cede de igual forma que en el caso anterior, s6lo que en lugar de considerar el valor
mas bajo, se toma la menor dilucién. Si las placas presentan cuentas mayores a 300
colonias, se toma el niumero de colonias por centimetro cuadrado y se estima el nimerg
total de colonias en la placa, teniendo en cuenta que, las placas Petri tradicionales
tienen 65 cmz2.

Cuenta de organismos coliformes

(Método del Numero mas Probable “NMP”)

a) Prueba presuntiva:

A partir de la muestra se transfieren alicuotas de 10 ml a cada uno de los 5 tubos con

20 ml de caldo lactosado de concentracion 150%: 1 ml y 0.1 ml respectivamente a dos |

series de cinco tubos con 10 ml de caldo lactosado de concentracion normal.

Los tubos se incuban a 35°C/24-48 hs, la formacién de gas, en cualquier cantidad

en alguno de los tubos, durante el tiempo de incubacién hace considerar a la prueba
como positiva.

b) Prueba confirmativa:

A partir de cada uno de los tubos positivos resembrar por 2-3 asadas a un tubo con
caldo verde brillante bilis 2%. Incubar a 35°C/24-48 hs. La formacién de gas dentro de
las 48 horas de incubacion, muestra a la prueba como positiva.

Consultar en las tablas el NMP de organismos coliformes mediante la combinacion
de tubos positivos de las tres series en la prueba confirmatoria. Si se desea identificar a
los microorganismos presentes, se siembra a partir de los tubos positivos o negativos
por estria cruzada para aislamiento de colonias en medios tales como agar-eosina azul
de metileno y agar-Mac Conkey se incuban a 35°C/24 hs y se obtienen cultivos puros
de los diferentes tipos de colonias desarrolladas. Posteriormente se identifican por su
morfologia tincion al Gram y pruebas bioquimicas.

Cuenta de coliformes fecales:

A partir de cada uno de los tubos positivos en la prueba presuntiva para organis-
mos coliformes, resembrar por 2 a 3 asadas en tubos con caldo EC y caldo triptona,

previamente atemperados a 44.5°C*0.2°C. Incubar a esta misma temperatura los tubos
inoculados, durante 24-48 hs.

Con los tubos de caldo EC positivos (gas en la campana de fermentacion), que a
su vez son indol positivo en el caldo triptona, se determina el NMP en las tablas, de la
misma forma que se hizo para coliformes totales.

Cuenta de enterococos
a) Prueba presuntiva:

A partir de la muestra transferir alicuotas de 10 ml a cada uno de los cinco tubos con
20 ml de caldo azida dextrosa de concentracion 150%; 1.0 y 0.1 ml respectivamente a
dos series de tubos con 10 ml del mismo medio a concentracion normal. Incubar a

35°C/24-48 hs. Cualquier turbidez en los tubos hace considerar la prueba como posi-
tiva.
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b) Prueba confirmatoria:
A partir de los tubos con turbidez en la prueba presuntiva, transferir 2-3 asadas a
tubos conteniendo 10 ml de caldo violeta de etilo. Incubar a 35°C/24-48 hs. La presen-

cia de enterococos se manifiesta en tubos con un sed.imento pulrpura. La estimacion del
NMP se logra de la misma forma que para organismos coliformes.

Reactivos y Medios de Cultivo
ALCALINIDAD

Solucion indicadora de fenoftaleina

Fenoftaleina (sal sodica) 0.0509 |
Agua destilada 1 m

Solucion indicadora de naranja de metilo

Naranja de metilo ‘ 0-0509 |
Agua destilada 100 m

DUREZA

Solucion amortiguadora pH 10.0

oo < 1.179 g
a) Versenato de sodio “EDTA" (seco)
Sulfato de magnesio (MgSO, 7H,0) 0.780 g
Agua destilada 50 ml
b) Cloruro de amonio (NH,CI) 16.9 g l
Hidroxido de amonio (NH,OH) 143 m
Disolver

Mezclar las soluciones, vertiendo (a) en (b), agitar, diluir a 250 ml con agua desti-
lada y conservar en un frasco herméticamente cerrado. .

Solucién indicadora negro ericromo T

Negro Ericromo T | 100,5[5) g
Cloruro de sodio (Na Cl) g

Mezclar los dos solidos en un mortero hasta que se integren completamente. Con-
servar en frasco herméticamente cerrado.

Solucion de EDTA

EDTA (seco) 3'1702030 gml
Agua destilada

227




Disolver el EDTA en 150 ml, de agua destilada, verter la solucién a un matraz afo-
rado de 1000 ml; enjuagar el recipiente con 3 porciones de 100 ml, de agua destilada y

verterlas al matraz aforado. Diluir a 1000 ml con agua destilada y mezclar. La solucion
puede ser estable durante 6 meses.

OXIGENO DISUELTO “O D”
Solucion de sulfato de manganeso

Mn SO,. 4H,0 480 g
Agua destilada 1000 ml

Solucion de alecali-yoduro nitturo

a) Na OH 500 g
Agua destilada 600 ml
b) KiI 150 g
Agua-destilada 150 ml

Agregar la solucion (b) a la solucion (a), con agitacion constante y diluir a 1000 m!,
con agua destilada.

c) Nitruro de sodio Na (N,) 10 g
Agua destilada 40 ml

Agregar la solucion (c) a la mezcla de (a y b), se agita y se conserva en un frasco
con tapon de plastico. =

Solucion indicadora de almidon
Almidon =g
Agua destilada 10 ml

Agitar hasta formar una suspension lechosa. Verter esta suspension en 200 ml de
agua destilada en ebullicion. Agitar la solucion y dejar hervir durante 3 minutos.

Se enfria la solucion y se deja reposar por 12 horas. El liquido sobrenadante se
vierte a un frasco reactivo, agregando 4 gotas de tolueno para preservarlo.

Solucion de tiosulfato de sodio

Na, S; Os. 5 H,0O 9.307 g
Agua destilada hervida 1000 ml

La sal se disuelve en 300 ml de agua destilada hervida y se vierte a un matraz de
aforacion de 1000 ml. El recipiente en que se disolvié la sal se lava 3 veces con porcio-
nes de 100 ml de agua destilada hervida, las cuales se vierten al matraz aforado. Se
agrega 0.4 g de NaOH en lentejas, se mezcla hasta que éstas se disuelvan. Se diluye a
1000 ml con agua destilada hervida.
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DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO “D B O”

Solucion amortiguadora de fosfatos

KH,PO, 85 g
K;HPO, 334 g
Na,HPO,. 7 H,O 21.75 g
NH,CI 1759
Agua destilada 1000 ml

Disolver las sales en 500 ml de agua destilada y diluir a un litro. El pH de la solucion
sin ajuste alguno debe ser de 7.2.

Solucién de sulfato de magnesio

225 ¢
MgSO,. 7H,0
Agua destilada 1000 ml

Solucion de cloruro de calcio

CA Cl, anhidro ' 27.5 gI
Agua destilada 1000 m

Solucion de. cloruro férrico

0.25 g
Fe Cl;. 6 H,O
Agua destilada 1000 ml

Solucion de Na OH 1N

40 g
Na OH
Agua destilada 1000 ml

Solucion de H, SO4 1N

H,S0, conc. 1025(57 QI
Agua destilada m

Solucion de sulfito de sodio 0.25 N

Na, SO; anhidro 11dggsmgl
agua destilada

Debe prepararse el dia que se va a usar. Es muy. ines-
table.

DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO
Solucién de dicromato de potasio 0.25N

K,Cr Oy 12.259 g
Agua destilada 1000 ml

El dicromato de potasio se seca por 2 horas a 103°C.
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