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PRESENTACION

Ante el reconocimiento de la sociedad global dedesequilibrios causados sobre el
entorno natural, surgi6 como una alternativa pdrdogro del desarrollo humano
sostenible, emprender la estrategia de la educamidiniental en todos los niveles,
conduciendo a la institucionalizacion de la formdacambiental. De igual forma en el
campo educativo se inicid una construccion conegpiu metodologica que ha
permitido realizar programas de educacion, encstgexto se suscita un analisis sobre

esta dimension de la formacion integral.

El presente material no pretende ser una obranatigie los autores, es simplemente
una compilacién y adaptacion de obras publicadasdiferentes autores sobre la

materia.

El objetivo de estos apuntes es el de servir comi@a ge estudio en los temas
relacionados con el analisis ambiental biolégiguigrobiolégico; pensando en que sea
utilizado por el mayor nimero de personas y puldicgeneral.

El manual presenta un esquema muy general, indicahdundamento, el ambito de
aplicacion, la descripcion de la metodologia aicaliiuego los calculos y presentacion
de resultados, por ultimo las referencias biblifigad utilizadas en cada método.
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1.INTRODUCCION

La Microbiologia es la ciencia encargada del estut# los microorganismos, seres
vivos pequefios (del griegmucpoc» mikros "pequefio”, froc» bios, "vida" y «koyio»
-logia, tratado, estudio, ciencia), también conogidcomo microbios. Se dedica a
estudiar los organismos que son solo visibles @es$ralel microscopio: organismos
procariotas y eucariotas simples. Son consideragiosobios todos los seres vivos
microscopicos, estos pueden estar constituidosuparsola célula (unicelulares), asi
como pequefios agregados celulares formados porlazélaquivalentes (sin
diferenciacion celular); estos pueden ser eucari¢talulas con nucleo) tales como
hongos y protistas, procariotas (células sin nudefinido) como las bacterias]. Sin
embargo la Microbiologia tradicional se ha ocupadepecialmente de los
microorganismos patdgenos entre bacterias, virushopgos, dejando a otros

microorganismos en manos de la Parasitologia g oategorias de la biologia.

Aunque los conocimientos microbiolégicos de quéispone en la actualidad son muy
amplios, todavia es mucho lo que queda por conpasnstantemente se efectian
nuevos descubrimientos en este campo. Tanto aguasisegin las estimaciones mas
habituales, s6lo un 1% de los microorganismos exiss en la biosfera han sido
estudiados hasta el momento. Por lo tanto, a pksgue han pasado mas de 300 afios
desde el descubrimiento de los microorganismasglecia de la Microbiologia se halla
todavia en su infancia en comparacion con otrasgpfiisas bioldgicas tales como la

Zoologia, la Botanica o incluso la Entomologia.

La Microbiologia Ambiental, es el estudio de la digm y diversidad de los
microorganismos en sus entornos naturales. InclayeEcologia Microbiana, la

Geomicrobiologia, la diversidad microbiana y larBemnediacion.

Con respecto a la Biologia Ambiental, es una ceengcie estudia la posible solucion a
los problemas ambientales y requiere fundamentabrd® un amplio conocimiento y
comprension de los procesos basicos de tipo figidojico y biolégico que se dan en la



naturaleza, para lo cual es necesario un persdaae€o que afronte esta problematica
gue integra casi todas las ramas del saber y chendmnfluir en un esfuerzo por lograr

una adecuada relacion del hombre con su entorno.

Se analiza la problematica ambiental desde unaiarmplica biolégica, con una vision
integral de los componentes del medio ambientdaldi®rma que se pueden formular
politicas ambientales basadas en procesos inviagbigia Igualmente se realizan
estudios de impacto ambiental que son definitivasapga toma de decisiones en

relacion con la construccion de obras y otras @matdes que afecten el medio ambiente.

La Biologia Ambiental esta en capacidad de entendeanejar los diferentes temas de
conservacion ambiental y su 6ptimo desarrollo, cemel caso de la biodiversidad, que
es considerada como patrimonio nacional y de istpa¥a la humanidad, en la cual
Colombia esta catalogada como una potencia muddsde el punto de vista de los
recursos biolégicos y genéticos.

Las ciencias de la vida han experimentado en lémad décadas un desarrollo
extraordinario, que ha comportado una gran diveesifon de los &mbitos de estudio.
Concretamente, la Biologia Ambiental estudia lad@én de los sistemas biolégicos
(organismos, especies, ecosistemas) con su enfdasoreferimos al conocimiento de

la biodiversidad y del papel que juega en el fumamiento de la biosfera.

La Biologia Ambiental estd arraigada en disciplinasn una larga tradicion de
reconocimiento de los diferentes seres vivos camBdtanica o la Zoologia, en otros
que tratan del funcionamiento de los organismas gespuesta al medio la fisiologia y
en otros con una vocacion integradora del conjutoseres vivos y del medio la
Ecologia.

En esta tematica, se ha de afadir un conjunto deriaminterdisciplinarias emergentes
que abordan los efectos del hombre sobre la bimdded y su funcionamiento

la Biologia de la conservacion, el cambio globaEtotoxicologia.

Por lo tanto, los estudios de Biologia Ambientabgen vocaciones amantes de la

naturaleza con una clara voluntad de rigor ciextiiomprometido con los avances mas



actuales de la ciencia desde el nivel biomoledudata el planetario y de compromiso

con una sociedad que necesita soluciones anteéegiaile ambiental.



2. PARTES, MANEJO Y USO DEL
MICROSCOPIO

Objetivo

Reconocer la importancia del microscopio
Manejar correctamente el microscopio.
Manejar correctamente el microscopio.

Sefialar los componentes mecanicos y opticos queittomen el microscopio.

Oculares —

__—Cabezal
4 g -
Revolver— ™ __—Brazo
p—
Objetivos —
_———Desplazamiento platina
; e Macrométrico
Platina —

Micrométrico
Foco h
~—Condensador

.

Base

Figura 1. Microscopio 6ptico compuesto.

Partes de un microscopio 6ptico
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Sistema 6ptico

OCULAR: Lente situada cerca del ojo del observadaorplia la imagen del objetivo.

OBJETIVO: Lente situada cerca de la preparacionpliaria imagen de ésta.

CONDENSADOR: Lente que concentra los rayos lumisasabre la preparacion.

DIAFRAGMA: Regula la cantidad de luz que entra boamdensador.

FOCO: Dirige los rayos luminosos hacia el condeosad

Sistema mecanico

SOPORTE: Mantiene la parte éptica. Tiene dos pagtgse o base y el brazo.

PLATINA: Lugar donde se deposita la preparacion.

CABEZAL: Contiene los sistemas de lentes oculdPegde ser monocular, binocular.

REVOLVER: Contiene los sistemas de lentes objeti®esmite, al girar, cambiar los

objetivos.

TORNILLOS DE ENFOQUE: Macrométrico que aproximaeafoque y micrométrico

gue consigue el enfoque correcto.

Manejo del microscopio Optico
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Colocar el objetivo de menor aumento en posicionedgleo y bajar la platina
completamente. Si el microscopio se recogié caareehte en el uso anterior, ya

deberia estar en esas condiciones.

Colocar la preparacion sobre la platina sujetandaelas pinzas metalicas.

Comenzar la observacién con el objetivo de 4x §ta en posicién) o colocar el de 10

aumentos (10x) si la preparacidn es de bacterias.

Para realizar el enfoque:

Acercar al maximo la lente del objetivo a la prep#n, empleando el tornillo
macrometrico. Esto debe hacerse mirando directament a través del ocular, ya que
se corre el riesgo de incrustar el objetivo enréparacion pudiéndose dafiar alguno de
ellos o ambos.

Mirando, ahora si, a través de los oculares, iarsgplo lentamente el objetivo de la
preparacion con el macrométrico y, cuando se obsaligo nitida la muestra, girar el

micrométrico hasta obtener un enfoque fino.

Pasar al siguiente objetivo. La imagen deberiar gsiacasi enfocada y suele ser
suficiente con mover un poco el micrométrico pagaar el enfoque fino. Si al cambiar

de objetivo se perdié por completo la imagen, efepible volver a enfocar con el

objetivo anterior y repetir la operacion desdeasiq3. El objetivo de 40x enfoca a muy
poca distancia de la preparacion y por ello ed ta@ ocurran dos tipos de percances:
incrustarlo en la preparacion si se descuidan tesapciones anteriores y mancharlo
con aceite de inmersién si se observa una prepargcie ya se enfocé con el objetivo

de inmersion.

Empleo del objetivo de inmersion:

Bajar totalmente la platina.

12



Subir totalmente el condensador para ver claramariculo de luz que nos indica la

Zzona que se va a visualizar y donde habra que ethaeite.

Girar el revolver hacia el objetivo de inmersiogadelolo a medio camino entre éste y
el de x40.

Colocar una gota minima de aceite de inmersiéreselxirculo de luz.

Terminar de girar suavemente el revolver hastascpn del objetivo de inmersion.

Mirando directamente al objetivo, subir la platieatamente hasta que la lente toca la
gota de aceite. En ese momento se nota como sitd@agcendiera y se adosara a la

lente.

Enfocar cuidadosamente con el micrométrico. Laadisa de trabajo entre el objetivo
de inmersion y la preparaciéon es minima, aun megunercon el de 40x por lo que el

riesgo de accidente es muy grande.

Una vez se haya puesto aceite de inmersion solpreparacion, ya no se puede volver
a usar el objetivo 40x sobre esa zona, pues sehadaae aceite. Por tanto, si desea

enfocar otro campo, hay que bajar la platina ytrefgeoperacion desde el paso 3.

Una vez finalizada la observacion de la preparas@éibaja la platina y se coloca el
objetivo de menor aumento girando el revolver. Eie emomento ya se puede retirar la
preparacion de la platina. Nunca se debe retinaetobjetivo de inmersion en posicion

de observacion.

Limpiar el objetivo de inmersién con cuidado empb@un papel especial para optica.

Comprobar también que el objetivo 40x esta penfeetde limpio.

Mantenimiento y precauciones
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1. Al finalizar el trabajo, hay que dejar puestoodjetivo de menor aumento en
posicién de observaciéon, asegurarse de quer® pnecanica de la platina no
sobresale del borde de la misma y dejarlo cub@@rntosu funda.

2. Cuando no se esta utilizando el microscopig, dquee mantenerlo cubierto con su
funda para evitar que se ensucien y dafien lassleBieno se va a usar de forma
prolongada, se debe guardar en su caja dentro demario para protegerlo del polvo.

3. Nunca hay que tocar las lentes con las manose Snsucian, limpiarlas muy
suavemente con un papel de filtro o, mejor, copapel de Optica.

4. No dejar el portaobjetos puesto sobre la plashano se esta utilizando el
microscopio.

5. Después de utilizar el objetivo de inmersiory, tpae limpiar el aceite que queda en el
objetivo con pafiuelos especiales para optica o papel de filtro (menos
recomendable). En cualquier caso se pasara el papdh lente en un solo sentido y
con suavidad. Si el aceite ha llegado a secarseggrpe en el objetivo, hay que
limpiarlo con una mezcla de alcohol-acetona (7:3jlal. No hay que abusar de este
tipo de limpieza, porque si se aplican estos desubs en exceso se pueden dafar las
lentes y su sujecion.

6. No forzar nunca los tornillos giratorios del mgcopio (macrométrico,

micrométrico, platina, revélver y condensador).

7. El cambio de objetivo se hace girando el rewvdpeirigiendo siempre la mirada a la
preparacion para prevenir el roce de la lente eomliestra. No cambiar nunca de
objetivo agarrandolo por el tubo del mismo ni hicenientras se estd observando a
través del ocular.

8. Mantener seca y limpia la platina del microsoo@@i se derrama sobre ella algun
liquido, secarlo con un pafio. Si se mancha deeadigitpiarla con un pafio humedecido
en xilol.

9. Es conveniente limpiar y revisar siempre losrascopios al finalizar la sesion
practica y, al acabar el curso, encargar a undéam ajuste y revision general de los

mismos.

Bibliografia
* DARNELL, J., et al. “Biologia Celular y Molecular’Editorial Médica

Panamericana, Barcelona, 2003. Cuarta edicion.
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LODISH Harvey and Arnold Berk. 2005. Biologia Celuly Molecular. 5
edicion Editorial Panamericana
SOLOMON .2008. Biologia. Octava edicion Editoriat i@raw-Hill.
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3.MANEJO DEL MICROSCOPIO OPTICO

Nuestra capacidad para observar detalles estriegiwda las células depende de manera
importante de las herramientas con las que contdahosicroscopio compuesto ha sido
de crucial importancia para el desarrollo de &ncia y sigue siendo una herramienta

basica en la investigacion de rutina.

Objetivos

Reconocer la importancia del microscopio electrdnic

Manejar correctamente el microscopio electronico.

Manejar correctamente el microscopio.

Sefalar los componentes mecanicos y épticos quaittomen el microscopio.
Realizar montajes humedos.

Comprobar las propiedades 6pticas que posee ebsompio.

Materiales, Equipos y Reactivos

Microscopio compuesto eléctrico, portaobjetos, adestilada, pelo de ceja, recorte de

periodico (letras), hilo y cristales de sal 6 azlica

Procedimiento

Manejo del Microscopio
Observacion a través del microscopio: Para el os@cto del mismo es importante y
necesario seguir los pasos que se describen agaacibn.

lluminacién
Prenda el microscopio con el objetivo de menor aungL0X), observe por el ocular y
ajuste la luz hasta lograr una iluminacién uniforexe el campo de vision. El

condensador debe estar cerca de la platina yfehgilma abierto.

Enfoque
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Actualmente los microscopios poseen lentes parkfecas decir, tienen un sistema
sincronizado de enfoque a diferentes aumentosudaivez enfocada la preparacion a
menor aumento, queda enfocada al utilizar el ofgjete mayor aumento. Para un ajuste
mayor, se debe mover ligeramente el tornillo miagtiwo. Por el contrario, los

microscopios antiguos tenian lentes no parafocates corria el riesgo que al girar el
revélver y pasar de una lente de menor aumentoadamnte de mayor aumento, ésta

ultima tropezara con la preparacion.

Para el enfoque el procedimiento técnico es elenge:

Enfoque visual a menor aumento

Se coloca la preparacion centrada en la platinenao por fuera, se acerca el objetivo
de menor aumento a la lamina, girando el tornilecrométrico hasta que quede a una
distancia ligeramente menor de la distancia deajoab

Ahora se enfoca girando el tornillo macrométricathaver la imagen del preparado.

Una vez obtenida la imagen, complete el enfoque etawrnillo micrométrico o de 17
ajuste fino. Si es necesario, gradua la intensldadnosa ajustando la apertura del

diafragma y la altura del condensador. Evite sdbreinacion.

Enfoque visual a mayor aumento

Una vez observada la preparacion a menor aumeas® @ posicion de trabajo el
objetivo de mayor aumento, girando suavemente eblver. Para el caso de

microscopio con lentes parafocales, queda enfoeadomaticamente y se afina el
enfoque con el tornillo micrométrico. Si el microp® posee lentes no parafocales, la
lente puede tropezar con la preparacion, entoreemnie el objetivo empleando el

tornillo macrométrico y proceda a acercar el obget la preparacion 8 menos de 1mm
observando por fuera y no a través del ocular. dtrdola imagen con el tornillo

micromeétrico alejando siempre el objetivo de lgpracion.

Enfoque visual con el objetivo de inmersion (100X)
Coloque una gota muy pequefia de aceite de inmessiire la laminilla cubreobjetos
(si la preparacion es un extendido fijado, colodmegota de aceite de inmersion

directamente sobre la lamina) y proceda como eragb anterior, teniendo en cuenta



que la distancia de trabajo es menor con el olojetey inmersion y se requiere mayor

intensidad de luz.

Precaucion

Una vez realizada la observacion limpia con pageledtes el objetivo de inmersion
pues al solidificarse se puede dafar la lente. Baaaterior, tenga cuidado de girar el
revolver directamente al objetivo de menor aumesimodevolverlo ya que mojaria el
objetivo de mayor aumento con aceite de inmerdidmalmente retira la lamina del

microscopio.

Recomendaciones para el cuidado del microscopio

Al limpiar las partes Opticas utiliza solo papelléetes y xilol no use pafiuelo. En caso
de no lograr una limpieza apropiada, solicite ayaidarofesor. En las preparaciones de
montajes himedos o coloreados no debe quedardigolate la laminilla o debajo de la
lamina. Las preparaciones no deben tocar la lemtesiobjetivos. Al colocar o retirar
una lamina, el objetivo de menor aumento debe estgyosicion de trabajo. Cuando 18
utilice micro preparados fijese que la laminilleede en la cara superior de la lamina,
es decir mirando hacia el objetivo. Mantenga sebimpia la platina del microscopio.
Si se derrama sobre ella algun liquido, séqueleando panola o papel absorbente.
Limpie siempre el objetivo de inmersién despuésishlo, solo con papel para lente o
papel de arroz. No debe retirar ningin componeptie@®o mecanico del microscopio,
ni intercambiar los oculares. Una vez utilizadometroscopio debe quedar limpio y
con el objetivo de menor aumento en posicion déajea Para transportar el
microscopio tdmelo del brazo del aparato con unaama con la otra de la base,

siempre en posicion vertical pues al voltearlpseden caer las lentes y el espejo.

Realizar un montaje himedo de una letra pequefie @eridédico; Haga el montaje de

la siguiente forma:

Sobre una lamina porta objetos limpia, coloque gota de agua. Dentro de la gota de
aguas ponga la letra impresa. Acerque la lamieillgposicion oblicua y apoyando una
arista sobre la lamina al lado de la gota, déjelar suavemente sobre esta. La
preparacion debe quedar totalmente cubierta y eiioen el liquido. Evite el exceso

de agua colorante en preparaciones coloreadass éotdes de la laminilla o sobre esta



retire el sobrante con papel absorbente. Ante®ldear la lamina sobre la platina fijese
que esté completamente seca en la parte infeiiaist&d ve que la preparacion se esta
deshidratando puede agregar agua en forma de gbtado de la laminilla.

Observar el montaje a través del microscopio

Inicie sus observaciones con el objetivo de memwnemto, el cual le brindard una

imagen panordmica amplia y con mayor profundidadode. Luego pase a mayor

aumento y precise las estructuras. Siéntese ecifosiorrecta y comoda para observar
y dibujar. Acostumbrese a observar con ambos aljpsrtos eso le evitara la fatiga

ocular.

Desarrolle:

¢,Cudles son los pasos para la elaboracion de uaj@bidmedo?

¢, Cémo se procede para lograr una iluminacion adaCua

¢, Como se enfoca el microscopio al iniciar la oksaon?

¢, Como es la posicion de la imagen resultante?

¢ Al mover el portaobjetos de derecha a izquiemgiaéadado se mueve la imagen?

¢, Con qué objetivo se logra una imagen completaaaompo de vision mas grande?

¢, Con qué objetivo se observa mejor los detallesndemagen?

¢, Con el objetivo de mayor aumento se necesita ntagmnor iluminacion de la que se

necesita con el de menor aumento?

Observar una hebra de hilo, los cristales de salUmar y el pelo de ceja; Realice un

montaje hiumedo de cada uno; Obsérvelos al micrassapiendo los pasos anteriores.

Conclusiones finales:

¢, Cual es la utilidad del microscopio?

¢, Qué imagen produce el microscopio simple?

¢, Qué imagen produce el microscopio compuesto?
¢, Qué imagen produce el objetivo?

¢, Qué es poder de resolucion?

¢, Qué imagen produce el ocular?

19



¢ Para qué sirve el aceite de inmersion?

Bibliografia

e CALLE Jean Claude, et al. “Biologia Celular” de lasoléculas a los

organismos. Ed. Continental. 2000. Primera edicion.

« LODISH Harvey and Arnold Berk. 2005. Biologia Caluly Molecular. 5
edicion Editorial Panamericana

« PANIAGUA Ricardo, et al. “Biologia Celular’. Ed Me&caw-Hill
Interamericana. 2003. Segunda edicién.

« SOLOMON .2008. Biologia. Octava edicion Editoriat IGraw-Hill.
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4.0BSERVACION DE CELULAS CON
CLOROPLASTOS Y CELULAS CON
AMILOPLASTOS

Algunas células de plantas y algas llevan a caboonjunto complejo de reacciones de
conversion de energia que se denomina FOTOSINTESIS.

Los cloroplastos son organelos que contienen lgsgmtos verdes, clorofila a y b, que
captan energia luminosa para la fotosintesis. Ademui& poseen diversos pigmentos
fonoabsorbentes amarillos y anaranjados llamadd@@FENOIDES.

Dentro del grupo de plastidios despigmentados,eentlos los amiloplastos, que

almacenan almidon en las células raices y tubé&culo

Objetivos

Establecer los tipos de plastidios que pueden esthas células vegetales.

Establecer las funciones de los plastidios dedadas vegetales.

Identificar los Cloroplastos de las células de Ebog recordar su importancia.
Reconocer y establecer la diferencia entre losoghaistos de los diversos tipos de
alimentos.

Identificar los componentes quimicos que almacémgamiloplastos.

Materiales, Equipos y Reactivos
Microscopio, Cubreobjetos, Portaobjetos, Cuchillegol, Espinaca y papa.

Procedimiento

La planta acuética Elodea nos sirve para obsewarplasticos que contienen el
pigmento de clorofila, que da el color verde aglmtas y forma estructuras llamadas
Cloroplastos donde se efectua la fotosintesis.

Cloroplastos: Remueva una hoja de Elodea cerca glerha, coloque un porta objetos
limpio. Agregue una gota de agua a su medio, cedmmaun cubre objetos. Observe con

mayor y menor aumento.
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Desarrolle:

Qué forma tienen las células?

Qué partes de la célula alcanzan a distinguirse?

Como son los Cloroplastos, alcanzan a distinguirse?

Como estan organizados en la célula?

Ubique dos células y observe el movimiento quezaallos Cloroplastos denominado
Ciclosis, describa el fenémeno.

En qué forma se mueven, cual es la causa del mewimi

En qué consiste la fotosintesis?

Cuédles son los componentes iniciales y finalepa®eso?

Amiloplastos: Con la cuchilla haga ejercicios deteomicroscopico de la papa,
procurando obtener cada vez mas cortes mas delgddose uno de los cortes y
depositelo en un porta objetos y coloque el cubfetas. Observe con mayor y menor
aumento. Qué observa? Dibuje. Coloque un corteadgapa en un porta objetos y
agregue una gota de Lugol y coloque el cubre ohjetbentrar en contacto el Lugol
con el almidon del amiloplasto, toma un color azioleta. Observe la forma de la
célula y de los amiloplastos. Qué formas tienencilsilas? Dibuljelas. Coémo esta

formado el Lugol?

Bibliografia
« LODISH Harvey and Arnold Berk. 2005. Biologia Caluly Molecular. 5
edicion Editorial Panamericana
« SOLOMON .2008. Biologia. Octava edicion Editoriat IGraw-Hill.
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5.0BSERVACION DE BACTERIAS (TINCION
DE GRAM)

Antiguamente los bidlogos habian dividido el murasiemal en dos reinos: Plantas y
animales. Con el desarrollo del microscopio se leiidente que algunos organismos
no podian ser considerados como tales. Ernest Haexdtablecio la presencia de un
tercer reino: El Protista.

En 1937 Edouard Chatton sugirié el termprocaridtico (significa antes del nucleo),
para describir bacterias y el térmimmariotique (significa nucleo verdadero) para
describir las demas células. Con el desarroll@dritrocopia electronica y las técnicas
bioguimicas, se revelaron diferencias celularesicdgas que inspiraron muchas
propuestas de nuevas clasificaciones. En 1969 Whitaker propuso la clasificacion
de cinco reinos que ha sido aceptada por la maywmisos bidlogos, sugiriendo la
clasificacion de los hongos en un reino apartealeb Fungi, y no como parte del reino
vegetal debido a que los hongos no son fotosiotic deben absorber nutrimentos
producidos por otros organismos.

De esta forma quedaron los cinco reinos recono@dogos bidlogos; Esta tincion fue
desarrollada empiricamente por Christian Gram e8418A pesar del tiempo
transcurrido, la tincién apenas se ha modificads yno de los primeros pasos que se
realiza para cualquier identificacion bacteriana.técnica es capaz de diferenciar dos
grandes grupos de eubacterias: Gram positivas f&¥ram negativas (G-).

La tincion de Gram requiere cuatro soluciones:

1. Primer colorante: Es un colorante basico queamtacto con las células cargadas
negativamente, reacciona con ellas coloreandolasag utilizado es el cristal violeta.

2. Solucion mordiente: Fija las tinciones y aumdatafinidad entre el colorante y las
células. Los mordientes empleados suelen ser pa¢dlicas, acidos o bases, como,
p.ej., el Lugol.

3. Agente decolorante: es un disolvente organi@j, @lcohol-acetona (1:1).

4. Colorante de contraste: Es un colorante basedidtinto color que el primer

colorante, como, p.gj., la safranina o la fucsina.

23



Los dos grupos bacterianos que distingue estacedifieren en el color con el que
finalmente aparecen. Las bacterias Gram+ se tedigdazul por el cristal violeta y no
perderan esta coloracion durante los pasos susedias bacterias Gram- perderan la
coloracion inicial del cristal violeta en los sigates pasos y se tefiiran de rosa debido a
la safranina. La diferencia esta determinada popfaposicion de su envoltura celular.
Las Gram+ poseen una malla de peptidoglicano grage mas externa, mientras que
las Gram-, recubriendo una fina capa de peptidagtic presentan una membrana
externa que envuelve toda la célula.

Una de las precauciones al realizar esta tinciola @& trabajar con cultivos en fase
exponencial. De lo contrario se pueden obtenerlteekis falsos. P.ej. las bacterias

Gram+ en fase estacionaria pueden aparecer conmo-Gra

Objetivos
Conocer la composicion de las células procarioticas
Conocer algunos representantes del reino procarioti

Identificar las bacterias Gram. positivas y Graegativas 24

Materiales, Equipos y Reactivos

Microscopio, Mechero, Portaobjetos, Palillo, Acede inmersién y Coloracion de

Gram.

Procedimiento

En la presente técnica se realizara la observat@oorganismos representantes de los
tres reinos Procarioticos, Protista y Fungi.

Observacion de bacterias: Con un palillo de diengéise un poco de sarro dental y

prepare un extendido fino, deje secar al aire. élifpaterial pasando el portaobjeto tres
0 cuatro veces por la lama del mechero, controldademperatura con el dorso de la
mano. Agregue cristal violeta hasta cubrir la rmaegtdeje actuar el colorante por un

minuto, lave la muestra con agua del chorro. Cldbgeparacion con yodo de Gram.

durante un minuto, lave suavemente. Agregue alcaduw®tona cuando la preparacion
no desprenda mas colorante, requiere diez segurdnge con agua. Cubra la

preparacion con fucsina basica o safranina dutamntainuto, lave con agua y deje que



escurra el exceso. Seque la muestra al aire lilbtamine con mayor aumento y con

objetivo de inmersion.

Desarrolle:

Las bacterias se observan de color violeta y d& coka.
Las violetas se llaman Gram. positivas.

Las rosadas se llaman Gram. negativas.

¢, Qué estructuras u organelos diferencia?

¢Por qué las diferencias en el color de las basteri

Cudles son las funciones de los diferentes compeselel colorante de Gram?

Bibliografia
« LODISH Harvey and Arnold Berk. 2005. Biologia Caluly Molecular. 5
edicion Editorial Panamericana
+ SOLOMON .2008. Biologia. Octava edicion Editoriat IGraw-Hill.
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6.0BSERVACION DE PROTOZOARIOS Y
HONGOS

El reino protista consiste en una amplia variedadothanismos eucarioticos cuya
diversidad los hace dificil de caracterizar. Sectrizan principalmente por tener una
estructura celular eucaridtica, y que es compadaaorganismos de otros tres reinos:
animales, vegetales y hongos. Las células euaasdtienen nucleo verdadero y otros
organelos rodeados de membrana como mitocondeticulo endoplasma tico. Protista
significa el primero. Pueden ser autoétrofos, posgerofila y fotosintetizan como las
plantas. Pueden tener diferentes tipos de nutri@deden ser heterodtrofos, obteniendo
alimentos por absorcion como los hongos. Puedensasarejantes a los animales,
ingiriendo alimentos de los cuerpos de otros ogyaos. En ocasiones pueden ser
autotrofos y heterétrofos segun su necesidad. $rodaccion puede ser sexual y
asexual, se movilizan por desplazamiento amebpieflexion de células individuales
o por ondulacién de cilios y flagelos. Carecen ldeofila y de cloroplastos por eso no
fotosintetizan. Son heterétrofos pero no ingierémentos, ellos excretan enzimas
digestivas y absorben el alimento predigerido eesale su pared celular y membrana
plasmatica. Son inmoviles y se reproducen por mddiesporas, las cuales se pueden

formar en forma sexual y asexual.

Objetivos

Identificar las caracteristicas eucaridticas deplasozoarios y los hongos.
Conocer las principales diferencias y semejanzagsdeérotozoarios y los hongos.

Materiales, Equipos y Reactivos

Pinzas, Portaobjetos, Cubreobjetos, Pan enmoheBgisa estancada, Microscopios,

Azul de metileno, Agua destilada y Lugol.

Procedimiento
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Con una pequeiia aguja de diseccion desprenda uneefjze porcion de la masa
algodonosa que crecié sobre el sustrato (pan, li@lyuca) de manera que incluya
parte de este. Coldquela sobre el portaobjetogotede azul de Lactofenol. Disperse
el extendido con la aguja de diseccion. Identifiquecelio vegetativo, hifas, esporas,

rizoides, conidio. Haga los dibujos correspondiente

Desarrolle:

¢, Como se nutren los protozoarios, hongos y bastria

¢, Cuadles son las semejanzas y diferencias entpedtizoarios y los hongos?
Consulte: plancton, fitoplancton, funcion en elssstema.

Realice una descripcion de las estructuras mictibaervadas.

Consulte cuales son las principales funciones da aaa de las estructuras observadas.

Explique el mecanismo de reproduccion que utilibarhongos.

Bibliografia

e CALLE Jean Claude, et al. “Biologia Celular” de lasoléculas a los
organismos. Ed. Continental. 2000. Primera edicion.

« KONEMAN ELMER, Washington C. Winn, Stephen D. &d, William M.
Janda , ,Gary W. Procop, Paul C. Schrenckenbe@@ai, L. Woods (2008)
Diagnostico Microbiologico, Texto y Atlas a coldBexta edicion, Editorial
Panamericana.

« LODISH Harvey and Arnold Berk. 2005. Biologia Celuly Molecular. 5
edicion Editorial Panamericana

* PANIAGUA Ricardo, et al. “Biologia Celular’. Ed Me&caw-Hill
Interamericana. 2003. Segunda edicién.

« SOLOMON .2008. Biologia. Octava edicion Editoriat IGraw-Hill.
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/.RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS

Los mohos y levaduras son microorganismos eucaratgliamente distribuidos en la
naturaleza, la mayoria de ellos son saprofitos pkyanos de ellos pueden llegar a ser
dafinos para el ser humano y de otros seres viegando a producir diferentes
patologias clasificadas como: micosis profundasprtapistas, subcutaneas vy

superficiales. Este procedimiento aplica para tquinde aguas.

Objetivo

Describir el procedimiento para el recuento de msohtevaduras (MYL) en muestras

de agua por el método de filtracion por membrana.

Equipos, Materiales y Reactivos

Frascos en borosilicato para la preparacion de osede cultivo, con tapa rosca
resistente a la esterilizacion, Cajas de Petridhed®es estériles, en material plastico, de
aproximadamente 50-60 mm de diametro, Membrandi#trdeion estériles, de 47 mm
de didmetro y poro de 0.4Bn, Horno microondas, Autoclave, Cabina de flujoitzan,
Equipo de filtracion, Incubadora a temperatura 28e+ 1°C, Contador de colbnias,
Microscopio, Agua estéril para dilucion o lavadestlada o peptonada al 0.1%, Medio
de cultivo: agar extracto de Malta No. 1 6 2, ak e adicionan los antibi6ticos
estreptomicina y tetraciclina. Para la preparacdéhmedio de cultivo vea IL_141. En

cualquier caso siga las instrucciones del fabreant

Procedimiento

Para la recoleccién de muestras se utilizan fradeosidrio o plastico, tapa rosca o
esmerilada. Las condiciones ambientales de tempargt humedad, no son criticas
para la realizacion de este ensayo. La dilucions@tenecesaria) y la siembra de la

muestra, deben realizarse en la cabina de flujojnm

Seleccion del volumen de muestra a filtrar
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Segun la naturaleza y las caracteristicas de Istnajeseleccione el volumen a filtrar, y
de ser necesario, realice las diluciones adecubaagolumen ideal de muestra es aquel
en el que se obtienen entre 20 y 80 colonias deomypltievaduras en la superficie de la
membrana.

Para diluciones inferiores a 0.1 mL., utilice dibrees por factores de 10n, donde n = 1,
2, 3...

Como una guia, para agua potable, filtre 100 mlra Rdros tipos de agua, siembre
diluciones 1:10 para aguas de arroyos y de 1:1001800 para muestras con un

contenido abundante de sedimento.

Filtracion de la muestra

Inicialmente y sin destapar el frasco de la muesgsta debe homogeneizarse mediante
agitaciéon manual.

Cuando se filtre menos de 50 mL de muestra, agré@uelL o mas de agua de dilucion

al embudo antes de adicionar la muestra, con elogito de conseguir una distribucion 29
homogénea de las bacterias sobre el filtro de meamabr

Una vez terminada la filtracién de la muestrauagype el embudo adicionando de 20 a

30 mL de agua de dilucién. Posteriormente, retieedmbudos y coloque el filtro de
membrana sobre el medio de cultivo. Evite la faidra de burbujas o de arrugas en el

filtro.

Incubacion
Coloque las cajas de Petri en posiciéon invertidatrdede la incubadora a 20 1°C
durante 3 dias. En caso de no obtener crecimipratmngue la incubacion por dos dias

7

mas.

Conteo de colonias

Cuente como colonias de mohos todas aquellas dectasplgodonoso en diversos
colores como verde, amarillo, naranja, rojo, ca#)l y negro, y como levaduras
aquellas con aspecto mucoide en igual gama deesofl@scritos para los mohos.

Si el conteo s va a postergar mantenga las placasas de 24 horas 4Gl

Calculos y presentacion de los resultados



La siguiente ecuacion permitira el calculo de lalsmias:

RF=CTx100/V

Donde,

RF = Recuento final
CT = Conteo total de colonias de mohos y levadprasentes en la superficie de la
membrana

V = Volumen sembrado (en mL)

Como regla general, aproxime al nimero entero imetedente superior, cuando el
decimal es mayor e igual a 0.5. Por otro lado, eregd el entero que precede al
decimal, cuando este ultimo es menor 0.5. Rea&@as aproximaciones en los

resultados finales.

Seleccione para conteo aquellas cajas que presemien20 y 100 colonias de mohos y
levaduras, aunque el recuento ideal esta entre8aoplonias. Si hay mas de una caja
con recuentos dentro de este rango, informe el gdam Para crecimientos por debajo
de 20 colonias, use este dato y realice los cac@ppor el contrario, el crecimiento es
abundante y se dificulta el recuento reporte comay numerosas para ser contadas”
(MNPC). Cuando el crecimiento ocupa toda la sugierfile la caja y es muy dificil

diferenciar una colonia de otra, informar como ¢ar@ento confluente”.

Para informes técnicos requeridos en detalle, gleraso de que se haya procesado
menos de 100 mL de muestra y ésta hubiese dado mesuttado cero (0) Mohos y
levaduras, informe el resultado como 0 UFC sobredatidad de mL de muestra
procesada, -ej. 0 UFC/10 mL.

Si no hay presencia de MYL, técnicamente se dehefiamar como < 1 UFC de
MYL/100 mL, sin embargo, para propdésitos practigo®vitar confusiones, en los
informes emitidos para personal no especializatfoymme como 0 UFC de MYL/100

mL.
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Para expresar el resultado final y con el fin diaewonfusiones, cuando el valor es
hasta de 3 digitos, repdértelo como se obtuvo; pesaltados superiores, expréselo en
notacion cientifica usando dos cifras significadiv&ste resultado se informa como
UFC/100 mL.

Bibliografia
* APHA-AWWA-WEF (2005) Standard Methods for the Exaation of Water

and Wastewater. 21th Edition. New York, 9 -153, $3468, método 9610D.

e SCHARLAU (2006) Handbook of Microbiological Medid&dition No. 9,
Barcelona, pag. 99.
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8.RECUENTO DE Pseudomonas sp

El género Pseudomona comprende a microorganisnrastedzados por ser bacilos
Gram negativos rectos o ligeramente curvos, sarbaer estrictos; la mayoria de cepas
son moviles, utilizan la glucosa y otros hidrat@escarbono oxidativamente, y por lo
general son citocromo oxidasa positivos. La impwitade su determinacion radica que
este género ha sido encontrado en suministros da, &gpecialmente de hospitales
ocasionando infecciones del tracto urinario y mdprio entre otras. Este

procedimiento aplica para todo tipo de aguas.

Objetivo
Describir el procedimiento para el recuentoR¥®udomonas sgn muestras de agua

por el método de filtracion por membrana.

Equipos, Materiales y Reactivos

Frascos en borosilicato para la preparaciéon de osede cultivo, con tapa rosca
resistente a la esterilizacion, Cajas de Petridhed®es estériles, en material plastico, de
aproximadamente 50-60 mm de diametro, Membrandi#traeion estériles, de 47 mm
de diametro y poro de 0.4%m, Pipetas mecanicas de diferentes volimenes yapunt
estériles acorde a la pipeta seleccionada, Horomondas, Autoclave, Cabina de flujo
laminar, Equipo de filtracion, Incubadora a tempewa entre 25 y 30°C, Contador de
colénias, Lampara de luz ultravioleta de onda lafgpia estéril para dilucion o lavado:
destilada o peptonada al 0.1%, Medio de cultiveeudomonas Agar Base (Oxoid),
Glicerina, CFC Selective Agar Supplement: afiadiral rehidratado con 2 mL de agua
destilada estéril/ etanol (1:1) a 500 mL de medieparado, La preparacion de los

medios de cultivo, siga las instrucciones del fabnie.

Procedimiento

Para la recoleccion de muestras se utilizan fradeosidrio o plastico, tapa rosca o
esmerilada. Las condiciones ambientales de tempargt humedad, no son criticas
para la realizacion de este ensayo. La dilucidons@tenecesaria) y la siembra de la

muestra, deben realizarse en la cabina de flujonkm
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Seleccion del volumen de muestra a filtrar

Un volumen ideal de muestra es aquel en el cualmlero de colonias de Pseudomonas
sp. al momento de contarlas, se encuentran entyeBRAJFC. Para agua potable por lo
general se filtran 100 mL. Para aguas tratadas yratadas con baja turbiedad, la
cantidad de muestra a filtrar se establece enyrdd0 mL. Para aguas no tratadas con
alta turbiedad se utilizan 0.5 mL de muestra. Metante, segun la naturaleza y el
aspecto de la muestra, seleccione el volumen warfilly de ser necesario, haga
diluciones adecuadas. Las diluciones inferioreslanfL deben realizarse empleando
factores de 1) donde n = 1, 2, 3...etc. Como una guia pardtfadién de otro tipo de
aguas, empléese la misma utilizada para colifofecges.

Filtracion de la muestra

Inicialmente y sin destapar el frasco de la mugssta debe homogeneizarse mediante
agitaciéon manual.

Cuando se filtre menos de 50 mL de muestra, agréguel o mas de agua de dilucion 33
al embudo antes de adicionar la muestra, con elbgito de conseguir una distribucion
homogénea de las bacterias sobre el filtro de memabr

Una vez terminada la filtracion de la muestra, agjie el embudo adicionando de 20 a

30 mL de agua de dilucién. Posteriormente, rebseedmbudos y coloque el filtro de
membrana sobre el medio de cultivo. Evite la faidra de burbujas o de arrugas en el

filtro.

Incubacion
Coloque las cajas de Petri en posicion invertida yyo periodo de 48 horas en una

incubadora a temperatura entre 25 - 30°C.

Conteo de colonias
Cuente como colonias de Pseudomonas sp. Aquellaspoesenten un color azul

verdoso o pardo caracteristico y un verde fluorggceajo luz ultravioleta.

Céalculos y presentaciéon de resultados

La siguiente ecuacion permitira el calculo de lalsmias:



RF =CT (100) /V
Donde,

RF = Recuento final
CT = Conteo total de colonias de Pseudomonas sp.

V = Volumen sembrado (en mL)

Como regla, aproxime al nimero entero inmediataensmperior, cuando el decimal es
mayor o igual a 0.5. Pero mantenga el entero geeepe al decimal, cuando este ultimo

es menor a 0.5. Realice estas aproximaciones @adokados finales.

El conteo ideal se realiza en las cajas que praseattre 20 y 80 UFC. Si hay mas de
una caja con recuentos dentro de este rango, iafefppromedio. De no haber cajas en

el rango ideal, considérelas todas, incluidas #&gisin crecimiento.

Si no hay presencia de Pseudomonas sp. al fil@@miL de muestra, técnicamente se 5,
deberia informar como < 1 Pseudomonas sp./100 nm_e®bargo, para propositos
practicos y evitar confusiones, en los informestiels para personal no especializado,
informe como 0 Pseudomonas sp/100 mL de muestra.

Para informes técnicos requeridos en detalle, gleraso de que se haya procesado
menos de 100 mL de muestra y ésta hubiese dado agesutado cero (0)
Pseudomonas, informe el resultado como 0 UFC dabcantidad de mL de muestra
procesada, -ej. 0 UFC/10 mL.

Si se presenta un crecimiento que cubra la tothlidparte del area de filtraciéon y no se
observa claramente separaciébn entre colonias, todwr filtro una muestra

representativa para su confirmacion. En funcion résultado, se informara: si es
positivo, reportar como “crecimiento confluente d@seudomonas”; de ser negativo,
reportar como “crecimiento confluente con colorsagestivas de Pseudomonas”. En

este Ultimo caso, se sugiere repetir la muestrakfin de confirmar el resultado.

Si el crecimiento de colonias en el medio supesall0 colonias, se reportara como:

“Muy numerosas para ser contadas” (MNPC).



Para expresar el resultado final y con el fin deaeconfusiones, cuando el valor es
hasta de 3 digitos, repdértelo como se obtuvo; pesaltados superiores, expréselo en

notacion cientifica usando dos cifras significadiv&ste resultado se informa como
UFC/100 mL.

Bibliografia

* APHA-AWWA-WEF (2005) Standard Methods for the Exaation of Water
and Wastewater. 21th Edition. New York, 9-33 y 9-63

* OXOID (1998). The OXOID MANUAL, Hampshire, pags-271y 172.

« KONEMAN ELMER, Washington C. Winn, Stephen D. &d, William M.
Janda , ,Gary W. Procop, Paul C. Schrenckenbe@@gi, L. Woods (2008)

Diagnostico Microbiologico, Texto y Atlas a coldBexta edicion, Editorial
Panamericana.



9.RECUENTO DE Aeromonas sp

Las Aeromonas son habitantes normales de los atebieaturales acuaticos en todo el
mundo. Morfolégicamente son coco bacilos o bacitastos Gram negativos,
anaerobios facultativos, ademas fermentan la giucgs la trehalosa, son
citocromooxidasa positiva e indol positivo. Su imtpocia radica en que estan
asociadas a infecciones intestinales en humands. gescedimiento aplica para todo

tipo de aguas, que no tengan altas turbiedades.

Objetivo
Describir el procedimiento para el recuento de Aenoas sp. en muestras de agua, por

el método de filtracion por membrana.

Equipos, Materiales y Reactivos

Frascos en borosilicato para la preparacion de osede cultivo, con tapa rosca 36
resistente a la esterilizacion, Cajas de Petridhed®es estériles, en material plastico, de
aproximadamente 50-60 y 90 mm de diametro, Membreadiltracion estériles, de 47
mm de diametro y poro de 0.48n, Pipetas mecéanicas de diferentes volimenes y
puntas estériles acorde a la pipeta seleccionanlamoHnicroondas, Autoclave, Cabina
de flujo laminar, Equipo de filtracion, Incubad@aemperatura de 35 + 1°C, Contador
de colbnias, Gradillas resistentes a la esteritiraclTubos de ensayo con tapa rosca,
Agua estéril para dilucion o lavado: destilada ptpeada al 0.1%, Medio de cultivo:
Agar Selectivo para Aeromonas, para el crecimiantoial de las colonias, Tiras
reactivas para determinacion de citocromoxidasaaciR® de Kovac's Medio de
Cultivo Chromoculttl Merck o Medio SIM , Agar MacConkey, Agar nutritii-(+)-
Trehalosa dihidrato, Parafina, Para la preparad®rios medios de cultivo, siga las

instrucciones del fabricante.

Procedimiento

Para la recoleccion de muestras se utilizan fradeosidrio o plastico, tapa rosca o
esmerilada. Las condiciones ambientales de tempargt humedad, no son criticas
para la realizacién de este ensayo. la dilucibns@enecesaria) y la siembra de la
muestra, deben realizarse en la cabina de flujojnm



Seleccion del volumen de muestra a filtrar

Para aguas tratadas y no tratadas con baja tudhikdeantidad de muestra a filtrar se
establece en un rango de voliumenes que va desd®Q L. Para aguas no tratadas
con alta turbiedad se utilizan 0.5 mL de muestBegun la naturaleza de la muestra
seleccione el volumen a filtrar, y de ser necesdraga diluciones adecuadas. Las
diluciones inferiores a 0.1 mL deben realizarseleenulo factores de 1,0donde n =1,

2, 3...etc.

Filtracion de la muestra

Inicialmente y sin destapar el frasco de la mugssta debe homogeneizarse mediante
agitaciéon manual.

Cuando se filtre menos de 50 mL de muestra, agré@uelL o mas de agua de dilucion
al embudo antes de adicionar la muestra, con elogito de conseguir una distribucion
homogénea de las bacterias sobre el filtro de memabr

Una vez terminada la filtracion de la muestra, agjie el embudo adicionando de 20 a
30 mL de agua de dilucién. Posteriormente, rebseedmbudos y coloque el filtro de
membrana sobre el medio de cultivo. Evite la faidra de burbujas o de arrugas en el
filtro.

Incubacién

Incube las placas en posicién invertida a una teatye de 35 1°C por 24 horas.
Conteo de colonias

Se tendran en cuenta como sospechosas de Aerosmnasdas las colonias de color
rosa y transparentes que crezcan en Agar Seleptivm Aeromonas. Si se realizan
varias siembras de una misma muestra, cuente iptefaente aquellas cajas que
presentan entre 1 y 30 colonias sospechosas.

Pruebas de confirmacion

El nimero de colonias a confirmar se hara de aowetds siguientes criterios:

Para conteos menores de 5 colonias, confirme t@daa; conteos entre 5-50 colonias,
confirme por lo menos 5 colonias; para conteoeesfir100 colonias, confirme el 10%,
y para recuentos mayores de 100, confirme 10 cadoni

Repicar en agar MacConkey las colonias sospect®msasubar a 35 £ 1°C por 24
horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, ldsrdas sospechosas en este medio
(transparentes o blancas, Lactosa negativa), [gieare simultaneamente en agar
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nutritivo y en agar Chromocult o medio SIM pararéalizacion de las pruebas de
oxidasa e indol respectivamente.

Prueba de Oxidasa: Depositar una pequefa porcitasdmlonias obtenidas en el agar
nutritivo en una varilla indicadora de citocromaodasa. La aparicion de color azul o

violeta, indica que la prueba es positiva.

Prueba de Indol: Adicione unas gotas de reactivdKdeac’s sobre las colonias a

examinar en agar Chromocult. La aparicion de codo a rojo cereza, indica que la
prueba es positiva. En caso de realizar la pruebdezlio SIM, adicionar tres gotas de
reactivo de Kovac's en el tubo; la prueba es pa@s#i formarse un anillo de color rojo

en la superficie del medio. Si ambas pruebas (igdokidasa), resultan positivas, se
realiza la prueba de la trehalosa.

Fermentacion de la Trehalosa: Inocule las colomiaspechosas (oxidasa e indol
positivas), con un asa en punta en tubos con agdativo enriquecido con trehalosa y

rojo de fenol como indicador, adicione parafinauid@ para crear una atmaosfera de
anaerobiosis, e incube a 35°C * 1°C por 24 horagprbduccion de gas y el cambio de
color de rojo a amarillo, significan que la pruees positiva y por lo tanto son

Aeromonas sp.

Céalculos y presentacién de resultados

La siguiente ecuacion permitira el célculo de ladomias una vez hayan sido

confirmadas como Aeromonas sp.

RF = (CT x CP / CC) 100/V

Donde,

RF = Recuento final

CT = Conteo total de colonias

CC = Numero de colonias confirmadas
CP = Numero de colonias positivas

V = Volumen sembrado (en mL)

Como regla, aproxime al numero entero inmediataenemperior, cuando el decimal es
mayor o igual a 0.5. Pero mantenga el entero geeepe al decimal, cuando este ultimo

es menor a 0.5. Realice estas aproximaciones eadolados finales.
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El conteo ideal se realiza en las cajas que prasaitre 1 y 30 UFC sospechosas de
Aeromonas sp. Si hay mas de una caja con recudatisd de este rango, informe el
promedio. De no haber cajas en el rango ideal idéredas todas, incluidas aquellas sin

crecimiento.

Si no hay presencia de Aeromonas al filtrar 100dalmuestra, técnicamente se deberia
informar como < 1 Aeromonas sp./100 mL. Sin embapgwa propdsitos practicos y
evitar confusiones, en los informes emitidos paes@nal no especializado, informe
como 0 Aeromonas sp./100 mL de muestra.

Si se presenta un crecimiento que cubra la tothlidparte del area de filtraciéon y no se
observa claramente separaciébn entre colonias, todwr filtro una muestra
representativa para su confirmacion. En funcion résultado, se informara: si es
positivo, reportar como “crecimiento confluente cAeromonas”; de ser negativo,
reportar como “crecimiento confluente con colorsagestivas de Aeromonas”. En este
altimo caso, se sugiere repetir la muestra comeald confirmar el resultado.

Si el crecimiento de colonias en el medio supesa2l20 colonias se reportara como:
“Muy numerosas para ser contadas” (MNPC).

Para informes técnicos requeridos en detalle, gleraso de que se haya procesado
menos de 100 mL de muestra y ésta hubiese dado @sulbado cero (0) Aeromonas
sp., informe el resultado como 0 UFC sobre la dadtide mL de muestra procesada, -
ej. 0 UFC/10 mL.

Informe el resultado de los célculos como UFC deroAonas sp. /100mL.

Para expresar el resultado final y con el fin deaeconfusiones, cuando el valor es
hasta de 3 digitos, repoértelo como se obtuvo; pesaltados superiores, expréselo en
notacion cientifica usando dos cifras significadiv&ste resultado se informa como
UFC/100 mL.

Bibliografia
* APHA-AWWA-WEF (2012) Standard Methods for the Exaation of Water
and Wastewater. 22nd Edition, 9-177 a 179.
« MERCK (200?) Microbiology Manual 1?Edition, Darmstadt, pags. 336-337.
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10. RECUENTO DE ENTEROCOCOS

El subgrupo Enterococos hace parte de los Estregiscfecales, los cuales estan
conformados por: S. faecalis, S. faecium, S. gallim, S. avium, S. bovis y S. equinus.
Las 4 primeras especies son considerados comooEates y se diferencian del resto
de Estreptococos por su capacidad de crecer amrelde sodio al 6.5%, a un pH de 9.6
y a temperaturas de 10 y 45°C; son bacterias cofologia de 6valo, Gram positivos,

Se agrupan en pares 0 cadenas cortas y son catatpgava.

El habitat normal de los estreptococos fecales lesaeto gastrointestinal de los
animales de sangre caliente. S. faecalis y S.Uaecse observan con frecuencia en el
hombre y con menor frecuencia: S. bovis, S equins avium, estos Ultimos se

encuentran en gran nimero en las heces de animales.

Los enterococos son indicadores bacterianos deamamacion fecal en aguas

recreacionales y potables. Estudios en aguas ceonades dulces y de mar, sugieren
que la gastroenteritis asociada con los bafist§, relacionada directamente con la
calidad del agua de bafio y que los enterococodosomdicadores bacterianos mas
eficientes de la calidad de este tipo de aguase fiEecedimiento aplica para todo tipo

de aguas que no tengan altas turbiedades.

Objetivo
Describir el procedimiento para el recuento de iBotecos en muestras de agua por el

método de filtracion por membrana.

Equipos, Materiales y Reactivos

Frascos en borosilicato para la preparacion de osede cultivo, con tapa rosca
resistente a la esterilizacién, Cajas de Petridhed®es estériles, en material plastico, de
aproximadamente 50-60 y 90 mm de diametro, Membreadiltracion estériles, de 47
mm de diametro y poro de 0.4Bn, Horno microondas, Autoclave, Cabina de flujo
laminar, Equipo de filtracion, Incubadoras a terapgias de 35 + 1°C y 45 + 0.5°C,

Contador de colbnias, Gradillas resistentes at&xiksacion, Tubos de ensayo con tapa
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rosca, Microscopio, Agua estéril para dilucion waldo: destilada o peptonada al 0.1%,
Medio de cultivo: Agar Estreptococico - KF. Una yeeparado y esterilizado, sirva un
volumen de 4 a 6 mL en cajas Petri de 50-60 mmid@laatro, deje solidificar, guarde
en nevera en recipientes adecuados, debidamentiadws y protegidas de la luz,
Medio de cultivo: Agar Bilis Esculina, Cloruro 2,53Trifeniltetrazolium (T.T.C.):
aflada 1 mL al 1% de T.T.C. por cada 100 mL de méelioultivo preparado, Perdxido
de Hidrégeno al 3%, Caldo BHI: disuelva 37 gramesdldo BHI en un litro de agua
destilada. Mezcle bien, distribuya en tubos de yangaesterilice en autoclave, Agar
BHI: adicione 15 gramos de agar bacteriologico gada litro de caldo de BHI a
preparar, mezcle, distribuya en tubos y estergineautoclave, Caldo BHI + 6.5% de
NaCl: adicione 60 gramos de NaCl grado reactivo pada litro de medio BHI,
distribtyalo en tubos de 3 — 5 mL vy esterilice, Ngfado reactivo, Reactivo rojo de
fenol como indicador de crecimiento. Si se utildaindicador rojo de fenol, para
visualizar mejor el crecimiento de los microorgams en caldo BHI y BHI + NaCl.
Prepare una solucion stock de colorante pesan@b @0y en adiciénelo a 1 mL de
agua destilada estéril. Agitelo y tome de estacgmhu0,1 mL por cada 100 ml de medio
de cultivo preparado antes de esterilizarlo, Calorade Gram: Estas soluciones se
adquieren comercialmente, en cuyo caso siga lasiacsones del fabricante para su

uso.

Procedimiento

Para la recoleccion de muestras se utilizan fradeosidrio o plastico, tapa rosca o

esmerilada.

Seleccion del volumen de muestra a filtrar

Un volumen ideal de muestra es aquel en el cuaimlero de colonias de Enterococos
al momento de contarlas, se encuentran entre ZD WFE. Segun la naturaleza de la
muestra seleccione el volumen a filtrar, y de ssesario, haga diluciones adecuadas.
Las diluciones inferiores a 0.1 mL deben realizarspleando factores de 10n, donde n
=1, 2,3...etc.



La alta turbiedad de la muestra puede saturaltrel §ion materia organica o inorganica
e interferir en el crecimiento de los EnterococBsr tanto, debe ser un factor a
considerar para seleccionar el volumen de muediitaaa, incluida su posible dilucién.
Para agua potable se filtra por lo general 100 @amo una guia para la filtracion de
otro tipo de aguas, empléese la misma utilizada paliformes fecales .

Filtracion de la muestra

Inicialmente y sin destapar el frasco de la mugssta debe homogeneizarse mediante
agitacion manual.

Cuando se filtre menos de 50 mL de muestra, agrégumelL o mas de agua de dilucion
al embudo antes de adicionar la muestra, con elogito de conseguir una distribucién
homogénea de las bacterias sobre el filtro de mamabr

Una vez terminada la filtracion de la muestra, agjie el embudo adicionando de 20 a
30 mL de agua de dilucién. Posteriormente, rebseedmbudos y coloque el filtro de
membrana sobre el medio de cultivo. Evite la feidn de burbujas o de arrugas en el

filtro.

Incubacion
Antes de incubarlas, mantener las placas por 3Qtosra temperatura ambiente y luego

hacerlo en posicién invertida por 48 horas a umgpégatura de 35 + 1°C.

Conteo de colonias
Cuente como Enterococos todas las colonias rosaojo @scuro. Si se realizan varias
siembras de una misma muestra, cuente preferemcitdnaquellas cajas que presentan

entre 20 y 60 colonias sospechosas y ho mas dde2filos los tipos.

Pruebas de confirmacion

El nimero de colonias a confirmar se hara de aowetds siguientes criterios:

Para conteos menores de 5 colonias, confirme t@adaa; conteos entre 5-50 colonias,
confirme por lo menos 5 colonias; para conteoeesr100 colonias, confirme el 10%,
y para recuentos mayores de 100, confirme 10 cadoni

Tome colonias tipicas del filtro de membrana, reelgs a una caja con agar BHI e
incube a 35 = 1°C por 24 a 48 horas; realice laghms de catalasa y Gram y si éstas
son positivas para Enterococos, repique a caldo é8kilcube a 35 + 1°C por 24 + 2

horas.
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Transcurrido el tiempo de incubacion, realice lagiisntes pruebas a las colonias a

confirmar.

Prueba de la catalasa: Adicione unas gotas de iderdbe hidrogeno al 3% sobre la
superficie de un portaobjeto donde se haya cologmdeiamente la colonia; si hay
desprendimiento de burbujas, la prueba es positpar lo tanto, no son Enterococos.
Si la prueba es negativa, realicele los ensayosesigs:

Coloracion de Gram: Consta de cuatro solucionestaCrvioleta (primer colorante),
Lugol (yodo, solucion mordiente), Alcohol acetodadolorante) y Safranina (segundo
colorante).

Técnica de coloracion

Tome la colonia a examinar y mézclela con aguaildeidn estéril, sobre la superficie
de una lamina portaobjetos.

Déjela al medio ambiente hasta que seque

Fije la preparacion al calor. Para esto pasels tnes veces sobre la superficie de la
llama de un mechero de tal forma que la llama tdgyearte inferior de la preparacion.
Cubra la lamina portaobjeto con la solucion detarisioleta, espere un minuto,
enjuague y escurra el exceso de agua.

Adicione la solucién de yodo sobre la preparacEspere un minuto, enjuague y
escurra el exceso de agua.

Agregue suavemente alcohol acetona sobre la lamtimada y déjelo actuar por
quince segundos, enjuague y escurra el excesaude ag

Cubra la lamina con la solucion de safranina derdrginta segundos, enjuague y
escurra el exceso de agua y deje secar.

Observe al microscopio con el objetivo de 100X.

Interpretacion

Una vez colocada y enfocada la lamina portaobjgtosaceite de inmersion, se observa
la morfologia de las células y la coloracion. Logefococos son bacterias Gram + de
forma ovoide y por lo general vienen agrupados are y cadenas cortas con

coloracion violeta.
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Otras pruebas

Siembre del tubo de BHI una asada a cada mediobdaesculina e incube 35 + 1°C
por 48 = 4 horas, caldo BHI + 6.5% de NaCl e incal&b + 1°C por 48 horas y caldo
BHI e incube a 45 + 0.5°C por el mismo tiempo.Sy beecimiento en los 3 medios, la
prueba se considera positiva para enterococos.

Los enterococos crecen en agar bilis esculina ke eerde oliva a negro.

Calculos y presentacion de resultados
La siguiente ecuacién permitira el calculo de ladomias una vez hayan sido

confirmadas:

RF = (CTx CP/CC) 100/ V

Donde,

RF = Recuento final

CT = Conteo total de colonias de Enterococos
CC = Numero de colonias confirmadas

CP = Numero de colonias positivas

V = Volumen sembrado (en mL)

Como regla, aproxime al numero entero inmediataenemperior, cuando el decimal es
mayor o igual a 0.5. Pero mantenga el entero geeepe al decimal, cuando este ultimo
es menor a 0.5. Realice estas aproximaciones eadolados finales.

El conteo ideal se realiza en las cajas que praseahtre 20 y 60 UFC. Si hay mas de
una caja con recuentos dentro de este rango, iefetrpromedio. De no haber cajas en
el rango ideal, considérelas todas, incluidas #agisln crecimiento.

Si no hay presencia de Enterococos al filtrar 100 da muestra, técnicamente se
deberia informar como < 1 UFC/100 mL. Sin embanga propdsitos practicos y

evitar confusiones en los informes emitidos panes@®l no especializado, informe

como 0 UFC/100 mL de muestra.
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Si se presenta un crecimiento que cubra la tothlidearte del area de filtracién y no se
observa claramente separaciéon entre colonias, todwr filtro una muestra
representativa para su confirmacion. En funciénsdeesultado se informara: Si es
positivo como “crecimiento confluente, con Entexmsy. De ser negativo se reportara
como “crecimiento confluente con colonias sugestoi@ Enterococos”. En este caso se
sugiere repetir la muestra con el fin de confirelaesultado.

Si el crecimiento total de colonias supera las 2@0reportard como: “muy numerosas

para ser contadas” (MNPC).

Para informes técnicos requeridos en detalle, gleraso de que se haya procesado
menos de 100 mL de muestra y ésta hubiese dado emuibado cero (0) Enterococos,

informe el resultado como 0 UFC sobre la cantidadnd. de muestra procesada; ej. 0
UFC/10 mL.

Para expresar el resultado final y con el fin deaewonfusiones, cuando el valor es

hasta de 3 digitos, repértelo como se obtuvo; pesaltados superiores, expréselo en
notacion cientifica usando dos cifras significadiv&ste resultado se informa como

UFC/100 mL.
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11. RECUENTO ESTANDAR DE
COLIFORMES TOTALES

El grupo de microorganismos denominados coliforomsesponden a bacterias Gram
negativas de morfologia cocobacilar, oxidasa negatjue se encuentran en el intestino
humano y de animales. Son utilizadas como indiesdale contaminacién, por ser
habitantes normales del intestino del hombre y al@sde sangre caliente.

Al crecer en medios de cultivo tipo ENDO, las baate coliformes metabolizan la
lactosa con la produccion de aldehido y &cido, lé¢éhado libera la fuschina del
compuesto fuschina-sulfito. La fuschina luego aedolas colonias de rojo en algunos
casos esta reaccion es tan intensa que se elrodoviene acompafiado de un brillo

metalico. Este procedimiento aplica para todo tip@guas.

Objetivo
Describir el procedimiento para el recuento defaoties totales en muestras de agua,

por el método de filtracion por membrana y empleamédios de cultivo tipo ENDO.

Equipos, Materiales y Reactivos

Frascos en borosilicato para la preparaciéon de osede cultivo, con tapa rosca
resistente a la esterilizacion, Cajas de Petridhed®es estériles, en material plastico, de
aproximadamente 50-60 y 90 mm de diametro, MemBrdadiltracion estériles, de 47
mm de diametro y poro de 0.4Bn, Horno microondas, Autoclave, Cabina de flujo
laminar, Equipo de filtracion, Incubadora a tempew de 35 = 1°C, Contador de
colénias, Bafio Maria a temperatura de 44.5 + 0.5P@hos Durham, Gradillas
resistentes a la esterilizacion, Tubos de ensayo tapa rosca, Agua estéril para
dilucion o lavado: destilada o peptonada al 0.A%ar ENDO-LES para filtracion por
membrana: Una vez preparado, sirva de 4 a 6 mhasndjas de Petri, Etanol al 96%,
Caldo bilis verde brillante al 2%, La preparaciém Ilds medios de cultivo, siga las

instrucciones del fabricante.

Procedimiento
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Para la recoleccion de muestras se utilizan fradeosidrio o plastico, tapa rosca o
esmerilada. Las condiciones ambientales de tempargt humedad, no son criticas
para la realizacién de este ensayo. la dilucibns@tenecesaria) y la siembra de la

muestra, deben realizarse en la cabina de flujonkm

Seleccion del volumen de muestra a filtrar
Segun la naturaleza de la muestra, seleccionel@nen a filtrar, y de ser necesario,
haga diluciones adecuadas. Un volumen ideal detraues aquel que produce entre 20

y 80 coliformes y no mas de 200 colonias de todedgipos. Los voliumenes sugeridos

se indican en la Tabla # 1.

TABLA # 1. Volumenes de muestra sugeridos para faelpa de filtracion por

membrana para coliformes totales.

Tipo de agua volimenes (mL)
100 50 10 1 0.1 0.0D.001 0.0001
Agua potable X
Piscinas X
Pozos, fuentes X X X
Lagos, reservorios X X X
Suministro de agua cruda X X X
Agua de playa (bafio) X X X

Agua de rio X X X X
Agua residual clorada X X X
Agua residual X X X X

Para diluciones inferiores a 0.1 mL, utilice fae®ode 10 donde n =1, 2, 3...etc.

Filtracion de la muestra

Inicialmente y sin destapar el frasco de la muesgsta debe homogeneizarse mediante
agitacion manual. Cuando se filtre menos de 50 mindestra, agregue 10 mL o mas
de agua de dilucion al embudo antes de adicionandastra, con el propésito de
conseguir una distribucion homogénea de las bastedbre el filtro de membrana. Una
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vez terminada la filtracion de la muestra, enjuaguembudo adicionando de 20 a 30
mL de agua de dilucién. Posteriormente, retire datbudos y coloque el filtro de
membrana sobre el medio de cultivo. Evite la faidm de burbujas o de arrugas en el

filtro.

Incubacién
Las cajas de Petri se incuban en posicion invedidaa temperatura de 351°C por
un tiempo maximo de 24 horas aunque puede proe@ueirbrillo caracteristico desde

las 16 horas.

Conteo de colonias

Las colonias tipicas de coliformes tienen un cotma a rojo con un brillo metalico

caracteristico, el cual puede cubrir toda la capta parte central o la periferia. Se
deben contar las colonias tipicas y atipicas, edtamas pueden ser rojas oscuras,

mucoides, blancas o nucleadas sin brillo metalico.

Prueba de Confirmacion

Ocasionalmente colonias tipicas con brillo metalipoeden ser producidos por
microorganismos no coliformes y las colonias a#ipi¢rojas obscuras o colonias sin
brillo) pueden ser coliformes. Preferiblemente aomé tanto las colonias tipicas como

las atipicas.

El nimero de colonias a confirmar se hara de aowetds siguientes criterios:
Para conteos menores de 5 colonias, confirme t@adaa; conteos entre 5-50 colonias,
confirme por lo menos 5 colonias; para conteoeesfir100 colonias, confirme el 10%,

y para recuentos mayores de 100, confirme 10 cadoni

Para la confirmacion se emplea la pruebfedmentacion de la lactosa

Repique con asa estéril, cada una de las coloelascgonadas en un tubo con caldo
verde bilis brillante con tubo de Durham e incubmbo 48 horas a 35 + 1°C. Una vez
terminado el tiempo de incubacion, si hay turbiegddrmacion de gas, la prueba es

positiva.

Calculos y presentacion de resultados
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La siguiente ecuacion permitira el célculo de ladomias una vez hayan sido

confirmadas como coliformes totales:

RF=(CTxCP/CC)100/V

Donde,

RF = Recuento final

CT = Conteo total de colonias de coliformes totales
CC = Numero de colonias confirmadas

CP = Numero de colonias positivas

V = Volumen sembrado (en mL)

Como regla general, aproxime al nimero entero imetedente superior, cuando el
decimal es mayor e igual a 0.5. Por otro lado, erayd el entero que precede al
decimal, cuando este ultimo es menor 0.5. Rea&@as aproximaciones en los

resultados finales.

El conteo ideal se realiza en las cajas que teagar 20 y 80 colonias de coliformes y
no haya mas de 200 de todos los tipos. Si haydmama caja con recuentos dentro de
este rango, informe el promedio. De no haber @jas rango ideal, considérelas todas,

incluidas aquellas sin crecimiento.

Si no hay presencia de coliformes al filtrar 100 d&_muestra, técnicamente se deberia
informar como < 1 Coliforme/100 mL. Sin embargorgopropositos practicos y evitar
confusiones, en los informes emitidos para personoaspecializado, informe como 0

coliformes/100 mL de muestra.

Si se presenta un crecimiento que cubra la tothlidparte del area de filtracion y no se
observa claramente separacion entre colonias, todwr filtro una muestra
representativa para su confirmacion. En funcion résultado, se informara: si es
positivo, reportar como “crecimiento confluente conliformes totales”; de ser
negativo, reportar como “crecimiento confluente cotonias sugestivas de coliformes
totales”. En este Ultimo caso, se sugiere repatmuliestra con el fin de confirmar el

resultado.
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Si el crecimiento de colonias supera las 200 caforse reportara como: “Muy
numerosas para ser contadas” (MNPC).

Para informes técnicos requeridos en detalle, gleraso de que se haya procesado
menos de 100 mL de muestra y ésta hubiese dado msulbado cero (0) Coliformes
totales, informe el resultado como 0 UFC sobre datidad de mL de muestra
procesada, -ej. 0 UFC/10 mL.

Cuando a la misma muestra se realiza también eligie&le coliformes fecaleg el
resultado de estos resultara mayor que el de $otdkbe informarse el resultado de

fecales como si fuera totales.

Para expresar el resultado final y con el fin deaewonfusiones, cuando el valor es
hasta de 3 digitos, repértelo como se obtuvo; pesaltados superiores, expréselo en
notacion cientifica usando dos cifras significaiviste resultado se informa como ¢,
UFC/100 mL.
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12. TECNICA DE FERMENTACION EN
TUBOS MULTIPLES PARA COLIFORMES
TOTALES Y FECALES

Los coliformes estan conformados por varios géndrasterianos de la familia
Enterobacteriaceae y la definicion clasica de gsipo esta basada en la fermentacion
de la lactosa. Cuando se usa la técnica de ferméntde tubos multiples, el grupo
coliforme se define como: bacterias Gram negatiaserobias facultativas, no
esporuladas, en forma de baston, fermentadoraa ldetbsa con produccién de gas y
acido en 48 horas a una temperatura de 35°C. Lbforomes fecales, ademas,

fermentan la lactosa con produccién de acido yagés5°C.

En la técnica de fermentacion por tubos multiples, resultados se expresan en
términos de Numero Mas Probable (NMP) en 100 mlte BSimero esta basado en
ciertas formulas de probabilidad y es un estimad@dlensidad media de coliformes en
la muestra.

La precision de cada prueba es funcién de:

El nimero de diluciones realizadas que dependeadexperiencia del analista y la
procedencia de la muestra; es inversamente prapaici

Presencia de gas y turbiedad en algunos o todosulmss con mayor indculo,
directamente proporcional.

Ausencia de gas y turbiedad en algunos o todostubses con menor indculo,
inversamente proporcional.

La técnica tiene 3 fases: presuntiva, confirmayivampleta. En ldase presuntivae
utiliza el caldo lauril triptosa y léase confirmativgpara coliformes totales utiliza el
caldo verde bilis brillante y para coliformes fexsakel caldo EC. Léase completase
realiza para llevar un control de calidad y pernagtablecer o no la presencia de

coliformes.

Objetivo
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Describir la metodologia analitica para la estiiacde la densidad bacteriana de
coliformes totales y coliformes fecales por la téande fermentacion en tubos

multiples.

Equipos, Materiales y Reactive

Frascos para la preparacion de medios de cultivn, tapa rosca resistentes a la
esterilizacion por autoclave, Pipetas mecéanicas piferentes volumenes y puntas
estériles acorde a la pipeta seleccionada, Autecl@abina de flujo laminar, Tubos de
borosilicato tapa-rosca esterilizables de dimersden mm): 13 x 100, 16 x 150, 20 x
150 y 25 x 150, Incubadora con temperatura de B8Ct Bafio Maria a temperatura de
44.5 + 0.5°C, Microscopio, Caldo lauril triptosaal@o bilis verde brillante, Caldo EC,
Agua estéril para dilucion o lavado: destilada ptpeada al 0.1%, Reactivos para
realizar coloracion de Gram, Agar Nutritivo, Acedte inmersion, Agar McConkey o

agar tipo Endo LES.

Procedimiento

Este procedimiento aplica para determinar el nurestimnado de coliformes totales y
fecales en todo tipo de agua, aunque no esta jpaongor la legislacién actual para
agua potable. Las condiciones ambientales de tetypary humedad, no son criticas
para la realizacion de este ensayo. La dilucions@enecesaria) y la siembra de la
muestra, deben realizarse en la cabina de flujonkm

Seleccion del volumen de la muestra a inocular

Segun la naturaleza de la muestra, seleccione ilasiothies a emplear en la fase
presuntiva, teniendo presente que cada una estguesta por una serie de cinco tubos.
Elija la cantidad de muestra a sembrar con bada dansidad probable de coliformes
presentes en la muestra y siembre en cada una derias las cantidades de muestra o
la dilucién correspondiente.

Para decidir el nUmero de series a emplear y lademhde su indculo, tenga en cuenta
las experiencias anteriores, la procedencia deukstra y el hecho de que en época de
lluvia, el namero de coliformes puede aumentar em has diluciones en las aguas
superficiales incluidas las de ciénagas y mar masnjue su namero puede disminuir
en las aguas residuales domésticas.

En la medida que se sospeche un alto niumero derowndis, la cantidad de muestra a

inocular sera menor. Por ejemplo, para un aguauocanprobable densidad escasa de

52



coliformes, siembre 5 tubos por cada una de tasesites concentraciones de muestra:
10, 1, 0.1, 0.01 mL. Por lo general, se utilizar8de5 series de tubos.

Diluciones

La muestra y sus respectivas diluciones deberamnagisdas antes de proceder a
sembrarlas o a realizar otras diluciones. Cuandorezesario, haga las diluciones
decimales pertinentes; para esto, emplee tub@sods de dilucion con un volumen fijo
de 9 6 99 mL de agua de dilucion estéril. Tengaagme que una vez esterilizados los
frascos, el volumen de diluyente puede dismimgr,lo que se requerira restablecer su
cantidad antes de utilizarlos.

Considere el volumen de 1 mL de muestra como laestracion de 10 Para realizar
una dilucién 18 adicione 11 mL de muestra a 99 mL de diluyente néL de muestra

a 9 mL de diluyente. Para realizar una diluciéif,18gregue 1 mL de muestra a 99 mL
de diluyente 6 0.1 mL de muestra a 9.9 mL de diy. Si desea obtener una dilucion
decimal mayor haga las diluciones correspondierdaespartir de la dilucién
inmediatamente anterior y sume los decimales paracer la dilucion final. Cuando la
muestra sea turbia, nunca siembre directament@D.d menos; en estos casos, emplee o5
1 u 11 mL de muestra para realizar la dilucionespondiente.

Siembra e incubacion de la muestra

Fase Presuntiva:

El medio de cultivo utilizado es el caldo lauriptosa. Una vez realizada las diluciones
necesarias, siembre el mismo volumen en cada utasdetubos de la serie, agitelos o
mézclelos por inversion e incubelos a 35 + 1°Ca# 24 + 2 horas, observe turbiedad
en el medio y/o produccién de gas en el tubo Durkaimcube nuevamente aquellos
tubos negativos hasta 48 + 3 horas para detecarolformes que son fermentadores
lentos de la lactosa. La prueba sera positiva ysichecimiento con produccion de gas

dentro de las 48 horas.

Fase Confirmativa:

1) Coliformes totales

Sistematicamente, confirme aquellos tubos que hegsultado positivos a las 24 + 2
horas y proceda igual con aquellos tubos que hegsultado positivos a las 48 + 3
horas.

Para esto, siembre en caldo bilis verde brillamt@, 0 mas asadas del tubo positivo. La

presencia de gas y turbiedad que aparezca enubms tdurante un periodo de



incubacion de 6 a 48 + 3 horas a 35 = 1°C, ser&iderada positiva la prueba
confirmativa de coliformes totales.

Procedimiento alternativo para confirmar los Cofifiees Totales

Cuando se procesan aguas residuales o se cono@t ggea es contaminada y todos
los tubos de la fase presuntiva son positivos émfas diluciones consecutivas dentro
de las 24 horas, someta Unicamente a confirmadidrellas tubos de la mas alta
dilucion en el cual todos los tubos son positivasugilquier tubo positivo después de

estos.

2) Coliformes fecales
Repicar los tubos positivos de la fase presuntivaatdo EC e incubar a 44.5 = 0.5°C
hasta por 24 + 2 horas en bafio seroldgico. Laddda y producciéon de gas en los

tubos, significa que la prueba confirmativa estpaspara coliformes fecales.

Lectura

La lectura final de la prueba se hace una vez tea el tiempo de incubacion de la 54
fase confirmativa y se anotan como tubos positpas coliformes totales y fecales,
aquellos en los que haya crecimiento con formag&gas y turbiedad.

Una vez contados el numero de tubos positivos da caa de las series, proceder a
elegir a 3 de éstas. Para seleccionarlas, tenga&uenta los criterios dados a
continuacion y simultaneamente observe los ejengeda tabla N° 2.

Elimine la dilucion mas alta (menor volumen) shégodos los tubos negativos y queda
al menos una dilucién con un tubo negativo. Elimiaemas baja dilucién (mayor
volumen de muestra) si todos los tubos son positivqueda al menos una diluciéon
con un tubo positivo (ejemplo a).

Si la mas baja diluciéon no tiene todos los tubositpms y algunas de las mayores
diluciones tiene todos los tubos negativos, elingsias ultimas (ejemplo b).

Si la mayor dilucién con todos los tubos positiddgere no mas de dos diluciones de la
mayor dilucidon con algun tubo positivo, seleccidaenayor dilucion con algun tubo
positivo y las otras dos diluciones inmediatamends bajas (ejemplos c y d).

Si después de eliminar la menor dilucion con tddsstubos positivos, ninguna otra
tiene todos los tubos positivos, seleccione lasdilasiones mas bajas y asigne la suma

de los tubos positivos de las diluciones remanemtadercera dilucion (ejemplo e).



Si ninguna dilucion tiene todos los tubos positjvealeccione las dos diluciones mas
bajas y asigne la suma de los tubos positivos slélilaciones remanentes a la tercera
dilucién (ejempilo f).

Si la combinacién obtenida en f no aparece erbla taeleccione la mayor dilucion con
al menos un tubo positivo y las dos diluciones idisamente menores (ejemplo g).
Una vez elegidas las 3 series a tener en cuendalgpdmisqueda del NMP, proceda a
buscarlo en la Tabla 3.

Tabla 2. Ejemplos para la seleccion de tubos positi

10 1 0.1 0.01 0.001 Combinacion NMP

Muestra mL mL mLmL mL de Positivos /100 mL

a 55 1 0 0 5-1-0 330
b 4 1 O 0 4-5-1 48

c 5 2 5 2 1 5-21 7000

d 5 4 5 1 4-5-1 4800
e 514 4 0 1 4-4-1 400
f 4 3 0 1 1 4-3-2 39
g 4 3 3 2 1 3-2-1 1700

Fase completa

Para confirmar la presencia de bacterias colifsrmpecomo control de calidad del
procedimiento, es necesario realizar la fase cam@e al menos el 10% de los tubos
positivos de caldo verde bilis brillante de la fasafirmativa, de la siguiente manera:
Siembre por aislamiento cada uno de los tubos iposiseleccionados en agar Endo
LES o agar MacConkey, incube las placas inveriubei24 + 2 horas a 35 + 1°C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, tome al meanws colonia tipica (en agar Endo
LES son de color rosa a rojo oscuro con un brilltaico y en agar Mcconkey se ven
rojas con una zona opaca) y si hubiese colonipgas, tome al menos dos; siémbrelas
En agar nutritivo inclinado e incube a 35 = 1°C @ + 2 horas. De ocurrir
crecimiento, realice la coloracion de Gram (véasél).

En caldo lauril triptosa con tubo de Durham e irc@b + 1°C hasta 48 horas.
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La formacion de gas y la presencia de cocobacil@nGegativos no esporulados,

constituyen un resultado positivo de la prueba detap

Con el objetivo de conocer la precision, debenizaiale periodicamente duplicados.
Estos se tomaran de la misma muestra original ansemalizados como dos
submuestras, ambas con el nUmero de tubos y diegisemejantes a si se tratara de

una muestra Unica.

Calculos y presentacion de resultados

Los resultados se informaran en NMP/100 mL. Elalebrespectivo informe colocando
un maximo de 3 digitos, en el caso de que existas, rimforme 2 digitos con su
respectivo exponencial. También se podra aproxiosavalores de NMP fraccionados a
enteros con el fin de evitar confusiones en petsumaspecializado.

Como regla general, aproxime al niumero entero imseatente superior, cuando el
decimal es mayor e igual a 0.5 y mantenga el enpeéeqrecede al decimal, cuando este
ultimo es menor a 0.5. Realice estas aproximacienesperaciones intermedias y en ¢
los resultados finales.

Cuando se haga necesario sumar varios valores d@ pévh convertirlos en un solo
valor, use la media geométrica que se calcula pil@ndo cada uno de los logaritmos

de los valores del NMP. Ejemplo, la media geométie A, B y C es 10donde:
L= (lagA + log;B + log10C) / 3
El valor de la media se reportara como el antilibgar de L.

Por ultimo, si la combinacién de tubos positivosaparece en la Tabla 3. o se emplean
otras combinaciones de tubos o diluciones, calodesalores de NMP de la siguiente
manera:

Seleccione la mas baja dilucion que no tenga tlmoiibos positivos.

Seleccione la mas alta dilucion con al menos ualta$o positivo.

Finalmente, seleccione todas las diluciones estasé

Ejemplo: De (5/5, 10/10, 4/10, 1/10, 0/5 unicamarttkice (-, -, 4/10, 1/10, -), 4/10 y
0.1 mL muestra/tubo y 1/10 y 0.01 mL muestra/tubm5/5, 10/10, 10/10, 0/10, 0/5)



unicamente seleccione (-, -, 10/10, 0/10, -) 1¢/101 mL muestra/tubo y 0/10 y 0.01
mL muestra/tubo.

Unicamente utilice las diluciones seleccionadasleeriormula de Thomas dada a

continuacion:

NMP/100 mL (aproximadamente) = 100 x P/(N X'7)
Donde:
P = nimero de tubos positivos
N = volumen de muestra en todos los tulegmiivos combinados, mL

T = volumen total de muestra en las dilne®seleccionadas

En el primer ejemplo dado anteriormente quedaria:
NMP/100 mL (aproximado) = 100 x 5/(0.69 x /4¥ 500/0.87 = 570/100 mL

Para el segundo ejemplo anterior:

NMP/100 mL (aproximado) = 100 x 10/(0.1 x #/4¥1000/0.332 = 3000/100 mL.

Los calculos realizados en los dos ejemplos amesriccorresponden a valores
aproximados. Los valores reales de NMP respecteosmn 590/100 mL y 2400/100

mL.

El segundo ejemplo dado anteriormente, es un cgzecal en el cual una solucidn
puede ser calculada -con exactitud- directamentasi2 diluciones seleccionadas. En
consecuencia, cuando todos los resultados de llagoties mas bajas son positivas y
todos los resultados de las diluciones mas altasiegativas seleccione las diluciones

de la siguiente forma:

NMP/100 mL = (1/v) [ 230.3 log (T/N)]

Donde T y N se definen en la férmula de Thomas.
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En el segundo ejemplo teniamos: (5/5, 10/10, 100100, 0/5), con porciones de
muestra de 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 mL. La terciecion es la mas alta con tubos
positivos, por lo que v = 0.1 y el NMP para lacéza y cuarta diluciones sera exacto.

NMP/100 mL = (1/0.1) x [230.3 lag(1.1/0.1)] = 2400/100 mL

Bibliografia

* APHA-AWWA-WEF (2012) Standard Methods for the Exaation of Water
and Wastewater. 22th Edition. 9-66 a 9-72, mét@&2i By C.
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13. PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE
BACTERIAS MARINAS (meéetodo propuesto)

Medios de cultivos
Agar Luria Bertani (LB)
TCBS

Mac Conkey

S-S

Caldo peptona

Procedimiento

Las técnicas de aislamiento, purificacion y preaseidn de las cepas de bacterias fueron
empleados segun las recomendaciones descritasaptariéda et al., 2009.

Paso 1. Recoleccion de muestras

Las muestras de sedimentos marinos fueron recdéctzon draga metalica tipo Van
Veen a 20 cm de profundidad en playas. La mues&admada con un hisopo estéril,
rotado en el interior del sedimento, luego inocalad un tubo previamente estéril con
agua peptona da al 10 % como medio de transpodasTdas muestras fueron
conservadas en refrigeracion y transportadas abord#orio hasta el proceso de
aislamiento.

Paso 2. Aislamiento, purificacion y preservacionatecepas bacterianas.

El aislamiento de las bacterias fue realizada nméeli técnica de siembra masiva a
partir de asadas tomadas del medio de transpomeedio TSA, posteriormente
incubados a 37°C durante 24 horas.

Purificacion. Transcurrido el tiempo de incubadis colonias aisladas fueron trasladas
a medios selectivos -S-S (Salmonella-Shigella),-$CBVibrios), -Mac Conkey
(Enterobacterias), Baird- Parker (Cocos gram pas)i incubadas a 37°C durante
24horasfinalmente trasladadas a medio LB (LuriddB@r para posteriores ensayos.
Preservacion. Una colonia bacteriana fue transfeai80 mL caldo LB (Luria Bertani),
incubadas a 30°C durante 12 horas a 120 rpm aglestérsu densidad celular de 0.8 -
1.0 a un O.D de 620 nm. Transcurrido este periadndubacién, 720 pL de cada
suspension fue transferido a crioviales con 80 @lgliterol al 10%, los cuales fueron
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almacenados a -80°C. Asi mismo, fue implementadeocmétodo de conservacion a
largo plazo la liofilizacion, manteniéndose cadpaca -20 °C, en el laboratorio.

Paso 3. Identificacion microscépica y bioguimica

Para la identificacion microscépica fue empleaddinaion de Gram (bacilos Gram-
negativos y cocos Gram positivos), observados emigroscopio Olympus BX41, de
acuerdo con las claves taxondémicas del Manual dgyBey Atlas Microbiologico de
Koneman, 2008.

Identificacion bioquimica

La actividad metabdlica de las bacterias fue deterda empleando el sistema de
identificaciébn BBL Crystal™ Kit ID para bacteriagdn negativas no fermentadoras y
Gram positivas, siguiendo las indicaciones de & @mercial y Mostafa et al., 2011.
Ademas fueron realizadas la prueba de OxidasalaSata_actosa y Coagulasa (solo

para cocos gram).

Protocolo y condiciones de conservacion de las cegdaacterianas

El disefio y manteamiento de un consorcio de ckaeterianas aisladas en ambientes
naturales, constituye la base de futuras investigas en las areas de la salud,
toxicologia ambiental y biodiversidad.

1. Conservacion en tubo inclinado de agar Ib

Una colonia bacteriana con una densidad celula® an la escala de Mc-Farland de las
cepas aisladas, fue inoculada en tubos inclinad@gdr LB (Luria Bertani), entre 30 y
37 °C durante 24 horas y luego fueron conservado¥a

2. Conservacion en glicerol al 10 %

Una colonia bacteriana de 24 horas de incubaciénnioculada en 20 mL de caldo LB
con agitacion de 120 rpm durante 12-18 horas, h@stazar una densidad celular a
0.6-0.8 (620 nm) en la escala de Mc-Farland. Airpdet la suspension anterior 720 pL
fueron transferidos a tubos eppenderf y se le @aicB0 uL de glicerol al 10 %, se
agito con vortex por 10 segundos y luego se refriged°C y posteriormente a -70 °C.

3. Liofilizacion

Una colonia bacteriana de 24 horas de incubaciénnioculada en 20 mL de caldo LB
con agitacion de 120 rpm durante 12-18 horas, restmzar una densidad celular a
0.6-0.8 (620 nm) en la escala de Mc-Farland. Piosteente la suspension bacteriana es

liofilizada al vacio y conservadas a — 20 °C.



14. OBSERVACION DE CELULAS
VEGETALES Y HUMANAS

La teoria celular establece que las células soanldad fundamental de todos los
organismos. Dos cientificos alemanes, el botaniaitisdd Schleiden en 1838 y el

zooblogo Teodoro Schwann en 1839 , fueron los posen sefalar que las plantas y los
animales se componen de grupos de células y go&dta es la unidad basica de los
seres vivos. Las células se pueden dividir en dasdgs grupos, segun la estructura y
complejidad celular. Los EUCARIOTES, que son orgamis cuyas células poseen
organelos rodeados por membranas, principalmentgiadéo. Los PROCARIOTES,

cuyo DNA no esta contenido en el nucleo, por lo carece de membrana nuclear. Las
células son los componentes de todos los seres.vivas células vegetales son de
forma y tamafio variado, por lo que en forma normay que recurrir para su

observacién a microscopio. Para la tincién de to$es vegetales se usan un reducido
namero de colorantes; los mas usados son, Eosana ¢pservacion de nucleos), Lugol

(para observacion de almidones) y Azul de metileno.

Objetivos

Establecer las caracteristicas fundamentales dglalas eucarioticas y procarioticas.
Establecer las diferencias fundamentales entreglatas vegetales y animales.
Identificar las diferentes estructuras celulareslagecélulas eucaridticas vegetales y
animales.

Identificar y reconocer las estructuras celularesercho, cebolla y células epiteliales.

Materiales, Equipos y Reactivos
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Microscopio, Espatula, Cubreobjetos, Baja lengirmtaobjetos, Cuchillas, Pinzas,
Palillos, Lugol, Azul de metileno, Corcho, Cebol@élula del carillo de la boca,

Estructura del Corcho.

Procedimiento

Con una cuchilla haga un fino corte de corcho biglgado que permita su observacion
en el microscopio. Coloque un fragmento en un rsawpio, agregue dos gotas de
agua, coléquele un cubre objetos. Enfoque con mgnmayor aumento. Dibuje lo

observado. Qué caracteristica tiene la estructlraaicho?

Células de la Cebolla: Parta longitudinalmenteelaotla por la mitad, separe una de las
hojas de la parte interna. Con la ufia desprendeeiabrana de la cara interna (coOncava

de la hoja). Esta membrana es tenue y traslicidpogite en pequefio fragmento de
epidermis en un porta objetos, adicidnele dos gd¢aagua, ubique el cubre objetos;
observe con menor y mayor aumento. Dibuje qué vassr cuanto a la forma, observa .,
la pared celular?

Tome dos fragmentos de epidermis de cebolla ylsglen dos porta objetos: A uno
agréguele una gota de azul de metileno, al otrégagie una gota de lugol.

Qué diferencias observa en ambos montajes?, Asotela

Desarrolle:

Qué formas tienen las células?

Identifique: Pared celular, Citoplasma, Nucleo, Malos.
Qué estructuras absorben preferencialmente elaruks?

Qué forma tiene el nucléolo, cuantos observa?

Células epiteliales humanas (Mucosa Bucal): Lasulagl humanas tienen

fundamentalmente la misma organizacion que laslatlwegetales pero tienen
diferencias significativas como que no poseen @larg no cuentan con pared celular.
Con un baja lenguas, raspe ligeramente la caranantke la mejilla de la boca. Coloque
la sustancia desprendida en un porta objeto. Agrema gota de agua. Macere el

contenido con un palillo de dientes, hasta quecédslas se hayan desprendido del



tejido. Agregue una gota de azul de metileno oet@lGenciana. Deje actuar 3-4
minutos. Cologue un cubre objetos y observe cony¢go con 40X. Qué observa?.
Qué diferencias observa con las células de la le&bdémo son las separaciones entre

una célula y otra?. Calcule el tamafio de una cglula

Desarrolle:

Qué diferencias existen entre la estructura deéllalac del corcho, de la cebolla y las
células de la mucosa bucal?

Por qué el nucleo de las células de la cebollaaceg mayor intensidad el colorante

que el citoplasma?

Bibliografia

e CALLE Jean Claude, et al. “Biologia Celular’ de lasoléculas a los
organismos. Ed. Continental. 2000. Primera edicion.

« KONEMAN ELMER, Washington C. Winn, Stephen D. &id, William M.
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ANEXOS

RECOMENDACIONES GENERALES PARA TRABAJAR EN EL
LABORATORIO

Antes de realizar una practica, debe leerse deter@dte para adquirir una idea clara de
su objetivo, fundamento y técnica. Los resultadebed ser siempre anotados

cuidadosamente en el preinforme apenas se conozcan.

v' El orden y la limpieza deben presidir todas lasee®pcias de laboratorio. En
consecuencia, al terminar cada practica se progeddéimpiar cuidadosamente

el material que se ha utilizado.

v' Cada grupo de précticas se responsabilizara deosa de trabajo y de su

material.

v" Antes de utilizar un compuesto hay que fijarseaeatiqueta para asegurarse de

que es el que se necesita y de los posibles riegges manipulacion.

v Todo el material, especialmente los aparatos dhlga como lupas y
microscopios, deben manejarse con cuidado evitiglgolpes o el forzar sus

mecanismos.

v' Durante el desarrollo de la préactica utilice sieenpun bata blanca manga larga,
pantalon largo y zapatos cerrados.

v' Debe revisar sus elementos y equipos antes de amlagepractica. Si detecta

alguna anormalidad avise inmediatamente al docente



En el laboratorio se prohibe comer, fumar, conveesavoz alta, hablar por

celular trabaje en silencio.

Nunca trabaje solo en el laboratorio.

Experiencias no autorizadas no deben realizarse.

Se prohibe fumar en el laboratorio.

Siempre utilice los implementos de proteccion caratas, guantes, bata entre
otros.

Lea cuidadosamente las instrucciones de los resctintes de trabajar con ellos.

Conozca los simbolos de riesgo en las etiquetas.
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Cuando trabaje con fuego tenga la precaucion degeese el cabello (si es

largo).

Nunca apunte la boca de los tubos de ensayo hsteid a hacia un compafiero.
No exponga al fuego los reactivos inflamables.

Trabaje lejos de fuentes de agua cuando este nlamgau reactivos que
reaccionan violentamente con el agua.

Sepa siempre lo que hace.

Cuando termine de trabajar asegurese que las fudatgas, luz y agua queden

cerradas.



PRIMEROS AUXILIOS EN EL LABORATORIO

En caso de accidente siga algunas reglas basieem®on inmediata.

Informe cualquier accidente, tan pequefio que sea.

Si cae acido en sus ojos, enjuaguelo con suficiagiga durante unos 15
minutos. Inmediatamente enjuague con soluciondéldie bicarbonato de sodio

y enjuague nuevamente con agua.

Si cae base en sus 0jos, enjuaguelo con suficaguta durante 15 unos minutos.
Inmediatamente enjuague con solucion diluida deloadiorico y enjuague
nuevamente con agua.
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Si cae otra sustancia quimica en sus 0jos, enjlcdgae suficiente agua durante

unos 15 minutos. Se recomienda la asistencia aeéaiico.

Si se derrama una cantidad de acido en su pielagm¢ el area afectada con
suficiente agua y aplique una pasta de bicarbodatcsodio durante unos

minutos. Luego enjuague con agua.
Si se derrama una cantidad de base en su piekgerguel area afectada con
suficiente agua y apliqgue una solucion de acidacbddurante unos minutos.

Luego enjuague con agua.

Utilice las instrucciones de un botiquin en casguiemaduras y cortadas.



QUE DEBE CONTENER UN INFORME DE
LABORATORIO TIPO “ARTICULO CIENTIFICO”

1. PORTADA

Titulo y namero del experimento

Nombre y c6digo de los integrantes del grupo
Nombre del profesor

Fecha de entrega del informe

2. RESUMEN
Una sintesis de un solo parrafo (maximo ocho revggp del objetivo de la practica y su conclusion

principal.

3. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
Descripcién ampliada del propoésito u objetivo tfalbajo asi como aspectos generales relevantes.

También deben consignarse aqui las hip6tesis gpersn a prueba en el experimento.

4. MARCO TEORICO

Breve fundamentacion tedrica del experimento kmsados textos de consulta.

5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Descripcién de las técnicas experimentales usagayadas en dibujos, gréaficas o ejemplos que ayaiden

visualizar el experimento.

6. DATOS OBTENIDOS

Donde se deben consignar los datos de las medicitirectas realizadas en el laboratorio. Las tatidas
datos, ilustraciones y gréficas, se identifican ndmeros de series y una leyenda concisa y dlas.
encabezados de las columnas deben contener el @ambba variable, su simbolo y unidades de medida.
Junto a cada entrada numérica debe figurar la ctigpeincertidumbre, a menos que un andlisis de
incertidumbre separado clasifique la precisién ae inediciones. Las graficas deben tener los ejes

coordenados debidamente identificados con sus desda

7. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
Se debe efectuar un analisis riguroso de los d#ssconsecuencias, de las observaciones y de las
implicaciones fisicas de las relaciones entre fdgga Si hay un andlisis por separado de las

incertidumbres experimentales, por métodos esten$sd no estadisticos, debe incluirse en estadsecc
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8. CONCLUSIONES

La justificacidn para escribir un informe de lakiora la constituyen las conclusiones que obtenemos
partir de nuestras observaciones y medidas. Seitdist acuerdo o la discrepancia entre el modelo
propuesto y el comportamiento observado, asi camvalidez de las hipétesis plantadeas. Finalmente s
procede a efectuar interpretaciones o conjetur@seskas razones de las discrepancias y a sugerir
refinamientos bien sea del modelo o del proceditbiesxperimental, que permitan dilucidar los

interrogantes a los que el experimento dio lugar.

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Segun normas ICONTEC.

Presentacion:

El trabajo debe ser simplemente grapado sin hogodada en blanco. No debe anillarse ni utilitéddr

o clip.

Las graficas deben hacerse a mang@apel milimetrade, si el profesor lo autoriza, en computador.
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LONGITUD
MILI- CENTI- KILO-
UNIDAD PULGADAS | PIES |MILLAS METROS
METROS METROS METROS
PULGADAS 1 0.0833 - 25.4 2.54 0.0254| -
PIES 12 1 - 304.8 30.48 0.3048 -
MILLAS 63,360 5,280 1 - - 1,609.3114.609344
MILIMETROS 0.03937 | 0.003281 - 1 0.1 0.001 -
CENTIMETROS 0.3937 | 0.0328C8 - 10 1 0.01 -
METROS 39.3701 3.28084 - 1,000 100 1 0.001
KILOMETROS 39,370 3,280.8 0.62137 - 100,000 1,000 1
EQUIVALENCIAS DE PESO Y VOLUMEN DE AGUA
GALON | GALON |PULGADAS | PIES |METROS
UNIDAD (US) |IMPERIAL | CUBICAS CUBICOS CUBICOS LITROS |LIBRAS
GALON (US) 1.0 0.833 231.0 0.1337| 0.00378 3.7515 8.33
GALON J
1.20 1.0 277.41 0.1605  0.00455  4.546 10.0
IMPERIAL
PULGADAS
i 0.00432¢ 0.003607 1.0 0.00057  0.000016 - 0.0361
CUBICAS
PIES CUBICOS 7.48 6.232 1,728.0 1.0 0.02811 28.31(7 62.425
METROS
i 284.17 220.05 - 35.314 1.0 1,000 2,204.5
cUBICOS
LITROS 0.26417, 0.220 61.023 0.0353 0.001 1.0 2.205
LIBRAS 0.12 0.1 27.68 0.016 - 0.45‘1 1.0

EQUIVALENCIAS DE PRESION Y CARGA DE AGUA

Pulg.
Lbs/pul | Lbs/ |Atmdsfera ) J Piesde| Pulg. |mmde

5 (PSI - Kg/ cm de BARS.
UNIDAD | g2®S) | pie s agua | deHg | Hg
agua

5 127727 51.715
Lbs/pulg 1 144.0 | 0.06804¢| 0.070307 2.3106| 2.0360

0.06895
6 0




EQUIVALENCIAS DE PRESION Y CARGA DE AGUA

Pulg.
Lbs/pul | Lbs/ |Atmésfera ) J Pies de| Pulg. 'mmde
5 (PSI . Kg/ cm de BARS.
UNIDAD | g2®s) | pie s agua @ deHg | Hg
agua
_, |0.00694 0.0160|0.014113|0.3591 | 0.00047
Lbs/pie 1 0.000473 | 0.0004830.1926
5 5 9 3 9
Atmésfera 2,116.2 407.48 | 33.957
14.696 1 1.0332 29.921 | 760.0| 1.01325
S 2 4 0
) 2,048.1 | 735.55
Kg-cm® | 14.2233 5 0.96784 1 394.2732.864| 28.959 g 0.9807
Pulg. de 0.0833
0.03607| 5.184 | 0.002454| 0.00254 1 0.0734 | 1.865| 0.00249
agua 3
Pies de
0.43278|62.3205| 0.029449 | 0.03043  12.0 1 0.8811 22.38102964
agua
Pulg. de
H 0.49115| 70.726 | 0.033421 | 0.03453 13.6171.1349 1 25.40 | 0.0338%
g.

0.01933 0.00135¢ 0.0446 0.00133 73
mm de Hg. . 2.7845|0.0013158 5 0.5361 8 0.03937 1 3

2,068.5
BARS. |14.5036 . 0.98692 1.0197| 402.1 3351 29.53 750.0 1

UNIDADES DE CAUDAL DE AGUA

MILLONE
GALONES - 3 _ Barrile |Barrile
GALONE SDEUS | Pie m Litros/
UNIDAD IMPERIALE S S
S GALONE | /seg. | /hora | seg. )
S/ MIN /min. | /dia
/MIN S/ DIA
us 0.0227
1 0.8327 0.00144 | 0.00223 0.0631|0.0238 34.286
GALONES/MIN. 1
GALONES
0.00267 0.0285
IMPERIALES/MI 1,201 1 0.00173 5 0.2727|0.0758& 9 41.176
N.
MILLONES DE
us 694.4 578.25 1 1547 157[743.8 | 16.53| 23,810
GALONES/DIA

Pie’/seg. 448.83 373.7 0.646 1 101.928.32 | 10.686| 15,388



UNIDADES DE CAUDAL DE AGUA

us MILLONE
GALONES - 3 _ Barrile |Barrile
GALONE SDE US Pie m Litros/
UNIDAD IMPERIALE s s
S GALONE | /seg. | /hora | seg. ]
S/ MIN /min. | /dia
/MIN S/ DIA
3 543,44
m°/seg. 15,850 13,199 22.83 35.31/53,600 | 1,000 | 377.4
m*/min. 264.2 220 0.3804 0.58€3 60.0 | 16.667 6.290 | 9,058
m°hora 4.403 3.67 0.00634| 0.00982 1 |0.27780.1048 151
Litros/seg. 15.85 13.20 0.0228 0.03533.60 1 0.3773 543.3
. 0.00058 .
Litros/minuto 0.2642 0.220 0.000380 9 0.060 |0.0167 9 9.055
Barriles/min. 42 34.97 0.0605 | 0.09339.5256| 2.65 1 1,440
0.00006) 0.006€0.001&|0.0006
Barriles/dia 0.0292 0.0243 0.000042 . ) 4 9
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Equivalencias De Temperatura
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Pulgades (pulg.)
Pulgades (pulg.)
Pies (pie)
Pies (pie)
Pies (pie)
Yardas (yda)

Millas (mi)

Millas (mi)

Milimetros (mm)
Milimetros (mm)
Centimetros (cm)
Centimetros (cm)
Metros (m)
Metros (m)
Metros (m)

Kilémetros (k)

Metros cuadrados (th

Hectéareas (ha)

Pulgadas cuadradas (pd)g.

Pies cuadrados (e

Yardas cuadradas (§)d

Sistema Inglés a Métrico

X 25.4 =
X 2.54 =
X 304.8 =
X 30.48 =
X 0.3048 =
X 0.9144 =
X 1,609.3 =
X 1.6093 =

Sistema Métrico a Inglés

X 0.03937 =
X 0.00328 =
X 0.3937 =
X 0.0328 =
X 39.3701 =
X 3.2808 =
X 1.0936 =
X 0.6214 =

Medidas de Area o Superficie

Métrico a Métrico

10,000

10,000

Inglés a Métrico

6.4516

0.092903

0.8361

Milimetros (mm)
Centimetros (cm)
Milimetros (mm)
Centimetros (cm)
Metros (m)
Metros (m)
Metros (m)

Kilémetros (k)

Pulgades (pulg.)
Pies (pie)
Pulgades (pulg.)
Pies (pie)
Pulgades (pulg.)
Pies (pie)
Yardas (yda)

Millas (mi)

Centimetros cuadrados (&m

Metros cuadrados (th

Centimetros cuadrados (€m

Metros cuadrados @

Metros cuadrados @n
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Acres (Ac) x 0.004047 = Kilémetros cuadrados (K
Acres (Ac) X 0.4047 = Hectareas (ha)
Millas cuadradas (rf X 259 = Kilémetros cuadrados (K
Métrico a Inglés
Centimetros cuadrados (&m X 016 = Pulgadas cuadradas (pd)g.
Metros cuadrados (th x 10.7639 = Pies cuadrados (gie
Metros cuadrados (th x 11960 = Yardas cuadradas (§)d
Hectareas (ha) X 2471 = Acres (Ac)
Kilémetros cuadrados (Kin X 247.1054 = Acres (Ac)
Kilémetros cuadrados (K x 0.3861 = Millas cuadradas (rfj

Unidades de Volumen

Inglés a Métrico

Pulgadas cubicas (pufy. x 16.3871 Mililitros (mL)

Pulgadas cubicas (pufy. x 16.3871 Centimetros cubicos (¢hn

Pies cubicos (pi® X 28,317 Centimetros cubicos (Gn

Pies cubicos (pi® x 0.028317 Metros cubicos (/)



Pies cubicos (pfé X
Yardas cubicas (Y ~ x

Acre—Pie (Ac-Pie) X

Onzas fluidas (US)(0z) x
Cuarto (qt) X
Cuarto (qt) X

Galones (gal) X
Galones (gal) X
Galones (gal) X
Pecks (pk) X
Bushels (bu) X
Cucharada X
Cucharadita X
Taza X
Pinta X
Mililitros (mL) X
Mililitros (mL) X

Centimetros cubicos (én x
Centimetros cubicos (én x
Metros cubicos () X
Metros cubicos () X
Metros cubicos (/)  x

Metros cubicos (/)  x

28.317

0.7646

1233.53

0.029573

946.9

0.9463

3.7854

0.0037854

3785

0.881

0.3524

5

15

0.24

0.47

0.03

0.0610

0.061

0.002113

35.3183

1.3079

264.2

0.000811

Métrico a Inglés

Litros (L)
Metros cubicos ()
Metros cubicos ()

Litros (L)

Milimetros cubicos (mr)

Litros (L)

Litros (L)
Metros cubicos (/)
Centimetros cubicos (Gn
Decalitros (DL)
Hectolitros (HL)
Mililitros (ml)
Mililitros (mL)
Litros (L)

Litros (L)

Onzas fluidas (0z)
Pulgadas cubicas (pufy.
Pulgadas cubicas (pufy.

Pintas (Pt)
Pies cubicos (pfé
Yardas cubicas (Y
Galones (gal)

Acre—Pie (Ac-Pie)
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Litros (L)
Litros (L)
Litros (L)
Litros (L)
Decalitros (DL)
Decalitros (DL)
Hectolitros (HL)
Hectolitros (HL)
Hectolitros (HL)

Hectolitros (HL)

1.0567

0.264

61.024

0.0353

2.6417

1.135

3.531

2.84

0.131

26.42

Cuarto (qt)
Galones (gal)
Pulgadas cubicas (pufy.
Pies cubicos (pi®
Galones (gal)
Pecks (pk)

Pies cubicos (pfé
Bushels (bu)
Yardas cubicas ()i

Galones (gal)

(Nota: los galones US estan listados en la papergar.)
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Libras/pulgada cuadrada (psi]

Libras/pulgada cuadrada (psi]

Libras/pie cuadrado (Ib/pip

Libras/pie cuadrado (lb/pie

Libras/pie cuadrado (lb/pie
Pulgadas de Hg
Pulgadas de agua

Bar

Pascales (Pa)
Pascales (Pa)
Kilopascales (kPa)
Pascales (Pa)

Kilogramos/
centimetro cuadrado

(kg/cn)

Kilogramos/
centimetro cuadrado

(kg/cnt)

Kilogramos/
metro cuadrado

(kg/n")
Centimetros de Hg

Centimetros de Hg

Unidades de Presién

Inglés a Métrico

0.00689 = Megapascales (MPa)

x 0.070307 = Kilogramos/centimetro cuadrado (kgm

47.8803 = Pascales (Pa)

0.000488 = Kilogramos/centimetro cuadrado (kgfem
4.8824 = Kilogramos/metro cuadrado (kgfjin
3,376.8 = Pascales (Pa)

248.84 = Pascales (Pa)
100,000 = Newtons/metros cuadrados (Njm

Métrico a Inglés

1 = Newtons/metros cuadrados (Njm
0.000145 = Libras/pulgada cuadrada (Ib/puig.
0.145 = Libras/pulgada cuadrada (Ib/puig.
80
0.000296 = Pulgadas de Hg (a 60° F)
1422 = Libras/pulgada cuadrada (Ib/pdig.
28.959 = Pulgadas de Hg (a 60° F)
0.2048 = Libras/pie cuadrado (Ib/pip
0.4461 = Pies de agua
0.1939 = Libras/pulgada cuadrada (Ib/puig.

Unidades de Peso

Inglés a Métrico



Granos (troy) x 0.0648 = Gramos (g)
Granos (troy) X 648 = Miligramos (mg)
Onzas (0z) X 28.3495 = Gramos (g)
Libras (Ib) x 45359 = Gramos (g)
Libras (Ib) x 0.4536 = Kilogramos (kg)

Toneladas (cortas: 2,0001b) x 0.9072 Megagramos (tonelada métrica)

Libras/pies cubicos (lb/pip x 16.02 Gramos/litro (g/It)

Libras/mil-galén (Ib/milgal.) x 0.1198 Gramos/metros cubicos (gin

Métrico a Inglés

Miligramos (mg) x 0.01543 = Granos (troy)
Gramos (g) x 15.4324 = Granos (troy)
Gramos (g) x 0.0353 = Onzas (02)
Gramos (g) x 0.0022 = Libras (Ib)
Kilogramos (kg) X 2.2046 = Libras (Ib) 81
Kilogramos (kg) x 0.0011 = Toneladas (cortas: 2,000 Ib)
Megagramos (tonelada métrica) x 1.1023 = Toneladas (cortas: 2,000 Ib)
Gramos/litro (g/It) x 0.0624 = Libras/pies cubicos (Ib/pig
Gramos/metros cubicos (ghm x 8.3454 = Libras/mil-galén (Ib/milgal.)

Unidades de Flujo o Caudal

Inglés a Métrico

Galones/segundo (gps) X 3.785 Litros/segundo (Lps)

Galones/minuto (gpm) x  0.00006308 Metros clbicos/segundo {fseg)



Galones/minuto (gpm) X 0.277 = Metros clbicos/hora (¥th)

Galones/minuto (gpm) X 0.06308 = Litros/segundo (Lps)
Galones/hora (gph) X 0.003785 = Metros cubicos/hora ()
Galones/dia (gpd) x 0.000003785 = Millones de litros/dia (Mit/d)
Galones/dia (gpd) X 0.003785 = Metros cubicos/dia (ffd)

Pies cubicos/segundo (pigeg) X 0.028317 Metros clbicos/segundo {fseg)

Pies cubicos/segundo (pigeg) X 1,699 = Litros/minuto (It/min)

Pies cubicos/minuto (plenin.) X 472 = Centimetros cubicos/segundo (tseg)
Pies cubicos/minuto (plenin.) X 0.472 = Litros/segundo (Lps)

Pies ctbicos/minuto (plenin.) X 1.6990 = Metros clbicos/hora (¥th)

Millones de galones/dia (mgd)  x 43.8126 Litros/segundo (Ips)

Millones de galones/dia (mgd)  x 0.003785 Metros clbicos/dia (frd)

Millones de galones/dia (mgd)  x 0.043813 Metros cubicos/segundo {fseg)

Galones/pie cuadrado (gal/fie  x 40.74 = Litros/metros cuadrados (LAn
Galones/Acre/dia (gal/Ac/d) X 0.0094 = Metros clbicos/hectarea/dia¥tra/d)

Galones/Pie cuadrado/dia

_ X 0.0407 = Metros cubicos/metros cuadrados/did/(ni/d)
(gallpi€fld)
Galones/Pie cuadrado/dia )
) X 0.0283 = Litros/metros cuadrados/dia (L)
(gal/pi€/d)
Galones/Pie cuadrado/minuto Metros cubicos/metros cuadrados/hora
L X 2.444 =
(gal/pi€/min) (m¥m?/h)
Galones/Pie cuadrado/minuto )
) ) X 0.679 = Litros/metros cuadrados/segundo (Ekseg.)
(gal/pi€/min)
Galones/Pie cuadrado/minuto ) ) )
) ) X 40.7458 = Litros/metros cuadrados/minuto (Ifmin)
(gal/pié/min)
Galones/céapita/dia (gpcd) X 3.785 = Litros/dia/céapita (It/d per capita)
Métrico a Inglés
Litros/segundo (L/seq) X 22,824.5 = Galones/dia (gpd)

Litros/segundo (L/seq) X 0.0228 Millones de galones/dia (mgd)



Litros/segundo (L/seq)
Litros/segundo (L/seq)
Litros/minuto (L/min)

Centimetros cubicos/segundo

(cn?/s)

Metros cubicos/segundo

(m¥seq)

Metros cubicos/segundo

(m/seq)

Metros cubicos/segundo

(m/seq)
Metros clbicos/hora (¥th)
Metros clbicos/hora (¥th)
Metros clbicos/dia (frd)
Metros cubicos/dia (ffd)

Metros cubicos/hectarea/dia
(m*ha/d)

Metros cubicos/metros
cuadrados/hora (fm?/h)

Metros cubicos/metros
cuadrados/dia (ffm%d)

Litros/metros
cuadrados/minuto

(IY/m?/min)

Litros/metros
cuadrados/minuto
(IYm%min)

X

X

15.8508
2.119

0.0005886

0.0021

35.3147

22.8245

15,850.3

0.5886
4.403
264.1720

0.00026417

106.9064

0.408

24.5424

0.0245

35.3420

Galones/minuto (gpm)
Pies cubicos/minuto (plenin)

Pies cubicos/segundo (piseg)

Pies cubicos/minuto (plemin)

Pies cubicos/segundo (pigeg)

Millones de galones/dia (mgd)

Galones/minuto (gpm)

Pies cubicos/minuto (plenin)
Galones/minuto (gpm)
Galones/dia (gpd)

Millones de galones/dia (mgd)

Galones/Acre/dia (gal/A/d)

Galones/Pie cuadrado/minuto (galffiein)

Galones/Pie cuadrado/dia (galfig

Galones/Pie cuadrado/minuto (galffiein)

Galones/Pie cuadrado/dia (galfig
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Velocidad, Aceleracion y Fuerza

Pies/segundo (pie/s)
Pies/minuto (pie/min)
Pies/minuto (pie/min)
Pies/minuto (pie/min)

Pies/hora (pie/h)
Millas por hora (mph)
Millas por hora (mph)

Pies/segundo/segundo (pfé/s

X

X

Inglés a Métrico

30.48

182.9

0.305

18.2880

0.3048

44.7

26.82

0.3048

Centimetros/segundo (cm/seq)
Kilémetros/hora (km/h)
Metros/minuto (m/min)

Metros/hora (m/h)
Metros/hora (m/h)
Centimetros/segundo (cm/s)
Metros/minuto (m/min)

Metros/segundo/segundo (m/8eg



Pies/segundo/segundo (pfé/s
Pulgadas/segundo/segundo (puig

Libras Fuerza (IbF)

Centimetros/segundo (cm/s
Metros/segundo (m/s)
Metros/minuto (m/min)
Metros/minuto (m/min)
Metros/hora (m/h)
Metros/hora (m/h)
Kilémetros/segundo (km/s)
Kilémetros/hora (km/h)
Kilémetros/hora (km/h)
Kilémetros/hora/segundo (km/h/s
Metros/segundo/segundo (f)/s
Metros/segundo/segundo (f)/s

Newtons (N)

X

X

X

X

X

1.0973

0.0254

4.44482

Métrico a Inglés

0.0224

3.2808

0.0373

3.28

0.0547

3.2808

2.2369

0.0103

54.68

0.911

3.2808

39.3701

0.2248

Kilémetros/hora/segundo (km/h/s)
Metros/segundo/segundo (f)/s

Newtons (N)

Millas por hora (mph)
Pies/segundo (pie/s)
Millas por hora (mph)
Pies/minuto (pie/min)
Pies/minuto (pie/min)
Pies/hora (pie/h)

Millas por hora (mph)
Millas por hora (mph)
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Pies/minuto (pie/min)
Pies/segundo/segundo (pfé/s
Pies/segundo/segundo (pfé/s

Pulgadas/segundo/segundo (pfig/s

Libras Fuerza (IbF)
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Equivalencia métrica del sistema inglés en tamafake tuberias

La intencidn de las autoridades estadounidensds egentualmente convertir todas las mediciones al
sistema métrico. Las siguientes equivalencias o#tthan sido obtenidas del sistema convencionigising

Estas equivalencias van de acuerdo con las normiasiBas y Alemanas.

PULGADAS MILIMETROS PULGADAS MILIMETROS
ACOSTUMBRADAS ESTIMADOS ACOSTUMBRADAS ESTIMADOS
1/4 8 16 400
3/8 10 18 450
1/2 15 20 500
3/4 20 24 600
1 25 28 700
1-1/4 32 30 750
1-1/2 40 32 800
2 50 36 900
2-1/2 65 40 1000
3 80 42 1050
3-1/2 90 48 1200
4 100 54 1400
6 150 60 1500
8 200 64 1600
10 250 72 1800
12 300 78 1950
14 350 84 2100

Equivalentes Métricos y Decimales de las Fracciones

DECIMAS DE DECIMAS DE



PULGADAS

1/64

1/32

3/64

1/20

1/16

1/13

5/64

1/12

1/11

3/32

1/10

7164

1/9

1/8

9/64

1/7

5/32

1/6

11/64

3/16

1/5

13/64

7132

15/64

1/4

17/64

9/32

19/64

PULGADA

.015625

.03125

.046875

.05

.0625

.0769

.078125

.0833

.0909

.09375

.10

.109375

A11

125

.140625

.1429

.15625

.1667

171875

.1875

2

.203125

.21875

.234375

.25

.265625

.28125

.296875

MILIMETROS

0.396875

0.793750

1.190625

1.270003

1.597500

1.953850

1.984375

2.116671

2.309095

2.381250

2.540005

2.778125

2.822228

3.175000

3.571875

3.628579

3.968750

4.233342

4.365625

4.762500

5.080000

5.159375

5.556250

5.953125

6.350000

6.746875

7.143750

7.540625

PULGADAS

7/16

29/64

15/32

31/64

1/2

33/64

17/32

35/64

9/16

37/64

19/32

39/64

5/8

41/64

21/32

43/64

11/16

45/64

23/32

47/64

3/4

49/64

25/32

51/64

13/16

53/64

27/32

55/64

PULGADA

4375

453125

46875

484375

5

.515625

.53125

.546875

.5625

578125

.59375

.609375

.625

.640625

.65625

.671875

.6875

.703125

.71875

734375

.75

.765625

.78125

.796875

.8125

.828125

.84375

.859375

MILIMETROS

11.112500

11.509375

11.906250

12.303125

12.700000

13.096875

13.493750

13.890625

14.287500

14.684375

15.081250

15.478125

15.875000

16.271875

16.668750

17.065625

17.462500

17.859375

18.256250

18.653125

19.050000

19.446875

19.843750

20.240625

20.637500

21.034375

21.431250

21.828125
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5/16

21/64

1/3

11/32

23/64

3/8

25/64

13/32

27/64

3125

.328125

.333

.34375

.359375

375

.390625

40625

421875

7.937500

8.334375

8.466683

8.731250

9.128125

9.525000

9.921875

10.318750

10.715625

7/8

57/64

29/32

59/64

15/16

61/64

31/32

63/64

1

.875

.890625

.90625

.921875

.9375

.953125

.96875

.984375

1

22.335000

22.621875

23.018750

23.415625

23.812500

24.209375

24.606350

25.003125

25.400050
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Teniendo en cuenta la interdiscipinanedad de las clencias, s esperable que Una alteracion proucida en el conjunto de elementos, en los
elementos, en las relaciones, 0 en un fragmento de fa estructura del gran sistema ambiental se propague a fravés de I3 red de relaciones,
provocando a st vez alteraciones que estucturen nuevas organizacionas, disfintas respecto de las primeras. La graduacion de los
cambios procuicidos puede depender del grado de alteracion, del tipo de alteracion, del momento de ocurrencia, de propiedades como [a
resiiendia v 1 dinamica evolutva y, como ya se expresd, de la localizacion de fa alteracion. Por ofra parte, fa 0 las causas dz fa
alteracion, pueden seranticipadas, pusden ignorarse porcompleto o pueden conocerse solo algunas.

Asi, dados los diferentes enlaces histoncos oue relacionan a cada disciplina con el reconocmiento de lo ambiental, que incluyen los flujos
e produccion, comunicacn y divulgacion de conodmiento entro de las mismas, coexisten intemamente y en didlogo interdiscipinario
las asimefrias conceptuales a las que hasta aqui nos referimos. Esas asimetrias, a su vez, inciden en aspecios epistemoldgicos y
metodoldgicos implicados en desarrollos tedncos y aplicaciones practicas relacionadas.

Carlos Alberto Severiche Sierra
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