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SUMMARY

Spectrophotometric methods were used in order to establish a standard
curve for coliform bacteria growth in Brilliant Green Bile broth.

This standard curve can be used as a pattern for the estimation of the
colimetric index in class 1 waters (accordig to COPLANARH clasification of
waters). The time employed in such estimation is less than 8 hours. Thus, the
advantage of the use of this method over the COVENIN MPN recommended
method for colimetric number estimation in water, is that it allows for rapid
water purifying treatment when necessary before sending it for consumption.

For this method to be used with advantage, it is necessary that the water has
to have a ranging electric conductivity between the average limits accepted for
this water class.

RESUMEN

Utilizando el método espectrofotométrico, para elaborar una curva stan-
dard de crecimiento de bacterias coliformes en caldo Bilis Verde Brillante y
usando esta curva como patrén de comparacién, es posible calcular el indice
colimétrico en aguas clase [(COPLANARH) en un tiempo no mayor de ocho (8)
horas, 1o que traeria ciertas ventajas sobre el método del NMP recomendado
por COVENIN, ya que se podrian aplicar los correctivos necesarios a dichas
aguas en caso de necesidad antes de ser enviadas a la red de distribucidn.

Para la aplicacion del método es necesario que las muestras de agua a
analizar tengan una conductibilidad eléctrica ubicada entre los limites
promedios aceptables para la clase establecida.
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INTRODUCCION

La determinacién de la calidad bacteriolégica de las aguas destinadas a uso
domiciliario, urbano e industrial primario, tradicionalmente se ha venido
realizando siguiendo la metodologia de NMP/100 ml, aplicando la técnica de
los tubos multiples de fermentacion, con sus tres tipos de pruebas (preventiva,
confirmativa y completa) y la cuenta directa de colonias en Agar Nutritivo,
después de un periodo de incubacién a 35 £ 0.5 °C durante 24 horas
(COVENIN 1A-1104-1977).

Tanto la prueba del NMP como la cuenta directa, tienen el inconveniente,
de que tardan mucho tiempo en su realizacién, 76 y 24 horas respectivamente,
lo que trae como consecuencia, que en muchos casos cuando los resultados se
obtienén, ya dichas aguas estdn en la red de distribucién, con el consecuente
perjuicio para los consumidores en caso de que dichas aguas resultaren
contaminadas.

Aplicando técnicas espectrofotométricas, es posible determinar el indice
coliforme en un tiempo que oscila entre 6 y 8 horas, lo que trae como
consecuencia el poder parar a tiempo la distribucién del agua a nivel de planta
o fuente de suministro y asi aplicar los correctivos necesarios antes de enviarla
a los sitios de consumo.

MATERIALES Y METODOS

El método Espectrofotométrico de determinacién del indice coliforme, es
bastante sencillo y consiste en determinar la curva standar de crecimiento de
microorganismos del grupo coliforme (bacterias aerébicas o anaerdbicas,
Gram negativas, no esporégenas, fermentadoras de lactosa con formacion de
gas) en Caldo Lactosado incubado por 24 horasa 35+ 0.5°Cy luego repicado
en Caldo Bilis Verde Brillante. haciendo las lecturas espectrofotométricas a
las 2,6,8 horas de incubacién a diferentes longitudes de onda (desde 500-60
nm. en Coleman Junior II).

La curva standard obtenida con el promedio de las lecturas a diferentes
longitudes de onda, nos dard el patron de comparacion que utilizaremos para
las muv 2stras de agua, las cuales serdn preparadas a la concentracion promedio
establecida y leida a la longitud de onda promedio.

ELABORACION DE LA CURVA ESTANDARD

Como quiera, que dentro del grupo coliforme presente en aguas, encon-
tramos diferentes gé€neros y especies, es conveniente seleccionar cepas puras de
ellos para preparar el indculo. Dicho inéculo se prepara colocando en tubos de
espectrofotometria de 12 x 15, 5cc de agua destilada estéril, con la cual se ha
calibrado previamente el aparato y agregando una gota de una solucién sobre
saturada de células de cada cepa seleccionada, hasta preparar un inéculo que
lefdo a 525 nm. de una lectura de 0.020
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Con este in6culo sembramos 5 tubos de espectrofotometria de 12 x 15 que
contienen 5 c¢c de caldo lactosado hasta obtener una lectura de 0,020
(aproximadamente 3 gotas con pipeta de 1 ml) se incuban por 18-24 horasy
luego sembramos en 'S tubos dé espectrofotometriade 12 x 15 conteniendo 5 cc
de caldo Bilis Verde Brillante, calibrando previamente el aparato con CBVBe

inoculando hasta lectura de 0,020 a 525 nm (aproximadamente 3 gotas con
pipeta de 1 ml.)

Una vez inoculados los tubos, se tapan con papel parafilm y se incuban a 35
4+ 0.5 °C durante 4, 6 y 8 horas, tiempo a los cuales se harin li-ls lecturas
(Experiencias previas indican que para este grupo de bacterias coliformes, la
mejor D.O. es 525 sobre CBVB (Anexo 1). .

Con los promedios de las lecturas delos 5 tubos alos difereentes tiempos, se
elabora la curva standard de crecimiento para organismos coliformes sobre
CBVB, {a cual se usard como patrén de comparacion para las muestras deaguaa
analizar (Anexo II).

Si se quiere diferenciar Eschericchia coli, se puede elaborar una curva
standard de crecimiento para ella siguiendo las mismas técnicas.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

A cinco tubos de espectrofotometria de 12 x 15 conteniendo 5 cc caldo
Lactosado losinéculamosdirectamente sobre €l aparato con la muestra de agua
hasta alcanzar una lectura de 0,020 a 525 nm (El agua problema debe tener una
conductibilidad eléctrica entre 100 y 1.600 Mmhos).

Una vez inoculados los tubos se incuban a 35 £ 0.5 °C durante 18-24 horas
para luego inocular de ellos 5 tubos de espectrofotometria de 12 x 15
conteniendo 5 cc de caldo Bilis Verde Brillante sobre el aparato hasta lectura
de 0,020 a 525 nm (aproximadamente 3 gotas con pipeta de 1 ml)
Incubamosa 35 ®0.5°C durante 4,6y 8 horas haciendo las lecturas respectivas
a 525 nm, para luego elaborar una curva de crecimiento, la cual comparamos
con la curva patrén standard.

RESULTADOS

De las muestras de agua clase 1 (COPLANARH 1979) analizadas en el
laboratorio por el método propuesto y por el método del NMP recomendado
por COVENIN, en la totalidad de ellas (10) hubo coincidencia de resultados en
la de terminacién del indice colimétrico (Anexo III y IV).

CONCLUSIONES

El método de Espectrofotometria propuesto para la determinacién del

indice colimétrico en aguas clase 1, tiene las ventajas siguientes sobre el
método del NMP:
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1.- Es mas sencillo de realizar.
2.- Es mis econémico.
3.- Es mas rdapido.
4.- Tiene igual precision.
5.- Se pueden analizar mayor ntimero de muestras por dia.
Laaplicaciéon de este método en las plantas de tratamiento deaguasclase 1y
en las fabricas de alimentos, podrian mejorar notablemente la calidad de las
aguas y por ende la calidad bacteriol6gica de muchos alimentos.
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