curva estandar | 7 tubos

Agua destilada 1L Muestras 2 tubos por muestra
ANTRONA

Solucion de “Antrona”

Cantidad por tubo [ 4 mL

Receta solucion de Antrona (100 mL)

Antrona 0,29
H2S04 100 mL

Procedimiento:

1. Encender el equipo de bafio de agua de alta precision y ajustar su
temperatura a 100 °C.
2. Llenar los tubos de la siguiente manera:
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Nota: agregar la solucion de Antrona al final e inmediatamente después poner los

tubos en el Ice pack debido a la reaccion exotérmica que se lleva a cabo.

3. Luego de ponerlos en el Ice Pack por un par de minutos, hay que poner los
tubos en el bafio de agua a 100 °C por 10 minutos.
4. Sacar los tubos y ponerlos en el Ice Pack por 2 minutos.

5. agregar la solucién de glucosa para la curva estandar variando la
concentracion en cada celda, completar 1 mL con agua desionizada para
cada celda, luego agregar en cada celda 1 mL de cada muestra con 4 mL
la solucion de Antrona.

6. Leer en el Espectrofotometro a 620 nm.

0.08 - y=0.2447x - 0.0127
0.07 - R?=0.9968

Estandar

4 Muestras

0.01 - ——Lineal (Estandar)

u-nn T T T T 1
0.0000 0.1000 0.2000 0.3000 0.4000 0.5000

Absorbancia a 620 nm
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ANEXO E

METODO DE MEDICION DE PROTEINAS

Componentes para Estandar

Solucion de NaCl (100 mL)

NaCl 0949
Agua destilada 100 mL

Solucién de Proteina Concentrada (25 mg/L)

PSSW P0010-4 1.2mL
Proteina Todo (Aprox. 0.03 mg)

Solucién de Proteina Diluida (0,5 mg/L)
Solucién de proteina concentrada(25 mg/L) | 20 pL
Solucién de NaCl 980 uL

Procedimiento:

7. Hacer la solucién de NaCl (100mL).
8. Hacer la solucién de proteina concentrada con el kit, y luego preparar

proteina diluida usando la solucién de NacCl.
BCA-A _ 50

9. Hacer el BCA “working agent” .cumpliendo la relacion BB = 1

10. Primero agregar la proteina para la curva estandar variando la
concentracion en cada celda, completar 20 pL con la solucion de NaCl para
cada celda, luego agregar en cada celda 20 pL de cada muestra con 200 pL
del BCAWA.

11.Dejar reposar 30 minutos en el horno a 60°C o 2 horas a condiciones
ambiente.

12.Leer la absorbancia a 562 nm.
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Proteinas [g/L]

0.60 -

0.50 - y =0.6095x - 0.0741
R2=0.9959
0.40 -
0.30 -
——Estandar
0.20 - 4 Muestras
——VLineal
0.10 - (Estandar)
0.00

0.0000 0.2000

0.4000 06000 0.8000 1.0000

Absorbancia a 562 nm
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ANEXO F

ARBOLES FILOGENETICOS

Ageromonas salmonicida subsp. achromegenes NCIMB 1110 X60407 98.36 BacteriaProteobacteriaG bacteriaAer dalesAeromonadaceasAeromonasAeromonas salmenicidaAeromonas salmonicida subsp. achrom?
Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica 34mel ARYZ01000167 98.36 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaderomonadalesAeromonadaceasAeromonasAeromenas salmonicidaderomonas salmonicida subsp. pect?
6 | Aeromonas salmonicida subsp. masoucida NBRC 13734 BAWQO1000150 §8.37 BacteriaProtenbacter p CteriaAer AgromonadaceasAsromonasAeromonas saimonicidaAeromonas saimonicida subsp. mas0
Aeromonas piscicola LMG 24783 CDBLO01000074 98.37 BacteriaProtecbacteri otecbacteriaAers dalesderomonadacese Aeromonas piscicolaCDBL01000074
67 Haemophilus piscium CIP 108118 JN175340 98.37 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaAer dal daceasAeromonasH philus pisciumJN175340
Agromonas bestiarum CECT 4227 CDDAD1000035 93.37 BacteriaProteobacteriaG p CLG ABromenadaceasAEromonasAeromonas bestiarumCDDAD1 000038
7 Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658 LSGW01000109 98.22 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriader dalesA d EromonasA salmonicidaA
Aeromonas melluscorum 848 AY532690 98.22 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaAeromonadalesAeromenadaceaeAeromonasAeromonas molluscorumAY 532690
Agromonas encheleia LMG 16331 AJ458409 98.21 BacteriaProteobacteriaG p cleriaAer
Aeromonas popoffi CIP 105493 CDBIO1000096 98.51 BacteriaProteobacteriaG.

salmonicida subsp. 8%

AgromonadaceasAsromonasAeromonas encheleiadl458408
oteobacteriaher
Agromonas bivalvium CECT 7113 COBTO1000022 58.29 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriader:
Aeromonas aquatica AE235 JRGLO1000106 98.29 BacteriaProtecbacteri

AeromonadaceaeAeromonasAeromonas popoffiCDBIN 000096
protecbacterizAer dal
Aeromonas eucrenophila CECT 4224 CODF01000007 98.22 BacteriaProteobacteriaG
Aeromenas rivuli DSM 22539 CDBJ01000088 98.58 BacteriaProtecbach
Aeromonas sobria ACC 43579 X74683 88.51 BacteriaPr

omonas bivalviumCDBT01000022
AeromonadaceasderomonasAeromonas aquaticalRGLO1000106
cteriaAer dal
p iaAen
G proteobacteriader
Agromonas allosaccharophila CECT 4199 CDBR01000088 98.58 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaAer

AeromonadaceaeAeromonasAeromonas eucrenophiaCDDFO1000007
omenadaceaeAeromenasAeromonas rivuliCDBJ01000088

AeromonadaceasAeromonasAeromonas sobriaX74683
Aeromonas jandaei CECT 4228 COBV01000055 58.72 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaAer
Agromonas veronii CECT 4257 CDDK01000015 58 44 BacteriaProt

—

00100

dalesA daceaeAeromonasA allogaccharophilaCDBRO1000068
BaBALN jandaeiCDBY01000055
bacteriaG oteobacteriader dalesAeromonadaceaeAeromonasAeromonas veroniCODKN1000015
Agromonas ichthiosmia DSM 6393 X71120 98.43 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaAer: dalesA daceasAeromonasA iich 71120
Agromonas lacus AE122 JRGM01000126 98.22 BacteriaProteobacteri proteobacteriaAer ABOMENadaceseAEromoNasAEromonas lacusJRGM01000126
Aeromonas australiensis CECT 8023 CODHO1000065 98.08 BacteriaProteobacterial bacteriaser dalesAeromonadaceaeAeromonasAgromenas australiensisCODHO1000065
Aeromonas rivipelliensis P2G1 FRT75987 99.29 BacteriaProteobacteriaG P bacteriaAer dal omenadaceacderomenasAeromonas rivipollensisFR7TTE98T
Agromonas hydrophila subsp. ranae LMG 19707 AJS08765 99.14 BacteriaProteobacteriaG p CLG AgromenadaceasAeromonasAeromonas hydrophilaAgromonas hydrophila subsp. ranagAJ508766
1 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 CPO00462 99.08 BacteriaProteobacteriaG oteobacteriafer dalesAeromonadaceaederomonasAeromonas hydrophilaAeromonas hydrophila subsp. hydrophila2
Aeromonas media CECT 4232 CDBZ01000012 98.85 BacteriaPr bacteriaG proteobacteriafer dalk omonadaceasAeromonasAeromonas mediaCOBZ01000012
K cteriaProteobacteriaG otenbacteriaA dalesAeromonadaceasAeromonasAeromonas dhakensisCOBHO1000037
Agromonas caviae CECT 838 CDBK01000019 95.93 BacteriaProteobacteriaG: proteobacteriaAsr dalt daceasAeri
73 - Aeromonas enteropelogenes CECT 4487 CDCGO1000001 99.86 BacteriaProteobacteriaG

caviaeCOBK01000018
p cleriaAer dal
Aeromonas sanarelii LMG 24682 CDBNO1000061 89 57 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaferomonadalesAeromonadaceaeAeromonasAeromonas sanareliiCOBNO1 000061
Agromonas taiwanensis LMG 24683 CDDD01000060 9.72 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaAer:

AeromonadaceasAeromonasAeromonas enteropelogenesCOCGH1 000001
EAEAET

isCODD01000080
Escherichia coll NCTCS001 LN831047 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeEscherichiaEscherichia coliLN831047
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B4 Lactococcus lactis subsp. lactis JCM 5805 BALX01000047 92 91 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceael actococcusLactococcus lactisLactococcus lactis subsp. lactisBALX01000047
331 actococcus lactis subsp. hordniag NBRC 100931 BCVL1000058 92.84 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeLactococcusLactococcus lactisLactococcus lactis subsp. hordniaeBCVLO1000058
80 Lactococcus lactis subsp. tructae L105 EUTT0697 93.33 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilales Streptococcaceaelactococcuslactococcus lactisLactococcus lactis subsp. tructaeEUT70687
Lactococcus lactis subsp. cremoris NCDO 607 AB100802 93.26 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaelactococcuslactococcus lactisLactococcus lactis subsp. cremorisAB100802
Lactococcus taiwanensis 0905C15 ABSSS722 93.05 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptoceccaceaslactococcusLactococcus talwanensisABSIS722
Lactococcus hircilactis 117 KJ201026 92.75 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacillalesStreptoceccaceaelactococcusLactococcus hircilactisi)201028
Lactococcus fujiensis JCM 16335 BBALO1000029 93.39 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceael actococcuslactococcus fujiensisBBALO1000029
Lactococcus nasutitermitis M19 KRE11319 90.85 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaelactococcuslactococcus nasutitermitisKRE1131%
j j . acteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaelactococcuslactococcus garvieaelactococcus garvieae subsp. garvieasAP009332
Lactecoccus garvieae subsp. bovis BSN307 KM261818 99.79 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaelactococcusLactococcus garvieaelactococcus garvieas subsp. boviskKM261818
B 100 |Cena G&
Lactecoccus formosensis 516 ABT75178 98.94 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacillalesStreptococcaceaelactococcuslactococcus formosensisABTTS178
83 — Lactococcus piscium CCUG 32732 DQ343754 91.71 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaelactococcuslactococcus pisciumDQ343754
Lactococcus plantarum NBRC 100936 BCWI01000025 90.99 BacteriaFirmicutesBacill actobacilalesStreptococcaceael actococcuslactococcus plantarumBCVIMO1000025
ag Lactococcus raffinolactis NBRC 100932 BCWNO1000061 90.72 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaelactococcuslactococcus raffinolactisBCVNO 1000061
Lactococcus laudensis 4195 KJ394457 91.57 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacillalesStreptococcaceaslactococcuslactococcus laudensisiK1354457
El Lactococcus chungangensis CAL 28 EFE34028 91.29 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaelactococcuslactoceccus chungangensisEFE94028

a0

Ed

99 — Streptococcus criceti HS-8 AEUV02000002 89.52 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacillalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptococcus cricetisEUV02000002

Streptococcus orisuis NUM 1001 AB182324 89.37 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacillalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptococous orisuisAB182324

Streptococcus equi subsp. egui ATCC 33398 jgi. 1095784 89.31 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptococcus equiStreptococcus egui subsp. equiigi. 1095724
Streptococcus salivilexedontae NUM 8306 AB828327 89 .65 BacteriaFirmicutesBaciliLactebacilalesStreptecoccaceasStreptococcusStreptococcus saliviloxodontaeABB28327

Streptococcus lexedontisalivarius NUM 6304 AB828326 89.5 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacillalesStreptococcaceaeStreptococcusSireptococcus loxodontisalivariusAB828326

Streptococcus entericus CECT 5353 AJ409287 89.92 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptecocous entericusAJ409287

Streptococcus tangierensis LMG 27683 KF399655 89.87 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeStreptococcusSireptococcus tangierensisKF399658

Streptecoccus henryi DSM 19005 AQY AN 000005 89.45 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptococcus henryid Qv AN 000005

Streptococcus hyointestinalis ATCC 49169 AF201893 89.42 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceagStreptococcusStreptococcus hyointestinalisAF201398

Streptococcus inis SK1 AFAZ01000011 89.29 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptococcus sanguinisAFAZD1 000011

Streptococcus alactolyticus ATCC 43077 AF20189% 89.35 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptococcus alactolyticusAF201899

Streptococcus gallolyticus subsp. macedonicus ACA-DC 206 Z94012 89.22 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptococcus gallolyticusStreptococcus gallolyticus subsp. 2
Streptococcus equinus ATCC 3812 GLEG2435 89 43 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacilalesStreptococcaceaeStreptococcusStreptococcus equinusGLESB435

gg L Streptococcus infantarius ATCC BAA-102 ABJKO2000017 89 22 BacteriaFirmicutesBacillLactobacilales StreptococcaceaeStreptococcusStreptococcus infantarius ABJKO2000017

35

Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966 CP000452 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaAer dalesAer daceasAeromeonasAeromonas hydrophiladeromenas hydrophila subsp. hydrophila2

—
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Enterobacter hormaechei subsp. charae DSM 16687 CP017180 97.58 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeEnterobacterEnterobacter hormaecheiEnterobacter hormaechei 80

i’;nterubﬁc‘ter hormaechei subsp. steigerwaltii DSM 16691 CP017179 97.44 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceasEnterobacterEnterobacter hormaecheiEnterobacter horma®

Enterobacter xiangfangensis 10-17 HF679035 97.43 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceasEnterobacterEnterobacter xiangfangensisHF679035
cbacteriaceaePantoeaPantoea walisil F285057

Pantoea wallisii LMG 26277 JF295057 97.39 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacteri

e —gg'__PantUea dispersa LMG 25603 DQS04305 97.24 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaePantoeaPantoea dispersalQ504305
Kosakenia cowanii JCM 10956 BBEU01000038 97.65 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeKosakoniakosakonia cowaniBBEUD1000098
53 Escherichia hermannii GTC 347 AB273738 97.58 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceasEscherichiaEscherichia hermanniltAB273738
—— Kosakoenia sacchari SP1 CPO07215 97.35 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeKozakoniakosakonia sacchariCPi07215

Salmonella enterica subsp. indica DSM 14248 EU0145380 97 63 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaEnterobacteri obacteriac I llaSal lla entericaSal lla enterica subsp. indicaEU0

43
i 13 Salmonella enterica subsp. arizonae ATCC 13314 AFQ08580 97.58 BacteriaProtecbacteriaGammaprotecbacteriaEnterobacterialesEnterobacteriac enteric enterica subsp. arizol
19 Citrobacter amalonaticus CECT 863 FR870441 97.29 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeCitrobacterCitrobacter amalonaticusFRE7T0441
Citrobacter farmeri CDC 2991-81 AF025371 9738 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaEntercbacterialesEnterobacteriaceaeCitrobacterCitrobacter farmeriAF025371
10 Citrobacter sedlaki NBRC 105722 BENBO1000023 57.29 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceasCitrobacterCitrobacter sedlakiBBNB01000023
Enterobacter massiliensis JC163 CAEQQ1000171 97.58 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeEnterobacterEnterobacter massiliensisCAEOQ1000171
15 L | 5& Pantoea theicola QC2E-386 ABYOTTTE 97 .29 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacter obacteriaceaePantoeaPantoea theicolaABS07TTE

Cronobacter muytjensii ATCC 51328 AJKU01000067 97.22 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeCronobacterCronobacter muytiensiidJ KUG1000067
Salmonella bengori NCTC 12419 FRB77557 97.44 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeSalmonellaSalmenella bongoriFREB7 7557

5 Cedecea lapagei GTC 348 AB273742 97 88 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEntercbacteriaceacCirobacterCedecea lapageisB273742

g |Citrobacter youngae GTC 1314 AB273741 97 .58 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceasCitrobacterCitrobacter youngasAB273741
Shigella dysenteriag ATCC 13313 X96966 99.07 BacteriaProteobacterizGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceasEscherichiaShigella dysenteriagX96966
Escherichia marmotae HT073016 JNBPO1000183 98.93 BacteriaProtecbacteriaGammaprotecbacteriabnterobacterialesEnterobacteriaceaeEscherichiaEscherichia marmotaeNBP01000188

Cepa CT
Escherichia coli NCTC3001 LN831047 §9.72 BacteriaProteobacterizGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceasEscherichiaEscherichia coliLN831047

Shigella flexneri 24570 CELV01000010 99.564 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeEscherichiaShigella flexneriCELW01000010
54 Escherichia fergusonii ATCC 35489 CUS28158 99.72 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaEntercbacterialesEnterobacteriaceaeEscherichiaEscherichia fergusoniCU928158
Shigella sonnei GTC 781 AB273732 99.64 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeEscherichiaShigella sonneidB273732

30 Shigella boydii GTC 779 AB273731 99.29 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeEscherichiaShigella boydiidB273731

Escherichia alberti TWO0TE2T ABKX01000030 99.0 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeEscherichiaEscherichia albertiaBI0 1000030

Crtrusbgader koseri LMG 5519 HQ992945 98.21 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceasCitrobacterCitrobacter koseriHQ992945
?|_— Salmonella enterica subsp. houtenae DSM 9221 US2195 98.0 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriac enteric enterica subsp. houtenael95
Pseudocitrobacter anthropi C138 KF057944 97.2% BacteriaProtecbacteriaGammaprotecbacteriaEnterobacter obacteriaceaePseudocitrobacterPseudocitrobacter anthropilkFO57944
Acinetobacter brisouii CIP 110357 KIS30762 BacteriaProteobacteri proteobacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter brisouiilZ30762

—_—
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| Romboutsi i um LAM201 KF443808 95.96 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeRomboutsiaRomboutsi i umKF443808
Romboutsia ilealis CRIB JN381505 95.32 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeRomboutsiaRomboutsia ilealisJN381505
Romboutsia tuseburensis ATCC 25759 M59107 96.84 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeRomboutsiaRomboutsia lit ensisM53107
Asaccharospora irregularis DSM 2635 X73447 95.0 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceasAsaccharosporafsaccharospora iregularisXy 3447
Intestinibacter bartletti DSM 16795 ABEZ02000021 96.27 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaelntestinibacterintestinibacter bartlettiia BEZ02000021
Terrisporobacter petrolearius LAMOAIT KJ000015 95.32 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTerrisporobacterTerrisporobacter petroleariuskJ000015
Terrisporobacter mayombei DSM 6539 FR733682 95,32 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceasTerrisporobacterTerrisporobacter mayombeiFR733682
Terrisporobacter ghycolicus DSM 1288 X76750 94.81 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTerrisporobacterTerrisporobacter glycolicusX76750
Paraclestridium benzoshiicum JC2T2 LBAT01000182 100.0 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeParaclostridiumParaclostridium benzoebyticumLBETO1 000182
Paraclostridium bifermentans ATCC 638 AVNCO01000016 99.85 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeParaciostridiumParaclostridium bifermentans AVNC01000016
Cepa C13
Paeniclostridium sordelli ATCC 9714 ABOTSTT1 97.95 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceasParaclostridiumPasniclostridium sordeliaBOTSTT1
Eubacterium tenue DSK 20685 FRY495984 97.81 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePaeniclostridiumEubacterium tenueFR7 455984
Paeniclostridium ghonii NCIMB 10638 X73451 97.73 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePaeniclostridiumPaeniclostridium ghonii7 3451
Clostridium difficile DSM 1296 CP011968 94.96 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceasClostridioidesClostridium difficileCP011968
Clostridioides mangenotii DSM 128% FR7336562 93.42 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeClostridicidesClostridioides mangenotiFR7 33662
Clostridium hiranonis TO-931 AB023870 9Z.2 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeClostridioidesClostridium hiranonisAB023570
Peptostreptococcus russelli CCUG 58235 AY167952 91.14 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptostreptococcusPeptostreptococcus russellidy 167952
Peptostreptococcus anaerosius ATCC 27337 L04168 50.86 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptostreptococcusPeptostreptococcus anaerobiusL04168
Peptostreptococcus stomatis W2278 DQ160208 90,25 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceasPeptostreptococcusPeptostreptococcus stomatisDQ 160208
7 Peptostreptococcus canis CCUG 57081 HEGB7281 90.15 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptostreptococcusPeptostreptococcus canisHESE7281
Sporacetigeni philum ZLJ115 AY882207 92 68 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeSporacetigeniumSporacetigeni phi WBE2207
a5 93 Clostridium thermoalcaliphilum D'SM 7309 FR749953 90.34 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceasClostridium g2Clostridium thermoalcaliphilumFRT 45953
il I—— Clostridium paradoxum DSM 7308 2659938 88.76 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeClostridium gSClostridium paradoxumZ8893%
Tepidibacter formicigenes DV1184 AY 245527 91.24 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceasTepidibacterTepidibacter formicigenesAy245527

25

96

a1

45 ﬁ'__ihpidibader mesophilus B1 GO231514 91.74 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTepidibacterTepidibacter mesophilusGQ231514
o] Tepidibacter thalassicus SC 562 AY15807% 50.91 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTepidibacterTepidibacter thalassicusAY 158079
Acet obium prenyense STO7-YE KJ174056 90.45 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceasAcet obiumAcet obium pronyensekl) 174056
7|— Peptoclostridium litorale DSM 5388 JJMMO1000023 90.26 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptoclostridumPeptoclostridium ltorale) JMMO1 000023
Alkaliphilus transvaalensis SAGM1 AB037877 89.62 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridi tronincola fAlkaliphilusAlkaliphilus transvaalensisAB037E7T
—93|_— Alkaliphiluz peptidifermentans Z-70356 EF382650 89.3 BacteriaFirmicutesClosridiaClostridialesMNatronincela fAlkaliphilusAlkaliphilus peptidifermentansEF 382660
Aeromonag dhakengiz CIP 107500 CDBHO1000037 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaAeromonadalesAeromonadaceaeAeromenasAeromonas dhakensisCOBHO1 000037

——
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a7
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Sporac

86 Cepa C17

Romboutsia lituseburensis ATCC 25758 M58107 99.85 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeRomboutsiaRomboutsia ItuseburensisMs8107
Romboutsi um LAMZ01 KF443808 97 .46 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialez PeptostreptococcaceaeRomboutsiaRomboutsi i umKF443808

Romboutsia ilealis CRIB JN381505 97.15 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeRomboutziaRomboutsia lealisJN381505

72
Agaccharospora irregularis DSM 2635 X73447 96.61 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeAsaccharogporafsaccharospora irregularisX73447

Intestinibacter bartletti DSM 16795 ABEZ02000021 96 27 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialezPeptostreptococcaceaelntestinivacterintestinibacter bartlettia BEZ02000021
Terrizporobacter petrolearius LAMOA3T KJ000015 95.61 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialezPeptostreptococcaceaeTerrisporobacterTerrisporobacter petroleariusiklo00015
Terrisporobacter mayombei D'SM 8539 FR733682 9561 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTerrisporobacterTerrisporobacter mayombeiFR733682
Terrizporobacter glycolicus DSK 1288 X78750 95.39 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTerrisporobacterTerrisporobacter glycolicusX76750
Clostridium hiranoniz TO-931 AB023970 93.41 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeClostridioidesClostridium hiranonis AB023570

Clostridium difficile DSM 1296 CP011968 94,88 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridiales PeptostreptococcaceaeClostridioidesClostridium difficileCP01 1968

Clostridioides mangenotii DSM 1289 FR733862 93.27 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeClostridioidesClostridioides mangenotiFR733862

Paeniclostridium sordellii ATCC 9714 ABOTS771 96.1 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeParaclostridiumPaeniclostridium serdelliaB07 5771

100, Paraclostridium benzoelyticum JC272 LBET01000182 96.92 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeParaciostridiumParaclostridium benzoehyticumLBET01000182
Paraclostridium bifermentans ATCC 638 AVNCO1000016 96.78 BacteriaFirmicutezClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeParaclostridiumParaclostridium bifermentansAVNCO1000018
Eubacterium tenue DSM 20695 FR749984 95.68 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePaeniclostridiumEubacterium tenueFR743584
Paeniclostridium ghonii NCIMB 10636 X73451 95.44 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialezPeptostreptococcaceaePaeniclostridiumPaeniclostridium ghoniiX73451
Peptostreptococcus russelli CCUG 58235 AY 167952 90.7 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptostreptococcusPeptostreptococcus russelliay 167952
Peptostreptococcus anaerobius ATCC 27337 L04168 90.7 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptostreptococcusPeptostreptococcus anaerobiusL04168
Peptostreptococcus canis CCUG 57081 HES87281 90.45 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptostreptococcusPeptostreptoceccus canisHEBET281

57 Peptostreptococcus stomatis W2278 DQ160208 90.03 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptostreptococcusPeptostreptococcus stomatisDQ160208
tigeni philum ZLJ115 AY682207 91.64 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeSporacetigeni poracetigeni phi 882207

a5

il

Clostridium thermoalcaliphilum D'SM 7309 FRT45953 89.83 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeClostridium gSClostridium thermoalcaliphilumFR743953

4|—— Clostridium paradoxum DSM 7308 269939 89.45 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococeaceaeClostridium gSClostridium paradoxumz69939

Tepidibacter formicigenes DV'1184 AY245527 90.64 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTepidibacterTepidibacter formicigenes&y 245527

Acetr

W’j‘— Tepidibacter philuz B1 GQ231514 50.78 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTepidibacterTepidibacter mesophilusGQ231514
59 Tepidibacter thalassicus SC 5582 AY158079 8967 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeTepidibacterTepidibacter thalassicusAy 158079

obium pronyense STO7-YE KJ174056 88.96 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceashcet obiumAcet obium pronyensek) 174056
Proteocatella sphenisci PPPZ AF450134 88.89 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaeProteocatelaProteocatela sphenisciaF450134

Peptoclostridium litorale DSK 5388 JJMMO1000023 89.66 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesPeptostreptococcaceaePeptoclostridiumPe ptoclostridium litoraleJJMM01 000023

57 Cr

inicella profunda 1766H KC329523 89 27 BacteriaFirmicutesClostridiaClostridialesAnaerovirgula fCrassaminicellaCrassaminicella profundakC329523
Lactococcus garvieae subsp. garvieae ATCC 49156 AP009332 BacteriaFirmicutesBaciliLactobacillalesStreptococcaceaelactococcuslactococcus garvieaeLactococcus garvieae subsp. garvieasAP009332
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T2 — Acinetobacter albensiz ANC 4874 jgi 1102388 96.79 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaPzeud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter albenzisjgi 11023838

Acinetobacter harbinensis HITLI 7 JXBK01000001 96.15 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter harbinensisJXBK01000001
Acinetobacter celticus ANC 4603 MBDLO1000001 96.15 BacteriaProtecbacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceaeAcinetobacterAcinetobacter ceticusMBOLO1 000001
Acinetobacter equi 114 CP012808 96.58 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter equiCP012808

Acinetobacter schindleri CIP 107287 APPQ01000011 96.72 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter schindlerid PPN 000011
4F Acinetobacter pragensis ANC 4145 LUAW01000011 96.22 BacteriaProtecbacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter pragensisLUAWD1000011
Acinetobacter haemolyticus CIP 64.3 APQQ01000002 96.72 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter haemolyticusAPQQ01000002

Acinetobacter beijerinckii CIP 110307 APQLO1000005 36.22 BacteriaProteobacteriaGammaproteckacteriaPseud daleshoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter beijerinckiitPQLO 1000005

Acinetobacter dispersus ANC 4105 KB250049 96.58 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPseud daleshMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter dispersuskKB250049

Acinetobacter tjernbergiae DSM 14571 ARFUO1000016 97.08 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaPseud dalesMoraxellaceaeAcinetobacterAcinetobacter tiernbergiaeARFUO1000018

Acinetobacter proteohyticus NIPH 809 KB249179 96,35 BacteriaProtecbacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter proteohyticusKB249179

Acinetobacter gyllenbergii CIP 110306 ATGG01000001 95.29 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter gyllenbergiiaTGG01000001
Acinetobacter venetianus RAG-1 AKIQ01000085 95 01 BacteriaProtecbacteriaGammaprotecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter venetianusAKIQ010000285
Acinetobacter junii CIP 64.5 APPX01000010 96.15 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter junidPPX01000010

72 Acinetobacter modestus NIPH 236 KT997474 96.08 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter modestuskTo97474

82 — Acinetobacter seifertii NIPH 873 KB851159 97.29 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesMoraxellaceaeAcinetobacterAcinetobacter seifertikBas1159

Acinetobacter nosocomialis NIPH 2119 APOP01000014 97.29 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter nosocomialis APOPI1000014

Acinetobacter pittii CIP 70.29 APQP01000001 97.93 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter pitiaPQP01000001

Acinetobacter calcoaceticus DSM 30008 AIEC01000170 87 .38 BacteriaProtecbacteriaGammaproteckacteriaPseud daleshoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter calcoaceticusAIECH 000170

Acinetobacter lactucae NRRL B-41902 LRPE(100001% 9765 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter lactucaeLRPEQ1 000019

; | Acinetobacter dikshoorniae JVAPDT LIPGD1000014 57 65 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter dikshoorniaeLIPG01000014

B7
!

[CEDE (4]
qg L Acinetobacter brisouii CIP 110357 KI530762 99.79 BacteriaProtecbacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter brisouiikIs30762
Acinetobacter soli CIP 110264 APPUO1000012 96.5 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaPseud dalezMoraxelaceasAcinetobacterAcinetobacter soliaPPU01000012

27
P Acinetobacter puyangensis ANC 4488 jgi 1102382 95.58 BacteriaProtecbacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter puyangensisjgi 1102382
@mbmer baumannii ATCC 19606 ACQBO01000091 96.43 BacteriaProtecbacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter baumanniiACQB01000081

Acinetobacter populi PBJTT KM518526 96.15 BacteriaProteobacteriaGammaprotecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter populiKM518526

L Acinetobacter tandoii DSM 14970 KE007359 56.86 BacteriaProtecbacteriaGammaprotecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter tandoilKE00T358
Acinetobacter indicus CIP 110367 KIS307324 96.08 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter indicusKIS30754

13 Acinetobacter variabilis NIPH 2171 KB250112 95.15 BacleriaProtecbacteriaGammaprotecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter variabiliskKB250112
10 Acinetobacter apis ANC 5114 jgi. 1102388 96.01 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPseud dalesMoraxellaceasAcinetobacterAcinetobacter apisjgi. 1102358

Ezcherichia coli NCTCS001 LN831047 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaEnterobacterialesEnterobacteriaceaeEzcherichiaEscherichia coliLNS831047

n.0z0
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=5 Pzeudomonas glareae KM $500 LCO11544 85.78 BacteriaProtecbacteriaGammaprotecbacteriaP: dalesPseud daceaePseud Pseud glareasLC011544
3 Pseudomonas segetis FR1439 AYTT0691 96.21 BacteriaProtecbacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceasPseud Pzeud segetisAY 7705891
Pseudomonas composti CCUG 58231 FOWP01000025 96.14 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPseud dalesPseud daceaePseud Pseud compostiFOWPD1 000025
Pzeudomonas anguiliseptica NCIMB 1949 X99540 96.99 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseudi dalesPseud daceaePseud Pzeud guilizepticaX99540
95 Pzeudomonas peli R-20805 AM114534 96.07 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud Pseud pelial 114534
Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 CP002381 97.07 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceasPseud: Pzeud stutzeriCPO02881
Pseudomonas benzenivorans DSM 8528 FM208263 96.28 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud Pseud benzenivoransFM208253
Pseudomonas guariconensis PCAVU11 HFE74459 96.5 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud P=zeud guaric isHFE74459
ag Pzeudomonas monteili NBRC 103158 BBIS01000088 96.0 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud Pseud monteiliBBIS01000088
Pzeudomonas mendocina NBRC 14162 BBAC01000018 96.71 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPzeud dalezPzeud daceaePseud Pzeud mendocinaBBQCO1000018
Pseudomonas oleoverans subsp. lubricantis RS1 DQB842018 95.71 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPzeud daceasPseud Pzeud oleovoransPseud oleovorans subsp. lubg
Pseudomonas chengduensis MBR EU307111 %6.5 BacteriaProteobacteriaGammaproteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud Pzeud chengd EL307T111
g5 | Pseudomonas alcaliphila JCM 10630 FNAED1000025 96.57 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaP: dalesPseud daceaePseud Pseud alcaliphiaFNAED 1000025
Pseudomonas toyotomiensis HT-3 AB453701 55.5 BacteriaProteobacteriaG protecbacteriaPzeud dalesPzeud daceaePseud Pseud b ignsisAB453701
Pzeud gug is CC-G9A JOB864237 95.64 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud P=seud gug i=l0B54237
d dalesPseud daceaeAzotobacterAzotobacter chroococcumAB175653

Azotobacter chroococcum AN 12665 AB175653 95.34 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaP:

Azorhizophilus paspall ATCC 23833 AJ308318 95.95 BacteriaProtecbacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceashzotobacterdzorhizophius paspaliA)308318

Pseud%inunas guangdongensis SgZ-§ JX274435 96 43 BacteriaProteobacteriaG, proteobacteriaPseud dalesPseud daceasPseud: Pzeud guangdongensisJX274435
Pseudomonas linyingensis LYBRO3-7 HM246142 95.35 BacteriaProtecbacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud P=seud linyingensisHN245142
9g - Pseudomenas sagittaria CC-OPY-1 JQ277453 96 21 BacteriaProtecbacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceasPseud: Pzeud sagittarialO277453
Pzeudomonas rezinoverans LMG 2274 Z76668 96 41 BacteriaProtecbacteriaGi protecbacteriaPzeud dalesP=eud daceaePseud Pzeud resinovoransZ76668
Pseudomonas ofitidis MCC10330 AY'953147 98.71 BacteriaProtecbacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud Pseud otitidis AY353147

Cepa C20
d dalezPseud d Pseud Pzeud aeruginosaBAMAD1000318

gg - Pseudomonas aerug\nusaJCM 5062 BAMAD1 000316 99.93 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaP:
d dalesPseud daceaePseud Pseud alcalig BATID 000078

Pseudomonas alcaligenes NBRC 14158 BATIN 000076 97.5 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaP:

83 ~ Pseudomonas nitroreducens DSM 14399 AM088474 95.49 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud P=zeud nitroreducensAM032474
Pseudomonas nitritireducens WZBFD3-5A2 HNM245143 95.35 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud P=seud nitritireducensHM2456143
Pseudomonas knackmussii B13 HG322950 9628 BacteriaProteobacteriaGi proteobacteriaPseudi dalesPseud daceaePseud Pzeud knackmussiHG322950
Pseudomonas panipatensis Esp-1 jgi. 1118294 96.57 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud Pseud i izjgi. 1118294
Pseudomonas citronellolis DSM 50332 Z76559 96.64 BacteriaProtecbacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceaePseud Pseud citronellolisZ76659
el Pseudomonas delhiensis RLD-1 jgi 1118306 96.14 BacteriaProteobacteriaG proteobacteriaPseud dalesPseud daceasPseud Pzeud delhiensisjgi 1118306
Aeromonas dhakensis CIP 107500 CDBHO1000037 BacteriaProtecbacteriaGammaprotecbacteriaferomonadalezAeromonadaceaeAeromonasAeromonas dhakenzisCOBHO1000037
0.020
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ANEXO G

TAXONOMIA CEPAS AISLADAS

PORCENTAJE NOMBRE NOMBRE DE | SIMILARIDAD TAXONOMIA CUL/EYE%I'\Q;(TO
0 A 0 ,
DEL GEN (%) DEL TAXON LA CEPA (%) METODO USADO
Gammaproteobacteria; CCM (MCR)
Aeromonas o / MCR/
96 dhakensis CIP 107500(T) 100 Aeromonadales; ' WOs
Aeromonadaceae; . .
cond. Microaerobias
Aeromonas
Bacteria;Firmicutes;
Lactococcus Bacilli;Lactobacillales; CCMP (SF)
: ATCC i /LB/
96.4 garvieae subsp. 99.86 Streptococcaceae;
. 49156(T) . a-FeOOH
garvieae Lactococcus; cond. Microaerobias
Lactococcus garvieae )
Bacterla;Proteobacte(lg; CCMP (FOI)
Gammaproteobacteria; /MCR /
96 Escherichia coli | NCTC9001(T) 99.57 Enterobacteriales; o-FeOOH
Enterobacteriaceae; cond. Microaerobias
Escherichia )
Bacteria;Firmicutes; CCMP (FO)
Paraclostridium Clostridia;Clostridiales; /LB/
96.1 benzoelyticum JC272(T) 100 Peptostreptococcaceae; a-FeOOH
Paraclostridium cond. Anaerobias
Bacteria;Firmicutes; CCMP (SF)
96.1 Romboutsia ATCC 99.85 Clostridia;Clostridiales; /LB/
' lituseburensis 25759(T) ' Peptostreptococcaceae; a-FeOOH
Romboutsia cond. Anaerobias
Bacterla;Proteobacte(lg; CCMP (FOI)
Acinetobacter Gammaproteobacteria; I MA /
96.2 - CIP 110357(T) 99.79 Pseudomonadales;
brisouii - a-FeOOH
Moraxellaceae; .
. i cond. Anaerobias
Acinetobacter;
Pseudomonas %;:ﬁ;i;gfgg:&g:; CC?AEB(I/:OI)
96 aeruginosa JCM 5962(T) 99.93 Pseudomonadales; _ o-FeOOH
Pseudomonadaceae; .
. cond. Anaerobias
Pseudomonas;
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