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RESUMEN

La Practica Profesional Supervisada (PPS), se realizd en el Laboratorio de Ensayo Soluciones
Analiticas acreditado (OGA-LE-031-09) bajo la norma ISO/IEC 17025. El laboratorio se
subdivide en tres areas (Agricola, Ambiental y Microbiologia) en donde se realizan analisis
fisicos y quimicos de aguas, suelos y otras matrices como materias primas, bebidas y

alimentos.

Durante la realizacion de la PPS se particip6 en las actividades propias de cada laboratorio
enfocandose principalmente en el Laboratorio Ambiental y en el de Microbiologia. En el
laboratorio Agricola se observo todo el proceso de preparacion de muestras de aguas, suelos y
plantas desde su ingreso hasta su analisis en el ICP (Espectrometria de Masas con Plasma
Acoplado Inductivamente).En el laboratorio Ambiental se participé en la determinacion de
varios pardmetros en muestras de agua, siendo estos: DBO, DQO, Solidos Sedimentables,
Solidos en Suspension y Determinacion de grasas en agua. En el laboratorio de Microbiologia
se particip0 en varios procesos entre estos preparacion de medios y realizacion de analisis
como: Procedimiento para la determinacion de Coliformes totales y E. coli por el método de
sustrato enzimatico; Procedimiento de analisis microbiolégico para la determinacion del grupo
Coliforme por la técnica de fermentacion en tubos multiples; Procedimiento para el conteo de
bacterias aerobias en agua; Procedimiento para la determinacion de Coliformes totales y
fecales en aguas residuales y Determinacién de la presencia de Salmonella sp., Listeria
monocytogenes y Coliformes en alimentos y granos por el método de Inmuno ensayo.

(Compact multiparametric immunoanalyzer mini VIDAS).

En el siguiente informe se incluye la informacién de las actividades realizadas durante la PPS,
asi como también la descripcion de cada uno de los procedimientos de analisis aprendidos y

las técnicas que deben realizarse para poder llevar a cabo cada uno de ellos.
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1. INTRODUCCION

La Practica Profesional Supervisada se realizo en el Laboratorio de Ensayo Soluciones
Analiticas, este laboratorio se especializa en la realizacion de analisis fisicos y quimicos de
aguas, suelos y otras matrices como materias primas, bebidas y alimentos. Es un laboratorio
acreditado bajo la norma ISO 17025 (OGA-LE-031-09), con la que garantizala competencia y
calidad de un laboratorio de primera categoria. Los analisis realizados en el laboratorio se
subdividen en tres areas: Laboratorio Agricola, Laboratorio Ambiental y Laboratorio de
Microbiologia dependiendo de la naturaleza de las muestras y de los parametros a analizar, en
el periodo de practica se pudo participar en los tres diferentes laboratorios realizando

actividades propias de cada uno de ellos que se describen a continuacion:

Laboratorio Agricola: en este laboratorio se analizan muestras de suelos, aguas y plantas. Al
recibir la muestra esta se prepara, si se trata de suelos o plantas estas llevan un proceso de
lavado, secado y molido previamente a analizarlas. Posteriormente se preparan para ser
analizadas en el ICP (Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente) en
donde se evaltuan diferentes compuestos principalmente metales. En este laboratorio se
realizaron observaciones de todos los procesos por los que pasan las muestras hasta ser

analizadas.

Laboratorio Ambiental: en este laboratorio se participé en la realizacion de analisis a muestras
de agua, entre los que podemos mencionar: determinacién de la demanda Bioquimica de
Oxigeno (DBO) y la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) por el método de Winkler,
determinacion de Solidos Sedimentables, Solidos en Suspension y determinacion de Grasas en

agua.

Laboratorio de microbiologia: en este laboratorio se tuvo participacion en dos actividades
principalmente, la primera de ellas fue la elaboracién de medios de cultivo que se utilizan para
los diferentes procedimientos y la segunda fue la determinacion de diferentes andlisis tales
como: Procedimiento para la determinacion de Coliformes totales y E. coli por el método de

sustrato enzimatico; Procedimiento de analisis microbioldgico para la determinacion del grupo



Coliforme por la técnica de fermentacion en tubos multiples; Procedimiento para el conteo de
bacterias aerobias en agua; Procedimiento para la determinacion de Coliformes totales y
fecales en aguas residuales y Determinacién de la presencia de Salmonella sp., Listeria
monocytogenes y Coliformes en alimentos y granos por el método de Inmuno ensayo.

(Compact multiparametric immunoanalyzer mini VIDAS).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Confrontar al estudiante con el ambiente de trabajo de la carrera de Técnico en Acuicultura, a

través de una practica directa, en un contexto institucional o empresarial.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Proveer al estudiante la oportunidad de participar en actividades reales propias de la

acuicultura, pesca y/o manejo de los recursos hidrobiolégicos.

2.2.2 Retroalimentar el proceso de enseflanza-aprendizaje del estudiante, mediante la
integracién de los conocimientos y experiencias tedrico-practicas adquiridas.

2.2.3 Propiciar el desarrollo y ejercicio de los valores morales y éticos del estudiante en el

desempefio profesional.



3. DESCRIPCION GENERAL DE LA UNIDAD DE PRACTICA

Soluciones Analiticas es un laboratorio que cuenta con un equipo de profesionales que brinda
informacion analitica rapida, atil y confiable. El laboratorio esta acreditado (OGA-LE-031-09)
como laboratorio de ensayo bajo la norma ISO/IEC 17025. Cuenta con laboratorios agricola,
ambiental y microbiolégico en donde se realizan analisis quimicos, fisicos y bioldgicos.
(Soluciones Analiticas, 2016)

Figura No. 1 Soluciones Analiticas, Guatemala, Guatemala. (Soluciones Analiticas, 2016)
3.1 Ubicacion Geografica

El laboratorio se encuentra ubicado en la 14 Ave. 19-50 Condado El Naranjo Bodega 23,
Ofibodegas San Sebastian, Zona 4 De Mixco, Guatemala.

o T

e 'Googler

Figura No. 2Ubicacién geografica de Soluciones Analiticas (Soluciones Analiticas, 2016)
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Figura No. 3 Vias de acceso a la unidad de préactica (Soluciones Analiticas, 2016)

A Averida

3.2 Condiciones climaticas

La ciudad de Guatemala cuenta con un clima calido y templado. En invierno hay mucho mas
lluvia que en verano. La temperatura media anual en Ciudad de Guatemala se encuentra
alrededor de 19.4 °C, el mes més caluroso del afio es mayo con un promedio de 20.7 °C. El
mes mas frio del afio es febrero con una temperatura promedio de 17.7 °C.La precipitacion
promedio anual es de 1257 mm, siendo el mes mas seco febrero, con una precipitacion
promedio de 2 mm mientras que el que cuenta con mayor precipitacion es junio con 251 mm

aproximadamente. (Data, 2016)

3.3 Actividades principales de la unidad de practica

Soluciones Analiticas es una empresa guatemalteca con mas de 25 afios de experiencia,
brindando a la industria soluciones practicas para optimizar sus sistemas productivos y
mejorar el control de calidad en sus productos y procesos. El laboratorio realiza tanto para
empresas como para personas particulares muestreos y analisis fisicos y quimicos de aguas,
suelos y otras matrices como materias primas, bebidas y alimentos; cuenta con alianzas
estratégicas con laboratorios internacionales para ampliar la gama de analisis en practicamente
cualquier matriz. También realiza asesorias en el ambito agricola y ambiental.

Cuenta con enmiendas agricolas, en presentacion de sacos de 50 Kg (108.7 Ib) de Cal
Dolomitica, Yeso y Mezcla, Cal Agricola y Magnesita en diferentes proporciones para realizar

correcciones de pH y toxicidad de aluminio en suelos, garantizamos el contenido de los

5



elementos mediante muestreos constantes tanto a la materia prima como a los productos
acabados. Cuenta ademés con estaciones agrometeoroldgicas, estaciones para el monitoreo de
la calidad del aire y estaciones para monitoreos hidrogréaficos; productos para biorremediar
cuerpos de agua, eliminar grasas Yy aceites o eliminar hidrocarburos en aguas y suelos.
(Soluciones Analiticas, 2016)

3.4 Infraestructura
Las instalaciones del laboratorio se dividen en dos éareas, el area de laboratorios y el &rea
administrativa. El area de laboratorios se divide en:
e Zona de recepcion de muestras
e Laboratorio de microbiologia
e Laboratorio ambiental
e Laboratorio agricola
e Laboratorio de fitopatologia
e Area de preparacion de muestras
e Area de hornos, muflas y autoclave
e Oficinas administrativas y de digitacién

e Muestreo

Cada éarea cuenta con el equipo e insumos necesarios para la elaboracion de analisis o

actividades administrativas propias de cada una de estas.

El area administrativa se subdivide en:
e Departamento administrativo
e Departamento de servicios agricolas
e Departamento servicios ambientales y microbiol6gicos

e Departamento de muestreo

El personal de estos departamentos se encarga de actividades administrativas propias de la

empresa asi como también de la atencion al cliente y entrega de resultados.



4 ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

4.1 Cantidad de personal
El equipo de trabajo estd conformado por més de 47 colaboradores entre los cuales se

encuentran profesionales de diferentes areas como: Quimicos, Ingenieros Quimicos,
Ingenieros Ambientales, Licenciados en Acuicultura, Ingenieros Agrénomos y Técnicos de
laboratorio. El personal técnico mantiene procesos de capacitacion y refuerzos constantes con
lo que estan altamente calificados para realizar pruebas analiticas siguiendo las buenas

practicas de laboratorio.

4.2 Calidades del Personal

4.2.1 Vision: Guia, solucién y apoyo para que nuestros clientes optimicen su productividad y

calidad.

4.2.2 Mision: Somos un equipo de profesionales que brindamos:
e Innovaciones tecnoldgicas para la agricultura e industria.
e Servicios de consultoria y analisis quimico, fisico y microbiolégico
e Equipos y productos para programas de gestion de calidad

e Apoyo para el desarrollo de programas de gestion ambiental

4.2.3 Valores: Los integrantes de Soluciones Analiticas comparten y proyectan a la
comunidad, valores de Etica y Responsabilidad.
A través de la mejora continua, nuestros valores son la base para lograr una excelencia
profesional apoyada en caracteristicas claves que forman parte de nuestros
colaboradores como lo son: preparacion técnica y profesional, pro actividad, tenacidad,

creatividad y detalle para la atencion al cliente.

4.2.4 Politica de Calidad: Personal comprometido en brindar informacién analitica rapida, util

y confiable. (Soluciones Analiticas, 2016)



5 ACTIVDADES REALIZADAS

La Practica Profesional Supervisada tuvo una duracion de dos meses durante los cuales se
participo en las actividades propias del laboratorio, dividiendo dicha participacion en las tres

areas técnicas que conforman el mismo.

5.1 Descripcidn de las actividades realizadas

5.1.1 Laboratorio Agricola
En esta area se realiza la preparacion de muestras de aguas, suelos y plantas para su analisis en

el ICP (Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente).

Todas las muestras que ingresan al laboratorio, independientemente del analisis al que vayan a
ser sometidas son recibidas en el aérea de recepcidn en donde se les asigna una etiqueta que
contiene un codigo que consta de un numero correlativo que sirve para identificar cada
muestra, asi como también se agrega un codigo que indica que andlisis deben realizarse.
Posteriormente las muestras son recibidas por el personal técnico de cada laboratorio llevando
un registro de los cédigos de cada muestra y la cantidad de cada muestra que se recibe, esto

permite la trazabilidad de cada una de las muestras.

En el laboratorio agricola una vez que han sido recibidas las muestras se identifica si son
muestras de agua, suelos o plantas. Las muestras de suelos son sometidas a un proceso de
molienda, hasta obtener particulas homogéneas de un determinado tamafio, posteriormente de
ingresan a un horno donde se seca toda la humedad, mientras que las muestras de plantas
pasan por un proceso de lavado con agua desmineralizada, luego de esto se secan en un horno

para posteriormente ser molidas hasta obtener particulas homogéneas.

La preparacion de las muestras se realiza en funcion del tipo de muestra que se considere
(sélida o liquida). Para las muestras solidas (plantas y suelos) es necesario la disolucién de

estas para lo que se utilizan &cidos fuertes para la digestion de la muestra.



La preparacion de la muestra se realiza tomando 0.5g de esta que se colocan en una capsula de
porcelana, a esta se afiaden 5 ml de H2SOa4 y se agita. Posteriormente se afiaden poco a poco 5
ml de H20:2 al 30%. Después de esto la placa se calienta y se afiaden 2 ml de HNOs. Luego de
esto se calienta hasta eliminar el acido nitrico. Para finalizar se realizan varios lavados de las
capsulas con agua destilada ingresando el producto en balones de 50 ml que se aforan con

agua destilada. Luego de esta preparacion la muestra se traslada al ICP.

Figura No. 4 Preparacidn de muestras de agua

La técnica Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente, es una variante de
las técnicas de andlisis por espectrometria de masas. Las ventajas principales de esta técnica
radican en la alta precision, bajos limites de deteccion y bajo coste econémico, analizando la
mayoria de los elementos presentes en la tabla periédica de manera simultanea. La técnica de
ICP combina dos propiedades analiticas que la convierten en un potente instrumento en el
campo del analisis de trazas multielemental. Por una parte obtiene una matriz libre de
interferencias debido a la eficiencia de ionizacién del plasma de Ar y por otra parte presenta
una alta relacion sefial-ruido caracteristica en las técnicas de espectrometria de masas. El
plasma de acoplamiento inductivo de argon es usado como una fuente muy eficaz de iones en
su estado M+. El espectro de masas de esta fuente de iones es medido por medio de un
espectrémetro de masas cuadrupolar. Esto es posible mediante una zona de interfase capaz de

introducir los iones del plasma a través de un orificio (Cono) por medio de una unidad de



vacio diferencial y posteriormente dentro del filtro cuadrupolar de masa (Skimmer).A partir de
esta técnica se realiza la evaluacion de las muestras previamente preparadas, se realiza la
programacion de los elementos que se desea detectar en las muestras y el equipo realiza el

analisis de todos los elementos que se programen de una forma simultanea en una sola corrida.

Después de obtener los resultados deseados estos se reportan por parte de los técnicos al
departamento de digitacién donde se elabora el reporte que sera entregado al cliente.

5.1.2 Laboratorio Ambiental

En este laboratorio se analizan principalmente muestras de agua provenientes de diferentes
fuentes como aguas de procesos en plantas de produccion, plantas de tratamiento, pozos, aguas
de riego, etc. con el fin de determinar si cuentan con las caracteristicas aptas para los
procedimientos en los que son utilizadas; durante el periodo de practica se tuvo participacion
en los siguientes analisis: determinacion de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) vy la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) por el método de Winkler, determinacion de Solidos

Sedimentables, Sélidos en Suspension y determinacion de Grasas en agua.

5.1.2.1 Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBO) y Demanda Quimica de Oxigeno (DQO):

La Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) se define como la cantidad de un oxidante
especifico que reacciona con una muestra bajo condiciones controladas. La cantidad de
oxidante consumida se expresa en términos de su equivalencia en oxigeno: mgO,/L. El método
colorimétrico se basa en la oxidacion de la materia organica por medio de un oxidante fuerte
como el dicromato, el cromo Cr*®de color naranja presente en la solucion de analisis se reduce
a Cr*3de color verde, la reduccion del cromo depende directamente de su reaccion con la
materia organica total existente en la muestra, lo que permite cuantificar la materia organica
presente en la muestra por medio del método colorimétrico que mide la Absorbancia del Cr*3a
600nm. (Leon, 2009)

Metodologia: Después de recibir la muestra previamente etiquetada con el cédigo de la
muestra y el tipo de analisis a realizar esta se licua con el fin de homogeneizarla, luego de esto

se agregan 2ml de la muestra en un tubo de reactivo de rango alto o bajo a partir del color y
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olor que presente, las muestras claras y sin olor corresponden a rango bajo y las muestras
turbias a rango alto; los tubos preparados se colocan en el digestor durante dos horas a una
temperatura de 150°C, posteriormente las muestras se enfrian hasta temperatura ambiente y se
leen en el espectrofotometro. El resultado que se obtiene de esta lectura es el que se reporta y

corresponde a los mgO./L presentes en la muestra.

Figura No. 5 Muestras colocadas en digestor a 150°C

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) se define como la cantidad de oxigeno usado por
los microorganismos no fotosintéticospara metabolizar los compuestos organicos degradables
biol6gicamente. EI método que se utiliza para determinar este valor se conoce como Método
de Wincklerazida para DBOs. Los valores de este ensayo representan la cantidad de oxigeno
en mg/L necesario para que los microorganismos estabilicen la materia organica por accion

bioquimica aerdbica en una muestra de agua incubada por cinco dias en la oscuridad.

Metodologia: Después de obtener los valores de DQO estos se comparan con una tabla que
indica la cantidad de muestra que se debe sembrar para el analisis de DBO, una vez obtenido
este valor se afiade el volumen indicado a una botella de Winkler que se afora con agua
enriquecida con nutrientes (Bufer de fosfatos, NH4Cl, Solucién de CaCl,, FeCls y MgSQa),
esta se incuba por un periodo de cinco dias a temperatura ambiente en la oscuridad. Después
de transcurridos los cinco dias las muestras se fijan con 1mL de Azida de Sodio, 1mL de

11



Sulfato de Manganeso, se mezcla, se agrega 1mL de H>SOg4, se agita nuevamente y se sirven
100mL de la muestra en un matraz Erlenmeyer. Después de esto se procede a titular con
tiosulfato 0.025N y almidén como indicador, se anota cuanto volumen de tiosulfato se gasto y

se realizan los célculos correspondientes para reportar el valor de DBO en mg/L.

s il
Figura No. 6 Método de Winckler azida para DBOs.

5.1.2.2 Solidos Sedimentables:
El término Solidos Sedimentables se refiere a la cantidad de material que sedimenta de una
muestra en un periodo de tiempo. Pueden ser determinados y expresados en funcién de un

volumen (mL/L).

Metodologia: La muestra debe encontrarse a temperatura ambiente, esta se agita previamente
por un periodo de un minuto con el fin de homogeneizarla. Luego de mezclar la muestra se
llena el cono de Imhoff, evitando verter la muestra por las paredes del cono, hasta la marca de
1000mL, se deja sedimentar por 45 minutos. Luego de este tiempo se mueve suavemente
raspando las paredes del cono con una varilla agitadora, se deja sedimentar 15 minutos mas; al
finalizar este tiempo se Anota el volumen de sélidos sedimentables que se observan y se
reportan como mL/L.
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Figura No. 7 Determinacién de sélidos sedimentables por medio de conos de Imhoff

5.1.2.3 Sélidos en Suspension:
Los Solidos en suspension incluyen al total de sélidos en el agua que pueden ser separados
por filtracion a través de un papel de filtro estandarizado. Incluyen los sélidos voléatiles

(materia organica), se expresan en mg/L.

Metodologia: Antes de realizar el analisis deben prepararse los filtros que van a utilizarse,
estos son filtros de microfibra a los que se les realiza un lavado filtrando al vacio 40mL de
agua desmineralizada de un lado y20mL de agua del otro lado, se secan en un horno a 105°C
durante un periodo de una hora, se identifican con un numero correlativo y se pesan anotando
el peso de inicial de cada uno.

Para analizar la muestra se arma el equipo de filtracion, este consiste en un embudo que se
coloca en la boquilla de un kitasato que a su vez se conecta a una bomba de vacio. Se miden
de 100 a 200 mL de la muestra para filtrar dependiendo de la apariencia de esta (muestras
claras menor volumen, muestras turbias mayor volumen), luego de medir el volumen se
procede a la filtracién, una vez filtrada la muestra el filtro se seca por una hora a una
temperatura de 105°C,después de este tiempo se ingresa a la desecadora por un periodo de una
hora, después de transcurrido este tiempo se pesa el filtro y se anota el valor obtenido (el
proceso de secado y pesado se realiza 3 veces); después de obtener 3 valores constantes se
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reporta el valor pequefio, a este valor se le resta el peso inicial del filtro. Después de obtener
este valor se realizan los calculos correspondientes (resultado obtenido * 1,000,000/volumen
de muestra filtrado) y el resultado que se reporta corresponde al porcentaje de solidos en

suspension presentes en la muestra.

Figura No. 8 Filtrado de Solidos en Suspension

5.1.2.4 Determinacion de Grasas en agua:
En esta metodologia se determina la cantidad de grasas y aceites presentes en la muestra
reportando la cantidad de mg/L presentes en esta.

Metodologia: Antes de realizar el analisis deben prepararse capsulas de porcelana que son
previamente lavadas, estas se secan en un horno a 105°C durante un periodo de una hora, se
identifican con un numero correlativo y se pesan anotando el peso inicial de cada una.

Para el anélisis se agregan 250mL de la muestra en una ampolla de decantacién a la cual se
agregan 25mL de hexano el cual funciona como disolvente separando las grasas del agua; se
debe agitar la ampolla por un periodo de 10 minutos, posteriormente se da un periodo de
espera de 10 minutos y luego se procede a la decantacion recuperando el solvente que contiene
las grasas en un Erlenmeyer, el volumen que se recupera se agrega nuevamente a la ampolla
de decantacion repitiendo este procedimiento tres veces. Despues de haber recuperado
Unicamente el solvente a este se le agrega la cantidad necesaria de sulfato de sodio para

remover la humedad y los floculos dejando Unicamente las grasas. El liquido que se obtieneen
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donde estan contenidas las grasas se filtra utilizando un filtro No. 40 y el material filtrado se
coloca en una capsula de porcelana, esta se calienta hasta que se evapora todo el solvente
dejando unicamente las grasas adheridas a la superficie de la capsula; luego de esto se procede
a pesar la capsula anotando el valor que se registra y después se deja en la desecadora por un
periodo de una hora, este procedimiento se realiza tres veces hasta obtener tres pesos
constantes reportando el menor de ellos. Después de obtener este valor se realizan los calculos
correspondientes (peso obtenido-peso inicial *10° /volumen de la muestra) y el resultado que

se reporta corresponde a la cantidad en mg/L de grasas presentes en la muestra.

Figura No. 9 Determinacion de grasas en agua

5.1.3 Laboratorio de Microbiologia

En este laboratorio se evalian muestras de aguas, alimentos y granos principalmente para la
determinacion de presencia de grupos especificos de bacterias como: grupo coliformes (totales
y fecales), E. coli, Salmonella sp. y Listeria monocytogenes a partir de diferentes métodos de
ensayo dependiendo de la naturaleza de la muestra y de las bacterias que se desean identificar.
Durante el periodo de practica se participé tanto en la elaboracion de medios que se utilizan
para los analisis como en el analisis de muestras a partir de los métodos que se describen a

continuacion.

15



5.1.3.1 Elaboracion de medios de cultivo:

Los medios de cultivo son sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio que
rednen una serie de condiciones como son: nutrientes, factores de crecimiento, temperatura,
grado de humedad, presion de oxigeno adecuado, grado correcto de acidez o alcalinidad; estos
factores facilitan el crecimiento de los microorganismos y permiten determinar la cantidad de
estos presentes en una muestra. La base de muchos medios de cultivo es una infusion de
extractos de carne y peptona a la que se afiaden otros ingredientes como el agar, que es un
elemento solidificante, la gelatina, materiales de enriquecimiento como hidratos de carbono,

suero, sangre completa, bilis, colorantes etc.

A continuacion se presenta una tabla en la que se describen algunos de los medios utilizados,
el analisis en el que se utilizan y las bacterias que se detectan en estos.

Cuadro No.1 Medios de cultivo

Nombre del Analisis Determinacién Preparacion
medio
PlateCount Procedimiento para el Bacterias Para  1000mL de agua
Agar (PCA) conteo de bacterias aerobias en desmineralizada agregar 25.4g
aerobias en agua. agua. del medio.

Autoclavear a 121 °C durante
15 minutos.
Enfriar de 45 a 50 °C, verter en

placas (10 a 12 mL en cada

placa)
Caldo Lauril Procedimiento de Prueba Disolver 35.6g del polvo en 1
Sulfato analisis microbiolégico presuntiva del litro de agua desmineralizada.
Doble para la determinacién grupo coliforme. Servir 10mL en tubos de
del grupo Coliforme ensayo. Esterilizar en autoclave
por la técnica de durante 15 minutos a 121°C.

fermentaciéon en tubos

maultiples
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Caldo Bilis
Verde
Brillante
(BVB)

Caldo EC

Caldo EC
Mug

Caldo LMX

Procedimiento
analisis microbiol6gico totales.
para la determinacion
del grupo Coliforme
por la técnica de
fermentacion en tubos

multiples

Procedimiento de Coliformes

analisis microbioldgico fecales
para la determinacion

del grupo Coliforme

por la técnica de
fermentacién en tubos
multiples

Procedimiento de E. coli
andlisis microbioldgico

para la determinacién

del grupo Coliforme

por la técnica de
fermentacion en tubos

multiples

Procedimiento para la Coliformes

determinacion de fecales
Coliformesfecales en

aguas residuales

de Coliformes

Disolver 80g del medio por litro
de agua  desmineralizada.
Disolver y servir 10ml en tubos
de ensayo con campana de
Durham. Preparar ademas, el
medio a doble concentracion.
Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 minutos.

Disolver 37.4 g del medio en un
litro de agua desmineralizada.
Distribuir en tubos de ensayo
que contengan campanitas de
Durham. Esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a
121°C.

Disolver 37g del medio en un
litro de agua desmineralizada.
Distribuir 10mL del medio en
tubos de ensayo. Esterilizar en
autoclave a 121°C por 15

minutos.

Disolver 17g de medio en un
litro de agua desmineralizada,
servir 10 ml de medio en tubos
de ensayo. Esterilizar en
autoclave a 121°C por 15

minutos.

Fuente: Trabajo de campo, 2016
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5.1.3.2 Procedimiento para la determinacion de Coliformes totales y E. coli por el método de
sustrato enzimatico:

Para la siembra de estas muestras previamente se esteriliza el area de trabajo con alcohol al
70%, luego de esto se agregan 100mL de la muestra a un recipiente estéril, se agrega el
sustrato y se agita vigorosamente hasta que el sustrato este completamente disuelto.
Posteriormente la muestra se vierte dentro de la bandeja extrayendo todas las burbujas de aire.
Después de esto la bandeja se introduce en el sellador que dispensara la muestra dentro de las
celdas y sellara la bandeja, esta se incuba a 35.0°C por un periodo de 24 horas. El valor del
numero mas probable (NMP) es obtenido contando los pozos positivos (para coliformes
totales coloracion amarilla y para E.coli presencia de fluorescencia) el nimero de pozos
positivos se compara con una tabla de referencia proporcionada por el fabricante estableciendo
asi el NMP de coliformes totales y E. coli en la muestra.

5.1.3.3 Procedimiento de andlisis microbioldgico para la determinacion del grupo Coliforme
por la técnica de fermentacion en tubos maltiples:

Previamente a la siembra se esteriliza el area de trabajo con alcohol al 70%. Como parte
inicial del analisis se realiza la prueba presuntiva para el grupo coliformes sembrando 10ml de
la muestra en 10 tubos de ensayo que contienen 10ml del medio Lauril Sulfato Doble, estos se
incuban a una temperatura de 35.0°C por un periodo de 48 horas; para la lectura de las
muestras se identifican como positivas las que presenten turbidez o burbuja de gas en la
campana de Durham. Si las muestras resultan positivas se procede a realizar las pruebas
confirmatorias en los medios Bilis Verde Brillante, EC y EC Mug para determinar la presencia
de coliformes totales, fecales y E. coli respectivamente; para esto se toma una azada del medio
Lauril Sulfato Doble positivo y se introduce dentro del medio BVB, luego en el EC y por
ualtimo en el EC Mug. Después de esto las muestras de BVB se incuban a una temperatura de
35.0°C durante un periodo de 48horas, después de este tiempo se realiza la lectura
considerando positivas a las muestras que presenten turbidez o gas en la campana de Durham,
se contabilizan las muestras positivas y se comparan con una tabla para determinar el NMP de
coliformes totales presentes en la muestra. Las muestras sembradas en los medios EC y EC
Mug se incuban a una temperatura de 44°C por un periodo de 24horas, para la lectura se

consideran positivas en el medio EC las muestras que presenten turbidez o presencia de gas en
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la campana de Durham y para las muestras sembradas en el medio EC Mug se consideran
positivas para E.coli las muestras que presenten fluorescencia. EI nUmero de tubos positivos se
compara con una tabla y asi se obtiene el NMP de coliformes fecales y E. coli presentes en la

muestra respectivamente.

Figura No. 10 Analisis microbioldgico para la determinacion del grupo Coliforme por la

técnica de fermentacion en tubos multiples

5.1.3.4 Procedimiento para el conteo de bacterias aerobias en agua:

Previamente a la siembra se esteriliza el &rea con alcohol al 70%. Para la siembra se toma 1ml
de la muestra y se introduce en un tubo de ensayo que contiene 9ml de agua peptonada
realizando asi una dilucién 1:10 de la muestra. Luego de esto se toma 1ml de la dilucién y se
vierte en el centro de placas de Petri (se siembra por duplicado, dos placas por muestra), a esta
se agrega de 10 a 12 ml del medio PCA que debe encontrarse a una temperatura de 45 a 50°C
se agita 10 veces hacia cada lado en forma circular hasta homogeneizar la muestra dentro del
medio, se dejan secar las placas y una vez secas se incuban a 35°C por un periodo de 48horas.
Para la lectura se realiza el recuento de colonias de cada caja, se obtiene un promedio de los
dos resultados y se multiplica por 10 correspondiente a la dilucidn realizada al principio y asi
se obtiene el numero de Unidades Formadoras de Colonia por mililitro de muestra (ufc/ml).
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Figura No. 11 Placa de PCA con colonias de bacterias aerobias

5.1.3.5 Procedimiento para la determinacion de Coliformes fecales en aguas residuales:

Previamente a la siembra se esteriliza el area con alcohol al 70%. Para cada muestra se
siembra un total de 18 tubos realizando 6 diluciones (1:10, 1:1, 1:-1, 1:-2, 1:-3 y 1:-4),
utilizando 3 tubos para cada dilucion. La primera dilucion (1:10) se realiza en el medio
LMX/Doble agregando 10 ml de la muestra en cada tubo que contiene 10 ml de medio, a partir
de esta dilucion se realizan las siguientes agregando 1ml de muestra a los tubos que contienen
10ml del medio LMX/S. Las muestras se incuban a 44°C por un periodo de 24horas. Para la
lectura se consideran positivos los tubos que presenten coloracion azul o turbidez, los tubos
positivos se contabilizan y se comparan con una tabla y asi se obtiene el numero mas probable

de coliformes fecales en la muestra.

5.1.3.6 Determinacion de la presencia de Salmonella sp., Listeria monocytogenes y Coliformes
en alimentos y granos por el método de Inmuno ensayo. (Compact multiparametric
immunoanalyzer mini VIDAS):

El Mini Vidas cuenta dos areas de prueba independientes con 6 posiciones cada uno,
capacidad de procesamiento de 12 pruebas a la vez, las pruebas de intercambio de protocolos
similares se pueden ejecutar en una seccion a la vez, la capacidad de llevar a cabo una o por
lotes resultados de las pruebas en 20-60 minutos, cuenta con un ordenador integrado, pantalla,
teclado y la impresora incorporada. La maquina también incorpora software de uso facil y
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requiere muy poco mantenimiento y calibracién de hora. La prueba es también facil con el uso
de tiras reactivas, auto contenida, con todos los topes necesarios, conjugaciones, y diluyentes
necesarios para completar el ensayo, y consecuencia directa de deteccion del antigeno se

producen en 30-150 minutos.(Biomerieux, 2016)

En el laboratorio el equipo Mini Vidas se utiliza para la determinacién de Salmonella sp.,
Listeria monocytogenes y Coliformes en alimentos y granos, para cada uno de estos analisis

existe un kit especifico que reporta la presencia o usencia de estas bacterias.

Figura No. 12 Inmunoanalizador multiparamétrico mini VIDAS

5.2 Lecciones Aprendidas

Durante la duracion de la practica se obtuvieron varios conocimientos técnicos en la
elaboracién de diversos analisis tanto del area ambiental como del area microbioldgica que
han sido descritos previamente, ademas de esto se obtuvieron conocimientos sobre lo
importante que es mantener registros de todas las actividades realizadas asi como también de

los insumos que se utilizan, ya que esto permite tener una mayor trazabilidad de las muestras.

El uso adecuado de los equipos e instrumentos de laboratorio, asi como de los reactivos y

medios permite obtener resultados mas confiables y que puedan ser reproducibles.
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Tomando en cuenta que el laboratorio donde se realizaron las practicas es un laboratorio
acreditado, se pudo comprender la importancia y los beneficios que representan las
acreditaciones ya que estas constituyen un reconocimiento formal e indicador confiable de la
competencia técnica del laboratorio para efectuar tipos especificos de analisis, asegurandole a
los clientes que los resultados de los andlisis y el servicio de inspeccion son correcto y
confiables. Son una herramienta de mercadeo efectiva ya que varias industrias rutinariamente
solicitan que sus proveedores de servicios analiticos y de inspeccion se encuentren
acreditados. Las acreditaciones permiten también que el laboratorio y los resultados que
presenta tengan reconocimiento internacional, el cual permite que los resultados sean mas

facilmente aceptados en mercados extranjeros.
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6 CONCLUSIONES

. Las muestras que ingresan al laboratorio deben identificarse tanto con el cddigo de la
muestra como con el codigo de los analisis a realizar, estos codigos y registros permiten

mantener un control de la muestra y asi mejorar la trazabilidad de esta.

. Para obtener un resultado confiable es necesario tener un manejo adecuado de los equipos,
material de laboratorio, manejo de reactivos, precision y exactitud al momento de realizar

mediciones y calculos y un conocimiento técnico de los analisis que se realizan.

. Para obtener resultados veraces todas las muestras deben homogenizarce antes de ser

trabajadas independientemente del andlisis que vaya a realizarse.
. Los andlisis que se realizan a las muestras dependen de la naturaleza de estas y de las
necesidades del cliente, debe contarse con el conocimiento técnico necesario para poder

decidir que analisis realizar para obtener los mejores resultados.

. Todos los analisis deben realizarse con responsabilidad y ética laboral para asi poder

entregar resultados veraces y confiables.
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