BLOC lll - Protocols de les practiques a camp

Parametres fisics i quimics

pH. Calibracié del pH-metre

Par assegurar-se una mesura correcta del pH, I'aparell s'ha de calibrar de tant en tant.
La seva freqiéncia depén de la precisid desitjada, del nombre de mesures i de les
condicions de treball (temperatures extremes, bruticia de les mostres, etc).

L'aparell va proveit d'un eléctrode connectat a la posicio A i d'una sonda de tempera-

tura connectada a la posicio B gracies a la qual pol fer automaticament la compensacio
segons la temperatura de la mostra.

Passos a seguir per a calibrar el pH-metre.

1 = Prémer la tecla I/O. La pantalla apareix en mode pH.

2 « Rentar I'eléctrode amb aigua destil-lada, submergir-lo dins el tampo 7,02 i agi-
tar lleugerament. Esperar que la lectura de la pantalla s'estabilitzi.

3 =« Prémer la tecla que representa un flasco i apareix en pantalla el valor teoric del
tampa: 7,02 (el simbol és intermitent)

4 = Prémer de nou la mateixa tecla, I'instrument introdueix la dada. La lectura de la
pantalla ja no és intermitent.

5 « Rentar I'eléctrode amb aigua destil-lada i submergir-lo en el tampd de pH 4,00
Agitar lleugerament. Esperar que la lectura de la pantalla s'estabilitzi.

6 = Prémer la tecla que representa una ampolla. Surt a la pantalla el pH del segon
tampo: 4,00 (el simbol és intermitent).

7 =« Prémer de nou la mateixa tecla, l'instrument introdueix la dada i passa a
lectura. El simbaol de la pantalla ja no eés intermitent.

8 = Rentar I'eléctrode amb aigua destil-lada i I'instrument esta preparat per a me-
surar el pH.



Important :
» Les dissolucions tampd no es poden tornar al flasco original una vegada utilitzades.
# Els tampons s'han de renovar una vegada a l'any.

» | 'eléctrode romandra sempre protegit per la funda amb dissolucio de KCI.

pH. Mesura del pH amb pH-metre

Passos a seguir per a mesurar el pH.

Sila calibracio ja esta feta, la sonda de temperatura estara connectada en la posicio B.

1= Prémer la tecla I/O.

2 =  Rentar I'eléctrode amb aigua destil-lada.

3= Introduir I'eléctrode dins la mostra i agitar lleugerament.
4 = Prémer la tecla pH.

B . Rentar I'eléctrode amb aigua destil-lada, abans de canviar de mostra.



pH. Mesura del pH amb kit

Mostra de qualsevol aigua

Posa 5 m| de mostra a cada tub. Col-loca un dels dos tubs (s'anomena el blanc) a la
posicia de dalt (posicid A) del suport i a I'altre afegeix:

* 4 gotes del reactiu pH-1, tanca el tub i agita'l ™

Col-loca el tub amb la mostra en la posicio B (la de baix) del suport, desplaga’l
longitudinalment i quan el dos tubs tinguin el mateix color fes la lectura del pH.

Figura 1. Esquema del proces de
determinacié de pH amb I'ajut de kit.

blanc inmostra

= Pren mostres d'aigua d'entrada i sortida i determina el valor del pH en les dues
aiglies. Hi ha diferéncies? Per qué?



Conductivitat. Calibracio del conductimetre

El conductimetre no necessita gairebé esser calibrat. Tanmateix, si que requereix una
bona precisio o de tant en tant es pot calibrar amb una dissolucié patra de KCI 0,010 M.
Aleshores, s'ha d'operar de la seguent manera:

s Calibracid del conductimetre

1= Omplir fins la meitat el pot de plastic amb la dissolucid patré de KCI 0°'010 M.
2 Introduir la cél-lula en la dissolucio i agitar lleugerament.

Prémer la tecla que indica un flasco amb KC! i apareixera a la pantalla el
valor de conductivitat sense compensar 'efecte de la temperatura. El simbol

de les unitats és llavors intermitent.

Prémer una altra vegada la mateixa tecla i I'aparell introdueix la dada de
q= conductivitat especifica a 20 "C. Les unitats ja no s6n intermitents.

Important:

# Mo tornis la porcio de dissolucio patrd al flascé partida.

Manteniment:

= Treu la pila en periodes llargs que no s'utilitzi | canvia-la quan estigui esgotada.
o Renta la cél-lula amb aigua destil-lada després de cada mesura.

e 8i la cél-lula estd molt bruta es pot rentar amb detlergent o un dissolvent.

* La cél-lula es pot mantenir en aigua destil-lada o a I'aire en periodes de no us.



Conductivitat. Mesura de la conductivitat

Encara que la conductivitat és la inversa de la resisléncia eléctrica de la dissolucid, el
conductimetre dona les mesures en conductivitat especifica, que és el parametre que
habitualment s'utilitza per quantificar la conductivitat d'una dissolucio. Les seves unitats
son Siemen/cm, 1S/cm o mS/em.

Els passos a seguir son:

1= Prémer la tecla i/o; I'instrument esta preparat per a mesurar.
2w Submergir la cél-lula dins la mostra, agitar i llegir directament.

Rentar la cél-lula amb aigua destil-lada i deixar-la a |'aire.

= Pren mostres d'aigua destil-lada, de |'aixeta i d'entrada a la depuradora. Mesura la
conductivitat segons el métode descrit i comenta’n els resultats obtinguts. La mesura de
la conductivitat és simple 1 directa.

Determinacio de l'oxigen dissolt

L 'oximeire necessita un temps llarg d'escalfament, de manera que ha d'estar sempre
en la posicio d'espera o «stand by», stb, a l'aparell.

1- Posa I'aparell en posicié de mesura d'O;.
2- Treu la funda de proteccio de la sonda.
3- Agita la sonda dins |'aigua.

= Determinal'oxigen dissolt en les mostres d'aigua de I'entrada i del reactor biologic.
Has observat diferencies? Quines implicacions creus qgue té aixo en el procés de depuracio
de l'aigua residual que es fa a I'EDAR de Lleida?



Nitrogen. Determinacio analitica de nitrogen

Es faran les determinacions d'amoni (NH, '}, nitrits (NO.") i nitrats (NO,;7) mitjangant un
test colorimeatric. Aguest métode consisteix basicament a omplir dos tubs amb 5 ml de
mostra a cadascun, en un d’ells no s'ha d'afegir res (es diu que fa de blanc). A I'altre tub
es posen els reactius | després es mou conjuntament amb el blanc sobre una escala de
colors fins gue els dos tubs tinguin colors semblants. La lectura del resultat es fa sobre la
mateixa escala de colors.

De vegades és necessari fer una dilucio, perqué la concentracio de la mostra no as

dins del marge de mesura del test. En aquest cas |a concentracio obtinguda s'ha de mul-
tiplicar pel mateix factor de dilucio.

Seguretat i higiene

Penseu que agquesta aigua esta contaminada | per aixd podria donar lloc a malalties
per contacte amb la pell o per ingestio. Per aquesta rao:

o Poseu-vos els guants de |atex abans de comencgar.

Mo us togueu els llavis amb les mans durant I'experiment.

Quan hagueu acabat i ho hagiu recollit tot, traieu-vos els guants i renteu-vos les mans.

A casa, abans de dinar, torneu a rentar-vos les mans.

Cap dels reactius necessita precaucions especials pel seu maneig llevat de dos: en
la determinacic del fosfat s'utilitza acid sulfdric al 10% contingut al tub POs-1ien la
determinacio de detergents, el flasco TA-4 conte cloroform. El maneig ha d'ésser
sense por, perd amb precaucio i coneixent els seus efectes. Ambdds tenen una
etiqueta taronja impresa al flasco.

El sulfuric s un acid corrosiu que provoca cremades a la pell. Si algu es taqués,
cal rentar-se amb aigua abundant.

El cloroform és un compost organic clorat. Es nociu per inhalacio, ingestio
i per contacte amb la pell. Possihilitat d'efectes irreversibles. Si es treballa amb
guants, en un lloc ventilat i després d'utilitzar-lo es tanca immediatament el flasco,
no hihaura cap perill.

Gestio dels residus

Tots els residus generats a les analisis son inofensius per al medi ambient. Per aquesta
rad es poden llencar directament a les canalitzacions de la depuradaora. Només la Tase
organica que es forma en la determinacié de detergents s'ha de recollir separadament.



Nitrogen. Determinacié d'amoni

Mostra G:

Abans de fer 'analisi has de fer una dilucio 1 a 10. Agafa 2 m| de la mostra amb la
xeringa, posa'ls al got i omple'l d'aigua destil-lada fins a 20 ml. Omple els 2 tubs amb 5
ml cadascun d'agquesta dilucié. El liquid arribara fins a la ratlla. Posa un dels tubs a la
posicio de dalt (A) del suport negre i a I'altre afegeix-hi:

* 12 gotes del reactiu NHa'-1 i agita’l amb el tap ben roscat.
e 1 cullereta rasa del reactiu NHa-2. Agita ™ i espera 5 min.

= 4 gotes del reactiu NH4'-3, agita . * i espera 7 min.

Col-loca el tub a la posicio (B) del suport i desplaga'l longitudinalment al llarg de
I'eseala. Quan el color dels dos tubs sigui igual, llegeix la concentracio. Aquest resultat
és el de la dilucié; perd com que la mostra d'aigua estad 10 vegades mes concentrada,
multiplica el resultat per 10 per a saber el resultat final. Buida i renta els dos tubs.

Mosira A

Fes una dilucio 1:3 amb b ml de la mostra A i afegeix-hi aigua destil-lada fins a arribar
a 15 ml al got de plastic. Omple les dos xeringues amb 5 ml de mostra ja diluida. Repeteix
les operacions d'abans i llegeix els resultats a la cartolina. Fes la correccio de la dilucio
multiplicant per 3. Buida i renta els tubs.

5 minuts 7 minuis

blanc mosira mostra mosira

Figura 2. Esquema del procés de mesura de nitrogen amoniacal amb el kit



Nitrogen. Determinacio de nitrits

Mostra C

Fes una dilucio 1:10 agafant 1 ml de mostra C i afegint 9 ml d'aigua destil-lada. Posa
5 ml d'aquesta dilucié a cada tub. Posa el blanc al suport (posicio A) i a I'altre afegeix-hi:

¢ 4 gotes del reactiu NOz-1 al tub amb la mostra i agita ':’"

¢ 1 cullereta rasa del reactiu NO2?-2 i agita F:"
= Espera 10 minuts i després col-loca el tub amb la mostra a la posicio de baix (B)

del suportidesplaca'l per la cartolina amb la mostra i el blanc fins que els colors d'ambdds
tubs siguin iguals. Llegeix el resultat | corregeix el factor de dilucio. Renta els tubs.

Mostra A

Fes una dilucio 1:10 agafant 1 ml de mostra A i alegint-hi 9 ml d'aigua destil-lada.
Posa 5 ml d'aquesta dilucio a cada tub. Posa el blanc al suport {(posicio A) i a 'altre
afegeix-hi:

» 4 gotes del reactiu NO2-1 al tub amb la mostra i agita ‘:"‘

= 1 cullereta rasa del reactiu NOz-2 i agita ;”

* Espera 10 minuts i despres col-loca el tub amb |la mostra en la posicia lliure {B)
del suport | desplaca'l per la cartolina amb la mostra i el blanc fins que els colors
d'ambdos tubs siguin iguals. Llegeix el resultat i corregeix el factor de dilucié multiplicant
el resultat per 10. Renta els tubs.

Figura 3. Esquema del procés de
mesura de nitrogen nitrés amb el kit

10 minuts

blanc mostra



Nitrogen. Determinacié de nitrats

Mostra C

Posa directament 5 ml de la mostra C a cada tub. Posa un dels tubs al suport negre
(part de dalt) i a I'altre afegeix-hi:

= § gotes del reactiu NO3-1, agita ':""
» Una cullera rasa del reactiu NO3-2, agita ‘:', col-loca el tub al suport,

= Espera || 5 minuts.

Desplaca el suport amb els dos tubs al llarg de la cartolina i quan es vegin del mateix
color llegeix els resultats. Com que no s'ha fet cap dilucio, no cal fer la correccio del
resultat. Renta els tubs.

Mostra A

Posa 5 ml de mostra a cadascun dels tubs. Posa'n un a la posicio A del suport (la de
dalt) i a I'altre afegeix-hi:

= 5 gotes del reactiu NO3-1, agita.
= Una cullera rasa del reactiu NO3-2, agita, col-loca el tub al suport

s Espera [*] 5 minuts.

Desplaga el suport amb els dos tubs al llarg de la cartolina i quan es vegin del mateix
color llegeix els resultats. No cal fer cap correccid del resultat per dilucié. Renta els tubs.

Figura 4. Esquema del procés de
mesura de nitrogen nitric amb el kit

blanc mosira mosira



Fosfor. Determinacic de fosfats
Mostra C

Fes una dilucio de la mostra C d' 1:2, pren 5 ml de la mostra C i afegeix 5 ml d'aigua

destil-lada. Posa la meitat a cadascun dels tubs. Posa'n un a la posicio A (la de dalt) del
suport i a l'altre afegeix-hi:

* 6 gotes del reactiu PO&-1, agita .,

Compte! El reactiu P0s3-1 és acid sulfuric
= 6 gotes del reactiu PO:-2, agita ':"'
* Espera -] 10 minuts.

Col-loca el tub a la posicid B del suport i desplaca'l per la cartolina. Quan els colors

dels dos tubs siguin iguals llegeix el resultat a sobre. Fes la correccio corresponent a la
dilucit. Renta els tubs.

Mostra A

Fes una dilucié igual que "anterior amb 5 ml d'aigua destil-lada. Posa el blanc a la
posicio A del suporti a l'altre tub afegeix-hi:

» & gotes del reactiu POa-1, agita %,

Compta! El reactiu P04-1 és acid sulfiric!
= 6 gotes del reactiu PO:-2, agita ':'"
» Espera 10 minuts i despreés

Col-loca el tub a la posicid B del suport i desplaca'l per la cartolina. Quan els colors

dels dos tubs siguin iguals llegeix el resultat a sobre. Fes |la correccio corresponent a la
dilucio multiplicant el resultat per dos. Renta els tubs.

Figura 5. Esquema del procés de
mesura de fosfats amb el kit

mastra mostra



Detergents. Determinacio analitica

Omple |la cubeta amb 5 ml de la mostra i

s Afegeix 10 gotes del reactiu TA-1, agita ':"

= Afegeix 4 gotes del reactiu TA-2, agita .

s Amb |a pipeta de plastic afegeix 2 ml del reactiu TA-4
(Compte! és cloroform!). Tanca el flasco.

+ Tapa la cubeta i agita’'l durant 30-40 segons prement el tap amb forga. Espera [+ 2
minuts fins que se separin dues fases. Treu la fase superior amb la xeringa i
llenga-la al pot de les deixalles.

* Afegeix 5 ml d'aigua destil-lada al liguid que resta a la cubeta, 4 gotes del reactiu
TA-3 i barreja-ho suaument durant 30 segons.

= Espera 2 minuts fins que se separin dues fases i treu la superior amb la xeringa,
després

Compara el color amb la cubeta de referéncia, amb |'ajut de la cartolina blanca.



Activitats posteriors




Els principals indicadors del tractament de
depuracio

L'analitica que vareu fer a 'EDAR no inclou alguns dels parametres més habituals en
el treball d'un laboratori d'aigiies residuals, com ara els solids en suspensid (S5), la
demanda quimica d'oxigen (DQO), la demanda biologica d'oxigen (DBO). No hem fet
aquestes analisis, perqué requereixen d'un procés llarg | d'una infraestructura meés
complexa. Mo obstant aixd, si que podem analitzar alguns valors habituals d'aguests
parametres a I'EDAR de Lleida.

El parametre S5 mesura la quantitat de solids no dissolts presents en la mostra.
S'expressa en mg/l.

La DBO és una mesura de la quantitat d'oxigen consumit pels microorganismes
presents durant la degradacid biologica de la matéria organica de la mostra en unes
condicions prefixades. La DBO s'expressa en mag/l.

La DQOO és una mesura de la quantitat d'oxigen consumit durant I'oxidacio amb reactius
guimics (fortament oxidants) de la matéria organica de la mostra. La DQO s'expressa en
ma/l.

En els dos parametres anteriors, la guantitat d'oxigen consumit esta directament rela-
cionada amb la guantital de matéria organica present en la mostra.

ENTRADA 'SORTIDA

170 mag/l 20 mg/l
160 magy/l 20 mg/l

Taula 1. Valors mitjans dels parametres SS, DBO a I'entrada i sortida de la depuradora.

Un cop feta I"analitica «in situx de I'aigua a I'entrada i a la sortida de I'EDAR, observa
les dades de la taulal i comenta les variacions que s'han produit en els diferents
parametres analitzats. Interpreta aquestes variacions en funcio del que sabeu sobre el
procés de depuracio de les aigles residuals.



Els canvis de la mostra un cop recollida

ATENCIO: L'aigua del reactor bioldgic conté multitud d'organismes, alguns dels quals
poden ser patogens. Cal tenir molta cura en manipular l'aigua: utilitzeu sempre guants
de latex i desinfecteu, per exemple amb lleixiu, tot allo que hagi estat en contacte amb
I'aigua (pipetes, portacbjectes i cobreobjectes, ampolles...)

En la vostra visita a I'EDAR heu tingut ocasid d'agafar una mostra d'aigua del reactor
biologic per a continuar el seu estudi al laboratori de I'Institut.

L'aigua del reactor biologic es troba en unes condicions ambientals (biotop) especials
que han estat dissenyades per a facilitar I'accio depuradora dels organismes (biocenosi).
Quan nosaltres separem una petita quantitat d'aquesta aigua per portar-la a l'Institut,
estem alterant les condicions ambientals de la mostra.

Parametres biologics

Ladepuracid de l'aigua residual a 'EDAR
de Lleida és fonamentalment un proces
bioltgic, tot | que també hi ha processos
fisics. La major part dels processos
biolagics tenen lloc al reactor biologic, que
és un ecosistema complex en qué multitud
d'éssers vius col-laboren en I'eliminacio
dels contaminants que hem afegit a l'aigua.

L'aigua del reactor biologic és un caldo
de cultiu excel-lent on proliferen una multi-
tud d'organismes de grups taxonomics
diferents: hacteris, cianoficies, protozous,
algues unicel-lulars, cenobials i
filamentoses, fongs, a més d'alguns
metazous com ara rotifers, nematodes i
larves d'insectes.

T = Classifica els grups taxonomics presents en el reactor biologic segons tinguin

estructura cel-lular eucariota o procariota, segons siguin autotrofes o heterotrofes, segons
siguin unicel-lulars, colonials o pluricel-lulars. Estableix un sistema d'agrupacio segons
les seves similituds i cerca informacid suplementaria que t'ajudi a diferenciar els grups
d'iguals caracteristiques.



2 = Quins factors ambientals creus que canviaran des del moment en qué agafem la
maostra? Com seran aquests canvis? Poden afectar els canvis a la biocenosi?

Els canvis progressius que experimentara el biotop de la nostra mostra d'aigua, res-
pecte del bidtop del reactor bioldgic produiran canvis progressius en el tipus i fregiiéncia
dels organismes vius que hi s6n presents (biocenosi). Aquesta variacio progressiva de la
biocenosi d'un ecosistema per adaptar-se a les noves condicions ambientals s'anomena,
en ecologia, successio ecologica.

Per tot aixo, cal que observern la mostra d'aigua del reactor biologic el més aviat
possible, si volem que les nostres observacions ens permetin copsar de la millor manera
possible |la biocenosi del reactor biologic. No obstant aixo, si anem fent observacions
sistematiques durant les setmanes segiients, obtindrem informacio sobre la successio
ecologica que es desenvolupara a I'ampolla on tenim la mostra.

Altres caracteristigues

Bacteris

Cianoficies

Protozous

Algues

Fongs

Rotifers

Nematodes

Larves




L'estudi dels components de la biocenosi del reactor bioldgic es pot afrontar de for-
mes molt diferents:

- Podem estudiar I'estructura dels flocs, que com ja hem vist és on té lloc la major
part de |'activitat biologica.

-Padem centrar el nostre estudi en els bacteris que formen part de la biocenosi d'agquest
ecosisterna. Aixd requereix posar en practica moltes de les técniques que son habituals
en microbiologia. Aixi, ens podem proposar determinar quantitativament la poblacio de
bacteris presents en el reactor, o bé ens podem proposar aillar alguna de les especies
presents en la poblacio mixta per estudiar-ne algunes de les caracteristiques: morfologia
de la colonia, morfologia del bacteri... Perd per a fer tot aix0 caldra posar en practica
altres técniques microbiolbgiques més basiques: preparacio de medis | reactius,
esterilitzacid de material | medis.

- Podem fer un inventari de les espécies d'eucariotes presents a I'aigua del reactor
biologic tot observant-ne la morfologia, estructura interna, forma de moviment, habits...
en una mena de safari no violent pel microcosmos d'una gota d'aigua.

fﬁ m Siheufet 'observacio de la mostra d’aigua durant algunes setmanes, segurament

haureu observat I'aparicid d'alguna espécie que no havieu pogut observar durant els
primers dies. Com podem explicar aquest fet? Eren presents a la mostra original? Han
aparegut de sobte?

En general, I'aigua que prové del reactor biologic presenta una concentracio
d‘organismes vius prou elevada perqué no ens calgui preocupar d'aplicar técniques de
concentracio de la mostra. No obstant aixo, si ho volem fer, podem: o bé centrifugar una
mica d'aigua i eliminar el sobrenadant per a observar a continuacio el sediment o bé
deixar sedimentar els flocs i agafar aigua del fons. Aguest ultim sistema produeix una
concentracio de la mostra mes selectiva que el primer sistema.

Els millars resultats els obtindrem si agafem una mica d'aigua de la zona mes rica en
floculs, tot i que agafar-la d'altres zones ens permetra observar |a biocenosi de zones on
el bhiotop és diferent.



Observacio de l'aigua del reactor biologic

Procediment

I e+ Posaunagotad'aigua del reactor biologic sobre un portacbjecte neti desengreixat.
Il » Cobreix la gota amb un cobreobjectes

iIll = Observa la preparacid amb augments progressius fins a arribar a I'objectiu
d'immersio (recorda que per a agquest objectiu cal afegir una gota d'oli d'immersio).

IV = Dibuixa amb el maxim de detall possible les diferents espécies que has observat.
Observa en quina posicio les has vist respecte dels flocs.

V e Intenta determinar el génere al qual pertany cada una de les espécies observades
{per fer-ho pots utilitzar la guia d' identificacio de microorganismes o bé qualsevol
altre llibre que puguis trobar a la biblioteca)

Dibuix.




Activitat 2.3 (2)

Dibuix Descripcio




Observacio de I"'estructura dels flocs

Procediment

I = Mescla sobre un portaobjectes net una gota d'aigua del reactor biologic amb
una gota de tinta xinesa negra (si la preparacio surt excessivament tintada, podeu
reduir-ne la quantitat).

Il = Ceol-loca un cobreohjectes
Il » Observa la preparacio a 100 augments (p.e.10x10). Fixa't especialment en
quin percentatge dels flocs pots observar sense tenyir (part formada per

polimers extracel-lulars secretats pels bacteris) i quin percentatge roman acoloril,

IV e Dibuixa les formes | proporcions que has observat en els flocs.



Observacio de bacteris al microscopi

= Fls organismes procariotes (bacteris
i cianoficies) san tan petits gue resulten
dificils d'observar fins i tot amb un bon
microscopi. Si heu fet observacions de
I'aigua del reactor biologic «in vivos
segurament heu observat que en utilitzar
els objectius de més augments (x40, x100)
apareixien una mena d'ombres poc
definides, moltes vegades mobils, gue us
ha estat impossible identificar. Les
dimensions d'aquestes ombres eren
notablement inferiors a les dels altres
organismes que haviem observat
(eucariotes); son amb tota seguretal
bacteris.

Tot i que l'observacio dels bacteris en
aquestes condicions ja ens ddna alguna
informacio (forma, mabilitat, preséncia
d'associacions, mida relativa...) podem
desitjar augmentar el contrast de la cel-lula
pertal de millorar-ne I'observacio. Per fer aixd
hem de recarrer al tenyiment de les cél-lules.

Existeixen molts tipus de tenyiments
diferents que es poden aplicar en aquestes
situacions: tenyiments simples (amb un sol
colorant), tenyiments compostos (amb meés
d'un colorant), etc. 5i ho desitgeu podreu
trobar informacié en algun manual de
tecnigues histologigues o de microscopia.

Nosaltres us proposarem dues alternatives que son o bé les més facils o be les mes
habituals en I'estudi de la morfologia dels bacteris. Aguestes tecniques son:

Tecnica 1

1 = Tenyiment de blau de metilé

El blau de metilé és un colorant Acid que penetra facilment la membrana citoplasmatica
de les cél-lules (especialment si estan mortes) i reacciona quimicament amb el citoplas-

rma acolorint tot 'interior de la cel.lula.

Procediment:

+ Agafa amb una pipeta o un comptagotes una mica de l'aigua que vols obser-
var | diposita-la sobre un portaobjectes net.

« Escampa |la gota sobre el portaobjecte amb I'ajut d'una agulla emmanegada
o d'una nansa de Kolle, de forma que el liquid es reparteixi el més uniformement

possible sobre el vidre.

= Esecalfa suaument el portaobjectes sobre la flama d'un bec d'alcohol o de gas
fins que l'aigua s'hagi evaporat totalment (amb aixd aconseguirem matar els
bacteris | enganxar-los al vidre; aixo s'anomena fixacid).

¢+ Diposita sobre el portaobjectes unes gotes de solucio colorant de blau de

metilé | deixa'l actuar uns 3 minuts.

# Passat aquest temps renta suaument sota |'aixeta 'excés de colorant fins que
vegis que |'aigua surt neta. Deixa assecar la preparacio i observa-la al microscopi
sense tapar-la amb el cobreobjectes. Per a fer una bona observacio caldra treballar

amb I'objectiu d'immersio (x100).



Tecnica 2

2 = Tenyiment de Gram

El tenyiment de Gram és un tipus de tenyimen! diferencial que és utilitzat abastament
entre els microbidlegs per tal de diferenciar els bacteris que es tenyeixen (Gram +) dels
que no ho fan (Gram -). Aquest fet s un caracter taxonomic molt important.

Procediment:

*« Agafa amb una pipeta o un comptagotes una mica de |'aigua gue vols ob-
servar i diposita-la sobre un portaobjectes net.

« [Escampa la gota sobre el portachjectes amb I'ajut d'una agulla emmanegada
o d'una nansa de Kolle, de forma que el liquid es reparteixi el més uniformement
possible sohre el vidre.

¢+ Escalfa suaument el portaobjectes sobre la flama d'un bec d'alcohol o de
gas fins que 'aigua s'hagi evaporat totalment (amb aix0 aconseguirem matar
els bacteris i enganxar-los al vidre; aixd s'anomena fixacio).

» Diposita sobre el portaobjectes unes gotes de solucit colorant cristall de
violeta i deixa'l actuar 1 minut.

« Decanta el colorant que resta i afegeix unes gotes de Lugol (solucio de
iode-iodur potassic); deixa'l actuar 2 minuts.

» Passat aquest temps renta suaument sota |'aixeta |'excés de Lugol fins que
vegis que l'algua surt neta.

# Cohbreix el portaohjectes amb unes gotes de solucid colorant de salranina |
deixa-la actuar 1T minut.

= Passat aguest temps renta suaument sota 'aixeta |'excés de safranina fins
gue vegls que l'aigua surt neta.

= Deixa assecar la preparacio i observa-la al microscopi sense tapar-la amb el
cobreobjectes. Per a fer una bona observacid caldra treballar amb ['objectiu
d'immersio (x100).

® Fes preparacions tenyides amb blau de metilé i amb el tenyiment de Gram de la
mostra d'aigua del reactor biologic. Pots fer el mateix amb les colénies que han sortit al
laminocultiu (aquesta font de bacteris és millor ja que esta molt més enriquida en bacteris
que no pas |'aigua del reactor). Observa les diferéncies entre els dos tenyiments i
comenta'ls.



Preparacié de medis de cultiu

Al principi de la microhiologia, els medis
de cultiu es preparaven a partir de brous
diversos (de carn, de patata...) solidificats
o no amb I'ajut d'agar. Aguests medis de
cultiu resultaven molt heterogenis i poc
reproduibles, per la qual cosa es van anar
substituint, quan aixo ha estat possible, per
medis de composicié més definida (sals
diverses, vitamines, hidrats de carbaoni,
extractes diversos, etc. en proporcions ben
definides). Aquests medis es poden prepa-
rar bé a partir dels seus components
mesurant-los un a un o bé a partir de medis

deshidratats fabricats de forma industrial
als guals tan sols cal afegir l'aigua i
dissoldre (brous) o fondre (agars).

Si utilitzem un medi deshidratat preparat
de forma industrial, cal seguir les
instruccions de preparacio gque apareixen
en els pots en que presenten el seu medi, o
bé en els catalegs dels seus productes. No
obhstant aixo, donarem a continuacio unes
normes generals de preparacio que podem
seguir en tots els casos, excepte quan el
fabricant del medi indiqui el contrari.

1. Calculeu |la quantitat de medi deshidratat necessari per a preparar el

volum de medi desitjat.

2. Peseu el medi deshidratat que necessitem sense contaminar el pot (no
retorneu producte al pot i utilitzeu estris nets per fer I'extraccio)

3. Introduiu el medi deshidratat en un recipient adient (erlenmeyer o am-
pollal en gué posteriorment introduirem el volum d'aigua desionitzada
necessaria tot | mullant les parets interiors del recipient per arrossegar el
medi deshidratat que hi pugui haver guedat adherit.

4a. Si es tracta d'un medi liguid (caldo), agitarem el recipient fins a la total
dissolucia i després repartirem el medi en tubs gque posteriorment

esterilitzarem a 'autoclau.

4hb. Si es tracta d’'un medi solid (agar), agitarem suaument i despreés

deixarem que el medi s’ hidrati en repos uns 15 minuts. Finalment escalfarem
el medi fins fondre’l totalment (el medi adquireix transparéncia) i el
dispensarem en tubs per ésser introduits a 'autoclau o be I'esterilitzarem i el
repartirem en plaques de Petri estérils.



1 - Preparacio d'una solucid isotonica per a fer dilucions

Les solucions isotoniques son utilitzades frequentment en microbiologia quan s'ha
de posar en contacte els bacteris amb un medi que no en permeti el creixement (exempt
de nutrients) perd que tampoe alteri la viabilitat dels microorganismes (provoqui xocs
osmotics). Existeixen moltes formulacions diferents de solucions isotoniques: solucio
Ringer'™, Aigua de peptona, Aigua de peptona tamponada... De lotes aquestes, la prime-
ra, la solucio Ringer' és la més utilitzada tradicionalment .

Formulacio:

Lasolucia Ringer és una mescla de sals inorganiques que donen lloc a un medi isotonic
amb el del citoplasma dels microorganismes. Té la seglient formulacic:

La solucio Ringer es presenta en dues formes: la forma concentrada i la forma diluida.

Solucid Ringer concentrada:

Clovur sddic (NaCl)
Clorur potassic (KCI)

Clorur calcic (GaCl)___ 0
Bicarbonat sodic (NaHCO,)

Habitualment la solucid Ringer es manté preparada d'aquesta forma, perd s'utilitza en
una dilucio 3:1 {(solucio Ringer’4)

Preparacio

= Posa una mica d'aigua destil-lada en un vas de precipitats.

*  Pesa una a una les sals de la formulacio anterior i afegeix-les al vas de
precipitats que agitarem fins a la total dissolucid.

¢ Passa el contingut del vas de precipitats a una proveta i afegeix aigua
destil-lada fins a obtenir un litre, D'aquesta manera hem obtingut una solucio
Ringer concentrada.

= Sivolem obtenir la solucio Ringer' caldra agafar una part de solucio con-
centrada i diluir-la amb tres parts d'aigua destil-lada.



2 . Dilucions successives de la mostra original

Objectiu

En microbiologia és molt freqiient que una maostra, de la qual volem saber quants
bacteris/ml t&, doni en sembrar 1 ml en una placa de Petri amb medi PCA un nombre de
colonies tal que sigui impossible de comptar-les (=300). En aquests casos, per poder
efectuar un recompte inferior a 300 colanies/ml cal procedir a diluir la mostra problema
en una solucid isotdnica estéril per evitar |a mort dels bacteris per lisi.

Procediment

El procediment que se segueix habitualment es el seglent:

1 = A partir del cultiu problema transfereix 1 ml a un tub d'assaig estéril en
qué previament, has dipositat de forma aséptica 9 ml d’una solucio isotonica
estéril (solucid Ringer™ aigua de peptona, Aigua de peptona tamponada,
etc.).

2 « Agita el tub per tal d'homogeneitzar I'inocul amb el diluent.

3 » Repeteix els passos 112 amb un segon tub, prenent en aquest cas
I'indeul del tub anterior.

4 = Repeteix el pas 3 tantes vegades com dilucions diferents desitgis fer.



3 - Sembra per inclusid

Objectiu

L'ohjectiu d’aguesta técnica és repartir uniformement els m.o. presents en un volum
conegut de mostra per tota la massa del medi de cultiu, de forma que el creixement
posterior de les colonies a parlir de cada un dels m.o. viables permeti fer-ne el recompte
{que expressarem com a unitats formadores de colonies per ml: u.fe/ml).

Procediment

1 = Fon en un bany a 100 "C tants lubs amb PCA com plagues tinguis intencid
de preparar. Un cop fos totalment I'agar, passa'l a un bany a 47" C fins a
estabilitzar la temperatura de 'agar.

2 » Diposita 1cc de cada dilucio preparada en una placa de Petri, retola’ls
adequadament (si vols obtenir resultats més significatius, ho pots fer per
duplicat).

3 « Afegeix a cada una de les plaques de Petri el contingut d'un tub amb
medi PCA temperat a uns 47 'C i homogenitza la mostra amb el medi mitjancant
la combinacié de moviments suaus de la placa en sentit rotatori i en direccions
perpendiculars.

4 » Deixa solidificar 'agar i introdueix les plaques cap per avall a |'estufa
d’'incubacio regulada a 36°C durant 48 h.

5 = Compta el nombre de colonies visibles al final del periode d'incubacio en
cada una de les plagques (si has fet una série de dilucions de la mostra original,
desprecia els recomptes inferiors a 30 i superiors a 300, calcula el nombre de
ufe/ml en la mostra original multiplicant el nombre de colonies pel factor de
dilucio de la placa que sera 10", on n és el nombre d'ordre del tub dins la série
de dilucions comencgant per la mostra original (n=0). Si has obtingut mes d'un
valor valid, pots expressar el resultat final com el valor mitja de tots els valors
acceptables).

En aquesta técnica cal controlar adequadament la temperatura del medi de cultiu (per
evitar matar els m.o. si l'agar és massa calent) i no trigar gaire a homogenitzar la mostra
amb el cultiu (per evitar que es produeixi la solidificacio de I'agar mentre estem fent [a
sembra).



Recompte de microorganismes aerobis mesofils
viables totals

1. Técnica tradicional per inclusié

Objectiu

Determinar el nombre de microorganismes presents en l'aigua del reactor biologic
mitjangant la técnica tradicional. Donades les condicions del cultiu, tan sols farem
recompte dels microorganismes aerobis (estrictes o facultatius), viables {en condicions
de créixer) | mesofils (que creixen bé a temperatures moderades).

L'estudi quantitatiu, de la poblacié de bacteris presents en |'aigua del reactor biclogic,
requereix fer sembres de dilucions successives de I'aigua problema, en un medi nutritiu
no especific i la posterior incubacio a la temperatura adient.

Procediment

1 « A partir de l'aigua problema que vareu recollir a 'EDAR, cada grup realitzara
una série de dilucions decimals (fins a la dilucio 107} segons el procediment
habitual.

2 « Feu una sembra per inclusio en medi PCA per a cada una de les dilucions
{incloent-hi la mostra). Incubeu les plagues a 36°C durant 48 h, passades les
quals realitzareu el recompte.

3 ¢ Expresseu el resultat com a unitats formadores de colonies/m| {u.f.c./ml)
fent la mitjana, si és possible, dels resultats de dues dilucions consecutives.



2. Tecnica amb laminocultiu

Objectiu

Els laminocultius son un sisiema d'obtencid i cultiv de mostres presumptament
contaminades que permet realitzar tot el proceés de recompte de bacteris ifo fongs d'una
forma simple i amb molt poc utillatge de laboratori i instal-lacions.

El sistema consisteix en una lAmina de plastic coberta per les dues cares per dues
capes de medi de cultiu (poden ser iguals o diferents). Aquesta lamina es tanca dins d'un
recipient tubular de plastic que en facilita el transport tot mantenint I'esterilitat | actua
alhora com a cambra d'incubacio.

Segons quina sigui la naturalesa del medi de cultiu del que disposa el laminocultiu
podrem fer recomptes d'una o altra espécie bacteriana (o fins i tot de dues alhora si la
lamina ve preparada amb dos medis diferents)

Procediment

=  Agafa, de forma aseptica, una mostra d'aigua del reactor biologic.
=  Treu el laminocultiu del tub de transport tot descargolant el tap.

+ Sense tocar la superficie del medi amb les mans, submergeix tola la part
del laminocultiu on es troba el medi de cultiv en I'aigua del reactor biologic
durant 3 segons.

*  Treu el laminocultiu de I'aigua, deixa'l escérrer uns segons i torna’l a po-
sar dins del tub de transport. Enrosca el tap sense tancar-lo del tot.

= Porta el tub amb el laminocultiv a 'nstitut, on l'incubareu durant 24-48 h
a 37°C (si no disposeu d'estufa d'incubacio, podeu deixar el laminocultiu en un
lloc que tingui una temperatura el més semblant possible}. Si no podeu
aconseguir temperatures majors de 20-25 graus, aleshores podeu fer |a lectura
dels resultats a les 48-72 h, tot i que heu de tenir en compte que els tipus de
rmicroorganismes que creixeran en aguestes condicions vénen influenciats per
la temperatura de cultiu.

e Compara el nombre de colonies que s'observen sobre el laminocultiu amb
la carta d'interpretacio de resultats.

MOTA: Si en lloc d'utilitzar un laminocultiu preparat amb medi PCA (agar de recompte
en placa), utilitzem medis selectius per a coliforms i Enterobacteriaceae aleshores el
recompte que obtindrem sera més especific i limitat a aguest grup de bacteris.



Carta d’interpretacio de resultats

Els resultats obtlinguts per diferents meétodes d'inoculacio de diferents productes o
materials no han de ser comparals entre si.

Tanmateix, poden comparar-se assajos realitzats per la mateixa técnica en el mateix
tipus de material | obtenir resultats quantitatius.

La lamina Hygicult E/R - GUR esta recoberta, per un costat amb agar YRB modificat
contenint glucosa i lactosa. Aquest medi esta concebut per a la deteccio de bacteris
pertanyents a la familia Enterobacteriaceae.

La preséncia d'aquests bacteris en aliments cuinats és un indicador de la mala
manipulacio i condicions higieniques inadequades. Aquests bacteris creixen sobre el medi
Hygicult E/3 - GUR donant colonies vermelles.

El creixement d'organismes gram-possitius queda inhibit, I'altra cara de la ldmina esta
recoberta amb medi incolor B - glucuronidasa. Aquest medi detecta I'activitat de I'enzim f3 -
glucuronidasa que és especifica per a un 90% d'E.coli aproximadament. L'enzim és produit
també per algunes espécies o' Edwardsiella, Salmonella, Shiquella i Yersinia.

Els organismes B - glucuronidasa possitius creixen en agquest medi donant colonies
marrons de dlversns tons. La coloracio pot ésser feble en algunes sogues a altes
concentracions de 10° 1I} ufe/ml, pel que gualsevol indici de coloracié marrd indica
creixerments B- glucuronidasa possitiu,

Els organismes [& - glucuronidasa negatius, gram-negatius creixen en aquest medi donant

colonies incolores. Els organismes gram-positius queden inhibits.

Per estimar el grau de contaminacio es poden utilitzar els segtlients limits:

contacte immersio/hisop

107 ufefml 107 ufefmil 105 ulefiml 108 ufc/ml
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Figura 6. Patro d'interpretacio dels resultats del laminocultiu



Preparacio de mostres de plancton per a la seva

observacio microscopica

L 'aigua del reactor biologic és un caldo
de cultiu excel-lent on proliferen multitud
d'organismes de grups taxonomics
diferents: bacteris, cianoficies, protozous i
algues wunicel-lulars, cenobials i
filamentoses, a més d'alguns metazous,
nematodes i larves d'insectes.

La densitat d'aquesta biocenosi és prou
gran perqué no ens calgui aplicar técniques
de concentracid (centrifugacio de la mostra
i decantacio del sobrenedant).

La forma de fer les observacions
microscopiques dependra de quin sigui el
nostre objectiu. 5i volem observar la
morfologia dels organismes sense cap
alteracio deguda a la fixacio de la mostra,
hem de recdrrer a observacions en viu de

la mostra sense acolorir (en aquest cas pot
resultar dificil diferenciar les cél-lules del
medi extern) o acolorida amb un colorant
vital (per exemple blau de metilé al 0.1%).
Aquest tipus d'observacid "in vivo" ens
permet apreciar el moviment, pero té
I'inconvenient que cal observar la mostra
el més aviat possible per tal d'evitar els
canvis que succeeixen en les poblacions a
causa de la variacid de les condicions
ambientals del medi produides al separar
la mostra d'aigua del reactor biologic i con-
servar-la en unes condicions diferents.

Sinovolem observar la mostra tot seguit
o bé no ens interessa veure el moviment
podem recorrer a fixar la mostra amhb, per
exemple, formaol.
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