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I. RESUMEN

El presente estudio se realizé en las lagunas de
estabilizacion de Santo Tomds Atzingo. Estado de México, de junio
a diciembre de 1981.

Se realizaron 12 muestreos con un total de 66 muestras
andlizadas. En este trabajo se utilizaron métodos de aislamiento,

purificacion y determinacion de los géneros Salimonella y Shigella

utilizando ademds medios de enriquecimiento, selectivos y
diferenciales. La determinaciéon se logré al observar la
morfologia macroscépica b% microscépica, asi como las

comprobaciones bioquimicas correspondientes. Paralelamente se
l1levo a cabo el andlisis de pardmetros fisicos y quimicos.

Se estableci¢ la relacidn existente entre los pardmetroes
figicoe y quimicos y la frecuencia de aparicién de los géneros
Salmonella y Shigella, encontrandose que son mds afectados por
los factores bioldgicos (competencia de nutrientes Y
depredacioén).

El funcionamiento de las lagunas se evalué en base a 1la
determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno al quinto dia
(DBO5) Yy otros pardmetros fisicos y quimicos ( pH, temperatura.
oxigeno disuelto, bhiéxido de carbono, nitritos y nitratos).

El resultado de estos pardmetros mostraron que las lagunas
traba jaron anaerobicamente, debido a la alta carga orgdnica y el
oxigeno disuelto no fue suficiente para degradarla completamente.
por lo que no se detecto este elemento en ningun muestreo, Este
factor no fue una limitante para e! desarrollo y crecimiento de

estos géneros ya gue son anaerobios facultativos, ademas utilizan



los nitratos como aceptores de electrones y participan, en la

degradacion de la materia organica, por lo que la mayor

frecuencia de estos microorganismos se encontrd on las Zonas

donde habia mayor acumulacién de materia organica.



II. INTRODUCCION

El agua es el 1liquido mas abundante de la Tierra vy
conatituye un requisito para la vida en todos sus aspectos. vya
sea que gse utilice en procesos metabdlicos, como disolvente de
mineralea o para eliminacién de desechos., Es dificil citar un
fenotmenc natural en el que el agua no participe en una u otra
forma.

El deterioro en la calidad de los diferentes cuerpos de agua
es consgecuencia directa del vertido sin previo tratamiente de las
aguas residuales, que contienen grandes cantidades de sustancias
contaminantes. La naturaleza y efecto sobre los cuerpos de agua
varian de acuerdo al origen del cuerpo de las aguas residuales a
las concentraciones de las sustancias contaminantes, y a los
volimenes de descarga a las caracteristicas propias de los
cuerpos de agua (AWW-APHA-APCF, 1975).

La naturaleza ha previsto medios para la conservaciéon de
este liquido ddndole una capacidad considerable para eliminar por
g1 mismo, sustancias que lo contaminen es decir que se
autopurifique. Este liquido puede moverse en corrientes o estar
relativamente estAtico, como sucede en lagos o estanques, pero
los procesos naturales son similares. Se ha aprovechado esta
autopurificacioén, para utilizarla como etapa final en el
tratamiento de las aguas negras y desechos industriales.

En muchos casog el agua contaminada se hace biolégicamente
menos dafiina y sirve una vez mAs a la naturaleza en una u otra

forma. Esta purificacién se logra por combinacién de factores



fisicos, quimicos y bioldgicos. Los factores fisicos intervienen
en la separaciéon de los solidos suspendidos, las reacciones
quimicas transforman los desechos inestables en productos
inofensivos y los seres vivos contribuyen a la estabilizacion de
la corriente realizando fendmenos tanto fisicos como guimicos.
Este ultimo facztor es ¢! mAs activo y el m&s importante para
lograr el equilibrio de una corriente.

Las lagunas de estabilizacion gon estructuras gencillas de
tierra abiertas a los recursos naturales como son sl sol y el
ajire los cuales ayudan a lograr la purificacién de las aguas.
Estas lagunas reciben aguas residuales, esto es, aguas de tipo
doméstico y aguas provenientes de la industria. Los métodos y el
tratamiento de eaate tipo de lagunas es de bajo costo (Fair,
Geyer,Okum, 13876).

El proceso de descomposicién de la materia orgAnica presente
en las aguas negras es desintegrada primero por los organismos
aerobios con formacion de bioxido de carbono (COp) el cual lo
utilizan las algas en la fotosintesis y en presencia ds luz
solar. En este proceso el oxigeno (Og) del bidxido de carbono
(COZ) es liberado y se disueslve en donde crecen lag algas. Los
aclidos que son descargados en el estado putrefacto suben vy
forman material celular muy estable , el cual puede descargarse
on las algas {Manual de tratamiento de aguas negras. 1976}).

Las lagunas de estabilizacidn que se construyen en México se
emplean como gistemas de tratamiento secundario de aguas
rasiduales. BSin embarge. no se ha dado la importancia a los

mecanismos figico-quimicos y bioldégicos que participan en la



degradacisdn de 1a materia organica. Algunos de los
microorganiamos gque 8e encusniran en las aguas negras gques se
vierten en las lagunas de estabilizacién son patdgenas, de estosm
microorganismos ge puede mencionar a los géneros Salmonella vy
Shigella, que diseminan enfermedades a través del agus &n la via
fecal-oral.

El género Proteugs 8e encuentra con cierta frecuencia en
heces normales vy a menudo aumenta durante ataques de diarrea
causados por otros microorganismoe o inmediatamente después, Es
una de las bacterias mAs comunes en suelos y aguas gque contienen
desechos de materia orgdnica de origen animal y suelen abundar en
aguas de alhanal,‘ ge le identifica como la bacteria de
putrefaccion. A Proteus se ha encontrado asociado con diversas
enfermedadeas Y comprobado muy virulento. ARdemas de su
patogenicidad independiente Be le asocia con otrog
microorganismos, con frecuencia es el agente caugal de afecciones
de via digestivas.

Las principaltes enfermedades hidricas en la zona térrida
son  lasg causadasz por los géneros Salmonella y Shigella como son
la fiebre tifoidea, la paratifoidea (salmoneliosis) vy la
disenterda bacilar (shigelloasis)}. E! hombre comparte algunas
especies paratificas, con los animales domésticos, cerdos,aves,
perrog y puede haber contaminaciédn del agua originada por ellos o
por el hombre mismo.

La materia orgdnica que se vierte en la laguna se utiliza
como fuente de energia, por estos géneros debido a que atacan a
los carbohidratos haciendolo fermentar, reducen los nitratos a

nitritos, porque son bacterias quimiototrofas,



Los géneros Salmonella. Shigella y Proteus son de

importancia meédica ya que son microorganismos patégenos que
producen enfermedades intestinales, El género Salmonella produce
la fiebre tifoidea. la fiebre paratifoidea y gastroenteritis, el
género Shigella produce la disenteria bacilar. Las fuentes de
contaminacién son, alimentos.‘ bebidas que han sido contaminadas
con los géneros ya mencionados. Y las fuentes de contaminacién
entre otras son: la leche y sus derivados, mariecoé, las carne y
sus productos y el agua contaminada, El género Proteug es causal
"de las diarreas de verano de niffos e infecciones de los

hospitales (Jawtz. et al., 1979).



II. GENERALIDADES
1. EL AGUA

El agua es uno de los bienes mds preciados tanto para el
hombre como para animales y vegetales, por lo que es necesario
que se tengan abastecimientos hidricos limpios y seguroa (Walter
y Macbec, 1976). Por 1lo tanto, debe encontrarse libre de
organismos pdtogenos, de sustancias venenosas o fisiolégicamente
indeseables; por otra parte debe ser atractiva a los sentidos.

El agua circula continuamente a través del interminable
ciclo hidrolégico de precipitacion, escurrimiento.
filtracién.retencion o almacenamiento, evaporacién b
precipitacion y asi sucesivamente. La fuente de abastecimiento de
agua es aquel punto o fase del ciclo natural del cual se desvia o
aparta del agua temporalmente para ser usada, regresando
finalmente a la naturaleza. Esta agua puede o no volver a 1la
fuente original; esto depende de la forma en que se disponga de
las agua regsiduales. Para el abastecimiento publico del agua se
usa cominmente tanto 1los recursos superficiales como los
subterraneos (Manual de Tratamiento de agua, 1976).

Debido a que los nicleos de poblacién y centros industriales
han crecido por la continua migracién de las Areas rurales a las
urbanas, la calidad del medic ambiente en las ultimas décadas se
ha visto afectada por las grandes cantidades de desechos y por su
inadecuado manejo. Por lo cual, el control de las aguas
residuales ird4 siendo cada vez mas dificil: debido a esto el

problema tiene dos aspectos, el suministro de agua como vehiculo



de transporte y eliminacién con las suficientes garantias de los
residuos de una comunidad que dispone de un adecuado
abastecimiento de agua (Proteccion y Mejoramiento SARH,1977).

Las actividades humanas dan lugar a una amplia gama de
productos residuales, muchos de los cuales pasan al agua, que
actia como vehiculo de transporte; por lo que; debe ser
cuidadosamente tratada antes de ser eliminada. Estas aguas
residuales pueden contenar deyecciones humanas, residuos
domésticos, descargas industriales, escorrentias procedentes de
Ia agricultura y escorrentias urbanas de agua pluviales. Todos
estos regiduos, individual o colectivamente, pueden contaminar el
medio ambiente (Gloyna, 1976).

El deterioro en la calidad de los diferentes cuerpos de
agua es consecuencia directa del vertido sin previo tratamiento
de las aguas municipales, agricolas e indusatriales, gque contienen
grandes cantidades de contaminantes. La naturaleza y efecto sobre
los cuerpos de agua varian de acuerdo al origen de las aguas
residuales, a las concentraciones de las sustancias
contaminantes, a los volumenes de descarga Y a las
caracteristicas propias de los cuerpos de agua (AWWA-APHA-APCF,
1976) .

Las aguasg que llevan mezclada gran cantidad de materia
orgdnica que la impotabilizan sobre su recorrido puede sufrir una
purificacion natural debido a la accion metabdlica aerobia o
anaerobia de los microorganismos que la transforman en bidxido de
carbono (COg) y agua (Hz0). Asi el agua corriente que recibe los

desechos de 1as ciudades se vuelve potable debido a la



purificacién natural que efectuan los microorganismos (Monitoreo
SARH. 1980)

Es por demds subrayar el estado critico tanto en 1la
degradacion como en escasez que sufren ya algunos de los
recurgos hidrdulicos mas importantes del pais. Una de las formas
mas flexibles del <control de las aguas residuales es el
establecimiento de distritos regionales que se encargen de
colectar. conducir y tratar dichas aguas en forma comunal, Este
tipo de solucién es una de las mAa atractivas desdé el punto de
vista econdmica y social, tanto a nivel individual como regional

y nacional (Proteccién y Mejoramiento SARH, 1977).

2.LAGUNAS DE ESTABILIZACION

El tratamiento bioldgico en alguna de sus formas es la
solucion mas econdmica al tratamiento de las aguas domésticas y
la mayoria de las aguas residuales industriales, Las lagunas de
estabilizacién, son la modalidad de tratamiento bioclégico mas
adecuada ya que son estructuras sencillas donde el suelo no es
caro (Gloyna, 1976), son abiertas al sol y al aire y contienen
bacterias, protozoarios y algas las cuales constituyen los
recursos naturales a que sirven para que se dé la purificacién
de las aguas (Fair, Geyer, Okum, 1976). Eate tipo de solucién es
uno de los mas atractivos desde el punto de vista econdémica vy
social, tanto a nivel individual como regional y nacional
(Proteccion y Mejoramiento SARH, 1977).

Durante 1los ultimos afios se ha desarrollado un sistema de
tratamiento de aguas negras que e basa en el uso de lagunas

especialmente preparadas, a las cuales se les llama lagunas de



estabilizacién., Estos estangue se ugan primero en zonas en los
Que prevalece 1os climas calurosos y los dias sgoleados: pero
tambid4n operan con resultados satigfactorios en los climas mas
frios y muy nublados. Las lagunas se pueden usar practicamente en
cualquier parte variando la eficacia a que puedan operar con
temperatura, la energia luminosa y otras condiciones locales,

Un sistema de lagunas se proyecta usuaimente para recibir
aguas gomasticus o industriales sin un tratamiento previo. pero
también puede preveerse para tratar afluentes primarios -]
gsecundarios de fdbricas, fangos activados en exceso o fango
diluido de pozoes negros. Las lagunas pueden utilizarse para
pretratamiento de aguas residuales, para reducir la mayor parte
de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) aai como reducir 1la
concentracién de los agentes pAtogenos (Gloyna, 1976). De acuerdo
al nivel de oxigeno. las lagunas pueden estar incluidas en uno de
estos grupos,
~--Lagunas anaercbias de pretratamiento, no requiere de oxigeno
disuelto ya que las bacterias anasercobias llevan a cabo particion
de moldéculas orgédnicas complejas.

——-Lagunas aerobias de estabilizacién de aguas residuales, la
descomposicion de la materia orgdnica se mantiene asrcbia en toda
la laguna por medio de la actividad fotosintetica de las algas.
—~--Lagunas facultativas de estabilizacién de aguas residuales: la
concentracién ds oxigeno disuelto se encuentra estratificado una
zona superior aerobia y una‘anuerobiu cerca del fondo.

-—-Laguna de estabilizacién de aguas residuales con aersaciodn
mecAnica; donde aereadores mecdnicas ayudan o sustituyen a las

aigas como generadoras de oxigeno. Dependiendo de las
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caracteristicas del afluente de 1la laguna, 8on, primarios,
secundarios o terciarios (Limon, 1979).

El proceso de descomposicion del material orgdnico se
empieza a degradar, tanto aerobia como anaerobiamente mediante
procesos bioquimicos de oxidacién., El material orgénico en
suspencion de mayor densidad que el agua, se precipita al fondo
donde es primeramente hidrogenada para posteriormente ser
degradada biolégicamente bajo condiciones. aerobias
principalmente. El material organico soluble es degradado
aerobicamente en un proceso biolégico eﬁ que intervienen tanto
algas como Dbacterias que interactuan simbidoticamente. Las
bacterias wutilizan la materia orgédnica soluble., la cual la
transforman en protoplasma microbiana y en productos finales del
metabolismo bacteriano que consiste primordialmente en compuestos
estables, bioxide de carbono (COz) y los compuestos orgdnicos se
aprovechan por las algas las cuaies utilizan ia energfa solar
para sintetizar compuestos y producir material orgdnico en forma
de protoplasma Dbiolégico y oxigeno (Op). Ambos productos son
ugsados para las bacterias para continuar la degradaciéon de los
desechos bajo condiciones aercbias (Monitoreo SARH, 1978).

Las lagunas de estabilizacién pueden usarse como un
tratamiento completo cuando reciben aguas negras crudas, c¢omo un
tratamiento secundario para aguas negras sedimentadas o también
como tratamiento adicional para afluentes de procesos
secunharios. Se han usado mias generalmente como tratamiento
secundario de afiuentes primarios.

Estos estangues son de construccion barata y requieren de un

11



minimo de operacién. En uso se limita a las poblaciones pequefias
donde pueda disponerse de terreno ya que se requieren grandes
superficies y estanques aislados (Gloyna, 1976: Fair, 1976
Desarrollo Urbano , SARH 1976, Monitoreo 1980).
3.~ Cararteristicas Generales de las Bacterias

Las bacterias son microorganismos que tienen la habilidad de
desdoblar o metabolizar y utilizar muchas sustancias organicas
complejas (Pikes,1973). Ademds son mAs pequefias que otros
protistas, por su gran coeficiente superficie—volimen presentan
una mayor capacidad para el intercambio de nutrientes con el
fluido circundante (Facultad Ingenieria UNAM, 1966).

Al grupo de la familia Enterobacteriaceae se le ha dado un
interés especial, pues tiene géneros que son patégenos tanto para
el hombre como para algunos animales (Buchanan.1974: Brook, 1978;
Jawetz, 1979).
4.~ Caracteristicas de la familia Enterobacteriaceae

Son bacilos pequefios, gram—negativc, son méviles por medio
de flagelos peritriticos o inméviles, pueden presentar cApsula c
no, son aerobios o anaerobios facultatives, crecen rapidamente en
extracto de carne, algunos miembros presentan requisitos
especiales para su crecimiento. Son quimiorganotrofos, producen
4cido a partir de la fermentacién de la glucosa y otros
carbohidratos, normalmente son anaerdgenicos, pero hay grupos
aerogénicos. Su catalasa es positiva con excepcién de un serotipo
de Shigella. su oxidasa es negativa, reducen los nitritos a
nitratos (Buchanan, 1974; Bailey. 1974; Broock, 1978).

4.1- Género Salmonella

Los miembros de este género, no forman esporas, se
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desarrollan con facilidad en los medios comunes, son bacilos
normalmgnte moviles por medio de flagelos peritriticos, algunos
no lo son(Salmonella gallipaurum y Salmonella pollurum) utilizan
citrato como fuente de carbono, fermentan la glucosa con
produccion de gas y Acido con excepcién de Salmonella typhj.Son
fuentes adecuadas de nitroégeno y carbono, la tempeatura optima es
de 37xC, sgon aerobioa desarrollandose igualmente en condiciones
anaerobias facultativas. Su estructura antigénica es complejia
presentan tres antigenos; antigeno O somAtico de grupo; antigeno
H o flagelar presente y antigeno Vi 6 de virulencia, producen
Acido sulfhidrico, no utilizan lactosa ni salicina, no licuan la

gelatina ni utilizan indol (Broock,1977:Bryan,1984).

Patogenidad

Los bacilos del grupo Salmopnella son patdgencs en mayor o
menor grado. Los hospederos naturales de estos géneros, sgon el
hombre y los animales.

La naturaleza infecciosa de la fiebre tifoidea fue descrita
por William en 1856: este autor, con base en los datos
epidemioldgico sugirid que el padecimiento era trasmitido por el
agua contaminada con desechos, y que la fuente del agente
infeccioso eran las heces humanas (Burrow, 1976).

Salmonella es un pardsito obligado., se encuentra dentro del

hospederc animal{(S.typhi, S.paratyphi A Yy generalmente S..

paratyphi B) son pardsitos obligados dei hombre, al que pueden
causar enfermedades o que se transforma en portador. Las aves se
infectan incluyendo pollos, pavos, y patos, el cerdo es el gque se

infecta mds frecuentemente.
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La infeccién por Salmonella se adquiere por ingeatién de
los microorganismos generalmente con agua, leche o alimentos
contaminados (Burrow, 1976). En el hombre pueden producir dos
modelos de infeccidén. 'La infeccién generalizada con fiebre
continua cuya caracteristica es la fiebre enteérica, tipo fiebre
tifoidea, producida por S. typhi y un reducido grupo de serotipos
e infecciones localizadas en el tubo digestivo o enteritis
febriles, tipo gastroenteritis o enterocolitis por' toxiinfeccién
alimentaria, que pueden ser producidas por la mayoria de los
gerotipos.

En el hombre se presenta un estado de portador, generalmente
trangitorio excepto en casos crénicos por §. typhi y hay descarga
de microorganismos con las heces. La infeccidén puede ser
adquirida de esos portadores, pero probablemente la mayor parte
de las infecciones humanas son por animales o sea contaminacidn
de alimentos con heces de roedores o de huevos integros vy
desecados por gallinas infectadas (Burrow, 1976; Pumarola, 1984;
Carpenter, 1979: Jawetz., 1979).

4.2- Género Shigella

Los miembros de este género presentan las siguientes
caracteristicas. Son bacilos gram-negativos, no forman esporas,
fermentan carbohidratos con produccién de dcido pero no de gas,
no son moviles, son aerobiog y anaerobios facultativos, su
temperatura optima de desarrollo es de 37xC, crecen en extracto
de carne de res, fermentan la glucosa, no fermentan la lactosa,
no producen sulfito de hidrégeno (H,S). producen catalasa con

ciertas excepciones. Dentro del género se pueden diferenciar
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cuatro especies que a su vez se dividen en serotipos,la
fermentacion del manitol es variable(positivo para S. flexneri,.
S. bovdij y S sonnei negativa para S dyseteriae (Buchanan, 1974;
Pumarola, 1984; Burrow, 1976; Jawetz, 1979). presentan dos
antigenos; antigeno O, constituido por uno o varios factores
antigenos responsables de la especificidad; el antigeno capsular
K. termolabil que solo la presentan algunos serotipos y es
responsable de la O-inaglutinabilidad(Punarola, 1984, Burrow,
1976; Jawetz, 1979).

Patogenidad

La disenteria Dbacilar es una enfermedad relativamente
frecuente en el hombre, sobre todo en climas cAlidos y tiende a
asociarse con las condiciones que favorecen la diseminaciéon de
los reservorios humanos(Burrow, 1976).

Las shigellas ingresan por via digestiva, es una primera
fase, los geérmenes se desarrollan en e] intestino delgado, su
habitat natural es el intestino grueso del hombre (Jawetz, 1979).
Los bacilos se encuentran a veces en cantidades enormes en las
heces (Pumarola, 1984; Jawetz, 1979).

La diseminacion de 1os bacilos se debe al paso mds o menos
directo del bacilo especifico del intestino infectado a los mAs
digestivos de un individuo suceptible. El agua contaminada puede
participar en algunos brotés. La eliminacion inadecuada de
excreta, que permite la diseminacion por moscas Yy la
contaminacion de alimentos por el mane jo de portadores crénicos y
convalecientes son portadores de la disenteria bacilar(Burrow,
1976).

4.3- Género Proteus

15



Son bacilos gram-megativo. son méviles por medio de flagelos
peritriticos, no forman cApsula o esporas. lictian la gelatina,
fermentan 1la glucosa con produccién de &cido y gas fermentan
otros carbohidratos, son lactosa negativa y urea positiva, son
aerobios y anaerobios facultativos., La mayoria llevan vida libre
en el agua, en el suelo,y en las aguas negras. Las especies
méviles contienen antigeno H, O sématico(Burrow, 1976; Carpenter,
1979: Jawvetz,1979).

Patogenidad

Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza,
aguas residuales, suelo, plantas y materia orgdnica 'en
descomposicidén, forma parte de la flora intestinal del hombre vy
de los animales, ¥y puede intervenir en infecciones humanas como
patogeno oportunista(Pumarola, 1984), se encuentra con frecuencia
en la heces normales y a menudo aumenta durante atagques de
diarrea causados por otros microorganismos o inmediatamente
después.

La accidon patdgena en el tracto urinario es la mas

importante y estd asociada con la presencia de Proteus mirabilis,

E]l género Proteys se ha encontrado asociado con diversas
enfermedades, entre ellas se encuentran infecciones de ojo ¥y
oido, peritonitisa , ast como abscesog en muchas partes del

cuerpo.

§. CARACTERISTICAS DE LA ZONA DE ESTUDIO
Las lagunas de estabilizacién se encuentran en el ejide de
Santo Tomds Atzingo, perteneciente al municipio de Tlalmanalco de

Veldzquez, Estado de México.
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El ejido 8#e encuentra geogrdficamente situado entre las
cag de verano, el verano es fresco con
temperatura media del mes mas caliente menor a 22xC (C(w) (b)g.
La precipitacioén total anual es de 960 mm

La temperatura media anual es de 14.1xC. La temperatura
maxima al interperie a lo largo del afio fue de 29xC y la minima
de -3xC.

A lo largo del afio se registraron 122 dias con lluvias y 150
dias despejados, 23 dias con heladas, la primera es en el mes de
octubre y la ultima en el meas de verano, el verano es fresco
temperatura media del mes mas caliente menor a 22xC (C(w) (blg.
La precipitacién total anual es de 960 mm

La temperatura media anual es de 14.1xC. La temperatura
maxima al interperie a lo largo del afio fue de 29xC y la minima
de -3xC.

A lo largo del afio se registraron 122 dias con lluvias y 150
dias despejados, 23 dias con heladas, la primera es en el mes de
octubre y la ultima en el mes de enero.

La evaporacién fue de 1278.9 mm, un dia con granizo y 43 con
tempestad eléctrica, 17 dias con niebla y 10 con rocio.

Durante el afio predominaron dos tipos de vientos: vientos
débiles variables y vientos moderados variables, registrandose
principalmente los primeros.

Desde 1970, el poblado cuenta con agua potable, teniendo
como fuente de abastecimiento el Sistema Morelog. Tienen ademas
tomas domiciliarias y sistema de alcantarillado. En 1980 el

numero de habitantes fue de 1200.
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Datos proporcionadogs por la Secretaria de Programacion y
Presupuesto en el departamento que corresponde al censo y por la
Presidencia Municipal del Municipio de Tlalmanalco de VelAzquez.

Los estanques de estabilizacién estan ubicados en las
afueras del poblado . Cada uno de los estanque presenta las
siguientes dimenciones.

Largo - 41.80m
Ancho -~ 14,60 m
Profundidad - 1.50m

Son dos estanques en paralelo (ver fig. 1) Qque estan
conectados entre s8i, por medio de cinco conecciones de
aproximadamente 15cm de los cuales s86lo uno estaba on
funcionaminento durante e] presente estudio. El Area gque
comprende estos estangue esta rodeada por una cerca de alambre la
cual tiene una puerta gue normaimente esta cerrada.

Las aguas de desecho doméstico llegan a las lagunas través

del alcantarillado para ser tratadas.
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3a
3b

4.6 m

—— L g Afluente %g
Laguna 1
g7 5274777} zss0] [ 4a34) i
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4.6 m
S5a
5b

Efluente & —

1. Afluente

41.8m

Za. Centro superficie primera laguna superficial (5cm t)
2b. Centro primera laguna profundidad media (50 cm %)
3a. Esquina primera laguna profundidad media (5 cm ¢} -
3b. Esquina primera laguna profundidad media (50 cm t)
4, Conexidon de la primera laguna con la segunda

Sa. Esquina segunda laguna superficial (§ cm %)
5b. Hsquina segunda laguna profundidad media (50 cm t)

6. Efluente
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

ESTUDIAR LAS BACTERIAS DE LOS GENEROS Salmonella y Shigella,
EN UNA LAGUNA DE ESTABILIZACION EN SANTO TOMAS ATZINGO, ESTADO DE
MEXICO, EN EL PERIODO COMPRENDIDO DEL MES DE JUNIO AL MES DE
DICIMEBRE DE 1981.

OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Aislar y determinar los microorganismos de los
géneros Salmonella y Shigella en una laguna de
egtabilizacion facultativa.

b} Relacionar algunos parametros fisicos y quimicos con
la incidencia de los microorganismos de los géneros Salmonella y
Shigella en una laguna de estabilizacion facultativa.

c) Determinar la actividad funcional de los

microorganismos de los géneros Salmonella y Shiqella; en una

laguna de estabilizacién facultativa.
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V. METODOS

Log métodos s8e dividen en dos fases: MaAtodo de campo Yy
Método de Laboratorio.

Se realizaron dos muestreos cada mes, de junio a diciembre.
a fin de abarcar las estaciones de verano, otofioc y parte de
invierno. Log muestreos siempre se realizaron entre las 9:00 y
11:00 a.m.. Las estaciones de muestreo gque se encuentran
sefialadas en la figura 1 fueron seleccionadas para abarcar las
zonas importantes de este sistema de lagunas facultativas,

1. Trabajo de Campo
1.1 Muestreo Bacterioldgico.

Las muestras se tomaron con botellas Naussen(frascos de
vidrio transparentes con tapén esmerilado de 125 ml), las cuales
8e esterilizaron previamente a 15 1b de presioén, durante 15 min.
Para tomar las muestras los frascos se introdujeron en el agua a
contra corriente a dos profundidades, una superficial y la
segunda a 50 cm, respectivamente, excepto en el afluente,
conexion y el efluente ver (fig 1).

Una vez recolectadas, las muestras se mantuvieron en hielo
hasta sau andlisis. El intervalo que transcurri¢ entre la
recoleccidn y el andlisis no excedidé de 4 hre.

1.2 Muestreo para AnAlisis Fisicos y Quimico.

Posteriores a cada muestra bacteriolégica en la estacidén de
muestreo correspondiente se tomaron las muestras para los
parametros fisicos y quimicos, para obtener una correlacion de

ambos datos.
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Para las muesatras de biéxido de carbono se utilizo el método
tritimétrico (Standar Methods, 1980: Manual del curso técnicas de
muestreo, 1978) con hidroxido de sodio (NaOH) estos se procesaron
inmediatamente en el campo. La temperatura se tomd con un
termométro de mercurio (Hg) de inmersidn (-~10 a 110xC). El pH
con un potenciométro de campo.

Las muestras para OD y DBO se tomaron con botellas para
"DBO" con ayuda de la botella Van Dorn utilizando ei método de
Winkler modificado (Standar Methods, 1980).

A las muestras para apalisis de NOj y NOz se les agrego en
el campo 40 mg de HCl/l como conservador y se transportaron en
hielo para su andligis en el laboratorio,
2.Trabajo de Laboratorio
2.1 Pardmetros Fisico- Quimicos

Los parsmetros que se realizaron en el laboratoric fueron
demanda biogquimica de oxigeno al guinto dia (DBOg )}, nitrogeno
amoniacal, nitrégeno de nitritos, nitrdégeno de nitratos, solidos
totales y susgpendidos. log reactivos gue se utilizaron y las
técnicas se tomaron del Manual Estandar para el andlisis de aguas
y de deaschos 1980,

La determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno al
quinto dia se realizd por el método de titulacidn de Wincler,
los nitritos por el método de dcido sulfanilico y los nitratos
por el método de la brucipa., Estas determinaciones asi como las
de loa a6dlidos disueltos,gdélidos suspendidos y gasto se
realizaron utilizando los métodos descritos en el Manu;l Estandar
del Agua de desechos {(Manual Estandar para el andlisis de aguas y

de degsechos 1980.)
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2.2. Bacterioclégico.
Aislamiento.

De ias botejliass Naussen que contienen las muestras para ios
andlisis bacteriolégicos, se inocularon en condiciones asépticas,
10 ml de la muestra en tubos que contienen Caldo Selenito de
Sodio (medio de enriquecimiento) ver Anexo II, los tuboa se
incubarén a 37 xC durante 24 hrs.

Después de la incubacién, ae tomaron inoculos del medioc de
enriquecimiento y se sembraron por el método de estrias cruzadas
(Bailey et al., 1974) sobre cajas de petri conteniendo medios
selectivos (Bioxon, 1975; BBL, 1974, Vasgsilisidis, 1978) Agar
Salmonella ¥y Shigella. Agar Verde Brillante y Agar Sulfito de
Bismuto (ver Anexo II).

Se incubaron durante 24 hrs a 37 xC y posteriormente a las
colonias que presentaron caraceristicas morfolégicas de los
géneros Salmonella, Shigella y Proteug (Buchanan, 1974 Bioxon) se
les realizaron lecturas macroscdpicas y microscopicas por medio
de la tinciodn Gram.

Pogteriormente se tomaron inoculos de las caracteristicas de
los génerop ya mencionadas y se sembraron por el método de estria
cruzada en cajas de petri que contenian los métodon
diferenciales:Agar Nutritivo o Agar Soya Tripticaseina (ver Anexo
I11).

Las cajas se incubaron a 37xC durante 24 hrs y se les
realizaron lecturas macroacépicas y microscopicas (Tincion de

Gram} Las que presentaron las caracteristicas esperadas sae
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resembraron en tubos inclinados que contenian Agar Infusioén
Cerebro—- Corazén (ver Anexo II). Los tubos se incubaron a 37xC,
durante 48 hrs,

De estos ultimos se tomaron inocuios para realizar las
pruebas bioquimicas para la identificacién de los microorganismos
pertenecientes a los géneros Salmonella, Shigella y Proteus.
-Tincidén Gram (Standard Method, 1980).

Colocar una gota de agua destilada sobre la superficie Ilimpia
de]l porta-objetos,colocar inmediatamente el indculo del cultivo.
extendiendolo bien en la superficie, secar al aire.

Fijar el frotis a la flama, pasando cerca de esta en forma rapida.
Cubrir con cristal violeta-oxalato de amonio durante un minuto
Lavar con agua hasta quitar e! colorante. Cubrir con lugol
durante 4 minutos.

Lavar con agua hasta quitar el lugol.Decolorar con alcohol-
cetona, durante 10 segundos.

Teftir con safranina, durante 30 segundos. Lavar con agua y quitar
el exceso de esta, dejar secar.

Se observa al microscopio. La descripciédn de las soluciones se
refieren en el anexo II

- Caracteristicas Coloniales (Gloyna, 1975).

La identificacion morfoldgica de las colonias se realizd
obgervando las siguientes caracteristicas. (Rodina, 1572).

Borde: puede sger liso, ondulado. filamentoso, estriado,
rugoso,etc.

Color: es variable dependiendo del medio de cultivo y de la
especie que se trate

Congistencia: puede ser blanda, dura, viscosa, butirosa, etc.
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Elevacién: plana, convexa, en forma de gota, en forma de
cratér, etc

Forma puede ser circular, punteada, filamentosa.

Luz: pueden ser opacas o translucidas.

Superficie: lisa, radiada, estriada, rugosa. ondulada, etc.

Pruebas Bioquimicas (Mc Faddin, 1980).

Las pruebas bioquimicas se realizaron sembrando inoculos de
las bacterias aisladas de los tubos con Agar. Infusién Cerebro-—
Corazén (ver Anexo II) a medios especificos.

- Catalasa depoasitar 2 gotas de peroxido de hidrégeno (H O) al 3%
(ver Anexo II) sobre una colonia aislada la prueba es pogitiva si
hay burbujeo (gas).

- Citrato inocular por estria y puncién hasta el fondo en los
tubos que contienen medio de citrato de Simmon (ver anexo II)
Incubar a 37xC durante 24 hrs. La prueba es positiva si después
de la incubacién hay un vire verde a azul, o cuando hay
crecimiento sobre el medio.

- Indol s8se inocularon en tubos con medio SIM (ver anexo II) por
puncién hasta el fondo, se incubaron a 37xC, durante 24 hrs.
Agregar 0.5 ml de reactivo de Kovac (ver anexo II). La prueba se
considera positiva cuando el reactivo vira a un color rojo
cereza.

- Produccién de sulfuro de hidroégeno (HgS)., los tubos con medio
SIM (ver anexo II) se inocularon por puncién hasta el fondo, se
incubaron a 37xC, durante 24 hrs. La prueba se considera positiva
ai en el medio aparece un color negro.

-~ Rojo de Metilo se inocularon por suspensién , tubos con medio
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Voges Progkaver — Rojo de Metilo (ver anexo 1I), se incubaron a
37xC durante 24 hrs, La prueba ®s positiva gi al agregar unas
gotas de rojo de metilo, aparece un color rojo; dgi el color ea
amarilio. la prueba es negativa,

~ Urea, 8e inocularon por suspensién tubos con caldo urea, se
incubaron a 37xC durante 24 hrg. La prueba es positiva cuando el
moedio cambia a rosa intenso.

~ Voges—Proskauer: el medio utilizado es el mismo para ia prueba
del rojo de metilo. Despuéds de la inoculacion se agregan al medio
cuatro gotag de la solucidn de hidrdxido de potasio (KOH) al 40%
Yy 0.5 ml de solucién de alfa—~naftol al 5 %. La prueba es positiva
cuando aparece un color rojo.

~ Relaccién de nitratos y nitritos: En medios liquidos para la
reduccién de nitratos (ver anexo II) se aiembran dos inoculos detl
microorganismo aislado y se incubaron en las mismas condiciones
que las pruebas anteriores. Deppuéds de la inoculacidn se vierten
unas gotag del medio en un vidrio de reioj y se agregan dos
gotas de reactivo de Greiss y dog gotas de!l reactivo de Greiss Il
{ver anexoc II}. Los nitrites se valoran al agregar A&cido
gulfanilico y alfanaftilamina. La prueba es positiva ai sge

obaerva un color rosa o rojo intenso,
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ESQUEMA 1

METODOLOGIA DE CAMPO

Observaciones de los fendémenos
ambientales

Toma de muestras bacterioldgicas
en las estaciones de muestrec

Transporte de las muestras al Toma
laboratorio en refrigeracioén

de las muestras para la
determinacién de los parametros

figicos y quimicos

Determinacién en Determinaciones en

el campo de CO¢, OD,
pH, temperatura
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" ESQUEMA 2

Diagrama de aislamiento y determinacion de los géneros

Salmonella, Shigelia y Proteus

Siembra de muestras bacteriologicas

Inoculacidn en Caldo Selenito de Sodio
Incubacién a 37xC durante 18-24 hrs,

|

Siembra en los medios selectivos

1.~ Agar Salmonella Shigeila
Morfologia 2.-Agar wverde Brillante —~——ee— e Tincién Gram
Colonial .~Agar Sulfito de Bismuto

Incubacion a 37xC durante 24 hrs

Siembra en medios diferenciales
Morfologia 1.- Agar Nutritivo e T'incién Gram
Colonial 2.-Agar Soya Tripticaseina

Incubacién a 37xC durante 24hrs

Inoculacién en Agar Infusién de —————e Tincidn Gram
de Cerebro~Corazon

Determinacién: Pruebas Bioquimicas

Catalasa Indol

Citrato INViC He8

Glucosa Reduccion de NOg
Lactosa Reduccion de NOg
Fructuosa Rojo de Metilo
Maltosa Urea

Manitol Voges-Proskauer
Sacarosa Licuacién de gelatina
KCN
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VI. - RESULTADOS

Se realizaron 12 muestreos, en las lagunas de estabilizacion
en los cuales el total del numero de muesatras anadlizadas durante
el estudio bacteriolégico fue de 66 para el aislamiento vy
determinacién de los géneros Salmonella, Shigelia y Proteus, vy
la determinacion de los pardmetros fisicos y quimicos. El estudio
bacteriolégico (tablas 1, 2y 3y graficas 1, 2y 3) y los
pardmetros fisicos y quimicos (tablas 5, 6, 7, y 8) se
realizaren en dos etapas, En la primera etapa se realizd el
estudio de la primera laguna,en la cual se realizarén los cinco
primeros muestreos y correspondieron a las estaciones 1, 2a, 2b,
3a, 3b ¥y 4; en la segunda etapa se¢ estudio la segunda laguna,
modificandose las estaciones de muestreo, se siguio tomando
muestras del afluente. conexién y las estaciones de la segunda
laguna fueron 5a.5b y 6 (fig 1).

Las observaciones ambientales prevalecientes durante los
muestreos se pueden obgervar en la tabla 9. Se encontrdé que la
mayoria de los muestreos se detectd el cielo desgpejado, solo en
tres muestreos (3,7,11) estuvo el cielo nubliado, los valores de
la temperatura ambiental.no presentaron cambios drasticos,
fluctuando entre 16xCy 19xC, 1o mismo sucedio con el wviento
(vientos débiles en su mayor parte), tormenta y lluvia no sme
detectaron, en cuanto a la niebla sdlo se registro en el quinto
muestreo y el rocio se detecto en cuatro muestreos (5.7.8,9).

Lo valores de los pardmetros fisicos y quimicos determinados
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a lo largo de los doce muestreos (tabla 5). En ella se puede
obgervar que los valores de pH, que no tuvierédn gran variacidn, y
en general fueron ligeramente alcalinos en las dos lagunas,
excepto en e} tercer muesreo, estacioén 2b de la primera laguna
que el pH fue ligeramente Acido (6).

La temperatura del agua registr¢ variaciones estacioneles,
registrandose la mdxima temperatura en el mes de Jjunio y la
minima en el mes de diciembre. Los valores del CO, fueron altos
en todos los muestreos, teniendo un aumento en la segunda laguna.
No se detectd oxigeno disuelto en el agua con el método empleado.
La transparencia fue mayor en la segunda laguna gque en la
primera.

Las concentraciones de los nitritos y los nitratos (tabla 6)
fueron bajos, en contraste com las concentraciones de amonio .La
demanda bioguimica de oxigeno fue alta en todos los muetreos,aun
en el efluente, los sdlidos totales y sélidos suspedidos también
lo fueron (tabla 7).

En las graficas 1,2,.3 y las tablas 1,2,3, se observan los
resultados de la frecuencia y la presencia de los géneros
Salmonella., Shigella Yy Proteus en las diferentes estaciones de
muestreo.

De las 66 muestras que se nnulizpron se observé que la
aparicion de los géneros Salmonella. Shigella y Proteus son bajas
en relacion a otros microorganismos como Pseudomonas que se
determiné en un estudio colateral principalmente.

De estas 66 muestras en las diferentes estaciones de
muestreo se aislaron 17 veces Salmonella. 27 veces Shigella y 44

veces Proteus
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Estacién Salmonella Shigella Proteus

1 4(33.3%)* 6 (50%) * 10(83.3%)*
2a 2(40%) 2(40%) 4(80%)

2b 1(20%) 4 (80%} 5(100%)
3a 3(60%) 1(20%) 4(80%)

3b 3(60%) 3(60%) 4(80%)

4 4(33.3%)* 5(41.7%)* 9(75%) *
Sa b 3(42.9%) 4(57.1%)
S5b *w 2(28.6%) 2(28.6%)
6 b 1(14.3%) 2(28,6%)

* Se encontraron en estas estaciones durante los 12 muestreos.

** No se detectaron en estas estaciones.

Nota: Los porcentajes se obtuvieron en base a la relacidn:
nimero de muesrecs que se realizardn (100%) por etapa con
el nuamero de veces con que aparecierdn loe
microorganismos de los géneros ya citados respectivamentes,
el porcentaje de las estaciones 1 y 4 fueron el base de
1os doce muestreos, pués correspondieron a las dos etapas;
las estaciones 2a,2b,3a y 3b, correspondierdn a la primera
etapa {( 5 muestreos), y las estaciones 5a,5b y 6
correspondieron a la segunda etapa (7 muestreos) ver fig 1

tabla 1,2,3 y las graficas 1,2,3.

Por lo que se observa, el género Salmonella tuvé su mayor
frecusncia de aparicion en las estaciones 3a y 3b con un numero
3 veces (60%) y la menor a las estaciones 2b y 2a con una y dos
veces (20% y 40% respectivamente), on las estaciones 5a, Sby 6
no se aisld. En lo que respecta al género Shigella, la mayor
frecuencia de aparicién correspondio a las estaciones 2b,1,3Db,
con un numero de veces de 4(B0%), 6(50%) y 3(60%):; y la menor a

las estaciones 3a y 6 con una vez (20% y 14.6% respectivamente),
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respecto al género Proteus la mayor incidencia correspondio a las
estaciones 1,4,2b, con un numero de veces de 10(83.3%), 9(73%) y
5(100%) y la menor a las estaciones 5b y 6 con dos veces (28.6%).

En la tabla 4, s8e presentan las caracteristicas de las
pruebas bioquimicas que se realjzaron para determinar los géneros

Salmonella. Shigella y Proteus.
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Tabla 1. PRESENCIA Y AUSENCIA DEL MICROORGANISMO Salmonella EN LAS DIFE-
RENTES ESTACIONES DE MUESTRED

1 2z 3 4 5 6 7 ® 9 10 11 12
ESTACION ;

t+ 4+ 1+

+++ 0+ +
L EF T+ +
+t 00+

aFP BEEN -

[ B
AN

S ¥

+ = presencia
- = pusencia
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Tabla 2. PRESENCIA Y AUSENCIA DEL MICROORGANISMO Shigeila EN LAS DIFEREN-
TES ESTACIONES

MUESTRED 1 2 3 4 ] 6 7 8 9 10 1 12
ESTACION L
1 + - +

2a - - -

2b + + +

3a - + -

3b + + -

4 + - -

Sa

5b

6

+ = presencia o b S
- = ausencia
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Tabla 3. PRESENCIA Y AUSENCIA DEL MICROORGANISMO Proteus EN LAS DIFE-
RENTES ESTACIONES DE MUESTREQ

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12

CION

1 + - - +
2a + - + +
2b + + + +
3a + + - +
3b - + + +
4 + + +
S5a
5b

6

+ = presencia
- = augencia
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Grafica 1
Frecuencia de aparicidén de Salmonella en las estac1ones de muestreo
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RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUINICAS DE LOS GENERDS

Salsonetla, Shigells v Proteus

TABLA b

Licvacidn KN  Catalosa

Glucosa Lactosa Sacarosa Maltosa Manitol Fructuosd Indol

Reduc.  Rojo Urea Voges fovilidad

ge

PRLEBA TSI
de de Proskaver
EENERD Nitrites Metilo Gelatina
Bylaonella P PA [N N [ ? [ [] v ? ] ] [
higells L] PA ] X v P ? N N N N N )
rateus ? (] (] [ N e ? v [ P 4 4 P

NOTA: P= POSITIVA; M= NEGATIVA; V= VARIABLEY A= ACIDO: 6= 6AS.




Tabla 5. VALORES DE 105 PARANETIO6 FISICO6 ¥ QUINICOS CETERWINADOS B EL CAMPO

ler. WESTREO (JUWI0 6L). TEWPRRATVRA NABIRNTE:*

PARAETRO .0 w00, () 00 (ppe) TRASPIRBKA
ESTACION {a)
1 i7 800 B -
u 19 700 05 5
) 19 .00 0 a9 -
" 19 8.0 0 - 5
B 1 a0 .68 -
4 ] 80 0 6.3 -
20 WESTIED (JNIO 61). TENPERATIRA NIBIENTE: 18 o
1 19 70 0 %4 -
u 19 000 8 5
» 19 2000 04 -
3 19 90 8 )
» 19 200 5.2 B
s 19 000 35 -
Jer WESTRED (L0 811, TRWPERATIRA NIENTE: 19 of
1 18 80 0 08 b
u 18 200 19,84 35
'y 18 80 0 0.4 -
% 19 720 0 1.6 35
» 19 900 2.0 -
4 18 00 1.3 -
4o WESTRED (RSTO 611 TEPERATRK NBITE: 18 of
1 ] 80 0 .4 -
a 17 720 0 u.3 3
B 17 70 0 M -
% 7 00 04 1
» 7 .00 .04 -
4 Y 00 7.8 .
50 WESTRED (WOGTU 611, TEIFBIATA NRIANTE: +
1 16 85 0 Y] -
n 16 00 ] L35
B 16 9 0 EN) -
4 16 20 0 3.0 :
b 16 80 0 .0 -,
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Tabla 5. (continwacion) YALORES DE L0S PARAKETROS FISICOB Y QUINICOS DETERRINDOE BX E1, CARO

6o WESTREO (SEFT 81), TENPERATURA ANBIENTE: 16 of

i v 90 0 v -
4 ' 80 0 ' -
. 5 . 80 0 3.8 R}
5 . 80 0 99.84 -
§ . 8.0 0 .09 -
To WESTRED (537 911, TDPERATRA NRIDIE: 16 of
1 16 700 5.4 -
1 16 000 50 -
8 7 60 0 “o tH
5 16 80 0 Y -
§ I 00 0 n4 -
; 8o WESTHED (OCT 81), TENPERATURA, ANGTDITE: 18 of
! i 1 T ] -
: 4 7 s 0 .16 E
5 u . ¢ 16 5
5 19 . 0 au T
§ 15 ' 0 52 -
: 90 WIESTRED (OCT 61). TENPERATIRA NBIDITE: 16 o
1 16 50 0 an -
q 16 . 0 7.4 -
8 1 ' 0 #.40 5
5 1 . 0 “o -
§ 7 a0 0 o -
100 WESTRED (WON 61], TOPERATAA NBIBTE: 14 of
1 0 a0 na -
4 u 80 0 .00 -
4 " 80 0 7.3 5
5 1" 86 0 49.60 -
6 1 8.0 0 8.0 -
110 WESTREO (WO¥ 61, TRPEATVRA NBIDITE: 6 o
1 " 59 0 2.8 -
q ¥} 80 0 nY -
8 2 80 0 80.00 5
5 ! 80 0 .00 -
$ 12 00 .00 -
120 WISTRED (DIC 611, THPHATWA MIDIE; 10 of
1 T 80 0 .08 -
4 10 0 0 EX) -
5 12 80 0 3.3 5
) 1l Y .60 .
6 10 8.0 0 %% -
10 5% DeTTALI



Tabla 6. VALORES MINIMO,MAXIMO Y PROMEDIO DE NOy y NO;.

Estacion NITRATROS (mg/I))NITRITROS (mg/l)
de Valor Valor Promedio Valor Valor Promedio
Muestreo minimo maximo minino maximo
1 0.05 2.44 0,604 0.46 0.56 0.523
2a Q 1.G60 0.307 0.33 0.73 0.497
2b g.12 1.60 0.526 0.30 0.83 J.564
5a 0.10 1.55 0.713 0.067 0.12 0.093
Sb 0.13 0.76 0.480 0.57 0.97 0.745
6 0.10 1.68 0.53% 0.28 0.70 0.477

24




Tabla 7. VALORES PROMEDIQ DE GASTO, SOLIDOS TOTALES
SOLIDOS SUSPENDIDOS.

[Parametro Gasto Solidos Solidos
(1/seg) totales suspendidos
[Estacion tmg/1} (mg/1}
1 0.85 1174.5 383.5
4 - 984.5 281.5
6 0.625 895.0 275.0

Tabla 8. VALORES PROMEDIO MINIMO Y MAXIMO DE LA DBOS

Estacion Valor Valor
de minimo maximo Promedio
muestreo (ppm) {ppm)
1
tafluente) 245.0 583.0 397.0
6
(efluente) 60.0 288.0 181.4
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Tabla 9. CARACTERISTICAS AMBIENTALES DURANTE EL MVESTREO

Muestreos 1 F] ] [] 5 3 T 14 ) 10°

Climatologicas

Teapereturs

aabients| 20C |18¢C J19C ;28¢C j18C [19C |16C DB.5C W6 € M C

““v“ L] . L] L] * L] L] L] L] ]

ormenta * . L] L] . L] 1] L] L] ]

teato I I 2 D N Y D T Y

e

Teaperatura ' ' ' = ' ' ' 4

Londensacion ' ¢ ' ' ¢ ¢
LA LA | e

et [ Oo|@|ejo|®@|O0|@ [0 |0]0

cielo despejedo © vientos debiles ./ niebla =

cielo sedio avblidogp vientos moderados ./ rocio o

cielo nublado @ vientos fuertes __/7/

AN s saveRMIWD
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se registrarén los resultados y la
determinacién de los géneros Salmonelia vy _S_D.igg_l_.l_é..~ como se
egpecifica en el titulo y los objetivos de este estudio; pero
ademas se determind la presencia del ¢género Proteus, pués en el
empleo de los medios selectivos (ver anexo II) para la
determinacion de los géneros antes mencionados, se encontré
Proteug, es decir estos medios permitieron el desarrollo de estos
microorganismos (tabia 3), por lo cual se tomo en cuenta su
presencia a partir de la metodologia de laboratorio (esquema 2) y
se reportd su presencia durante los doce muestreos.

Como s8e observa los valores de DBOs(tnblu 8) son muy altos,
porque esto es la carga orgdnica que entrdé por hectarea por dia
ara muy elevada. Esto se debid , a que ademids de las descargas
del drenaje doméstico,la laguna recibia desechos de matanza de
animaies y queserias. Y habla una gran cantidad de animales
que entraban a pastar (vacas, caballos y borregos). que desjaban en
la periferia de las lagunas sus excretas, Yy por medio del viento
(la mayoria de las ocaciones) y la lluvia (con menor frecuencia).
algunas de ellas se incorporaban al agua de las lagunas. Aunado a
eato 8e observarén practicamente en todos los muestreos, restos
de animales muertos (ratas) flotando en el agua. Este hecho
implicaba que no se detectara oxigeno disponible para llevar a
cabo la mayoria de las reacciones de degradacién, de las

sustancias orgdnicas por medio de los microorganismos aerobios,
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Pero existidé una aportacién de oxigeno por la accién del viento
que en la mayoria de los muestreos fue débil (tabla 9) pero
represent¢ una fuente principal pués inmediatamente fue utilizado
por los microorganismos, ayudo también al arrastre de algunos
s86lidos suspendidos y a la mezcla del agua.

Debido a la escasez de oxigeno disuelto y la alta carga de
materia orgdnica, ge observd que las concentraciones de biéxido
de carbono (COz), fueron muy altas (tabla 5). aumentando en los
meges de octubre, noviembre y diciembre (muestreos 8,10,11,12)
pués disminuye el periddo de luz diurna, por lo tanto también el
crecimiento de algas, las concentraciones aumentaron en la
segunda laguna. Esto es a que en el COz, que se produce en la
descomposicion de la materia organica no es utilizado
apreciablemente por las algas, las cuales por la gran cantidad de
esta y por la poca penetracién de la 1luz solar, no se
desarrollarén en gran proporcidn durante la realizacion de este
estudio, aunque en los ultimos muestreos empezarén a aparecer en
forma importante. El hecho de no haber una degradacién completa
de la materia orgdnica, implica que el tiempo de retencién para
la cual fue disefio la laguna no era suficiente,

La materia orgdnica que no pudo ser degradada, permanecidé en
forma de a6lidos sguspendidos y gedimentables en altas
concentraciones (tabla 7)., eato impidié la penetracién de la luz,
por lo que la transparencia fue minima., aumentando un poco (3 cm)
en los ultimos muestreos, en las segunda lagunas (tabla 6). La
luz ultravioleta (Carpenter. 1979) es un factor que contribuye a
la  destruccion bacteriana, pero de importancia secundaria

(Standar Methods, 1980), durante la mayoria de los muestreos se
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registrarén dias luminosos y soleados, es decir. existid buena
vigibilidad (tabla 6), durante los dias del verano la expoeicion
solar es mayor,-  que durante las estaciones de otofio & invierno.

La temperatura es de gran importancia., porque afecta a la
velocidad de la degradacioén bio&uimica de la materia organica,
pués las bacterias son muy sensibles al! calor, las bacterias
patdgenas de este estudio requieren una temperatura de 37xC que
es la temperatura del hospedero como se muestra en la tabla 6 la
temperatura oscild entre los 19x y 10xC (verano e invierno), esto
no es un factor que pueda inhibir la presencia de estos
microorganismos pués son mesdfilos, esto quiere decir que se
desgarrocllan entre el intervalo de temperatura 10x a 40xC. Por lo
general las bacterias sobreviven mas tiempo a temperaturas bajas,
pero estas temperaturas no permiten el desarrollo rdpido vy
tienden a conservar bajo el numero de bacterias.

Los valores de pH, durante los muestreos variaron entre 7 y
8, lo cual no fue un impedimento para que se desarrollaran los
microorganismos de Salmonella, Shigella y Proteus. Estas
bacterias patdgenas intestinales toleran cierta Acidez Y
alcalinidad que otros pardsitos, su pH se acerca a la neutralidad
0 ea algo menor incluso en el tercer muestreo se registro un pH 6
(Acidez) en la estacion 2b, y ahl se detectd la presencia de los
géneros ghigella y Proteus (tablas 2,3,6), siendo que Shi 1
es sensible al pH Acido (Finegol,Scott, 1978; Bailey, 1976),

La ausencia de oxigeno disuelto en las lagunas de
estabilizacin no fue una limitante para la presencia de estos

microorganismos, Salmonella, Shigelia y Proteus, porque son
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aerobios pero en ausencia de oxigenc se comportan como anaerobios
facultativos {Bailey, 1974; Buchanan, 1974: Jawtz,1979;
Pumarola.19684), pueden utilizar a 1los NO3 como aceptores de
electrones en la oxidacién de sustratos orgdnicos, formando como
producto final NOz compuesto accesible para otros
microorganismos.

La concentracidén promedio de NO;,en general fue ligeramente
menor que la de NOz, a excepcion de la 1,5a y 6 donde se observo
un ligero aumento en los valores promedio (tabla 7):

Estas concentraciones bajas probablemente se debieron, al
gque no encontrarse 02 disuelto los microorganismos utilicen
compuestos que contengan en su molecula O,. y estos son N05 y Nqé
como aceptores de electrones, utilizando el 0y de su molecula
para reai}zar sus reaciones.

La alta concentracion de COz.DBO5 ., la ausencia de 02
disuelto. las concentraciones de NOz, NO;. pH., temperatura, los
s6lidos disueltos y suspendidos, los vientos débiles. es decir
ias condiciones fisico y quimicas, prevalecientes en las lagunas
dio como consecuencia que la primera laguna trabajara
anaerobicamente Yy la segunda laguna como anaerobia facultativa.
Estas condiciones que prevaleciern en las lagunas no fueron
impedimento para que los miEroorganismos de los géneros

Salmonella, Shigella y Proteus estuvieron presentes, esto es

comprensible tomando en cuenta que estos microorganismos son,
aerobios y anaerobios facultativos, son mesofilos,
quimiorganotrofos. producen acidez de la fermentecion,
normalmente son anaerogénicos, utilizan la materia orgdnica como

fuente de carbono, s8on fuentes adecuadas de nitrégeno y carbono,
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Los géneros Salmonella y Proteus producen st, Proteug hidroliza
la urea (Buchana,1974: Burrow,1976; Jawets, 1979, Bailey,1974;Mac
Fadin, 1976).

Ademas de los factores fisicoe y gquimicos, se deben
considerar los factores biolégicos, pués también afectan a los
microorganismogs. Dentro de los factores bioldgicos esta la
depredacion y competencia de nutrientes.

Al observar las tablas 1 y 2, donde se registrd la aparicién
de loa microorganismos de Salmonella y Shigella. encontramos que:
En el caso de Salmonella se encontrd con cierta frecuencia
durante la primera etapa del estudio; en cambio en la segunda
agupa casi es nula su presencia, easpecialmente no se detectdé en
el eofluente. Los microorganismos de Shigella. se encontraron con
mayor frecuencia en la primera etapa (esquema 1 y laguna 1),
disminuyendo un poco en la segunda etapa (laguna 2), disminuyendo
grandemente en en el efuente. La mayor incidencia de aparicién de

los microorganismos de Salmonella y Shigella, fue en las

estaciones 1,2a,2b,.3a y 4, esto es comprensible, porque se
encontré 1la mayor cantidad de materia orgadnica. En cambio los
microorganismos del género Proteus, s8e encontraron en forma
constante en la mayoria de las estaciones de muestreo
disminuyendo s8u presencia en el efluente (tabla 3), durante las
dos etapas que comprendio este estudio, y las condiciones fisicas,
quimicas y bioldégicas prevalecientes en las lagunas no lo
afectaron significativamente.

La interpretacion de la disminuciéon y eliminacién de

Salmonella y Shigella Yy en menor proporcioén Proteus, es la
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intervencion del factor biolégico como la depredaciéon y la
competencia por nutrientes.Los principales depredadores de las
bacterias s3son los protozoarios debido a que s8e alimentan de
ellas, Y los virus los cuales por 1l1isis 1las destruyen,
particularmente a las bacterias de las tifoideas y disenterias.
Otro factor es el crecimiente y multiplicacion mads rapido de
otros microorganismos como Pseudomonas que se adapté a las
condiciones ambientales y sustratos orgdnicos ( se determind en wun
astudio colateral). Este microorganismo se presentd desde el
medio de enriquecimiento (caldo selenito de sodio), hasta los
medios selectivos (Agar Verde DBriliante y Agar Salmonelja
Shigella)., (Diagrama 2) primero disminuyendo y posteriormente
eliminando la presencia de Salmgnella Shigella. En las graficas
(1, 2 ) se observa la decrecién y desaparicidén de estos géneros.
(Stand Methods,1974; Rheinheiner,1976: Khurshed,et al.,1976,
Slijkhuis,el al.,1976: Gloyna,1976). Estos procesos biolégicos
eatan controlados escencialmente por el tiempo de retencion vy

temperatura.
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VIII. CONCUSIONES

1. La metodologia utilizada en este estudio fue adecuada

v aislar y determinar

los microorganismos

para

de los géneros

Salmonella, Shigella. EIl género Proteus se presentd en el
aislamiento y se tomdé en cuenta porque son organismos
pararasitos ocagionales en el hombre vy ademan son
saprofiticos.

2. Los parametros fisicos y quimicos prevalecientes no fueron
impedimento para la incidencia y desarrollo de estos
microorganismos.

3. Las a}tas concentraciones de materia orgdnica permitieron el
crecimiento y desarrollo de estos géneros (Salmonella.
Shigella Y Proteus) pués son microorganismos
quimiorganotrofos, necesitan fuentea adecuadas de

carbono y nitrégeno.

4. El tiempo de retencidén que prevalecidé en las lagunas,permitio

la eliminacion de
Sal ella Yy
bioldgicos

pero no fue

Shigella
(depredacion

suficiente

microorganismos

por medio de los

y competencia

para permitir

completa de la materia organica.

de los génerose
factores
de nutrientes),

la mineralizacion

5. La ausencia de ios microorganismos de los géneros Salmonellia
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Y Shigella en el efluente es importante, porque son

organismos patdogenos, ¥y el agua que sale del efluente es

utilizada en la agricultura.

Durante el presente estudio, las lagunas de estabilizacién

trabajaron de forma predominantemente anaerobia.
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IX.

SUGERENCIAS

Para que las lagunas de estabilizacién trabajen de forma

facultativa.

a) Aumentar el tiempo de retencién del agua para lograr una
rapida y eficiente eliminacién de microorganismos
patogenos. Transformando estas lagunas, eh lagunas en
paralelo.

b) Agregar a esta lagunag una tercera de maduracion, para
recibir esas aguas y lograr una eficiente eliminacién de
los microorganismos patégenos, y que el uso de Qatas

aguas sea mds confiable para la agricultura.

c) Conservar las estaciones de muestreo con la finalidad de

obtener estudios comparativos.

d) En los estudios posteriores darle importancia a los

factores biolégicos en las lagunas de estabilizacion.

e) Que en las lagunas exista algun tipo de personal para su
mantenimiento y asi evitar la preliferacién de hierbas,

entrada y defecacidén de animales.

Para la determinacién de los microorganismos de los géneros

Salmonella y Shigella, utilizar medios mas (Caldo y Agar)

enriquecidos para evitar la presencia de otros microorganismos.
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ANEXO I

Abreviaturas y simbolos

Simbolo Descripsién

- p.p.m. Partes por millon

- mg . Miligramos

-1 Litros

-T Temperatura

- DBO5 Demanda bioquimica de

oxigeno al quinto dia

- xC Grados centigrados o
grados Celcius

- CO Dioxido de carbono

- OD Oxigeno disuelto .

~ pH Potencial de hidrégeno

- NO Nitritos

~ NO Nitratos

-m Metro(s)

~ cm Centimetro(s)

- g Gramos

~ Ha Hectarea

- hrs Horas

- 1b libras

- m.s.n.m. Metros sobre el nivel del mar

- ml Mililitros

- min. Minutos

- HC1 Acido Clorhidrico

~ Hz504 Acido Sulfurico

~ HgOp Peroxido de oxigeno

- HgS Sulfito de hidrdgeno
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[STA TESKS MO BEBR
SRR BE LA BRUGTER
ANEXO II
2. MEDIOS DE CULTIVO, COLORANTES Y SOLUCIONES
2.1 MEDIOS DE CULTIVO

a) Agar Citrato de Simmons

Fosfato Dihidrogenado de Amonio 1.0 g
Fosfato Dipotdsico 1.0 g
Cloruro de Sodio 5.0 g
Citrato de Sodio 2.0 g
Sulfato de Magnesio 0.20 g
Agar 15.0 g
Azul de Bromotimol 0.08 g
Agua Destilada 1000.0 ml

Se esteriliza a 15 1bs de presion durante 15 min. pH final
6.9 ¢+~ 0.2

b) Agar Infusién Cerebro Corazoéon
Infusién de Cerebro de Ternera 200.0 g
Infusion de Corazon de Res 250.0 g
Mezcla de Peptonas 10.0 g
Dextrosa 2.0¢g
Cloruro de Sodio 5.0 g
Fosfato disdédico 2.5¢g
Agua destilada 1000.0 ml
Se esteriliza a 15 1bs de presion durante 15 min. pH final
7.2 +- 0.2

c) Agar Kligler de Hierro
Polipeptona .20.0 g
Lactosa 10.0 g
Dextrosa 1.0g
Cloruro de Sodio 5.0g
Citrato Ferroso de Amonio 0.5 g
Tiosulfato de sodio 0.5 g
Agar 15.0 g
Rojo Fenol 0.025 g
Agua destilada 1000.0 ml

d) Agar Nutritivo
Peptona de Gelatina 5.0g
Extracto de carne de res 3.0g
Agar 15.0 g
Agua destilada 1000.0 ml

Esterilizar a 15 1bs de presién durante 15 min. pH final 6.8
+_
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e) Agar Saimonella Shiqella

f

g

h

1

Extracto de carne

Mezclia de peptonas

Lactosa

Mezcla de sales biliares

Citrato de Sodio

Tiosulfito de Sodio

Citrato férrico

Agar

Rojo neutro

Verde brillante

Agua destilada 100
El medio no se esteriliza

e
O(A)OU!OUIUlUIOOO

-
OOOUHOQ@OOU

wN
JouvuQuuaauyuaQ

aQ

Agar SIM

Peptona decaseina 20
Peptona de carne

Sulfato ferroso de Amonio

Tiosulfato de Sodio

Agar

Agua destilada 1000.0 ml

Esterilizar a 15 lbs de presion durante 15 min. pH final 7.3
+- 0.2

woooo
VRN O
L=R-R-N"]

Agar Soya Tripticasa

Peptona de Caseina 15.0 g
Peptona de Soya 5.0g
Cloruro de Sodio 5.0g¢
Agar 15.0 g
Agua destilada 1000,0 ml

pH final 7.3 + 0.1
Esterilizar a 15 lbs de presidn durante 15 minutos.

Agar TSI (Agar Triple Azucar de Hierro)

Peptona 20,0 g
Sodio U. 5.049
Lactosa 10.0¢g
Sacarosa 10.0 g
Desatrosa 0.2 ¢
Sulfato de Amonio Férrico 0.2 ¢g
Tiosulfato de Sodio 0.2 g
Rojo de Fenol 0.025 g
Agar 13.0¢g
Agua destilada 1000.0 ml

pH final 7.2 +— 0.2
Esterilizar a 12 1bs de presidn durante 15 minutos

Agar Sulfito de Bismuto

Mazca de peptonas

Extracto de carne

Dextrosa

Foafato disddico

Sulfato Terroso

Indicador de Sulfato de Bismuto

-

ocodUO
owoooo
[-L-L-F-¥-4-}

58



3

k)

1

)

m)

n

(o]

)

Verde brillante 0.025 g

Agar 20.0g

Agua destilada 1000.0 ml

pH final 7.5

Esterilizar a 15 lbs de presién durante 15 minutos

Agar Verde Brillante

Extracto de carne 3.0¢g
Mezcla de peptonas 10.0 g
Cloruro de sodio 5.0¢g
Lactosa 16.0 g
Sacarosa 10.0 g
Rojo fenol 0.08 mg
Agar 20.0 g
Verde brillante 12.5 g
Agua destilada 1000.0 ml

pH final 6.9 +- 0.2
Esterilizar a 15 lbs de presién durante 15 minutos

Base de Caldo Rojo Fenol

Peptona de caseina 10.0 g
Clorurc de sodio 5.09g
Rojo de fenol 0.018 mg
Agua destilada 1000,0 ml

pH final 7.4
Esterilizar a 10 lbs de presién, durante 10 minutos

Caldo Selenito de Sodio

Selenito Acido de sodio 4
Mezcla de peptonas 5
Lactosa 4.
Fosfato de sodio 10
Agua destilada 1000
pH final 7.0 +- 0.2

Este medio no se esteriliza

sauaa
—

Caldo Urea

Urea 20
Fosfato monopotAsico 9
Fosfato de sodio 9.
Extracto de levadura Cc
Rojo de fenol [¢]
Agua destilada 1000
pH final 7.0 0.2

saaaaaq

—

Extracto de Carne

Contenido neto [}
Humedad

Trasmitancia 1
Malla 9
Pasa malla N

Gelatina al 7%

Liquido triglicolato 1.32 g
Gelatina para microbiologia 3.15 g
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Agua destilada 1000.0 ml
Esterilizar a 15 lbs de presién, durante 15 minutos

-

Medio Liquido Tioglicolato
Tripticosa peptona
Cistina

Dextrosa

Extracto de carne

Cloruro de sodio
Tioglicolato de sodio o}
Agar .75 g
Agua destilada 1000.0 ml

pH final 7.1 +- 0.1

Esterilizar a 15 1bs de presion durante 15 minutos

P

[

coonuon
D-'Q'QQOO

g

\lOU!UIOUlO

q) Rojo de Metilo
Peptona especial 7.0g
D(+)-Glucosa 5.04¢g
di-Fosfato dihidrogenado de potasio 5.0g¢9
Agua destilada 1000.0 m
pH final 6.9
Esterilizar a 15 lbs de presién durante 15 minutos

1

2.2 COLORANTES
A. GRAM (Bailey, 1976)

1. Alcohol-Cetona
Alcohol etilico al 95% 10,0 ml
Cetona 10.0 ml

2. Cristal violeta
Cristal violeta{90% contenido seco) 2.0 g

Alcohol etilico (95%) 20.0 ml
Oxalato de amonio mohidratado 0.8 g
Agua destilada 80.0 ml

Se mezclan las soluciones y se dejan reposar por 24 h antoa
de usarse, gse filtra a travéz de un frasco ambar

3. Lugol
Cristal de yodo (I) 1.049
Yoduro de potasio(KI) 2.0g
Agua destilada 300.0 ml
4. Safranina
Safranina 2.5¢g
Alcohol etilico 95% 100.0 ml
Agua destilada (Hz0) 100.0ml

Adicionar 10 ml de la solucion alcoholica de safranina a 100
ml de agua destilada.
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2.3 SOLUCIONES,
A. Pruebas bioquimicas

1. Fenol 5%
Fenol 5.0 g
Agua destilada 100.0 -ml

2. Reactivo de Kovac
Amylico puro o alcohol 150-amilico
{puede ser austituido por alcohol
butilico} 150.0 ml

P-dimetilaminobenzaldehido 10.0 g
Acido c¢lorhidrico concentrado(HCl) 50.0 mi

3. Rojo de Metilo

Rojo de metilo 0.1 ¢

Alcohol 95% 300.0 ml

Agua destilada 50G0.0 m}
4. Hidroxido de Potasio 40%

Potasio (K} 40.0 g

Agua destilada 1000.0 ml

5. Reactivos para Nitritos

a) Griss [

Acido sulfanilico 0.5 g

Acido acético 30% 50.0 ml

Calentar y afadir 150 ml de 4cido acético al 20%
b) Griss II

Naftil—-Amina 0.5 m1

Agua destilada 50.0 mi}

Calentar y afiadir 150 ml de acido acético a) 30%
6. Perdxido de Hidrogeno(HpO0z) al 30%
Peroéxido dehidrégeno 3.0 ml
Agua destilada $7.0 ml
B. SOLUCIONES FISICAS Y QUIMICAS. {APHA-AWWA-WPCP,1980)

1. Solucién de Sulfato Manganoso

« MnS04.4H O 480.0 g
MnS04 .2H O 400.0 g
MnS0O4 .HpO 364.0 g
Agua destilada 1000.0 ml

2. Reactivo de Alcali-Iocduro-Azida
NaOH (¢ KOH, 700 g) 500.0 g
Nal (¢ KI, 150 g} 135.6 ¢
Agua destilada 1060.0 m}
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3.
4.

Acido Sulfurico concentrado 36N

Jolucion de Tiosulfato de Sodio (0.027N)

Nap Sp05.5Hg0 6.205 g
Tiosulfato (0.019N)

Agua destilada 1000.0 ml
Solucidon de almidén

Almidon 5.0¢g
Cloroformo 5.0 g
Agua destilada 800.0 ml

Dioxido de Carbono

Solucion de hidroxido de sodio (0.0227N)
Hidroxido de sodio 40.0 g
Agua destilada 800.0 ml

Fenolftaleina

DETERMINACION DE NITRATOS (NOy). METODO DE LA BRUCINA

Solucion madre de nitratos 74.8 mg
Nitrato de potasio 74.8 mg
Agua destilada 1000.0 ml

Solucién patron de nitratos

Diluir 10 ml de la solucién madre de nitratos a 1000 ml
agua destilada.

Se prepara inmediatamente antes de usarse.

Solucion de Arsenito de Sodio

(NaAsO ) Arsenito de Sodio 5.0 g
Agua destilada 1000.0 ml
Solucioén de Brucina-—Acida Sulfanilico

Sulfato de brucina 1.0g
Acido sulfanilico c.1g

con

Disolver los reativos anteriores en 20 ml de agua destilada
caliente., Amnadir 3 ml de 4acido clorhidrico concentrado

enfriar y diluir a 100.0 ml

Soluciéon de Acido Sulfuriceo

Acido sulfurico concentrado 500.0 ml
Agua destilada 125.0 ml
Solucion de Cloruro de Sodio

Cloruro de Sodio (NacCl) 300.0 g
Agua destilada 1000.0 ml
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D.

1.

E.

DETERMINACION DE NITRITOS (NOj)

Reactivo de Sulfamida

Disolver 85 g de sulfamila en una mezcla de 50 ml de 4cido
clorhidrico concentrado (HCl), y 300 ml de agua destilada,
Diluir a 500 mlcon agua destilada.

Solucion de Clorhidrato de N-{l-naftil)-etilendiamina
Disolver 500 mg del clorhidrato en 500 ml de agua destilada

Acido Clorhidrico 1:3

Acido Clorhidrico (HC1) 100.0 ml
Agua destilada (Hp0) 300.0 ml
Solucidn madre de Nitritos

Solucioén patrén de KMno Q.05 N
KMnO 1.6 g
Agua destilada 1000.0 ml

DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO

Solucion amortiguadora de fosfatos

KHe PQg 8.5 ¢g
KoHPQq 21.75 g
NajHPOg4 . (7Hz20) 33.4 g
Cc1 1.7 g
Agua destilada 500.0 ml
Solucidén de Sulfato de Magnesio
MgSOq4 . 7He O 22.% g
Agua destilada 1000.0 m!l
Solucién de Cloruro de Calcio
CaClp 27.5 g
Agua destilada 1000.0 ml
Solucién Ferrica 0.25 g
FeCl g .6H,O 0.25 g
Agua destilada 1000.0 ml
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