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PRÁCTICO Nº6.  MICROBIOLOGÍA DEL AGUA, DE AGUAS RESIDUALES Y ORGANISMOS INDICADORES
Introducción

El agua ha tenido una importancia crítica para la sociedad humana desde que las personas descubrieron que podían producir alimentos cultivando plantas. Las ciudades y pueblos que surgieron desde Egipto hasta la región Mesopotámica (Iraq en nuestros días) luego de la revolución agrícola que tuvo lugar alrededor del año 3500 a. C requerían una provisión disponible de agua para sus necesidades domésticas y agrícolas. Con el tiempo, el agua corriente impulsó máquinas que cortaban madera, molían granos y suministraban potencia motriz para los procesos industriales. La abundancia del agua la hacía ideal como disolvente universal para limpiar y arrastrar todo tipo de residuos de ls actividades humanas.

El crecimiento exponencial de la población y la expansión industrial crearon al necesidad de suministrar y distribuir agua en mayores cantidades. Para esto se construyó embalses, desviaciones de ríos, tuberías y acueductos para llevar el agua desde fuentes más distantes y no contaminadas.

La aplicación generalizada de la tecnología moderna a la provisión de agua  en abundancia para usos municipales, industriales y agrícolas sin restricción, sin incentivos que alienten su reutilización o conservación, ha incrementado en alto grado la competencia para fuentes limitadas de agua fácilmente accesible.

Ciertas actividades, como las grandes extracciones de agua para fines mineros o agrícolas, que antes no afectaban a otros usuarios del agua, ahora inciden de manera directa en la provisión de agua municipal ciudades que están a cientos de kilómetros de distancia. Además de los problemas técnicos que implica la satisfacción  de las necesidades de agua, existen crecientes preocupaciones ambientales que es preciso atender. Las inquietudes acerca de los efectos de largo plazo del uso de agua y la pérdida de la misma para fines estéticos y recreativos suelen hallarse en conflicto con el objetivo de mantener un suministro de agua a bajo costo.

Cuando el agua era abundante, el derecho tácito o no legislado, derecho consuetudinario, determinaba los derechos de agua. Hasta hace poco tiempo el suministro de agua era sencillo: ubicarse cerca del agua, almacenar y transportar hasta el lugar donde se necesitaba. Una vez utilizada, el agua se descargaba por lo general en el cuerpo de agua más próximo, en muchos casos de la misma fuente de la cual procedía. 

Los derechos de los propietarios que habitaban en las orillas (derechos ribereños no enajenables) permitían un uso razonable del agua, con la condición de no afectar a los usuarios ubicados corriente abajo.

Años después, en las etapas de desarrollo de las ciudades, las autoridades asignaban derechos de agua enajenables a industrias, compañías mineras y otras entidades que utilizaba el agua, aún no siendo propietarios ribereños.

En el pasado con estos enfoques era posible determinar los derechos del agua; hoy la sociedad esta muy desarrollada, tiene los  recursos limitados y es necesario protegerla.

El suministro a bajo costo de grandes cantidades de agua fue uno de los cimientos de la sociedad moderna.



La calidad del agua se determina principalmente por análisis bacteriológicos. El objetivo más importante de estos análisis es determinar si el agua tiene organismos fecales (no necesariamente patógenos) cuya presencia indica que el agua está contaminada por heces humanas o animales. Los microorganismos que se buscan son bacterias coliformes o coli-aerógenes, que incluyen todos los bacilos rectos Gran, (-), aerobios que no forman esporas y que fermentan la lactosa con formación de gas.



Además una medida de cantidad de materiales orgánicos o de desperdicios en el agua puede basarse en el hecho de que el oxígeno consumido por los microorganismos es proporcional a los materiales orgánicos presentes. Este principio es el que se aplica en le técnica demanda bioquímica de oxigeno (DBO). Este análisis puede usarse para determinar la eficacia de un sistema de depuración de aguas fecales o de desperdicios y también para determinar si está suficientemente estabilizado para ser degradado en un lago, río o arroyo, sin reducir peligrosamente el nivel de oxigeno del medio acuático.


El análisis estándar de agua para investigar la presencia de bacterias coliformes consta de tres partes: análisis presuntivo, análisis confirmativo y análisis final (pruebas bioquímicas).

En el primero es muy importante, para obtener un resultado correcto realizar bien la toma de muestra, el personal que lo realice debe ser adiestrado para tal fin, tener criterio y responsabilidad.



Una contaminación accidental en el momento de la obtención, el envío de la muestra en condiciones inadecuadas o cualquier otro descuido impedirán deducir conclusiones sobre la calidad bacteriológica del agua.


No en conveniente extraer muestras cuando existan condiciones anormales accidentales, salvo que se desee estudiar las causas o consecuencias de éstos.

ENVASES PARA LA TOMA DE MUESTRAS


Se acondicionan de la siguiente manera:

Para le obtención de la muestra puede utilizarse un frasco esterilizado, de vidrio neutro, con tapa esmerilada o con tapón de goma y envoltura protectora de papel que impidan las contaminación externa. En el mercado se pueden adquirir envases de plásticos esterilizados.


La capacidad más adecuada para un examen corriente es de 200-250 ml pero no hay inconveniente en utilizar frascos de distinto volumen si fuese necesario. La esterilización se efectúa indispensable por calor seco o por autoclave a 120 °C durante 30 minutos, siendo preferible esto último si los frascos llevan tapón de goma.


En frascos destinados a la toma de muestras de agua que contengan cloro residual, debe agregarse una sustancia que neutralice la acción del cloro para evitar que continúe su acción bactericida durante el tiempo que transcurre entre la extracción de la muestra y la iniciación del examen. A tal efecto, antes de esterilizar el frasco debe agregarse al mismo 0,1 ml de una solución de tiosulfato de sodio al 10%.

PARA LA EXTRACCIÓN DE MUESTRA



Proceder cuidadosamente. Según se trate de obtener muestra de agua en una cañería de agua corriente o de un pozo semisurgente se aconseja seguir las siguientes técnicas.

GRIFO SITUADO EN UNA CAÑERÍA DE AGUA

CORRIENTE



Se elige un grifo que esté conectado directamente con la cañería de distribución, es decir que el ramal donde se encuentre el grifo no esté en comunicación con tanques domiciliarios, filtros, ablandadores u otros artefactos similares. Tampoco es conveniente extraer muestras de los grifos situados en puntos muertos de la cañería.



Estas precauciones no son validas cuando se desea conocer la calidad del agua que suministra un determinado grifo, en lugar de la que conduce la cañería principal.



Antes de la obtención de la muestra se retiran aditamentos destinados a evitar salpicaduras. Luego se limpia la boca del grifo se deja salir agua en abundancia durante dos o tres minutos y se cierra perfectamente el grifo para esterilizarlo. Es importante comprobar, en este momento, si existen perdidas de agua por la válvula de cierre, pues en tal caso es prácticamente imposible efectuar una buena esterilización y conviene desechar ese grifo por otro mejor.



Se flamea el grifo durante un par de minutos con la llama de una lámpara de alcohol o de nafta o de un hisopo de algodón embebido con alcohol.

Se abre con cuidado el grifo y se deja salir el agua durante medio minuto en forme tal que el chorro no sea intenso. Mientas tanto se quita el piolín que asegura la sobretapa de papel que lleva el frasco.



Sosteniendo el frasco por la parte inferior se destapa cuidadosamente, sin retirar el papel que cubre la tape.



Evitando todo contacto de los dedos con la boca del frasco y con la parte esmerilada del tapón (que se conserva en la mano y hacia abajo), se llena el frasco asegurando nuevamente la sobre tapa de papel..



El frasco se llena dejando una pequeña cámara de aire para facilitar la agitación en el momento de la siembra.

GRIFO SITUADO EN LA CAÑERÍA DE UN POZO

SEMISURGENTE



Conviene elegir un grifo que esté comunicado directamente con la cañería ascendente del pozo, salvo que por circunstancias especiales  se desee conocer la calidad de agua del depósito intermedio, que por lo general continuación del pozo (tanque elevado, depósito de reserva, etc.).

Es muy importante cuando se examinan aguas de pozos semisurgentes, extraer muestras cuyas características bacteriológicas correspondan exactamente a las del agua del pozo. Así por ejemplo si el antepozo se encuentra en malas condiciones de higiene esto se incluirá en los resultados del examen y ellas nos indicarán fielmente la calidad del agua.

Se retiran del grifo los tubos de goma o dispositivos destinados a evitar el salpicado.


Se limpia la boca del grifo cuidando de eliminar la suciedad que se acumula en el interior y se deja salir el agua libremente. Si se trata de un pozo de uso continuo, basta dejar correr el agua media hora: si en cambio, el pozo se utiliza muy poco o esta fuera de servicio, se debe dejar salir el agua durante cinco horas como mínimo. Una vez cerrado el grifo se procede como se indica el caso anterior.

ENVIO DE lAS MUESTRAS:


Es importante que el examen bacteriológico se realice dentro de pocas horas de haber extraído la muestra, pues las características biológicas del agua se modifican sensiblemente por acción del tiempo y la temperatura. Si el examen no se pudo realizar de inmediato se deben condicionar los frescos con las nuestras en recipientes con paredes aislantes (corcho, o mejor aún, espuma de plástico rígido). con buen cierre y provistos de hielo o bolsitas con hielo sachets) al fin de mantener la temperatura del agua entre 4  °C y 18 °C..


Aún en estas condiciones es conveniente iniciar el examen lo antes posible ya que después de 30 horas la concentración bacteriana se modifica paulatinamente. Por lo tanto si el tiempo se extiende considerablemente podrá recurrirse a la toma fraccionada de muestras de 100,10 y 1 ml de capacidad (esterilizados y con medios de cultivos semisólidos) que deben ser provistos por el laboratorio. Dichos frascos pueden ser enviados sin necesidad de refrigeración y el examen efectuado con esas tres porciones arroja una información aproximada de la calidad del agua.


Otra manera de evitar el envío inmediato de la muestra refrigerada al laboratorio consiste en el empleo del método de las membranas filtrantes en el lugar.  
En general debe evitarse que las muestras lleguen a destino en días feriados o vísperas de feriados.


Cada envase poseerá un rótulo que consigne los siguientes datos, puede realizar el diseño de uno, te sugerimos lo siguiente:

Procedencia de la muestra:

Lugar de extracción:

Fecha;

Hora:

Condiciones climáticas:

Nombre del personal que extrae la muestra:

Observaciones:

Es conveniente poseer una planilla con datos complementarios.

MÉTODO DE WILSON Y COLABORADORES


Las cifras obtenidas con estos ensayos tienen relativa exactitud, dado el error experimental proveniente de la distribución heterogénea de as bacterias en el agua, pero permite obtener una información, útil sobre as características sanitarias.

Esta exactitud relativa, explica su denominación “número más probable” (NMP).


El volumen y número de proporciones a sembrar depende de las características del agua.


Podemos elegir la siguiente combinación para agua destinada a bebida, sembrar 5 tubos que contienen 10 ml de caldo Mac Conkey doble concentración (medio de cultivo) con  10 ml de  agua (muestra) ;  dos tubos del mismo medio, pero de simple concentración, con 1ml y 0,1 ml respectivamente de la muestra.


De esta forma es posible determinar concentración de bacterias coliformes (NMP) comprendidas entre 2 y 240 microrganismos por 100 ml de agua.

Si se examinan aguas muy puras, se debe incluir una siembra de 100 o 50 ml  de agua, la que se realiza en frascos con 100 ml o 50 ml respectivamente con caldo Mac Conkey de doble concentración. Ello permite ampliar la sensibilidad del método hasta concentraciones mínimas de 0,6 bacterias coliformes por 100 ml de agua.

Cuando se examinan aguas no purificadas o contaminadas, es decir con mayor cantidad de bacterias coliformes, se siembra algunos tubos con 1 ml de agua sin diluir y el resto con el mismo volumen de dilución al décimo, centésimo, etc., en agua estéril. Una buena combinación es por ejemplo, 2 tubos con 1 mI, 2 con 0,1 ml y 2 con 0,01 ml de la muestra original convenientemente diluida. Una mayor exactitud se logra aumentando el número de tubos sembrados de cada dilución.


Las porciones así sembradas se encuben a 32-37 °C, efectuando la lectura a las 24 hs. y a las 48 hs. respectivamente. Se considera positivo todo tubo que muestre presencia de gas (más del 10% del tubito de fermentación).


De todos los cultivos en caldo Mac Conkey que dan resultado positivo e las 24 hs. o a las 48 hs. de incubación a 32-37 ºC, se retira una porción con el ansa y se siembra en un tubo con 5 ml de caldo Mac Conkey simple concentración, se incuba a 44°C (variación máxima +/- 0,5 °C).
A esta temperatura solo se desarrollan con producción de gas los coliformes fecales. Se considera positivos los tubos que contengan una cantidad de gas que correspondan a más del 10% del volumen del tubito de fermentación y viraje de indicador de violeta a amarillo por acidificación del medio.



Al mismo tiempo se efectúan los pasajes a caldo Mac Conkey se siembra en el medio citratado de Koser para determinar el número de organismos coliformes de los géneros Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella. Estos géneros comprenden a los organismos antiguamente denominados B. internediarios, B. aerógenes y B. cloacae (IAC). Para ello de todos los cultivos positivos en caldo Mac Conkey a 32-37 °C se realizará una porción de cultivo, sumergiendo el esa recta a 2 ó 3 milímetros y pasando luego al medio de Koser, que se incubará a 32.37 0C durante 72 hs. Se considerarán positivos los tubos que indican desarrollo de bacterias (turbidez del medio si es transparente y viraje de indicador si es coloreado).

 

Es importante sembrar en el medio de Koser (transparente, que no posee indicador), solo una porción mínima de cultivo de caldo Mac Conkey, pues hasta cantidades muy pequeñas de peptona arrastradas por el ansa para los coliforrnes fecales desarrollen en el medio de Koser y se invaliden los resultados.


El número más probable (NMP) de bacterias coliformes totales contenidas en 100 ml de la muestra de agua, como también el de los respectivos tipos fecales y no fecales, se calcula consultando las tablas que se incluyen.


Como puede verse, basta sembrar volúmenes de agua en cualquiera de las formas indicadas en les tablas y tener en cuenta el número respectivo de cultivos positivos obtenidos para conocer el NMP de bacterias coliformes por 100 ml de la muestra de agua.


Con un ejemplo se ilustra el manejo de estas tablas. Supóngase que se examina un agua de bebida y que se han sembrado 5 porciones de 10 ml. una de 1 mi y una de 0,1 mi, habiéndose obtenido los siguientes resultados en los cultivos en caldo Mac Conkey incubados a 32-37 0C (bacterias coliformes totales):

Siembra de 5 porciones de 10 ml de agua:4 positivas.

Siembra de 1 porción de 1 ml de agua: negativa.

Siembra de 1 porción de 0,1 ml de agua: negativa.

La tabla indica para esos resultados 15 bacterias coliformes como NMP por 100 ml de agua.


Ahora bien si llamamos x en este caso 15 al número más probable de bacterias coliformes totales que acusan las tablas; a el que resulta de aplicar estas mismas tablas a las lecturas obtenidas en los cultivos incubados a 44 °C y el obtenido a partir de los resultados en el medio citratado de Koser, las respectivas concentraciones de cada tipo de organismos en la muestra de agua se obtendrán aplicando las siguientes fórmulas:
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Coliformes fecales:        


Citrobácter, Enterobácter y Klesbsiella :      



Cuando se usan más de tres diluciones (caso de aguas muy contaminadas) solamente el valor de tres de elles es significativo, debiendo considerarse la dilución más alta que presentan todos los tubos positivos y las dos siguientes.

Ejemplos: caso a:   3 3 2 0

                  caso b:  3 2 1 0

                  caso c:  3 3 0 0

La combinación subrayada es la que debe elegirse en cada caso. Cuando se siembran varios tubos de muchas diluciones decimales y las diluciones a considerar para el cálculo no correspondan a las de las tablas habrá que multiplicar o dividir por 10, l00, 1000, etc, los resultados de las tablas según que las diluciones significativas sean 10, 100, 1000, etc. veces mayores o menores que las correspondientes a los resultados leídos.

DETERMINACIÓN DEL NÚMERO DE COLONIAS

MESOFILAS AEROBIAS


Esta determinación da una idea de la cantidad de organismos presentes en el agua, siendo un índice de la cantidad de materia orgánica que tiene. Las aguas puras o sometidas a una purificación eficiente producen muy pocas colonias (menos de 10 por ml), mientras que las superficiales sin purificar, las contaminadas con materia orgánica de diverso origen, las provenientes de filtros de arena o de otro material sometida a intenso uso sin suficiente lavado (especialmente en los meses de verano) producen cantidades muy elevadas, a veces centenares de miles por ml.


En los estudios de contaminación de un curso de agua, en el control de funcionamiento de los filtros de un establecimiento de purificación, en el examen de muestras provenientes de perforaciones nuevas o sospechosas de contaminación, etc., esta determinación es de reconocida utilidad.


Ordinariamente se efectúa sembrado en agar nutritivo un volumen conocido de la muestra de agua. Se incuba luego durante un tiempo y temperatura determinados y cuenta el número de colonias que se obtienen en estas condiciones.

1:100, 1:10000 mayores aún, según su grado de contaminación.


Para efectuar la siembra se coloca en el fondo de una caja de Petri 1 mi de la muestra o de la dilución correspondiente. Durante esta operación la tapa de la caja se levanta lo suficiente para permitir el paso de la pipeta, debiéndola cubrir después de haber depositado el liquido. Es aconsejable sembrar por lo menos 2 diluciones (1 ml de cada dilución por caja) a los efectos de obtener un número de colonias que permita realizar un recuento cómodo.


Lógicamente, cuando se examinan aguas conocidas y de características más o menos constantes, se puede sembrar solamente una dilución.


A cada caja de Petri se le agrega 10 ml del medio de cultivo, fundido a 42-45°C, levantando lo suficiente la tapa para permitir el agregado del medio. Previamente se flamea la boca del tubo de ensayo o del frasco que contiene el agar. Una vez que está en contacto con el agua. se imprime a la caja de Petri sucesivos movimientos rotatorios y rectilíneos con objeto de lograr una distribución uniforme de las bacterias en el medio de cultivo y obtener así colonias aisladas, más fáciles de contar. Durante esta operación se mantiene la caja apoyada sobre la superficie plana de la mesa.


El tiempo que transcurre desde que se efectúan las diluciones hasta que se agregue el medio de cultivo no deberá ser superior a 15 minutos.



Una vez solidificado el medio se coloca en la estufa en posición invertida, para su incubacjón a 37 °C durante 24 hs.



La incubación debe efectuarse en estufas ventiladas, en ambiente húmedo y al abrigo de la luz.



Transcurrido el periodo de incubación, se sacan las cajas de la estufa para contar las colonias  esta operación no pueda realizarse de inmediato, se mantienen las cajas en la heladera hasta el momento oportuno. Para la cuenta se seleccionan aquellas cajas que tengan un número de colonias comprendidas entre 30 y 300, pero si la porción sembrada con agua sin diluir produce menos de 30 colonias, se la considerará igualmente para el recuento.



El error experimental que se comente en esta determinación es relativamente grande y en consecuencia no debe expresarse los resultados en forma que indique una exactitud que el método no garantiza.

Se aconseja utilizar la siguiente escala:

Número de colonias:

Desde   1 a 50 deberá informares aproximado a 1

51 a 100 deberá informarse aproximado a 5

101 a 250 deberá informarse  aproximado a 10

251 a 500 deberá informarse aproximado a 25



La clasificación de los organismos conformes en relación con su origen fecal o no fecal es de particular importancia e interés en el análisis del agua.

INVESTIGACIONES SOBRE CONTAMINACIÓN DELAGUA

Realiza una visita un río o arroyo cercano e investiga:


A  ¿Dónde nace?


           B ¿Dónde  desemboca ?

           C  ¿Existe vida vegetal y/o acuática? Especifique.

D  ¿Está contaminado? Fundamente.

E ¿Existe establecimientos industriales en los alrededores?

F  En caso afirmativo, indica de qué industria se trata y dónde eliminan  

    sus  residuos.

          G  ¿Qué tipo de residuos son? (sólidos - líquidos - excrementos).

H   Indica si los establecimientos poseen algún mecanismo descontaminante

     antes de eliminar los residuos. En caso afirmativo, especifica.

Nota:
Durante la investigación es conveniente sacar fotografías que te permiten 

preparar un  informe completo.

  x    .        a


              a +   b





   x  .      b  


           a + b











Tratamiento de Efluentes – 2007

Ing. Laura Najar                                 Ing. Adriana Guajardo               Brom. Stella Maris Alcantú

_1173794054.doc


�












