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	Norma Oficial Mexicana 
NOM-004-SEMARNAT-2002, Protección ambiental.- Lodos y biosólidos.- Especificaciones y límites máximos permisibles de contaminantes para su aprovechamiento y disposición final, y
	Official Mexican Standard 
NOM-004-SEMARNAT-2002, Environmental protection. Sludges and biosolids. Specifications and maximum permissible limits for contaminants for their best utilization and final disposition.



	CONSIDERANDO
	CONSIDERING


	Que en cumplimiento a lo establecido en la fracción I del artículo 47 de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización, con fecha 18 de febrero de 2002 se publicó en el Diario Oficial de la Federación, con carácter de proyecto la Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-004-ECOL-2001, Protección ambiental- Lodos
y biosólidos- Especificaciones y límites máximos permisibles de contaminantes para su aprovechamiento y disposición final, con el fin de que dentro de los 60 días naturales siguientes a su publicación, los interesados presentaran sus comentarios ante el Comité Consultivo Nacional de Normalización de Medio Ambiente y Recursos Naturales, sito en bulevar Adolfo Ruiz Cortines número 4209, piso 5o., colonia Jardines en la Montaña, código postal 14210, Delegación Tlalpan, Distrito Federal o se enviaron al correo . electrónico o al fax que para el efecto se señalaron. Durante el citado plazo, la Manifestación de Impacto Regulatorio correspondiente estuvo a disposición del público en general para su consulta en el citado domicilio, de conformidad con el artículo 47 fracción I del citado ordenamiento.

	That in compliance to that established in section I of Article 47 of the Federal Law on Metrology and Standardization, dated February 18 of 2002 was published in the Official Daily of the Federation as PROY-NOM-004-ECOL-2001, Environmental protection – sludges and biosolids – Specifications and maximum permissible limits of contaminants for their utilization and final disposition, for the purpose of the interested parties within the 60 calendar days following its publication presenting their comments before the National Consultative Committee of Standardization of Environment and Natural Resources, located on Boulevard Adolfo Ruiz Cortines number 4209, 5th floor, Colonia Jardines en la Montaña, postal code, 14210, Delegation Tlalpan, Federal District or were sent by email or fax that are stipulated for the purpose. During the aforementioned term, the Declaration of Regulatory Impact corresponding were available to the public in general for consultation in said address, in conformity to the Article 47 section I of the aforementioned ordinance. 

	Que en el plazo de los 60 días antes señalado, los interesados presentaron sus comentarios al proyecto en cuestión, los cuales fueron analizados por el citado Comité, realizándose las modificaciones procedentes al mismo. La Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales publicó las respuestas a los comentarios recibidos en el Diario Oficial de la Federación el día 18 de junio de 2003.
	That in the term of the previously stipulated 60 days, the interested parties presented their comments to the project in question, which were analyzed by said committee, making the appropriate modifications to the same. The Secretary of Environment and Natural Resources published the responses to the comments received in the Official Daily of the Federation on the 18th of June of 2003. 


	Que habiéndose cumplido con el procedimiento establecido en la Ley Federal sobre Metrología y Normalización el Comité Consultivo Nacional de Normalización de Medio Ambiente y Recursos Naturales, en sesión ordinaria de fecha 24 de septiembre de 2002, aprobó la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002, Protección ambiental-Lodos y biosólidos-Especificaciones y límites máximos permisibles de contaminantes para su aprovechamiento y disposición final. Por lo expuesto y fundado se expide la siguiente:
	That having complied with the procedure established in the Federal Law on Metrology and Standardization the National Consultative Committee of Standardization of Environment and Natural Resources, in ordinary session on the 24th of September of 2002, approved the Official Mexican Standard NOM-004-SEMARNAT-2002, Environmental protection. Sludges and biosolids. Specifications and maximum permissible limits for contaminants for their best utilization and final disposition.
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	0. Introducción
	0. Introduction 


	En las actividades de desazolve de los sistemas de alcantarillado urbano o municipal, así como en las correspondientes a la operación de las plantas potabilizadoras y de plantas de tratamiento de aguas residuales se generan volúmenes de lodos, que en caso de no darles una disposición final adecuada, contribuyen de manera importante a la contaminación de la atmósfera, de las aguas nacionales y de los suelos, afectando los ecosistemas del área donde se depositen.
	In the activities of mercury removal from the urban or municipal sewer systems, as well as in those corresponding to the operation of the water purification plants and the plants for treatment of wastewaters volumes of sludge is generated, that in case of not giving the an adequate final disposition, contribute in an important way to the contamination of the atmosphere, of the national waters and of the ground, affecting the ecosystems of the area where they are deposited. 


	Se ha considerado que los lodos por sus características propias o por las adquiridas después de un proceso de estabilización pueden ser susceptibles de aprovechamiento siempre y cuando cumplan con los límites máximos permisibles de contaminantes establecidos en la presente Norma Oficial Mexicana o, en su caso, se dispongan en forma definitiva como residuos no peligrosos; para atenuar sus efectos contaminantes para el medio ambiente y proteger a la población en general.
	It has been considered that the sludges by their own characteristics or by those acquired after a process of stabilization can be susceptible to utilization provided that they comply with the maximum permissible limits of contaminants established in this Official Mexican Standard or, when applicable, are available permanently as non hazardous wastes; in order to attenuate their contaminating effects for the environment and protect the population in general. 


	1. Objetivo y campo de aplicación
	1. Objective and field of application 


	1.1 Objetivo
	1.1 Objective

	Esta Norma Oficial Mexicana establece las especificaciones y los límites máximos permisibles de contaminantes en los lodos y biosólidos provenientes del desazolve de los sistemas de alcantarillado urbano
o municipal, de las plantas potabilizadoras y de las plantas de tratamiento de aguas residuales, con el fin de posibilitar su aprovechamiento o disposición final y proteger al medio ambiente y la salud humana.
	This Official Mexican Standard establishes the specifications and the maximum permissible limits of contaminants in the sludges and biosolids originating in the mercuery removal from the urban or municipal sewer systems, from the drinking water plants, and from the plants for treatment of wastewaters for the purpose of making possible the utilization or final provision and protecting the environment and human health.  


	1.2 Campo de aplicación
	1.2 Field of application

	Es de observancia obligatoria para todas las personas físicas y morales que generen lodos y biosólidos provenientes del desazolve de los sistemas de alcantarillado urbano o municipal, de las plantas potabilizadoras y de las plantas de tratamiento de aguas residuales.

	It is of obligatory observance for all individuals and companies that generate sludge and bio-solids originating from the mercury removal from the urban or municipal sewer systems, from the water purification plants, and treatment plants for wastewaters. 

	2. Referencias
	2. References


	Constancia de no peligrosidad de residuos, anteriormente trámite INE-04-007 modificada su homoclave el 29 de mayo de 2003, mediante el acuerdo por el que se dan a conocer todos los trámites y servicios inscritos en el Registro Federal de Trámites y Servicios que aplica la Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales, ahora procedimiento SEMARNAT-07-007.

	A certificate of non hazardous wastes, previously INE-04-007 modified its code name on the 29th of May of 2003, through the agreement by which all the applications and services in the Federal Register of Permits and Services that applies to the Secretary of Environment and Natural Resources, now is procedure SEMARNAT-07-007. 

	NMX-B-231-1990, Cribas para la clasificación de materiales granulares, publicada en el Diario Oficial de la Federación el 27 de diciembre de 1990.
	NMX-B-231-1990, Sieve screening for the classification of granular materials, published in the Official Daily of the Federation on the 27th of December of 1990. 


	3. Definiciones
	3. Definitions


	Para efectos de la presente Norma Oficial Mexicana, se establecen las siguientes definiciones:
	For the purposes of this Official Mexican Standard, the following definitions are established: 


	3.1 Aguas residuales
	3.1 Wastewaters

	Las aguas de composición variada provenientes de las descargas de usos municipales, industriales, comerciales, de servicios, agrícolas, pecuarios, domésticos, incluyendo fraccionamientos y en general de cualquier otro uso, así como la mezcla de ellas.
	The waters of varied composition originating from the discharges of municipal, industrial, commercial, services, agricultural, livestock, and domestic uses, including portions of them and in general for whatever other use, as well as the mixtures of them. 


	3.2 Almacenamiento
	3.2 Storage

	Acción de mantener en un sitio los lodos y biosólidos, hasta su aprovechamiento o disposición final.
	Action of maintaining at a site the sludge and biosolids, until their utilization or final disposal. 


	3.3 Aprovechamiento
	3.3 Best utilization

	Es el uso de los biosólidos como mejoradores o acondicionadores de los suelos por su contenido de materia orgánica y nutrientes, o en cualquier actividad que represente un beneficio.
	Is the use of the biosolids as improvers or conditioners for the soils for their contents of organic material and nutrients, or in whatever activity that represents a benefit. 


	3.4 Atracción de vectores
	3.4 Attraction of vectors

	Es la característica de los lodos y biosólidos para atraer vectores como roedores, moscas, mosquitos u otros organismos capaces de transportar agentes infecciosos.
	Is the characteristics of the sludge and biosolids for attracting vectors such as rodents, flies, mosquitoes, or other organisms capable of transporting infectious agents. 


	3.5 Biosólidos
	3.5 Biosolids

	Lodos que han sido sometidos a procesos de estabilización y que por su contenido de materia orgánica, nutrientes y características adquiridas después de su estabilización, puedan ser susceptibles de aprovechamiento.

	Sludges that have been submitted to processes of stabilization and that by their contents of organic material, nutrients, and characteristics acquired after their stabilization can be susceptible to utilization. 

	3.6 Coliformes fecales
	3.6 Fecal Coliform

	Bacterias patógenas presentes en el intestino de animales de sangre caliente y humanos. Bacilos cortos Gram negativos no esporulados, también conocidos como coliformes termotolerantes. Pueden identificarse por su tolerancia a temperaturas de 44°C-45°C. Tienen la capacidad de fermentar la lactosa a temperatura de 44.5°C. Incluyen al género Escherichia y algunas especies de Klebsiella.

	Pathogenic bacteria present in the intestines of hot blooded animals and humans. Short bacillus non spore negative gram, also known as thermotolerant coliforms. They can be identified for their tolerance at temperatures of 44ºC-45ºC. They have the capacity to ferment  lactose at a temperature of 44.5º. The include the genus Escherichia and some species of Klebsiella. 

	3.7 Desazolve
	3.7 Mercury removal

	La acción de extraer sólidos provenientes de los sistemas de alcantarillado urbano o municipal, no incluye los provenientes de las presas o vasos de regulación.

	The action of extracting solids originating from the sewer urban or municipal systems, does not include those originating from the dams or regulation basins. 

	3.8 Digestión aerobia
	3.8 Aerobic digestion

	Es la transformación bioquímica de la materia orgánica presente en los lodos, que es transformada en bióxido de carbono y agua por los microorganismos en presencia de oxígeno.
	Is the biochemical transformation of the organic material present in sludge, that is transformed in carbon dioxide and water by the microorganisms in the presence of oxygen. 


	3.9 Digestión anaerobia
	3.9 Anerobic digestion

	Es la transformación bioquímica de la materia orgánica presente en los lodos, que es transformada en gas metano y bióxido de carbono y agua por los microorganismos en ausencia de oxígeno disuelto y combinado.

	Is the biochemical transformation of the organic material present in the sludges, that is transformed in methane gas and carbon dioxide, and water by the dissolved and combined microorganisms in the absence of oxygen.

	3.10 Disposición final
	3.10 Final disposition

	La acción de depositar de manera permanente lodos y biosólidos en sitios autorizados.
	The action of depositing permanently sludges and biosolids in authorized sites.
 

	3.11 Estabilización
	3.11 Stabilization

	Son los procesos físicos, químicos o biológicos a los que se someten los lodos para acondicionarlos para su aprovechamiento o disposición final para evitar o reducir sus efectos contaminantes al medio ambiente.
	Are those physical, chemical, or biological processes to which are submitted the sludges for conditioning them for their utilization or final disposition for avoiding or reducing their contaminating effects on the environment.


	3.12 Estabilización alcalina
	3.12 Alkaline stabilization

	Es el proceso mediante el cual se añade suficiente cal viva (óxido de calcio CaO) o cal hidratada (hidróxido de calcio Ca(OH)2) o equivalentes, a la masa de lodos y biosólidos para elevar el pH.
	Is the process through which sufficient live calcium (calcium oxide CaO) or hydrated calcium (calcium hydroxide Ca(OH)2) or the equivalents, to the mass of sludges and biosolids for raising the pH. 


	3.13 Helminto
	3.13 Helminthes

	Término designado a un amplio grupo de gusanos parásitos (de humanos, animales y vegetales), de vida libre, con forma y tamaños variados. Poseen órganos diferenciados, y sus ciclos vitales comprenden la producción de huevos o larvas, infecciosas o no.
	Term designated for a large group of parasitic worms (of humans, animals, and vegetables), free living, with varied shapes and sizes. They possess unique organs, and their life cycles consist of the production of eggs or larvae, infectious or not. 


	3.14 Huevos de helmintos viables
	3.15 Eggs of viable helminthes

	Huevos de helmintos susceptibles de desarrollarse e infectar.
	Eggs of Helminthes susceptible of developing and infecting.


	3.15 La Secretaría
	3.15 Secretary

	Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales.
	The Secretary of Environment and Natural Resources.


	3.16 Límite máximo permisible
	3.16 Maximum permissible limit

	Valor asignado a un parámetro, el cual no debe ser excedido por los lodos y biosólidos para que puedan ser dispuestos o aprovechados.
	Value assigned to a parameter, which must not be exceeded by the sludges and biosolids so that they can be made available or utilized. 


	3.17 Lixiviado
	3.17 Leached liquids

	Líquido proveniente de los lodos y biosólidos, el cual se forma por reacción o percolación y que contiene contaminantes disueltos o en suspensión.
	Liquid originating from the sludges and biosolids, which is formed by reaction or percolation and that contains contaminants dissolved or in suspension. 


	3.18 Lodos
	3.18 Sludges

	Son sólidos con un contenido variable de humedad, provenientes del desazolve de los sistemas de alcantarillado urbano o municipal, de las plantas potabilizadoras y de las plantas de tratamiento de aguas residuales, que no han sido sometidos a procesos de estabilización.

	Are solids with variable moisture content, originating from the mercury extraction from the urban or municipal sewer systems, of the drinking water plants and the plants for treatment of wastewaters that have not been submitted to processes of stabilization. 

	3.19 Mejoramiento de suelos
	3.19 Improvement of soil

	Es la aplicación de los biosólidos en terrenos para mejorar sus características físicas, químicas o microbiológicas.

	Is the application of biosolids on lands to improve their physical, chemical, or microbiological characteristics. 

	3.20 Muestra
	3.20 Sample

	Parte representativa de un universo o población finita, obtenida para conocer sus características.
	Representative part of a universe or finite population, obtained for knowing their characteristics. 


	3.21 Parásito
	3.21 Parasite

	Organismo animal o vegetal que vive sobre o dentro de un individuo de otra especie.
	Animal or vegetable organism that lives on or within an individual of another type.
 

	3.22 Patógeno
	3.22 Pathogen

	Microorganismo capaz de causar enfermedades, si está presente en cantidad suficiente y condiciones favorables.

	A microorganism capable of causing illnesses, if it is present in sufficient quantity and favorable conditions. 

	3.23 Salmonella spp.
	3.23 Salmonella spp.

	Bacilos mótiles por sus flagelos perítricos, que fermentan de manera característica glucosa y manosa sin producir gas, pero no fermentan lactosa ni sacarosa. La mayoría produce sulfuro de hidrógeno (H2S). A menudo, son patógenos para el hombre y los animales cuando se ingieren, ocasionando fiebre tifoidea y enterocolitis (conocida también como gastroenteritis).
	Bacillus mobile by their peritricius flagellum that ferment characteristically as glucose without producing gas, but they do not ferment lactose nor sac arose. The majority produce hydrogen sulphide (H2S). Frequently they are pathogens for man and animals when they are ingested, causing typhoid fever and enterocolitis (known also as gastroenteritis). 


	3.24 Sistema de alcantarillado urbano o municipal
	3.24 Urban or municipal sewer system

	Es el conjunto de obras y acciones que permiten la prestación de un servicio público de alcantarillado, incluyendo el saneamiento, entendiendo como tal la conducción, tratamiento, alejamiento y descarga de las aguas residuales.
	Is the combination of Works and actions that permit the rendering of a public sewer system, including the sanitary treatment, understanding as such the conduction, treatment, movement, and discharge of the wastewaters. 


	3.25 Sólidos Totales (ST)
	3.25 Total solids 

	Son los materiales residuales que permanecen en los lodos y biosólidos, que han sido deshidratados entre 103°C a 105°C, hasta alcanzar un peso constante y son equivalentes en base a peso seco.
	Are those waste materials that remain in the sludges and biosolids that have been dehydrated between 103ºC to 105ºC until reaching a constant weight and are equivalent based on dry weight. 


	3.26 Sólidos Volátiles (SV)
	3.26 Volatile solids 

	Son sólidos orgánicos totales presentes en los lodos y biosólidos, que se volatilizan cuando éstos se queman a 550°C en presencia de aire por un tiempo determinado.
	Are total organic solids present in sludges and biosolids that are made volatile when they burn at 550ºC in presence of air for a determined time. 


	3.27 Tasa Específica de Absorción de Oxígeno (TEAO)
	3.27 Specific rate of Oxygen absorption (SOAR)

	Es la masa de oxígeno consumida por unidad de tiempo y por unidad de masa en peso seco de los sólidos totales de los lodos y biosólidos.
	Is the mass of oxygen consumed per unit of time and by unit of mass in dry weight of the total solids of the sludges and biosolids.


	3.28 Terrenos con fines agrícolas
	3.28 Lands with agricultural purposes

	Son las superficies sobre las cuales se pueden cultivar productos agrícolas para consumo humano y animal, incluyendo los pastizales.
	Are the surfaces over which agricultural products can be cultivated for human and animal consumption, including the pastures. 


	4. Especificaciones
	4. Specifications


	4.1 Las personas físicas o morales interesadas en llevar a cabo el aprovechamiento o disposición final de los lodos y biosólidos a que se refiere esta Norma Oficial Mexicana, deberá de recabar la “constancia de no peligrosidad de los mismos” en términos del trámite SEMARNAT-07-007.

	4.1 The individuals or companies interested in carrying out the utilization or final disposition of the sludges and biosolids referred to in this Official Mexican Standard must have the “Non Hazards Certificate” under the terms of the Request form SEMARNAT-07-007. 

	4.1.1 En el caso del proceso de estabilización alcalina, las muestras de lodos deben ser tomadas antes de ser sometidas a este proceso.
	4.1.1 In the case of the process of alkaline stabilization, the simples of sludges must be taken before being submitted to this process. 


	4.2 Los lodos y biosólidos que cumplan con lo establecido en la especificación 4.1, pueden ser manejados como residuos no peligrosos para su aprovechamiento o disposición final como se establece en la presente Norma Oficial Mexicana.
	4.2 The sludges and biosolids that comply with that established in the specification 4.1 can be manager as non hazardous wastes for their utilization or final disposition as is established in this Official Mexican Standard. 


	4.3 Para que los biosólidos puedan ser aprovechados, deben cumplir con la especificación 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 y 4.8; y lo establecido en las tablas 1, 2 y 3 de la presente Norma Oficial Mexicana.
	4.3 So that biosolids can be utilized, they must comply with the specification 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, and 4.8; and that established in Tables 1, 2, and 3 from this Official Mexican Standard.


	4.4 Los generadores de biosólidos deben controlar la atracción de vectores, demostrando su efectividad. Para lo cual se pueden aplicar cualquiera de las opciones descritas, de manera enunciativa pero no limitativa, en el Anexo 1 u otras que el responsable demuestre que son útiles para ello. Se deben conservar los registros del control por lo menos durante los siguientes 5 (cinco) años posteriores a su generación.

	4.4 The generators of biosolids must control the attraction of vectors showing their effectiveness. For which any of the described actions can be applied in an enunciative manner but not limited to it, in Appendix 1 or others that the responsible party shows that they are useful for it. The control records must be kept for at least the 5 years following their generation. 

	4.5 Para efectos de esta Norma Oficial Mexicana los biosólidos se clasifican en tipo: excelente y bueno en función de su contenido de metales pesados; y en clase: A, B y C en función de su contenido de patógenos y parásitos.
	4.5 For the purposes of this Official Mexican Standard the biosolids are classified by type: excellent and good depending on their heavy metals content; and in Class: A, B, and C depending on their contents of pathogens and parasites. 


	4.6 Los límites máximos permisibles de metales pesados se establecen en la tabla 1.
	4.6 The maximum permissible limits of heavy metals are established in Table 1. 


	TABLA 1
	TABLE 1

	LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA METALES PESADOS EN BIOSOLIDOS
	MAXIMUM PERMISSIBLE LIMITS FOR HEAVY METALS IN BIO-SOLIDS


	CONTAMINANTE
(determinados en forma total)
	EXCELENTES
mg/kg
en base seca
	BUENOS
mg/kg
en base seca

	Arsénico
	41
	75

	Cadmio
	39
	85

	Cromo
	1 200
	3 000

	Cobre
	1 500
	4 300

	Plomo
	300
	840

	Mercurio
	17
	57

	Níquel
	420
	420

	Zinc
	2 800
	7 500


	CONTAMINANTS
(determined in a total form)
	EXCELLENT
mg/kg
in dry base
	GOOD
mg/kg
in dry base

	Arsenic
	41
	75

	Cadmium
	39
	85

	Chrome
	1,200
	3,000

	Copper
	1,500
	4,300

	Lead
	300
	840

	Mercury
	17
	57

	Nickel
	420
	420

	Zinc
	2,800
	7,500


	4.7 Los límites máximos permisibles de patógenos y parásitos en los lodos y biosólidos se establecen en la tabla 2.
	4.7 The maximum permissible limits of pathogens and parasites in sludges and biosolids are established in Table 2. 

	
	

	
	


	TABLA 2
	TABLE 2

	LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES PARA PATOGENOSY PARASITOS EN LODOS Y BIOSOLIDOS
	MAXIMUM PERMISSIBLE LIMITS FOR 
PATHOGENS AND PARASITES IN SLUDGES AND BIOSOLIDS


	CLASE
	INDICADOR BACTERIOLOGICO DE CONTAMINACIÓN
	PATOGENOS
	PARASITOS

	
	Coliformes fecales
NMP/g en base seca
	Salmonella spp.
NMP/g en base seca
	Huevos de helmintos/g
en base seca

	A
	Menor de 1 000
	Menor de 3
	Menor de 1(a)

	B
	Menor de 1 000
	Menor de 3
	Menor de 10

	C
	Menor de 2 000 000
	Menor de 300
	Menor de 35


	CLASS
	BACTERIOLOGICAL INDICATOR OF CONTAMINATION
	PATHOGENS
	PARASITES

	
	Fecal coliforms
MPN/g in dry base
	Salmonella spp.
MPN/g in dry base
	Helminthes eggs/g
in dry base

	A
	Less than 1,000
	Less than 3
	Less than 1(a)

	B
	Less than 1,000
	Less than 3
	Less than 10

	C
	Less than 2,000,000
	Less than 300
	Less than 35


	(a) Huevos de helmintos viables
	(a) viable helminthe eggs


	NMP número más probable
	most probable number (MPN)


	4.8 El aprovechamiento de los biosólidos, se establece en función del tipo y clase, como se especifica en la tabla 3 y su contenido de humedad hasta el 85%.
	4.8 The utilization of biosolids is established depending on the type and class as is specified in the Table 3 and their moisture contents up to 85%. 


	TABLA 3
	TABLE 3

	APROVECHAMIENTO DE BIOSOLIDOS
	UTILIZATION OF BIOSOLIDS


	TIPO
	CLASE
	APROVECHAMIENTO

	EXCELENTE
	A
	
Usos urbanos con contacto público directo durante su aplicación


Los establecidos para clase B y C

	EXCELENTE
O
BUENO
	B
	
Usos urbanos sin contacto público directo durante su aplicación


Los establecidos para clase C

	EXCELENTE
O
BUENO
	C
	
Usos forestales 


Mejoramientos de suelos


Usos agrícolas


	TYPE
	CLASS
	UTILIZATION

	EXCELLENT
	A
	· Urban uses with direct public contact during its application

· Those established for class B and C

	EXCELLENT
OR GOOD
	B
	· Urban uses without direct public contact during its application

· Those established for class C

	EXCELLENT OR GOOD
	C
	· Forest uses

· Improvement of soils

· Agricultural uses


	4.9 La aplicación de los biosólidos en terrenos con fines agrícolas y mejoramiento de suelos se sujetará a lo establecido en la Ley Federal de Sanidad Vegetal y conforme a la normatividad vigente en la materia.
	4.9 The application of the biosolids on lands with agricultural purposes and improvement of soils will be subject to that established in the Federal Law of Vegetable Health and in conformity to the current standards in the matter.


	4.10 Para la disposición final de los lodos y biosólidos, éstos deben cumplir con la especificación 4.1 y con los límites máximos permisibles para el contenido del indicador de contaminación, patógenos y parásitos especificados en la tabla 2, para clase C.
	4.10 For the final disposition of the sludges and biosolids, they must comply with the specification 4.1 and with the maximum permissible limits for the contents of the indicator of contamination, pathogens, and parasites specified in Table 2, for class C.


	4.11 Los sitios para la disposición final de lodos y biosólidos, serán los que autorice la autoridad competente, conforme a la normatividad vigente en la materia.
	4.11 The sites for the final disposition of sludges and biosolids will be those that the appropriate authorizes in conformity to the current standards in the material. 


	4.12 Los lodos y biosólidos que cumplan con lo establecido en la presente Norma Oficial Mexicana, pueden ser almacenados hasta por un periodo de dos años. El predio en el que se almacenen debe ser habilitado para que no existan infiltraciones al subsuelo y contar con un sistema de recolección de lixiviados.

	4.12 The sludge and biosolids that comply with that established in this Official Mexican Standard can be stored up to a period of two years. The lot in which they are stored must be prepared so that filtration to the subsoil do not exist and have a system of recollection of leached liquids. 

	4.13 Se permite la mezcla de dos o más lotes de lodos o biosólidos, siempre y cuando ninguno de ellos esté clasificado como residuo peligroso y su mezcla resultante cumpla con lo establecido en la presente Norma Oficial Mexicana.
	4.13 The mixture of two or more lots of sludges or biosolids is permitted, provided that none of them is classified as a hazardous waste and its resulting mixture compiles with that established in this Official Mexican Standard. 


	4.14 Muestreo y análisis de lodos y biosólidos
	4.14 Sampling and analysis of sludges and biosolids


	El generador de lodos y biosólidos por medio de laboratorios acreditados debe realizar los muestreos y análisis correspondientes para demostrar el cumplimiento de la presente Norma Oficial Mexicana y deberá conservar los registros por lo menos los siguientes 5 (cinco) años posteriores a su realización.

	The generator of sludges and biosolids by means of accredited laboratories must perform the corresponding simples and analysis for showing the compliance of this Official Mexican Standard and the records must be kept for at least the 5 years following its performance. 

	4.15 La frecuencia de muestreo y análisis para los lodos y biosólidos se realizará en función del volumen de lodos generados como se establece en la tabla 4.
	4.15 The frequency of sampling and analysis for the sludges and biosolids will be performed depending on the volume of sludges generated as is established in Table 4. 


	TABLA 4
	TABLE 4

	FRECUENCIA DE MUESTREO Y ANALISIS
PARA LODOS Y BIOSOLIDOS
	FREQUENCY OF SAMPLING AND ANALYSIS FOR SLUDGES AND BIOSOLIDS


	Volumen generado por año (Ton/Año)
en base seca
	Frecuencia de 
muestreo y 
análisis
	
Parámetros a determinar

	Hasta 1,500
	Una vez al año
	Metales pesados, indicador bacteriológico de contaminación, patógenos y parásitos

	Mayor de 1,500 hasta 15,000
	Una vez por semestre
	Metales pesados, indicador bacteriológico de contaminación, patógenos y parásitos

	Mayor de 15,000
	Una vez por trimestre
	Metales pesados, indicador bacteriológico de contaminación, patógenos y parásitos


	VOLUME GENERATED PER YEAR (Ton/year)
in dry base
	Frequency of sampling and analysis
	Parameters to be determined

	Up to 1,500
	Once per year
	Heavy metals, bacteriological indicator of contamination, pathogens and parasites

	Greater than 1,500 up to 15,000 
	Once per semester
	Heavy metals, bacteriological indicator of contamination, pathogens and parasites

	Greater than 15,000
	Once per trimester
	Heavy metals, bacteriological indicator of contamination, pathogens and parasites


	4.16 El generador podrá quedar exento de realizar el muestreo y análisis de alguno o varios de los parámetros establecidos en la presente Norma Oficial Mexicana, siempre y cuando la detección de éstos sea en cantidades menores que los límites máximos establecidos, o cuando por la procedencia de los lodos y biosólidos éstos no contengan los contaminantes regulados en la presente Norma Oficial Mexicana, en ambos casos, deberá manifestarlo ante la Secretaría por escrito y bajo protesta de decir verdad. La autoridad se reserva el derecho de verificar dicha información.

	4.16 The generator can remain exempt from performing the sampling and analysis of any or several of the parameters established in this Official Mexican Standard, provided that the detection of them is in quantities less than the maximum established limits, or when by the nature of the sludges and biosolids they do not contain the contaminants regulated in this Official Mexican Standard, in both cases, it must be declared before the Secretary in writing and under oath. The authority reserves the right of verifying said information. 

	4.17 El generador deberá contar con una bitácora de control de lodos y biosólidos, de acuerdo a lo establecido en el Anexo VII.
	4.17 The generator must have a control log of sludges and biosolids, according to that established in the Appendix VII. 


	5. Muestreo y métodos de prueba
	5. Sampling and testing methods


	Para el muestreo y determinación de los valores y concentraciones de los parámetros establecidos en esta Norma, se deberán aplicar los métodos de prueba establecidos en los anexos II, III, IV, V y VI de la presente Norma Oficial Mexicana.
	For the sampling and determination of the values and concentrations of the parameters established in this Standard, the testing methods established in appendices II, III, IV, V, and VI of this Official Mexican Standard must be applied.


	6. Evaluación de la conformidad
	6. Evaluation of conformity


	La evaluación de la conformidad de la presente Norma Oficial Mexicana se realizará a petición de parte, de conformidad a lo dispuesto por la Ley Federal sobre Metrología y Normalización y su Reglamento.
	The evaluation of the conformity of this Official Mexican Standard will be performed at the request of the party in conformity to the provision in the Federal Law on Metrology and Standardization and its Regulation. 


	El procedimiento de verificación se realizará por la PROFEPA o por las unidades de verificación y laboratorios acreditados y aprobados para llevar a cabo la verificación. En caso de que existan unidades de verificación acreditadas para la presente Norma, la verificación se realizará exclusivamente a través de las mismas.

	The procedure of verification will be performed by PROFEPA or by the Units of Verification and laboratories accredited and approved for carrying out the verification. When there are units of verification accredited for this Standard, the verification will be performed exclusively through the same. 

	7. Grado de concordancia con normas y lineamientos internacionales
	7. Degree of Concordance with international standards and guidelines


	Esta Norma Oficial Mexicana no concuerda con ninguna norma o lineamiento internacional, tampoco existen normas mexicanas que hayan servido de base para su elaboración.
	This Official Mexican Standard does not concorde with any international standard or guideline, Mexican standards do not exist either that have served as criteria for its creation. 
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	9. Observancia de esta Norma
	9. Observance of this Standard


	9.1 La vigilancia del cumplimiento de la presente Norma Oficial Mexicana corresponde a la Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales, por conducto de la Procuraduría Federal de Protección al Ambiente, así como a los gobiernos estatales, municipales y del Distrito Federal, en el ámbito de sus respectivas competencias. Las violaciones a la misma se sancionarán en los términos de la Ley General del Equilibrio Ecológico y la Protección al Ambiente, sus reglamentos y demás ordenamientos jurídicos aplicables. La Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales, por conducto de la Procuraduría Federal de Protección al Ambiente, así como los gobiernos estatales, municipales y del Distrito Federal, en el ámbito de su respectiva competencia, llevarán a cabo de manera periódica o aleatoria los muestreos y análisis de los lodos y biosólidos, con objeto de verificar el cumplimiento de los límites máximos permisibles de contaminantes establecidos en la presente Norma Oficial Mexicana.
	9.1 The oversight to the compliance to this Official Mexican Standard corresponds to the Secretary of Environment and Natural resources through the office of the Federal Prosecutor of Protection of the Environment, as well as the state, municipal, and Federal District governments, within the scope of their respective jurisdictions. The violations to the same will be sanctioned under the terms of the General Law on Ecological Equilibrium and the Protection of the Environment, its Regulations, and all other applicable legal ordinances. The Secretary of Environment and Natural Resources, through the office of the Federal Prosecutor of Protection of the Environment, as well as the state, municipal, and Federal District governments within the scope of their respective jurisdiction, they will periodically or randomly carry out samplings and analysis of the sludges and biosolids, for the purpose of verifying the compliance to the maximum permissible limits of contaminants established in this Official Mexican Standard. 


	TRANSITORIOS
	TRANSITIONAL ARTICLES


	PRIMERO.- La presente Norma Oficial Mexicana entrará en vigor a los 60 días posteriores al de su publicación en el Diario Oficial de la Federación.
	FIRST. This Official Mexican Standard will become effective 60 days after its publication in the Official Daily of the Federation. 


	SEGUNDO.- Con fundamento en lo dispuesto en el artículo 47 fracción IV de la Ley Federal sobre Metrología y Normalización, provéase la publicación de este proyecto en el Diario Oficial de la Federación.
	SECOND. Based on the provision in Article 47 section IV of the Federal Law on Metrology and Standardization, Review the publication of this Project in the Official Daily of the Federation.


	México, Distrito Federal, a los quince días del mes de abril de dos mil tres.- El Subsecretario de Fomento y Normatividad Ambiental de la Secretaría de Medio Ambiente y Recursos Naturales, y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalización de Medio Ambiente y Recursos Naturales, Cassio Luiselli Fernández.- Rúbrica.
	Mexico, Federal District, on the 15th days of the month of April of 2003. The Sub-secretary of Development and environmental Standards of the Secretary of Environment and Natural Resources, and President of the National Consultative Committee of Standardization of Environment and Natural Resources, Cassio Luiselli Fernandez. Signed. 


	ANEXO I
	APPENDIX I

	OPCIONES PARA LA REDUCCION DE ATRACCION DE VECTORES
	OPTIONS FOR THE REDUCTION OF ATTRACTION OF VECTORS


	Los responsables podrán aplicar cualquiera de las siguientes opciones para el control de atracción de vectores o cualquier otra que se demuestre que es efectiva.

	The responsible parties can apply any of the following options for the control of attraction of vector or whatever other that is demonstrated to be effective. 

	Opción 1: Reducción en el contenido de sólidos volátiles
	Option 1: Reduction in the contents of volatile solids


	La atracción de vectores se reduce si la masa de sólidos volátiles en los biosólidos es reducida por lo menos un 38% durante su tratamiento. Este porcentaje es equivalente al conseguido mediante digestión aeróbica o anaeróbica más alguna reducción adicional que ocurra después de que los biosólidos salen de las instalaciones de estabilización, tales como el procesamiento en lechos de secado o lagunas o mediante el composteo.
	The attraction of vectors is reduced if the mass of volatile solids in the biosolids is reduced by at least 38: during its treatment. This percentage is equivalent to that obtained through aerobic or anaerobic digestion plus any additional reduction that occurs after the biosolids leave the stabilizations installations, such as the processing in drying beds or tanks or through composting.  


	Opción 2: Digestión adicional de los biosólidos digeridos anaeróbicamente
	Option 2: Additional digestion of the biosolids anaerobically digested.


	Frecuentemente, los biosólidos han sido reciclados a través del tratamiento biológico de las aguas residuales o han transitado durante largos periodos por los sistemas de alcantarillado. Durante este tiempo, sufren una degradación biológica sustancial. Si los biosólidos son subsecuentemente tratados mediante digestión anaerobia, su atracción de vectores será reducida adecuadamente. Debido a que ingresan al digestor parcialmente estabilizados, la reducción de sólidos volátiles después del tratamiento frecuentemente es menor de 38%. Bajo estas circunstancias, pudiera no ser factible la reducción de 38% requerida en la opción 1. La opción 2 permite al operador demostrar la reducción de atracción de vectores probando una porción de los biosólidos previamente digeridos en una unidad a escala de laboratorio. Se demuestra la reducción, si después de la digestión anaerobia de los biosólidos por 40 días adicionales, a una temperatura entre 30°C y 37°C, la reducción de los sólidos volátiles en los biosólidos es menor de 17%.

	Frequently, the biosolids have been recycled through the biological treatment of wastewaters or have transited during long periods through the sewer systems. During this time, they suffer a substantial biological degradation. If the biosolids are subsequently treated through anaerobic digestion, its attraction of vectors will be reduced adequately. Due to them entering the digester partially stabilized, the reduction of volatile solids after treatment frequently is lower than 38%. Under these circumstances, the reduction of 38% required in Option 1 might not be feasible. Option 2 permits the operator to demonstrate the reduction of attraction of vectors testing a portion of the biosolids previously digested in a laboratory scale unit. The reduction is demonstrated if after the anaerobic digestion of the biosolids for an additional 40 days, at a temperature between 30ºC and 37ºC, the reduction of the volatile solids in the biosolids is lower than 17%. 

	Opción 3: Digestión adicional de los biosólidos digeridos aeróbicamente

	Option 3: Additional digestion of the biosolids aerobically digested. 

	Esta opción es apropiada para los biosólidos digeridos aeróbicamente que no pueden cumplir con la opción 1, incluye a aquellos producidos por plantas de aireación extendida donde el tiempo mínimo de residencia para los biosólidos en el tren de aguas generalmente excede de 20 días. En estos casos, los biosólidos ya estarán sustancialmente degradados antes de la digestión aerobia.

	This option is appropriate for the biosolids anaerobically digested that cannot comply with the option 1, includes those produced by aeration plants extended where the minimum time of residence for the biosolids in the canal of waters generally exceeds 20 days. In these cases, the biosolids already will be substantially degraded before the aerobic digestion. 

	Bajo esta opción, se considera que los biosólidos digeridos aeróbicamente con 2% de sólidos o menos, han logrado la reducción de atracción de vectores si después de 30 días de digestión aerobia en una prueba de laboratorio a 20°C, la reducción de los sólidos volátiles es menor de 15%. Esta prueba solamente es aplicable a los biosólidos líquidos digeridos aeróbicamente.

	Under this option, it is considered that the biosolids aerobically digested with 2% of solids or less, have achieved the reduction of attraction of vectors if after 30 days of aerobic digestion in a laboratory test at 20ºC, the reduction of the volatile solids is less than 15%. This test only is applicable to the liquid biosolids aerobically digested. 

	Opción 4: Procesos aerobios a más de 40oC

	Option 4: Aerobic processes at more than 40ºC. 

	Esta opción se aplica primordialmente a los biosólidos composteados que también contienen agentes abultadores orgánicos parcialmente descompuestos. Los biosólidos deben ser tratados aeróbicamente por 14 días o más, tiempo durante el cual la temperatura deberá rebasar siempre los 40°C y el promedio será mayor de 45°C. Esta opción pudiera aplicarse a otros procesos aeróbicos, tales como la digestión aeróbica, sin embargo, las opciones 3 y 4 parecen más fáciles de cumplir para los otros procesos aeróbicos.

	This option is applied primarily to the composted biosolids that also contain bulky organic agents partially decomposed. The biosolids must be treated aerobically for 14 days or more, time during which the temperature must always exceed 40ºC and the average will be greater than 45ºC. This option can be applied to other aerobic processes, such as aerobic digestion; nevertheless, the options 3 and 4 seem easier to comply with for the other aerobic processes. 

	Opción 5: Adición de materia alcalina
	Option 5: Addition of alkaline material


	Se considera que los biosólidos reducen adecuadamente su atracción de vectores si se adiciona suficiente materia alcalina para lograr lo siguiente:
	It is considered that the biosolids reduce adequately their attraction of vectors is sufficient alkaline material in order to achieve the following: 


	- Elevar el pH por lo menos hasta 12, medido a 25°C, y sin añadir más materia alcalina, mantenerlo por 2 horas, y
	- To elevate the pH at least to 12, measured at 25ºC, and without adding mare alkaline material, maintain it for 2 hours, and


	- Mantener un pH de al menos 11,5 sin la adición de más materia alcalina durante otras 22 horas.
	- To maintain a pH of at least 11.5 without the addition of more alkaline material during other 22 hours. 


	Estas condiciones tienen la intención de asegurar que los biosólidos puedan ser almacenados por lo menos durante varios días en las instalaciones de tratamiento, transportados y posteriormente aplicados sin que el pH descienda a niveles en los que ocurre la putrefacción y se atraen vectores.

	These conditions have the intention of assuring that the biosolids can be stored for at least several days in the treatment installations, transported and later applied without the pH descending to levels in which the putrefaction occurs and vectors are attracted. 

	Opción 6: Reducción en la humedad de biosólidos que no contienen sólidos sin estabilizar

	Option 6: Reduction in the moisture of biosolids that do not contain solids without stabilization

	Se considera que la atracción de vectores se reduce si los biosólidos no contienen sólidos sin estabilizar generados durante el tratamiento primario y su contenido de sólidos es por lo menos del 75% antes de ser mezclados con otros materiales. Por consiguiente, la reducción debe lograrse removiendo agua y no mediante la adición de materiales inertes.
	It is considered that the attraction of vectors is reduced if the biosolids do not contain unstabilized solids during the primary treatment and its solid contents is at least 75% before being mixed with other materials. Consequently, the reduction must be achieved removing water and not through the addition of inert materials. 


	Es importante que los biosólidos no contengan sólidos sin estabilizar porque los desechos de comida parcialmente degradados que seguramente existen en tales biosólidos atraerían a pájaros, algunos . mamíferos y posiblemente a insectos aun si el contenido de sólidos es mayor del 75%.

	It is important that the biosolids do not contain unstabilized solids because the partially degraded food waste that surely exists in such biosolids will attract birds, some mammals and possibly insects if the solid contents is greater than 75%. 

	Opción 7: Reducción en la humedad de biosólidos que contienen sólidos no estabilizados

	Option 7: Reduction in the moisture of biosolids that contain unstabilized solids

	Se considera que la habilidad para atraer vectores de cualesquier biosólido se reduce adecuadamente si su contenido de sólidos se incrementa al 90% o más sin importar si se trata de biosólidos provenientes del tratamiento primario. El incremento debe conseguirse removiendo agua y no mediante la dilución con sólidos inertes. El secado hasta este punto limita severamente la actividad biológica y destroza o descompone los compuestos volátiles que atraen vectores.
	It is considered that the ability for attracting vectors of any other biosolids is adequately reduced if its solids contents are increased to 90% or more without it being important with respect to biosolids originating from the primary treatment. The increase must be obtained removing the water and not through the dilution with inert solids. The drying to this point limits severely the biological activity and destroys or decomposes the volatile compounds that attract vectors. 


	La manera en que se manejan los biosólidos secos, incluyendo su almacenamiento antes de la aplicación puede propiciar la atracción de vectores. Si éstos se exponen a una humedad alta, la superficie exterior tendrá un alto contenido de humedad y posiblemente atraerá vectores. Esto debe ser prevenido adecuadamente.

	The manner in which the dry biosolids are handled, including its storage before the application can provide the attraction of vectors. If they are exposed to a high humidity, the exterior surface will have a high moisture content and possibly will attract vectors. This must be adequately prevented: 

	Opción 8: Tasa específica de absorción de oxígeno (TEAO) para biosólidos digeridos aeróbicamente
	Option 8: Specific rate of oxygen absorption for biosolids aerobically digested.
 

	Frecuentemente, los biosólidos digeridos aeróbicamente son circulados a través de los procesos biológicos de tratamiento aeróbico de las aguas residuales hasta por 30 días. En estos casos, los biosólidos que entran al digestor aeróbico ya están parcialmente digeridos, lo cual dificulta cumplir con la Opción 1.
	Frequently, the biosolids aerobically digested are circulated through the biological processes of aerobic treatment of the wastewaters up to 30 days. In these cases, the biosolids that enter the aerobic digester are already partially digested, which makes it difficult to comply with Option 1. 


	La Tasa Específica de Absorción de Oxígeno (TEAO) es la masa de oxígeno consumida por unidad de tiempo y por unidad de masa en peso seco de los sólidos totales de los biosólidos. La reducción en la atracción de vectores puede demostrarse si la TEAO de los biosólidos que son aplicados, determinada a 20°C, es igual o menor de 1,5 mg de O2/h/g de sólidos totales (peso seco).

	The Specific Rate of Oxygen absorption is the mass of oxygen consumed per unit of time and by unit of mass in dry weight of the total solids of the biosolids. The reduction in the attraction of vectors can be demonstrated if the SROA of the biosolids that are applied, determined to be at 20ºC, is equal or less than 1.5 mg of O2/h/g of total solids (dry weight). 

	Esta prueba se basa en el hecho de que, si los biosólidos consumen muy poco oxígeno, su valor como fuente alimenticia para los microorganismos es muy baja como para atraerlos. Se pueden utilizar otras temperaturas para la prueba si los resultados se corrigen sobre la base de 20°C. Esta prueba solamente es aplicable a los biosólidos aeróbicos.

	This test is based on the fact that, if the biosolids consume very little oxygen, its value as a food source for the microorganisms is very low to attract them. Other temperatures can be utilized for the test if the results are corrected on the base of 20ºC. This test only is applicable to the aerobic solids. 

	Opción 9: Incorporación de biosólidos al suelo
	Option 9: Incorporation of biosolids to the soil. 


	Los biosólidos deben ser incorporados al suelo dentro de las 6 horas posteriores a su aplicación sobre el terreno. La incorporación se consigue arando o mediante algún otro método que mezcle los biosólidos con el suelo. Si los biosólidos son Clase A con respecto a patógenos, el tiempo entre la aplicación y el procesado no debe exceder de 8 horas.
	The biosolids must be incorporated to the soil within the 6 hours after its application to the terrain. The incorporation is achieved by plowing or through some other method that mixes the biosolids with the soil. If the biosolids are Class A with respect to pathogens, the time between the application and that processed must not exceed 8 hours. 


	ANEXO II
	APPENDIX II

	METODOS DE MUESTREO DE LODOS Y BIOSOLIDOS
	SAMPLING METHODS OF SLUDGES AND BIOSOLIDS


	Consiste en obtener una porción del volumen generado, la cual debe conservar la integridad de todos sus constituyentes desde el momento en que es tomada la muestra (parte representativa de un universo o población finita obtenida para conocer sus características) y hasta el final de su análisis o determinación en el laboratorio. El tiempo en que éstas permanecen estables dependerá de sus características y método de preservación utilizado. El muestreo constituye una parte integral y fundamental para evaluar la calidad de los lodos y biosólidos, para su depósito final.
	The methods consist in obtaining a portion of the volume generated which must conserve the integrity of all its components from the moment in which the sample is taken (representative part of a universe or finite population obtained for knowing its characteristics) and until the end of its analysis or determination in the laboratory. The time in which they remain stable will depend on its characteristics and method of preservation utilized. The sampling constitutes an integral and fundamental part for evaluating the quality of the sludges and biosolids, for its final disposition. 


	El tamaño y número de muestras dependen de las fuentes generadoras, así como de los procesos utilizados para su estabilización. Es importante considerar la selección del sitio de muestreo, la homogeneidad y representatividad de la muestra, el grado de degradación, el volumen, tipo de análisis y la accesibilidad al sitio seleccionado para el muestreo.
	The size and number of simples depend on the generating sources, as well as the processes utilized for its stabilization. It is important to consider the selection of the sampling site, the homogeneity and representative of the sample, the degree of degradation, the volume, type of analysis and the accessibility to the site selected for the sampling. 


	1. Método
	1. Method

	Obtener muestras representativas de lodos y biosólidos para determinar su contenido de Coliformes fecales, Salmonella spp., huevos de helmintos, tasa específica de absorción de oxígeno, contenido de sólidos totales y sólidos volátiles, arsénico, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio, níquel y zinc.
	To obtain representative simples of sludges and biosolids for determining its content of fecal coliforms, salmonella spp., helminthe eggs, specific rate of oxygen absorption, contents of total solids and volatile solids, arsenic, cadmium, chrome, copper, lead, mercury, nickel, and zinc. 


	1.1 Equipo y materiales
	1.1 Equipment and materials


	Sólo se relacionan los equipos y materiales que son de relevancia para el presente método.
	Only the equipment and materials that are of relevant for this method are related. 


	1.1.1 Equipo.
	1.1.1 Equipment


	1.1.1.1 Báscula con capacidad mínima de 100 kg y precisión de 10 g.
	1.1.1.1 Scale with minimum capacity of 100 kg and precision of 10 grams.


	1.1.1.2 Báscula con capacidad mínima de 10 kg y precisión de 1 g.
	1.1.1.2 Scale with minimum capacity of 10 kg and precision of 1 gram. 


	1.1.1.3 Criba M 2.00 según Norma Mexicana NMX-B-231-1990.
	1.1.1.3 Screen sieve M 2.00 according to the Mexican Standard NMX-B-231-1990. 


	1.1.2 Materiales.
	1.1.2 Materials


	1.1.2.1 Bieldos.
	1.1.2.1 Forks.


	1.1.2.2 Bolsas de polietileno de 0,70 m x 0,50 m y calibre mínimo del No. 200.
	1.1.2.2 Polyethylene bags of 0.70 m X 0.50 m and minimum caliber of the Number 200. 


	1.1.2.3 Bolsas de polietileno de 1,10 m x 0,90 m y calibre mínimo del No. 200.
	1.1.2.3 Polyethylene bags of 1.10 m X 0.90 m and minimum caliber of the Number 200.


	1.1.2.4 Botas de hule.
	1.1.2.4 Rubber boots.


	1.1.2.5 Brocha de tamaño adecuado para la limpieza.
	1.1.2.5 Adequate size brush for clearing.


	1.1.2.6 Cascos de seguridad.
	1.1.2.6 Safety helmets. 


	1.1.2.7 Escobas.
	1.1.2.7 Brooms.


	1.1.2.8 Guantes de carnaza.
	1.1.2.8 Leather gloves. 


	1.1.2.9 Ligas de hule de 1,5 mm de ancho.
	1.1.2.9 Rubber ties of 1.5mm in width.


	1.1.2.10 Marcadores de tinta permanente, preferentemente color negro.

	1.1.2.10 Permanent ink markers, preferably black. 

	1.1.2.11 Mascarillas protectoras.
	1.1.2.11 Protective masks. 


	1.1.2.12 Overoles.
	1.1.2.12 Overshoes.


	1.1.2.13 Papelería y varios (formatos de muestreo, lápices, gomas y otros).
	1.1.2.13 Paper supplies (sampling formats, pencils, erasers, and others). 


	1.1.2.14 Papelería y varios (informe de campo, marcadores, ligas, etc.).
	1.1.2.14 Paper supplies  (field report, markers, ties, etc.)


	1.1.2.15 Palas curvas.
	1.1.2.15 Curved shovels.


	1.1.2.16 Recogedores.
	1.1.2.16 Dustpans.


	1.1.2.17 Tablas de inventario, tamaño carta u oficio.
	1.1.2.17 Inventory tables, letter or business size.


	1.1.2.18 Tambos metálicos de forma cilíndrica, con capacidad de 20 L.
	1.1.2.18 Metallic cylindrical drums, with capacity of 20 liters.


	1.1.2.19 Bolsas de polietileno estéril sin pastilla de tiosulfato o recipientes de polietileno o propileno inerte, de boca ancha y con tapa y cierre hermético, de 500 ml de capacidad y susceptibles de ser esterilizados en autoclave, para coliformes fecales.
	1.1.2.19 Sterile polyethylene bags without thiosulfate paste or containers of polyethylene or inert propylene, wide mouth and with a top and hermetic seal, of 500 ml of capacity and susceptible to be sterilized in an autoclave for fecal coliform.


	1.1.2.20 Recipientes de polietileno o propileno inerte o de vidrio, de boca ancha y con tapa y cierre hermético, de 50 ml, para metales.
	1.1.2.20 Containers of polyethylene or inert propylene or of glass, of wide mouth and with a top and hermetic seal, of 50 ml, for metals.


	1.1.2.21 Recipientes de polietileno o propileno inerte, de boca ancha y con tapa y cierre hermético, de 500 ml de capacidad, para huevos de helmintos, sólidos y TEAO.
	1.1.2.21 Containers of polyethlyene or inert propylene, of wide mouth and with a top and hermetic seal, of 500 ml of capacity, for helminthes eggs, solids, and the specific rate of oxygen absorption


	2. Tipos de lodos
	2. Types of sludges


	2.1. Muestras líquidas o semisólidas
	2.1 Liquid or semisolid simples


	Colectar la muestra directamente del vertedor en un recipiente de plástico de 20 L, hasta obtener el doble del volumen por utilizar para cada uno de los análisis por realizar, como mínimo.
	Collect the sample directly from the drain in a plastic container of 20 liters, until obtaining double the volume to be utilized for each one of the analysis to be performed, as a minimum. 


	2.1.1 Tuberías
	2.1.1 Pipes

	Colectar la muestra directamente de la tubería a través del grifo de purga que presente un diámetro interno mínimo de 3,8 cm.
	Collect the sample directly from the pipe through a purging accessory that has a minimum internal diameter of 3.8 cm. 


	2.1.2 Canales 
	2.1.2 Canals

	Colectar la muestra en el vertedor o en otro punto donde el lodo esté bien mezclado.
	Collect the sample in the drain or in another point where the sludge is well mixed. 


	2.1.3 Digestores
	2.1.3 Digesters

	Colectar la muestra de un tanque mezclado que es alimentado a través de líneas provenientes de diferentes niveles en el digestor. Antes del muestreo asegurarse de eliminar el lodo acumulado previamente en las líneas.

	Collect the sample from a mixed tank that is supplied through lines originating from different levels in the digester. Before sampling be sure to eliminate the sludge previously accumulated in the lines. 

	2.1.4 Tanques
	2.1.4 Tanks

	Mezclar completamente el tanque y colectar varias muestras a diferentes profundidades y puntos. Juntar todas las muestras en una sola antes de realizar el análisis.

	Mix completely the tank and collect several samples at different depths and points. Collect all the samples together before performing the analysis.

	2.1.5 Lodos de sitios específicos en plantas de tratamiento
	2.1.5 Sludges from specific sites in treatment plants. 

	Los siguientes puntos de muestreo se recomiendan para el muestreo de lodo en plantas de tratamiento de agua residual.

	The following sampling points are recommended for the sludge sampling in wastewater treatment plants. 

	2.1.6 Lodo primario
	2.1.6 Primary sludge

	Conducir el lodo desde el tanque de estabilización hasta el cárcamo antes del bombeo, mezclar perfectamente y colectar una muestra representativa en este punto. Alternativamente colectar muestras de la bomba de lodos y de las tuberías, cercanas a éstas.
	Conduct the sludge from the stabilization tank to the pump storage tank, mix perfectly and collect a representative sample in this point. Alternatively collect samples from the sludge pump and the pipes near to them.


	2.1.7 Lodo activado
	2.1.7. Activated sludge


	Colectar muestras en:
	Collect samples in:

	a)
cárcamo de bombeo
	a) pump storage tank

	b)
de la bomba o tubería adyacente
	b) from the pump or adjacent pipe

	c)
del punto de descarga de los lodos de retorno al afluente primario
	c) from the point of discharge of the sludges of return to the primary affluent

	El punto de muestreo se debe localizar en una región de buena agitación para la suspensión de sólidos.
	The sampling point must be located in a region of good agitation for the suspension of solids.


	2.1.8 Lodo digerido
	2.1.8 Digested sludge

	Colectar muestras en la tubería de descarga del digestor al equipo o lechos de secado.
	Collect samples in the discharge pipe of the digester to the equipment or drying tanks.


	2.1.9 Lodos del lecho de secado
	2.1.9 Sludges from the drying tank

	Colectar muestras del mismo tamaño en diferentes puntos del lecho sin incluir arena. Mezclar totalmente.
	Collect samples of the same size in different points from the tank without sand. Mix totally. 


	2.1.10 Lodo filtrado
	2.1.10 Filtered sludge

	Colectar porciones del mismo tamaño (utilizar cortadores de galletas) en la descarga del filtro.
	Collect portions of the same size (utilize cookie cutters) in the discharge of the filter


	2.1.11 Azolves
	2.1.11 

	Para el caso de los azolves, aplica cuando ha sido extraída una muestra representativa de la zona donde se encuentran depositados.
	For the case of mercury, apply when a representative sample from the zone where they are deposited has been extracted.


	2.2 Muestras sólidas
	2.2 Solid samples

	Para conformar las muestras se usa el método del cuarteo. Para eso:
	To form the samples the quartering method is used. For that: 


	Se toman de 4 a 8 bolsas de polietileno de 0,70 m x 0,50 m o 1,10 m x 0,90 m, se selecciona al azar el mismo número de sitios diferentes. Posteriormente, se llena cada una de las bolsas con el material de cada sitio y se trasladan a un área plana horizontal de aproximadamente 4 m x 4 m, preferentemente de cemento pulido o similar y bajo techo y se deposita su contenido en montículo.

	Take 4 to 8 polyethylene bags of 0.70 m X 0.50 m or 1.10 m X 0.90; select randomly the same number of different sites. Afterwards, fill each one of the bags with the material of each site and transfer them to a horizontal flat area of approximately 4m X 4m, preferably of polished cement or similar and under a roof, and deposit its contents in a mound.

	Traspalear el material con pala o bieldo, para obtener una mezcla homogénea. A continuación, dividir en cuatro partes aproximadamente iguales A, B, C y D y eliminar las partes opuestas A y C o B y D. Repetir esta operación hasta dejar 10 Kg. aproximadamente de lodo o biosólido. La pila resultante sirve para determinar en el laboratorio el contenido de Coliformes fecales, Salmonella ssp., huevos de helmintos, contenido de sólidos totales y sólidos volátiles, arsénico, cadmio, cromo, cobre, plomo, mercurio, níquel y zinc. El material restante se usa para determinar el peso volumétrico de los lodos in situ, conforme al punto 8.
	Shovel the material with a shovel or winnowing fork, to obtain an homogenous mixture. Then divide in four parts approximately equal to A, B, C, and D and eliminate the parts opposite A and C or B and D. Repeat this operation until leaving 10 kg approximately of sludge or biosolid. The resulting heap serves to determine in the laboratory the contents of fecal coliforms, salmonella ssp., helminthe eggs, contents of total solids and volatile solids, arsenic, cadmium, chrome, copper, lead, mercury, nickel, and zinc. The remaining material is used for determining the volumetric weight of the sludges in situ, in conformity to point 8. 


	Trasladar la muestra al laboratorio en bolsas de polietileno debidamente selladas e identificadas (véase marcado). Evitar que queden expuestas al sol durante su transporte, además tener cuidado en el manejo de la bolsa que contiene la muestra para que no sufra ninguna ruptura. El tiempo máximo de transporte de
la muestra al laboratorio, no debe exceder de 8 horas. 
	Move the sample to the laboratory in polyethylene bags duly sealed and identified (see marked). Avoid them remaining exposed to the sun during transport, also take care in the handling of the bag that contains the sample so that they do not rupture. The maximum time of transport of the laboratory sample must not exceed 8 hours. 


	3. Preparación de la muestra
	3. Preparation of the sample.

	La secuencia del muestreo por parámetro se debe realizar conforme con lo descrito en los puntos correspondiente con el propósito de minimizar sesgos en los resultados.
	The sampling sequence by parameter must be performed in conformity to that described in the points corresponding to the goal of minimizing skewing the results.


	4. Recipientes para cada parámetro
	4. Containers for each parameter

	A la muestra, antes de ser procesada, se le determinará el contenido de sólidos totales en por ciento en peso, para el caso del TEAO el contenido de éstos deberá ser menor o igual al 2%.
	The sample before being processed will have the contents of total solids determined in percentage in weight, for the case of the Specific rate of Oxygen absorption (SOAR) the contents of them must be less or equal to 2%. 

	4.1 Coliformes fecales y Salmonella spp.
	4.1 Fecal coliforms and salmonella spp.
 

	Los recipientes de polietileno o polipropileno inerte de 500 ml de capacidad, antes del muestreo deben ser esterilizados preferentemente en autoclave. Posteriormente, se deposita la muestra que corresponda a 4 g de sólidos totales. Etiquetarlo y mantenerlo en refrigeración hasta su análisis.

	The polyethylene or inert polypropylene containers of 500 ml of capacity, before sampling must be sterilized preferably in an autoclave. Afterwards, the sample is deposited that corresponds to 4 grams of total solids. Label it and maintain it refrigerated until its analysis.

	4.2 Huevos de helmintos, Sólidos totales y Sólidos volátiles y TEAO
	4.2 Helminthes eggs, total solids, and volatile solids and Specific rate of Oxygen absorption (SOAR)


	Los recipientes de polietileno o polipropileno inerte de 500 ml de capacidad, antes de la toma de muestra deben ser enjuagados primero con agua potable a chorro y luego con agua destilada.

	The polyethylene or inert polypropylene containers of 500 ml of capacity, before sampling must be rinsed with clean running water and later with distilled water.

	Para el caso de huevos de helmintos, se toma el peso en fresco que corresponda a 2 g de sólidos totales. Para el caso de sólidos totales y volátiles y TEAO se llenan los recipientes hasta un 75% de su capacidad total, se cierran, etiquetan y mantienen en refrigeración, hasta su análisis, excepto para TEAO que se mantiene a temperatura ambiente.
	For the case of helminthes eggs, the weight is taken again that corresponds to 2 grams of total solids. For the case of total and volatile solids and Specific rate of Oxygen absorption (SOAR), the containers are filled up to 75% of their total capacity, closed, labeled, and maintained refrigerated, until its analysis, except for SOAR that is maintained at room temperature.


	4.3 Compuestos inorgánicos: arsénico, cadmio, cobre, cromo, mercurio, níquel, plomo y zinc
	4.3 Inorganic compounds: arsenic, cadmium, copper, chrome, mercury, nickel, lead and zinc. 


	El recipiente de polietileno o polipropileno inerte de vidrio de 50 Mª de capacidad, antes de la toma de muestra se debe enjuagar primero con agua potable a chorro y luego destilada.

	The polyethylene or inert polypropylene containers of 500 ml of capacity, before sampling must be rinsed first with clean running water and later distilled. 

	Posteriormente, se deposita la muestra hasta el total de la capacidad, se cierra, se etiqueta y se mantiene en refrigeración hasta su análisis.

	Afterwards, the sample is deposited to its total capacity, closed, labeled, and maintained refrigerated until its analysis.

	4.4 Preservación y almacenamiento de la muestra

	4.4 Preservation and storage of the sample

	La preservación y tiempo máximo para el análisis de cada uno de los parámetros es la siguiente:
	The preservation and maximum time for the analysis of each one of the parameters is the following: 


	PARÁMETROS
	PRESERVACION *
	TIEMPO MAXIMO 
DE ANALISIS

	Coliformes fecales y Salmonella spp.
	4°C
	48 horas

	Huevos de helmintos
	4°C
	30 días

	Arsénico, cadmio, cobre, cromo, níquel, plomo y zinc
	4°C
	180 días

	Mercurio
	4°C
	13 díasa (plástico)

38 díasb (vidrio)

	Sólidos totales
	4°C
	24 horas

	Sólidos volátiles
	4°C
	24 horas

	Tasa específica de absorción de oxígeno **
	No requiere
	Inmediato


	PARAMETERS
	PRESERVATION*
	MAXIMUM TIME OF ANALYSIS

	Fecal coliforms and salmonella spp. 
	4°C
	48 hours

	Helminthes eggs
	4°C
	30 days

	Arsenic, cadmium, copper, chrome, nickel, lead and zinc 
	4°C
	180 days

	Mercury
	4°C
	13 days (plastic)

38 days (glass)

	Total solids
	4°C
	24 hours

	Volatile solids
	4°C
	24 hours

	Specific rate of Oxygen absorption (SOAR)**
	Not required
	immediate


	*A partir de su toma y hasta antes de iniciar el análisis, la muestra debe mantenerse en refrigeración.
	*After taking it and until initiating the analysis, the simple must be maintained refrigerated.


	**Si la muestra es tomada en el laboratorio, debe mantenerse la temperatura constante o ambiente durante el transporte y analizarla inmediatamente.
	**If the simple is taken in the laboratory, the constant or environmental temperature must be maintained during the transport and be analyzed immediately.


	5. Control de calidad
	5. Quality Control


	El programa de muestreo debe operar un sistema control de la calidad.
	The sampling program must operate a quality control system.


	5.1 El responsable del muestreo debe mantener los registros de los nombres y títulos de los técnicos que realizaron el muestreo y el del encargado de control de calidad que verificó los mismos y las bitácoras o formatos en los que se contengan cuando menos la siguiente información:
	5.1 The person responsible for the sampling must maintain the records of the names and titles of the technicians that perform the sampling and the person responsible for quality control that verified the same and the logs or formats in which the following information is container: 


	a)
Identificación de la muestra.
	a) Identification of the simple.

	b)
Cantidad de muestra utilizada.
	b) Quantity of sample utilized. 

	c)
Tipo de muestra.
	c) Type of sample.

	d)
Tipo de análisis a realizar.
	d) Type of analysis to be performed.

	e)
Además, debe mantener la información original reportada por el personal técnico que intervino en el muestreo, traslado y recepción de las muestras, así como de la información complementaria.
	e) Additionally, the original information reported must be maintained by the technical personnel that participated in the sampling, movement, and reception of the samples, as well as the complementary information. 


	6. Etiquetado
	6. Labeling

	La muestra se identifica con una etiqueta, la cual debe contener la siguiente información:
	The sample is identified with a label, which must contain the following information: 


	· Localidad, Municipio y Estado.
	· Locality, municipality, and State

	· Fecha y hora del cuarteo.
	· Date and time of the quartering.

	· Condiciones climatológicas.
	· Meteorological conditions.

	· Cantidad de lodos tomados para el cuarteo, en kg.
	· Quantity of sludges taken for the quartering, in kg.

	· Cantidad de lodos obtenidos para la selección en subproductos, en kg.
	· Quantity of sludges obtained for the selection into sub-products in kg

	· Datos del responsable del cuarteo.
	· Data of the person responsible for the quartering.

	· Observaciones.
	· 0bservations


	7. Cálculos
	7. Calculations


	7.1 Para determinar el peso volumétrico del lodo se utilizan recipientes limpios, sin abolladuras. La báscula empleada deberá estar nivelada.
	7.1 To determine the volumetric weight of the sludge clean containers are utilized, without dents. The scale employed must be leveled.


	7.2 A continuación se pesa el recipiente vacío, tomando este peso como la tara del recipiente. Se llena hasta el tope con el lodo homogeneizado obtenido de las partes eliminadas del primer cuarteo (descrito anteriormente).
	7.2 Then the empty container is weighed, taking this weight as the weight of the container. It is filled to the tope with the homogenized sludge obtained from the parts eliminated from the first cutting (described previously.)


	7.3 El recipiente se golpea contra el suelo tres veces dejándolo caer desde una altura de 10 cm. Llenar hasta el tope teniendo cuidado de no presionar al colocarlo en el recipiente; esto con el fin de no alterar el peso volumétrico que se pretende determinar.
	7.3 The container is struck against the ground three times letting it fall from a height of 10 cm. Fill it up to the top taking care to not pressure it when locating it in the container; this with the purpose of not altering the volumetric weight that is intended to be determined.


	7.4 Es importante vaciar dentro del recipiente todo el material, sin descartar los finos. Para obtener el peso neto del lodo, se pesa el recipiente con éstos y se resta el valor de la tara. Cuando no se tenga suficiente cantidad de material para llenar el recipiente se marca en éste la altura alcanzada y se determina dicho volumen.
	7.4 It is important to empty within the container all the material, without discarding the fine particles. To obtain the net weight of the sludge, weigh the container with them, using as the value of the remaining weight. When there is not sufficient quantity of material to fill the container, the height reached is marked on the container and said volume is determined.


	El peso volumétrico del lodo se calcula mediante la siguiente fórmula:
	The volumetric weight of the sludge is calculated through the formula: 

	
	

	donde:
	Where: 

	Pv:
Peso volumétrico del lodo, en kg/m3
	Pv: Volumetric weight of the sludge, in kg/m3
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	P: 
Peso del lodo (peso bruto menos tara), en kg
	P: Weight of the sludge (gross weight less container weight) in kg


	V: 
Volumen del recipiente, en m3
	V: Volume of the container, in m3


	8. Interferencias
	8. Interferences


	Colectar las muestras en el momento cuando el parámetro a analizar es inestable, por ejemplo la Tasa Específica de Absorción de Oxígeno (TEAO), o cuando se requiere realizar lo antes posible el análisis (por ejemplo el análisis microbiológico).
	Collect the samples in the moment when the parameter to be analyzed is unstable, for example, the Specific Oxygen Absorption Rate (SOAR), or when the analysis is required to be performed as soon as possible (for example the microbiological analysis.)


	ANEXO III
	APPENDIX III

	METODO PARA LA CUANTIFICACION DE COLIFORMES FECALES EN LODOS Y BIOSOLIDOS
	METHOD FOR THE QUANTIFICATION OF FECAL COLIFORMS IN SLUDGES AND BIOSOLIDS


	El presente método establece la técnica para llevar a cabo la cuantificación del grupo coliformes fecales en lodos y biosólidos, con el fin de evaluar la calidad y la eficiencia de los diferentes tratamientos, y es aplicable para la evaluación de la calidad de lodos y biosólidos.
	This method establishes the technique for carrying out the quantification of the fecal coliform group in sludges and biosolids, for the purpose of evaluating the quality and the efficiency of the different treatments, and is applicable for the evaluation of the quality of sludges and biosolids.


	1. Principios del método
	1. Principles of the method



	Este método de análisis se basa en que:
	This method of analysis is based in: 


	1.1 Las bacterias presentes en una muestra pueden ser separadas por agitación, dando por resultado una suspensión de células bacterianas, uniformemente distribuidas.
	1.1 The bacteria present in a sample can be separated by agitation, giving as results a suspension of bacteria cells, uniformly distributed. 

	1.2 A través de diluciones sucesivas de la muestra se obtienen inóculos de, al menos, una célula para obtener crecimiento en el medio de cultivo (tubos positivos), y otros que al sembrarse dan resultado en por lo menos, un tubo de la serie.
	1.2 Through successive dilutions of the samples small samples are obtained, at least, a cell for obtaining growth in the cultivation media (positive tubes), and others that when being cultivated give the results of at least a tube of the series.


	1.3 La combinación de resultados positivos y negativos permite realizar una estimación de la densidad bacteriana por medio de cálculos de probabilidad.
	1.3 The combination of positive and negative results permits performing an estimate of the bacterial density by means of probability calculations. 


	1.4 La técnica seleccionada permite el estudio de un volumen de muestra suficiente para obtener resultados significativos, considerando la alta turbidez que la muestra pudiera presentar a causa de la gran cantidad de material acumulado. En caso de aplicar técnicas como filtro de membrana se correría el riesgo de un cálculo de coliformes fecales inferior al real.
	1.4 The technique selected permits the study of a volume of sample sufficient for obtaining significant results, considering the high turbidity that the sample might present because of the great quantity of material accumulated. In case of applying techniques such as a filter membrane, there will be a risk of a calculation of fecal coliforms lower than it really is.


	2. Muestreo, preparación y acondicionamiento de la muestra
	2. Sampling, preparation, and conditioning of the sample.



	El muestreo constituye una parte integral y fundamental de cualquier programa de evaluación de calidad de lodo.

	The sampling constitutes an integral and fundamental part of any program of evaluation of quality of sludge.

	2.1 La muestra deberá ser tomada en frascos de 500 ml de capacidad, de boca ancha y previamente esterilizados.

	2.1 The sample must be taken in glass containers of capacity, wide mouth, and sterilized beforehand.

	2.2 Las muestras deben ser colocadas en hieleras con bolsas refrigerantes o hielo inmediatamente después de su toma.

	2.2 The samples must be located in ice chests with refrigerant bags or ice immediately after its sampling.

	2.3 Los tiempos de conservación en refrigeración y transporte deben reducirse al mínimo.
	2.3 The times of conservation under refrigeration and transport must be reduced to the minimum. 


	2.4 A la muestra, antes de ser procesada, se le determinará el contenido de sólidos totales (ST) en por ciento en peso y posteriormente se obtendrá el peso en fresco que corresponda a 4 g de ST.
	2.4 Before the sample is processed the contents of total solids will be determined in percentage in weight and afterwards the weight will be freshly obtained that corresponds to 4 grams of TS. 


	2.5 A partir de su toma y hasta antes de ser procesada, la muestra debe estar en refrigeración y no transcurrir más de 48 horas.
	2.5 After taking the sample and before being processed, the sample must be refrigerated and not more than 48 hours pass.


	3. Reactivos y materiales
	3. Reactives and materials


	3.1. Reactivos
	3.1 Reactives

	3.1.1 Alcohol etílico.
	3.1.1 Ethylic alcohol

	3.1.2 Caldo lauril-triptosa con púrpura de bromocresol (C.L.T.).
	3.1.2 Laurel triptose mixture with purple bromocresol

	3.1.3 Caldo lactosado con púrpura de bromocresol (C.L.).
	3.1.3 Lactose based mixture with purple bromocresol

	3.1.4 Medio EC.
	3.1.4 EC media.

	3.1.5 Fosfato monopotásico.
	3.1.5 Monopotassium phosphate.

	3.1.6 Cloruro de magnesio.
	3.1.6 Magnesium chloride.

	3.1.7 Hidróxido de sodio.
	3.1.7 Sodium hydroxide.

	3.1.8 Agua destilada.
	3.1.8 Distilled water. 

	3.2 Materiales
	3.2 Materials.

	3.2.1 Asa de inoculación.
	3.2.1 Innoculation loops

	3.2.2 Barras magnéticas.
	3.2.2 Magnetic bars

	3.2.3 Bulbo de goma.
	3.2.3 Rubber bulb

	3.2.4 Espátula.
	3.2.4 Spatula

	3.2.5 Frascos de 500 ml de capacidad con tapa de cierre hermético, boca ancha y con capacidad de esterilización en autoclave.
	3.2.5 Glass tube of 500 mll of capacity with hermetically sealed tops, wide mouth, and with sterilization capacity in an autoclave. 

	3.2.6 Gradillas y canastillas de acero inoxidable.
	3.2.6 Wire containers and stainless steel baskets

	3.2.7 Guantes de látex.
	3.2.7 Latex gloves

	3.2.8 Mechero de Bunsen, lámpara de alcohol o similar.
	3.2.8 Bunsen burner, alcohol lamp or similar.

	3.2.9 Pipetas graduadas de vidrio de 1,5 y 10 ml.
	3.2.9 Graduated glass tubes of 1.5 and 10 ml. 

	3.2.10 Portapipeteros de acero inoxidable.
	3.2.10 Stainless steel glass tube holders.

	3.2.11 Tapabocas.
	3.2.11 Mouth masks.

	3.2.12 Tapones de acero inoxidable para tubos de ensayo (18 mm x 180 mm, 16 mm x 150 mm o de
12 mm x 120 mm).
	3.2.12 Stainless steel tops for test tubes (18mm X 180mm, 16mm X 150 mm or of 12mm X 120mm.)

	3.2.13 Tubos de Durham (7 mm x 4,5 mm o de 5 mm x 4 mm).
	3.2.13 Durham tubes (7mm X 4.5 mm or of 5 mm X 4mm).

	3.2.14 Tubos de ensayo (18 mm x 180 mm, 16 mm x 150 mm o 12 mm x 120 mm).
	3.2.14 Test tubes (18 mm X 180 mm, 16mm X 150 mm or 12 mm X 120 mm).

	3.2.15 Tubos de rosca (13 mm x 100 mm).
	3.2.15 Threaded tubes (13mm X 100 mm).


	4. Aparatos e instrumentos
	4. Appliances and instruments

	4.1 Autoclave a una presión de 1,05 kg/cm2 y una temperatura de 121°C.
	4.1 Autoclave under a pressure of 1.05 kg/cm2 and a temperature of 121ºC.


	4.2 Balanza analítica con intervalo de medición de 0,0001 a 10,00 g.
	4.2 Analytical scale with a measuring interval of 0.0001 to 10.00 gram.


	4.3 Balanza granataria con intervalo de medición de 0,1 a 100 g.
	4.3 Top loading balance with a measuring interval of 0.1 to 100 grams.


	4.4 Baño de agua (con agitación) con capacidad para operar a una temperatura de 44,5°C  0,2°C.
	4.4 Water bath (with agitation) with capacity for operating at a temperature of 44.5ºC  0.2°C.


	4.5 Estufa de esterilización con capacidad para medir temperatura de 170°C  10°C.
	4.5 Sterilization stove with capacity for measuring temperature of 170ºC  10°C.


	4.6 Incubadora con capacidad para operar a una temperatura de 37°C  0,2°C.
	4.6 Incubator with a capacity for operating at a temperature of 37ºC  0.2°C.


	4.7 Parrilla con agitación y calentamiento.
	4.7 Grill with agitation and heating


	4.8 Potenciómetro con intervalo de medición de 6,9°C  0,2°C.
	4.8 Potentiometer with measurement interval of 6.9ºC  0.2°C.


	4.9 Refrigerador con capacidad para operar a una temperatura entre 2 y 4°C  0,2°C.
	4.9 Refrigerator with capacity for operating at a temperature between 2 and 4ºC  0.2°C.


	5. Procedimiento
	5. Procedure

	Los puntos siguientes describen la secuencia del método de prueba, el cual debe realizarse conforme a lo descrito, con el fin de minimizar sesgos en los datos obtenidos.
	The following points describe the sequence of the test method, which must be performed in conformity to that described for the purpose of minimizing skewing the data obtained.


	5.1 Preparación de medios de cultivo y soluciones
	5.1 Preparation of media of cultivation and solutions


	5.1.1 Caldo lauril-triptosa con púrpura de bromocresol (C.L.T.).
	5.1.1 Laurel-triptose mixture with purple bromocresol. 

	
	


	Fórmula
	

	Triptosa
	20,00 g

	Lactosa
	05,00 g

	Fosfato dipotásico (K 2HPO 4)
	02,75 g

	Fosfato monopotásico(KH2 PO4)
	02,75 g

	Cloruro de sodio(NaCl) 
	05,00 g

	Lauril sulfato de sodio 
	00,10 g

	Púrpura de bromocresol 
	00,01 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Triptose
	20.00 g

	Lactose
	05.00 g

	Dipotassic phosphate (K 2HPO 4)
	02.75 g

	Monopotassic phosphate (KH2 PO4)
	02.75 g

	Sodium chloride (NaCl) 
	05.00 g

	Sodium laurel sulfate 
	00.10 g

	Purple bromocresol
	00.01 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Disolver los ingredientes o 35,6 g del medio que se encuentra en forma deshidratada en el mercado y 0,01 g de púrpura de bromocresol, con la ayuda de una parrilla de agitación, en 1 L de agua destilada.

	Dissolve the ingredients or 35.6 grams of the media that is in dehydrated form in the market and 0.01 grams of purple bromocresol, with the help of an agitation grill, in 1 liter of distilled water.

	Verificar que el pH sea de 6,8  0,2, en caso contrario ajustar con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N. Distribuir en volúmenes de 10 ml en tubos de ensayo. Tapar con tapones de acero inoxidable y esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.
	Verify that the pH is of 6.8  0.2, when not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N.E.P. Distribute it in volumes of 10 ml in test tubes. Cover with stainless steel tops and sterilize in an autoclave at 121 ºC for 15 minutes.


	El volumen final no debe variar más de 0,1 ml.
	The final volume must not vary more than 0.1 ml. 


	El medio ya una vez preparado puede almacenarse a temperatura ambiente, en un lugar limpio y libre de polvo, durante no más de una semana.
	The medium once prepared can be stored at room temperature, in a clean place and free of dust, for no more than one week.


	5.1.2 Caldo lactosado con púrpura de bromocresol (C.L.).
	5.1.2 Lactose based mixture with purple bromocresol.


	Fórmula
	

	Extracto de carne
	06,00 g

	Peptona
	10,00 g

	Lactosa
	10,00 g

	Púrpura de bromocresol
	0,01 g

	Agua destilada
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Meat extract
	06.00 g

	Peptone
	10.00 g

	Lactose
	10.00 g

	Purple bromocresol
	0.01 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Disolver los ingredientes o 13,0 g del medio C.L. que se encuentra en forma deshidratada en el mercado y 0,01 g de púrpura de bromocresol, con la ayuda de una parrilla de agitación, en 1 L de agua destilada.
	Dissolve the ingredients or 13.0 grams of the chlorine medium that is in a dehydrated form in the market and 0.01 grams of purple bromocresol, with the help of an agitation grill, in 1 liters of distilled water.


	Verificar que el pH sea de 6,9  0,2, en caso contrario ajustar con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N. Distribuir volúmenes de 10 ml del medio en tubos de ensayo. Tapar con tapones de acero inoxidable y esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.
	Verify that the pH is of 6.9  0.2, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1N. Distribute volumes of 10 ml of the medium in test tubes. Cover with stainless steel tops and sterilized in an autoclave at 121ºC for 15 minutes.


	El volumen final no debe variar más de 0,1 ml.
	The final volume must not vary more than 0.1 ml. 


	El medio ya una vez preparado puede almacenarse a temperatura ambiente, en un lugar limpio y libre de . polvo, durante no más de una semana.
	The medium once prepared can be stored at an environmental temperature, in a clean place and free of dust for no more than one week. 


	5.1.3 Medio líquido A-1
	5.1.3 Liquid Medium A-1


	Fórmula
	

	Lactosa 
	5,00 g

	Triptosa 
	20,00 g

	Cloruro de sodio (NaCl)
	5,00 g

	Salicina
	0,50 g

	Eter p-isooctilfenil de polietilenglicol (Tritón X-100 y Haas, o equivalente)
	01,00 ml

	Agua destilada
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Lactose
	5.00 g

	Triptose
	20.00 g

	Sodium chloride (NaCl)
	5.00 g

	Salicine
	0.50 g

	Ether p-isooctylphenyl of poliethylenglicol (Triton X-100 and Haas, or the equivalent)
	01.00 ml

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Calentar hasta la disolución de los ingredientes sólidos. Añadir el éter p-isooctifenil de polietilenglicol.
	Heat until the solid ingredients dissolve. Add the ether p-isooctifphenol of polyethylglycol.


	Verificar que el pH sea de 6,9  0,1, en caso contrario ajustar con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N. Distribuir volúmenes de 10 ml en tubos de ensayo con campana de Durham, tapar con tapones de aluminio. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 10 minutos.
	Verify that the pH is of 6.9  0.1, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N. Distribute volumes of 10 ml in test tubes with a Durham bell, top with aluminum tops. Sterilize in an autoclave at 121ºC for 10 minutes.


	Este medio se debe conservar en oscuridad a temperatura ambiente durante no más de 7 días.
	This medium must be kept in darkness at room temperature for no more than 7 days. 


	5.1.4 Medio EC
	5.1.4 (Escherichia coli) EC medium


	Fórmula
	

	Triptosa o tripticasa 
	20,00 g

	Lactosa 
	05,00 g

	Mezcla de sales biliares 
	1,50 g

	Fosfato dipotásico (K2HPO4) 
	4,00 g

	Fosfato monopotásico (KH2 PO4) 
	1,50 g

	Cloruro de sodio (NaCl) 
	5,00 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Triptose or tripticase
	20.00 g

	Lactose
	05.00 g

	Mixture of biliary salts
	1.50 g

	Dipotassic phosphate (K2HPO4) 
	4.00 g

	Monopotassic phosphate (KH2 PO4) 
	1.50 g

	Sodium chloride (NaCl) 
	5.00 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Disolver los ingredientes o 37,0 g del medio EC que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, con la ayuda de una parrilla de agitación, en 1 L de agua destilada. Verificar que el pH sea de 6,9  0,2, en caso contrario ajustar con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N.

	Dissolve the ingredients or 37.0 grams of the EC medium found in a dehydrated form in the market, with the help of an agitation grill, in 1 liters of distilled water. Verify that the pH is of 6.9  0.2, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N. 

	Distribuir volúmenes de 10 ml del medio en tubos de ensayo, conteniendo en su interior tubos de Durham invertidos, tapar con tapones de acero inoxidable y esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos. El volumen final no debe variar más de 0,1 ml.

	Distribute volumes of 10 ml of the medium in test tubes, containing in their interior inverted Durham tubes, top with stainless steel tops and sterilize in an autoclave at 121ºC for 15 minutes. The final volume must not vary more than 0.1 ml. 

	El medio ya preparado puede almacenarse a temperatura ambiente, en un lugar limpio y libre de polvo, durante no más de una semana.

	The medium once prepared can be stored at room temperature in a clean place and free of dust for no more than than one week.

	5.1.5 Solución madre de tampón A
	5.1.5 Mother solution of Ink A.


	Fórmula
	

	Fosfato monopotásico (KH2PO4) 
	34,00 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Monopotassic phosphate (KH2PO4) 
	34.00 g

	Distilled water
	1,000,00 ml


	Disolver el fosfato monopotásico en 500 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7,2 ± 0,2 con la solución de hidróxido de sodio 1 N y aforar a 1 L de agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos y almacenar en refrigeración (entre 2 y 4°C). La solución es estable durante meses. Desechar cuando se observe turbiedad.
	Dissolve the mopotassic phosphate in 500 ml of distilled water, adjust the pH to 7.2 ± 0.2 with the solution of sodium hydroxide 1 N and measure one liter of distilled water. Sterilize in an autoclave at 121ºC for 15 minutes and store under refrigeration (between 2 and 4ºC). The solution is stable for months. Discard it once opacity is observed. 


	5.1.6 Solución madre de tampón B
	


	Fórmula
	

	Cloruro de magnesio (MgCl2 .6H2O) 
	8,10 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Magnesium chloride (MgCl2 .6H2O) 
	8.10 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Disolver el cloruro de sodio de magnesio en 500 ml de agua destilada y aforar a 1 000 ml con agua destilada, posteriormente esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Almacenar en refrigeración (entre 2 y 4°C). La solución es estable durante meses, desechar cuando haya turbiedad.

	Dissolve the sodium chloride in 500 ml of distilled water and gauge it to 1000 ml with distilled water, afterwards, sterilize in an autoclave at 121ºC for 15 minutes. Store under refrigeration (between 2 and 4ºC). The solution is stable for months, discard when there is opacity. 

	Solución tampón de fosfatos (agua de dilución).

	Solution ink phosphate (water of dilution)

	5.1.7 Adicionar 1,25 ml de la solución madre de tampón A y 5 ml de la solución madre de tampón B y aforar a 1 L con agua destilada. Distribuir volúmenes de 9,2 ml y 36 ml en tubos de rosca y frascos con tapa de cierre hermético, respectivamente. Esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos y almacenar a temperatura ambiente.

	5.1.7 Add 1.25 ml of the mother solution of ink A and 5 ml of the mother solution of ink B and measure it to 9.2 ml and 36 ml in threaded tubes and glass tupes with hermetically sealed tops, respectively. Sterilize in an autoclave at 121ºC for 15 minutes and store at room temperature. 

	5.1.8 Solución de hidróxido de sodio 0,1 N
	5.1.8 Solution of sodium hydroxide 0.1N.


	Fórmula
	

	Hidróxido de sodio (NaOH) 
	04,00 g

	Agua recién destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Sodium hydroxide (NaOH) 
	04.00 g

	Recently distilled water 
	1,000.00 ml


	Preparación:
	Preparation: 


	Pesar 4,0 g de hidróxido de sodio y disolver en 1 000 ml de agua recién destilada y libre de CO2 para abatir la carbonatación de la solución. Almacenar en frasco con tapón de rosca.
	Weigh 4.0 grams of sodium hydroxide and dissolve it in 1000 ml of recently distilled water and free of CO2 to abate the carbonization of the solution. Store in a glass tube with a threaded top. 


	5.1.9 Solución de hidróxido de sodio 1 N
	5.1.9 Solution of sodium hydroxide 1N.


	Fórmula
	

	Hidróxido de sodio (NaOH) 
	40,00 g

	Agua recién destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Sodium hydroxide (NaOH) 
	40.00 g

	Recently distilled water
	1,000.00 ml


	Preparación:

	Preparation: 

	Pesar 40 g de hidróxido de sodio y disolver en 1 000 ml de agua recién destilada y libre de CO2 para abatir la carbonatación de la solución. Almacenar en frasco con tapón de rosca.

	Weigh 40 grams of sodium hydroxide and dissolve in 1,000 ml of recently distilled water and free of CO2 in order to abate the carbonatation of the solution. Store in a glass tube with a threaded top.

	5.2 Calibración de aparatos
	5.2 Calibration of appliances


	Todos los equipos utilizados deben ser calibrados o ajustados de acuerdo a las especificaciones del fabricante o bien contra equipos certificados.
	All the equipment utilized must be calibrated or adjusted according to the manufacturer’s specifications or against certified equipment.


	5.3 Seguridad
	5.3 Safety

	Durante el procesado de la muestra se debe utilizar guantes de látex y cubrebocas, para evitar cualquier riesgo de infección.
	During the processing of the sample latex gloves must be utilized and face masks to avoid any risk of infection. 


	Se debe lavar y desinfectar el área de trabajo, así como el material utilizado por el analista, antes y después del ensayo.
	The work area must be washed and disinfected, as well as the material utilized by the analyst, before and after the test. 


	5.4 Manejo de residuos
	5.4 Handling of wastes


	Todos los residuos de la muestra analizada y sobrantes serán esterilizados en autoclave antes de su desecho.
	All the wastes of the sample analyzed and residues will be sterilized in an autoclave before its discarding.


	5.5 Preparación de la muestra
	5.5 Preparation of the sample.


	a) Suspender X g de materia fresca que correspondan a 4 g de sólidos totales en 36 ml de agua de dilución y así obtener una dilución de 10-1.
	a) Suspend X grams of fresh material that correspond to 4 grams of total solids in 36 ml of water of dilution and so obtain a dilution of 10-1.


	b) Mezclar durante 2 o 3 minutos, con ayuda de una parrilla de agitación, a velocidad baja (800 rpm), hasta la completa disolución.
	b) Mix for 2 or 3 minutes, with the help of an agitation grill, at a velocity below (800 rpm), until the complete dissolution. 


	5.6 Preparación de diluciones
	5.6 Preparation of dilutions


	Por el origen de las muestras se requieren inóculos menores a 1 ml, utilizando diluciones seriadas de submúltiplos de 10.
	For the origin of the samples inoculations less than 1 ml are required, utilizing serial dilutions of sub-multiples of 10. 


	a) Se preparan diluciones decimales seriadas a partir del homogeneizado resultante (10-1) lo antes posible, reduciendo al mínimo la sedimentación. Transferir 1 ml en 9 ml de agua de dilución (10-2) y así sucesivamente hasta obtener la dilución deseada.
	a) Decimal serialized dilutions are prepared from the resulting homogenized material (10-1) as soon as possible reducing the sedimentation to the minimum. Transfer 1 ml into 9 ml of water of dilution (10-2) and successively until obtaining the desired dilution. 


	b) Cada dilución debe ser homogeneizada perfectamente agitando 25 veces en 7 segundos, haciendo un arco con la muñeca de 30 cm de arriba abajo o con un sistema de agitación que proporcione resultados equivalentes. Es importante efectuar la agitación siempre de la misma manera, para obtener resultados comparables.

	b) Each dilution must be perfectly homogenized agitating it 25 times in 7 seconds, making an arc with the wrist of 30 cm up and down or with a system of agitation the provides equivalent results. It is important to perform the agitation always in the same way to obtain comparable results. 

	c) Se debe utilizar una pipeta estéril diferente, para cada una de las diluciones decimales subsecuentes. Para aforar el líquido de la pipeta, deberá aplicarse la punta de ésta en el interior del cuello manteniéndola en posición vertical, inclinando el tubo. Nunca se debe introducir, a la muestra, más de la tercera parte de la pipeta.

	c) A different sterile pipette for each one of the subsequent decimal serialized dilutions. To measure the liquid of the pipette, the point of it must be applied in the interior of the neck maintaining it in a vertical position, inclining the tube. Never should more than the third part of the pipette be introduced to the sample. 

	d) Si una muestra o un lote de muestras va a ser analizado por primera vez, utilizar al menos cuatro series de tres (o cinco) tubos cada una, posteriormente tres series de tres tubos serán suficientes.

	d) If a sample or a lot of samples is going to be analyzed for the first time, utilize at least 4 series of 3 (or five) tubes for each one, afterwards three series of three tubes will be sufficient. 

	5.7 Determinación de coliformes fecales

	5.7 Determination of fecal coliforms

	5.7.1 Prueba directa (medio A-1)

	5.7.1 Direct test (medium A-1)

	La prueba directa del medio líquido A-1 es un método de un solo paso que no requiere confirmación. Sin embargo, su uso representa un mayor costo ya que este medio no se encuentra en forma deshidratada, siendo necesario prepararlo a partir de sus ingredientes básicos.

	The direct test of the liquid medium A-1 is a method of a single pass that does not require confirmation. Nevertheless, it use represents a greater cost because this medium is not available in a dehydrated form; it is necessary to prepare it from its basic ingredients.

	a) Adicionar por triplicado 1 ml de cada una de las diluciones preparadas en tubos conteniendo líquido A-1 correctamente etiquetados. Incubar durante 3 horas a 35  0,5° C.

	a) Add in triplicate 1 ml of each one of the dilutions prepared in tubes containing liquid A-1 correctly labeled. Incubate for 3 hours at 35  0.5° C.

	b) Una vez transcurrido el tiempo los tubos se transfieren a un baño de agua a una temperatura de
44,5  2 horas. 0,2°C y se incuban durante otras 21 

	b) Once the time period has passed the tubes are transferred to a water bath at a temperature of 44.5   2 hours.  0.2° C and are incubated for another 21 

	c) La presencia de gas en cualquier cultivo en medio A-1 a las 24 horas o menos de incubación es una reacción positiva que indica la existencia de coliformes de origen fecal.

	c) The presence of gas in any cultivation in medium A-1 at 24 hours or less of incubation is a positive reaction that indicates the existence of coliforms of fecal origin. 

	5.7.2 Prueba indirecta

	5.7.2 Indirect test.

	5.7.2.1 Prueba presuntiva (caldo lauril-triptosa o caldo lactosado)

	5.7.2.1 Presumptive test (laurel-triptose mixture or lactose based mixture.)

	a) Transferir 1 ml de las diluciones seleccionadas a cada una de las series de tubos correspondientes conteniendo el caldo lauril o caldo lactosado e incubar a 35  0,5°C.

	a) Transfer 1 ml of the dilutions selected at each one of the series of corresponding tubes containing the laurel mixture or lactose mixture and incubate at 35  0.5° C.

	b) Examinar cada tubo a las 24  2 horas. La acidificación, con o sin producción de gas (cambio de coloración de púrpura a amarillo), a partir de la fermentación de la lactosa en el medio de cultivo, indica una prueba presuntiva positiva de la presencia de bacterias del grupo coliformes. En caso contrario reincubar durante otras 24 horas más.
	b) Examine each tube at 24  2 hours. The acidification, with or without production of gas (change of coloration from purple to yellow), after the fermentation of the lactose in the cultivation medium, indicate a presumptive test positive for the presence of bacteria from the coliform group. When it does not, reincubate it for 24 hours more.


	c) La acidificación del medio, con o sin formación de gas dentro de las 48  3 horas, constituye una prueba presuntiva positiva. Cuando no existe acidificación del medio, constituye una prueba.
	c) The acidification of the medium, with or without formation of gas within 48 hours  3 hours, constitutes a positive presumptive test. When acidification of the medium does not exist, it constitutes a test. 


	5.7.2.2 Prueba confirmativa flama del (medio EC)
	5.7.2.2 Confirmatory flame test of the EC medium.


	a) Los tubos positivos de la prueba presuntiva se resiembran por triple asada (esterilizada al mechero y enfriada) en tubos de fermentación presuntiva negativa que contengan caldo EC e incubados a 44,5  0,2°C en baño de agua.
	a) The tubes that are positive for the presumptive test is re-inoculated by triple burner (the burner is sterilized and cooled, in tubes of presumptive negative fermentation that contain EC mixture and incubated at 44.5   0.2° C in a water bath. 


	b) Examinar cada tubo a las 24  2 horas.
	b) Examine each tube at 24   2 hours.


	c) El resultado será positivo cuando haya producción de gas a partir de la fermentación de la lactosa contenida en el medio EC. Los tubos sin formación de gas se desechan.
	c) The results will be positive when there is production of gas from the fermentation of lactose contained in the EC medium. The tubes without formation of gas are discarded. 


	6. Cálculos
	6. Calculations


	6.1. El NMP de coliformes fecales se obtiene a partir del código compuesto por los tubos con resultado positivo en el medio EC o en A-1. Si se inoculan tres series de tres tubos y se utilizan volúmenes decimales diferentes a los indicados en la tabla, se obtiene el código formado por el número de tubos con resultados positivos en las tres series consecutivas, verificando el valor del NMP correspondiente, a través de la siguiente fórmula:
	6.1. The most probable number (MPN) of fecal coliform is obtained from the code composed of the tubes with a positive result in EC medium or in A-1. If three series of three tubes are inoculated and decimal volumes different to those indicated in the table are utilized, the code formed by the number of tubes with positive results in the three consecutive series are obtained, verifying the value of the corresponding most probable number (MPN) through the following formula: 


	NMP=(NMP de tablas) X (10/mayor volumen inoculado).
	MPN = (MPN of tables) X (10/greater volume inoculated).


	Por ejemplo: en medio EC se obtuvo el código 3/3 para la serie de la dilución 0,01; 2/3 para la serie de la dilución 0,001 y 1/3 para la serie de la dilución 0,0001.
	For example: in EC medium the code 3/3 is obtained for the series of the dilution 0.01; 2/3 for the series of the dilution 0.001 and 1/3 for the series of the dilution 0.0001. 


	6.2 El código es de 3, 2, 1; el índice de coliformes en tabla es de 150, por lo que el resultado es:
	6.2 The code is of 3, 2, 1; the index of coliforms in table is of 150 for which the results are: 


	NMP/g ST= (150) x (10/0,01) = 150 000

	MPN/g TS= (150) X (10/0.01) = 150,000 


	NMP/g ST=1,5 x 10 5 coliformes fecales

	MPN/g TS = 1.5 X 10.5 fecal coliforms


	6.3 Cuando se inoculan más de tres volúmenes decimales, para la composición del código se utilizan los resultados positivos correspondientes a tres series consecutivas inoculadas.
	6.3 When more than three decimal volumes are inoculated for the composition of the code the positive results corresponding to three consecutive inoculated series are utilized.


	6.4 En ocasiones algunos de los posibles resultados de tubos múltiples son omitidos de las tablas del NMP. Así los códigos como 0-0-3, 0-0-4 y 0-0-5 junto con muchos otros, no están incluidos. Ello se debe a que la probabilidad de su ocurrencia es muy baja. Si en un laboratorio dichos resultados improbables aparecen con una frecuencia mayor de 1%, es posible que se deban a procedimientos equivocados en el mismo, por lo que deben ser revisados. Cuando el código del NMP no aparezca en tablas, se utilizará la siguiente fórmula:
	6.4 In some occasions some of the possible results of multiple tubes are omitted from the tables of the MPN. For that reason the codes such as 0-0-3, 0-0-4, and 0-0-5 together with many others are not included. This is due to the probability of its occurrence being very low. If in a laboratory said improbable results appear with a frequency greater than 1%, it is possible that it is due to the wrong procedures in the same, for which they must be review. When the code of the MPN does not appear in tables, the following formula will be utilized: 


	NMP = (Número de tubos positivos x 100)/ (ml muestra tubos neg.) x (ml muestra total)] 
	MPN = (Number of positive tubes X 100)/ (ml sample of negative tubes) x (ml total sample)]
 


	La frecuencia de obtención de resultados que no se encuentren en las tablas debe ser baja (< 1%), de otra forma se tendrá que revisar y confirmar el procedimiento de la prueba.
	The frequency of obtaining the results that are not found in the tables must be low (< 1%), of another form the test procedure will have to be reviewed and confirmed. 


	7. Expresión de resultados
	7. Expression of results


	7.1. La densidad de los coliformes fecales se expresa como NMP de coliformes por g de materia seca o ST, el cual se obtiene a partir de tablas ya establecidas, las cuales incluyen los límites de confianza al 95% para cada una de las combinaciones de tres (o cinco) series de tubos positivos posibles. Para su utilización se proporcionan códigos formados por tres algoritmos correspondientes al número de tubos con resultados positivos en tres series consecutivas.
	7.1 The density of the fecal coliforms is expressed as MPN of coliforms per gram of dry material or TS, which is obtained from the tables already established, which include the reliability limits at 95% for each one of the combinations of three (or five) series of possible positive tubes. For its utilization codes are provided that are formed from three algorhythyms corresponding to the number of tubes with positive results in three consecutive series. 


	7.2. Interferencias
	7.2 Interferences


	La posible presencia de otras bacterias que producen ácido a partir de lactosa, lo que se elimina en la prueba confirmativa a la temperatura de 44,5°C.
	The possible presence of other bacteria that produce acid from lactose, which is eliminated in the confirmative test at the temperature of 44.5ºC. 


	Es importante que los tubos de Durham colocados en los tubos de fermentación, una vez preparados
y esterilizados, no presenten aire en su interior. En caso contrario se pueden obtener resultados
positivos falsos.

	It is important that the Durham tubes place in the fermentation tubes, once prepared and sterilized, they do not present air in its interior. When they do not positive-false results can be obtained. 

	8. Informe de prueba
	8. Test report


	El informe de prueba incluye especificar los siguientes puntos:

	The test report includes specifying the following points: 

	a) Todos los datos necesarios para la identificación completa de la muestra;

	a) All the data necessary for the complete identification of the sample; 

	b) Los resultados, expresados de acuerdo con lo establecido en el inciso 8, y

	b) The results, expressed according to that established in sub-clause 8, and 

	c) Cualquier suceso particular observado durante el curso del análisis, así como cualquier operación no especificada en el método, o considerada opcional, que pueda haber influido en los resultados.
	c) Whatever particular success observed during the course of the analysis, as well as whatever operation not specified in the method, or considered optional, that could have influenced the results.


	ANEXO IV
	APPENDIX IV

	METODO PARA LA CUANTIFICACION DE Salmonella spp. EN LODOS Y BIOSOLIDOS
	METHOD FOR THE QUANTIFICATION OF Salmonella spp. IN SLUDGES AND BIOSOLIDS



	El presente método establece la técnica para llevar a cabo la cuantificación de Salmonella spp. mediante la técnica de tubos múltiples o número más probable (NMP) en lodos y biosólidos, con el fin de evaluar su calidad y la eficiencia de los tratamientos de los mismos. Este método es aplicable para la evaluación de
la calidad de los lodos y biosólidos.
	This method establishes the technique for carrying out the quantification of salmonella spp. Through the technique of multiple tubes or MPN most probable number in sludges and biosolids, for the purpose of evaluating the quality and the efficiency of the treatments of the same. This method is applicable for the evaluation of the quality of the sludges and biosolids. 


	1. Principio
	1. Principle



	Este método de análisis se basa en los siguientes principios:
	This method of analysis is based on the following principles: 


	1.1 A partir de un enriquecimiento con medios selectivos, que contienen sustancias inhibidoras, se favorece la multiplicación de Salmonella spp., reconstituyendo a su vez la vitalidad de las células dañadas y, de igual forma, impidiendo el desarrollo de bacterias coliformes asociadas.
	1.1 After an enrichment with selective mediums that contain inhibitory substances, the multiplication of salmonella spp. is promoted reconstituting at the same time the vitality of the damaged cells, equally, impeding the development of associated coliform bacteria. 


	1.2 Una vez realizada la selección, las bacterias presentes en una muestra pueden ser separadas por agitación, dando por resultado una suspensión de células bacterianas, uniformemente distribuidas, a través de diluciones sucesivas de la muestra.
	1.2 Once the selection is performed, the bacterias present in a sample can be separated by agitation, resulting in the suspension of bacteriological cells, uniformly distributed, through successive dilutions of the sample. 


	1.3 La aplicación de pruebas bioquímicas que permiten conocer el perfil bioquímico de las cepas en estudio para compararlo, con el que generalmente exhiben las cepas del género Salmonella spp.
	1.3 The application of biochemical tests that permit knowing the biochemical profile of the stocks under study for comparing it, with which the stocks of the genus salmonella spp. generally exhibit. 


	2. Muestreo, preparación y acondicionamiento de la muestra
	2. Sampling, preparation, and conditioning of the sample. 



	El muestreo constituye una parte integral y fundamental de cualquier programa de evaluación de calidad del lodo, por lo cual, éste deberá efectuarse de acuerdo a lo referido en el Anexo II de esta Norma.

	The sampling constitutes an integral and fundamental part of any program of evaluation of quality of sludge, for which, it must be performed according to that referred to in Appendix II of this Standard. 

	2.1 La muestra deberá ser tomada en frascos de 500 ml de capacidad, de boca ancha y previamente esterilizados.

	2.1 The sample must be taken in glass tubes of 500 ml of capacity, wide mouth, and previously sterilized. 

	2.2 Las muestras deben ser colocadas en hieleras con bolsas refrigerantes o hielo inmediatamente después de su toma.

	2.2 The samples must be placed in ice chests with refrigerant bags or ice immediately after the sampling.

	2.3 Los tiempos de conservación en refrigeración y transporte deben reducirse al mínimo.

	2.3 The times of conservation in refrigeration and transport must be reduced to the minimum. 

	2.4 A la muestra, antes de ser procesada, se le determinará el contenido de sólidos totales (ST) en por ciento en peso y posteriormente se obtendrá el peso en fresco que corresponda a 4 g de ST.
	2.4 The sample, before being processed, will have the contents of total solids (TS) determined in percentage in weight and afterwards the fresh weight will be obtained that corresponds to 4 gram of TS. 


	2.5 A partir de su toma y hasta antes de ser procesada, la muestra debe estar en refrigeración y no transcurrir más de 48 horas.
	2.5 After the sampling and before being processed, the sample must be under refrigeration and 48 hours do not pass.


	3. Reactivos y materiales
	3. Reactives and materials.

	3.1 Reactivos
	3.1 Reactives

	3.1.1 Agar Hierro Lisina (LIA).
	3.1.1 Lysine iron agar (LIA).

	3.1.2 Agar Sulfito de Bismuto.
	3.1.2 Bismuth sulfite agar

	3.1.3 Agar Triple Azúcar Hierro (TSI).
	3.1.3 Triple sugar iron agar (TSI)

	3.1.4 Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD).
	3.1.4 Xylose lysine desoxicolate (XLD)

	3.1.5 Alcohol etílico.
	3.1.5 Ethyl alcohol.

	3.1.6 Caldo de Selenito Cistina.
	3.1.6 Cistine Selenite mixture.

	3.1.7 Caldo de Tetrationato.
	3.1.7 Tetrathionate mixture.

	3.1.8 Cloruro de magnesio.
	3.1.8 Magnesium chloride.

	3.1.9 Cristales de yodo.
	3.1.9 Iodine crystals.

	3.1.10 Fosfato monopotásico.
	3.1.10 Monopotassium phosphate.

	3.1.11 Solución de hidróxido de sodio 0,1 N.
	3.1.11 Solution of sodium hydroxide 0.1 N.

	3.1.12 Solución de hidróxido de sodio 1 N.
	3.1.12 Solution of sodium hydroxide 1 N

	3.1.13 Solución tampón de fosfatos (agua de dilución).
	3.1.13 Solution of phosphates (water of dilution)

	3.1.14 Verde brillante.
	3.1.14 Brilliant green

	3.1.15 Yoduro de potasio
	3.1.15 Potassium iodide

	3.2 Materiales
	3.2 Materials

	3.2.1 Barras magnéticas.
	3.2.1 Magnetic bars

	3.2.2 Bulbo de goma.
	3.2.2 Rubber bulb.

	3.2.3 Cajas Petri estériles (100 x 15 mm.).
	3.2.3 Sterile Petri dishes (100 X 15 mm).

	3.2.4 Espátula.
	3.2.4 Spatula. 


	3.2.5 Frascos de 100 ml de capacidad con tapa de cierre hermético y capacidad de esterilizado en autoclave.
	3.2.5 Glass tube of 100 ml of capacity with hermetically sealed tops and capacity for sterilization in an autoclave. 


	3.2.6 Frascos de 1 L de capacidad con tapa de cierre hermética.
	3.2.6 Glass tubes of 1 liter of capacity with a hermetically sealed top


	3.2.7 Gradillas y canastillas de acero inoxidable, matraces Erlenmeyer de vidrio, de 1 y 2 L de capacidad.

	3.2.7 Wire containers and stainless steel baskets, Erlenmeyer Matrasses, of 1 and 2 liters of capacity.

	3.2.8 Guantes de látex.

	3.2.8 Latex gloves.

	3.2.9 Matraz aforado de 1 L.

	3.2.9 Matrasse measured for 1 liter

	3.2.10 Mechero de Bunsen, lámpara de alcohol o similar.

	3.2.10 Bunsen burner, alcohol lamp, or similar.

	3.2.11 Pipetas graduadas de vidrio de 1, 5 y 10 ml.
	3.2.11 Graduate pipettes of glass of 1, 5, and 10 ml.


	3.2.12 Portapipeteros de acero inoxidable.
	3.2.12 Stainless steel pipette holders. 


	3.2.13 Tapabocas.
	3.2.13 Face masks


	3.2.14 Tapones de acero inoxidable para tubos de ensayo (18 mm x 180 mm, 16 mm x 150 mm o 
12 mm x 120 mm).

	3.2.14 Tops of stainless steel for test tubes (18 mm X 180 mm, 16 mm X 150 mm or 12 mm X 120 mm).

	3.2.15 Tubos de ensayo (18 mm x 180 mm, 16 mm x 150 mm o de 12 mm x 120 mm).
	3.2.15 Test tubes (18 mm X 180 mm, 16 mm X 150 mm or of 12 mm X 120 mm).


	3.2.16 Tubos de rosca (13 mm x 100 mm).
	3.2.16 Threaded tubes (13 mm X 100 mm).


	4. Aparatos e instrumentos
	4. Appliances and instruments



	4.1 Autoclave a una presión de 1,05 kg/cm2, y una temperatura de 121°C.
	4.1 Autoclave at a pressure of 1.05 kg/cm2, and at temperatures of 121ºC. 


	4.2 Balanza analítica con intervalo de medición de 0,000 1 a 10,00 g.
	4.2 Analytical scale with measurement interval of 0.0001 to 10.00 grams.


	4.3 Balanza granataria con intervalo de medición de 0,1 a 100 g.
	4.3 Top loading balance with a measuring interval of 0.1 to 100 grams.


	4.4 Baño de agua (con agitación) con capacidad para operar a una temperatura de 44,5°C ± 0,2°C.
	4.4 Water bath (with agitation) with capacity for operating at a temperature of 44.5ºC  0.2°C.


	4.5 Estufa u horno con capacidad para operar a una temperatura de 180°C ± 10°C.
	4.5 Stove or oven with a capacity for operating at a temperature of 180ºC ± 10°C.


	4.6 Incubadora con capacidad para operar a una temperatura de 37°C ± 0,2°C.
	4.6 Incubator with a capacity for operating at a temperature of 37ºC  0.2°C.


	4.7 Incubadora con capacidad para operar a una temperatura de 41°C ± 0,2°C.
	4.6 Incubator with a capacity for operating at a temperature of 41ºC  0.2°C.


	4.8 Parrilla con agitación y calentamiento.
	4.7 Grill with agitation and heating


	4.9 Potenciómetro con intervalo de medición de 6,5 a 7,5 ± 0,2 pH.
	4.8 Potentiometer with measurement interval of 6.5ºC to 7.5  0.2°C.


	4.10 Refrigerador con capacidad para operar entre 2 y 4°C ± 0,5°C.
	4.9 Refrigerator with capacity for operating at a temperature between 2 and 4ºC  0.5°C.


	5. Procedimiento
	5. Procedure


	Los siguientes puntos describen la secuencia del método de prueba, el cual debe realizarse conforme a lo descrito, con el fin de minimizar sesgos en los datos obtenidos.
	The following points describe the sequence of the test method, which must be performed in conformity to that described for the purpose of minimizing skewing the data obtained.

	5.1 Preparación de medios de cultivo y soluciones
	5.1 Preparation of media of cultivation and solutions

	5.1.1 Caldo tetrationato
	5.1.1 Tetrathionate mixture


	Fórmula
	

	Proteosa peptona o triptona 
	05,00 g

	Sales biliares 
	01,00 g

	Carbonato de calcio 
	10,00 g

	Tiosulfato de sodio 
	30,00 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Peptone or triptone proteose
	05.00 g

	Biliary salts
	01.00 g

	Calcium carbonate
	10.00 g

	Sodium thiosulfate
	30.00 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Disolver los ingredientes o 16 g del medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en agua destilada y calentar hasta ebullición, posteriormente distribuir en volúmenes de 100 ml en recipientes estériles y conservar entre 5 y 8°C. Antes de usar el medio, agregar 2 ml de solución de yodo yoduro y 1 ml de solución de verde brillante 1:1 000 por cada 100 ml de caldo, a cada recipiente.
	Dissolve the ingredients or 16 grams of the medium that is found in the market in dehydrated form, in distilled water and heat until boiling, afterwards distribute in volume of 100 ml in sterile containers and conserve between 5 and 8ºC. Before using the medium, add 2 ml of iodine iodide and 1 ml of solution of brilliant green 1:1,000 for each 100 ml of mixture, to each container.


	Una vez que la solución de yodo yoduro ha sido adicionada al medio, éste deberá ser utilizado de forma inmediata. Nunca se debe volver a calentar.
	Once the solution of iodine iodide has been added to the medium it must be utilized immediately. Never heat it again. 


	5.1.2 Caldo selenito cistina
	5.1.2 Cistine selenite mixture


	Fórmula
	

	Triptona o polipeptona 
	05,00 g

	Lactosa 
	04,00 g

	Fosfato disódico 
	10,00 g

	Selenito ácido de sodio 
	04,00 g

	L- Cistina 
	00,01 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Triptone or polypeptone
	05.00 g

	Lactose
	04.00 g

	Disodium phosphate
	10.00 g

	Sodium selenite acid
	04.00 g

	L- Cistine
	00.01 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Preparación:

	Preparation: 

	Disolver los ingredientes o 23 g del medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en agua destilada. Calentar hasta ebullición durante 10 minutos en un baño de agua y distribuir en volúmenes de 10 ml en tubos de ensayo, para esterilizar 10 minutos por arrastre de vapor. Verificar que el pH sea de 7,0 ± 0,2, en caso contrario ajustar con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N.

	Dissolve the ingredients or 23 grams of the medium that is found in a dehydrated form in the market, in distilled water. Heat until boiling for 10 minutes in a water bath and distribute in volumes of 10 ml in test tubes, in order to sterilize 10 minutes by steam. Verify that the pH is of 7.0 ± 0,2,  when it is not, adjust with a solution of sodium hydroxide 0.1 N.

	El medio se debe utilizar el mismo día de su preparación.

	The medium must be utilized the same day of its preparation.

	5.1.3 Agar sulfito de bismuto
	5.1.3 Bismuth agar sulfite.


	Fórmula
	

	 Extracto de carne de res 
	05,00 g

	Peptona 
	10,00 g

	Glucosa 
	05,00 g

	Fosfato disódico (anhidro) 
	04,00 g

	Sulfato ferroso (anhidro) 
	00,30 g

	Sulfito de bismuto 
	08,00 g

	Verde brillante 
	00,025 g

	Agar 
	20,00 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Extract from beef
	05.00 g

	Peptone
	10.00 g

	Glucose
	05.00 g

	Disodium phosphate (anhydride)
	04.00 g

	Ferrous sulphate (anhydride)
	00.30 g

	Bismuth sulfite
	08.00 g

	Brilliant green
	00.025 g

	Agar 
	20.00 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Suspender los ingredientes o 52 g del medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, 
en 1 L de agua destilada, calentar hasta su disolución completa, agitando frecuentemente.

	Suspend the ingredients or 52 grams of the medium, that are found in a dehydrated form in the market, in 1 liter of distilled water, heat until its complete dissolution, agitating frequently.

	Verificar que el pH sea de 7,6 ± 0,2, en caso contrario ajustarlo con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N.
	Verify that the pH is of 7.6 , ± 0.2, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N. 


	Enfriar a 60°C y distribuir en cajas de Petri estériles.
	Cool at 60ºC and distribute in sterile Petri dishes.


	El medio no debe esterilizarse en autoclave, el sobrecalentamiento afecta su selectividad.
	The medium must not be sterilized in an autoclave, the overheating affects its selectivity.


	5.1.4 Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)
	5.1.4 Desoxicolate Agar lysine xylose


	Fórmula
	

	Xilosa 
	03,75 g

	L Lisina 
	05,00 g

	Lactosa 
	07,50 g

	Sacarosa 
	07,50 g

	Cloruro de sodio 
	05,00 g

	Extracto de levadura 
	03,00 g

	Rojo de fenol 
	00,08 g

	Agar 
	15,00 g

	Tiosulfato de sodio 
	06,80 g

	Desoxicolato de sodio 
	02,50 g

	Citrato de hierro y amonio 
	00,80 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Xylose
	03.75 g

	L Lisine
	05.00 g

	Lactose
	07.50 g

	Sacarose
	07.50 g

	Sodium chloride
	05.00 g

	Yeast extract
	03.00 g

	Red phenol
	00.08 g

	Agar 
	15.00 g

	Sodium thiosulfate
	06.80 g

	Sodium desoxicolate
	02.50 g

	Iron and ammonium citrate
	00.80 g

	Distilled water
	1.000.00 ml


	Suspender los ingredientes o 52 g del medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, 
en 1L de agua destilada. Agitar frecuentemente y dejar que hierva durante 1 minuto, evitar un sobrecalentamiento, si bien, su reacción puede ser satisfactoria, las colonias tienden a ser muy pequeñas. El medio nunca se debe esterilizar en autoclave.

	Suspend the ingredients or 52 grams of the medium that is found in a dehydrated form in the market, in 1 liter of distilled water. Agitate frequently and allow to boil for 1 minute, avoid overheating, if so, its reaction can be satisfactory, the colonies tend to be very small. The medium never must be sterilized in an autoclave.

	Verificar que el pH sea de 6,9 ± 0,2, en caso contrario ajustarlo con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N.

	Verify that the pH is of 6.9 ± 0.2,  when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N.

	Enfriar a no menos de 50°C pero abajo de 60°C y vaciar en cajas Petri estériles.
	Cool at no less than 50ºC but below 60ºC and empty into sterile Petri dishes.


	5.1.5 Agar verde brillante (VB)
	5.1.5 Brilliant green agar


	Fórmula
	

	Extracto de levadura 
	03,00 g

	Proteosa peptona número 3 polipeptona
	10,00 g

	Cloruro de sodio 
	05,00 g

	Lactosa 
	10,00 g

	Sacarosa 
	10,00 g

	Rojo de fenol 
	00,08 g

	Verde brillante 
	00,012 5 g

	Agar 
	20,00 g


	Formula
	

	Yeast extract
	03.00 g

	Peptone proteose number 3 polypeptone
	10.00 g

	Sodium chloride
	05.00 g

	Lactose
	10.00 g

	Sacarose
	10.00 g

	Red phenol
	00.08 g

	Brilliant green
	00.0125 g

	Agar 
	20.00 g


	Preparación

	Preparation 

	Suspender los ingredientes o lo indicado por el medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en 1 L de agua destilada, mezclar bien y calentar hasta ebullición. Verificar que el pH sea de 
6,9 ± 0,1 en caso contrario ajustarlo con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N.

	Suspend the ingredients or that indicated by the medium that is found in dehydrated form in the market, in 1 liter of distilled water, mix well and heat until boiling. Verify that the pH is of 6.9 ± 0.1, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N. 

	Esterilizar en autoclave a 121°C por 12 minutos, cualquier sobrecalentamiento del medio disminuye su selectividad. Enfriar a no menos de 50°C pero debajo de 60°C y distribuir en cajas de Petri estériles.

	Sterilize it in an autoclave at 121ºC for 12 minutes, any overheating of the medium diminishes its selectivity. Cool at not less than 50ºC but below 60ºC and distribute it in sterile Petri dishes.

	5.1.6 Agar S.S.
	5.1.6 Agar S.S.


	Fórmula
	

	Extracto de carne 
	05,00 g

	*Polipeptona 
	05,00 g

	Lactosa 
	10,00 g

	. Sales biliares 
	08,50 g

	Citrato de sodio 
	08,50 g

	Tiosulfato de sodio 
	08,05 g

	Citrato férrico 
	01,00 g

	Agar 
	13,50 g

	Verde brillante solución al 0,1%
	00,33 g

	Rojo neutro 
	00,25 g


	Formula
	

	Meat extract
	05.00 g

	Polypeptone*
	05.00 g

	Lactose
	10.00 g

	Biliary salts
	08.50 g

	Sodium citrate
	08.50 g

	Sodium thiosulphate
	08.05 g

	Ferric citrate
	01.00 g

	Agar 
	13.50 g

	Brilliant green solution at 0.1%
	00.33 g

	Neutral red
	00.25 g


	* La polipeptona se puede sustituir por 2,5 gramos de peptona de caseína y 2,5 gramos de peptona de carne.

	*The polypeptone can be substituted by 2.5 grams of casein peptone and 2.5 grams of meat peptone.

	Suspender los ingredientes o 60 g del medio que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, 
en 1 L de agua destilada y calentar a ebullición hasta disolución completa. No esterilizar en autoclave. Posteriormente verificar que el pH sea de 7,0 ± 0,2, en caso contrario ajustarlo con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N.

	Suspend the ingredients or 60 grams of the medium that is found in dehydrated form in the market, in 1 liter of distilled water and heat until boiling until it is completely dissolved. Do not sterilize in an autoclave. Afterwards verify that the pH is of 7.0 ± 0.2, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N.

	Enfriar a no menos de 50°C pero debajo de 60°C y distribuir en cajas Petri estériles.

	Cool to no less than 50ºC but below 60ºC and distribute it into sterile Petri dishes.

	5.1.7 Agar nutritivo**
	5.1.7 Nutritive agar**


	Fórmula
	

	Extracto de carne 
	03,00 g

	Peptona 
	05,00 g

	Agar 
	15,00 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Meat extract
	03.00 g

	Peptone
	05.00 g

	Agar 
	15.00 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	** Se puede sustituir por agar infusión cerebro-corazón o similar.
	**Agar infusion can be substituted with brain-heart or similar.


	Suspender los ingredientes en agua, dejar reposar entre 5 y 10 minutos, calentar a ebullición hasta su completa disolución, para posteriormente verificar que el pH sea de 6,8 ± 0,2, en caso contrario ajustarlo con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N y esterilizar a 121°C por 15 minutos. Dejar enfriar a no menos de 50°C y debajo de 60°C y distribuir en cajas Petri estériles.
	Suspend the ingredients in water, allow to repose between 5 and 10 minutes, heat to boiling until complete dissolution in order to afterwards verify that the pH is of 6.8 ± 0.2, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N and sterilize it to 121ºC for 15 minutes. Allow to cool to no less than 50ºC and below 60ºC and distribute it into sterile Petri dishes.


	5.1.8 Agar triple azúcar hierro (TSI)
	5.1.8 Triple sugar iron agar 


	Fórmula
	

	Polipeptona 
	20,00 g

	Cloruro de sodio 
	05,00 g

	Lactosa 
	10,00 g

	Sacarosa 
	10,00 g

	Glucosa 
	01,00 g

	Sulfato ferroso amónico 
	00,20 g

	Tiosulfato de sodio 
	00,20 g

	Rojo de fenol 
	00,025 g

	Agar 
	13,00 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Polypeptone
	20.00 g

	Sodium chloride
	05.00 g

	Lactose
	10.00 g

	Sacarose
	10.00 g

	Glucose
	01.00 g

	Ammonium ferrous sulfate
	00.20 g

	Sodium thiosulfate 
	00.20 g

	Red phenol
	00.025 g

	Agar 
	13.00 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Suspender los ingredientes o 65 g del medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en
1L de agua destilada; mezclar perfectamente y calentar a ebullición, agitando ocasionalmente hasta su completa disolución. Verificar que el pH sea de 6,9 ± 0,2, en caso contrario ajustarlo con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N.

	Suspend the ingredients or 60 grams of the medium that is found in dehydrated form in the market, in 1 liter of distilled water; mix perfectly and heat until boiling, agitating it until it is completely dissolved. Verify that the pH is of 6.9 ± 0.2, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N.

	Enfriar a 60°C y distribuir en volúmenes de 4 ml en tubos de rosca y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Los tubos se inclinan, de manera que el medio de cultivo en el fondo alcance una altura de 3 cm y una parte inclinada de 2 a 3 cm.

	Cool to 60ºC and distribute it in volumes of 4 ml in threaded tube and sterilize it to 121ºC for 15 minutes. The tubes are incline in a way that the cultivation medium in the bottom reaches a height of 3 cm and a part inclined of 2 to 3 cm.

	5.1.9 Agar hierro lisina (LIA)
	5.1.9 Lisine iron agar (LIA)


	Fórmula
	

	Peptona o gelisato 
	05,00 g

	Extracto de levadura 
	03,00 g

	Glucosa 
	01,00 g

	L Lisina 
	10,00 g

	Citrato férrico amónico 
	00,50 g

	Tiosulfato de sodio 
	00,04 g

	Púrpura de bromocresol 
	00,02 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Peptone or gelisate
	05.00 g

	Yeast extract
	03.00 g

	Glucose
	01.00 g

	L Lisine
	10.00 g

	Ammonium ferric citrate
	00.50 g

	Sodium thiosulfate
	00.04 g

	Purple of bromocresol
	00.02 g

	Distilled water
	1.000.00 ml


	Suspender los componentes o según indicaciones del medio que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en 1 L de agua destilada, y calentar hasta ebullición con agitación frecuente. Verificar que el pH sea de 6,7 ± 0,2, en caso contrario ajustar con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N.

	Suspend the components or according to the indications of the medium that is found in a dehydrated form in the market, in 1 liter of distilled water, and heat until boiling with frequent agitation. Verify that the pH is of 6.9 ± 0.2, when it is not, adjust it with a solution of sodium hydroxide 0.1 N

	Enfriar a no menos de 50°C pero debajo de 60°C y distribuir en volúmenes de 4 ml en tubos de rosca, para esterilizar en presión a 121°C por 12 minutos. Posteriormente dejar enfriar los tubos en posición inclinada, de tal modo que se obtengan columnas de medio de 3 cm y una parte inclinada de 2 cm.

	Cool to no less than 50ºC but below 60ºC and distribute it in volumes of 4 ml in threaded tubes, to sterilize it under pressure at 121ºC for 12 minutes. Afterwards allow the tubes to cool in an inclined position, in such a way that they obtain columns of medium of 3 cm and a part inclined of 2 cm.

	5.1.10 Solución madre de tampón A
	5.1.10 Mother solution of tint A


	Fórmula
	

	Fosfato monopotásico (KH2PO4) 
	34,00 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	formula
	

	Monopotassium phosphate (KH2PO4) 
	34.00 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Disolver el fosfato monopotásico en 500 ml de agua destilada, ajustar el pH a 7,2 ± 0,2 con la solución de hidróxido de sodio 1 N y aforar a 1 000 ml con agua destilada y esterilizar en autoclave a una presión de 1,05 kg/cm2 y una temperatura de 121°C, durante 15 minutos. Almacenar en refrigeración entre 2 y 4°C.
	Dissolve the monopotassium phosphate in 500 ml of distilled water, adjust the pH to 7.2 ± 0.2 with the solution of sodium hydroxide 1 N and measure to 1,000 ml with distilled water and sterilize it in an autoclave at a pressure of 1.05 kg/cm2 and a temperature of 121ºC for 15 minutes. Store under refrigeration between 2 and 4ºC. 


	La solución es estable durante meses, pero se debe desechar cuando se observe turbiedad.
	The solution is stable for months, but must be discarded when opacity is observed.


	5.1.11 Solución madre de tampón B
	5.1.11 Mother solution of Tint B


	Fórmula
	

	Cloruro de magnesio (MgCl2 .6H2O) 
	81,00 g

	Agua destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Magnesium chloride (MgCl2 .6H2O) 
	81.00 g

	Distilled water
	1,000.00 ml


	Disolver el cloruro de magnesio en 500 ml de agua destilada y aforar a 1 000 ml con agua destilada y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Almacenar en refrigeración entre 2 y 4°C. La solución es estable durante meses, pero se debe desechar cuando se observe turbiedad.
	Dissolve the magnesium chloride in 500 ml of distilled water, and measure to 1,000 ml with distilled water and sterilize it at 121ºC for 15 minutes. Store under refrigeration between 2 and 4ºC. The solution is stable for months, but must be discarded when opacity is observed.


	5.1.12 Solución tampón de fosfatos (agua de dilución)
	5.1.12 Tint of phosphates solution (water of dilution)


	Adicionar 1,25 ml de la solución patrón A y 5 ml de la solución patrón B y aforar a 1 L con agua destilada, para distribuir volúmenes de 9,2 ml y 36 ml en tubos de rosca y frascos con tapa de cierre hermético, respectivamente, y esterilizar en autoclave a una presión de 1,05 kg/cm2 y una temperatura de 121°C, durante 15 minutos. Almacenar a temperatura ambiente.

	Add 1.25 ml of the master solution A and 5 ml of the solution master B and measure it to 1 liter with distilled water, to distribute volumes of 9.2 ml and 36 ml in threaded tubes and glass tubes with hermetically sealed tops, respectively, and sterilize it in an autoclave at a pressure of 1.05 kg/cm2 and a temperature of 121ºC for 15 minutes. Store at room temperature.

	5.1.13 Solución de hidróxido de sodio 0,1 N
	5.1.13 Solution of sodium hydroxide 0.1 N


	Fórmula
	

	Hidróxido de sodio (NaOH) 
	04,00 g

	Agua recién destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Sodium hydroxide (NaOH) 
	04.00 g

	Recently distilled water
	1,000.00 ml


	Preparación:
	Preparation: 


	Pesar 4,0 gramos de hidróxido de sodio y disolver en 1 000 ml de agua recién destilada y libre de CO2 para abatir la carbonatación de la solución y almacenar en frasco con tapón de rosca.
	Weigh 4.0 grams of sodium hydroxide and dissolve in 1,000 ml of recently distilled water and free of CO2 for abating the carbonatation of the solution and store in a glass tube with threaded top. 


	5.1.14 Solución de hidróxido de sodio 1 N
	5.1.14 Solution of sodium hydroxide 1N


	Fórmula
	

	Hidróxido de sodio (NaOH) 
	40,00 g

	Agua recién destilada 
	1 000,00 ml


	Formula
	

	Sodium hydroxide (NaOH) 
	40.00 g

	Recently distilled water
	1,000.00 ml


	Preparación:

	Preparation: 

	Pesar 40,0 gramos de hidróxido de sodio y disolver en 1 000 ml de agua recién destilada y libre de CO2 para abatir la carbonatación de la solución, almacenar en frasco con tapón de rosca.

	Weigh 40.0 grams of sodium hydroxide and dissolve in 1,000 ml of recently distilled water and free of CO2 for abating the carbonatation of the solution, store in a glass bottle with a threaded top.

	5.1.15 Solución de yodo yoduro
	5.1.15 Solution of iodine iodide


	Fórmula
	

	Cristales de yodo 
	06,00 g

	Yoduro de potasio 
	06,00 g

	Agua destilada 
	20,00 ml


	Formula
	

	Iodine crystals
	06.00 g

	Iodide crystals
	06.00 g

	Distilled water
	20.00 ml


	Disolver el yoduro de potasio en el agua destilada y agregar lentamente los cristales de yodo hasta su completa disolución y almacenar en oscuridad.

	Dissolve the potassium iodide in the distilled water and add slowly the iodine crystals until completely dissolved and stored it in a dark place.

	5.2 Calibración de aparatos

	5.2 Calibration of appliances

	Todos los equipos utilizados deben ser calibrados o ajustados de acuerdo a las especificaciones del fabricante o bien contra equipos certificados.
	All the equipment utilized must be calibrated or adjusted according to the specifications of the manufacturer or against certified equipment.


	5.3 Seguridad
	5.3 Safety


	Durante el procesado de la muestra se deben utilizar guantes de látex y cubrebocas, para evitar cualquier riesgo de infección.
	During the processing of the sample latex gloves and a mouth mask must be utilized to avoid any type of risk of infection.


	Se debe lavar y desinfectar el área de trabajo, así como el material utilizado por el analista, antes y después del ensayo.
	The work area must be washed and disinfected, as well as the material utilized by the analyst, before and after the test.


	5.4 Manejo de residuos
	5.4 Handling of wastes


	Todos los residuos de la muestra analizada y sobrantes serán esterilizados en autoclave antes de su desecho.
	All the wastes of the sample analyzed and leftovers will be sterilized in an autoclave before its disposition. 


	5.5 Preparación de la muestra
	5.5 Preparation of the sample


	a) Suspender X gramos de materia fresca que correspondan a 4 gramos de sólidos totales en 36 ml de agua de dilución y así obtener una dilución de 10-1.
	a) Suspend X grams of fresh material that corresponds to 4 grams of total solids in 36 ml of water of dilution and obtain a dilution of 10-1 in this way. 


	b) Mezclar durante 2 o 3 minutos, con ayuda de una parrilla de agitación, a velocidad baja (800 rpm), hasta la completa disolución.
	b) Mix for 2 or 3 minutes, with the help of an agitation grill, at a low velocity (800 rpm) until it is completely dissolved. 


	5.6 Enriquecimiento
	5.6 Enrichment


	a) Suspender X g de materia fresca que correspondan a 4 g de sólidos totales en 36 ml de caldo de tetrationato, obteniendo una dilución de 10-1.
	a) Suspend X grams of fresh material that corresponds to 4 grams of total solids in 36 ml of tetrathionate mixture obtaining a dilution of 10-1


	b) Mezclar durante 2 o 3 minutos, con la ayuda de una parrilla de agitación, a baja velocidad (800 rpm) hasta la completa disolución.
	b) Mix for 2 or 3 minutes, with the help of an agitation grill, at a low velocity (800 rpm) until it is completely dissolved.


	c) Incubar durante 22 ± 2 horas a 37°C ± 0,2°C.
	c) Incubate for 22 ± 2 hours at 37ºC ± 0.2ºC.


	5.7 Preparación de diluciones
	5.7 Preparation of dilutions


	a) Una vez transcurrido el tiempo de incubación, preparar las diluciones decimales seriadas transfiriendo 1 ml de caldo de tetrationato en 9 ml de agua de dilución (10-2) y así sucesivamente hasta obtener la dilución deseada.

	a) Once the time of incubation is passed, prepare the serial decimal dilutions transferring 1 ml of tetrathionate mixture in 9 ml of water of dilution (10-2) and so successively to obtain the desired dilution. 

	b) En cada dilución se debe homogeneizar perfectamente agitando 25 veces en 7 segundos, haciendo un arco con la muñeca de 30 cm de arriba a abajo o con un sistema de agitación que proporcione resultados equivalentes. Es importante efectuar la agitación siempre de la misma manera, para obtener resultados comparables y utilizar una pipeta estéril diferente, para cada una de las diluciones decimales subsecuentes.

	b) In each dilution it must be homogenized perfectly agitating 25 times in 7 seconds, making an arc with the wrist of 30 cm up and down or with a system of agitation that provides equivalent results. It is important to perform the agitation always in the same manner to obtain comparable results and utilize a different sterile pipette for each one of the subsequent decimal dilutions.

	c) Adicionar por triplicado 1 ml de cada una de las diluciones preparadas en tubos conteniendo caldo . selenito cistina correctamente etiquetados. Para aforar el líquido de la pipeta, deberá aplicarse la punta de ésta en el interior del cuello manteniéndola en posición vertical, inclinando el tubo. Nunca se debe introducir en la muestra, más de la tercera parte de la pipeta.
	c) Add in triplicate 1 ml of each one of the prepared dilutions in tubes containing cistine selenite mixture correctly labeled. To gauge the liquid in the pipette, the point of it must be applied in the interior of the neck maintaining it in a vertical position, inclining the tube. The sample never must be introduced into the sample at more than the third part of the pipette.


	d) Incubar durante 24 ± 2 horas a 41°C ± 0,2°C.
	d) Incubate for 24 ± 2 hours at 41ºC ± 0.2ºC. 


	e) Realizar la observación del virado de coloración, considerando un color anaranjado intenso como positivo de la prueba correspondiente.

	e) Perform the observation of the coloring bath, considering an intense orange color as positive for the corresponding test.

	5.8 Aislamiento e identificación bioquímica de Salmonella spp.

	5.8 Isolation and biochemical identification of salmonella spp. 

	a) El aislamiento y la identificación no son indispensables para la cuantificación de Salmonella spp., pero son necesarios como control para el laboratorio de que las bacterias fueron correctamente identificadas.

	a) The isolation and the identification are not indispensable for the quantification of salmonella spp., but are necessary as a control for the laboratory that the bacterias were correctly identified.

	b) A partir de un cierto número de tubos positivos (con virado anaranjado), con la ayuda de un asa, sembrar por estría para obtener colonias aisladas sobre la superficie de placas de alguno de los medios diferenciales selectivos. Los medios utilizados pueden ser agar verde brillante, agar sulfito de bismuto, agar XLD, agar SS.

	b) After a certain number of positive tubes (with orange coloring bath) with the help of a injection device, seed by grooves for obtaining isolated colonies over the surface of plates of any of the selective differential media. The mediums utilized can be brilliant green agar, bismuth sulfite agar, XLD agar, agar SS.

	c) Incubar a 35°C durante 24 horas.

	c) Incubate at 35º for 24 hours.

	d) Observar los cultivos para identificar las colonias sospechosas para Salmonella spp. como sigue:

	d) Observe the cultivations for identifying the suspicious colonies for salmonella spp. as follows: 

	· agar verde brillante: colonias rojas o rosas rodeadas del medio rojo.
	· Brilliant green agar: red colonies or pink colonies surrounded by the red medium.

	· agar bismuto de sulfito: colonias negras con o sin brillo metálico, rodeadas de un halo café que posteriormente se transforma en negro.
	· Bismuth sulfite agar: black colonies with or without metallic brilliance, surrounded by a brown halo that afterwards turns black.

	· agar XLD: colonias rojas, generalmente presentan el centro negro.
	· XLD agar: red colonies, generally present a black center.

	· agar SS: colonias translúcidas, transparentes u opacas y algunas veces con centro negro.
	· SS agar: transluscent, transparent, or opaque colonies and some times with a black center.


	e) Para la identificación bioquímica se seleccionan al menos 2 colonias típicas sospechosas de cada placa, que se encuentren bien aisladas.
	e) For the biochemical identification at least 2 typically suspicious colonies from each plate, that are kept well isolated. 


	f) Tocar con un asa recta cada colonia e inocular por estría en una placa conteniendo agar nutritivo (u otro medio similar). Incubar a 35°C ± 0,2°C por 24 horas.
	f) Touch with a straight pick each colony and inoculate by injection in a plate containing nutritive agar (or another similar medium). Incubate at 35º ± 0.2ºC for 24 hours.


	g) A partir de colonias perfectamente aisladas inocular 2 tubos, uno con agar triple azúcar y hierro (TSI) y otro con agar hierro lisina (LIA), por estría en la superficie inclinada y por picadura en el fondo. Incubar a 35°C durante 24 horas.
	g) After the colonies are perfectly isolated, inoculate 2 tubes, on with triple sugar and iron agar (TSI) and another with lysine iron agar (LIA), by injection in the inclined surface and by puncture in the base. Incubate at 35ºC for 24 hours.


	h) Observar el crecimiento en los tubos y considerar positivas las colonias que den las siguientes reacciones:
	h) Observe the growth in the tubes and consider positive the colonies that give the following reactions: 


	· agar TSI: en el fondo del tubo se observa virado color amarillo debido a la fermentación de la glucosa, en la superficie del medio se intensifica el color rojo. En la mayoría de los casos se observa coloración negra a lo largo de la picadura, debido a la producción de H2S.
	· TSI iron: in the base of the tube a bright yellow color is observed due to the fermentation of the glucose, in the surface of the medium the color red is intensified. In the majority of cases black coloration is observed the length of the pick, due to the production of H2S. 


	· agar LIA: se observa coloración púrpura en todo el tubo, en ocasiones se observa la producción de H2S, con ennegrecimiento a lo largo de la picadura.
	· LIA agar: the color purple is observed in the whole tube, on occasions the production of H2S is observed, with blackening the length of the pick.


	i) Existen pruebas alternas cualitativas, aunque de mayor costo, que pueden ser empleadas como es el caso de la prueba miniaturizada API-20E y la confirmación serológica que permiten identificar la especie  y el serotipo, respectivamente.
	i) Qualitative alternate tests exist, although at a greater cost, that can be employed as is the case of the miniaturized test API-20E and the serological confirmation that permits identifying the species and the serotype, respectively.


	j) Si el laboratorio lo prefiere es factible utilizar el caldo de selenito cistina como medio de enriquecimiento y el caldo de tetrationato como medio selectivo.
	j) If the laboratory prefers it, it is feasible to utilize the cistine selenite broth as an enrichment medium and the tetrathionate broth as a selective medium.


	6. Cálculos
	6. Calculations


	6.1 El NMP de Salmonella spp. se obtiene a partir del código compuesto por los tubos con resultado positivo en el caldo de selenito cistina. Si se inoculan tres series de tres tubos y se utilizan volúmenes decimales diferentes a los indicados en tablas, se obtienen el código formado por el número de tubos con resultados positivos en las tres series consecutivas, verificando el valor del NMP correspondiente, a través de la siguiente fórmula:

	6.1 The most probable number (MPN) of salmonella spp. is obtained with a positive result in the cistine selenite broth. If three series of three tube are inoculated and decimal volumes different from those in the tables are inoculated, the code formed by the number of tubes with positive results in the three consecutive series, verifying the value of the corresponding MPN, through the following formula: 

	NMP = (NMP de tablas) x (10/mayor volumen inoculado)

	NMP=(NMP de tablas) X (10/greater inoculated volume).


	Por ejemplo: en medio selenito cistina se obtuvo el código 3/3 para la serie de la dilución 0,1; 2/3 para la serie de la dilución 0,01 y 1/3 para la serie de la dilución 0,001.
	For example: in cistine selenium medium the code 3/3 is obtained for the series of the dilution 0.01; 2/3 for the series of the dilution 0.01 and 1/3 for the series of the dilution 0.001.


	El código es de 3, 2, 1 al consultar en las tablas obtenemos un valor de 150, el resultado es:
	The code is of 3, 2, 1 when consulting the tables we obtain a value of 150, the result is:


	NMP/g ST= (150) x (10/0,1) = 15 000

	MPN/g TS= (150) X (10/0. 1) = 15,000


	NMP/g ST= 1,5 x 10 4 Salmonella

	MPN/g TS = 1.5 X 10.4 salmonella


	6.2 Cuando se inoculan más de tres volúmenes decimales, para la composición del código se utilizan los resultados positivos correspondientes a tres series consecutivas inoculadas.
	6.3 When more than three decimal volumes are inoculated for the composition of the code the positive results corresponding to three consecutive inoculated series are utilized.


	6.3 En ocasiones algunos de los posibles resultados de tubos múltiples son omitidos de las tablas del NMP. Así los códigos como 0-0-3, 0-0-4 y 0-0-5 junto con muchos otros, no están incluidos. Ello se debe a que la probabilidad de su ocurrencia es muy baja. Si en un laboratorio dichos resultados improbables aparecen con una frecuencia mayor de 1%, es posible que se deban a procedimientos equivocados en el mismo, por lo que deben ser revisados. Cuando el código del NMP no aparezca en tablas, se utilizará la siguiente fórmula:
	6.4 In some occasions some of the possible results of multiple tubes are omitted from the tables of the MPN. For that reason the codes such as 0-0-3, 0-0-4, and 0-0-5 together with many others are not included. This is due to the probability of its occurrence being very low. If in a laboratory said improbable results appear with a frequency greater than 1%, it is possible that it is due to the wrong procedures in the same, for which they must be review. When the code of the MPN does not appear in tables, the following formula will be utilized:


	NMP = (Número de tubos positivos x 100)/ (ml muestra tubos neg.) x (ml muestra total)]  
	MPN = (Number of positive tubes X 100)/ (ml sample of negative tubes) x (ml total sample)]
 


	. La frecuencia de obtención de resultados que no se encuentren en las tablas debe ser baja (menor 1%), de otra forma se tendrá que revisar y confirmar.
	The frequency of obtaining the results that are not found in the tables must be low (< 1%), in other words, the test procedure will have to be reviewed and confirmed.


	7. Expresión de resultados
	7. Expression of results


	7.1 La densidad de Salmonella spp. se expresa como NMP de coliformes por g de materia seca o ST, el cual se obtiene a partir de tablas ya establecidas, las cuales incluyen los límites de confianza al 95% para cada una de las combinaciones de tres (o cinco) series de tubos positivos posibles.
	7.1 The density of salmonella spp. is expressed as MPN of coliforms per gram of dry material or TS, which is obtained from the tables already established, which include the reliability limits at 95% for each one of the combinations of three (or five) series of possible positive tubes. 


	7.2 Para su utilización se proporcionan códigos formados por tres algoritmos correspondientes al número de tubos con resultados positivos en tres series consecutivas.
	7.2 For its utilization codes are provided that are formed from three algorhythms corresponding to the number of tubes with positive results in three consecutive series.


	8. Informe de prueba
	8. Test report


	El informe de prueba incluye especificar los siguientes puntos:

	The test report includes specifying the following points:

	a) Todos los datos necesarios para la identificación completa de la muestra.

	a) All the data necessary for the complete identification of the sample;

	b) Los resultados, expresados de acuerdo con lo establecido en el inciso 8.

	b) The results, expressed according to that established in sub-clause 8, and

	c) Cualquier suceso particular observado durante el curso del análisis, así como cualquier operación no especificada en el método, o considerada opcional, que pueda haber influido en los resultados.
	c) Whatever particular success observed during the course of the analysis, as well as whatever operation not specified in the method, or considered optional, that could have influenced the results.


	ANEXO V
	APPENDIX V

	METODO PARA LA CUANTIFICACION DE HUEVOS DE HELMINTOS EN LODOS Y BIOSOLIDOS
	METHOD FOR THE QUANTIFICATION OF HELMINTHE EGGS IN SLUDGES AND BIOSOLIDS


	El presente método tiene por objeto establecer la técnica para la detección, enumeración, determinación y de la viabilidad, en caso requerido, de huevos de helmintos en muestras de lodos y biosólidos, con el fin de evaluar la calidad de estos subproductos y la eficiencia de los sistemas de tratamiento a los que están sujetos.
	This method has the objective of establishing the technique for the detection, enumeration, determination and the viability, when required, of helminthes eggs in samples of sludges and biosolids, for the purpose of evaluating the quality of these by products and the efficiency of the treatment systems to which they are subject.



	1. Principio
	1. Principle


	La prueba se basa en el siguiente principio:
	The test is based on the following principle: 



	1.1 Por medio de lavados continuos, combinados con diversas etapas de filtración y flotación se logra la separación de los huevos de helmintos del resto de las partículas de mayor y menor tamaño, así como su concentración.
	1.1 By means of continuous washing, combined with diverse stages of filtration and flotation, the separation of the helminthes eggs from the rest of the particulates of greater and lesser size, as well as its concentration is achieved. 



	1.2 Permite, en caso de ser requerido, determinar la viabilidad de los huevos de helminto y con ello confirmar la calidad de diversos procesos de estabilización en lodos.


	1.2 It emits, when required, determining the viability of the helminthes eggs and with it to confirm the quality of diverse processes of stabilization in the sludges.

	2. Muestreo, preparación y acondicionamiento de la muestra
	2. Sampling, preparation, and conditioning of the sample. 


	El muestreo constituye una parte integral y fundamental de cualquier programa de evaluación de calidad del lodo, por lo cual, éste deberá efectuarse de acuerdo con lo referido en el punto 5 de esta Norma.
	The sampling constitutes an integral and fundamental part of any program of evaluation of quality of the sludge, for which, it must be performed according to that referred to in point 5 of this Standard.



	2.1 Preparar recipientes de plástico inerte de 500 ml de boca ancha y de cierre hermético, previamente desinfectados con cloro comercial, lavados con agua potable a chorro y enjuagados con agua destilada.
	2.1 Prepare inert plastic containers of 500 ml, wide mouth, and hermetically sealed, previously disinfected with commercial chlorine, washed with running clean water and rinsed with distilled water.



	2.2 A la muestra, antes de ser procesada, se le determinará el contenido de sólidos totales (ST) en por ciento en peso para, posteriormente, tomar en los recipientes el peso en fresco (X) que corresponda a 2 g de ST, para todo tipo de lodos.


	2.2 To the sample, before processing, the contents of TS will be determined in percentage in weight, in order to later take in the containers the weight again (X) that corresponds to 2 gram of TS for all types of sludges.

	2.3 Mantener la muestra a una temperatura de 4°C ± 2°C hasta su llegada al laboratorio.
	2.3 Maintain the sample at a temperature of 4ºC ± 2°C until it arrives at the laboratory. 



	2.4 A partir de su toma y hasta antes de ser procesada, la muestra debe estar en refrigeración hasta su análisis.
	2.4 After taking the sample and until before it is processed, the sample must be under refrigeration until is analysis.



	3. Reactivos y materiales
	3. Reactives and materials.


	3.1 Reactivos
	3.1 Reactives

	3.1.1 Acetato de etilo (C2H5 .OCOOCH3) (opcional).
	3.1.1 Ethyl acetate (C2H5 .OCOOCH3) (optional).

	3.1.2 Acetato de sodio trihidratado (CH3 COONa. 3H2O) (opcional).
	3.1.2 Sodium trihydrated acetate (CH3 COONa. 3H2O) (optional).

	3.1.3 Acido acético (CH3 COOH) (opcional).
	3.1.3 Acetic acid (CH3 COOH) (optional).

	3.1.4 Acido sulfúrico 0,1 N (H2SO4).
	3.1.4 Sulfuric acid 0.1 N (H2SO4).

	3.1.5 Alcohol etílico (C2 H5 OH).
	3.1.5 Ethyl alcohol (C2 H5 OH).

	3.1.6 Agua destilada.
	3.1.6 Distilled water.

	3.1.7 Eter etílico.
	3.1.7 Ethyl ether

	3.1.8 Hipoclorito de sodio10% (NaClO).
	3.1.8 Sodium hypochlorite 10% (NaClO).

	3.1.9 Formaldehído 37% (opcional).
	3.1.9 Formaldehyde 37% (optional). 

	3.1.10 Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4 .7H2 O).
	3.1.10 Zinc sulfate heptahydrated (ZnSO4 .7H2 O).

	3.1.11 Tween 80 al 0,1%.
	3.1.11 Tween 80 to 0.1%

	3.2 Materiales
	3.2 Materials

	3.2.1 Barras magnéticas.
	3.2.1 Magnetic bars

	3.2.2 Bulbo de goma.
	3.2.2 Rubber bulb

	3.2.3 Embudo de plástico con diámetro de 20 cm.
	3.2.3 Plastic funnel with a diameter of 20 cm. 

	3.2.4 Espátula.
	3.2.4 Spatula.

	3.2.5 Gradillas para tubos de centrífuga 50 ml.
	3.2.5 Mesh containers for centrifuge tubes of 50 ml.

	3.2.6 Guantes de látex.
	3.2.6 Latex gloves.

	3.2.7 Manguera para conexión de matraz.
	3.2.7 Hose for matrasse connection.

	3.2.8 Matraces aforados Erlenmeyer de 1 L de capacidad.
	3.2.8 Lined Erlenmeyer Matrasses of 1 liter of capacity

	3.2.9 Matraz Kitazato de 4 L.
	3.2.9 Kitazato matrasse of 4 liters.

	3.2.10 Pipetas de 10 ml de plástico.
	3.2.10 Plastic pipettes of 10 mil

	3.2.11 Pizeta de plástico de 1 L.
	3.2.11 Plastic probe of 1 liter

	3.2.12 Probetas graduadas de 10 ml, 50 ml y de 1 L.
	3.2.12 Graduated probes of 10 ml, 50 ml, and of 1 liter

	3.2.13 Recipientes de cierre hermético de 1 a 3 L de capacidad.
	3.2.13 Hermetically sealed containers of 1 to 3 liters of capacity.

	3.2.14 Recipientes de plástico inerte con paredes internas lisas de 3 L de capacidad.
	3.2.14 Inert plastic containers with internal smooth walls of 3 liters of capacity.

	3.2.15 Recipientes de plástico inerte, boca ancha, de 500 ml de capacidad y susceptibles de ser esterilizados en autoclave.
	3.2.15 Containers of inert plastic, wide mouth, of 500 ml of capacity and susceptible to being sterilized in autoclave. 

	3.2.16 Tamiz de 20 m (milimicras) de poro (opcional).
	3.2.16 Sieve of 20 m (milimicras) of pores (optional.)

	3.2.17 Tamiz de 150 a 170 m (milimicras) de poro.
	3.2.17 Sieve of 150 to 170 m (milimicras) of pores

	3.2.18 Tapabocas.
	3.2.18 Face masks.

	3.2.19 Tubos de centrífuga cónicos, de plástico 50 y 200 ml (o de mayor capacidad).
	3.2.19 Chronic centrifuge, of plastic 50 and 200 ml (or of greater capacity).



	4. Aparatos y/o instrumentos
	4. Appliances and/or instruments


	4.1 Agitador de tubos con control de velocidad y adaptable a tubos de diferentes tamaños.
	4.1 Agitator of tubes with velocity control and adaptable to tubes of different sizes.

	4.2 Autoclave capaz de operar a una presión de 1,05 kg/cm2 y una temperatura de 121°C.
	4. Autoclave capable of operating at a pressure of 1.05 kg/cm2 and a temperature of 121ºC. 

	4.3 Balanza granataria con intervalo de medición de 2,0 a 800 g ± 0,2 g.
	4.3 Top loading balance with a measuring interval of 2.0 to 800 grams. ± 0.2 g.

	4.4 Bomba de vacío con control de velocidad de succión.
	4.4 Vacuum pump with velocity control of suction. 

	4.5 Cámara de Sedgwich-Rafter o disco Doncaster.
	4.5 Sedgwich-Rafter Chamber or Doncaster disk.

	4.6 Campana de extracción.
	4.6 Extraction bell.

	4.7 Centrífuga, capaz de mantener los intervalos de operación de 660 ± 300 g.
	4.7 Centrifuge, capable of maintaining the intervals of operation of 660 ± 300 g.

	4.8 Densímetro (hidrómetro), con intervalo de medición de 1,0 a 1,4 g/cm 3.
	4.8 Densimeter (hydrometric) with measuring interval of 1.0 to 1.4 g/cm3.

	4.9 Incubadora con capacidad para operar a una temperatura de 26°C ± 0,2°C.
	4.6 Incubator with a capacity for operating at a temperature of 26ºC  0.2°C.

	4.10 Licuadora con contenedor de plástico inerte, paredes lisas y con capacidad de 2 L.
	4.10 Blender with inert plastic container, smooth walls, and with a capacity of 2 liters.

	4.11 Mascarilla antigás con carbón activado o similar.
	4.11 Antigas mask with activated carbon or similar.

	4.12 Microscopio óptico equipado para hacer iluminación (Köhler), campo claro, con objetivos de 10 a 100 X, y platina móvil removible.
	4.12 Optic equipped microscope for illuminating (Kohler), clear field, with objectives of 10 to 100 X, and movable removable work table. 

	4.13 Parrilla con agitación magnética.
	4.13 Grill with magnetic agitation.

	4.14 Potenciómetro con intervalo de medición de 0 a 14 ± 0,2 unidades de precisión.
	4.14 Potentiometer with measurement interval of 0 to 14 ± 0.2 units of precision.

	4.15 Refrigerador con capacidad para operar a una temperatura de 4°C ± 0,2°C.
	4.15 Refrigerator with capacity for operating at a temperature of 4ºC ± 0.2ºC.



	5. Procedimiento
	5. Procedure


	5.1 Preparación de soluciones
	5.1 Preparation of solutions

	Los siguientes puntos describen la secuencia del método de prueba, el cual debe realizarse conforme a lo descrito, con el fin de minimizar sesgos en los datos obtenidos.
	The following points describe the sequence of the test method, which must be performed in conformity to that described for the purpose of minimizing skewing the data obtained.



	5.1.1 Solución ácido alcohol, homogeneizar 650 ml de ácido sulfúrico 0,1 N con 350 ml de alcohol etílico. Almacenar la solución en un recipiente hermético.
	5.1.1 Alcohol acid solution, homogenize 650 ml of sulfuric acid 0.1 N with 350 ml of ethyl alcohol. Store the solution in a hermetically sealed container.



	5.1.2 Solución de formalina al 0,5%, añadir 5 ml de formaldehído al 37% y aforar a 1 000 ml con agua destilada. Homogeneizar y almacenar en recipiente hermético.
	5.1.2 Formaline solution at 0.5%, add 5 ml of formaldehyde to 37% and bring the level to 1,000 ml with distilled water. Homogenize and store in a hermetically sealed container.



	5.1.3 Solución patrón de aceto-acético, agregar 15 g de acetato de sodio trihidratado, 3,6 ml de ácido acético y aforar a 1 000 ml de agua destilada. Homogeneizar y almacenar en frasco hermético durante 2 a 3 meses.
	5.1.3 Master solution of aceto-acetic, add 15 g of sodium trihdrated acetate, 3.6 ml of acetic acid and bring the level to 1,000 ml with distilled water. Homogenize and store in a hermetically sealed container for 2 to 3 months.



	5.1.4 Solución de sulfato de zinc (ZnSO4) con gravedad específica de 1,3. Disolver 800 g de sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4.7H2O) en 1 000 ml de agua destilada, mezclar en la parrilla magnética hasta homogeneizar totalmente. Medir la densidad con el densímetro y, según sea el caso, ajustar la densidad a 1,3 agregando sulfato de zinc o agua destilada, según se requiera. Almacenar en recipiente hermético y verificar densidad cada mes.


	5.1.4 Solution of zinc sulfate (ZnSO4) with specific gravity of 1.3. Dissolve 800 grams of heptahdrated zinc sulfate in (ZnSO4.7H2O)1,000 ml of distilled water, mix in the magnetic grill until it is totally homogenized. Measue the density with the densimeter and, whatever is the case, adjust the density to 1.3 adding zinc sulfate or distilled water, as required. Store in a hermetically sealed container and verify the density each month. 

	5.1.5 Tween 80 al 0,1%, añadir 1 ml del reactivo en 999 ml de agua destilada y homogeneizar en parrilla de agitación hasta su completa disolución. Almacenar en recipiente hermético durante 2 a 3 meses.
	5.1.5 Tween 80 to 0.1%, add 1 ml of the reactive in 999 ml of distilled water and homogenize it in an agitation grill until completely dissolved. Store in a hermetically sealed container for 2 to 3 months.



	5.2 Calibración de aparatos
	5.2 Calibration of appliances



	Todos los equipos deben ser calibrados o ajustados de acuerdo con las especificaciones del fabricante, 
o bien, contra equipos certificados.
	All the equipment must be calibrated or adjusted according to the manufacturer’s specifications or against certified equipment.



	5.3 Seguridad
	5.3 Safety

	5.3.1 Durante el procesado de la muestra se debe utilizar guantes de látex y cubreboca, para evitar cualquier riesgo de infección.
	5.3.1 During the processing of the sample latex gloves and a face mask must be used to avoid any risk of infection.



	5.3.2 Se debe lavar y desinfectar el área de trabajo, así como el material utilizado por el analista, antes y después del ensayo.
	5.3.2 The work area must be washed and disinfected, as well as the material utilized by the analyst, before and after the test.



	5.3.3 La agitación de las soluciones con éter deberá realizarse en sitios ventilados o dentro de una campana de extracción, considerando su inflamabilidad. Evitar la inhalación, el contacto con los ojos, piel o ropa, ya que es un reactivo sumamente tóxico.
	5.3.3 The agitation of the solutions with ether must be performed in ventilated sites or withing an extraction bell, considering its flammability. Avoid inhalation, contact with eyes, skin or clothing, because it is a highly toxic reactive.



	5.4 Manejo de residuos
	5.4 Handling of wastes



	5.4.1 Todos los residuos de la muestra analizada serán esterilizados en autoclave antes de su desecho.
	All the wastes of the sample analyzed and residues will be sterilized in an autoclave before its discarding.



	5.4.2 Aquel material que sea reutilizado, pero que no pueda ser esterilizado en autoclave deberá ser colocado en hipoclorito de sodio (10%), durante un día, antes de ser lavado.


	5.4.2 That material that is reutilized, but that cannot be sterilized in an autoclave must be located in sodium hypochlorite (10%) for a day before being washed.

	5.5 Concentración y separación de los huevos de helminto. La recuperación de los huevos de helminto de la muestra se realizará efectuando los siguientes pasos:
	5.5 Concentration and separation of helminthes eggs. The recovery of the helminthes eggs from the sample will be done following the following steps:



	a) Por 1 minuto y con la ayuda de una licuadora homogeneizar el peso en freso que corresponda a 2 g de ST. Utilizar para ello 200 ml de una solución de Tween 80 al 0,1%, integrando los enjuagues del recipiente que originalmente contenía la muestra.
	a) For 1 minute and with the help of a blender homogenize the weight again that corresponds to 2 grams of the TS. Utilize for it, 200 ml of a solution of Tween 80 to 0.1%, integrating the rinses of the container that originally contained the sample.



	b) Recuperar homogeneizado y enjuagues del vaso de la licuadora en un recipiente de plástico de 2 L, utilizar para ello 800 ml de la solución de Tween 80 al 0,1%.


	b) Recover homogenized and rinses of the blender container in a plastic container of 2 liters, utilize for it 800 ml of the solution of Tween 80 to 0.1%.

	c) Dejar sedimentar la muestra al menos durante 3 horas.
	c) Allow the sample to sediment at least for 3 hours.

	d) Aspirar el sobrenadante por vacío y filtrar el sedimento a través del tamiz de poro seleccionado (150 a 170 m). Enjuagar recipiente y tamiz con 1 L de agua destilada, para lo cual se recomienda utilizar una pizeta. El filtrado y los enjuagues se recuperan en el recipiente de plástico de 2 L.
	d) Vacuum the floating material by vacuum and filter the sediment through a sieve with selected pores (150 to 170m). Rinse the container and sieve with 1 liter of distilled water, for which it is recommended to utilize a pick. The filtered material and the rinses will be recovered in the plastic container of 2 liters.



	e) Dejar sedimentar al menos durante 3 horas.
	e) Allow to sedimentate at least for 3 hours.



	f) Aspirar el sobrenadante por vacío y recuperar sedimento y enjuagues, con agua destilada, en un tubo de centrífuga de 200 ml o mayor capacidad.
	f) Aspirate the floating material with a vacuum and recover sediment and rinses, with distilled water, in a centrifuge tube of 200 ml or greater capacity.



	g) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.
	g) Centrifuge at 660 grams for 5 minutes.



	h) Aspirar el sobrenadante por vacío y desecharlo. Resuspender la pastilla en 150 ml de la solución de sulfato de zinc. Homogeneizar la pastilla con ayuda de un agitador de tubos y, sólo en caso de ser necesario, utilizar aplicadores de plástico o espátula de teflón para lograr su completa disolución.
	h) Aspirate the floating material with a vacuum and discard it. Resuspend the paste in 150 ml of the solution of zinc sulfate. Homogenize the paste with the help of an agitator of tubes and, only when necessary, utilize applicators of plastic or a Teflon spatula for achieving 



	i) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.
	i) Centrifuge at 660 grams for 5 minutes.



	j) En caso de contar con un tamiz de 20 m de poro se recomienda efectuar un segundo filtrado, cuya finalidad es remover el detritus de menor tamaño y facilitar la lectura de los huevos de helminto en el sedimento final al microscopio. Para ello, filtrar el sobrenadante y recuperar la película que ha quedado retenida sobre la malla con el volumen de agua destilada que sea necesario (utilizar pizeta), en un tubo de 200 ml de centrífuga, desechar filtrado y pasar al inciso i. En caso contrario verter el sobrenadante en un recipiente de 2 L y romper la densidad con 1 L de agua destilada.
	j) When there is a sieve of 20 m of pores, it is recommended perform a second filtering, whose purpose is to remove the detritus of lesser size and facilitate the reading of the helminthes egges in the final sediment with the microscope. To do this, filter the floating material and recover the film that has been retained on the screen with the volume of distilled water that is necessary, in a tube of 200 ml of centrifuge, discard the filtered material and go to sub clause i. When it is not, pour the floating materials into a container of 2 liters and break the density with 1 liters of water.



	k) Sedimentar al menos durante 3 horas.
	k) Sedimentate at least 3 hours.



	l) Una vez transcurrido el tiempo de sedimentación aspirar el sobrenadante por vacío y recuperar el sedimento resultante en un tubo de centrífuga de 200 ml o mayor capacidad, incluir los enjuagues 
del recipiente.


	l) Once the sedimentation time has passed, aspirate the floating material with vacuum and recover the resulting sediment in a centrifuge tube of 200 ml or greater capacity, including the rinses from the container. 

	m) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.
	m) Centrifuge at 660 grams for 5 minutes.



	n) Aspirar el sobrenadante por vacío y resuspender el sedimento por agitación, con ayuda de un agitador de tubos (si es necesario, utilizar aplicadores). La solución resultante se recupera en un tubo cónico de centrífuga de 50 ml, incluyendo el agua destilada de enjuague.
	n) Aspirate the floating material by vacuum and resuspend the sediment by agitation, with the help of an tubes agitator ( if necessary, using applicators). The resulting solution is recovered in a conical centrifuge tube of 50 ml, including the distilled rinse water.



	o) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.
	o) Centrifuge at 660 grams for 5 minutes.



	p) Aspirar el sobrenadante y con ayuda de un agitador de tubos resuspender la pastilla en 15 ml de la solución de alcohol-ácido (u opcionalmente, el patrón de aceto-acético) y, posteriormente, agregar 10 ml de éter (o acetato de etilo, que es menos tóxico). Agitar suavemente y, de vez en cuando, destapar para dejar escapar el gas que se desprenda. Por seguridad, realizar todo este proceso dentro de la campana de extracción (en el laboratorio) o con mascarilla de protección antigás (en campo).


	p) Aspirate the floating material and with the help of an agitator of tubes, resuspend the paste in 15 ml of the acid alcohol solution (or optionally, the master of aceto-acetic) and afterwards, add 10 ml of ether (or ethyl acetate, that is less toxic). Agitate softly, and once in a while, uncover to allow the escape of gas that is released. For safety, perform all this process within the extraction bell (in the laboratory) or with an antigas protection mask (in the field).

	q) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.
	q) Centrifuge at 660 for 5 minutes.



	r) Aspirar el sobrenadante, hasta 2 mm por arriba de la parte cónica del tubo de 50 ml (aproximadamente 5 ml). Realizarlo bajo las mismas condiciones de seguridad (en el laboratorio) dentro de la campana de extracción o (en campo) con mascarilla de protección antigás.


	r) Aspirate the floating material, to 2 mm above the chronic part of the tube of 50 ml (approximately 5 ml). To perform it below the same safety conditions (in the laboratory) within the extraction bell or (in the field) with an antigas protection mask. 

	s) Efectuar un primer enjuague agregando H2SO4 0,1 N (o formalina 0,5%).
	s) To perform a first rinsing adding H2SO4 0.1 N (or formaline 0.5%).


	t) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.
	t) Centrifuge at 660 grams for 5 minutes.



	u) Aspirar el sobrenadante, dejando 5 ml y realizar un segundo enjuague agregando H2SO4 0,1 N
(o formalina 0,5%).
	u) Aspirate the floating material, leaving 5 ml and perform a second rinsing adding H2SO4 0.1 N
(or formaline 0.5%).


	v) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.
	v) Centrifuge at 660 grams for 5 minutes.



	w) Aspirar el sobrenadante dejando 5 ml del mismo.
	w) Aspirate the floating material leaving 5 ml of the same.



	5.6 Determinación de viabilidad y lectura al microscopio
	5.6 Determination of viability and reading with a microscope.



	a) Si no es necesario determinar la viabilidad, proceder a la cuantificación, en caso contrario, incubar el tubo con la muestra durante 4 semanas a 26°C ± 0,2°C. Dejar la tapa del tubo floja para que entre aire y, por lo menos una vez por semana, verificar que el nivel del líquido no disminuya. Si es necesario, agregar 
agua destilada.
	a) If it is not necessary to determine the viability, proceed to the quantification, when it is necessary, incubate the tube with the sample for 4 weeks at 26ºC ± 0.2ºC. Leave the top of the tube loose so that air enters, and at least once a week, verify that the level of the liquid does not diminish. If it is necessary, add distilled water.



	b) Una vez transcurrido el tiempo de incubación, homogeneizar la pastilla y proceder a la cuantificación de los huevos. Para la lectura verter el sedimento final en una celda de Sedgwich Rafter o Disco Doncaster. En caso necesario, y para evitar la sobreposición de estructuras y del detritus no eliminado, distribuir en alícuotas y homogeneizar con agua destilada. Sólo aquellos huevos donde se observe la larva se consideran viables.

	b) Once the time of incubation has passed, homogenize the paste and proceed to the quantification of the eggs. For the reading pour the final sediment in a Sedgwich Rafter cell or Doncaster disk. When applicable, and to avoid the over position of the structures and the detritus not eliminated, distribute in aliquots and homogenize with distilled water. Only those eggs where the larva is observed are considered viable. 

	El Anexo 1 muestra algunos ejemplos.

	Appendix 1 sample some examples.

	c) Como paso opcional, y antes de realizar la lectura al microscopio, añadir hipoclorito de sodio (10%) en igual volumen al sedimento final y dejar reposar durante 10 minutos. Aforar con agua destilada.
	c) As an optional step, and before performing the reading under a microscope, add sodium hypochlorite (10%) in equal volume to the final sediment and allowing to rest for 10 minutes. Fill to measure with distilled water.



	d) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos y decantar hasta dejar 5 ml del sobrenadante.
	d) Centrifuge at 660 grams for 5 minutes and decant until leaving 5 ml of the floating material.



	e) Realizar un segundo enjuague con agua destilada y centrifugar bajo las mismas condiciones.
Lo anterior permite una mayor claridad en el contenido interno de los huevos (especialmente de Ascaris y Trichuris), una mejor diferenciación y, en consecuencia, un conteo más rápido.
	e) Perform a second rinsing with distilled water and centrifuge under the same conditions. The latter permits a greater clarity in the internal contents of the eggs (specially of ascaris y trichuris), a better differentiation and, in consequence, a more rapid counting.



	f) Aspirar sobrenadante hasta 5 ml del volumen final.
	f) Aspirate floating material up to 5 ml of the final volume.


	6. Cálculos
	6. Calculations


	6.1 La fórmula para calcular g es:
	6.1 The formula for calculating g is: 
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	donde:
	Where: 


	g = fuerza relativa de centrifugación
	G= relative force of centrifugation

	k = constante cuyo valor es 89, 456
	K = constant whose value is 89.456

	r = radio de la centrífuga en cm
	R= radius of the centrifuge in cm

	rpm = revoluciones por minuto
	Rpm = revolutions per minute



	6.2 Para el cálculo del por ciento de sólidos totales (ST), se utiliza el % de humedad como sigue:
	6.2 for the calculation of the percentage of TS (total solids), the % of moisture is utilized as follows: 



	% de sólidos totales = 100% -% de humedad

	% of total solids = 100% - % of moisture



	7. Expresión de resultados
	7. expression of the results


	% de sólidos totales = 100% -% de humedad
	% of total solids = 100% - % of moisture



	7.1 Expresar los resultados en número de huevos/2 g de sólidos totales (volumen de muestra analizada).
	7.1 Express the results in number of eggs/2 grams of total solids (volume of sample analyzed)



	H/2g ST

	H/2g TS



	donde:
	Where:


	H = número de huevos leídos en la muestra
	H = number of eggs read in the sample



	gST = gramos de sólidos totales de la muestra analizados


	gTS = grams of TS of the sample analyzed

	7.2 Interferencias


	7.2 Interferences

	7.2.1 La sobreposición de estructuras y/o detritus no eliminados en el sedimento puede dar una evaluación errónea al dificultar la lectura. En tal caso, es importante diluir con agua destilada y hacer las alícuotas que se consideren necesarias para que en cada una se realice el conteo.


	7.2.1 The positioning on top of structures and/or detritus not eliminated in the sediment can give an erroneous evaluation and make the reading difficult. In such cases, it is important to dilute with distilled water and make the aliquots that are considered necessary so that the counting is performed in each one.

	7.2.2 La falta de experiencia en la identificación de géneros es un elemento común de sobreconteo.
	7.2.2 The lack of experience in the identification of genus is a common element of overcounting.



	7.2.3 En caso de que la muestra presente la formación de hongos durante el proceso de incubación se recomienda remplazar el H2SO4 0,1 N por una solución de formalina 0,5%.
	7.2.3 In case that the sample presents the formation of fungus during the process of incubation is recommended to replace the H2SO4 0.1 N for a solution of formaline 0.5%. 



	8. Informe de la prueba
	8. Test report.


	Incluye especificar los siguientes puntos:
	Includes specifying the following points: 


	a) Todos los datos necesarios para la identificación completa de la muestra.
	a) All the data necessary for the complete identification of the sample.


	b) Los resultados, expresados de acuerdo con lo establecido en el inciso 8.
	b) The results, expressed according to that established in sub clause 8. 



	c) Cualquier suceso particular observado durante el curso del análisis, así como cualquier operación no especificada en el método, o considerada opcional, que pueda haber influido en los resultados.
	c) Any particular success observed during the course of the analysis, as well as any operation not specified in the method, or considered optional, that could have influenced the results.

	
	


	ANEXO VI
	APPENDIX VI

	METODO PARA LA CUANTIFICACION DE METALES PESADOS EN BIOSOLIDOS
	METHOD FOR THE QUANTIFICATION OF HEAVY METALS IN BIOSOLIDS


	El presente método tiene por objeto establecer la técnica para la determinación de arsénico, cadmio, cobre, cromo, plomo, mercurio, níquel y zinc, en muestras de biosólidos, por espectrofotometría de absorción atómica, donde el análisis de los elementos se efectúa individualmente.
	This method has the objective of establishing the technique for the determination of arsenic, cadmium, copper, chrome, lead, mercury, níckel, and zinc, in simples of biosolids, by spectrophotometry of atomic absorption, where the analysis of the elements are performed individually. 


	1. Principio
	1. Principle


	El método analítico se basa en la atomización de la muestra para liberar los átomos, a los que se les aplica una energía de una longitud de onda específica que es absorbida e induce al electrón a pasar a un estado excitado. Esta energía absorbida es proporcional a la concentración del elemento en la muestra analizada.
	The analytic method is based on the atomization of the sample to release the atoms, those to which are applied an energy of a specific wave length that is absorbed and induces the electron to pass to an excited state. This energy absorbed is proportional to the concentration of the element in the sample analyzed. 


	2. Reactivos y materiales
	2. Reactives and materials


	2.1 Reactivos
	2.1 Reactives 

	2.1.1 Acido clorhídrico grado suprapuro.
	2.1.1 Super pure grade of chlorohydric acid

	2.1.2 Acido nítrico grado suprapuro.
	2.1.2 Super pure grade of nitric acid.

	2.1.3 Acido nítrico.
	2.1.3 Nitric acid. 

	2.1.4 Acido perclórico grado suprapuro.
	2.1.4 Super pure grade perchloric acid.

	2.1.5 Acido sulfúrico grado suprapuro.
	2.1.5 Super pure grade sulfuric acid

	2.1.6 Acetona.
	2.1.6 Acetone.

	2.1.7 Agua tipo II, que tiene las siguientes características: resistividad mayor de 10 egohm-cm a 25ºC y  conductividad menor de 0,1 S/cm a 25ºC. En lo subsiguiente se le llamará agua.
	2.1.7 Water type II, that has the following characteristics: resistivity greater than 10 egohm-cm at 25ºC and conductivity less than 0.1 S/cm to 25ºC. In the subsequent it will be called water.

	2.1.8 Aire comprimido seco y limpio.
	2.1.8 Dry and clean compressed water.

	2.1.9 Borohidruro de sodio.
	2.1.9 Sodium borohydride.

	2.1.10 Cadmio metálico.
	2.1.10 Metallic cadmium. 

	2.1.11 Cloruro de mercurio.
	2.1.11 Mercury chloride.

	2.1.12 Cloruro de potasio.
	2.1.12 Potassium chloride.

	2.1.13 Cloruro o sulfato estanoso.
	2.1.13 Tin chloride or sulfate.

	2.1.14 Cobre metálico.
	2.1.14 Metallic copper.

	2.1.15 Detergente no iónico, libre de metales.
	2.1.15 Non ionic detergent, free of metals.

	2.1.16 Gases: acetileno, nitrógeno, grado absorción atómica.
	2.1.16 Gases: acetylene, nitrogen, atomic absorption grade.

	2.1.17 Hexano.
	2.1.17 Hexane.

	2.1.18 Hidróxido de sodio.
	2.1.18 Sodium hydroxide.

	2.1.19 Níquel metálico.
	2.1.19 Metallic nickel

	2.1.20 Nitrato de plomo.
	2.1.20 Lead nitrate

	2.1.21 Oxido de lantano.
	2.1.21 Lanthanum oxide.

	2.1.22 Permanganato de potasio.
	2.1.22 Potassium permanganate.

	2.1.23 Soluciones estándar de referencia certificada de arsénico, cadmio, cobre, cromo, plomo, níquel, mercurio y zinc, de 100 ppm.
	2.1.23 Solutions certified standard of reference of arsenic, cadmium, copper, chrome, lead, nickel, mercury, and zinc, of 100 ppm.

	2.1.24 Trióxido de arsénico.
	2.1.24 Arsenic trioxide.

	2.1.25 Trióxido de cromo.
	2.1.25 Chrome trioxide.

	2.1.26 Zinc metálico.
	2.1.26 Metallic zinc.

	2.2 Materiales
	2.2 Materials

	2.2.1 Crisoles de platino de 40 a 50 ml de capacidad.
	2.2.1 Platinum crucibles of 40 to 50 ml of capacity 

	2.2.2 Cápsula de porcelana de 50 ml de capacidad.
	2.2.2 Capsule of porcelain of 50 ml of capacity.

	2.2.3 Embudos de filtración de diferentes capacidades.
	2.2.3 Filtration funnels of different capacities. 

	2.2.4 Goteros.
	2.2.4 Droppers.

	2.2.5 Matraces Erlenmeyer de diferentes capacidades.
	2.2.5 Erlenmeyer Matrasses of different capacities.

	2.2.6 Matraces volumétricos de diferentes capacidades.
	2.2.6 Volumetric Matrasses of different capacities

	2.2.7 Membranas de ruptura.
	2.2.7 Membranes of rupture.

	2.2.8 Micropipetas o pipetas Eppendorf de diferentes capacidades.
	2.2.8 Micropipettes or Eppendorf pipettes of different capacities. 

	2.2.9 Papel filtro Whatman número 40.
	2.2.9 Whatman paper filter number 40.

	2.2.10 Pipetas volumétricas de varias capacidades.
	2.2.10 Volumetric pipettes of various capacities.

	2.2.11 Puntas de plástico para micropipetas.
	2.2.11 Plastic points for micropipettes.

	2.2.12 Recipientes de polietileno, propileno o de vidrio de 50 ml.
	2.2.12 Polyethylene, propylene, or glass containers of 50 ml.

	2.2.13 Vasos de precipitado de diferentes capacidades.
	2.2.13 Precipitate jars of different capacities 

	2.2.14 Vaso de teflón de 100 ml.
	2.2.14 Teflon jar of 100 ml.

	2.2.15 Vidrio de reloj.
	2.2.15 Watch glass.

	Todo el material volumétrico utilizado por este método debe ser clase A y ser de uso exclusivo para este procedimiento.

	All the volumetric material utilized for this method must be class A and be of exclusive use for this procedure.

	3. Equipo
	3. Equipment

	Sólo se mencionan los equipos que son de relevancia para el presente método.
	Only the equipment are mentioned that are of relevance for this method.



	3.1 Balanza analítica con intervalo de medición de 0,0001 a 80 g  0,0001 g
	3.1 Analytical scale with measuring interval of 0.0001 to 80 grams ± 0.0001 grams. 



	3.2 Para la digestión de las muestras:
	3.2 For the digestion of the samples: 



	a)
Parrilla de calentamiento con regulador.
	a) heating grill with regulator. 



	b)
Horno de microondas, capaz de liberar de 575 W a 1 000 W de potencia. El incremento de la potencia debe ser mínimo 1%/s sistema de control de presión dentro de cada uno de los vasos y sistema de ventilación de 2,8 m3/minuto.
	b) Microwave oven, capable of releasing of 575 W to 1,000 Watts of power. The increase of the power must be a minimum of 1%/s system of pressure control within each one of the jars and system of ventilation of 2.8 m3/minute.



	c)
Horno con intervalo de temperatura de 0-160ºC.

	c) Oven with an interval of temperature of 0-160ºC. 

	d)
Autoclave con válvula de seguridad que se abra a 15 lb y un manómetro para indicar la 
presión interna.

	d) Autoclave with safety valve that opens to 15 lb and a manometer to indicate the internal pressure.

	3.3 Espectrofotómetro de absorción atómica, con lo siguiente:

	3.3 Spectrophotometry of atomic absorption, with the following: 

	a)
Sistema óptico. Fotómetro de haz sencillo o doble.
	a) Optic system. Photometry of single or double beams. 

	b)
Monocromador con rango espectral de 190 a 900 nm.
	b) Monchromator with spectral range of 190 to 900 nm. 

	c)
Ancho de banda espectral de 0,2, 0,7 y 2,0 nm.

	c) Spectral band width of 0.2, 0.7, and 2.0 nm. 

	d)
Sistema de flama con control de gases.
	d) System of flame with gases control.


	e)
Sistema de generador de hidruros.
	e) System of generator of hydrides. 


	f)
Sistema de quemador con alineación de la flama manual o automática, y quemador de 10 cm.
	f) Burner system with alignment of the manual or automatic flame and burner of 10 cm.


	g)
Lámparas de cátodo hueco o de descarga sin electrodo, de acuerdo a los metales a analizar.
	g) Lamps of open cathode or of discharge with electrode, according to the metals to be analyzed. 


	h)
Interfase con registrador o un adecuado sistema automatizado para el procesamiento de datos.
	h) Interphase with register or an adequate automated system for data processing.


	4. Recolección, preservación y almacenamiento de muestras


	4. Collection, preservation, and storage of samples.

	4.1 Recolección
	4.1 Collection

	La muestra debe tomarse en recipientes de polietileno o de vidrio y boca ancha de 50 ml y llenando 
hasta el tope.

	The sample must be taken in polyethylene containers or of glass and wide mouth of 50 ml and fill it to the top. 

	4.2 Preservación y almacenamiento de la muestra
	4.2 Preservation and storage of the sample

	La muestra debe refrigerarse inmediatamente a 4°C por un tiempo máximo de 6 meses, excepto para el caso del mercurio que se requiere analizar antes de 28 días.
	The sample must be refrigerated immediately to 4ºC for a maximum time of 6 months, except for the case of the mercury that is required to be analyzed before 28 days. 


	5. Procedimiento
	5. Procedure


	Los siguientes puntos describen la secuencia del método de prueba, el que se debe realizar conforme 
a lo descrito.
	The following points describe the sequence of the test method, which must be performed in conformity to that described.



	5.1 Preparación de disoluciones
	5.1 Preparation of dissolutions.



	5.1.1 Acido nítrico al 10% v/v. Diluir 16 ml de HNO3 RA, en 100 ml de agua.
	5.1.1 Nitric acid at 10% v/v. Dilute 16 ml of HNO3 RA, in 100 ml of water. 



	5.1.2 Acido clorhídrico al 15% v/v. Diluir 40 ml de HCl RA, en 100 ml de agua.
	5.1.2 Chlorohydric acid at 15% v/v. Dilute 40 ml of HCI RA, in 100 ml of water. 


	5.1.3 Acido clorhídrico 1:1. Diluir 50 ml de HCl RA con 50 ml de agua.
	5.1.3 Chlorohydric acid 1:1. Dilute 50 ml of HCI RA with 50 ml of water. 


	5.1.4 Acido clorhídrico al 1,5% v/v. Diluir 3,4 ml de HCl en 100 ml de agua.
	5.1.4 Chlorohydric acid at 1.5% v/v. Dilute 3.4 ml of HCI in 100 ml of water. 


	5.1.5 Solución de borohidruro de sodio. Pesar 4 g de borohidruro de sodio en 100 ml de una solución de hidróxido de sodio al 1% p/v. Filtrar al vacío.
	5.1.5 Solution of sodium borohydride. Weigh 4 grams of sodium borohydride in 100 ml of a solution of sodium hydroxide at 1% p/v. Filter until empty.


	5.1.6 Solución de hidróxido de sodio al 1% p/v. Pesar 1 g de hidróxido de sodio y diluir a 100 ml con agua.
	5.1.6 Solution of sodium hydroxide at 1% p/v. Weigh 1 gram of sodium hydroxide and dilute to 100 ml with water.


	5.1.7 Solución de permanganato de potasio. Pesar 5 g de permanganato de potasio y diluirlo a 100 ml. Considerar el porcentaje de pureza.
	5.1.7 Solution of potassium permanganate. Weigh 5 grams of potassium permanganate and dilute it to 100 ml. Consider the percentage of purity.


	5.1.8 Agua regia. Añadir tres volúmenes de HCl RA a un volumen de HNO3 RA.
	5.1.8 “Real water”. Add three volume of HCI RA to a volume of HNO3 RA. 


	5.1.9 Soluciones para realizar la curva de calibración. A partir de la solución que se indica en el punto 3.1.2.3, realizar las diluciones necesarias con un pH = 2. Preparar mínimo cinco concentraciones, las que deben estar en el intervalo de trabajo del laboratorio.
	5.1.9 Solutions for performing the curve of calibration. From the solution that is indicated in the point 3.1.2.3, perform the dilutions necessary with a pH = 2. Prepare minimum five concentrations, which must be in the work interval of the laboratory. 


	5.1.10 Soluciones para verificar el 0,2 unidades de absorbancia. A partir de la solución que se indica en el punto 3.1.2.3, realizar las diluciones necesarias con un pH = 2, hasta obtener 2 ppm.
	5.1.10 Solutions for verifying the 0.2 units of absorbance. From the solution that is indicated in 3.1.2.3, perform the dilutions necessary with a pH = 2, until obtaining 2 ppm. 


	También se pueden preparar estas soluciones en el laboratorio, como se indica a continuación, siempre y cuando se verifique su concentración con una solución estándar de referencia.
	Also these solutions can be prepared in the laboratory, as is indicated in the following, provided that its concentration is verified with a solution standard of reference.


	a)
Arsénico: Disolver 1,320 g de trióxido de arsénico, As2O3 en agua conteniendo 4 g de NaOH. Diluir a 1 000 ml con agua. 1,00 ml = 1.00 mg As (III).
	a) Arsenic: Dissolve 1,320 grams of arsenic trioxide, As2O3 in water containing 4 grams of NaOH. Dilute to 1,000 ml with water. 1.00 ml = 1.00 mg As (III).


	b)
Cadmio: Disolver 0,10 g de cadmio metálico en 4 ml de HNO3, adicionar otros ocho ml de HNO3 y diluir a 1 000 ml con agua. 1,00 ml = 100 g de Cd.
	b) Cadmium: Dissolve 0.10 grams of metallic cadmium in 4 ml of HNO3, add another 8 ml of HNO3 and dilute to 1,000 ml with water. 1.00 ml = 100 g of CD. 


	d)
Cobre: Disolver 0,10 g de cobre metálico en dos ml de HNO3, adicionar 10 ml de HNO3 y diluir a
1 000 ml con agua. 1,00 ml = 100 g Cu.
	d) Copper: Dissolve 0.10 grams of metallic copper in 2 ml of HNO3, add 10 ml of HNO3 and dilute to 1,000 ml with water. 1.00 ml = 100 g Cu.

	e)
Cromo: Disolver 0,1923 g de CrO3 en agua. Cuando la disolución sea completa, acidificar con 10 ml de HNO3, y diluir a 1 000 ml con agua. 1,00 ml = 100 g Cr.
	e) chrome: Dissolve 0.1923 grams of CrO3 in water. When the dissolution is complete, acidify with 10 ml of HNO3, and dilute to 1,000 ml with water. 1.00 ml = 100 g CR. 


	f)
Mercurio: Disolver 0,1354 g de cloruro de mercurio, HgCl2, en aproximadamente 70 ml de agua, añadir un ml de HNO3 y diluir a 100 ml con agua. 1,00 ml = 1,00 mg Hg.
	f) Mercury: Dissolve 0.1354 grams of mercury chloride, HgCl2, in approximately 70 ml of water, add a ml of HNO3 and dilute to 100 ml with water. 1.00 ml = 1.00 mg Hg. 


	g)
Níquel: Disolver 0,10 g de níquel metálico en 10 ml de HNO3 caliente, enfriar y diluir a 1 000 ml con agua. 1,00 ml = 100 g Ni.
	g) Nickel: Dissolve 0.10 grams of metallic nickel in 10 ml of HNO3 heat, cool, and dilute to 1,000 ml with water. 1.00 ml = 100  Ni. 


	h)
Plomo: Disolver 0,1598 g de nitrato de plomo, Pb(NO3)2, en una mínima cantidad de HNO3 1:1, adicionar 10 ml de HNO3 y diluir a 1 000 ml con agua. 1,00 ml = 100 g Pb.

	h) Lead: Dissolve 0.1598 grams of lead nitrate, in a minimum quantity of HNO3 1:1, add 10 ml of HNO3 and dilute to 1,000 ml with water. 1.00 ml = 100 g Pb.

	i)
Zinc: Disolver 0,100 g de Zinc metálico en 20 ml de HCl 1:1 y diluir a 1 000 ml en agua. 1,00 ml = 100 g Zn.
	i) Zinc: Dissolve 0.100 grams of metallic zinc in 20 ml of HCI 1:1 and dilute to 1,000 ml in water. 1.00 ml = g Zn.

	El ácido nítrico utilizado para la preparación de estas soluciones es grado suprapuro.
	The nitric acid utilized for the preparation of these solutions is super pure grade.


	5.2 Limpieza del material
	5.2 Cleaning of material.


	5.2.1 El material de vidrio debe sumergirse durante una hora en una disolución de ácido nítrico al 10%
(ver 6.1.1) y enjuagarse con agua.
	5.2.1 The glass material must be submerged for an hour in a dissolution of nitric acid at 10% (see 6.1.1) and rinse with water. 


	5.2.2 En caso de que el material presente adherencias, debe dejarse remojando de 12 a 24 horas con ácido nítrico al 10% (6.1.1), o con ácido clorhídrico 15% (ver 6.1.2) o con agua regia (ver 6.1.8). Después debe ser enjuagado con suficiente agua, hasta remover toda la disolución ácida.

	5.2.2 In case the material presents adherences, it must be soaked for 12 to 24 hours with nitric acid at 10% (6.1.1) or with chlorohydric acid 15% (see 6.1.2) or with “real water” (see 6.1.8). After being rinsed with sufficient water, until removing all the acid dissolution. 

	5.2.3 En los casos en que el material presente grasa, agregarle acetona o hexano y distribuirlo por todas las paredes del material. Desechar el disolvente de acuerdo al procedimiento de desechos y, posteriormente, enjuagar con agua. Continuar como se indica en el punto 6.2.

	5.2.3 In the cases in which the material presents grease, add acetone or hexane and distribute it to all the walls of the material. Discard the solvent according to the procedure for wastes and, afterwards, rinse with water. Continue as is indicated in point 6.2.

	5.2.4 Los recipientes de muestras deben lavarse con disolución de detergente, enjuagarse con agua de la llave y dejarlo remojando toda la noche en ácido nítrico al 10% (6.1.1). Posteriormente, enjuagarlo con agua.

	5.2.4 The containers of samples must be washed with dissolution of detergent, rinse with water from the tap and leave it soaking all night in nitric acid to 10% (6.1.1). Afterwards, rinse it with water. 

	5.2.5 Verificar que el lavado de material se efectuó correctamente.
	5.2.5 Verify that the washing of material is performed correctly. 


	5.2.6 Guardar en cuanto esté seco para evitar contaminación por partículas en el aire.
	5.2.6 Safeguard it as soon as it is dry to avoid contamination by particulates in the air.


	5.3 Preparación de la muestra
	5.3 Preparation of the sample.


	Las muestras de lodos y biosólidos, requieren, en general, un tratamiento previo antes del análisis. Los metales totales incluyen la combinación de los que se encuentran en la fase orgánica y en la inorgánica, así como los disueltos y en partículas.
	The samples of sludges and biosolids, require, in general, a treatment prior to the analysis. The total metals include the combination of those that are found in the organic phase and in the inorganic, as well as those dissolved and in particulates. 


	Notas:
	Notes: 

	a)
Durante todo el procedimiento analítico donde se mencione utilización de ácidos, éstos deben ser grado suprapuro.
	a) During all the analytical procedure where the utilization of acids is mentioned, they must be super pure grade. 


	b)
Procesar las muestras de control establecidas en su programa de AC, por cada serie de digestión.
	b) Process the control samples established in its program of AC for each series of digestion.


	5.3.1 Digestión por horno
	5.3.1 Digestion by oven


	Homogeneizar perfectamente la muestra, verificando que no existan sólidos adheridos en el fondo del recipiente. En seguida, vaciar aproximadamente 10 g en una cápsula de porcelana (a peso constante) y colocarla en el horno hasta que el material esté a peso constante. El horno debe estar a 100ºC.
	Homogenize perfectly the sample, verifying that there are no solids adhered to the base of the container. Then, empty approximately 10 grams in a capsule of porcelain (at a constant weight) and locate it in the oven until the material is at a constant weight. The oven must be at 100ºC.


	5.3.2 Digestión por parrilla
	5.3.2 Digestion by grill 


	5.3.2.1 Pesar y registrar de uno a dos gramos de la muestra en un vaso de precipitado de 100 ml o en un crisol de platino y añadir 10 ml de HNO3 concentrado. Cubrir con un vidrio de reloj y calentar lentamente hasta que exista reflujo de vapores, cuidando que no alcance la temperatura de ebullición. Calentar casi a sequedad.

	5.3.2.1 Weigh and record from one to two grams of the sample in a precipitate jar of 100 ml or in a platinum crucible and add 10 ml of HNO3 concentrated. Cover with watch glass and heat slowly until there is a reflux of vapors, taking care that it does not reach boiling temperature. Heat almost until dry.

	5.3.2.2 Enfriar y lavar el vidrio de reloj con agua. Adicionar otros 5 ml de HNO3 concentrado. Cubrir y continuar calentando hasta digestión completa, que es cuando la solución adquiere apariencia cristalina y los vapores son blancos. Agregar el ácido necesario para obtener esto.

	5.3.2.2 Cool and wash the watch glass with water. Add another 5 ml of HNO3 concentrated. Cover and continue heating until digestion is complete, that is when the solution acquires a crystalline appearance and the vapors are white. Add the acid necessary for obtaining it.

	5.3.2.3 Evaporar hasta obtener un volumen aproximado de 2 ml, enfriar y enjuagar el vidrio de reloj con agua. Añadir 10 ml de HCL 1:1 (ver 6.1.3) y 15 ml de agua. Calentar nuevamente por 15 minutos para redisolver precipitados que se hayan formado.

	5.3.2.3 Evaporate until obtaining approximately 2 ml, cool and rinse the watch glass with water. Add 10 ml of HCL 1:1 (see 6.1.3) and 15 ml of water. Heat again for 15 minutes to re-dissolve the precipitates that have formed.

	5.3.2.4 Enfriar, enjuagar las paredes del vaso y vidrio de reloj con agua. Vaciar el contenido a un matraz volumétrico de 50 ml, filtrando a través de papel filtro número 40, para remover el material insoluble que pueda tapar el nebulizador. Aforar al volumen correspondiente.

	5.3.2.4 Cool, rinse the walls of the glass and watch glass. Empty the contents to a volumetric matrasse of 50 ml, filtering through a number 40 paper filter, to remove the insoluble material that can stop up the nebulizer. Adjust to the corresponding volume. 

	5.3.3 Digestión por autoclave

	5.3.3 Digestion by autoclave

	5.3.3.1 En un vaso de teflón de 100 ml, transfiera 0,5 g de la muestra seca. Marque y pese los vasos antes y después para obtener el peso exacto de la muestra.
	5.3.3.1 In a Teflon jar of 100 ml, transfer 0.5 grams from the dry sample. Mark and weigh the jars before and after to obtain the exact weight of the sample. 


	5.3.3.2 Añadir 5 ml de HNO3, tapar los recipientes herméticamente y la autoclave. Encender el equipo y dejarlo en operación a 15 lb, aproximadamente una hora. El laboratorio debe validar el tiempo de digestión, con el equipo que utilizará para tal fin.
	5.3.3.2 Add 5 ml HNO3, cover the containers hermetically and the autoclave. Turn on the equipment and leave it in operation at 15 lb, approximately one hour. The laboratory must validate the time of digestion with the equipment that will be utilized for the purpose. 


	5.3.3.3 Sacar y enfriar a temperatura ambiente los vasos de teflón.
	5.3.3.4 Take out and cool at environmental temperature the teflon jars. 


	5.3.3.4 Abrir y filtrar a través de papel filtro número 40, si se requiere, para retener materiales insolubles. Lavar las paredes con agua y diluir la muestra a 50 ml.
	5.3.3.4 Open and filter through a number 40 paper filter, if required, to retain insoluble materials. Wash the walls with water and dilute the sample to 50 ml. 


	5.3.4 Digestión por horno de microondas
	5.3.4 Digestion by microwave oven.


	Para usar el horno de microondas como fuente de energía, en la digestión de la muestra, se sigue el mismo procedimiento descrito en el punto 6.3.3, excepto que el tiempo de la digestión puede variar de 30 a 50 min dependiendo de las características de la muestra y de la potencia aplicada.
	In order to use the microwave oven as an energy source, in the digestion of the sample, the same procedure described in the point 6.3.3. is followed, except that the time of the digestion can vary from 30 to 50 min depending on the characteristics of the sample and of the power applied.


	5.4 Análisis instrumental
	5.4 Instrumental analysis


	5.4.1 Determinación de cadmio, cobre, cromo, níquel, plomo y zinc, por aspiración directa 
flama-aire-acetileno.
	5.4.1 Determination of cadmium, copper, chrome, nickel, lead, and zinc, by direct flame-air-acetylene aspiration.


	5.4.1.1 Conectar la lámpara de cátodo hueco o descarga sin electrodos y encender el equipo.
	5.4.1.1 Connect the open cathode lamp or discharge without electrodes and turn on the equipment. 


	5.4.1.2 Seleccionar la longitud de onda y el ancho de banda espectral de acuerdo al metal a analizar, siguiendo el protocolo del laboratorio o el manual del fabricante. En la tabla 1 se proponen las longitudes de onda y el ancho de banda espectral con los que se pueden analizar los elementos.
	5.4.1.2 Select the length of the wave and the width of the spectral band according to the metal to be analyzed, following the protocol of the laboratory or the manufacturer’s manual. In Table 1 the wave lengths and the spectral band width are proposed with which the elements can be analyzed.

	Tabla 1. 
Relación de longitud y ancho de banda para los elementos analizados por flama
	Table 1. 
Relation of length and band width for the elements analyzed by flame.


	Elemento
	Longitud de onda ()
	Ancho de banda espectral (nm)

	Cd
	228,8
	0,7

	Cr
	357,9
	0,7

	Cu
	324,8
	0,7

	Ni
	232,0
	0,7

	Pb
	217,0
	0,7

	Zn
	213,9
	0,7


	Element
	Wave length ()
	Spectral band width (nm)

	Cd
	228.8
	0.7

	Cr
	357.9
	0.7

	Cu
	324.8
	0.7

	Ni
	232.0
	0.7

	Pb
	217.0
	0.7

	Zn
	213.9
	0.7


	5.4.1.3 Alinear la lámpara vertical, horizontal y rotacionalmente, hasta obtener la máxima energía.

	5.4.1.3 Align the lamp vertically, horizontally, and rotationally, until obtaining the maximum energy. 

	5.4.1.4 Esperar de 10 a 20 minutos para que se estabilice el instrumento.
	5.4.1.4 Wait 10 to 20 minutes in order to stabilize the instrument. 


	5.4.1.5 Ajustar las condiciones de la flama aire-acetileno, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Encender la flama. Permitir que el sistema alcance el equilibrio de temperatura.
	5.4.1.5 Adjust the conditions of the air-acetylene flame according to the indications of the manufacturer. Light the flame. Permit the system to reach the balance of temperature.


	5.4.1.6 Aspirar el blanco y ajustar el instrumento a cero.
	5.4.1.6 Aspirate the white and adjust the instrument to zero.


	5.4.1.7 Aspirar la disolución del estándar (5.1.10) con la concentración necesaria (ver tabla 2) para obtener 0,2 unidades de absorbancia. Ajustar con esta disolución el instrumento y si es necesario también ajustar el quemador, hasta obtener el valor más cercano a 0,2 unidades de absorbancia.
	5.4.1.7 Aspirate the dissolution of the standard (5.1.10) with the concentration necessary (see table 2) to obtain 0.2 units of absorbance. Adjust with this dissolution the instrument and if it is necessary also adjust the burner, until obtaining the value closer to 0.2 units of absorbency.


	Tabla 2.
	Table 2. 

	Relación de concentraciones para calibración del instrumento utilizando flama
	Relation of the concentrations for calibration of the instrument utilizing flame.


	Elemento
	Concentración ppm

	Cd
	1,5

	Cr
	4,0

	Cu
	2,0

	Ni
	7,0

	Pb
	9,0

	Zn
	1,0


	Element
	Ppm concentration

	Cd
	1.5

	Cr
	4.0

	Cu
	2.0

	Ni
	7.0

	Pb
	9.0

	Zn
	1.0


	5.4.1.8 Aspirar las disoluciones estándar, mínimo cinco concentraciones (ver 5.1.10), para realizar la curva de calibración y un blanco de reactivos. El primer punto debe ser igual o mayor al límite de cuantificación del método y el último debe estar dentro del intervalo lineal.

	5.4.1.8 Aspirate the standard dissolutions, a minimum of five concentrations (see 5.1.10), to perform the calibration curve and a target of reactives. The first point must be equal or greater than the limit of quantification of the method and the last must be within the lineal interval.

	5.4.1.9 Proceder a analizar las muestras problema y las muestras control. Si las lecturas de las muestras están fuera del intervalo de la curva de calibración, efectuar la(s) dilución(es) que sean necesarias, hasta obtener valores en el intervalo de trabajo.

	5.4.1.9 Proceed to analyze the problem samples and control samples. If the readings of the samples is outside the interval of the curve of calibration, perform the dilutions that are necessary, until obtaining values in the work interval.

	5.4.2 Determinación de mercurio y arsénico por generador de hidruros.
	5.4.2 Determination of mercury and arsenic by generator of hydrides. 


	5.4.2.1 Instalar la lámpara correspondiente al metal que se va a analizar en el instrumento y encenderlo. Esperar de 20 a 30 minutos para su estabilización.
	5.4.2.1 Install the lamp corresponding to the metal that is going to be analyzed in the instrument and turn it on. Wait from 20 to 30 minutes for its stabilization. 


	5.4.2.2 Seleccionar la longitud de onda y el ancho de banda espectral. En la tabla 3 se proponen las longitudes de onda y ancho de banda para cada uno de los elementos.
	5.4.2.2 Select the wave length and the spectral bandwidth. In the table 3 the wavelengths and bandwidth are proposed for each one of the elements.


	Tabla 3.
	Table 3. 

	Relación de longitud y ancho de banda para los
elementos analizados por generador de hidruros
	Relation of bandlength and bandwidth for the elements analyzed by the generator of hydrides


	Elemento
	Longitud de onda ()
	Ancho de banda espectral (nm)

	As
	193,7
	0,7

	Hg
	253,7
	0,7


	Element
	wavelength ()
	Spectral bandwidth (nm)

	As
	193.7
	0.7

	Hg
	253.7
	0.7


	5.4.2.3 Alinear la lámpara vertical, horizontal y rotacionalmente, hasta obtener la máxima energía.
	5.4.2.3 Align the lamp vertically, horizontally, and rotationally, until the maximum energy is obtained.


	5.4.2.4 Alinear la celda de cuarzo vertical, horizontal y rotacionalmente, hasta obtener la mínima energía. Esperar de 20 a 30 minutos para su estabilización.
	5.4.2.4 Align the cell of quartz vertically, horizontally, and rotationallly, until the minimum energy is obtained. Wait 20 to 30 minutes for its stabilization.


	5.4.2.5 Ajustar y optimizar los flujos de aire-acetileno y encender la flama. Esperar aproximadamente 10 minutos para su estabilización. Este ajuste sólo se requiere para la determinación de arsénico.
	5.4.2.5 Adjust and optimize the air-acetylene flows and light the flame. Wait approximately 10 minutes for its stabilization. This adjustment only is required for the determination of arsenic.


	5.4.2.6 Abrir el tanque de nitrógeno y ajustar la presión de acuerdo a las especificaciones del fabricante, para transportar el hidruro formado a la celda de cuarzo.
	5.4.2.6 Open the nitrogen tank and adjust the pressure according to the specifications of the manufacturer, to transport the hydride formed to the quartz cell.


	5.4.2.7 Colocar en el recipiente del reductor la disolución de borohidruro de sodio (ver punto 5.1) y conectar al sistema según las especificaciones del instrumento.
	5.4.2.7 Place it in the reducer container the dissolution of sodium borohydride (see point 5.1) and connect to the system  according to the specifications of the instrument.


	5.4.2.8 Conectar el vaso de reacción vacío al sistema generador y esperar el tiempo suficiente a que se estabilice el sistema. Cuando se ha estabilizado, registrar el cero en el espectrofotómetro (autocero). Retirar el vaso.
	5.4.2.8 Connect the empty vacuum jar to the generator system and wait sufficient time until the system stabilizes. When it has stabilized, record the zero in the spectrometry. Withdraw the jar.

	5.4.2.9 Conectar otro vaso de reacción con 10 ml de HCl 1,5%, permitir la entrada del hidruro formado y registrar el cero. Repetir esta operación hasta obtener el cero por lo menos tres veces. Retirar el vaso.
	5.4.2.9 Connect another reaction jar with 10 ml of HCI 1.5%, permit the entry of hydride formed and record the zero. Repeat this operation until obtaining zero at least three times. Withdraw the jar. 


	5.4.2.10 Vaciar en otro vaso de reacción, 10 ml de disolución estándar, para obtener el 0,2 unidades 
de absorbancia. En la tabla 4 se indican las concentraciones, con las que se obtiene el 0,2 unidades de absorbancia. Repetir esta operación hasta que se obtenga por lo menos tres veces la misma lectura, la cual deberá ser aproximadamente de 0,2. En caso de existir variación en las lecturas, verificar la alineación de la lámpara y de la celda de cuarzo.
	5.4.2.10 Empty in another reaction jar, 10 ml of Standard dissolution, to obtain the 0.2 units of absorbance. In Table 4 the concentrations are indicated, with which are obtained 0.2 units of absorbance. Repeat this operation until obtaining at least three times the same reading, which must be approximately of 0.2. In case of variation existing in the readings, verify the alignment of the lamp and the quartz cell.


	Tabla 4.
	Table 4

	Relación de concentraciones para calibración del
instrumento utilizando generador de hidruros
	Relation of concentrations for calibration of the instrument utilizing a generator of hydrides


	Elemento
	Concentración, ng

	As
	5

	Hg
	50


	Element
	Concentration, ng

	As
	5

	Hg
	50


	5.4.2.11 De forma similar al punto anterior, realizar la curva de calibración con un mínimo de cinco concentraciones y por lo menos tres lecturas independientes. Limpiar el sistema haciendo pasar ácido clorhídrico al 1,5% cada tres lecturas.
	5.4.2.11 Similar to the latter point, perform the calibration curve with a minimum of five concentrations and at least 3 independent readings. Clean the system making chlorohydric acid pass through it at 1.5% each three readings.


	5.4.2.12 Una vez determinada la curva de calibración, proceder a analizar el blanco, las muestras problema y las muestras control, como se indica en los dos puntos anteriores. Si las lecturas de las muestras están fuera del intervalo de la curva de calibración, efectuar la(s) dilución(es) que sean necesarias, hasta obtener valores en el intervalo de trabajo.

	5.4.2.12 Once the calibration curve is determined, proceed to analyze the target, the problem samples and control samples as indicated in the two latter points. If the readings of the samples are outside the interval of the calibration curve, perform the dilution(s) that are necessary, until obtaining values in the interval of work. 

	6. Calibración
	6. Calibration 


	Todos los instrumentos y materiales de medición utilizados, deben ser calibrados y verificar su calibración periódicamente con materiales y/o sustancias de referencia certificadas, de acuerdo con el AC establecido.

	All the instruments and measuring materials utilized must be calibrated and verify its calibration periodically with materials and/or certified substances of reference according to the AC established.

	6.1 Verificación de la calibración espectrofotómetro de absorción atómica
	6.1 Verification of the spectrophotometic calibration of atomic absorption.


	Independientemente del elemento a analizar, realizar dicha verificación del instrumento como se indica 
a continuación.
	Independently of the element to analyze, perform said verification of the instrument as is indicated in the following. 


	6.1.1 Conectar la lámpara de cobre y encender el equipo.
	6.1.1 Connect the copper lamp and turn on the equipment.


	6.1.2 Seleccionar la longitud de onda a 324,8 nm y el ancho de banda a 0,7 nm.
	6.1.2 Select the wavelength to 324.8 nm and the bandwidth to 0.7 nm. 


	6.1.3 Alinear la lámpara horizontal, vertical y rotacionalmente, hasta obtener la máxima energía.
	6.1.3 Align the lamp horizontally, vertically, and rotationally until obtaining the maximum energy. 


	6.1.4 Una vez encendida la lámpara y alineada, esperar de 10 a 20 min. para la estabilización 
del instrumento.

	6.1.4 Once the lamp is turned on and aligned, wait 10 to 20 minutes for the stabilization of the instrument. 

	6.1.5 Ajustar las condiciones de la flama aire-acetileno, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Encender la flama. Permitir que el sistema alcance el equilibrio de temperatura.

	6.1.5 Adjust the conditions of the air-acetylene flame according to the manufacturer’s instruction. Light the flame. Permit the system reach the equilibrium of temperature.

	6.1.6 Aspirar un blanco.

	6.1.6 Aspirate the target.

	6.1.7 Aspirar una disolución estándar de cobre de 2 ppm (ver punto 5.1.10), la que debe dar 0,2 unidades de absorbancia, ± lo establecido en los resultados obtenidos de las validaciones analíticas.

	6.1.7 Aspirate a standard dissolution of copper of 2 ppm (see point 5.1.10), which must show 0.2 units of absorbance, ± that established in the results obtained of the analytical validations. 

	7. Cálculos
	7. Calculations


	7.1 Interpolar los valores de absorbancia o altura de pico de la muestra analizada en la curva de calibración, para obtener la concentración en mg/l (A). En seguida realizar los cálculos, tomando en cuenta los factores de dilución y peso de la muestra con la fórmula siguiente:
	7.1 Interpolate the values of absorbance or peak height of the sample analyzed in the calibration curve, for obtaining the concentration in mg/l (A). Then make the calculations, taking into account the factors of dilution and weight of the sample with the following formula: 
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	donde:
	Where: 


	A: Concentración en mg/l de la muestra a interpolar en la curva de calibración.
	A: Concentration in mg/l of the sample to interpolate in the calibration curve.


	B: Volumen al que se llevó la muestra (ml).
	B: Volume reached in the sample (ml)


	C: Peso de la muestra (g).
	C: Weight of the sample (g)


	FD: Factor de dilución.
	FD: Factor of dilution.


	En los instrumentos que tienen integrado un procesador de datos, se puede obtener directamente la concentración del elemento.
	In the instruments that have a data processor integrated into them the concentration of the element can be obtained.


	7.2 Reporte de resultados
	7.2 Report of the results


	7.2.1 No se deben reportar concentraciones de elementos por debajo del límite de cuantificación.
	7.2.1 Concentrations of elements below the limit of quantification must not be reported. 


	7.2.2 Reportar los resultados del análisis en mg/kg.
	7.2.2 Report the results of the analysis in mg/kg. 


	8. Interferencias
	8. Interferences


	Probablemente no existirá nunca un método analítico que esté totalmente libre de alguna interferencia por parte de la naturaleza de la muestra, sin embargo, en absorción atómica, por ser una técnica muy específica, las interferencias están bien definidas como también los medios para su tratamiento.
	There probably will never exist an analytical method that is totally free of any interference on the part of the nature of the sample, nevertheless, in atomic absorption, because it is a very specific technique, the interferences are well defined as also the means for their treatment.


	8.1 Interferencia por matriz: la principal interferencia para este tipo de muestras es la presencia de materia orgánica y sólidos en suspensión, lo que se elimina mediante una adecuada digestión de la muestra.
	8.1 Interference by master: the principal interference for this type of samples is the presence of organic material and solids in suspension, which is eliminated through an adequate digestion of the sample.


	8.2 Interferencia de absorción no específica (fondo). La absorción molecular y la dispersión de la luz causadas por partículas sólidas en la flama pueden causar errores positivos. Para evitar este problema se debe utilizar la corrección de fondo del instrumento. Estos sólidos además de presentar una barrera física al paso de la luz de la lámpara en la flama, forman depósitos en la cabeza del quemador, sin embargo, esto se puede evitar aspirando continuamente agua acidulada.
	8.2 Interference of non specific absorption. The molecular absorption and the dispersal of the light caused by solid particulates in the flame can cause positive errors. In order to avoid this problem the correction of the bottom of the instrument. These solids besides presenting a physical barrier to the passage of the light from the lamp in the flame, form deposits in the head of the burner, nevertheless, it can be avoided by aspirating acidulated water continuously. 


	8.3 Interferencias físicas. Están relacionadas con las diferentes propiedades existentes entre las muestras y los estándares. Las cuales pueden afectar a la aspiración y eficiencia de nebulización en el sistema 
de atomización. Si las soluciones presentan diferencias de viscosidad y/o tensión superficial, la eficiencia de nebulización no será igual y los resultados analíticos se ven afectados. La presencia de otros compuestos además del elemento de interés puede afectar a los resultados analíticos. Estas interferencias pueden ser corregidas utilizando el método de adición interna (adición de estándares).

	8.2 Physical interferences. They are related with the different existing properties between the samples and the standards which can affect the aspiration and the efficiency of nebulization in the atomization system. if the solutions present viscosity differences and/or surface tension, the efficiency of nebulization will not be equal and the analytical results are affected. The presence of other compounds besides the element of interest can affect the analytical results. These interferences can be corrected utilizing the method of internal addition (addition of standards). 

	8.4 Las interferencias en generador de hidruros se presentan por presencia de otros elementos o moléculas presentes en la muestra. Los efectos se ven reflejados en una disminución de la cantidad de hidruro formado y, por lo tanto, en una disminución de la señal analítica. La forma de eliminar este tipo 
de interferencias es modificando la concentración del ácido y/o del borohidruro de sodio.

	8.4 The interferences in generator of hydrides are present by presence of other elements or molecules present in a diminishing of the quantity of hydride formed and, therefore, in a diminishing of the analytical signal. The way of eliminating this type of interferences is modifying the concentration of the acid and/or the sodium borohydride. 

	9. Manejo de residuos
	9. Handling of wastes


	9.1 Cada laboratorio debe considerar dentro de su programa de control de calidad (CC) el tratamiento de los residuos generados durante la determinación.
	9.1 Each laboratory must consider within their program of quality control the treatment of the wastes generated during the determination.


	9.2 Confinamiento. El laboratorio debe contar con áreas especiales, que tengan señalamientos adecuados, para almacenar temporalmente las soluciones contaminadas con metales pesados.

	9.2 Confinement. The laboratory must have special areas, that have adequate signs for temporarily storing the solutions contaminated with heavy metals.

	9.3 Todas las muestras que cumplan con la norma de descarga al alcantarillado pueden descargarse 
en el mismo.
	9.3 All the samples that comply with the standard of discharge to the sewer system can be discharge in the same. 


	ANEXO VII
	APPENDIX VII

	CONTENIDO DE LA BITACORA DE CONTROL DE LODOS Y BIOSOLIDOS
	CONTENTS OF THE CONTROL LOG OF SLUDGES AND BIOSOLIDS


	1.- Generador
	1. Generator

	2.- Producción en base seca (Ton.) por: día y mes
	2. Production in dry base (ton) per: day and month

	3.- Fecha muestreo
	3. Sampling date

	4.- Laboratorio que analizó
	4. laboratory that analyzed it

	5.- Salida del producto:
	5. Exit of the product: 

	- fecha
	- date

	- cantidad en base seca (Ton.)
	- quantity in dry base (ton)

	destinatario
	Destination
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