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INTRODUCCION GENERAL 

.1 Aparatos de Laboratorio, Reactivos y Tdcnicos 

.1.1 Recipientes 

Para uso general del laboratorio, el material mAs adecuado para los 
recipientes es vidrio borosilicato resistente doble. Hay tristalerfa 
especial disponible con caracterfsticas tales como resistencia alta
 
al ataque alcalino, contenido bajo de "boro" o exciusi6n de li.z. 
 Es
coger tapones, tapas y tacos que resisten el ataque del material con 
tenido en el recipiente. Tapones de corcho envueltos con hojas de me 
tal relativamerte inertes son adecuados para muchas muestras. Tapo
nes de rosca metilicos son una mala elecci6n para las muestras que

causarAn que se corroan rApidamente. Tapones de vidrio no son satis
factorios para liquidos altamente alcalinos por su tendencia a pegar
 
se rApidamente. Los tapones de huie son excelentes para los lIquidos

alcalinos pero no son aceptables para solventes orgAnicos en los cua
 
les ellos se inflan o se desintegran. Usar tapas de "politetrafluoro

etoleno" (TFEOPTFE) o de plata para las buretas que contienen lfqui
dos altamente alcalinos. Cuando sea apropiado, usar otros materiales
 
tales como: porcelana, niquel, hierro, platino, acero inoxidable yvi

drio de alto silice. Colectar y almacenar las muestras en botellas
hechas de vidrio borosilicato, hule duro, plastico u otro material
 
inerte que sea apropiado para anAlisis especifico.
 

Para perfodos de almacenamiento relativamente cortos o para los 
cons
 
tituyentes que no son dfectados al ser almacenados en vidrio suave,

tales como calcio, magnesio, sulfato, florudo y talvz otros, la bo
tella Acida de 2.5 L "Bell closure" es satisfactoria. Este encierre 
tiene un sello de v.drio o polietileno contra la superficie en el 
Area de la boca de la botella y asegura protecci6n adecuada Si se 
analizara parte de la muestra para ver si hay sflice, sodio u otra 
sustancia que podria ser afectada por almacenamiento prolongado en
 
vidrio suave, transferirlo a una botella de plAstico pequefa mien
tras se deja el resto de la muestra en la botella de vidrio suave.
 

Cuidadosamente limpiar las botellas de las muestras antes de cada
 
Uso.
 

Enjuagar las botellas de vidrio, excepto las que se usarAn para los
 
anAlisis de cromo o manganesio, con una mezcla de limpieza hecha agre
gando un litro de H2 SO4 concentrado lentamente, mezclando a 35 mL
 
soluci6n de dicromato de sodio saturada 6 con KMnO4 al 2% en una so
luci6n KOH al 
5% seguido de una soluci6n Acida oxAlica. Tambi6n hay

alternativas comerciales. Enjuagar con otros Acidos concentrados pa
ra remover la materia inorgAnica. Los detergentes son depuradores ex 
celentes para muchos prop6sitos; usar detergentes o HCl concentrado
para limpiar las botellas de hule duro y las plAsticas. Despuds de
 
que las botellas han sido limpiadas, enjuagarlas bien con agua reac
tivo. 

1.2 Reactivos
 

Usar solo reactivos qufmicos de mejor calidad, aunque esta instruc
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ci6n no se repite en la descripci6n de un mdtodo en particular.
 

1.1.3 Soluciones Acidas y Alcalinas Comunes
 

1.1.3.1 Unidades de concentraci6n usadas: Las concentraciones de reactivos
 
son expresadas en este manual en t6rmninos de normalidad, molaridad y

volmenes aditivos.
 

U-o soluci6n normal (N)contiene un gramo de peso equivalente de so
wito por gramo de soluci6n.
 

Una soluci6n molar (M)contiene un gramo de peso monecular de soluto
 
por litro de soluci6n.
 

En volimenes aditivos (a+b) el primer n~mero a, se refiere al volu
men de reactivos concentrados; el segundo nimero b, se refiere al 
vo 
lumen de agua destilada requerida para la diluci6n. Pues "1+9 HCl" 
denota que un volumen de HC1 concentrado se diluirgn en nueve volame
 
nes de agua destilada.
 

Para hacer una soluci6n de normalidad exacta de un quimico que no
 
pueda ser medido como un estAndar primario, se debe preparar una so
luci6n existente relativamento concentrada y despu6s hacer una dilu
 
ci6n exacta a la concentraci6n deseada.
 

Alternativamente, preparar una soluci6n de una concentraci6n 
un poco 
mayor que la que se desea, estandarizar y hacer ajustes adecuados en 
la concentraci6n por diluci6n, 6 usar la soluci6n como fue estandari 
zada inicialmento y modificar 0l factor do cd1culo, Est@ 01timo pro0
cedimiento es 6til especialmente para las soluciones que cambian de 
concentraci6n lentamente y que deben ser reestandarizados frecuente
mente. Por ejemplo, soluci6n de sodio y tiosulfato. Es deseable ajus
tar a la normalidad exacta especificada cuando un laboratorio hace 
un ntmero de determinaciones grandes con una soluci6n estAndar. Las 
determinaciones estgn de acuerdo con las instrucciones en este manual 
con tal que la normalidad de una soluci6n est~ndar no resulte en un
 
volumen de titulaci6n tan pequeho que evite la medida exacta, o tan

grande que cause una diluci6n anormal de la mezcla de reacci6n, y 
con tal que la soluci6n sea estandarizada apropiadamente y los c lcu 
los sean hechos apropiadamente. 

1.1.3.2 Preparaci6n y diluci6n de soluciones: Si se preparar, una soluci6n
 
de normalidad exacta disolviendo una cantidad pesada de un est6ndar
 
primario o diluyendo una soluci6n mAs concentrada, llevarla al volu
men exacto en un frasco volum6trico.
 

Preparar exactamente soluciones existentes y estAndares, preservarlas
 
para la determinaci6n colorim6trica en frascos volum6tricos. Donde 
la ooncentraci6n no tiene que ser exacta, mezclar la soluci6n o s6li
 
do concentrado, con cantidades medidas de agua, usando cilindros gr-a

duados para estas medidas. Usualmente hay un cambio significante de
 
volumen cuando se mezclan soluciones fuertes, resultando en un volu
men total menor que la suma de los voltmenes usados. Para diluciones
 
apropiadas, los cambios de volumen son imperceptibles cuando las con 

- 2 



centraciones de 6N 6 menos son diluidas. 

Mezclar completamente cuando se hagan las diluciones. Una de las fuen
tes mAs comunes de error en los an~lisis usando soluciones estgndareTdiluidas en frascos volum~tricoses fallar en alcanzar un mezclado com 
pleto.
 

Preparar soluciones de Scidos, agregando cuidadosamente la cantidad
 
requerida de Scido concentrado (ver cuadro 1.1), mezclando al volumen

designado de agua destilada. Diluir a 1000 mL y mezclar completamente.
 

Cuadro 1.1 Preparaci6n de Soluciones de Acido Uniformes 
Componerte Deseado Acido Clorhfdrico Acido Sulfirico Acido Nftri 

Co 
(HCI) (H2S04) (HN0 3) 

Porcentaje del ingredien
 
te activo en reactivo
 
concentrado 
 36-37 96-98 69-70
 

Normalidad de reactivo
 
concentrado 
 11-12 
 36 15-16
 

Volumen (mL) de reacti
 
vo concentrado para pre
 
parar 1 L de:
 
18 N soluci6n -- 500 (1+1) --
6 N soluci6n 500 (1+1) 167 (1+5) 380
 
1 N soluci6n 83 (1+11) 28 64
 

0.1 N soluci6n 8.3 
 2.8 6.4
 
Volumen (mL) de 6N
 
reactivo para preparar

1 L de 0.1 N soluci6n 17 
 17 17
 
Volumen (mL) de I N
 
reactivo para preparar

I L de 0.02N soluci6n 20 
 20 20
 

Preparar soluciones de hidr6xido de sodio, NaOH, disolviendo cuidado 
samente 625 g NaOH s6lido en 800 mL de agua destilada para formar u-n
L de soluci6n. Remover el precipitado de carbonato de sodio manteniendo la soluci6n al punto de ebullici6n durante algunas horas en un ba
no Marfa 6 dejando asentar las partfculas por lo menos 48 horas 
un recipiente que sea resistente 

ein 
a alcalinas (forrado de cera o de

polietileno) y protegido del CO2 de la atm6sfera con un tubo de cal
sodada. Usar el sobrenadante para preparar diluciones alistado en
 
el Cuadro 1.2.
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Cuadro 1.2 Preparaci6n de Soluciones de Hidr6xido de Sodio Uniformes
 

Normalidad de Peso Requerido de NaOH 
 Volumen Requerido

NaOH soluci6n para preparar 1000 mL de 15N NaOH para pre


de soluci6n, g parar 1000 mL de so
luci6n, mL
 

6 240 
 400
 

1 40 67
 
0.1 4 6.7 

Comprobar las soluciones peri6dicamente. Protegerlas conectando un 
tu

bo de material granular que absorba C02, tal como cal sodada o unagen
te adquirido en el comercio que remueva C02. Usar por lo menos 70 cm 
de tuberfa de hule para minimizar la difusi6n de vapor de la botella.

Reemplazar el tubo de absorci6n antes que deje de funcionar. Retirar 
la soluci6n con un sif6n para evitar abrir la botella. 

1.1.3.3 Almacenamiento de las soluciones: Algunas soluciones estandarizadas 
se alteran lentamente por cambios qufmicos o biol6gicos. La vida 6til,
la frecuencia requerida de estandarizaciones y las precauciones de al 
macenaje deben de seguirse como estgn indicadas para tales est~ndares. 
Otros tales como HCI diluido no son reactivos. Pero ain su concentra
ci6n tambi6n puede cambiar por evaporaci6n que no ha sido prevenida
 
con un tap6n de vidrio. Los cambios de temperatura causan que la bote
 
lla transpire y permita alguna evaporaci6n.
 

No se debe considerar un estAndar vilido por mas de un aho a menos
 
que sea reestandarizado. Es vilido por ese perfodo de tiempo solo 
 si
 
las condiciones minimizan la evaporaci6n y ha sido demostrado previa
mente que las t~cnicas de preservaci6n son adecuadas. Si la botella
 
se abre muy seguido y estS menos llena de la mitad, ocurre evaporacin

significativa en unos cuantos meses.
 

Usar botellas de vidrio quimicamente resistentes, excepto donde el
 
vidrio sea incompatible (soluciones de sflice). Para soluciones 
 es
tAndar que no reaccionan con hule o con neopreno, usar tapones de es 
tos materiales, porque ellos pueden, si son bien puestos, prevenir
la evaporaci6n mientras la botella est6 cerrada. Botellas de tapa de 
rosca tambi~n son efectivas. Si la tapa tiene un sello de hule o de 
material razonablemente resistente, el uso permisible serS m~s o me
nos el mismo que el de los tapones de hule.
 

1.1.3.4 Acido clornfdrico y sulf~rico como alternativas: En varios procedi
mientos se necesita H2SO4 y HCI estandarizados diluidos. A veces
 
estas soluciones son intercambiables. Donde se menciona una, la otra
 
se puede usar si se sabe que no hace diferencia. 

1.1.3.5 Preparaci6n: Aunque las instrucciones usualmente describen la prepa
raci6n de un 
litro de soluci6n, preparar voltmenes m~s pequehos o
 
grandes de la manera que se necesiten. Las instrucciones que piden el
 
uso de 100 mL usualmente involucran reactivos de vida corta o 6sos
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que se usan en pequehas cantidades.
 

Una regla general segura es agregar m~s 
 cido o alcali concentrado

al agua, mezcl~ndose con revolvimiento. en un recipiente que pueda
aguantar cambios bruscos de temperatura, y despu~s diluir el volu
men final despu6s de enfriar a la temperatura ambiental.
 

1.1.3.6 Concentraciones de reactivo uniformes: Se ha intentado establecer
 
un ndmero de concentraciones uniformes de Scido y base quecomunes 
servir~n para el ajuste del pH de las muestras antes del desarro
lio de color y de la titulaci6n final. Las siguientes concentracio 
nes Scidas se recomiendan para el uso general de laboratorio: eTl
reactivo concentrado de comercio, 6N, IN, O.IN y 0.02N. 

1.1.4 Cristalerfa Volum6trica 

Calibrar la cristalerfa volum6trica u obtener su precisi6n con un 
laboratorio competente. 

Cuidadosamente medir los pesos y voliimenes al preparar soluciones 
estandar y curvas de calibraci6n. Usar precauciones similares al
 
medir volimenes de muestra. Usar pipetas o buretas volum~tricas don
 
de el volumen es designado a dos lugares decimales (4.00 mL) en el
texto. Usar frascos volum~tricos donde sea especificado y cuando
 
el volumen sea dado como 1000 mL en vez de I L.
 

1.1.5 Tubos Nessler 

A menos de que se indique de otra manera, usar tubos nessler altos
hechos de vidrio resistente. El vidrio debe ser claro e incoloro y
los fondos de los tubos deben ser paralelos al plano. Cuando los

tubos estgn llenos con lfquido y son vistos desde arriba con una 
fuente de luz abajo, no deben haber puntos oscuros y no debe haber 
distorci6n como de tipo de lente de la luz transmitida. 

El tubo de mejor calidad es fabricado por medio del sellado de fu
si6n de un circulo pulido de vidrio molido o preparado separadamen

te, al tubo para formar un fondo. Tubos menos caros son fabricados 
con fondos integrables que no pueden ser hechos perfectamente pla
 
nos pero que pueden parecer satisfactorios. Las bocas de los tubos 
deben ser planas, preferiblemente pulidas con fuego y suficiente
mente lisas para permitir que se peguen los cubre objetos para ser
 
sellados. Los tubos nessler con tapones de vidrio claro son dispo
nibles comercialmente. Las marcas de graduaci6n deben circular com 
pletamente a los tubos. 

Los tubos de 100 mL deben tener un largo total de aproximadamente
375 mm. El di~metro interno debe aproximarse a 20 mm y el diAmetro 
exterior a 24 mm. La marca de graducaci6n debe estar lo m~s cerca
posible a 300 mm arriba del bando interno. Los juegos de tubos de
ben ser de tal uniformidad que esta distancia no varie mAs de 6 mm 
(hay juegos disponibles comercialmente a los cuales la diferencia
 
maxima entre los tubos no es m~s de 2mm). 
Una marca de graduaci6n
 
a los 50 mL.es permisible. 
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Los tubos de 50 mL deber~n tener una longitud total de 300 mm. Su

digmetro interno se deberS aproximar a 17 mm y el digmetro externo 
a 21 mm. La marca de graduaci6n en el tubo debe estar lo mas cerca
posible a 225 mm arriba del bando interno. Los juegos de tubos de
bnr~n ser de una uniformidad tal que esta distancia no varie mas ue 6 mm (hay juegos obtenibles comercialmente en los cuales la di
ferencia maxima entre los tubos es de Unano mAs 1.5 mm). marca de 
graduaci6n a 2.5 mL es permisible. 

1.1.6 Resinas de Intercambio de lones 

Las resinas de intercambio son herramientas 6tiles y flexibles usadas en columnas atmosfdricas o de alta presi6n para efectuar sepa
raciones analfticas de ambos iones, inorginicos y orgdnicos. Comun 
mente est~n en la formna de iones contrarios de sodio o hidr6geno 
(adheridos a la matriz) para los cambiadores de cationes y en laforma de cloruro, formol, acetato y iones contrarios de hidr6xido 
para los cambiadores de aniones. El usuario puede substituir otros
iones-contrarios, pasando soluciones regeneradoras a trav~s de unacolumna de resina de la manera recomendada por el fabricante. La
forma que usara en un caso especifico dependera no solo de la afi
nidad relativa de la resina para iones contrarios y Jones de mues
tra, pero tambi~n de los iones que pueden ser tolerados si los Jo
nes de muestra concentrados serAn ignorados para el anAlisis. 
eluci6n consecutiva de organi .os usualmente 

La 
se hace con soluciones 

amortiguadoras seleccionadas cuidadosamente. 

En el analisis de agua, cambiadores de iones pueden ser aplicados

para: 1) remover iones interferentes, 2) determinar el contenido 
total de iones, 3) indicar el volumen aproximado de muestra paraciertas determinaciones gravim6tricas, 4) concentrar cantidades 
trazas de cationes y 5) separar los aniones de los cationes. Este
manual recomienda el uso de resinas de cambio de iones para la eli
minaci6n de interferencia en la determinaci6n de sulfato y para ladeterminaci6n del contenido de iones totales ya que el proceso de
cambio de ion puede ser aplicado en otras deterninaciones. Una des
cripci6n corta de operaciones tipicas sera dada aquf para el uso
conveniente donde las apliaciones suplementarias estan garantizadas. 

1.1.7 Equipo Colorim6trico y T6cnica 

Muchos procedimientos dependen del aparear los colores, por ojo o con un instrumento fotom6trico. Para obtener los mejores resulta
dos posibles hay que comprender los principios y limitaciones de 
estos m~todos, especialmente porque la escogencia de instrumento y
t~cnica es a discreci6n. Ambos m6todos, visual y fotom~trico, es
tan incluidos.
 

Tubos nessler altos producen un paso de luz de 30 cm. Esto es 
alta
mente deseable cuando se van a comparar colores muy p~lidos. Los tubos nessler no son caros, su uso no requiere mucho entrenamiento, 
no estan sujetos a fallas mecdnicas o el~ctricas y, en general, son
enteramente satisfactorios para la mayorfa de trabajo de rutina. 
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Porque son port~tiles, no requieren una 
fuente de luz el6ctrica y

pueden ser usados en el campo.
 

Los instrumentos fotom~tricos son m~s exactos que los tubos nessler.
Los resultados obtenidos son instrumentos fotom6tricos estgn 
 menos
sujetos a perjuicios personales que los m~todos visuales y son 
m~s
reproducibles. Su uso a veces 
permite que se hagan correcciones para color o turbidez interferentes. No es necesario preparar un jue
go completo de estAndars para cada determinaci6n si 
se usa un
trumento fotomtrico, pero sf es necesario preparar dicho juego, 
ins

omantener est~ndars permanentes, si 
se usan los tubos nessler para

la comparaci6n visual.
 

Los m~todos fotom6tricos no estgn libres de limitaciones 
 especifica$. Mientras que un analista reconocerg que algo ha ido mal al un color o turbidez no 
ver 

comn al hacer la comparaci6n visual, tal
discrepancia facilmente puede escapar la detecci6n durante u:) le:tura fotom6trica, porque el instrumento siempre producirS una lectu 
ra, significativa o no. 

Probar la sensibilidad y exactitud frecuentemente probando las solu
ciones estandar 
para detectar problemas mec~nicos, el6ctricos u 6-pticos en el instrumento y sus accesorios. Para examinar, mantener yreparar dichos instrumentos se necesitan habilidades especiales.
 

Un fot6rnetro no es igualmente exacto sobre todo su escala. En trans
misiones muy bajas, la escala estd llena 
en t6rminos de concentra-ci6n, de manera que 
un cambio considerable en la concentraci6n rela
tiva causarg solo un pequeho cambio en 
la posici6n del cuadrante indicador o la aguja. En transmisiones muy altas, diferencias peueias entre las c6lulas 6pticas, la presencia de humedad condensada,

palmo, burbujas, marcas de los dedos, o una pequefia falta de reproductibilidad al colocar las c6lulas puede causar un cambio tan grande en las lecturas como lo harfa un 
cambio considerable en concen-traci6n. Un sistema de lectura digital vuelve dichas variaciones muy
obvias. Las dificultades se minimizan si 
se hace que las lecturas

caigan entre 0.1 y 1.0 de absorbancia, diluyendo o concentrando 
 la
muestra o variando el paso de la luz seleccionado c6lulas de tamafio
 
apropiado.
 

Algunas sugerencias para rangos adecuados son ofrecidas bajo m6todos
individuales 
en este manual, pero se debe poner necesariamente mucha
confianza en el conocimiento y juicio del analista. La mayorfa 
 de
los fot6metros 
son capaces de su mejor ejecuci6n cuando las lecturas
 
caen en el rango de aproximadamente 1.0 a 0.1 de absorbancia con
respecto a un blanco ajustado para leer o absorbancia. Entre m~s seacercan las lecturas a 0 6 3.0 de absorbancia, se vuelven menos
 
exactos.
 

Si es imprctico usar una c6lula 6ptica con un paso de luz suficien
 
temente largo, 
como en algunos instrumentos comerciales o concen-trar la muestra o seleccionar una prueba m~s sensitiva de color, en 
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tonces puede ser m~s exacto comparar colores muy p5lidos en 
los tu

aquel que produce la mayor amplitud de lecturas entre un est~ndar y
 

bos nessler que intentar lecturas fotomdtricas cerca de 100% de 
transinisi6n. 

En general, la mejor longitud de onda o filtro a seleccionar es 

un 
blanco. E,.o normalmente corresponde a un color visual para el
 rayo de luz que es complementario a el de la soluci6n - por ejemplo,
un filtro verde para una soluci6n roja, un filtro violado para una
 
soluci6n amarilla.
 

Las absorbancias son Otiles al comparar sensibilidades de m6todo
al estim t la concentraci6n de soluciones absorbentes tales 

y 
como
"ditizono". La absortividad puede ser computada de:
 

a bAbc
 

donde
 

a = absortividad, L/ (g.cm)
A = Absorci6n de una soluci6n, sin dimensiones 
b = Concentraci6n, g/L
 
c = Longitud del camino de la c6lula, cm
 

La absorbancia molar, E, 
es la absorbancia multiplicada por el pe
so molecular de una sustancia, L/ (mol. cm).
 

El 
uso de un instrumento fotoel~ctrico vuelve innecesaria la prepa
raci6n de un juego completo de estandares para cada juego de 
 mues
tras que se van a analizar. Sin embargo se debe preparar un blancoy por lo menos uno estdndar en el 
rango final superior de concentra
ci6n 6ptima, con cada grupo de muestras para verificar la constan
cia de la curva de calibraci6n. Esta precauci6n revelarA cualquier
cambio no sospechado en los reactivos, el 
instrumento, o la t~cnica.
A intervalos regulares, o si en cualquier momenLo, se sospecha 
 de
los resultados, preparar un juego completo de est~ndares por lo menos cinco o seis espaciados para cubrir el 
rango de concentraci6n

6ptima, para revisar la curva de calibraci6n. Tambidn valioso en es
te respecto es la informaci6n de absorbancia dada en este manual pa_

ra un nimero de m~todos fotom~tricos.
 

Tener cuidado con las curvas de calibraci6n suplidas por el 
fabrican
 
te del instrumento o en el 
uso de est~ndares comerciales permanen
tes 
o lfquidos coloreados o vidrios. Verificar frecuentemente la
exactitud de las curvas o los estAndares permanentes compar~ndoloscon estAndares preparados en el laboratorio, usando el mismo juego
de reactivos, el 
mismo instrumento y los mismos procedimientos que

los usados para analizar las muestras. An si las curvas de calibra 
ci6n permanentes o los estAndares artificiales han sido preparadoscon exactitud por el fabricante, puede que no sean vdlidos bajo lascondiciones de uso. Los est~ndares permanentes pueden estar sujetosa destefiirse o a alteraci6n del 
color. Su validez tambi6n puede depender en ciertas condiciones de luz arbitrarias. Los est~ndares y 
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curvas de calibraci6n pueden ser incorrectos por pequehas diferencias en los reactivos, instrumentos o t6cnicas entre los laboratorios del fabricante y el analista. Si 
un fot6metro provee lecturas
en t~rminos de absorbancia, trazar las decurvas calibraci6ncoordinadas aritm~ticas; si lecturas 
en

las est~n en t6rmino3 de porcentaje de transmisi6n, convertir los valores 
a absorbancia antes
de trazarlos en papel semilogaritmico. Usualmente dichas grAficas
dar~n lIneas rectas o casi 
rectas.
 

Las determinaciones fotom6tricas miden la concentraci6n. El 
 volumen de soluci6n usado para la medida fotom6trica real varfa y contiene solo una fracci6n del 
peso total del constituyente presente
en el volumen final de la soluci6n. Si los vol~menes finales de
los estAndars y las muestras son 
las mismas, entonces la concentra
ci6n expresada con microgramos por volumen final, 
es num6rica, pe
ro no dimensionalmente igual 
al nimero de microgramos en el volumen final. Por eso es posible pero no 
una buena pr~ctica graficar
la absorbancia, A, contra el 
peso del constituyente, tanto 
como la
.grdficam~s apropiada de A contra la concentraci6n. Si la grificaes A contra el 
peso, los resultados necesitan correcciones cuando
el volumen final de la muestra y el estdndar no son los mismos.
 
Usar compensaci6n fotom~trica para corregir la interferencia causa
da por color o turbidez y tambi6n para impurezas en los quimicos y
agua destilada usados en el reactivo blanco. No usarlo para compen
sar para las sustancias interferentes que reaccionan con 
los reactivos desarrolladores de color para producir un color (i.e interferencias positivas). El principio involucrado es aditividadla de
absorbanci as. 

Si hay un blanco significativo pero no 
hay color o turbidez en la
muestra, hacer la correcci6n necesaria agregando los reactivos desarrolladores de color o agua destilada y ajustando el 
fot6metro

al punto nulo con 
la soluci6n resultante.
 

Si hay color o turbidez o ambos en 
la muestra, pero un blanco insignificante, corregirlo llevando una porci6n de muestra adicional
a trav6s del procedimiento, pero omitir uno de los 
reactivos desa
rrolladores de color esenciales o, preferiblemente, eliminar el 
-o
lor despu6s de que se ha producido, pero de una manera tal que 
 eT
color interferente o la turbidez 
no sean eliminadas. Usar este blan
co especial para anular al fot6metro. Tomar en cuenta cualquier cam
bio significante en el 
volumen producido por la adici6n u omisi6n
 
de reactivos.
 

Si 
hay color o turbidez o ambos presentes en la muestra o si, 
ademis, el blanco es significante, un procedimiento un poco m~s complicado se necesita para corregir ambas interferencias. Prepararla curva de calibraci6n poniendo fot6metro absorbanciael en cerocon agua destilada sencilla y leer todos los est6ndares, incluyendo un estdndar cero o blanco contra el 
agua destilada. Si la gr~fi
ca es 
posteada de la manera recomendada, y se sostiene la ley de
Beer, se obtendrS una linea recta; pero si 
hay un blanco medible,
esta Ifnea no pasarS por el punto de origen.
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Para cada muestra, preparar un 
blanco especial omitiendo un reactivo
o eliminando el 
color como se describi6 arriba. Poner cada blanco
en el fot6metro uno a uno, ajustar el 
instiumento cada vez 
 para
que sea absorbancia cero y leer cada muestra desarrollada regularmente contra su blanco correspondiente. Interpretar las 
absorbancias observadas de le gr6fica de calibraci6n. Como siempre, hay
que considerar cualquier incremento o decremento significante en
el volumen causado por la adici6n u omisi6n de reactivos en los
 
cAlculos.
 

En la comparaci6n de color visual 
con algunos instrumentos, compen
sar para el 
color y turbidez por medio de la t6cnica "Walpole". -Ver la muestra tratada, despu~s de desarrollo de color a trav6s de
agua destilada, pero ver el 
estindar de color a trav6s de una mues
tra no tratada. Es inconveniente usar la t~cnica Walpole cuando se
est~n observando tubos nessler altos 
en posici6n axilar por la incomodidad que se deriva de su 
longitud.
 

Algunas veces, no 
se puede aplicar ninguno de los procedimientos

citados. En tal 
caso, hay varias maneras disponibles para separar
la turbidez de una muestra. La naturaleza de la muestra, el 
tamaio
de las partfculas y los motivos por los cuales se conduce el 
anAli
sis se combinarAn para dictar el m~todo para remover la turbidez.-
La turbidez se puede coagular agregando sulfato de zinc y un alcali, como se hace en el m6todo de nesslerizaci6n directo para nitr6
geno amonfaco. Para las muestras de turbidez relativamente gruesa,centrifugando puede ser suficiente. En algunas instancias, filtros
de fibra de vidrio de porosidad fina servirAn para tal prop6sito.
Para tamafos de partfculas muy pequehas, los filtros de membrana
pueden proveer la retentividad requerida. Usados con discrecin,ca
da uno de estos m6todos producirA resultados satisfactorios en una
situaci6n conveniente. Sin embargo, 
se debe hacer 6nfasis que no
hay ningOn Rmetodo universal ideal de eliminaci6n de turbidez dispo
nible. AdemAs, hay que estar perfectamente alerta a las pdrdidas
de absorci6n posibles 
con cualquier procedimiento de floculaci6n o

fi ltraci6n. 

1.1.8 Otros M6todos de Anglisis
 

El 
uso de un m~todo instrumental de anAlisis que no 
ha sido descri
to especificamente en los procedimientos en este manual, es permisible con tal de que los 
resultados asf obtenidos sean examinados
peri6dicamente o contra un m6todo est~ndar descrito aquf o contrauna muestra e!tAndar de composici6n sin disputa. Identificar cualquier metodo instrumental de este tipo usado en 
el reporte del laboratorio con 
los resultados analfticos.
 

Espectrometria de absorci6n at6mica: La espectrometrfa de absorci6n

at6mica ha sido aplicada a la deteminaci6n de metales en el 
agua
sin la necesidad de concentraci6n anterior o pretratamiento de 
la
muestra extensivo. El 
uso de solventes orgAnicos apareados 
 con
oxiacetileno, oxyhidrogeno o llamas de acetileno 6xido nitroso habilita la determinaci6n de metales que forman 6xidos refractorios.
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Estos estdndares incluyen m6todos de absorci6n at6mica-incluyendo
ciertas t~cnicas sin llamas y electrotermales (grafito calentado)-p~a
 
ra muchos metales.
 

1.1.8.2 Fotometrfa de llama: La fotometrfa de llama se usa para la determinaci6n de sodio, potasio, litio y estroncio.
 

1.1.8.3 Espectroscopia de emisi6n: Espectroscopfa de emisi6n chispade dearco es un instrumento analftico importante y est6 resultando de mucho valor para los an6lisis de trazas y para ciertas determinacionesque no son f~ciles de hacer por cualquier otro m~todo. Se requierenentrenamiento especializado considerable y experiencia con esta t6cnica para obtener resultados satisfactorios y frecuentemente es prSctico para obtener solo resultados semicuantitativos de dichos m~todos. Un espect6grafo de emisi6n de chispa de arco es 
relativamente
caro cuando es usado exclusivamente para pruebas de agua de rutina pe
ro su compra puede ser justificada si es usado como un instrumentoanalftico de laboratorio general. 

1.1.8.4 
 Electrodos de iones selectivos: Los electrodos de iones selectivos
estgn disponibles para la estimaci6n rApida de ciertos constituyentes en el agua. Estos electrodos funcionan mejor en conjunci6n conun medidor de pH de escala expandida o un medidor de milivoltios adecuado. En su mayorfa los electrodos operan en el principio de intercambio de iones. Los electrodos de ion selectivo ahora est~n diseiados para medir amonfaco, cadmio, calcio, cobre divalente, dureza,hierro, potasio, plata, sodio, cat.iones morovalentes totales y divilantes totales, bromuro, cloro, cianuro, floruro, yodo, nitrato, perclorato y oniones de sulfuro, entre otros. 
Estos artefactos estgn sujetos 
a grados variantes de interferencia
de otros iones en la muestra y muchos todavfa deben recibir estudiocompleto para justificar su adopci6n como m6todos tentativos y estan
dares. Sin embargo, su valor para el monitoreu de actividades es aparente. Para eliminar todas las dudas de variaciones en confiabilidad,examinar cada electrodo en 
la presencia de interferencias y tambi~n
 
el ion para el cual es destinado.
 

Los probos de oxfgeno disuelto adquiridos en el comercio varfansiderablemente en sus conrequisitos de confiabilidad y mantenimiento.
Ain con estos contratiempos, han sido aplicados para el monitoreo deOD en una variedad de aguas y aguas negras. La mayoria de loscontienen un electrolito que es mantenido en 
probos 

su lugar por una membra
na permeable de oxfgeno. El OD 
en soluci6n se difunde a trav~s de la
membrana y la capa de electrolito para reaccionar en el electrodo,induciendo una corriente proporcional a la actividad y por lo tanto,en una soluci6n de concentraci6n baja o constante, esencialmente proporcional 
a la concentraci6n de OD. Electrodos OD satisfactorios tai
bi~n se pueden obtener sin membrana. En cualquiera de los casos, mantener la superficie del 
sensor OD en movimiento y proveer compensaci6n de temperatura para asegurar resultados aceptables. 
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1.1.9 Interferencias
 

Muchos procedimientos analfticos estgn sujetos a interferencias de
substancias presentes en 
la muestra. Las interferencias m~s 
comunes
y obvias soi conocidas y se presenta informaci6n acerca de ellasen 
los detalles de procedimientos individuales. Es 
inevitable que
interferencias desconocidas e inesperadas puedan ser encontradas.Ta
les ocurrencias 
son imposibles de evitar por la naturaleza diversa
de las aguas y particularmente de las 
aguas negras.
 

Algunas pocas sustancias  tales como cloro, dioxido de cloro, alum
bre, sales de hierro, silicatos, sulfato de cobre, sulfato de amonfaco y polifosfatos son tan ampliamente usados que ellos merecenuna menci6n especial como 
causas posibles de interferencia. De 
 estos, el cloro es probablemente el 
peor ofensor, en el sentido 
 de
que elimina o altera los colores de muchos reactivos orggnicos sensitivos que sirven como indicadores de titulaci6n y como desarrolla
dores de color para los m~todos fotom~tricos. Entre los m6todos quehan sido efectivos para remover los residuos de cloro est~n la agre
gaci6n de cantidades mfnimas de sulfito, tiosulfato o arsenito, 
exposici6n a la luz solar o una 
fuente ultravioleta artificial y alma
 
cenamiento prolongado.
 

Cuando 
se encuentre o se sospeche interferencia y no
comendaciones especfficas se han dado re para superarla, es necesario determinarla t~cnica apropiada para eliminar esta interferencia sin afectaradversamente el an~lisis en si.. Si se ofrecen dos o mAs opciones,el procedimiento m6s usado tiende a ser menos afectado por la presen
cia de la sustancia interferente. Si 
distintos procedimientos produ
cen resultados considerablemente diferentes, es 
muy probable que ha
ya interferencia presente. Algunas interferencias se vuelven 
menos
severas al diluirlas o al 
usar muestras m6s pequehas; cualquier ten
denci. de los 
resultados para incrementar o decrementar de una mane
ra consistente con 
la diluci6n indica la probabilidad de efectos de
interferenci a. 

1.1.9.1 
 Tipos de interferencia: La interferencia puede causar que los resul
tados analiticos sean muy altos o muy bajos, 

una de las siguientes reacciones: 

como consecuencia de
 

1) Una sustancia interferente puede reaccionar como 
si fuera la sus
tancia que se busca y asf producir un resultado alto; por ejempTo
el bromuro responde a la titulaci6n como si 
fuera cloruro.
 
2) Una sustancia interferente puede reaccionar con 
la sustancia que


se busca y asf producir un resultado bajo. 
3) Una sustancia interferente se puede combinar con el 
reactivo ana
lftico y asi prevenir que 61 reaccione con la sustancia que sebusca; por ejemplo, el 
cloro destruye a muchos indicadores y reac
tivos desarolladores de color.
 

Casi cualquier interferencia serd de una de estas clases. Por ejemplo, en un m6todo fotom6trico la turbidez puede ser considerada como una sustancia que act~a como la que se estd determinando, eso es,que reduce la transmisi6n de la luz.
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Ocasionalmente dos o m~s sustancias interferentes, si 
est~n presentes simultAneamente, pueden obrar reciprocamente en 	 una manera noaditiva, cancel6ndose 6 engrandeciendo los efectos la 
 una de la
otra.
 

1.1.9.2 
 Interferencia contrarrestante: La mejor manera de minimizar la 
 interferencia es 
removiendo la sustancia interferente o hacerlo innocua por uno de los m6todos siguientes:
 
1) 	Remover fisicamente la sustancia interferente o la sustancia que
se busca. Por ejemplo, extraer por destilaci6n fluoruro y amonfa
co, dejando las interferencias atr~s. Las interferencias tambien
pueden ser 
absorbidas en una resina de intercambio de iones.
 
2) Ajustar el 
pH 	para que solo reaccione la sustancia que se busca,
por ejemplo, ajustar el pH 
a 2 para que los Scidos vol~tiles se
eliminen de una soluci6n.
 

3)	Oxidar o reducir la muestra para convertir la sustancia interferente a una forma no daiina. Por ejemplo, reducir el cloro o clorum agregando tiosulfato; digerir las muestras para el an~lisispor espectrometrfa de absorci6n at6mica con uno de una variedad
de 	reactivos de digesti6n para destruir la materia org~nica.
 

4) Agregar un agente adecuado para que se forne un complejo de
sustancia interferente para que 	
la
 

sea innocuo aunque siga presente.
Por ejemplo, formar un 	 complejo de hierro con pirofosfatoprevenir que interfiera con la determinaci6n de 	
para

cobre; formar uncomplejo de cobye con cianuro o sulfato para prevenir la interferencia con 
la deteminaci6n titrimAtrica 
de 	dureza.
 
5) Se puede usar una combinaci6n de las 
cuatro primeras t6cnicas.
Por ejemplo, destilar fenoles de una soluci6n Scida para prevenir
que los aminos Cestilen; usar tiosulfato en el m6todo "ditizona"para zinc para prevenir que la mayorfa de metales interferentes
 

pasen a la capa de CCI 4 . 

6) 	El color y la turbidez a veces se pueden destruir con cenizas himedas o mojadas o pueden ser removidcs usando un agente floculante. Algunos tipos de turbidez pueden ser removidcs por filtracion.
Estos procedimientos sin embargo, introducen el ptligro que 
 el
constituyente que es el sujeto de anglisis, tambi6n 
 pueda ser
 
removido.
 

1.1.9.3 
 Compensaci6n para la interferencia: 
si 	ninguna de las t6cnicas ante
riormente descritas es prActica, se 
pueden usar varios m6todos de
 
compensaci6n:
 

1) Si el color o la turbidez inicialmente presente interfiere en una
determinaci6n fotom6trica, puede ser posible usar compensaci6n fo
 
tomA-trica.
 

2) Determinar la concentraci6n de sustancias 
interferentes y agregar
cantidades id~nticas a los estAndares de calibraci6n. Esto impli
ca mucho trabajo.
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3) Si 
la interferencia no contina incrementAndose mientras la 
concentraci6n de sustancias interferentes se incrementa, pero tiende a nivelarse, agregar un exceso grande de sustancia interferen
te a todas las muestras y a todos los estAndares.
 

4) La presencia en los 
reactivos qufmicos de la sustancia que 
 se
busca puede 
ser determinada Ilevando a cabo una deteminaci6n
 
del blanco..
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1.2 
 Expresi6n de Resultados
 

1.2.1 Unidades
 

1.2.2 


1.2.2.1 


1.2.2.2 


Este manual recomienda el 
uso de Sistema Internacional de Unidades
(SI) y los resultados qufmicos y ffsicos se expresan en miligramos
por litro (mg/L). Anotar solo los valores significativos. Si
concentraciones generalmente son menores de 1 mg/L puede ser 	
las
 
m~s
conveniente expresar los resultados en microgramos por litro (ug/L).
Siempre usar 
ug/L cuando las concentraciones sean menores de 0.1


mg/L.
 

Los equivalentes de unidad por mill6n y el 
t~rmino id6ntico pero me
nos 
ambiguo, equivalentes de miligramo por litro 6 miliequivalentes
por litro (me/L), pueden ser valiosos para hacer cAlculos de tratamiento de agua y anglisis de examen por balance de ani6n-cati6n.
 

Valores Significativos
 

Para evitar la ambiguedad al 
reportar los resultados 6 al 
presentar
las instrucciones para un procedimiento, es la costumbre usar "valo
res significativos". Todos los dfgitos 
en un resultado reportado se
espera que sean conocidos definitivamente, exceptuando el OIltimo di
gito, el 
cual puede estar en duda. Se dice que tal 
n6mero contiene
solo valores significativos. Si 
se tiene m~s 
de un dfgito dudoso,
el 
dfgito 6 digitos extras no son significativos. Si 
se reporta un
resultado anglitico como 
"75.6 mrg/L" el analista debe estar bien se
guro del 
"75" pcro puede estar inseguro si el "6" deberfa ser
.76 a~n 
.4 6 .8,debido a la inseguridad inevitable en 
.5 o
 

el procedimiento analftico. Si la desviaci6n estAndar se cono:e a partir 
 de
un trabajo anterior de ser + 2 mg/L, el 
analista deberfa haber r6don
deado el 
resultado a "76 mg7L" antes de reportarlo. Por otra parte,si el m~todo fuera tan bueno que 
un resultado de "75.61 mg/L" pudie
ra haber sido reportado concienzudamente, entonces el 
analista nolo deberfa haber redondeado a 75.6. Reportar solo los dfgitos
son justificadas por la exactitud del 
que


trabajo. No seguir la prActica muy comn de requerir que las cantidades. listadas 
en una columna
tengan el mismo nLmero de dfgitos a la derecha del 
punto decimal.
 
Rendondear: Redondear eliminando los digitos que no 
sean significativos. Si 
se elimina al dfgito 6, 7, 8 6 9, incrementar el digito
anterior por una unidad; si el 

alterar el 	

dfgito 0, 1, 2, 3, 6 4 se elimina no
digito anterior. Si 
se elimina el
dfgito anterior al nOmero par m~s 	
dfgito 5, redondear el
 

cercano 
asf 2.25 se vuelve 2.2 y
2.35 se vuelve 2.4.
 

Ceros ambiguos: 
El dfgito cero puede indicar una medida de cero 
 6
puede simplemente servir como un espaciador para localizar el
decimal. Si el punto
resultado de una determlnaci6n de sulfato se reporta
como 420 mg/L, el lector puede estar en duda sobre si
significativo o n6 porque el 	
el cero es
 cero no 
puede ser suprimido. Si un ana
lista calcula un residuo total de 1146 mg/L, pero se da cuenta que
el 4 est& un poco dudoso y que por esa raz6n el
caci6n, el 	 6 no tiene signifiresultado debe ser redondeada 
a 1150 mg/L y reportada asi
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pero aqui, tambi~n, el lector del reporte no sabrS si el 
cero es sij
nificativo, aunque el 
numero puede ser expresado como 
 una potencia
de 10 (e.g 11.5xlO2 6 1.15x103). Esta forna no es usada generalmenteporque no es consistente con 
la expresi6n normal de resultados y pue
de causar confusi6n. En la mayorfa de los otros 
casos no habrd duda
del sentido en el cual digito cero. Es obvio que los
se usa el 
 ceros
son significativos 
en nimeros tales 
como 104 y 40.08. En un nOmero
escrito como 5.000, se comprende que todos los ceros son significati
vos 6 de otra manera el 
n~mero se puede haber redondeado a 5.0n, 5.06 5, el que fuera apropiado. Cuando el 
cero es ambiguo, es recomenda
ble acompahar el resultado con un estimado de su incertidumbre. 
A veces se eliminan ceros sin una buena 
causa. Si 
se lee en una bure
ta "23.60 mL", se debe anotar asi y no como "23.6 mL". El primer n,mero indica que el analista se esforz6 en estimar el segundodecimal; "23.6 mL" lugar
indica mAs bi6n una lectura sin cuidado en la bu
reta.
 

1.2.2.3 La anotaci6n de "mis 6 menos" (+): Si un cdlculo produce como resultado "1476 mg/i" con una desviaci6n est~ndar de + 40 mg/L se debereportar como 1480 + 40 mg/L. Sin embargo, si 
la-desviaci6n est~ndar
es estimada como + TOO mg/L, es necesario redondear la respuesta aGnm~s y reportarla como 1500 + 100 mg/L. Por medio de este mecanismose evita la ambiguedad y el-lector del reporte puede notar que
ceros solo son 
espaciadores. Aunque el problema de ceros ambiguos 
los 
noestd presente, mostrando la desviaci6n estAndar es 
una ayuda ya que
provee un estimado de confiabilidad.
 

1.2.2.4 C6lculos: Como una 
regla de operaciones prActicas 
se redondea el resultado de un c~lculo en el 
cual varios 
n~meros son multiplicados 6
divididos a tAn pocos valores significativos como 
las que estgn presentes en el 
factor que tiene menos valores significativos. Por ejem
plo, suponiendo que se necesitan hacer los 
c lculos siguientes para
obtener el resultado de un anlisis:
 

56 x 0.003 462 x 43.22
 

1.684 

Una calculadora de diez lugares produce un 
resultado de "4.975 740
998". Es necesario redondear este ndmero a "5.0" porque una demedidas que entra en el lascAlculo, 56,solo tiene dos valores significa
tivos. No serd necesario medir los otros tres factores a cuatro valores significativos porque "56" es 
"la uni6n m~s d~bil 
en la cadena" y limita la exactitud del resultado. Si 
los otros factores fueran medidos a solo tres, 
en vez 
de cuatro valores significativos, el
resultado no sufrirfa y el trabaju podrfa ser menor.
 

Cuando se suman 6 restan n~meros, el ndmero que tenga menos
decimales y no lugares
necesariamente menos valores significativos, represen
ta el Ifmite del 
n~mero de lugares que justificadamente pueden 
 ser
acarreados en la suma 6 diferencia. Por ejemplo, en la suma: 
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0.0072 
12.02 
4.0078
 

25.9
 
4886
 
4927.9350
 

el resultado debe ser redondeada a "4928", sin decimales, porque
uno de los sumandos, 4886, no tiene lugares decimales. Se puede no
tar que otro sumando, 25.9, solamente tiene tres valores significa
tivos y ain asi 
no se le pone un lfmite al ntmero de valores signi

ficativos 
en el resultado.
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1.3 

1.-.1 

Precisi6n y Exactitud de Analisis
 

Se debe hacer una distinci6n clara entre los 
t~rminos "precisifn"
y "exactitud" cuando son azlicacos 
a m~todos de anflisis. Precisi6n se refiere a la reDroducci6n de un m6todo cuando es 
repetido
en una 
muestra homoo~nea bajo condiciones controladas, sin considerar si 
los valores observados est~n desplazados ampliamente del
valor verdadero debido a errores sistem~ticos 6 constantes 
presen
tes 
a traves de las mediciones. La precisi6n pueoe ser expresada
por medio de la desviaci6n est~ndar. La exactitud por otra 
 parte
se refiere a la concordancia entre la cantidad de 
un componente
medido por el m~todo de prueba y la cantidad realmente presente.
El error relativo expresa la diferencia entre la cantidad medida
y la cantidad real, como un porcentaje de la cantidad real. Un m6
tooo puede tener una precisi6n muy alta pero recobra solo 
una par
te del constituyente que est6 siendo determinado; 6 un 
anglisis aunque preciso, puede estar equivocado .orque las 
soluciones han
sido estandarizadas pobremente, t~cnica de diluci6n es 
inadecuada,
pesos de balanza son inadecuados 6 el 
equipo ha sido calibrado
inapropiadamente. Por otro 
lado, 
un mdtodo puede ser exacto pero
le puede faltar precisi6n debido 
a la baja sensibilidad del instru
mento, 
la tasa variable de actividad biol6gica, u otros factores
 
fuera del 
control del analista.
 

Enfooue Estadfstico
 

1.3.1.1 
 Desviaci6n estandar (4): La experiencia ha ensehado que si 
una de
terminaci6n es repetia un gran n~mero de veces 
bajo esencialmen
te las mismas condiciones, los valores observados, X, serdn distribuidos al azar como un 
promedio como un resultado de errores
incontrojables 6 exDerimentales. Si 
hay un nimero infinito de observaciones de universo comdn de causas, 
un plano de frecuencia
relativa contra la macnitud producir6 una curva sim~trica con for
 ma de campana conocida como la curva Gaussian 6 normal 
(Figura

1.1).
 

H 99.70%,/ 

I [-- - 5 4%-I 
! ! I-- 82.'%-.! 

iI II III
I I II
I I 1 I 

I I 

-3r -2o -0 x + *2a +Ba 

Figura 1.1 
 Curva Normal 6 Gaussian de Frecuencias
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La forma de esta curva estA definida por dos pargmetros estadisti
 
cos: (1) La media 6 promedio, x, de n observaciones; y (2) la des

viaci6n estAndar, 0 
 la cual fija el ancho 6 extensi6n de la cur
 
va en cada lado de ?a media. La f6rmula es:
 

La proporci6n de las observaciones totales incluidas dentro 
 de
 
cualquier rango determinado alrededor del 
promedio estg relaciona
 
da a la desviaci6n estAndar. Por ejemplo 68.27% de las observacio
 
nes caen entre R + ic ; 95.45% entre x + Q 4T ; 99.70% entre 
R+ 30-. 

Estos Ifmites no se aplican exactamente para cualquier ejemplo fi 
nito de una poblaci6n normal; el acuerdo con ellos puede esperar
se que sea mejor conforme el ntmero de observaciones, n, aumenta. 

1.3.1.2 Aplicaci6n de desviaci6n estindar: Si 
la desviaci6n estdndar para

un procedimiento analftico en particular ha sido determinado de 
un numero grandede muestras,y un juego de r6plicas n en una mues
tra da un resultado promedio, x, hay una probabilidad del 95% de 
que el valor verdadero del promedio para esta muestra est6 entre
 
los valores x + 1.96 T/F. Este rango se conoce como el inter
valo de confianza del 95%, Este intervalo provee un estimado de

confiabilidad del 
piomedio y puede ser usado para predecir el nG
mero de r6plicas que se necesitan para asegurar precisi6n adecua
 
da.
 

Si la desviaci6n estgndar es desconocida y es estimada a partir
de una sola muestra pequefa, o unas pocas muestras pequefias, el 
intervalo de confianza de 95% del promedio de "n" observaciones 
estA dado por: 

if :t / IAW 

Donde t tiene los siguientes valores
 

n t 

2 12.71 

3 4.30 

4 3.18 

5 2.78 

10 2.26 

P 1.96 
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1.3.1.3 

El 
uso de t compensa la tendencia de las muestras pequehas de me
nospreciar la variabilidad.
 

Una "muestra pequeha" en discusiones estadfsticas significa un n6
mero pequeho de determinaciones r~plicas, n, y no se refiere a 1la
cantidad usada para una determinaci6n. 

Rango (R): La diferencia entre la m~s pequeFia y la m~s grance delas observaciones n tambi~n estS claramente relacionada a la desviaci6n est6ndar. Cuando la distribuci6n de errores 
es normal en
su forma, el rango, R, de n 
observaciones excede la desviaci6n 
es
t~ndar multiplicada por un factor dn solamente en el 5% de los 
ca
 sos. Los valores para el factor dn son:
 

n dn
 

2 2.77 

3 3.32 

4 3.63
 

5 
 3.86
 

6 4.03 

Porque es m~s bi~n una pr~ctica general hacer anglisis de r~plicas, el 
uso de estos lTmites es muy conveniente para detectar tdc
nicas con fallas, 
errores de muestreo grandes, u otras causas

asignables de variaci6n. 

1.3.1.4 Rechazo de datos experimentales: Con mucha frecuencia, en una serie de observaciones 
uno 6 ms de los resultados se desvian bastante del promedio, donde los 
otros valores estAn muy de acuerdo
con 61. 
En este punto se debe decidir si se rechazan los valores
 que no estAn de acuerdo con la mayorfa. Teoricamente, ningin
sultado debe reser rechazado porque la presencia de resultados dudo sos 
pueden indicar t6cnicas desapropiadas y por lo tanto, poner
en duda todos los resultados. Se debe rechazar el 
resultado de
cualquier prueba en 
la cual ha ocurrido un error conocido. Para
los m~todos de rechazo de otros datos experimentales, consultar
textos 
bAsicos de qufmica analitica 6 medidas estadfsticas.
 

1.3.2 Representaci6n Grfica de Datos 

La representaci6n gr~fica de datos 
es uno de los mtodos m~s simples para enseFiar la influencia de una variable sobre la otra. Lasgr~ficas frecuentemente son deseables y ventajosas en los anslisis

colorom~tricos porque ellas muestran cualquier variaci6n de 
 una
variable con respecto a la otra dentro de 
I1mites especificos.
 
General: Papel milimetrado es satisfactorio para la mayorfa

los prop6sitos: Para algunas grAficas 

de
 
se prefiere papel semiloga

rTtmico.
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Worthing y Geffner han dado cinco reglis para escoger escalas
coordinadas. Aunque estas reglas no son inflexibles, 	
y
 

son satisfac
torias. Cuando aparece una duda hay que usar el 
sentido com~n.Las
 
reglas son:
 

1) Postear las variables independientes y dependientes en la absi
 sa 	y la ordinada en una manera que pueda ser comprendida faciT
 
mente.
 

2) Escoger las escalas para que el valor de cualquiera de las 
coor
denadas pueda ser encontrado f~cil y r6pidamente.
 

3) Postear la 
curva para que cubra lo mAs del 
papel grAfico que
 
se pueda.
 

4) 	Escoger las escalas para que la pendiente se acerque a la uni
dad lo mAs posible. 

5) Otros casos 
siendo iguales, escoger las variables para dar 
 unresultado que serg una Ifnea lo m6s 
recta posible.
 

Titular la gr~fica para descubrir adecuadamente lo que el posteo
intenta enseiar. Presentar leyendas en 
la 	grAfica para clarificar
las posibles ambigUedades. Incluir en la leyenda una 
informaci6n
completa acerca de las condiciones bajos las cuales 
se 	obtuvieron
 
los datos.
 

1.3.2.2 
 M6todo de Mfnimas Cuadrfculas: Si hay suficientes puntos disponibles y la relaci6n funcional 
entre las dos variables estA bi6n de
finida, se puede dibujar una curva suave a trav~s de los puntos.
Si 
la 	funci6n no estg bi6n definida, como es muy frecuente en 
 el
caso cuando se usan datos experimentales, usar el m6todo de minimas cuadrfculas para encajar una linea recta al 
patr6n.
 

Cualquier Iinea recta puede ser representada por la ecuaci6n
mY + b. La pendiente de la 
X :
 

Ifnea estd representado por la constan
te 	"im"y la intersecci6n de la pendiente en el eje X estA representado por la constante "b". El m6todo de mfnimas cuadriculas tie
ne 	la ventaja de proporcionar un juego de valores para estas constantes que no dependen del juicio del investigador. Dos ecuaciones
ademis de la de la lInea recta estAn involucradas en estos calculos:
 

nzxY- ZYZ 
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Siendo "n" el ntmero de observaciones (juegos de los valores de X 
y Y) que ser6n sumados. Para computar las cozstantes por medio de 
este m~todo, primerc calcular 27X, TY, ZY 9 :XY. 
Llevar a cabo estas operaciones a mas lugares que el ncmero de va
 
lores significativos en los datos experimentales porque se asume
 
que los valores experimentales son exactos para los prop6sitos de
 
los calculos.
 

Ejemplo: Dados los siguientes datos para ser graficados, encon
trar la mejor lfnea para encajar los puntos:
 

Absorbancia Concentraci6n de
 

soluto, mg/L
 

0.10 29.8
 

0.20 32.6
 

0.30 38.1
 

0.40 39.2
 

0.50 41.3
 

0.60 44.1
 

0.70 48.7
 

Dejar que Y sea los valores de absorbancia que estgn sujetos a 
errores y X la exactamente conocida concentra~i6n de soluto. Pri
mero encontrar la sumatoria (2) de X, Y, Y4 y XY: 

x yy2 XY 

29.8 0.10 0.01 2.98
 

32.6 0.20 0.04 6.52
 

38.1 0.30 0.09 11.43
 

39.2 0.40 0.16 15.68
 

41.3 0.50 0.25 20.65
 

44.1 0.60 0.36 26.46
 

48.7 0.70 0.49 34.09
 

273.8 2.80 1.40 117.81
 

Despu~s substituir las sumatorias en las ecuaciones para m y b; n 
7 porque hay siete juegos de los valores de X y Y: 
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2.80 (273.8)
7 (117.81) 

7 (1.40) - (2.80)2
 

b = 1.4 (273.3) - 2.80 (117.81) =27.27 
(2.80)2
7 (1.40)-


Para postear la ITnea seleccionar tres valores calculados de Y,
 
por ejemplo: 0, 0.20, 0.60 y calcular los valores correspondientes
 
de X:
 

X0 = 29.6 (0) + 27.27 = 27.27
 

X = 29.6 (0.20) + 27.27 = 33.19 

X2 = 29.6 (0.60) + 27.27 = 45.04 

Cuando los puntos que representan estos valores estn posteados
 
en la grgfica quedargn en una lfnea recta (a menos que se halia he
cho un error en el cglculo); esa es la lfnea que queda mejor para
 
los datos exoerimentales. Estos puntos de datos estn Doszeados en
 
la Figura 1.2.
 

0.7 1Cs 

0.6 C Dal. 

experimentai es
 
0./ 


0.4 

V/

0 
20 30 40 50
 

CONCENTRACION DE SOLUTO, Mg/L
 

Figura 1.2 Ejemplo del M6todo de Mininas Cuadrfculas
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1.3.3 Autoevaluaci6n (Filosofla Deseable del Analista)
 

Un buen analista mezcla la confianza co;i la duda. Estas dudas es
timulan la b6squeda de m~todos nuevos y diferentes de confirma
ci6n. Evaluaciones frecuentes asimismo deben abarcar cada paso,
 
desde la colecci6n de las muestras hasta reportar los resultados.
 

El primer excrutinio critico del analista deberA estar dirigidoal
 
proceso entero de la colecci6n de muestras para garantizar una
 
muestra representativa para el anglisis y para evitar cualquier
 
p~rdida 6 contaminaci6n posibles durante la colecci6n. Tambihn
 
se debe dar importancia al tipo de recipiente y a la manera de
 
transporte y almacenamiento.
 

Se deben hacer estimaciones peri6dicas nuevas de m~todos analiti
cos disponibles, con miras a la aplicabilidad para el prop6sito y
 
la situaci6n. Adem~s cada m~todo seleccionado deberg ser evaluado
 
por el analista por su sensibilidad, precisi6n y exactitud porque
 
solo de esta manera se puede determinar si la t6cnica del analis
ta es satisfactoria y si las direcciones han sido interpretadas
 
apropiadamente. La autoevaluaci6n en estos puntos le puede dar al
 
analista confianza en el valor y significaci6n de los resultados
 
reportados.
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1.4 Colecci6n y Preservaci6n de las Muestras
 

Es un viejo axioma que los resultados de cualquier prueba no

den ser mejores que la muestra en la cual 

pue
se lleva a cabo.
 

No es 
posible especificar procedimientos detallados para la colec
ci6n de todas las muestras por la variedad de prop6sitos y procedimientos analiticos. Informaci6n mAs detallada aparece en 
 conexi6n con los m~todos especfficos. Esta secci6n presenta considera
 
ciones generales.
 

El objetivo del 
muestreo es colectar una porci6n de material sufi
cientemente pequefia 
en volumen para ser transportada conveniente
mente y manejada en el laboratorio mientras todavia representa

exactamente el material que se estd examinando.
 

Esto implica que las proporciones o concentraciones relativas 

todos los componentes pertinentes ser6 la misma en 

de
 
las muestras co
 mo en el 
material que se estS examinando y que la muestra serg manejada de tal 
manera que no ocurran cambios significativos en la


composici6n antes de que hagan la, pruebas.
se 


Una muestra puede ser presentada al laboratorio para anglisis especfficos por el 
colector tomando la responsabilidad por su validez. Muy seguido en trabajos de agua aguas negras, el 
laboratorio conduce o disefia el programa de muestras el cual es determina
do en consulta con el usuario de los 
resultados de las pruebas.DT

cha consulta es esencial 
para asegurar seleccionar muestras y m6todos anal Tticos que proveen una base verdadera para contestarlas 
preguntas que inspira el 
muestreo.
 

El programa de muestreo define la porci6n del todo al 
cual se apli
can los resultados de la prueba. Se debe tomar en cuenta de la variabilidad del todo 
con respecto a la hora, la profundidad de la
muestra y en algunos 
casos el caudal de la corriente de agua.
 

1.4.1 Precauciones Generales
 

Obtener una muestra que llene los 
requisitos del programa de mues
treo manejado de tal manera que 
no se deteriore o contamine antes
de llegar al laboratorio. Antes de llenar, enjuagar la botella de
muestreo dos o tres veces 
con el agua que se colectard, a menos
 que la botella contenga un preservativo o un agente decolorante.

Dependiendo de los 
anglisis que se realizargn, llenar el recipien
te completamente, (para la mayorfa de los 
an6lisis orgdnicos) 6
dejar espacios para la aireeci6n, mezclados, etc. (para los anAli

sis microbiol6gicos). Para las 
muestras que tienen que ser transportadas preferiblemente dejar un espacio de aire de aproximada
mente uno por ciento de la capacidad del recipiente para permitir

la expansi6n termal.
 

Muestras representativas de algunas fuentes pueden ser obtenidas

s6lo haciendo compuestos de las muestras colectadas en un perfodo
de tiempo o en muchos puntos de muestreo diferentes. Los detalles
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de colecci6n varlan tanto con las condiciones locales que ninguna

recomendaci6n especffica seria universalmente aplicable. A veces
 
es mAs informativo analizar numerosas muestras separadas en 
 vez
 
de un compuesto.
 

Examinar cuidadosamente para asegurar que los resultados analfti
cos representan la composici6n real de la muestra. Factores impor
 
tantes que afectan los resultados son: la presencia de materia
 
suspendida o turbidez, el m6todo escogido para su eliminaci6n, y

los cambios fisicos y qufmicos que ocurren con la aireaci6n o el
 
almacenaje. Se requiere poner cuidado particular cuando se 
 estd
 
procesand' (m-inc.., zcmbinando 6 pasando a 
travds de un colador)

las muestras para ser analizadas para ver si hay constituyentes
 
trazos, especialmente metales. Algunas determinaciones particular
 
mente de plomo, pueden ser invalidadas por contaminaci6n a parti?

de dicho procesamiento. Tratar a cada muestra individualmente con
 
respecto a las sustancias que se determinaran, la cantidad y natu
 
raleza de la turbidez que hay presente, y otras condiciones que

pueden influenciar los resultados. Es 
imposible dar instrucciones
 
que cubran todas las condiciones, y la selecci6n de la t6cnica 
se
 
debe dejar a juicio del analista. En general, preparar cualquier

cantidad significativa de materia suspendida nor decantaci6n, cen
 
trifugaci6n, o un procedimiento de filtraci6n apropiado. A 
veces
 
una turbidez escasa puede ser tolerada si la exDeriencia demues
tra que no causarg interferencia en pruebas gravim~tricas y volu
m~tricas y que puede ser corregida en las pruebas colorim6tricas,

donde tiene potencialmente el efecto de interferencia mayor. Cuan
 
do sea relevante, explicar si 
la muestra ha sido filtrada o no.
 
Hacer un registro de cada muestra colectada e identificar cada bo
 
tella, preferiblemente, pegando una placa o etiqueta apropiadamen
 
te 
inscrita. Registrar suficiente informaci6n para proveer una
 
identificaci6n positiva de la muestra en una fecha pr6xima, 
 como
 
tambi6n el nombre del colector de la muestra, la fecha, hora y lo
 
calizaci6n exacta, la temperatura del agua, y cualquier otro dato
 
que se pueda necesitar para la correlaci6n, tales como las condi
ciones del 
tiempo, nivel del agua, caudal de la corriente, etc.
 
Proveer espacio en la etiqueta para los que asumen la custodia de
 
la muestra y para la hora y fecha de transferencia. Arreglar los
 
puntos de muestreo por medio de descripci6n detallada, por mapas
 
o con la ayuda de estacas, boyas o mojones en una manera que per
mitirg su identificaci6n por otras personas, sin tener que depen
der de la memoria o de la gufa personal.
 

Enfriar las muestras calientes que fueran colectadas bajo presi6n

mientras todavfa est~n bajo presi6n. Antes de colectar muestras
 
de los si3temas de distribuci6n, lavar con la misma agua a pre
si6n suficientemente para asegurar que la muestra es 
representati
 
va del suministro tomando en cuenta el diAmetro y largo del tubo
 
que serS lavado con el agua a presi6n y la Iocidad del flujo.
 

Colectar las muestras de los pozos solo despu6s que el 
pozo ha si

do bombeado suficientemente para asegurar que la muestra represen

ta la fuente de agua subterrAnea. A veces serg necesario bombear
a un ritmo especificado para lograr una disminuci6n del 
nivel de
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agua caracterfstico, si esto determina las zonas de donde se abas
 
tece el pozo. Registrar el ritmo de bombeo y disminuci6n del ni
vel del agua.
 

Cuando las muestras son colectadas de un rio o corriente, los va
lotes analiticos pueden variar con la profundidad, caudal de la
 
corriente y la distancia de la orilla y de una orilla a la otra.
 
Si hay equipo disponible, tomar una muestra "integrada" de la 
 su
 
perficie al fondo en el medio de la corriente de una manera taT
 
que la muestra estS compuesta de acuerdo al flujo.
 

Si s6lo se puede colectar una muestra individual (de una sola to
ma), es necesario tomarla en medio de la corriente y a media pro
fundidad.
 

Los lagos y 	presas est6n sujetos a variaciones considerables de 
causas normales tales come estratificaci6n, lluvia, escorrentfa y
viento. Escoger la locali :'aci6n, la profundidad y la frecuencia
 
de muestreo 	dependiendo de las condiciones locales y el prop6sito

de la investigaci6n. Evitar escoria o espuma de superficie.
 

Estas instrucciones generals no 
proveen suficiente informaci6n
 
para colectar muestras en el cual se determinargn gases disueltos.
 
Para instrucciones especfficas ver las secciones que describen Cs
 
tas deterninaciones. 

Usar solo muestras representativas (o 6sas que conformen un pro
grama de muestreo) para los examenes. La gran variedad de condi
ciones bajo 	las cuales se hacen la colecci6n vuelve imposible pres

cribir un procedimiento fijo. En general, tomar en cuenta tanto
 
las pruebas como los anglisis que se har~n y el prop6sito para el
 
cual se necesitan los resultados.
 

1.4.2 	 Tipos de Muestras
 

1.4.2.1 	 Muestras de una sola toma: Estrictamente hablando, una muestra co

lectada a una hora y lugar particulares, solo puede representar
la composici6n de la fuente a esa hora y en ese lugar. Sin embar
go, cuando se sabe que una fuente es bastante constante en su
 
composici6n en un perfodo de tiempo considerable o en distancias
 
substanciales en todas las direcciones, entonces puede decirse que

la muestra representa un tiempo m~s grande o un volumen m~s gran
de o ambos, que el punto especffico en el cual fue colectado. En
 
tales circunstancias, algunas fuentes pueden ser representadasbas

tante bien con la toma de una sola muestra. Ejemplos son algunos
abastecimientos de agua, algunas aguas de superficie, y raramente,
 
algunas corrientes de aguas negras.
 

Cuando se sabe que una fuente varfa con el 
tiempo, muestras de
 
una sola toma colectados a intervalos adecuados y analizados sepa

radamente, pueden-documentar la extensi6n, frecuencia y duraci6n
 
de estas variaciones. Escoger los intervalos de muestreo en 
 base
 
a la frecuencia con la cual los camDios puedan ser esperados, los
 
cuales pueden variar de tan poco como cinco minutos, o tanto como
 
una hora.
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Cuando la composici6n de la fuente varfa en espacio en vez de tiem
po colectar muestras de localizaciones adecuadas.
 

Tener mucho cuidado al 
tomar muestras de aguas negras,bancos de se
dimento fangoso y lodos. No se 
puede dar un procedimiento definiti
vo pero tomar todas las precauciores posibles para obtener una Rues
 
tra representativa, o una 
que conforme un programa de muestreo.
 

1.4.2.2 Muestras compuestas: En la mayoria de los casos el 
t6rmino "muestras

compuestas" se refiere a una mezcla de muestras colectadas en el 
mis
 
mo lugar o puntos de nuestreo a diferentes horas. A veces el t~rmino
"compuesto de tiempo" se usa para distinguir este tipo de muestra de
 
otra. Las muestras de compuesto de tiempo son muy tiles para obser
var concentraciones promedias que ser~n usadas, para
por ejemplo,
calcular la cargd 0 la eficiencia de una planta de tratamiento de 
aguas negras. Como una alternativa para el anglisis separado de un
 
gran n~mero de anglisis, seguidos de la computaci6n de los resultados
promedios y totales, las muestras compuestas repre entan un dhorro 
substancial en el esfuerzo y costo de laboratorio. Para estos prop6
sitos, una muestra compuesta que representa un perlodo de 24 horas,
 
es 
considerada est~ndar para la mayoria de las determinaciones. Bajo

ciertas circunstancias, sin embargo, una muestra compuesta que repre

sente una tanda, o un periodo de tiempo m~s corto, o un ciclo com
puesto de una operaci6n peri6dica, puede ser preferible. Para eva
luar los efectos de descarga y operaciones especiales, variables 6
 
irregulares, colectar muestras compuestas que representen el 
perlodo

durante el cual ocurren tales de~cargas.
 

Para determinar componentes o caracteristicas sujetas a cambios significativos e inevitables durante el almacenamiento, no usar mues
tras compuestas. Hacer dichas determinaciones en muestras individua
les en cuanto sea posible despu~s de la colecci6n y preferiblemente
 
en el 
punto de muestreo. Los an~lisis para los gases disueltos, CIo
ro residual, azufre soluble, temperatura y pH, son ejemplos de este

tipo de determinaciones. Cambios en componentes tales como 
 oxigeno

disuelto o di6xido de carbono, pH o temperatura, pueden producir cam
 
bios secundarios en ciertos constituyentes inorg6nicos, como hierro7
 
manganeso, alcalinidad o dureza. Usar muestras de compuesto de tiem
po solamente para determinar componentes de los que se puede demos
trar que permanecen incambiables bajo las condiciones de colecci6n y

preservaci6n de la muestra.
 

Tomar porciones individuales en una botella de tipo amplio que tenga
un diAmetro de por lo menos 35 mm en 
la boca y una capacidad de por

lo menos 120 mL. Colectar estas porciones cada hora, en algunos casos
 
cada media hora y hasta cadi cinco minutos y mezclar al final del pe

riodo de muestreo o combinar en una sola botella al irla colectando.
 
Si se usan preservativos, agregarlos inicialmente a 
la botella de
 
muestreo para que todas las porciones del compuesto sean preservadas

al solo colectarlas. A veces puede ser necesario el andlisis de mues
 
tras individuales.
 

Es deseable, y a veces esencial, 
combinar muestras individuales en vo

l6menes proporcionales al 
flujo. Un volumen de muestra final de 2 a

litros es 
suficiente para aguas negras, efluentes y desperdicios.
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Aparatos de muestreo automAtico son disponibles; sin embargo, no usar
 
los 
a menos que la muestra sea preservada de la manera descrita abajo.

Limpiar los aparatos de muestreo, incluyendo las botellas, diariamen
te para eliminar crecimiento biol6gicos y otros dep6sitos.
 

1.4.2.3 
 Muestras integradas: Para ciertos prop6sitos la informaci6n que se 
ne
 
cesita se provee mejor analizando mezclas de muestras de una sola to
ma colectadas de diferentes puntos simult6neamente o lo mAs 
cercano

posible. Un ejemplo de la necesidad de estos muestreos, ocurre en un

rio o corriente que varia en su composici6n a lo largo de su y
ancho

profundidad. Para evaluar la composici6n promedia o la carga total,
 
usar una mezcla de muestras que representen varios puntos en la secci6n transversal, proporcional 
a sus caudales relativos. La necesidad

de muestras integradas tambidn puede existir si 
se propone tratamien
to combinado para varias corrientes separadas de aguas negras, la interacci6n de 
las cuales puede tener un efecto significativo en el tra

tamiento o a~n en la composici6n. Lapredicci6n matem~tica de las 
inte
racciones puede ser inexacta o imposible y analizar una muestra inte
grauda audecuada puede pruveer informaci6n mAs Otil.
 

Lagos naturales y artificiales a veces demuestran variaciones de com
posici6n con profundidad y localizaci6n horizontal. Sin embargo, bajo
la mayorfa de condiciones, ni 
los valores totales ni promedios son es

pecialmente significativos y las variaciones locales son 
importantes.

En estos casos, examinar las muestras por separado en vez de integrar

las.
 

La preparaci6n de las muestras tntegradas usualmente requiere 
 equipo

especial 
para colectar una muestra de una profundidad conocida sin
contaminarla con el agua superior. Normalmente se requiere el 
conoci
miento del volumen, movimiento y composici6n de las varias partes del
 
agua que estS siendo examinada. Por eso, colectar muestras integradas
 
es un 
proceso complicado y especializado que no puede ser escrito en
 
detalle.
 

1.4.3 M~todos de Muestreo
 

1.4.3.1 Muestreo manual: 
El muestreo manual no involucra equipo pero puede ser

indebidamente costoso y consumidor de tiempo para los programas de
 
muestreo de rutina y de gran escala.
 

1.4.3.2 Muestreo automdtico: Muestreadores automiticos se 
estgn usando con
 
mayor frecuencia. Son efectivos y confiables y pueden incrementar

significativamente la frecuencia del 
muestreo. Varios aparatos 
 son

disponibles, pero ning6n muestreador es 
universalmente ideal. Consul
tar las especificaciones del 
fabricante para seleccionar el muestrea
dor que sea mAs adecuado a la necesidad.
 

1.4.4 Cantidad
 

Colectar una muestra de dos litros para la mayoria de los anglisis ff
sicos y quimicos. Para ciertas determinaciones se puede necesitar 

muestras mAs grandes. El Cuadro 1..3 muestra los volOmenes que normal 



mente se requieren para el an~lisis.
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Cuadro 1.3. Resumen de los Requisitos Especiales 

Determinaci6n Recipiente 

Alcalinidad 
 P,V 

DB: 
 P,V 

Cclor 
 P,V 

Conductividad 
 P,V 
Dureza 
 P,V 

Fosfatos 
 V(A) 


Metales en ge 
 P(A), V(A) 

neral 


Nitr6geno (Amo 
 P,V 

n:'aco) 


Nitr6geno (Ni
trato) 
 - P,V 

Nitr6geno (Ni 
 P,V 

to t-


Oxfgeno disuelto: 	V,Recipiente 


de DBO
 
Electrodo 


Winkle-


Tanafo Minim 
de Muestra, mL 

200 


1000 


200 


500 


100 

100 


S00 


100 


200 


300
 

de Muestreo y Manejo 

Almacenamiento 
Preservaci6n Mximo Recomendado 

Refrigerar 
 24 horas
 
Refrigerar 
 6 horas
 
Refrigerar 
 6 horas
 
Refrigerar 
 28 dlas
 

Agregar HN03 
al pH <2 
 6 meses
 

Para fosfato
 
disuelto, fil
 
trar de inme-
diato; refri
gerar; conge
lar a -10C 
 48 horas
 
Para metales
 
disueltos,
 
filtrar inme
diatawente, 
agregar HNO3 al
 
pH <2 
 6 meses
 
Analizar en
 
cuanto sea posi
 

ble o agregar
 
H2S04 al pH <2,

refrigerar 
 7 dfas
 

Agregar H2SO4
 
al pH<2, re
frigerar 
 48 horas
 

Analizar 
 en
 
cuaaito sea posible o refri

gerar; o conge

lar a -20C
 

Analizar de in
 
mediato 
 - 0.5 horas 



No usar la misma muestra para examenes quimicos, bacteriol6gicos y mi
 

crosc6picos, porque los m6todos de colecci6n y manejo son diferentes.
 

1.4.5 Preservaci6n
 

La preservaci6n completa e inequivoca de las muestras, ya 
sean aguas
negras dom~sticas, desperdicios industriales o aguas naturales, 
 es
practicamente imposible. Sin importar la naturaleza de la muestra,la

estabilidad completa para cada constituyente nunca se lograrg. Lo 
me
jos que pueden hacer las t~cnicas de preservaci6n es s6lo retrasarlos cambios quimicos y biol6gicos que inevitablemente contindan despu6s de IL colecci6n de la muestra. Los cambios que se llevan a cabo
 
en una muestra pueden ser quimicos o biol6gicos.
 

Algunas determinaciones ser~n mds afectadas que otras al 
almacenarlas
antes del anglisis. Ciertos cationes est~n sujetos a p~rdidas por adsorci6n en, o intercambio de los iones, con, las paredes del 
recipien

te de vidrio. Estos incluyen al aluminio, cadmio, cromo, cobre, hie-rro, plomo, manganaso, planta y zinc, los cuales es 
mejor colectarlos
 
con una botella separada limpia y acidificarlos con Acido nitrico 
 a
 un pH por debajo de 2.0 para minimizar la precipitaci6n y absorci6n
 
en las paredes del recipiente.
 

La temperatura cambia r~pidameite; el 
pH puede cambiar significativa

mente en cuesti6n de minutos; los gases disueltos se pueden perder
(oxigeno, di6xido de carbono). 
Determinar la temperatura, el pH y los
gases disueltos en el 
 campo, Con cambios en el balance de pH-alcalini

dad-bi6xido de carbono, el 
carbonato de calcio puede precipitarse y
causar una disminuci6n en los valores para el 
calcio y para la dureza

total. El 
hierro y el manganeso son facilmente solubles en 
sus estados de oxidaci6n mas bajos pero relativamente insolubles en sus estados de oxidaci6n m~s altos; por esto, estos cationes se pueden preci
pitar o se pueden disolver de un sedimento, c:pendiendo del potencial
"redox" de la muestra. La actividad microbiol6gica puede ser responsa
ble de los cambios en el contenido de nitrato-nitrito amoniaco, deT

decremento en la concentraci6n de fenol y de DBO, o de reducir sulfa
to 
a sulfuro. Cloro residual es reducido a cloruro. El sulfuro, sulfi
to, hierro ferroso, yoduro, cianuro. pueden ser perdidos a travs
la oxidaci6n. El color, el 

de
 
olor y la turbidez pueden incrementarse,


decrementarse, o cambiar en su 
calidad. El sodio, silicatos y el boro,
pueden escapar del recipiente de vidrio. Cromohexavalente puede 
 ser
 
reducido al ion cr6mico.
 

Los cambios biol6gicos que se 
llevan a cabo en una muestra pueden cam
biar el estado de oxidaci6n. Los constituyentes solubles pueden 
ser
convertidos a materiales orgAnicos mediante enlaces en 
las estructu
ras de c~lulas, 
o la lisis celular puede resultar en la liberaci6n de
material celular en la soluci6n. Los bien conocidos ciclos de nitr6ge
no y f6sforo, son ejemplos de las influencias biol6gicas en la compo
sici6n de la muestra.
 

La discusi6n anterior no es 
por ningn medio inclusiva. Claramente es
imposible prescribir reglas absolutas para prevenir todos los cambios
posibles. Consejo adicional 
se encontrarg en las discusiones de las
determinaciones 
individuales pero en un grado mayor la dependibilidad
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de los anglisis de agua recae en la experiencia y buen juicio del 
ana

lista.
 

1.4.5.1 
 Intervalo de tiempo entre la colecci6n y el 
anglisis: En general,
tre mas corto el entiempo que pasa entre la colecci6n de la muestra y
el an~lisis, los resultados analiticos se volver~n m~s 
confiables. Pa
ra ciertos constituyentes y valores fisicos, se requiere un andlisis
inmediato en el campo. Es 
imposible decir exactamente cuanto tiempo
se debe dejar pasar entre la colecci6n y su an~lisis: esto dependedel
carActer de la muestra, los anAlisis que se har~n, y las condiciones
de almacenamiento. Los cambios ocasionados por el 
crecimiento de microorganismos, son grandemente retardados manteniendo a 
la muestra en
la oscuridad y a una baja temperatura. Cuando el 
intervalo entre
colecci6n de la muestra y el anglisis es 
la
 

lo suficientemente grande pa
ra producir cambios en la 
concentraci6n o 
en el estado fisico del cons
tituyente que se medir, 
 seguir las pr~cticas de preservaci6n indica-das en el Cuadro 1.1. Anotar el 
tiempo que pas6 entre el 
muestreo y
el an~lisis, y cu~l preservativo se us6,si es que se agreg6 alguno.
 
1.4.5.2 
M~todos de preservaci6n: La preservaci6n de las muestras es 
dificil
porque casi todos los oreservativos interfieren con algunos de
pruebas. El anglisis inmediato es ideal. 

las
 
El almacenamiento a tempera
tura baja (41C) tal 
vez sea la mejor manera de preservar la mayoria
de las muestras hasta el 
dia siguiente. Usar preservativos quimicos
solo cuando se sabe que no interfieren con el anglisis que se est6 ha
ciendo. Cuando sean usados, agregarlos inicialmente a la botella 
 de
muestreo para que todas las porci.ones de la muestra sean preservadas
al 
s6lo ser colectadas. NingGn m~todo individual de preservaci6n es
enteramente satisfactorio; escoger el 
preservativo de acuerdo a 
las
determinaciones que se hardn. Todos los m~todos de preservaci6n 
 pue
den ser inadecuados al 
ser aplicados a materias suspendidas. No hay
que usar el formaldehido porque 6ste afecta a 
muchos anflisis.
 

Los m6todos de preservaci6n est~n relativamente limitados y generalmen
te tienen el objetivo de retrasar la acci6n biol6gica, retrasar la hidrolisis de los compuestos y complejos quimicos y disminuir la volatT
lidad de los constituyentes. Los m~todos de preservaci6n estAn limi-tados al control del pH, 
a la adici6n quimica, a la refrigeraci6n y

al congelamiento.
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1.5 Mediciones Hidrometeorologicas
 

1.5.1 	 Caudal
 

El caudal de un rio es el volumen de agua que pasa por una secci6n
transversal del rio en un tiempo determinado, normalmente expresado
en metros cubicos por segundo (m3/s). El caudal se determina por me
dio de u aforo. El caudal 
aumenta debido a escorrentia superficiaT
producidr por precipitaci6n. La escorrentia superficial 
arrastra
cantidade. de suelo y otros materiales que se encuentran sobre 6 in
termezclado con el 
suelo, tales como fertilizantes, desechos animales y vegetales, etc., y los lleva al 
rio. Asimismo, con el aumento
de cdudal de la mIsma escorrentia, el 
rio tiene mayor capacidad de
 cargar materiales en suspensi6n. Por tanto el caudal del rio estA
directamente relacionado 
con la concentraci6n de varios pargmetros

de calidad del agua.
 

El aforo 	de caudal debe practicarse en ciertos sitios cada 
vez que
se recolectan muestras de calidad de agua. Los sitios que deben afo
rarse son No.2 (Mateo) y No.4 (Hacienda) (Ver Secci6n 2.4 del 
 Programa de 	Monitoreo), ademAs de utilizar los datos de caudal proporcionados 	por la oficina de Plan Maestro de su estaci6n hidrom6trica

Guacerique en Guacerique II, ubicada cerca de Nueva Aldea (No.6);
de esta manera se conocerA el regimen hidrol6gico del dfa de 
 muestreo en el rio principal y en sus 
dos tributarios principales.
 

Luego se correlacionarA el caudal. calculado con los distintos parAme
tros analizados para determinar el 
grado en que cada uno es afectado
 
por el caudal.
 

1.5.1.1 	La medici6n: La medici6n del aforo se efecta mediante un molinete
que mide mecAnicamente las velocidades del 
rio. Para un aforo estima
do, se puede medir las velocidades con un objeto flotador, pero 
ese
procedimiento incurre un error de 25-50%.
 

La medici6n y cAlculo del caudal 
se basa en la f6rmula:
 

Q= AxV
 

Donde: Q: Caudal, m3/s
 

2
A: Area transversal m


V: velocidad media, m/s
 

El Area transversal consiste en la anchura de la secci6n del 
rio mul
tiplicado por la profundidad media.
 

Para iniciar el aforo, se busca un tramo del 
rio que 	llene los siguientes 	requerimientos:
 

1) Un tramo recto
 

2) El rio estA convergiendo
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3) La direc-i3n de la corriente es paralela a la del 
rfo
4) No hay mucha vegetaci6n u otros obstdculos
 
5) No hay turbulencias, remolinos ni 
aguas estancadas
 

En forma perpendicular a la direcci6n de la corriente, se extiende un
ropo 6 cuerda graduada sobre la secci6n, de una orilla a la otra.
Se llama la orilla izquierda 
a la orilla que estS a la mano 
izquierda
cuando se mira hacia aguas abajo.
 
El aforo consiste en hacer mediciones en una serie de verticales
travs de la secci6n transversal. Para rfos pequeos (anchura 4-5m,

a
 
caudal 0.200 m3/s), 
es 
suficiente tener entre 6 y 10 verticales,
gin la precisi6n deseada. La ubicaci6n de cada vertical 

se
con 
las medidas se determina
en la cuerda extendida sobre la secci6n transversal.
 
Entonces en cada vertical 
se anota la distancia de la "Orilla A Margen Izquierdo" (OAMI) y se mide la profundidad con las
del varas de vadeo
mol inete. Luego se coloca el molinete a 6/10 de la profundidad
(medida de la superficie del
te y el -fo hacia abajo), y se activan el moline
cron6metro para deter iinar las revoluciones y los segundos.ET
molinete consiste en una 
rueda de cazaletas montadas sobre un eje ver
 tical que gira cuando se sumerge en agua en movimiento, y el eje
ciona un contacto ac:cada revoluci6n,ra cc;Isistencia, que se escucha con unes preferible contar audifono. Palas revoluciones durantemenos 25 qegundos. por 1o 

Sa ha determinado que la velocidad a 6/10 de la profundidad aproxima
a la velocidad media de toda la vertical bajo condiciones normales.En
el 
caso de que la profundidad sea menor de 0.15 m, es
car el necesario colomolinete en la superficie (con las cazoletas apenas 
sumergidas).
 

Finalmente se anota la 
distancia de la "Orilla A Margen Derecho" (OAMD). Si exicte una pared casi 
vertical 
en una de las orillas entoncesse dice que esa orilla tiene profundidad y se mide y anota esa profun
didad. Caso contrario se anota 0.0 en la casilla de profundidad 
para
la orilla.
 
1.5.1.2 
El cAlculo: 
El 
cAlculo del aforo consiste en determinar el caudal par
cial de cada verticial, o sub-secci6n, y sumar todos los caudales paF
ciales para obtener el caudal total.
 

El Area transversal 
de ]a vertical se ca!cu
que se forma multiplicando la profundida 
d asumiendo un rectAngulo

tiva de la vertical. En el 
por la anchura representa 

me un triAngulo, 
caso de la orilla sin profundidad, se asuy para la orilia con profundidad, se asume un trapecio.
 

La veloridad de la vertical se calcula con la sig{iiente ecuacign:N.m. de revoluciones

Vm./s= ( (0.675)+0.009


Tiempo, 
 -
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Si no se puede medir la velocidad en una vertical "n", debido a obstaculos 
o poca profundidad, pero se observa que hay velocidad, 
 se
anota V.D.G. (velocidad determinada grdficamente) y se calcula segan
la siguiente proporci6n.
 

Vn-l x In) n+ix In) 

Tambi~n, si 
la velocidad fue medida en la superficie, es 
necesario
aplicar un coeficiente de 0.85 para determinar la velocidad media.
 
Para mayor claridad se presentan todas las f6rmulas para aplicar
los diferentes en
casos 
(ver Cuadro 1.4), y un ejemplo de un aforo calculado (ver Figura 1.3).
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Caso 

Vertical en medio 

Orilla Izq.&,dndo 
Profundidad=O 

CALCULO PARA UNA VERTICAL "n" 
Anchura,dn (m) Profundidad,Pn (m) Area,An (m2) 

Jn "'dn2'n-I Pn An= dn(Pn) 

PdnAindn P=A Pn+nn+ 
---

Caudal,Q n (m3/s) 

Qn= An(Vn) 

Qn n(V 

Orilla Der.Cuando 

Profundidad=O 

Orilla Izq.cuando 
hay profundidad c 

dn+i 
d+ 

2 
2 

dn 

P11 

P = 

n( 
- - 

Pf+P 
n( 
2 

n+1 
)A 

A 

nl 

A 

An 

dn-dn-1AP nn 

4) 

V 

)( n_! 

Vn+ 

Oril la Der.Cuando
hay profundidad 

2 - o 
p pdn-dn-1n+P 

n- 1 ) + P_ A =d
Andn(Pn) AQn=An44Vn-1) 

*n-1 

n+1 
= La vertical 
= La vertical 

anterior 

siguiente 

Cuadro 1.4. Las F6rmulas para Aplicar en
Cdlculo de un Aforo 

el 
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1.5.2 Precipitaci6n
 

Es importante tener un registro de la precipitaci6n dentro del
de monitoreo de calidad de agua a ffn de 
Area
 

conocer el r6gimen pluviometrico en general para relacionar la precipitaci6n diaria y 
 mensual 
con los valorps de los distintos pargmetros y para registrar

cualquier evento meteorol6gico extraordinario.
 

La precipitaci6n se mide mediante un pluviom~tro 
6 un pluvi6grafo,
aparatos que recolectan la lluvia mientras 
cae. El pluviomdtro es
manejable manualmente por un observador, quien mide la cantidad total de precipitaci6n con una probeta, normalmente cada manana a las
6-7 a.m. El 
pluviografo, por otro lado, registra automgticamente en
una gr~fica la 
cantidad de lluvia que cae en un momento determinado.
 

La precipitaci6n medida diariamente es anotada en 
un formulario (ver
Figura 1.4) y al final de cada mes 
es enviado a la oficina para ser
revisado y reportado en el Registro Anual 
(ver Figura 1.5). Para re
portar los datos de un pluviom6tro, es 
necesario ajustarlos un dfa
hacia atrAs, para compensar el hecho que el 
dato es anotado en el
campo al 
dia siguiente de haber caido la precipitaci6n. Por ejemplo
si en el 
dfa 6 de junio llueve en horas de la tarde y noche, el
servador mide la cantidad de esa lluvia el 
Ob

dfa 7 de junio a las 7:00
a.m., 
y la anota en la casilla del dfa 7. Por tanto, el 
ajuste mencionado es necesario para que el dato aparezca en la casilla del dfa
6 de junio en el Registro Anual 
como corresponde.
 

Para el 
programa de monitoreo, se 
han instalado 3 pluvi6metros den
tro 6 cerca de la Cuenca Guacerique para complementar otras estacio
nes anteriormente ubicadas. El 
Cuadro 1.5 resume la red pluviom6trT
ca que se utilizardn para este programa (ver Mapa 2.1 del 
Programa
de Monitoreo).
 

Cuadro 1.5 Estaciones Pluviom6tricas del Programa
 

Elevaci6n
Nombre 
 Coordinadas 
 (m.s.n.m.) Instituci6n 
 Tipo de Estaci6n
 
1.Tierra Colorada 
 87024.8
 , 1790 PMRN Pluviom6trica 

14005.0 ' 

2. La Brea 87023.5 ' 1620 PMRN Pluviomtrica 

14003.4 ' 

3. Quiscamote 87022.7 ' 1470 PMRN Pluviom6trica 

14006.9" 

4. El Batall6n 87015.4 1060 SANAA Meteorol6gica 
14004.1' Secundaria 

5. Toncontin 87013.0' 1007 SMN Meteorol6gica 
14003.5' Principal 
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PROGRAMA DE MONITOREO DE 
LA CALIDAD DEL AGUA DE 
 LA CUENCA
 
DEL RIO GUACERIQUE


DEPT0. DE LINNOL1OG!A - PLAN MAESTRO - SANAA 
REGISTRO DIARIO DE LLUVIA Y ESTADO DEL TIEMPO 

ESTACION: 
MES: 

AO
 

LecturcESTADO DELD,{(ccuro TIEMVPOA la here de I0Eoa 2 oa~~~~~~~Observ atro N 0 T A Scion E o 4 rs m r 

2 
3_ 70 

I 0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
00 
0 
0 

527 
85 

,6 

10 

00 
0 

0 
0 

00 
0 

0 
0 

_ _ 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

2 

2 

20 

0 

0 
0 
0 
0 
0 

0 

0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 

0 
0 
0 

21 

22 

3 

34 

25
26 

0 

0 

0 
0 
0
0 

0 

0 

0 
0 
0
0 

29 
30 

3, 

0 
0 
0 

0 
0 
0" 

" 
" 

0 0 
Figura 1.4 Hoja de Campo de Precipitacifn 
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PROGRAMA DE MONITOREO DE LA CALIDAD DEL AGUA
 
DE LA CUENCA DEL RIO GUACERIQUE
 

DEPTO. DE LIMNOLOGIA 
- PLAN MAESTRO 
- SANAA
 

ESTACION 
DEPARTAMENTO 

L ATITUD LONITUD ELEVACION 

Oio Ener Febrar Mor; o A bril Mayo Junio Julio Agosto Spr.otbe Novbre ib . 

97
 

I0 
15
 
II 


..
C6 --..
 

171
 

14
 

20
 

'9 2


2
 

23
 

24
 

25
 

26
 

27
 

28
 

29
 

3
 

30
 

OBSERVACIONES: 

Figura 1.5 Hoja de Registro Anual de Precipitacifn 
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2 EXAMENES DE CALIDAD FISICA
 

2.1 
 Color
 

Muchas aguas superficiales frecuentemente estAn coloreadas hasta el 
punto que no son aceptables para usos dom6sticos o industriales sin 
tratamiento para remover el color. La coloraci6n resulta cuando el
 
agua estS en contacto con desechos org~nicos como hojas de jrboles,

aciculas de pino, madera, etc., 
en varias formas de descomposici6n.

Esto consiste de extractos vegetales variables. Taninos, Scido himi
 
co y humatos de la descomposici6n de lignina, son los principiantes
 
cuerpos de color. A veces, hierro estj presente como f6rrico humato
 
y produce un color muy fuerte.
 

Color natural existe en aguas como partfculas coloidales 
de carga

negativa. Por lo tanto, se puede 
remover con facilidad este tipo de
 
color por coagulaci6n con la ayuda de una 
sal que tiene iones met6
licos trivalentes (corno alumfnico o hierro). 

Las aguas superficiales, tambi~n pueden aparecer muy coloreadas, de

bido a s6lidos suspendidos coloreados, pero en realidad no son colo
 
readas. En cuencas con suelos coloreados (como arcilla roja), la
 
tierra puede lavarse durante lluvias fuertes. Este tipo de color en
 
el agua se llama color aparente y se distingue del color debido a
 
extractos vegetales u orgdnicos porque es coloidal nor lo que se
llama color verdadero. Es muy importante distinguir estas dos cla
ses de colores en el andlisis de agua. La intensidad de color, gene

ralmente, sube con un aumento de pH. Por lo tanto, se debe tomar eT
 
valor de pH cuando se analiza el color.
 

Las agua. superficiales pueden estar coloreadas debido a la contami

naci6n con aguas negras muy coloreadas, (por ejemplo: desechos dela industria de tintura de textiles o plantas de pulpa). Desechos 
de tintura puede dar una gran variedad de colores que se pueden iden
 
tificar rApido. 

Los desechos de pulpa contienen lignina y muchos licores de desechos

disueltos. Las ligninas son muy coloreadas y son diffciles de remo
ver del agua natural.
 

2.1.1 M~todo de An6lisis de Cjlculo
 

El mdtodo de andlisis serg elaborado cuando el equipo pedido para
 
este programa de monitoreo llegue y se pruebe en el campo.
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2.2 Conductividad
 

Una corriente el~ctrica puede fluir a trav6s de una soluci6n de 
 un
electr6lito asf como fluje a travds 
 de conductores metAlicos.
han observado los siguientes fen6menos 	
Se
 

en el flujo de corriente a

trav6s de una soluci6n:
 

1) Cambios quimicos ocurren en la soluci6n
 

2) La corriente es llevada por Jones 

3) Se reduce la resistencia con un 
aumento de temperatura
 

4) La resistencia es normalmente, mds alta en soluciones que en me
tales.
 

La conductividad el6ctrica mide la capacidad de 
 una soluci6n de
transportar una corriente electrica, y varfa 
 con el nimero y tipo
de iones que contiene la soluci6n. Los iones presentes 
 en la mues
tra de agua contribuyen para aumentar la conductividad. De esta manera la 	conductividad resulta ser una medida indirecta de las sales
 
en soluci6n, seg~n la siguiente relaci6n:
 

Conductividad (mho/m) = 
k (s6lidos totales disueltos) mg/L;
 

k es diferente para cada clase de agua pero en general 
k = 0.63 a
 
0.64.
 

Se puede medir la conductividad er una c6lula de conductividad conec
 
tada a un circuito de Wheatstone (ver Figura 2.1).
 
Este arreglo permite la medida de la resistencia elctrica, suplida

por la c&lula. La medida consiste en modificar la resistencia varia
ble hasta que no hay corriente fluyendo a trav6s del 
circuito descu
bridor que contiene un contador (A). Cuando este estado de balan
 
ce se alcance, el potencial en punto (D) debe ser igual a la del
punto (E)y la resistencia dada por la soluci6n es determinada por

la siguiente relaci6n:
 

X = R3 	RI
 
R2
 

Generalmente todas las conductancias (equivalentes) i6nicas son del

mismo orden de magnitud, con la excepci6n de los iones hidr6geno e
hidr6xilo. Estos dos iones son mds m6viles que los 
otros en las so
luciones electrolfticas y por tanto pueden transportar 
 una parte

m6s grande de la corriente.
 

Se tiene que tomar en cuenta este hecho cuando se estima la concentraci6n de s6lidos, 
a partir de medidas de conductiiidad de solucio
 
nes con altos o bajos pH.
 

Es importante hacer menci6n que solo los iones transportan una co
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SOLUCION R3 

RESISTENCAx AJ E/letros 

Colulo do 
Conduct. 

R2
 

BE 

AC 
CORRIENTE ALTERNA - 1000 CICLO/Seg. 

Figura 2.1. 
 Aparato para Medir Conductividad
 

CATODO (-) (+) ANODO 

SOLUCION 

Figura 2.2. C61ula Electroqufmica
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rriente. Por 
les 

lo tanto, especies no-ionizados de Scidos y basesno transportargn una d6bicorriente, aunque ellos 
 representan 
 un-a
porci6n de s6lidos disueltos de la muestra. Tambi~n, materiales or.ginicos solubles, como 

corriente y no 

alcohol etflico y glucosa no transportan una
son detectados por anglisis de conductancia.
 
Cuando los electrodos estgn metidos en una soluci6n de agua de mane
ra que permite el 
paso del flujo de corriente directa
la soluci6n sucede un cambio qufmico. El 

a travds de
 
car~cter de este cambio de
pende de la composici6n de la soluci6n, el 
tipo de electrodo usado
y la magnitud de la fuerza electromotiva impuesta. El movimiento de
la corriente fluye asf: 
electrones fluyen a trav~s
externo metilico, en de un conductor
la direcci6n indicada 
en la Figura 2.2.
 

Esto ocurre debido a la potencia de la bacteria. Este flujo mantiene una carga negativa al citodo y una 
carga positiva al inodo. 
 El
flujo estj mantenido por el movimiento de los cationes al c~todo de
carga negativa y los aniones al 
dnodo de carga positiva.
 
Cuando un i6n de carga positiva alcanza el 
c6todo, ese agrega
electron y estd reducido. Tambign, cuando un 

un
 
alcanza el Snodo, ion de carga negativa
ese pierde un electron y estS oxidado.
 
Los electrones descargados por los
beados" iones de carga negativa son "Bom
a trav6s del circuito externo y son 
recuperados por los
nes 
de carga positiva al c~todo; iola baterfa sirve como la fuerza que.
mantiene el flujo y la reacci6n. Entonces, la reducci6n ocurrecitodo y la oxidaci6n ocurre en enelel inodo. El
el circuito externo es 

flujo de electrones en
necesario para llevar a cabo un cambio qufmi
CO.
 

Como ya se mencion6, el caricter de la reacci6n depende en partedel
tipo de electrodos usados: Un electrodo solo metido en una
constituye una "media-c~lula", y la combinaci6n de dos 
soluci6n
 

las" es una "media-c6luc6lula electroqpfmica, como 
 se puede ver en 
la Figura
2.2.
 

Hay varios tipos de electrodos, 
como electrodos de gas, electrodos
met~licos, electrodos de oxidaci6n-reducci6n, electrodos met~licos
para sales, 
etc. El tipo que se utilizar6 en este programa de monitoreo es el electrodo de oxidaci6n 
- reducci6n.
 

El electrodo de oxidaci6n 
- reducci6n consiste 
en un electrodo
reactivo sumergido en una no
soluci6n de Jones de las dos formas.
 
Para obtener una medida verdadera se debe tomar algunas precauciones.
Si 
se usa corriente directa, la resistencia aparente cambia con el
tiempo, debido a un 
efecto de polarizaci6n en los 
electrodos.
se puede evitar si se Eso
cambia rapidamente la direcci6n del 
flujo de
la corriente, utilizando una corriente alterna de varios de miles de
ciclos por segundo.
 

Se puede ver que la c6lula de conductividad Ilena de soluci6n elec
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tr6lica sigue la ley de "omh":
 

E = IR 
donde, E = fuerza electromotiva (voltios); 

I = Corriente (amperios); 

R = Resistencia del contenido de c6lulas (ohmio)
 
La resistencia depende de las dimensiones del conductor:
 
R = eI
 

A
 

donde 	1 = longitud (cm)
 
A = 
 Area transversal del conductor (cm
2)
 
e = la resistencia especifica del 
conductor (ohmio-cm)
 

Normalmente se mide la conductividad especffica en vez
tencia especffica. Estas 	 de la resisdos cantidades tiene 	una relaci6n recfproca: 

K=l 

donde 	 K = conductividad especffica con unidades de 1/ohmio-cm, lo
que normalmente se refiere como mho/cm. 
La conductividad especffica se puede entender como la conductanciaque genera I cc de una soluci6n electrolftica.
 
En prdctica, una c6lula de conductividad estg calibrada para la determinaci6n de la 	resistencia, Rs, de una soluci6n est~ndar,esto, 	 se determina y dela constante de la 	c6lula, C: 

C = KsR s 

Normalmente se usa 0.01 N KCI para la soluci6n estdndar para
brar la c6lula de conductividad. La soluci6n est6ndar tiene 
cali

ductividad especffica (Ks) una con 
cromhos/cm. de 0. 0014118 mho/cm a 25C 6 1411.8 miCSe puede determinar la conductancia especffica de una
muestra desconocida al medir su 
resistencia, R, en 
la c6lula usando
la siguiente relaci6n: 

Conductancia Especffica = CR 
La conductividad especifica depende de la temperatura, 
y es necesa
rio tomar precauciones para medir la resistencia de la soluci6nt~ndar y la de esla muestra desconocida a la misma temperatura. 
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La conductividad especffica se usa 
frecuentemente en el 
anglisis de
agua para obtener una estimaci6n r~pida de la concentraci6n de s6li
dos disueltos en 
la muestra. 	Si 
se usa una c6lula de flujo
agua del 	 y eT
rfo (o aguas negras) 6sta, bombeada a trav6s de la c6lula,
se puede obtener un 
registro contfnuo de la conductividad especffi
ca.
 

El contenido de s6lidos disueltos 
se puede estimar por mifltiplicaci6n de la conductividad especffica por un 
factor empfrico que varfa desde 0.55 hasta 0.9. El 
factor apropiado depende de la composi
ci6n i6nica 	de la soluci6n y se indica por el 
pardmetro de conductT
vidad equivalente, ] 
 , definido como:
 

_A :1,000_ 

N 
donde: N = es la normalidad de la soluci6n de sal.
 
Bajo circunstancias 
ideales de una soluci6n i6nico, K debe variar
directamente con N, y por lo 	tanto ./\-con una variaci6n 	 debe quedarse constantenormal de soluciones,
hay desviaciones de condiciones ideales, 

Sin embargo, debido a que
-A- se disminuye un poco con 
el aumento de concentracifn de sal.
 

La corriente estS cargada por aniones y cationes de una sal, 
pero a
un grado diferente. La conductancia equivalente de una sal
ma 	 es la sude las conductancias i6nicas equivalentes del 
cation /\+
anion 	 y deT
A 

0 

=x+ 
 0
 
0 0
 

El zero 
(0)significa la conductancia equivalente a una diluci6n in
finita, situaci6n en 
la cual se encuentran las condiciones m6s idea
les que sean posibles.
 

En el Cuadro 2.1, 
se presentan valores para varias conductancias i6
nicas equivalentes.
 

Cuadro 2.1 	Conductancias 16nicas de Diluci6n
 
Infinita 
a 25%C en mho cm
- 2/equivalente 

Cation x + Anion
0 	 A 

H+ 	 0
349.8 
 OH-
 198.0
 
Na+ 
 50.1 
 HCO5 44.5
 
K+ 
 73.5 
 cl-
 76.3
 
NH+ 
 73.4 
 NO-
 71.4
4 3 

1/2 Ca2+ 
 59.5 
 CH3CO0-

1/2 Mg2+ 	 40.9


53.1 1/2 SO2 
 79.9
 

4
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2.2.1 M6todo de Anlisis y Cilculo
 

El m6todo de anglisis serg elaborado cuando el equipo pedido para es
 
te programa de monitoreo Ilegue y se pruebe en el 
campo.
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2.3 Ionizaci6n 
Muchas sales, bases y Scidos no permanecen como moldculas diferenciadas cuando son disueltas en aguas. Las molculas se disipan en iones
con carga positiva (cationes) e iones
El grado de ionizaci6n varfa 

con carga negativa (aniones).grandemente y se mide en t6rminos deuna constante de ionizaci6n, K. Esta constante es 
la relaci6n 
 del
producto de las concentraciones de ion (en moles/L) dividido por
concentraci6n lade la mol6cula (tambi6n en moles por litro). 
El Cuadro 2.2 da una lista de los iones m~s comunes presentes enagua
natural.
 

Cuadro 2.2 
 lones Comunes Presentes en Aguas

Naturales
 

CATIONES NOMBRE ANIONES NOMBRE 
Na2+ 

Sodio Cl" Cloruro 
Ca2+ Cal cio S02- Slfato 
2+

Mg 

K+ 
K+Potas 

Magnesio 
io 

4 
HC03 
C02-

Bicarbonato 
Carbonato 

NH+ 

Fe2+ 

Fe3+ 

Amonfaco 

Ferroso 

F~rrico 

OH-

SiO 2-

NO-

Hidr6xido 

Si i cato 

Nitrato 

H+ Hidr6geno NO2 Nitrito 

PO2- Fosfato 

4 
F- Fluoruro 
B02- Berato 

3 
MnO4 Permanganato 

$2" Sulfuro 
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2.4 pH 

El agua pura se disocia ligeramente en la forma: 

OH20 \ 

La concentraci6n del ion hidr6geno, obtenida de la disociaci6n 
 de
agua pura, es 
10- moles/L. Esto debe ser tambi6n la concentraci6nde
icnes de oxidrilo. La ecuaci6n de acci6n de masas para el 
agua es:
 

+[ 	 H ] [ OH- ] 

[ H2 0 ] 

Dado que la concentraci6n del 
agua es grande comparada con la concen
traci6n de iones y tambi~n que varfa ligeramente s6lo por la disocia
ci6n, dsta puede ser considerada constante. Entonces se tiene:
 

Kw = [ H+ ] [ OH- ] = (10- 1) (10-1) = 10 -14, 

donde Kw = 10 -14 es la constante de ionizaci6n para el agua. 
Cuando s'e agrega al agua un Scido, 6ste se ioniza en 
un i6n de hidr6
geno y un ani6n. El 
aumento en la concentraci6n de iones de oxidrilo ocasiona una disminuci6n en la concentraci6n de iones oxidrilo.
 

Para una base, lo reciproco es verdad. La base ioniza para alcanzar un cati6n y un i6n oxidrilo. El 	 i6n
aumento en concentraci6n del
oxidrilo ocasiona una disminuci6n en concentraci6n de i6n hidr6geno.
 

La expresi6n de concentraci6n del 
i6n de hidr6geno en t6rmninos de
concentraci6n molar es 
bas.ante engorrosa, y entonces 
se introdujo
el concepto de pH. Este tdrmino es representado por: 

pH = Log 1 - log [ H+ ] 
(H+) 

La escala pH es generalmente rtpresentada como fluctuando de 0 a 14 
con pH = 7 representando neutralidad. 

Acido Alcaline 

0 	 7 
 14
 

Valores bajos de pH 
son indicativos de aguas 6cidas y altos valoresde pH son indicativos de aguas alcalinas. La mayorfa de las aguas
naturales tienen el pH en un rango relativamente neutral que va desde 6 a 8.5. El pH es una medida importante de calidad de agua, 
 en
vista que 6ste afecta la naturaleza qufmica del agua y la vida biol6gica que 6sta pueda mantener.
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2.4.1 M6todo de Anglisis y C6lculo 

El m6todo de anglisis ser6 elaborado cuando el equipo pedido para es 
te programa de monitoreo Ilegue y se pruebe en el campo. 
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2.5 S61idos 

Los trminos "s61idos" , "suspendidos" y "disueltos" de la marca aqufusadas, reemplazan a los t6rminos "residuo", "no filtrable" y "filtrable". Los ses6lidos refieren a materia suspendida 6 disueltaagua 6 aguas negras. Los solidos en
pueden afectar la calidad del6 el efluente adversamente de muchas agua

maneras. Las aguas altas en s6lidos disueltos generalmente son de palatibilidad (sabor) inferior ypueden inducir una reacci6n fisiol6gica no favorable en el consumidor transitorio. 9or estas razones un Ifmite de 500 mgde s6lidos disueltos/Les deseable para el agua potable. Aguas altamente minerailzadas tampoco son 
adecuadas para muchas aplicaciones industriales.
Las aguas altas en s6lidos suspendidos pueden 
ser insatisfactorias
enf~ticamente para prop6sitos tales como 
baharse. Los anglisis de s6
lidos son importantes 
en el control de los procesos de tratamiento
biol6gico y fTsico de aguas negras y para fijar la complacencia conlas limitaciones regulatorias de efluentes de aguas negras de la agen

cia. 

2.5.1 Definiciones
 

""t-lidos totales" es el tdrmino que se aplica al residuo material quequeda en la vasija despu6s de la evaporaci6n de la muestra y su seca
do subsecuente en un horno de temperatura definida. S61idos totales
incluye "s6lidos totales suspendidos", la porci6n de s6lidos totales
retenidas por un filtro y "s6lidos totales disueltos", la porci6n
que pasa a travs del filtro. 

El tipo de soporte del filtro, el tamaho del poro, porosidad, profundidad y grosor del filtro y la naturaleza ffsica, tamaho de las partfculas y cantidad de material depositado en el filtro son los facto
res principales que afectan la separaci6n de los s6lidos suspendidosde los disueltos.
 

"S61idos fijos" es el t6rnino que se aplica al 
residuo de s6lidos to
tales 6 suspendidos despu6s de la incineraci6n por un perfodo especifico a una temperatura especffica. Lap6rdida de peso en la incineraci6n se llama "s61idos volhtiles". Las deterrninaciones de s6lidos vo16tiles no distinguen con precisi6n entre materia org6nica e inorggnica porque la p6rdida durante la incineraci6n no estS confinada 
a
la materia org~nica sino que incluye p~rdidas debidas a la descomposici6n 6 volatilizaci6n de algunas sales minerales.
 

"S61idos sedimentables" es el t&rmino aplicado al material que seasienta de la suspensi6n dentro de un 
perfodo definido. Puede incluir
material flotante, dependiendo de la t6cnica.
 

2.5.2 FuentesdeErrory Variabilidad 

La temperatura a la se elcual seca residuo tiene una relaci6n importante en los resultados, porque p~rdidas de peso debidas a la volati
lizaci6n de materia org6nica, agua ocluida (obscurecida) mec~nicamen
te, agua de cristalizaci6n y gases de descomposici6n quimica induci
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da por calor, al igual que las ganancias de peso debidas a la oxida
ci6n, dependen de la temperatura y tiempo de calentado.
 

Los residuos secados de 103 a 1050C pueden retener no solo agua de
 
cristalizaci6n pero tambi6n alguna agua ocluida mec6nicamente. P~rdi
 
da de C02 resultarg en la conversi6n de bicarbonato a carbonato. Pe-r
 
dida de materia org~nica por volatilizaci6n normalmente sera poca.

Porque la eliminaci6n de aguas ocluidas es marginal a esta temperatu 
ra, el logro de un peso constante puede ser muy lento.
 

Los residuos secados a 180 + 2°C perder6n casi toda el agua ocluida 
mec~nicamente. Alguna agua de cristalizaci6n puede permanecer, espe
cialmente si hay sulfatos presentes. La materia organica se puede 
perder por volatilizaci6n, pero no es completamente destruida. La 
p6rdida de CO resulta de la conversi6n de bicarbonatos a carbonatos 
y los carbona~os pueden ser descompuestos parcialmente a 6xidos 6 sa 
les b~sicas. Algunas sales de cloruro y nitrato se pueden perder. En 
general, al evaporar y secar muestras de agua a 180 0C, se producen 
valores para s6lidos disueltos m~s cercanos a los obtenidos a travs
 
de la sura de las especies minerales determinadas individualmente.
 

Los resultados de los residuos altos en aceite 6 grasa pueden ser
 
cuestionados por la dificultad de secar a un peso constante en un
 
tiempo razonable. 

Los andlisis realizados para algunos prop6sitos especiales pueden de 
mandar desviaci6n de los procedimientos descritos para incluir un 
constituyente no usual con los s6lidos medidos. Cuando se introducen 
dichas variaciones de t6cnica deberAn ser anotadas y presentadas con 
los resultados. 

2.5.3 Manejo y Preservaci6n de la Muestra
 

Usar botellas de vidrio resistente 6 de plistico, cuidando que el ma
 
terial en suspensi6n no se adhiera a las paredes del recipiente. Em
pezar los anglisis lo mis pronto posible por lo impractico de preser
 
var la muestra. Refrigerar la muestra a 4*C hasta el momento de and
lisis para minimizar la descomposici6n microbiol6gica de los s6lidos.
 

2.5.4 S61idos Totales Secados a 103-1050C
 

2.5.4.1 Discusi6n General
 

2.5.4.1.1 Principio: Una muestra bien mezclada es evaporada en un plato que ha 
sido pesado y secado a un peso constante en un horno a 103 - 105 0C. 
El incremento de peso sobre eje del plato vacio representa los s6li
dos totales. Puede ser que los resultados no representen el peso real 
de los s6lidos disueltos y suspendidos en la muestra de aguas negras. 

2.5.4.1.2 Interferencias: Agua altamente mineralizada con una concentraci6n sij
 
nificativa de calcio, magnesio, cloruro y/o sulfato puede ser higros
c6pica y requiere secado prolongado, desecado apropiado y pesado ra
pido. Excluir partfculas grandes flotantes 6 aglomeradas sumergidas
 
de materiales que no sean homog~neos de la muestra si se ha determina
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do que su inclusi6n no es deseada en el resultado final.
 

Porque el 	 residuo excesivo en el plato puede formar una corteza atra 
padora de agua, es necesario limitar la muestra no mis de 200 mg de
 
residuo.
 

2.5.4.2 	 Aparatos 

2.5.4.2.1 	Platos de evaporaci6n, de 100 mL de capacidad hechos de uno de los
 
materiales siguientes:
 

1) Porcelana, 90 mm de di~metro.
 

2) Platino, generalmente satisfactorio para todos los prop6sitos.
 

3) Vidrio de alto contenido de silice. 

2.5.4.2.2 	Horno de mufla, que opere a 550 + 50'C.
 

2 5.4.2.3 	Baio de vapor.
 

2.5.4.2.4 	 Desecador, con un desecante que contenga un indicador de calor y de
 
humedad.
 

2.5.4.2.5 	 Horno de secado, que opere de 103 a 105°C. 

2.5.4.2.6 	Balanza analftica, capaz de pesar 0.1 mg. 

2.5.4.3 	 Procedimiento
 

2.5.4.3.1 	 Preparaci6n del plato de evaporaci6n: Si se mediran s6lidos vol~ti
les, mantener el plato de evaporaci6n limpio a 550 + 50C por una 
hora en un horno de mufla. Si solo se miden los s6lTdos totales, ca 
lentar el plato limpic a 103 - 105C por una hora. Almacenar el pla 
to en el desecador hasta que se necesite. Pesarlo inmediatamente an 
tes de usarlo.
 

2.5.4.3.2 	Anglisis de la muestra: Escoger un volumen de muestra que produzca 
un residuo entre 2.5 a 200 mg. Tranferir el volumen medido de la 
muestra bien mezclada al plato que ya ha sido pesado y evaporarlo
hasta la sequedad en un baho de vapor 6 en un horno de secado. Si 
es necesario, agregar porciones sucesivas de muestra al mismo plato
despu~s de la evaporpci6n. Cuando se est6 evaporando en un horno de 
secado, bajar la temperatura a aproximadamente 20C abajo del punto
de ebullici6n para evitar salpicaduras. Secar la muestra evaporada 
por lo menos I hora en un horno a 103-1050C, enfriar el plato en el 
desecador para balancear la temperatura y el peso. Repetir el ciclo 
de secar, enfriar, desecar y pesar hasta que se obtenga un peso cons 
tante, 6 hasta que la p~rdida de peso sea menos del 4% del peso an-
terior 6 0.5 mg, el que sea menor. 

2.5.4.4 	 C6Iculo
 

mg s6lidos 	totales/L = (A-B) x 1000 

Volumen de 	 la muestra, mL 
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donde:
 

A = Peso del residuo seco + el plato, mg. 

B = Peso del plato, mg.
 

2.5.5 	 S61idos Totales Disueltos Secados a 1801C
 

2.5.5.1 	 Discusi6n general
 

2.5.5.1.1 	 Principio: Una muestra bien mezclada se filtrarg a trav6s de un fil
tro de fibra de vidrio est~ndar y el filtrado es evaporado a seque
dad en un plato de evaporaci6n previamente pesado y secado a peso
 
constante a 1PO°C. El incremento en el peso del plato representa los
 
s6lidos disueltos totales.
 

Es posible que los resultados no est~n de acuerdo con el valor te6ri
 
co para los s6lidos calculados del anglisis qufmico de la muestra.
 
Se dispone de m6todos aproximados para hacer una correlaci6n de los
 
anglisis qufmicos con los s6lidos disueltos. El filtrado de la deter
 
minaci6n de los s6lidos suspendidos totales puede ser usado para la
 
determinaci6n de los s6lidos disueltos totales.
 

2.5.5.1.2 	 Inteferencias: Aguas altamente mineralizadas con un contenido consi
derable de calcio, magnesio, cloruro y sulfato pueden ser higroscopi"
 
cos y requieren secamiento prolongado, desecamiento adecuado y pesa
do r~pido. Las muestras altas en bicarbonato requieren secado cuida
doso y posiblemente prolongado a 180C para asegurar la conversi6n 
completa de bicarbonato a carbonato. Porque el residuo excesivo en el
 
plato puede formar una corteza atrapadora de agua, hay que limitar
 
el tamaho de la muestra a no m6s de 200 mg de residuo.
 

2.5.5.2 	 Aparatos
 

Se requieren todos los aparatos listados en la Secci6n 2.5.4.2 (S61i
 
dos Totales) y ademis:
 

2.5.5.2.1 	 Discos de filtro de fibra de residuo: sin sujetador org~nico.
 

2.5.5.2.2 	Aparato de filtraci6n: Uno de los siguientes, que sea adecuado al
 
filtro de disco escogido:
 

1) Embudo de filtro de membrana.
 

2) 	Crisol Gooch, 25 a 40 mL de capacidad con un adaptador de crisol
 
Gooch.
 

3)	Aparato de filtraci6n con dep6sito, con disco de cer~mica de poro
 
sidad de (40 - a 60 um), como soporte del filtro.
 

2.5.5.2.3 	 Frasco de succi6n, de suficiente capacidad para el tamaho de la mues 
tra escogida. 
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2.5.5.2.4 	Horno de secado, que opere a 180 + 20 c. 

2.5.5.3 	 Procedimiento
 

2.5.5.3.1 	 Preparaci6n del disco del filtro de fibra de vidrio: Insertar el dis 
co con el lado corrugado hacia arriba en el aparato de filtraci6n. 
Aplicar la aspiradora y lavar el disco con tres volimenes sucesivos 
de 20 mL de agua destilada. Continuar la succi6n para remover todos
 
los residuos de agua. Descartar el agua de lavado. 

2.5.5.3.2 	 Preparaci6n del plato de evaporaci6n: Si se midieran s6lidos volsti
les, encender el plato de evaporaci6n limpio a 550 + 50C por I hora 
en un horno de mufla. Si solo se midieran los s6lidos disueltos tota 
I-, calentar el plato limpio a 180 + 2C por I hora en un horno. Al 
macenar en el desecador hasta que se-necesiten. Pesarlos inmediata-
mente antes de ser usados.
 

2.5.5.3.3 	 Selecci6n del filtro y tamao de las muestras: Escoger el tamaio de 
la muestra 	para que produzca entre 2.5 y 200 mg de residuo seco. Si
 
se requieren mAs de 10 minutos para completar la filtraci6n, incre
mentar el tamaho del filtro, 6 disminuir el volumen de la muestra pe 
ro no hay que producir menos de 2.5 mg de residuo. 

2.5.5.3.4 	AnAlisis de la muestra: Filtrar el volumen medido de la muestra bien 
mezclada a trav6s de un filtro de fibra de vidrio, lavar con 3 vol6
menes sucesivos de 10 mL de agua destilada, permitiendo drenaje com-' 
pleto entre los lavados y continuar la succi6n por cerca de 3 minu
tos despu~s de que la filtraci6n est6 completa. Transferir el filtra
 
do a un plato de evaporaci6n que fue previamente pesado y evaporar
 
hasta el secado en un baho de vapor. Si el volumen del filtrado exce 
de la capacidad del plato agregar porciones sucesivas al mismo plato 
despus de la evaporaci6n. 

Secar por lo menos por 1 hora en un horno a 180 + 2C, enfriar en de 
secador para balancear la temperatura y el peso. Repetir el ciclo de 
secar, enfriar, desecar y pesar hasta que se obtenga un peso constan 
te 6 hasta que la p6rdida de peso sea menos del 4%del peso anterior 
6 0.5 mg, el que sea menor.
 

2.5.5.4 	 CAlculo
 

mg s6lidos totales disueltos/L = (A - B) x 1000 

Volumen de la muestra, mL 

donde:
 

A = Peso del residuo + el plato, mg 

B = Peso del plato, mg. 

2.5.6 	 S61idos Totales Suspendidos Secados a 103 - 105%
 

2.5.6.1 	 Discusi6n General
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2.5.6.1.1 	 Principio: Una muestra bien mezclada se filtra a trav6s de un filtro 
de fibra de vidrio estindar que fue previamente pesado y el esiduo
 
que es retenido en el filtro es secado a una temperatura constante
 
de 103 - 105'C. El incr.mento en peso del filtro representa los s6li
 
dos suspendidos totales. Si el material suspendido tapa al filtro y
 
prolonga la filtraci6n, la diferencia entre los s6lidos totales y
 
los s6lidos disueltos totales puede proveer un estimado de los s6li
dos suspendidos totales.
 

2.5.6.1.2 	 Interferencias:
 

Excluir de la muestra a las grandes partfculas flotantes 6 los aglo
merados de materiales sumergidos que no sean homog6neos, si se deter 
mina que su inclusidn no es deseada en el resultado final. Porque re 
siduo excesivo en el filtro puede fornar una costra que atrapa agua, 
hay que lrmitar el tam, o de la muestra a uno que produzca no m~s de 
200 mg de residuo. Para las muestras altas en s6lidos disueltos la
var bien el filtro para asegurar la remoci6n del material disuelto.
 
Los tiempos de filtrado prolongado que resultan de la oclusi6n del
 
filtro pueden producir resultados altos debido a la captura excesiva
 
de s6lidos en el filtro bloqueado.
 

2.5.6.2 	 Aparatos
 

Se requieren los aparatos mencionados en la Secci6n 2.5.4.2 (S61idos
 
Totales) excepto los platos de evaporaci6n, baho de vapor y horno de
 
secado de 180 0C. Ademds:
 

2.5.6.2.1 	 Disco concavo de aluminio o acero inoxidable de 65 mm de di6metro.
 

2.5.6.3 	 Procedimiento
 

2.5.6.3.1 	 Preparaci6n del disco del filtro de fibra de vidrio: Insertar el dis
 
co con el lado corrugado hacia arriba en el aparato de filtraci6n. 
Aspirar y lavar el disco con tres porciones sucesivas de 20 mL de 
agua destilada. Continuar la succi6n para remover todos los residuos
 
de agua y descartar el agua del lavado. Remover el filtro del apara
to de filtraci6n y transferirlo a un disco c6ncavo de aluminio 6 ace 
ro inoxidable como soporte. Alternativamente remover el crisol y la
 
combinaci6n de filtro si se usa un crisol Gooch. Secar en un horno 
a 103-105'C por 1 hora. Si se medirgn s6lidos volatiles, encender a 
550 + 500C por 15 minutos en un horno de mufla. Enfriar en un deseca 
dor para balancear la temperatura y el peso. 

Repetir el ciclo de encender, enfriar, desecar y pesar hasta que se
 
obtenga un peso constante 6 hasta que la p~rdida de peso sea menor
 
de 0.5 mg entre pesadas sucesivas. Almacenar en un desecador hasta
 
que se utilice. Pesarlo inmediatamente antes del uso.
 

2.5.6.3.2 	Selecci6n del tamaho del filtro y de las muestras: Para muestras que
 
no sean homog~neas, tales como aguas negras crudas, usar un filtro
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grande que permita filtrar una muestra representativa. 

2.5.6.3.3 Anglisis de la muestra: Arnar el aparato de filtrar y el filtro y em 
pezar la succi6n. Mojar el filtro con un volumen pequefo de agua des 
tilada para asentarlo. Filtrar un volumen medido de una muestra que

ha sido bien mezclada a trav6s del filtro de fibra de vidrio. Lavar
lo con tres voluimenes sucesivos de 10 mL de agua destilada, permi
tiendo drenaje completo entre los lavados y continuar la succi6n por 
cerca de 3 minutos despu~s de que se ha completado la filtraci6n.
 
Cuidadosamente remover el filtro del aparato de filtraci6n y transfe
 
rirlo a un disco concavo de aluminio 6 acero inoxidable como sopor
te. Alternativamente, remover las combinaciones del crisol y el fil
tro del adaptador del crisol si se usa un crisol Gooch. Secar por 1 
hora a 103-1050 C en un horno, enfriar en un desecador para balancear 
la temperatura y el peso. Repetir el ciclo de secar, enfriar, dese
car y pesar hasta que se obtenga un peso constante 6 hasta que la pr
dida de peso es menor del 4% del peso anterior 6 0.5 mg, el que sea 
menor. 

2.5.6.4 C61culo
 

mg s6lidos totales suspendidos/L = (A - B) x 1000 
Volumen de la muestra, mL
 

donde:
 

A = peso del filtro + el residuo seco, mg 

B = Peso del filtro, mg. 
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2.6 Temperatura 

Las lecturas de temperatura se usan en el c6lculo de varias formas 
de alcalinidad, en estudios de saturaci6n y estabilidad con respec 
to al carbonato de calcio, en el cilculo de salinidad y en opera
ciones de laboratorio generales. En estudioslimnol6gicos las 
tempcraturas del agua como una funci6n de la profundidad, a veces 
son requeridas. Temperaturas altas que resultan de la descarga de
 
agua calentada pueden tener un impacto ecol6gico significativo. La 
identificaci6n de la fuente de abastecimiento de agua, tales como 
pozos profundos, a veces es posible con s6io tomar medidas de tem
peratura. Las plantas industriales a veces requieren datos de la 
temperatura del agua para usos de proceso 6 cAlculos de transmi
si6n de calor.
 

Normalmente, las medidas de temperatura pueden hacerse con cualquier

buen term6metro centigrado lleno de mercurio. Como mfnirio, el term6 
metro debe tener una escala marcada para cada 0.1.°C, con las mar
cas grabadas en el vidrio capilar, El term6metro debe tener una ca 
pacidad termal minima para permitir el equilibrio r6pido. Periodica 
mente revisar el term6metro contra un term6metro de precisi6n. Para
 
las operaciones de campo usar ur term6metro que tenga un estuche de
 
metal para evitar que se quiebre.
 

La temperatura de profundidad que se requiere para los estudios li
minol6gicos se puede medir con un term6metro invertido, 6 con un 
termistor. El termistor es mAs conveniente y exacto; sin embargo,
los altos costos pueden imposibilitar su uso. Hacer las lecturas
 
con el term6metro 6 instrumento inmerso en el aqua durante suficien 
te tiempo como para permitir equilibraci6n completa. Reportar los 
resultados al 0.1 6 1.0°C m~s cercano dependiendo de lo que se nece
 
site. 

El term6metro comunmente usado para las mediciones de profundidad
 
es el term6metro invertido. Frecuentemente va montado en el aparato

de colecta de muestra de manera que se puede obtener una muestra de 
agua simult~neamente. Es necesario hacer una correcci6n de las lec 
turas de los term6metros invertidos para los cambios ocasionados
 
por las diferencias entre la temperatura a la inversi6n y la tempe
ratura al momento de la lectura. Se calcula dicha correcci6n de la
 
manera siguiente:
 

AT= [(TI - t) (TI + Vo) ] 
k 

x [1+ (T1- t) (T1 + Vo ] + L 
k 
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Donde: 

AT = 	Correcci6n que se agregard algebraicamente a la lectura que no 
ha sido corregida. 

TI 
= Lectura no corregida al momento de la inversi6n. 

t = Temperatura a la cual se lee el term6metro. 

Vo = 	Volumen del bulbo pequeho del tubo hasta O°C de graduaci6n. 

K = Constante que depende de la expansi6n relativa termal del mer
curio y del vidrio (el valor normal de K = 6100 ). 

L = 	 Correcci6n de la calibraci6n del term6metro dependiendo de TI. 

Si se hacen observaciones en serie es conveniente preparar gr~fica
para un tem6metro para obtener AT dp cualquier valor de TI y t. 

2.6.1 Mtodo de Anlisis y C6Iculo 

El m6todo de anglisis ser6 elaborado cuando el equipo pedido para
 
este 	programa de monitoreo llegue y se pruebe en el campo. 
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2.7 
Turbidez 

La claridad del agua es imoortante
tinados para el 

en la producci6n de productos desconsumo hum.no
producci6n de bebidas, el 

y para muchos usos manufactureros. L-a
procesamiento de comida y las plantas
tratamiento deque sacan aguael de la superficie del abastecimiento,comunmente dependen de coagulaci6n, asentamiento y filtraci6n
asegurar un paraproducto aceptable. La claridad deagua es un cuerpo natural deun determinante mayor de la condici6n y productividad de esesistema. La turbidez 
en el agua es
les como causada por materia suspendida,taarcilla, sedimento, materia en orginica e inorg6nica divididaparticulas muy finas, compuestos org~nicos solubles de color,
plancton y otros organismos microsc6picos.
si6n de La turbidez es una exprela propiead 6ptica que causa que luzba vez la se disperse y absoren de ser transmitida en lfnea recta a trav6s deLa correlaci6n de la muestra.turbidez con la concentraci6nria suspendida es diffcil porque 

en peso de la mateel tamafo, forma elvo de las partfculas tambi6n fndice refractiafecta las propiedades de dispersi6n dela luz de la ,;uspensi6n. 
El m6todo est~ndar para deterninar la turbidez semetro de candela basa en el turbidTde Jacksor.; sin embargodez que se el valor mds bajo depuede medir turbidire tamente en este instrumentodes. Porgue la turbidez de ag:Ja 

con 25 unidatratada siempre anda entredad, mtodos indirectos 0 a 1 unisecundarios tambidn son requeridos para suestimaci6n. Desafortunadamente ningn instrumento hasta la fecha pue
de duplicar los 
resultados obtenidos
d, Jackson para en el turbidimetro de candelatodas las muestras. Por diferenciassistemas 6 pticos, los fundamentales enresultados obtenidosinstrumentos secundarios con diferentes tipos defrecuentemente no andan cercaotro, conel aunque los instrumentos el uno son precalibrados contra la candeladel turbidimetro. 

Lamayoria de los turbidfmetros disponibles, para medir valores bajosde turbidez, comparativamente da buenas indicaciones de la intensidad de la luz dispersada unaen 
temente en 6ngulos 

direcci6n en particular, predominanperpendiculares a la luz incidente.metros Estosno son norr'almente nefel6afectadostros de diseno por pequehos cambios en pargme-y ,cr eso se especificanpara medir valores bajos 
como el instrumento est~ndarde turbidez. Turbidfmetros no est6ndaresles como instrumentos que dispersan la luz hacia adelante son m~s 

ta
 
sensitivos a la presencia de partfculas m~s grandes que los nefel6metros, y son atiles para esa clase de monitoreo. 
Otra causa mis de discrepancias en el an6lisis de turbidez es
de suspensiones de diferentes tipos de materia particular para 

el 
la

uso
 
preparaci6n de curvas de calibraci6n d,9 instrumentos.tras de agua, Como las mueslas suspensiones preparadas tienen propiedades 6pticas
diferentes dependiendo de la distribuci6n delformas tamaho de particulas,e indices refractivos. Una suspensi6n de referencia est~ndar
que tenga propiedades reproducibles de esparcir la luz se especificapara la calibraci6n del Nefel6metro.
 

- 61 



Porque no hay relaci6n directa entre la intensidad de la luz esparcida en un ingulo de 90' y la turbidez de la candela de Jackson,hay una base v6lida para nola prictica de calibrar un nefel6metro ent~rminos de unidades de candela. Para distinguir entre valoresdetur
bidez que se derivan de m6todos nefelometricos y visuales, reportarlos resultados de la primera como unidades de turbidez nefelom6tricas 
(NTU) y la segunda como unidades de turbidez Jackson (JTU).
 

2.7.1 Selecci6n de M~todo
 

Su mayor precisi6n, sensitividad y aplicabilidad sobre un 
rango amplio de turbidez hacen al m6todo nefelom~trico preferiblevisuales. El turbidfmetro de candela, con un 
a m~todos 

lfmite inferior de 25unidades de turbidez, tiene su uso principal en el an6lisis de aguasaltamente ttrbidas. Los est6ndares de botella ofrecen una manera
prdctica de examinar agua cruda y condicionada en varios niveles del
proceso de tratamiento. 

2.7.2 Almacenamiento de Muestras 

Determinar la turbidez el mismo dfa que se toma la muestra. 
Si es imposible realizar el 
anglisis el mismo dfa, guardar las mues
tras en la oscuridad hasta por 24 horas. Las muestras no deben guardarse por perfodos mds largos de 24 horas porque pueden ocurrir cam*bios irreversibles en la turbidez. Antes examinarde las muestrasmoverlas vigorosamente. 

2.7.3 
 M6todo Nefelom6trico - Unidades de Turbidez Nefelomtricas 

2.7.3.1 Discusi6n General
 

2.7.3.1.1 
 Principio: Este m6todo se basa en comparar la intensidad de luz 
esparcida por la muestra bajo condiciones d9finidas con la intensidadde luz esparcida por una suspensi6n de referencia est6ndar bajo lasmismas condiciones. Entre mds alta
da, mayor es 

la intensidad de esparcila luzla turbidez. El polimetro de formazina se usa como lasuspensi6n est~ndar de referencia de turbidez. Es f6cil de preparar
y es mas reproducible en sus propiedades de dispersi6n dearcilla o agua luz que lanatural turbia. La turbidez de una concentracion especffica de suspensi6n de formazina se Jefine como 40 unidades nefolom6tricas. Esta suspensi6n tiene una turbidez aproximada de 40 unidades JACKSON cuando es medida en el turbidimetro de candela; por eso,unidades de turbidez nefelomdtricas basadas en la preparaci6n de formazina se aproximan a las unidades derivadas del turbidfmetro de can
dela pero no son id~hticas a ellas. 
2.7.3.1.2 Interferencias: La turbidez se puede determinar para cualquier muestra de agua que estg libre de desechos y sedimentos gruesosasientan rapidamente. Vidrios que sesucios, burbujas dede aire y los efectoslas vibraciones que disturban la visibilidad de la superficie dela muestra dan falsos resultados. Color verdadero, eso es, el colordel agua debido a sustancias disueltas que absorben luz 
causan que
 

- 62 



la 	turbidez medida sea baja. Este efecto normalmente no es significa 

tivo en el 	 caso de agua tratada. 

2.7.3.2 	 Aparatos 

2.7.3.2.1 	Turbidfmetro que consiste en un Nefel6metro con una fuente de luz pa 
ra iluminar la muestra y uno o m~s detectores fotoel~ctricos con un 
mecanismo de lectura que indica la intensidad de la luz esparcida en 
900 a la trayectoria de luz incidente. Usar un turbidfmetro de tal 
disefo que poca luz que se ha dispersado le llegue al detector en la 
ausencia de turbidez y libre de desviaciones significativas despu6s 
de un perfodo corto de calentamiento. La sensibilidad del instrumen
to 	permitirA detectar diferencias de turbidez de 0.02 NTU (unidades 
de 	 turbidez Nefelom~tricas) o menos en aguas con una turbidez de 1 
NTU con un rango de 0 a 40 NTU. Se necesitan diferentes rangos para 
obtener un cubrimiento adecuado y una sensibilidad suficiente para 
valores bajos de turbidez. 

Diferencias en el diseio del turbidfmetro causan diferencias en los 
valores medidos de turbidez aunque se use la misma medida para cali
 
brar. Para 	minimizar tales diferencias observar el criterio de dise 
ho 	siguiente:
 

1) 	La fuente de luz - Limpara de Filamento de Tungsteno operada a 
una temperatura de color entre 2,200 y 3,000'K. 

2) 	La distancia atravesada por luz incidente y luz esparcida dentro
 
del tubo de muestra. El total no debe exceder 10 cm.
 

3) Angulo de aceptaci6n de luz por el detector. Centrado a 900 de la
 
trayectoria de la luz incidente y sin exceder +30*de 900. El de
tector y sistema de filtro, si se usa, debe tener una maxima res
puesta espectral entre 400 y 600 nm.
 

2.7.3.2.2 	Tubos de muestra de vidrio claro incoloro: Mantener los tubos escru 
pulosamente limpios, por deintro y por fuera y hay que descartarlos 
cuando se han rayado. Nunza manejarlos donde la luz los alcanza. 
Usar tubos 	que tencan una longitud extrasuficiente, o con una cubier
 
ta 	protectora, para que puedan ser manejados apropiadamente. Llenar 
los tubos con muestras y est6ndares que han sido bien agitados y de 
jar suficiente tiempo para que puedan escapar las burbujas.
 

2.7.3.3 	 Reactivos
 

2.7.3.3.1 	Agua libre de turbidez: Agua libre de turbidez es dificil de obtener. 
El m6todo siguiente es satisfactorio para turbidez tan baja como 
0.02 NTU.
 

Pasar agua 	destilada a trav6s de un filtro de membrana que tenga po
ros con el 	 tamaho preciso de 0.2 um; un filtro de mermbrana que nor
iplmente se usa para examenes bacteriol6gicos no es satIsfactorio. 
Enjuagar el frasco de recolecci6n por lo menor dos veces con agua 
filtrada y 	descartar los 200 mL siguientes. Algunas aguas desminera

- 63 



lizadas embotelladas comercialmente estgn casi libres de partfculas.
Estas se pueden usar cuando su turbidez es m6s baja de la que se 
ha
podido obtener en el laboratorio. Diluir las muestras a una turbidez 
no menor de I con agua destilada. 

2.7.3.3.2 Suspensi6n de turbidez existente:
 

1) Soluci6n I. Disolver 1.0 g de sulfato de hidrozina, (NH2)2.H2S04 ,
en 	agua destilada y diluir a 100 mL en 
un 	frasco volum6trico.
 

2) 	Soluci6n II. Disolver 10.00 g de hexametlenitetramina (CH2)6N4 ,
 en agua destilada y diluir a 100 mL 
en 	un frasco volum~trico.
 

3) 	En un frasco volum6trico de 100 mL mezclar 5.0 mL de la soluci6n
 
I y 5.0 mL de la soluci6n II.Dejarlo por 24 h a 25+3°C, diluirlo
 
a la marca y mezclarlo. La turbidez de la suspensi6n es 400 NTU.
 

4) Preparar las soluciones y suspensiones mensualmente.
 

2.7.3.3.3 Suspensi6n de turbidez estgndar: 
Diluir 10.00 mL de la suspensi6n

de 	turbidez existente a 100 mL 
con agua libre de turbidez. Preparar

la a diario. La turbidez de esta suspensi6n se define coma 40 NTU.

2.7.3.3.4 Estdndares alternos:Como una alternativa a preparar y diluir forma
zina, usar estAndares comerciales disponibles tales como granos de
e,tireno de divinilbenzeno si se ha demostrado que son equivalentes 
a fornazina reci6n preparada. 

2.7.3.3.5 Estgndares de turbidez dilufdos: 
Diluir porciones de suspensi6n de
 
turbidez estindar con agua libre de turbidez 
como sea requerido.

Prepararlo a diario. 

2.7.3.4 Procedimiento
 

2.7.3.4.1 Calibraci6n del turbidfmetro: Seguir las instrucciones de operaci6n

del fabricante. Si falta una escala precalibrada preparar curvas de
calibraci6n para cada rango del instrumento. Revisar la precisi6n

de cada escala de calibraci6n provefda en un instrumento precalibra

do 	usando estAndares apropiados. Usar por lo menos un estgndar 
 en
cada rango de instrumento que se usarg. Asegurarse que el turbidime 
tro d6 lecturas estables en 
todos los rangos de sensibilidad usados.
Es 	 posible que valores altos de turbidez determinadas por medidas
directas difieran apreciablemente de 6sas determinadas por la t6cni 
ca 	de diluci6n. 

2.7.3.4.2 Medida de turbidez menor 	 Agitar la muestra Esperarde 	 40 NTU: bien.
hasta que desaparezcan las burbujas de aire y verter la 	muestra en 
el 	tubo turbidfmetro. Cuando sea posible verter la muestra agitada
en 	 un tubo turbidfmetro y sumergirla en un baho uitras6nico de I a2 s, lo que causa un escape de burbujas completo. Leer la turbidez
directamente de la escala dei instrumento o de una curva de calibra 
ci6n apropiada. 
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2.7.3.4.3 	Medida de turbidez arriba de 40 NTU: Diluir la muestra con uno 6 mas
 
volOmenes de agua libre de turbidez hasta que la turbidez sea entre
 
30 y 40 NTU. Deteiminar la turbidez de la muestra original con la
 
turbidez de la muestra diluida y el factor de diluci6n.
 

Por ejemplo si cinco volimenes de agua libre de turbidez se agregan
 
a un volumen de muestra y la muestra dilufda indica una turbidez de
 
30 NTU, entonces la turbidez de la muestra original era de 180 NTU.
 

2.7.3.4.4 	Calibrar el monitor contfnuo de turbidez para valores bajos de tur
bidez determinando la turbidez del agua que le estj entrando o sa
liendo usando un turbidimetro modelo de laboratorio. Cuando esto no
 
es posible usar un est6ndar de turbidez diluldo apropiado (Secci6n
 
2.7.3.3.5). Para valores de turbidez arriba de 40 NTU usar una solu
 
ci6n existente dilufda.
 

2.7.3.5 	 Cdlculo
 

Unidades de turbidez nefelomtricas (NTU) = A x (B + C)
 
C 

donde: 

A = NTU encontrado en la muestra dilufda
 

B = Volumen del agua de diluci6n, mL
 

C = Volumen de la muestra tomando para la diluci6n, mL.
 

2.7.3.6 	 Interpretaci6n de resultados
 

Reportar la lectura de turbidez de la siguiente manera:
 

Rango de Turbidez 	 Reportar el NTU m~s cercano
 

NTU
 

0-1.0 	 0.05
 

1-10 	 0.1 

10-40 	 1 

40-100 	 5
 

100-400 	 10 

400-1000 	 50
 

> 1000 	 100 

Para comparaci6n de eficiencia de tratamiento de agua, estimar la 
turbidez mds cerca de lo que se especifica arriba. Debido a incerti 
dumbres y discrepancias en las medidas de turbidez, es improbable
 
que dos o mds laboratorios dupliquen resultados de la misma muestra
 
m~s cerca de lo especificado.
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3 	 EXAMENES DE CALIDAD QUIMICA
 

3.1 	 Alcalinidad
 

La alcalinidad de un agua es su capacidad de neutralizar Acidos. Es la
 
suma de todas las bases de titulaci6n. El valor medido puede variar
 
muy significativamente con el pH del punto final utilizado. La alcali
 
nidad es una medida de una propiedad agregada de agua y puede ser in
terpretada en t~rminos de sustancias especificas solo cuando se cono
ce la composici6n quimica de la muestra.
 

La alcalinidad es significativa en muchos usos y tratamientos deaguas

naturales y aguas negras. Porque la alcalinidad de muchas aguas de su
 
perficie es primordialmente una funci6n de carbonato, bicarbonafo y

contenido de hidr6xido, se toma como una indicaci6n de la concentra
ci6n de estos constituyentes. Los valores medidos tambi6n pueden in
cluir contribuciones de boratos, fosfatos, silicatos u otras bases
 
si 6stas estan presentes. La alcalinidad con exceso de concentraci6n
 
de tierra metal alcalino, es significante para determinar la convenien
 
cia de un agua para irrigaci6n. Medidas de alcalinidad son usadas en,

la interpretaci6n y control de procesos de tratamiento de agua yaguas 
negras. Las aguas negras crudas residenciales tienen una alcalinidad
 
menor que, 6 solo un poco mayor que, el agua de abastecimiento. Diges
 
tores anaer6bicos que est6n operando apropiadamente tipicamente tienen
 
alcalinidades espumosas en el rango de 2000 a 4000 mg de carbonato de
 
calcio tCaC03/L)..
 

3.1.1 	 Discusi6n General
 

3.1.1.1 	 Principio: lones hidr6xidos presentes en una muestra como resultado
 
de disociaci6n o hidr6lisis de solutos reaccionan con adiciones 
 de
 
Scido estdndar. Por eso la alcalinidad depende de pH del punto final
 
usado.
 

Para muestras de alcalinidad baja (menos de 20 mg CaCO 3/L), usar una
 
t~cnica de extrapolaci6n basada en la proporcionalidad cercana de con
 
centraciones de iones de hidr6geno a exceso de titulante m~s alla del
 
punto de 	 equivalencia. 

3.1.1.2 	 Punto Final: Cuando la alcalinidad se debe completamente al contenido
 
de carbonato y bicarbonato, el pH en el punto de equivalencia de la
 
titulaci6n se determina para la concentraci6n de bi6xido de carbono
 
(C02) en esa etapa. La concentraci6n de CO? depende a la vez de las
 
especies de carbonato totales presentes originalmente y cualquier pdr

dida que se ocurre durante la titulaci6n. Los valores siguientes de
 
pH se sugieren como los puntos de equivalencia para las concentracio
nes de alcalinidad correspondientes como miligramos de CaC0 3 por li
tro. Alcalinidad Fenolftaleina es el t6rmino tradicionalmente usado
 
para la cantidad medida por titulaci6n a pH 8.3 independiente del in
 
dicador de color, si es que hay, usado en la determinaci6n. Los cam
bios de color bien marcados del punto final producidos por metacresol
 
morado (pH 8.3) ybromocresol verde (pH 4.5) hacen que estos indicado
 
res sean apropiados para la titulaci6n de alcalinidad.
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Valores de pH del Punto Final 

Alcalinidad Alcalinidad
 
Total Fenolftleina
 

Alcalinidad,
 

mg CaCO3/L:
 

30 4.9 8.3 
150 4.6 8.3 
500 4.3 8.3 

Silicatos, Fosfatos
 
sabidos o sospecha
dos 4.5 8.3
 

Andlisis de rutina 6
 
autom~ti cos 
 4.5 8.3
 

Desperdicio Industrial
 
6 sistema complejo 4.5 8.3
 

3.1.1.3 Interferencias: Jabones, materia grasosa, s6lidos suspendidos, 6 pre
cipitados pueden ocluir el electrodo de vidrio y causar una respuesta

lenta. Dejar pasar tiempo adicional entre adiciones de titulante (co

lorante) para que el electrodo llegue al equilibrio 6 limpiar los elec

trodos ocasionalmente. No filtrar, diluir, concentrar 6 alterar 
 la
 
muestra.
 

3.1.1.4 
Selecci6n de m6todo. Determinar la alcalinidad de la muestra del volu
 
men del Acido est~ndar requerido para titular una porci6n a un pH de
signado segin se indica en la Secci6n 3.1.1.2. Titular a la temperatu

ra ambiental con un medidor de pH calibrado apropiadamente 6 un tituTa
 
dor operado electricamente, 6 usar indicadores de color.
 

Reportar la alcalinidad menor de 20 mg de CaCO3/L s6lo si 
ha sido de
terminado por el m~todo de alcalinidad baja descrita en la Secci6n 
3.1.4.4. Construir una curva de titulaci6n para la regulaci6n de 
reac 
tivos. Los indicadores de color pueden ser usados para titulaciones 
de rutina y de control en la ausercia de color de interferencia y tur 
bidez y para titulaciones preliminares para seleccionar el tama~o dfe
 
la muestra y la concentraci6n del titulante.
 

3.1.1.5 Tamaho de la muestra: Usar un 
volumen de titulante suficientemente
 
grande para obtener una buena precisi6n volumdtrica y un volumen de
 
muestra suficientemente pequehio para pernitir qua el punto final 
sea

claro. Para muestras de alcalinidad con concentraciones arriba de 1000
 
mg CaCO 3/L, seleccionar un volumen que contenga una alcalinidad equi
valente a menos de 250 mg CaCO 3/L, y titular con cido
C.02N 6 0.0N 
sulfurico 6 Scido clorhidrico. Para muestras de alcalinidad con con
centraciones menores de 1000 ma CaCO3/L, seleccionar un volumen que
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contenga 	una alcalinidad equivalente a menos de 50 mg CaCO 3/L, y titu
 
tar con 0.02 N 6 0.01 N acido sulfirico 6 Scido clorhfdrico. Para el
 
mdtodo de alcalinidad baja, titular 200 mL de muestra con 0.02 N H2SO 4
 
con una bureta de 10 mL.
 

3.1.1.6 	Muestreo y almacenamiento: Colectar muestras en botellas de polietile
 
no 6 vidrio borosilicato y almacenarlos a baja temperatura. Llenar t'o
 
talmente las botellas y cerrarlas fuertemente. Porque las muestras de
 
desperdicios pueden estar sujetas a la acci6n microbiana y a la p6rdi
da o ganancia de C02 u otros gases cuando son expuestas al aire, ana
lizar las muestras sin p6rdida de tiempo, preferiblemente dentro de
 
un dfa. Si se sospecha actividad biol6gica, analizar dentro de un pe
riodo de 	6 horas.
 

Evitar la agitaci6n de la muestra y exposici6n prolongada al aire. 

3.1.2 	 Aparatos
 

3.1.2.1 	 Titulador electromtrico: Usar cualquier medidor de pH comercial 6 un
 
titulador operado electricamente que use un electrodo de vidrio y que

pueda ser leido hasta unidad 0.05 de pH. Estandarizar y calibrar de
 
acuerdo a instrucciones del fabricante. Poner atenci6n especial a la 
compensaci6n de temperatura y al cuidado del electrodo. Si se prono 

vee compensaci6n de temperatura automAtica, titular a 25 + 50C.
 

3.1.2.2 	Vasija de titulaci6n: El tamaho y forma dependerdn de los electrodos
 
y el tamaho de la muestra. Mantener el espacio libre arriba de la
 
muestra lo m6s pequeo que sea prictico, pero dejar espacio para el
 
titulante y la inmersi6n completa de las porciones indicadoras de los
 
electrodos. Para los elect-odos de tamao convencional, usar un fras
co Berzelius de forma alta de 200 mL que no tenga pico. Usar el fras
 
co con 
un tap6n que tenga tres hoyos, para acomodar los dos electro-
dos y la bureta. Con un electrodo miniatura de combinaci6n vidrio-re
ferencia usar un frasco erlenmeyer de 125 mL a 250 mL con un tap6n de
 
dos hoyos.
 

3.1.2.3 	Agitador magnftico
 

3.1.2.4 	 Pipetas volum6tricas
 

3.1.2.5 	 Frascos, volum~tricos, 1000-, 200-, 100- mL
 

3.1.2.6 	Buretas, vidrio borosilicato, 50-, 25-, 10- mL
 

3.1.2.7 	 Botella de "Poliolefin", I-L
 

3.1.3 	 Reactivos
 

3.1.3.1 	 Soluci6n de carbonato de sodio, aproximadamente 0.05N: Secar 3 a 5 g

de estAndar primario de Na2CO 3 a 250 0C por 4 horas y enfriarlo en un
 
desecador. Pesar 2.5 + 0.2 g (al mg m6s cercano), transferirlo a un
 
frasco volum~trico de I L, llenar el frasco hasta la marca con 
 agua

destilada y disolver y mezclar el reactivo; no mantenerlo por m~s de
 
una semana.
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3.1.3.2 	Acido sulf~rico estgndar 6 Scido clorhidrico estgndar (HC1), O.IN: 
Preparar la soluci6n Scida de normalidad aproximada. Estandarizar con 
tra 40.0 mL de una soluci6n 0.05 N Na2CO3, con + 60 mL de agua, en un 
frasco titulando potenciom6tricamente a un pH cerca de 5. Sacar los
 
electrodos, enjuagar en el mismo frasco y hervir suavemente por 3 a 5

minutos bajo una cubierta de vidrio de reloj. Enfriarlo a la tempera
tura ambiental, enjuagar la cubierta de vidrio en el frasco y 	termi
nar de titular al 
punto de 	inflexi6n de pH. Calcular Ia normalidad:
 

Normalidad, N = A x B 
53.00 x 	C
 

donde:
 

A = Na2CO3 pesado en un frasco de I L, g 
B = mL de la soluci6n Na2CO3 tomada para la titulaci6n 

C = mL de Scido usados 

Usar la normalidad medida en los c6lculos 6 ajustar a 0.10 N, 1 mL
 
O.10Nsoluci6n = 5.00 mg CaC03. 

3.1.3.3 	Acido sulf6rico estdndar o Acido clorhidrico, 0.02 N: Diluir a 200 mL 
0.01 N Scido estgndar a 1000 mL con agua destilada 6 desionizada. Es
tandarizar por medio de la titulaci6n potenciam6trica de 15.00 mL de 
0.05N Na2CO3 de acuerdo con el procedimiento descrito en la Secci6n 
3.1.3.2; 1 mL= 1.00 mg CaCO 3. 

3.1.3.4 	Soluci6n de indicador de Bromocresol verde, indicador de pH 4.5: Di
luir 100 mg de Bromocresol verde,.sal sodio, en 
100 mL de agua desti
lada.
 

3.1.3.5 
 Soluci6n indicado-a metacresol morado, indicador de pH 8.3: Dilsolver
 

100 mg de metacresol morado en 100 mL de agua.
 

3.1.3.6 	Soluci6n Fenolftaleina alcoh6lica, indicador pH 8.3.
 

3.1.3.7 	Tiosulfato de sodio O.1M: Disolver 25g, Na2S203, 5H20 y diluir a 1000
 
mL con agua destilaia.
 

3.1.4 	 Procedimiento
 

3.1.4.1 	 Cambio de color: Seleccionar el tamaFio de la muestra y la normalidad
 
del titulante de acuerdo al criterio de la Secci6n 3.1.1.5. Ajustar

la muestra a la temperatura ambiental, si es necesario, y con una pi
peta descargar la muestra en un frasco erlenmeyer mientras se mantie
ne la punta de la pipeta cerca del fondo del frasco. Si hay cloro re
sidual libre presente agregar 0.05 mL (1 gota) 0.1 M de soluci6n de
 
Na2S203 6 destruirla con radiaci6n ultravioleta. Agregar 0.2 mL (5 go

tas) de soluci6n indicadora y titular sobre una supeyficie blanca has 
ta un cambio de color persistente caracterfstico d&l punto de equi
valencia. Soluciones indicadoras comerciales 6 s6lidos designados pa
 
ra el rango de pH apropiado (3.7 6 8.3) pueden ser usados. Examinar
 
el color al punto final agregando la misma concentracifn de indicador
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usado con la muestra a una soluci6n amortiguadora al pH designado.
 

3.1.4.2 	 Curva de titulaci6n potenciom~trica:
 

3.1.4.2.1 	 Enjuagar los electrodos y la vasija de titulaci6n con agua destila
 
da y drenar. Seleccionar el tamahio de las muestras y la normalidad
 
del titulante de acuerdo al criterio de la Secci6n 3.1.1.5. Ajustar

la muestra a la temperatura ambiental, la muestra mientras se man
tiene la punta de la pipeta cerca del fondo de la vasija de titula
 
ciones.
 

3.1.4.2.2 	 Medir el 
pH de la muestra. Agregar 	Scido est~ndar en incrementos
 
de 0.5 mL 6 menos, de tal forma que un carbio de menos de 0.2 uni
dades de pH ocurra con cada incremento. Despu6s de cada adici6n
 
mezclarlo bien pero suavemente con un agitador magn6tico. Evitar
 
salpicaduras. Apuntar el pH cuando se obtenga una lectura constan
te. Continuar agregando titulante y medir el pH hasta que se alcan
 
ce el pH 4.5 6 m~s abajo. Construir la curva de titulaci6n postean

do los valores de pH observados contra los mililitros acumulativos
 
del titulante agregado. Se debe obtener una curva suave con una 6
 
m~s inflecciones. Una curva Sspera 6 err~tica pur , indicar que no
 
se alcanz6 equilibrio entre las adicionEs sucesivas de 6cido. 
 De
terminar la alcalinidad relativa a un pH en particular a pertir de
 
la curva. No filtrar, diluir, concentrar 6 alterar la muest,'a.
 

3.1.4.3 	 Titulaci6n potenciom~trica a un pH preseleccionado: Deterrninar el
 
pH apropiado del punto final de acuerdo a la Secci6n 3.1.1.2. Pre
parar la muestra y aparatos de titulaci6n. Titular al pH del punto

final, sin reportar los pH de valor intermedio y sin retrazo. Con
forme se acerque al punto final hacer adici3ne3 m~s pequefias de
 
Scido y asegurar que se ha llegado al pH de equilibrio antes de
 
agregar m~s titulante.
 

3.1.4.4 	 Titulaci6n potenciom6trica de alcalinidad baja: Para alcalinidades
 
menores de 20 mg/L, titular 100 a 200 mL de acuerdo a procedimien
to de la Secci6n 3.1.4.3, iusando una microbureta de 10 mL y 0.02
 
N de soluci6n Scida est~ndar. Parar la titulaci6n en un pH de ran
go entre 4.3 a 4.7 reportar el volumen y pH exacto. Cuidadosamente
 
agregar titulante adicional para reducir el pl exa,amente 0.30
 
unidad pH y 	de nuevo repo-tar el volumen.
 

3.1.5 	 C6Iculo
 

3.1.5.1 	 Titulaci6n potenciom6trica a pH del punto final:
 

Alcalinidad, mg CaCO3/L = A x N x 50,000 
Volumen de muestra, mL 

A = Volumen 	de 6cido est~ndar usado, mL
 
N = Normalidad de Scido est~ndar 

6
 

Alcalinidad, mg CaCO3/L 	 A x t x1000
 
Volumen de muestra, mL
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donde:
 

t - Concentraci6n de Scido estgndar, mg CaCO3/mL
 

Reportar el pH del punto final usado de la siguiente manera: 

"La alcalinidad a pH = mg CaC03/L", e indi
car claramente si este pH corresponde a un punto de inflexi6n de 
la curva de titulaci6n. 

3.1.5.2 Titulaci6n potenciom~trica de alcalinidad baja:
 

Alcalinidad total, mg CaC0 3/mL
 

= 	(2 B - C) x N x 50000 
Volumen de muestra, mL 

donde:
 

B = Volumen de titulante del primer pH grabado, mL 
C = Volumen total de titulante en alcanzar pH 0.3 unidad baja, mL 

N 	= Normalidad del Scido.
 

3.1.5.3 C9Iculo de relaciones de alcalinidad:
 

Los resultados obrenidos de las determinaciones di alcalinidad fe 
nolfteleina y total ofrecen un medio de clasificaci6n estequiom6e
trica de las 3 formas principales de alcalinidad presente en mu
chas aguas. La clasificaci6n atribuye la alcalinidad entera a bi
carbonato, carbonato, e hidr6xido y asume la ausencia de otros
 
6cidos d~biles orginicos 6 irorgnicos tales como Scidos silicos,
 
fosf6ricos y boricos. Presupone m~s la incompatibilidad de alcali 
nidades de hidr6xido y bicarbonato. Porque los c6lculos se hacen 
en base de concentraciones de iones en el sentido m~s estricto no 
estAn representados en los resultados. los cuales pueden diferir 
significativamente de las concentraciones actuales especialmente 
en 	pH 10. De acuerdo con este esquema.
 

1)	Alcalinidad de carbonato (C03 2-) estS presente cuando la alca
linidad fenolftaleina no es cero pero es menos que la alcalini
 
dad total.
 

2)	Alcalinidad de hidr6xido (OH-) estS presente i la alcalinidad
 
fenolftaleina es m~s de la mitad de la alcalinidad total.
 

3)Alcalinidad de bicarbonato (HC0 3-) estS presente si la alcali
nidad fenolftaleina es menos de la mitad de la alcalinidad to 
tal. Estas relaciores pueden ser calculadas por el esquema siC 
guiente donde "P"representa alcalinidad fenolftaleina y "T" 
es alcalinidad total (ver la Secci6n 3.1.1.2). 

Seleccionar el valor mAs bajo de P 6 (T-P). Entonces la alcalini
dad de carbonato iguala 2 veces el valor mAs bajo. Cuando el valor
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mrs bajo es P, el balance (T-2P) es bicarbonato. Cuando el valor
 
mas pequeho es (T-P), el balance (2F-T) es hidr(.:'do. Todos los
 
resultados estan expresados como CaC03. La conversi6n matem~tica
 
de los resul'.ados se ve en el Cuadro 3.1.
 

Cuadro 3.1. Relaciones de Alcalinidad*
 

Resultado Alcal inidad Alcalinidad Concentraci6n 
de la Hidr6xida de Carbonato Bicarbonato 
Titulaci6n como CaC03 como CaC03 como CaC03 

P=O 0 0 T 
P < 1/2 T 0 2 P T - 2 P 

P = 1/2 T 0 2 P 0
 

P > 1/2 T 2 P - T 2 (T-P) 0 

P=T T 0 0 

*Clave: P - Alcalinidad Fenolftaleina; T - Alcalinidad Total 

Las relaciones de alcalinidad tambidn pueden ser computados nomogr_

ficamente. Medir con exactitud el pH, calcular la concentraci6n de 
OH como miligramos de CaC03 por litro, y calcular la concentraci6n 
de C032- y HCO"por litro, y calcular la concentraci6n de C032- y
HCO 3- como miligramos de CaCO 3 por litro de la concentraci6n de OH-. 
Calcular las alcalinidades fenolftaleina total por medio de la si
guiente ecuaci6n:
 

(032- = 2 P - 2[OH-] 

HC03- = T - ? P + [OH-]
 

Similarmente, si se -xperimenta dificultad con el punto final de 
Fenolftaleina, 6 si se quiere revisar la titulaci6n de Fenolftalei 
na, calcular la alcalinidad Fenolftaleina como CaCO 3 a partir de
los resultados de las determinaciones nomogr6ficas de concentracio
 
nes de iones de carbonato e hidr6xido:
 

P = 1/2 [ C032- ] + [ OH-] 
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Figura 3.1. 
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3.2 Demanda Bioquimica de OxIgeno
 

La Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) es un ensayo en donde se usan
 
los procedimientos tipicos de laboratorio a determinar los requisitos
 
relativos de oxigeno para aguas negras y aguas contaminadas.
 

El ensayo mide el oxTgeno requerido para la degradaci6n bioquimica 
(biol6gica) de materiales org~nicos (demanda carb6nica), y el oxige
no gastado en la oxidaci6n de materia inorgnica como sulfuros y hie 
rro ferroso. Tambi~n este ensayo mide el oxigeno gastado para redu-
cir nitr6geno, si no se introduce un inhibidor para evitar el consu
mo de oxigeno por nitr6geno.
 

El m6todo consiste en poner la muestra en una botella de muestra,
 
bi~n cerrada e incubarla bajo condiciones especfficas, durante un 
tiempo fijado. Para obtener el valor de DBO, se mide el oxfgeno di
suelto a la iniciaci6n y al fin de incubaci6n. 

El DBO es calculado de la diferencia entre el valor inicial y el va
lor final de oxigeno disuelto. 

El tamaho de la botella, la temperatura de la incubaci6n y el perfo
do de incubaci6n son los controles especfficos del ensayo. La iiayo 
ra de aguas negras 6 aguas bien contaminadas contienen una abundan
 
cia de materiales que demandan oxfgeno. Entonces, es necesario di
luir la muestra antes de incubarla para obtener un balance propio en
 
tre la demanda y la provisi6n de oxigeno. 

Los nutrientes de las bacterias, como nitr6geno, fosfato y otros me
tales en pequefias concentraciones, son agregados al agua de diluci6n
 
que es amortiguada para asegurar que el pH de la muestra queda on un 
rango apropiado para el crecimiento de las bacterias. 

Es importante medir la demanda de oxigeno carb6nica, y la de nitr6ge 
no separados, para obtener un valor de PBO que es significante. Para 
este fin se usa un inhibidor quimico de oxidaci6n de nitr6geno. La 
extensi6n de oxidaci6n de materia nitrogenada, durante un perfodo de
 
cinco dias de ircubaci6n, depende de la presencia de micro-organis
mos que tienen la capacidad de llevar a cabo este tipo de oxidaci6n. 
Es recomendado inhibir la nitrificaci6n en casos de muestras de 
aguas contaminadas. 

El m~todo de laboratorio para medir DBO que se describirA contiene 
un control para el agua de diluci6n y tambi6n un blanco de agua de 
diluci6n. El control de agua de diluci6n se usa para determinar la 
aceptabilidad de un jueoo especifico de agua de diluci6n antes de 
usarlo para el anglisis de DBO. Aguas de diluci6n sembradas son exa
minadas para su calidad, usando una mezcla org6nica conocida (normal 
mente glucosa y jcido de glut~mico) prra medir el consumo de oxigeno. 

Se hace el blanco de agua de diluci6n al mismo tiempo que se anali
zan las muestras. Este procesamiento provee un seguro de control de
 
calidad al agua de diluci6n, y tambidn para la limpieza de las bote-

Ilas de DBO.
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3.2.1 Muestreo y Almacenamiento
 

Muestras de DBO para anglisis se deterioran bastante r6pido durante
el almacenaiiiento entre el 
tiempo de colecci6n y de anglisis, resul
tando en valores de DBO muy bajos. Disminuir la reducci6n de DBO ha
ciendo el anglisis inmediatamente 6 enfriando la muestra hasta eT
punto de congelaci6n durante el 
tiempo de almacenamiento. Sin embar
 go, ain si 
se mantiene la muestra en punto de congelaci6n debe hacerse el 
anglisis lo m6s pronto posible. Antes de empezar el 
anglisis, la muestra debe estar a una 
tewperatura de 200C.
 
3.2.1.1 Muestras individuales: Si 
se analiza la muestra dentro de dos horas
despues de tomarla, no es necesario enfriar la muestra. Si 
no se em
pieza a analizar la muestra dentro de dos horas, mantenga la 
 muestra a/6 bajo de 40C. En este caso es necesario empezar el anglisis
dentro de seis horas. Si no es 
posible analizar la muestra 
 dentro
de seis horas, guardarla a/6 bajo de 4°C y anotar este hecho en los
resultados, en la hoja de andlisis. Anotar la duraci6n de almacenamiento y la temperatura de almacenamiento. En ninguln 
caso de puede


empezar el anflisis de DBO despu~s de 24 horas.
 
3.2.1.2 
 Muestras compuestas: Mantener las muestras a/6 bajo de 4°C durante


el procesamiento de composici6n (uni6n). Limitar el 
tiempo de compo
sici6n a 24 horas. Usar los mismos criterios para almacenar estas
muestras que las de las muestras individuales.
 

Empezar la medici6n de tiempo de almacenamiento desde el final del
tiempo de composici6n. Reportar tiempo de almacenamiento v las 
condiciones de almacenamiento con 
los resultados.
 

3.2.2 Aparatos
 

3.2.2.1 
 Botellas de incubaci6n. 
250,mL a 300 mL de capacidad, con tapones
 
de vidrio esmerilado,.
 

Lavar las botellas con detergEnte, enjuagarlas bien y drenarlas 
 an
tes de usar. Como una precauci6n contra inhalaci6n de aire en labotellas de diluci6n durante la incubaci6n, usar un sello de agua.
Se puede obtener un sello de agua satisfactorio, si se invierten las
botellas en el incubador de baho de agua 5 agregar agua a la bocade
las botellas especiales de DBO. Poner una 
taza o tapadera de pl.sti
co o ae 
papel encima de la boca de la botella para evitar evaporacT6n

durante la incubaci6n.
 

3.2.2.2 Incubador de aire 6 bao de agua: El 
incubador debe estar regulado

termost~ticamente a 200C + 10C. Excluir del todo la luz para evitar
la posibilidad de produccT6n fotosint~tica de oxfgeno disuelto.
 

3.2.3 Reactivos
 

Soluci6n amortiguadora de fosfato: Disolver 8.5 g KH
2PO4, 21.75 g
K2HP04 , 33.4 g Na2HP047H20, y 1.7 a 
NH4CI en 500 mL de agua destila
da y diluir la solucion hasta un litro. El 
pH debe ser 7.2, sin ha-cer ning6n ajuste. Eliminar el 
reactivo si hay cualquier indicaci6n
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de crecimiento biol6gico en la botelia de reactivo existente.
 
3.2.3.2 
 Soluci6n amortiguadora de sulfato de magnesio: Disolver 22.5 g de
MgS04 •7H20 en agua destilada y diluir hasta un litro.
 
3.2.3.3 	 Soluci6n de cloruro de calcio: 
Disolver 27.5 g de CaCl2 en agua des
tilada y diluirlo hasta 
un litro.
 
3.2.3.4 
 Soluci6n de cloruro f6rrico: Disolver 0.25 de FeCi 3 •6H20 en agua
destilada y diluirlo hasta 
un litro.
 
3.2.3.5 
 Soluciones jcidas y alcalinas, IN. Para la neutralizaci6n de 
muestras ca6sticas y 6cidas de desperdicio.
 
3.2.3.6 
 Soluci6n de sulfito de sodio 0.025N: Disolver 1.575 g Na2SO3 en 1000
rL de agua destilada. Esta soluci6n no es 
eztable, prepararla a dia
rio.
 
3.2.3.7 
 Inhibidor de nitrificaci6n: Piridina 2 -cloro 6 tricloro- metil.
 
3.2.3.8 
 Soiuci6n de glucosa-Scido glut6mico: Secar glucos'a de calidad 
 de
reactivo y jcido glut~mico de calidad de reactive 
ra. a 103 0C por 1 ho-
Agregar 150 mg de glucosa y 150 mg de 5cido glutgmico a 
 agua
destilada y diluir hasta I litro. Prepararla inmediatamente 
 antes
de usarla.
 

3.2.4 
 Procedimiento
 

3.2.4.1 	 Preparaci6n del agua de diluci6n: Poner el volumen deseado de agua
en 
una botella adecuada y agregar 1 mL de amortiguador fosfato,
mL de MgS04 , 	 I
I mL de CaCI 2 y I mL de FeCl 3/L ie agua. Sembrar
agua de diluci6n, si 	 el
se quiere, de la forma descrita en l. Secci6n
3.2.4.4. Probar y almacenar el agua de diluci6n como se describe en
las Secciones 3.2.4.2 y 3.2.4.3 para siempre tener a 
mano agua
cal idad asegurada.	 de
 

3.2.4.2 	 Prueba del 
agua de diluci6n: Usar este procedimiento como una prueba aproximada de la calidad del agua de diluci6n. Si el 
agua de diluci6n no 	ha sido almacenada para mejorar la 
calidad, agregar suficiente material de siembra para producir un aumento de OD (oxigeno
disuelto) de 0.05 a 0.1 mg/L en 5 dfas a 200C. No sembrar el 
 agua
de diluci6n que ha sido almacenada para mejorar su calidad. Incubar
una 
botella de DBO Ilena de agua de diluci6n por 5 dfas a 20-C. Determinar el OD inicial y final 
como se describe en las Secciones
3.2.4.7 y 	3.2.4.10. El aumento de OD en 5 dias 
a 200C no 	debe ser
 mas de 0.1 ing/L.
 

Si la disminuci6n del oxfgeno de 
una muestra de agua 
es mayor de
0.2 r9g/L, obtener una muestra satisfactoria mejorando la purificaci6n 6 tom~ndola de otra fuente. Alternativamente sibici6n de la oitrificaci6n, almacenar el 
se usa la inhi 

a 200 C hasta qile agua de diluci6n sembradael aumento de oxfgeno es suficientemente reducidapara alcanzar ?l crtterio de prueba del agua de diluci6n. No se re
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comienda el almacenamiento cuando se determinardn las DBO sin la in
hibici6n de la nitrificaci6n porque or-nismos nitrificantes pueden
desarrollarse durante el almacenamiento. Probar el 
agua de diluci6n
almacenada para determinar si queda suficiente amonfaco despu6s del

almacenamiento.
 

Antes del uso ilevar la temperatura del agua de diluci6a a 200 C. Saturar 
con OD sacudiendo en una botella parcialmerte llenada 6 airean
do con 
aire filtrado. Alternativamente, almacenar en botellas tapa-das con algod6n lo suficiente para que el agua 
se sature -?n uyigeno disuelto. Proteger la calidad del agua usando cristalerfa, tuberfa y botellas limpia.'
 

3.2.4.3 Prueba de glucosa-icido glut~mico: 
Debido a que lI prueba DBO es 
un
bioensayo, los resultados. pueden ser influenciados grandemente 
 por
la presencia de sustancias t6xicas 6 por el 
uso de material de siem
bra pobre. Las aguas destiladas frecuentemente estgn contaminadas con
cobre.Alounas muestras sembradas de aguas negras son relativamente

inactivas y siempre se obtienen resultados bajos 
con estas muestras
sembradas y aguas. Perfodicamente se debe examinar la calidad 
 del
agua de diluci6n, la efectividad de la muestra sembrada y la t6cnica
analftica haciendo medidas de DBO en compuestos org~nicos puros. En
general, para la determinaci6n DBO que no requiera una muestra sembrada adaptada, usar una mezcla de 150 mg de glucosa/L y 150 mg
Scido glut~mito/L como una soluci6n de 

de 
prueba est6ndar. La glucosatiene una 
tasa de oxidaci6n excepcionalmente alto y vari~ible, pero
cuando se usa 
con Scido glutgmico, el ritmo de oxidaci6n es 
esLabilizado y es similar al 
que se obtiene de muchos desperdicios munici
pales. Alternativamente, si 
unas aguas negras en particular contiene un constituyente principal 
identificable que contribuye a la DBO,
usar este compuesto en vez de glucosa-Scido glutdmico. Determinar
el DBO de 5 dias 20C de una diluci6n 2% de la soluci6n de prueba
est~ndar de glucosa-&cido glut~mico usando las t6cnicas descritasen las Secciones 3.2.4.4 a, 3.2.4.10. Si el 
valor de la prueba de
5 dfas 20%C de DBO estS fuera del 
ranoo de 200 + 37 mg/L, rechazar
cualesquiera determinaciones DBO hecha con 
la muestra sembrada y
agua de diluci6n y buscar la 
causa del problema.
 

3.2.4.4 Sembrado: Es nece.ario tener presente a una poblaci6n de microorganismos capaces de o"idar la materia org~nica biodegradable en
muestra. Las aguas negras domsticas 
Ia 

efluentes no clorinadas 6desinfectadas de cualquie)a otra manera de plantas de desperdicio 
no 

biol~gico o aguas do superficie que reciban descargas de aguas negras contienen poblaciones microbiales satisfactorias. Algunas mues
tras no contienen poblaciones microbiales suficientes (por ejemploalgunos desperdicis de temperatura alta 6 desperdicios con 
 valor
de pH extremo). 
Para dichos desperdicios sembrar el 
agua de diluci6n
agregando una poblaci6n de microorganismos. La muestra sembrada 
re
ferida es efluente de 
un sistema de tratamiento biol6gico que proce
sa el desperdicio. Donde 
no se dispone de 6sto, 
usar el sobrenadan-te de aguas neqras ;om~sticas despu~s del asentamiento a 200C por
lo menos 
1 hord pero no m6s de 36 horas.
 

Algunas muestras pueden contener materiales que no son degradados a 
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ritmos normales por los microorganismos en aguas negras asentadas.Sembrar estas muestras con una poblaci6n microbiana adaptada obtenida del efluente no desinfectado de un proceso biol6gico quetratando el desperdicio. En caso 
este

de que falte esta facilidad, obtener la muestra sembrada al agua, aguas abajo (preferiblemente 3 a8 kil6metros del punto de descarga). Cuando tampoco se dispone 
 de
estas fuentes de muestra sembrada, desarrollar una muestra sembradaadaptada en el laboratorio por medio do aireaci6n continua de una
muestra de aguas negras dom6sticas as~ntadas y agregando pequehos
incrementos diarios de desperdicio. Opcionalmente usar una suspensi6n de suelo 6 lodo activado para obtener la poblaci6n microbiana
 
inicial.
 

Determinar la existencia de poblaci6nuna satisfactoria probando elrendimiento de la muestra sembrada en pruebas DBO en la muestra to
tal.
 

Los valores DBO que aumentan con el tiempo de adaptaci6n a un valoralto estable indican la adaptaci6n exitosa de la muestri sembrada.Al hacer las pruebas usar suficiente volumen de muestra sembrada para asegurar n~meros satisfactorios de microorganismos pero no tanto
que la demanda de oxfgeno (DO) de la muestra sembrada en sf sea lamayor parte del 
oxigeno usado durante la incubaci6n.
 

C}terminar el DBO del material de siembra asf como nara cualquier
otra muestra. Este es cuntrol la muestrael de sembrada. Del valorde control de la muestra sembrada y un conocimiento de la diluci6n,determinar la toma de OD de la muestra sembrada. Para determninar la
toma de OD de una muestra total, 
restar la toma de OD de la muestra
sembrada de la toma de OD total. La toma de OD del agua de diluci6n
sembrada debe ser entre 0.6 y 1.0 mg/l.. Las tdcnicas para agregarmaterial de siembra agua deal diluci ,n estAn descritos para dos m6todos de diluci6r de muestra (ver la Secci6n 3.2.4.6). 
3.2.4.5 Pretratamiento de la muestra
 

3.2.4.5.1 Muestras que contienen alcalinidad caustica 6 acidez- Neutralizar
las muestras a pH 6.5 a 7.5 con una soluci6n de Scido sulfu'rico(H2S0 4) 6 hidr6xido de sodi'o (NaOH) de tal 
concentraci6n que la 
can
ti ad de reactivo no diluya la muestra a
m~s del 0.5%. El pH del agua de diluci6n sembrada !iodebe ser afectada por la diluci6n de 
muestra m~s baja. 

3.2.4.5.2 Muestras que contienen compuestos de cloro residual - Si es posibleevitar las muestras que tienen cloro residual haciendo muestreos an
tes de los procesos de clorinaci6n. Si la muestra ha sido clorina-da, pero no hay cloro residual presente detectable, sembrar el agua
de diluci6n (ver la Secci6n 3.2.4.6). No probar muestras clorinadas/desclorinadas sin sembrar el 
agua de diluci6n. En algunas muestras
el cloro se disiparg despu~s de 1 a 2 horas de estar en la luz. Esto ocurra a menudo durante el transporte y manejo de la muestra. Pa
ra las muestras en las cuales el cloro se disipano en un tiempocorto razonable, deshacer el residuo de cloro agregando soluci6r, de 
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Na2SO3. Determinar el volumen requerido de soluci6n Na2SO3 en 
 una
porci6n de 100 
a 1000 mL de muestra neutralizada agregando 10 mL de

1 + 1 de Scido ac~tico 6 1 + 50 H2S04, 10 mL de soluci6n de yoduro

de potasio, KI (10 g/100 mL) y titulando con 0.025 N de soluci6n de

Na2SO3 al punto final de almid6n - yodo. Agregar a la muestri neu
tralizada el 
volumen de soluciun de Na2SO3 determinado por la prueba anterior, mezclar y despu~s de 10 a 20 minutos revisar la 
 mues
 
tra para ver si hay cloro residual. 

3.2.4.5.3 Muestras que contengan otras substancias t6xicas- Ciertos desperdi
cios industriales, por ejemplo, desperdicios de procesos de platina

do corltienen metales t6xicos. Dichas muestras 
a menudo requieren es
 
tudio y tratamiento especial.
 

3.2.4.5.4 Muestras supersaturadas con OD- Las muestras que contienen mas de 9
 
mg OD/L a 200C se pueden encontrar en las aguas frfas 6 en el agua
donde ocurre fotosintosis. Para evitar la pdrdida de oxfgeno duran
te la incubaci6n de dichas muestras, reducir el OD a saturaci6n 
 a
200C Ilevando la muestra a cerca de 200C en 
una botella parcialmen
te llena mientras es 
agitada por medio de sacudidos vigorosos 6 ai
reando con aire comprimido.
 

3.2.4.5.5 Ajuste de la temperatura de la muestra- Llevar las muestras a 20 +
 
10C antes de hacer las diluciones.
 

3.2.4.5.6 Inhibici6n de nitrificaci6n-Si se desea la inhibici6n de la nitri
ficaci6n, agregar 3.33 mg 2-cloro-6-tricloro-metil piridina a ca
da botella antes de tapar 6 agregar cantidades suficientes al agua
de diluci6n para hacer una concentraci6n final de 10 mg/L. Las mues
 
tras que pueden requerir inhibici6n de la nitrificaci6n incluyen,

pero no estin limitados a efluentes biol6gicamente tratados, muestras sembradas de efluentes biol6gicamente tratados y aguas de rfos.
 
Anotar el uso de inhibici6n de nitr6geno y reportar en los resulta
 
dos.
 

3.2.4.6 
 Thcnica de la diluci6n: Las diluciones que resultan en un OD resi
dual de por lo menos 
1 mg/L y una toma de OD de por lo menos 2 mg/L

despuds de 5 dias de incubaci6n poducen los resultedos mds confiables. Hacer varias diluciones de la muestra preparada para obtener
 
toma de OD en este rango. La experiencia con una muestra en particu

lar permitirg el uso de un 
nImeru menor de diluciones. Un iinglisis
mAs rApido, tal como DQO (Demanda Qufmica de Oxfgeno) puede ser co
rrelacionado aproximadamente con DBO y servir como una gufa para se
leccionar las diluciones: 0.0 a 1.0% para desperdicios industriales

fuertes, 1 
a 5% para las aguas negras crudas y asentadas, 5 a 25%
 
para efluente tratado biol6gicamente, y 25 a 1CO% para las 
 aguas

de rio contaminadas.
 

Preparar las diluciones 
en cilindros graduados y despuds transferirlos
 
a las bctellas DBO, 6 prepararlas directamente en las botellas DBO.

Cualquiera de los m6todos de diluci6n r ede ser combinado con cual

quier t6cnica de medida de OD. El 
nimero de botellas que seran pre
paradas para cada diluci6n depende de la t6cnica OD y el nimero de
 
r~plicas que se desea.
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Cuando se 	usen los cilindros graduados para preparar las diluciones,

y _uando se hace necesario sembrar, agregar la muestra sembrada di
rectamente al agua de diluci6n 6 a cilindros individuales antes dela diluci6n. La siembra en cilindros individuales evita una rela
ci6n declinante de la muestra sembrada respecto a la muestra total

conforme se incrementan las diluciones. Cuando las diluciones sepre
paran directamente en las botellas DBO y cuando la siembra es 
necesaria, agregar la muestra sembrada directamente al agua de diluci6n. 

3.2.4.6.1 	Diluciones preparadas en cilindros graduados- Si se usa el m~todo
membrana elactrodo para la medici6n de OD, pasar la mezcla 	 de dilu
ci6n a una botella DBO. Determinar el OD inicidl en esta botella 
-
reemplazar cualquier contenido desplazado con la muestra de diluci6n
 para llenar la botella. Taparla bien, evitar fuaas de agua e incubar
por 5 dfas a 20°C.
 

3.2.4.6.2 	Las diluciones preparada. directamente en las botellas DBO-
 Usando
 
una pipeta volumdtrica da punta ancha, agregar el 
volumen de muestra

deseado a 	botellas individuales DBO, de capacidad conocida. Llenar

las botellas con suficiente agua de diluci6n, sembrada si es necesario, de manera que la inserci6n del tap6n desplace todo el aire,si-n

dejar burbujas. Para las diluciones mayores de 1:100 	hacer una diluci6n primaria en un cilindro graduado antes de hacer la diluci6n fTnal en la botella. Cuando se usen m6todos titrim6tricos yodurom6trT
cos para la medici6n de OD, preparar dos botellas de cada diluci6n-
Determinar el OD inicial en una botella. Tapar la segunda botellabien, sellarla con sello de agua, e incubarla por 5 dfas a 200 C. Si se usa el m~todo de membrana electrodo para la medici6n de OD, solo preparar una botella DBO para cada diluci6n. Determinar el 00 ini
cial en esta botella y reemplazar cualquier contenido desplazadocon agua de diluci6n para llenar la botella. Taparla bien, evitar
fugas de agua e incubarla por 5 dias a 20'C. 

3.2.4.7 	 Determinaci6n del OD Inicial: Si la 
muestra contiene materiales que

reaccionan rapidamente con el OD, determinar el OD inicial inmedia
tamente despu~s de lienar las botellas DBO con la muestra diluida.
Si 61 aumento de OD iniial. rgpida es 
insignificante, el perfodo de
tiempo entre preparar la diluci6r, y medir el OD inicial no es criti 
CO. 

Usar el m6todo membrana electrodo para determinar el OD inicial entodas las diluciones de muestra, blancos de agua de diluci6n y don
de sea apropiado, controles de muestras sembradas.
 

3.2.4.8 	 Blanco de agua de diluci6n: Usar un blanco 	de agua de diluci6n como 
una prueba aproximada de la calidad de agua de diluci6n que no hasido sembrado y de la limpieza de las botellas de incubaci6n. Junto con cada grupo de muestras incubar una botella de agua de diluci6n 
no sembrada. Determinar el OD inicial y final como se describe enlas Secciones 3.2.4.7 y 3.2.4.10.El aumento de OD no debe ser m6s de 
0.1 mg/L. 

3.2.4.9 	 Incubaci6n: Incubar a 20'C + 1°C, las botellas DBO que contienen las 
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diluciones deseadas, controles de semilla, blancos de agua de diluci6n y pruebas de glucosa-Scido glutdmico. Sellar las botellas para
la fuga de agua como se describe en la Secci6n 3.2.4.6.
 

3.2.4.10 	Determiraci6n de OD final: Despu6s de 5 dfas de incubaci6n determinar el OD en las diluciones de muestra, blancos y pruebas 
como en
 
la Secci6n 3.2.4.7.
 

3.2.5 	 Calculo
 

Cuando el 	agua de diluci6n no estA sembrada:
 

mg DBO/L= 0 1 - 02 
P 

Cuando el 
agua de diluci6n estS sembrada:
 
(DI - D2) - (BI - B2) f
 

mg DBO/L =
 
P 

donde:
 

DI = OD de la muestra diluida inmediatamente despu6s de la preparaci6n, 
mg/L.
 

D2 = 	OD de la muestra diluida despu6s de 5 dfas de incubaci6n
 
a 200C, mg/L.
 

P = 	Fracci6n volum6trica decimal de la muestra usada
 

B = 	OD del control de la muestra sembrada antes de la incuba
ci6n, mg/L. 

B2 = OD del control de la muestra sembrada despu~s de la incu
baci6n, mg/L. 

f = Relaci6n de la muestra sembrada en la muestra total 
a la
 
muestra sembrada en :el control. 

(% de muestra sembrada en 0I) / (%de muestra sembrada 
en BI ) 

Si mAs de una diluci6n de muestra llena el 
criterio de un OD residual de por lo menos 1 mg/L y un agotamientu de OD de por lo menos
2 mg/L y no hay evidencia de toxicidad en coi;centraciones de muestras 	m~s altas 6 la existencia de una anomalia obvia, hacer un prome

dio de los resultados en el rango aceptabie. 

En estos c~lculos, no se hacen correcciones para el aumento & ,ODpara
el blanco 	del 
agua 	de diluci6n durante la incubaci6n. Esta correcci6n
 
no es necesaria si el agua de diluci6n llena el criterio del blanco
estipulado antes. Si el agua de diluci6n no llena este criterio, es
diffcil hacer las correcciones apropiadas y los resulLados se vuelven 
poco confiables. 
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3.3 Dureza
 

Aguas duras generalmente son aguas que requieren cantidades conside
rables de jab6n para producir espuma 6 jabonadura y las que producen

incrustaciones en 
la tuberfa de aguas calientes, calentadores, calde 
ros u otro equipo en que la temperatura del agua es elevada. 

Dureza es 
producida por cationes metdlicos divalentes. Esta clase de

Jones tiene la capacidad de reaccionar con jab6n para formar precipi

tados, y con ciertos aniones en el 
agua ellos forma incrustaciones.
 
Los mayores cationes que producen dureza son alistados en el Cuadro
 
3.2.
 

Cuadro 3.2. 	 Cationes Principales que Produce Dureza y los
 
Aniones Asociados
 

Cationes Produciendo Dureza 	 Aniones 

Ca2+ 	 HCO5 

2Mg2+ so 

Sr 2+ C4 

Fe2+ NO
 

Mn2+ 2-
Si0 3
 

La dureza de agua proviene principalmente del contacto con suelo y

formaciones rocosas. La habilidad de disolver rocas durante lluvias
 
llega de los suelos en donde el anhidrido carb6nico estd descargado

debido a la actividad bacterianao 

El agua de suelo estA cargada del anhfdrido carb6nico que existe en
equilibrio con Acido carb6nico. Bajo condiciones de pH bajo, mate
ria como piedra caliza estS d isuelta (ver Figura 3.3). 

En vista de que piedra caliza no es carbonato puro, sino que contie
 
ne sulfatos, cloruros y silicatos, todos estos materiales tambidn
 
reaccionan con el agua y forman soluciones.
 

Generalmente se encuentran aguas duras en Areas donde la capa de sue

lo es gruesa y donde la piedra caliza estA presente. Las aguas sua
ves se originan en Areas donde la capa de suelo es delgada y donde
 
la piedra caliza no estS presente 6 existe en pequefas formaciones.
 

La dureza de 	aqua es importante para determinar si el adeagua es

cuada para uso domstico e industrial. 

El valor de dureza se calcula en base de la siguiente f6rmula:
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Cpa Superior del Suelo
 
-
Zona de actividad intensiva bacteriana(C02 en grandes cantidades)
 
- Acci6n a materia bMsica 
 )Ca(HC0 3)2 , 
- CaCO 3 + H3CO 3 --- etc.
 

Subsuelo
 

- Zona de menos actividad bacteriana(C0 2 en menor-cantidad) 

- Acci6n a materia bisica - CaC0 3 + H3CO3-*Ca(HC0 3 )2 , etc. 

Piedra Caliza
 

-Zon de intensiva actividad quimica
 

CaCO 3 + H2CO3--"Ca(HCO 3 )2
 

MgCO 3 + H2C03--,Mg(HC0 3 )2
 

Figura 3.3. 	 Fuentes de Anhfdrico Carb6nico y la Soluci6n de Materia
 
Bsica que causa dureza
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mg Dureza CaCO3/L = mg M2+/L 50
 
2g rz/peso 
 equivalente de M2+ 

donde M = un ion divalente metilico 

3.3.1 M6todo de Andlisis y C lculo
 

El m~todo de ani1isis serd elaborado cuando el equipo pedido para
 
este programa llegue y se pruebe en el 
campo.
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3.4 
 Fosfato
 

El 
 fosforo se encuentra en las aguas naturales y aguas negras casi
unicannte como fosfatos. Estos estgn clasificados como ortofosfatos,

fosfatos condensados. (piro - meta - y otros polifosfatos) y comple
jos orggnicos de fosfatos, y se encuentran en soluci6n en partfculas

6 detritos, 6 en 
los cuerpos de organismos acuAticos.
 

Estas formas de fosforo aparecen de una variedad de fuentes. Pequefas cantidades de ciertos fosfatos condensados se agregan a algunos

abastecimientos de agua durante el 
tratamiento. Cantidades mas grandes de los mismos compuestos pueden ser agregados cuanuo el 
agua se

utiliza para lavanderfa 6 algn otro tipo de limpieza, porque estos
materiales son constituyentes mayores de muchas preparaciones comerciales de limpieza. Los fosfatos 
se usan extensamente en el tratamien
 
to de aguas de caldera. Los ortofosfatos, aplicados como fertilizan-
te a tier:, 
agrfcola cultivada 6 residencial son transportadas por
las agu&s de superficie con la escorrentfa de ll.vias. Los fosfatos
 
organicos son formados principalmente por procesos biol6gicos. Ellos

contribuyen a las aguas fecales por desperdicios del cuerpo y resi
duos de comida, y tambidn p,,eden 
ser formados a partir de ortofosfa
tos, en los procesos de tratamiento biol6gico 6 por la biota del agua

donde caen 6 se almacenan.
 

El fosforo es esencial para el crecimiento de organismos y puede ser
el 
nutriente que limita la productividad primaria de un cuerpo deagua.

En cuerpos de agua donde el fosfato es un nutriente limitante de cre
cimiento, la descarga de aguas negras crudas 6 tratadas, 
 drenaje
agrfcola 6 algunos desperdicios industriales pucde estimular el cre
cimiento de micro- y macroorganismos acuAticos fotosint6ticos en can
 
tidades que molestan.
 

Los fosfatos tambi~n se encuentran en sedimentos del fondo y en lodos biol6gicos, ambos corno formas 
inorgdnicas precipitadas e incorpo

radas en compuestos orggn-cos.
 

3.4.1 M6todo de Anglisis y Cglculo
 

El m6todo de andlisis serg elaborado cuando el equipo pedido para es
 
te programa de monitoreo llegue y se prueba en el 
campo.
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3.5 Hierro
 

En las muestras filtradas de aguas superficiales oxigenadas las 
con
centraciones de hierro raras veces 
alcanzan 1 mg/L. Algunas aguas

subterrdneas y drenaje superficial de Acido pueden contener conside
rablemente m6s hierro. El hierro en el 
agua puede causar manchas en
la ropa y porcelana. Un sabor astringente agridulce es detectado por

algunas personas a niveles arriba de I mg/L.
 

Bajo condiciones de reducci6n, el 
hierro existe en el estado ferroso.
 
En la ausencia de iones formadores de romplejos, el hierro fdrrico
 
no es significantemente soluble a menos que elpH sea inuy bajo. 
 Al
 
ser expuesto al 
aire 6 por la adici6n de oxidantes, el hierro ferro
so es 
oxidado al estado f6rrico y se puede hidrolizar para formar
 
6xido fdrrico hidratado insoluble.
 

En las muestras de agua el 
hierro )uede ocarrir en soluci6n verdade
ra, en un 
estado coloidal que puede ser peptizado por materia organi
ca 
en complejos de hierro en inorrnicos u org.nicos 6 en partfculas

suspendidas relativamente gruesas.El hierro puede ser ferroso 6 
f6
rrico, suspendido 6 disuelto.
 

Los sedimentos y arcillas en suspensi6n pueden cont,,2r hierro Scido
 
soluble. A veces las particulas de 6xido de hierro son 
colectadas con
 
una muestra de agua como resultado del desprendimiento de hojuelasde

6xido de los tubos. El hierro puede proceder tambi6n de una tapa de
 
metal usada para cerrar la botella de muestreo.
 

3.5.1 M~todo de An~lisis y C lculo
 

El m6todo de an6lisis serg elaborado cuindo el equipo pedido para es
 
te programa de monitoreo llegue y se pruebe en el 
campo.
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3.6 Nitr6geno
 

En aguas y aguas negras las formas de nitr6geno de mAs interns son en 
orden de estado de oxidaci6n decreciente como nitrato, nitrito, amo
nfaco ylo nitr6geno org~nico. Todas estas formas de nitr6geno, igual 
que el gas de nitr6geno son interconvertibles bioquimicamente y son 
componentes del ciclo de nitr6geno. 

El nitr6geno se encuentra en las aguas naturales contaminadas, prime
 
ro, en las formas de nitr6geno org~nico y luego como amoniaco. 

El nitr6geno orgdnico se convi~Lrte en amonfaco y despu6s si existen
 
condiciones aer6bicas, se convierte a nitritos y nitratos (ver Figu
ras 3.4 y 3.5).
 

La conversi6n autotr6fica de amonfaco a nitritos y nitratos requiere
oxigeno, y entonces la descarga de nitr6geno amonfaco y la oxidaci6n
 
subsiguiente reduce significativamente el nivel de oxigeno disuelto
 
en los rfos. Este problema es especialmente serio cuando se dispone

del tiempo necesario para el crecimiento de bacterias nitrificadas.
 

Nitr6geno org~nico es definido funciinalmente como nitr6geno unido
 
organicamente en el estado de oxidaci6n trinegativo. No incluye 
 to
dos los compuestos de nitr6geno orginico. Analfticamente el nitr6ge
no orgAnico y amoniaco pueden ser determinados juntos y se les ha re
 
ferido como "nitr6geno Kieldahl", un t~rmino que refleja la t6cnica
 
usada en su determinaci6n. Nitr6geno org~nico incluye materiales 
na
turales tales como protefnas, p6ptidos, Acidos nuclefcos, urea y rnu
merosos materiales orgAnicos sint6ticos. Concentraciones de nitr6geno

orgAnicos tipicos varfan de pocos cienes de microgramos por litro en
 
algunos lagos a ms de 20 mg/L en agua de alcantarilla cruda.
 

El nitr6geno oxidado total es la suma de nitr6geno - nitrato y nitri
to. El nitrao generalmente ocurre en cantidades trazas en aguas su
perficiales pero puede tener altos niveles en algunas aguas subterra
neas. En cantidades excesivas contribuye a la enfermedad conocida co
mo metamoglobinemia en infantes. Se ha establecido un lfmite de 10 mg/L

de nitrato como nitr6geno en el agua potable para prevenir este desor
 
den. El nitrato se encuentra solo en pequefias cantidades en aguas ne
 
gras dom6sticas frescas pero en el efluente de plantas de tratamiento
 
biol6gico, el nitrato puede ser encontrado en concentraciones de has
ta 30 mg/L de nitrato como nitr6geno. Es un nutriente esencial para

muchos organismos autotrofos fotosint6ticos y en algunos casos ha si
 
do identificado como el nutriente limitante de crecimiento.
 

El nitrito es un estado de oxidaci6n intermedio del nitr6geno, tanto
 
en la oxidaci6n de amonfaco a nitrato como en la reducci6n de nitrato.
 
Tal oxidaci6n y reducci6n puede ocurrir en plantas de tratamierto de
 
aguas negras, sistemas d'e distribuci6n de aguas y aguas naturales. El 
nitrito puede entrar al sistema de abastecimiento de agua a trav6s de
 
su uso como inhibidor de corrosi6n en agua de proceso industrial. Ni
trito es el agente etiol6gico actual de metamoglobinemia.
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minadas Bajo Condiciones Aer6bicas 

(N, Orggnico y NH4 (Amoniacal)-Nitratos y Nitritos)
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El Scido nitroso, el cual es 
formado de nitrito y soluci6n cida,pue

de reaccionar con aminas secundarias (RR'NH) para formar notrosami-
nas (RR'N-NO), muchos de los cLales son conocidos 
como cancerosos.La 
significancia toxicol6gica de reacciones de nitrificaci6n en vivo y
en el medio ambiente nat'iral es el objeto de mucha preocupaci6n e in 
vestigaci6n actual. 

El amonTaco estj presente naturalmente en aguas de superficie y aguas
negras. Su concentraci6n generalmente es 
baja en aguas subterrdneas
 
porque lo absorbe a partfculas de suelo y arcillas y nt es colado rapidamente por los suelos. Es producido en su mayorfa DOr diseminaci'n
 
de compuestos que contienen nitr6geno organico y por hidr6lisis 

urea. En algunas plantas de tratamiento de agua se agrega amonfaco

de
 

para que reaccione con el 
cloro para formar un residuo combinado de
 
cl oro. 

En la clorinaci6n de efluentes de aguas negras que contengan amonfa
co, esencialmente no se obtiene cloro residual libre hpsta que 
 elamonlaco se oxida. Al contrario, el cloro reacciona con el amonfaco
 
para formar mono y dicloraminas. Las concentraciones de amonfaco en
contradas en el 
agua varfan de menos de 10 mg/L de aronaco-nitr6ge
no 
en algunas aguas naturales superficiales a m6s de 30 ug/L en algu

nas aguas negras. En este manual al nitr6geno orgAnico se le refiere 
como orggnico N, nitrato nitr6geno, como N03-N, nitr6geno nitrito co 
mo N02-N, y nitr6geno amonfaco como NH3-N. 
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3.7 Nitr6geno (Amonfaco)
 

3.7.1. Selecci6n de M~todo
 

Los 2 factores mayores que influyen en 
la selecci6n del mdtodo para
determinar el 
amonlaco son la concentraci6n y la presencia de inter
ferencias. En general la determinaci6n manual directa de concentraciones bajas se confina 
y el 

a agua potable. aguas superficiales limpiasefluente de aguas negras nitrificadas de buena calidad. En
otras circunstancias y donde hay interferencias presentes y se nece
sita una precisi6n mayor, se requiere un paso preliminar de destil-a
ci6n. Para concentraciones altas de amonfaco se prefiere una t6cnica de destilaci6n y titulaci6n. 

Se presentan la nessterizaci6n y el m6todo por titulaci6n. Como los
rangos de concentraci6n m~ximos establecidos no son I fmites rigurosos, se prefiere la titulaci6n en concent,'aciones mis altas que lo
niveles mdximos establecidos para el procedimiento fotom~trico. Elm~todo nessler es sensitivo a 20 mg NH -,N/L bajo condiciones 6ptimas y puede ser usado hasta 5 mg NH -NL. Turbidez, color y sustancias precipitadas por el i6n hidr6x~lo, tales como magnesio y calcio interfieren y pueden ser removidos por destilaci6n preliminar o
menos satisfactoriamente, por precipitaci6n con sulfato de zinc y
alcalf.
 

El m6todo Fenatc manual tiene una sensibilidad de 10 mg NH -N/L 
 y
es 6til 
hasta para 500 mg NH -N/L. La destilaci6n prelimin~r es 
requerida si la alcalinidad ex~ede 500 mg de CaCO /L, si 
hay color
turbidez presente, 6 si 6
la muestra ha sido pres~rvada con 6cido.
 

La destilaci6n en Scido sulfirico absorbente es mandatorio param6todo Fenato cuando hay interferencias presentes. 
el 

El Scido b6ricodebe ser el 
absorbente despuds de la destilaci6n si 
es que el desti
lado serg nesslerizado o titulado.
 

3.7.2 I nterferenci as 

Glicina, urea, 
 cido glut6mico cianatos y acetamida, hidrolizan muy
lentamente en soluci6n dej6ndolos solos, aunque solamente los ciana
tos hidrolizan en destilaci6n con el pH de 9.5. La hidr6lisis sumacerca de 7%en este pH para y de 5%paraurea cerca cianatos. 
Glicina hidrozina y algunas aminas reaccionan con reactivo nesslerpara dar el 
color amarillo caracterfstico en el 
 tiempo requerido
para el ensayo, similarmente compuestos alcalinos como hidrozina yaminas influencian los resultados titulam6tricos. Algunos compuestos orginicos tales como cetonas, aldehfdos, alcoholes y algunasaminas pueden causar un color amarillento 6 verduzco despu6s de ladestilaci6n que es elno color caracterfstico o una turbidez en la
nesslerizaci6n.
 

Algunas de estas sustancias como el formaldehfdo, pueden ser eliminados hirvi6ndolos con un pH bajo antes de nesslerizaci6n. Se puederemover el cloro residual por pretratamiento de la muestra. 
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3.7.3 Almacenamiento de imuestras
 

Los resultados m~s confiables se obtienen en muestras frescas. Se
debe destruir el cloro residual inmediatamente despu6s de lacolec

ci6n de la muestra para prevenir su reacci6n con el amonfaco. Si
 un andlisis inmediato es imposible hay que preservar sus muestras
 
con 0.8 mL de concentrado H2SO4/L por muestra y almacenarla a 40C.
El pH de las muestras preservadas con 6cido debe estar entre 1.5
 
y 2. Algunas aguas negras pueden requerir una mayor concentraci6n
 
de H2S04 para lograr este pH. Si se usa preservaci6n dcida, neu
tralizar las muestras con 
NaOH 6 KOH inmediatamente antes dehacer
 
la determinaci6n.
 

3.7.4 Paso de Destilaci6n Preliminar
 

3.7.4.1 Discusi6n General
 

La muestra es amortiguada en pH 9.5 con un amortiguador de borato
 
para disminuir la hidr6lisis de cianatos y compuestos de nitr6ge
no orggnico. Cuando se usa la nesslerizaci6n o la titulaci6n,

destilado se amortigua con una soluci6n de Scido b6rico. 

el
 
El amo

nfaco en el 
destilado puede ser determinado colorimetricamente
 
por nesslerizaci6n por el m~todo Fenato 6 titulametricamente con

H2S04 est~ndar y un indicador mixto 6 con un 
pH metro. La escogen

cia entre el m~todo colorim6trico y acid;..ftrico depende 
 en la
concentraci6n de amonfaco. El 
amonfaLo en el destilado tambi~npue

de ser determinado por el m6todo de electrodo selectivo de amonfa
 
co, usando 0.04N H2S04 para atrapar el destilado.
 

3.7.4.2 Aparatos
 

3.7.4.2.1 Aparato de destilaci6n: Arreglar un frasco de vidrio de borosili
cato de 800 a 2,000 mL de capacidad, anexo a un condensador verti
 
cal de manera que la punta de la salida pueda ser sumergida debajo de la superficie de la soluci6n Acida receptora. Usar un apara

to de vidrio borosilicato o uno con unidades condensadoras de tu
bos de lata o aluminio. 

3.7.4.2.2 pH metro.
 

3.7.4.3 Reactivos
 

3.7.4.3.1 
 Agua libre de amonfaco: Prepararla por intercambio de iones 6 me
todos de destilaci6n:
 

1) Intercambio de iones- Preparar el 
agua libre de amoniaco pasan

do agua destilada a travds de una columna de intercambio de io
 
nes 
que contenga una resina Scida fuerte de intercambio de ca
tiones mezclada con una resina fuertemente b~sica de intercam
bio de aniones. Seleccionar resinas que 
remueven los compuestos

orgAnicos que interfieren con la determinaci6n de amonfaco. Al
 gunas resinas de intercambio de aniones tienden a liberar amo
nfaco. Si esto 
ocurre preparar agua libre de amonfaco con una

resina fuertemente Acida de intercambio de cationes.
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Regenerar la columna de acuerdo 
a las instrucciones del fabrican
te. Revisar el 
agua libre de amonfaco por la posibilidad de un va
 
lor alto en el blanco.
 

2) 	Destilaci6n - Eliminar las trazas de amonfaco en ,,ja destilada
 
agregando 0.1 mL de concentrado H2SO4 de agua destl lada y redesti
 
lada. Alternativamerte tratar el agua destilada con suficiente
 
bromo o agua con cloro para producir un residuo libre de hal6geno

de 2 a 5 mg/L y despu6s redestilada durante por lo menos 1 hora.

Descartar los primeros 100 mL de destilado. Revisar el agua redes
 
tilada por la posibilidad de un blanco alto. Es muy diffcil alma
cenar agua libre de amonfaco en el laboratorio sin que haga conta
 
minacion de amoniaco gaseoso. Sin embargo, si es necesario almace
 
nar, hacerlo en un recipiente de vidrio con un tap6n bien apreta
do al cual 
se 	le agregan 10 g de resina de intercambio de iones
 
(preferiblemente una 
resina fuertemente Scida de intercambio de

cationes) por litro de agua libre de amonlaco. Al usarlo dejar que

la resina se asiente y decantar el agua libre de amonfaco. Si se

produce un 	valor alto en el blanco, cambiar la resina o preparar
 
agua libre 	de amonfaco.
 

Usar agua destilada libre de amonfaco pare preparar todos los reacti
 
vos, para enjuagar para 1a diluci6n de muestras.
 

3.7.4.3.2 	 Soluci6n amcctiguadora de borato: Agregar 88 mL de soluci6n O.IN NaOH
 a 500 mL de aproximadamente 0.025M soluci6n de tetraborato de sodio
 
(9.5 a Na2B407.0H20/L) y diluir a 1 ,itro.
 

3.7.4.3.3 	 Hidr6xido de sodio 6N: Disolver 240 g de NaOH en agua y diluirlo a 1
 
lI
itro.
 

3.7.4.4.4 	Agente declorizador: Usar 1 mL de cualauiera de los reactivos siguien

tes para remover 1 mg/L de cloro residual en 500 mL de la muestra.
 

1) 	Sulfito de sodio- Disolver 0.9 g Na2S03 en agua y diluir a 1 litro.
 
Prepararla diariamente.
 

2)	Tiosulfato de sodio - Disolver 3.5 g Na2S20 3 . 5 H20 en agua y di
luir a 1 litro. Prepararla semanalmente.
 

3.7.4.3.5 	Aaente de neutralizaci6n: Prepararlo con agua libre de amonfaco.
 

1) Hidr6xido de sodio, NaOH, IN. 

2) 	Acido SulfGrico H2S04, iN. 

3.7.4.3.6 	Soluci6n absorbente, Scido b6rico corriente: 
Disolver 20 g H3B03 en
 
agua y diluir a 1 litro.
 

3.7.4.3.7 
 Soluci6n de indicador mixto: Disolver 200 mg de indicador rojo de me
tilo en 100 mL 95% de alcohol etflico 6 isopropilico. Disolver 100 mgde azil de 	metileno en 50 mL 95% 
alcohol etflico 6 isopropflico. Com
binar las soluciones. Prepararla mensualmente.
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3.7.4.3.8 Soluci6n de Scido b6rico indicador: Disolver 20 g H3BO3 en agua
Jestilada libre de amonfaco, agregar 10 mL de soluci6n de indi
cador mixto 	y diluir 2 litros, preparar mensualmente.
 

3.7.4.3.9 	 Acido sulf~rico, 0.04 N: 
Diluir 1.0 mL de concentrado H2SO4 a 1
 

litro.
 

3.7.4.4 	 Procedimiento
 

3.7.4.4.1 	 Preparaci6n del equipo: Agregar 500 mL de agua y 20 mL de amor
tiguador de borato a un frasco de destilaci6n y ajustar el pH 
a

9.5 con una 	soluci6n de 6N NaOH. Agregar unas 
cuantas pelotitas

de vidrio o pedacitos de piedra hirviend& y usar esta mezcla pa
 
ra eliminar el vapor del aparato de destilaci6n hasta que 
 el
 
destilado no indique trazas de amonfaco.
 

3.7.4.4.2 	 Preparaci6n de la muestra: Usar 500 mL de muestra declorada 
 a
 
una porci6n 	diluida a 500 mL 
con agua. Cuando la concentracion
 
de NH3-N es menor de 10 ug/L usar un volumen de muestra del,000

mL. Remover el cloro residual 
agregando a 	la hora de recolecci6n
 
un agent.a desclorinador equivalente al residuo de cloro. Si 
es

necesario, neutralizar a un pH de 7 con 
Scido diluTdo o base,usan
 
do un medidor de pH.
 

Agregar 25 mL de soluci6n amortiguadora de borato y ajustar 
 a
 
un pH de 9.5 con 6N NaOH usando un medidor de pH.
 

3.7.4.4.3 
 Destilaci6n: Para minimizar la contaminaci6n, dejar el aparato

de destilaci6n armado despu6s de haberle eliminado el vapor

hasta inmediatamente antes de empezar la destilaci6n de la mues

y
 

tra. Desconectar frasco de vaporaci6n e inmediatamente transfe
rir el frasco de la muestra al aparato de destilaci6n. Destilar
 
a un 
ritmo de 6 a 10 mL/min con la punta del tubo de entrega de
bajo de la superficie de la soluci6n recibidora de Scido. Colec
 
tar el destilado en un frasco erlenmeyer de 500 mL que contenga

50 mL de soluci6n de Scido b6rico corriente para el mtodo de
nesslerizaci6n. Usar 50 mL de soluci6n de Acido b6rico indica
dor para el m6todo titulam~trico. Bajar el destilado colectado
 
para que quede libre de contacto con el tubo de entrega y conti
 
nuar la destilaci6n durante el siguiente primero 6 segundo minu
 
to para limpiar el condensador y el tubo de entrega. Diluir a
 
500 mL con agua.
 

3.7.4.4.4 	 Determinaci6n de amonfaco: Determinar el amonfaco por el m6todo
 
de nesslerizaci6n (Secci6n 3.7.5) 6 el mdtodo por titulaci6n
 
(Secci6n 3.7.6).
 

3.7.5 	 Mgtodo de Nesslerizaci6n (Destilaci6n Directa y i'guiente)
 

3.7.5.1 	 Discusi6n General
 

Usar el m6todo de nesslerizaci6n s6lo para agua potable purifi
cada, agua natural, y efluentes de aguas negras altamente puri

- 95 



ficados, los que deber~n ser bajos en 
color y tener concentraciones
 
de NH N que excedan 20 ug/L. Aplicar el m6todo de nesslerizaci6n di
recta a aguas negras domdsticas solo cuando errores de I 
a 2 ug/L
sean aceptables. Usar este m~todo solo cuando se haya establecido
 
que produce resultados comparables a los que han sido obtenidos des
pu~s de la destilaci6n. Revisar la validez de las medidas de nessie
rizaci6n directa peri6dicamente.
 

Pretratamiento antes de nesslerizaci6n directa con sulfato de zinc
 y alcalinos precipita 
 calcio, hierro, magnesio y sulfuro, los cuales forman turbidez cuando son tratados con reactivos nessler.
 

El fl6culo tambidn remueve materia suspendida y a veces materia coloreada. La adici6n de soluci6n de sal Acido etilen-dimetiltetra
acetico (EDTA) 6 sal Rochella, inhiben la precipitaci6n de calcio
residual y iones de magnesio en la presencia del reactivo alcalino
nessler. Sin embargo el 
uso de EDTA demanda una cantidad extra de
reactivo nessler para asegurar un 
exceso de reactivo nessler sufi
ciente que reaccione con el amonfaco.
 

Los colores graduales de amarillo a caf6 producidos por la reacci6n
nessler-amonfaco son absorbidas fuertemente sobre un 
rango amplio
de 	longitud de onda. El color amarillo es 
caracterfstico de concentraci6n baja de nitr6geno amonfaco (0.4 a 
5 mg/L) y estas concentra
ciones pueden ser medidas con sensibilidad aceptada en la regi6n de
longitud de onda de 400 a 
525 nm cuando se dispone de un camino de
luz de I cm. Si se usa un 
camino de luz de 5 cm se deben extender

las medidas dentro del rango de concentraci6n de nitr6geno de 5 
a
60 ug/L. Las matices caf6 rojizas tfpic:s de niveles de nitr6geno

amonfaco que se acercan a 
10 mg/L pueden ser madidas en !a regi6n
de longitud de uwda de 450 a 500 nm. Una selecci6n juiciosa del 
camino de la luz y de la longitud de onda permite la determinaci6n fo
tom6trica de concentraciones de nitr6geno amonfaco sobre un 
 rango

considerable.
 

El 	abandono de la ley de Beer pueden ser evidentes cuando se utilizan los fot6metros equipados con filtros de banda ahcha.
 

Por esta raz6n preparar la curva de calibraci6n bajo condiciones

iddnticas con las adoptadas para las muestras. Un reactivo nessler
preparado cuidadosamente puede responder bajo condiciones 6ptimas
a valores tan bajos, como 
1 ug NH3-N/50 mL. En la nesslerizaci6n

directa, esto representa 20 ug/L. Sin embargo, la reproductibili
dad bajo 100 ug/L puede ser irregular.
 

3.7.5.2 Aparatos
 

3.7.5.2.1 Equipo Colorimdtrico: Se requiere uno de los siguientes:
 

1)	Espectrofot6metro para uso en 400 a 500 nm y que proporcione un 
camino de luz de I cm o mis. 

2) Fot6metro de filtro, que proporcione un camino de luz de 1 cm 6
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m~s y equipado con un 
filtro violado que tenga transmisi6n m~xi
ma en 400 a 425 
nm. Un filtro az6l 
puede ser usado para concen
traciones de NH3-N 
m~s altas.
 

3) Tubos Nessler, parejos, de 50 mL, de forma alta.
 

3.7.5.2.2 
 pH metro,equipado con un el6ctrodo de pH alto.
 

3.7.5.3 Reactivos
 

Usar agua libre de amonfaco para preparar todos los reactivos, para 
enjuagar y hacer las diluciones. Se requieren todos los 
reactivos listados en destilaci6n preliminar (Secci6n 3.7.4.3) excepto
el amortiguador de borato y soluci6n absorbente, y adem~s los 
 si
guientes:
 

3.7.5.3.1 
 Soluci6n de sulfato de zinc: Disolver 100 mg ZnSO4.7H 20 y diluir a
 
I litro con agua.
 

3.7.5.3.2 
 Reactivo estabilizador: Usar sal EDTA o Rochelle para prevenir 
la
precipitaci6n de calcio o magnesic en muestras que 
no han sido des
tiladas despu6s de la adici6n de reactivo nessler alcalino.
 

1) Reactivo EDTA-Disolver 50 g de dihideratil 
etilen-dimetiltetra
ac6tico de sodio en 60 mL de agua que contengan 10 g NaOH. Si 
es
necesario aplicar calor suave para completar la disoluci6n. Enfriar a la temperatura ambiental y diluirlo a 100 mL.
 

2) Soluci6n de sal 
rochelle- Disolver 50 g de tartarato de sodio te
trahidratado KNaC4H40b.4H20 en 
100 mL de agua. Remover el amonfa
co usualmente presente en 
la sal evaporando por ebullici6n 30 mU
de la soluci6n. Despu~s de enfriar diluir a 100 mL.
 
3.7.5.3.3 
 Reactivo nessler: Disolver 100 g Hgl2 y 70 g de KI en una cantidad
pequefia de agua y agregar esta mezcla lentamente, agitando continua
mente, a una soluci6n fresca de 160 g de NaOH disueltos en 500 mL
de agua. Diluir a I litro. Guardarlo en frascos de vidrio de borosilicato con tapones de hule y fuera de la 
 uz para mantener la estabilidad del 
reactivo hasta por I aio bajo condiciones de laborato
rio nomales. Revisor el reactivo para asegurar que produzca el 
color caracterfstico con 0.1 mg de NH3-N/L 
 10 minutos despu6s de haberse agregado y que no produzca 
un precipitado con pequelias 
canti
dades de amonfaco durante las siguientes 2 horas (cuidado es 
t6xico). 

3.7.5.3.4 
 Soluci6n de amonfaco existente: Disolver 3.819 g NH4Cl 
anhidro, se
cado a 100C en 
aqua y diluir a 1,000 mL; 1.00 mL=1.00 mg N=1.22
 
mg NH3.
 

3.7.5.3.5 
 Soluci6n de amonfaco est6ndar: Diluir 10.00 mL de soluci6n de
nfaco existente amo
a 1,000 mL de agua: 1.00 mL = 10.00 ug N= 12.2 

ug NH3. 

3.7.5.3.6 
 Soluciones de color permanentes:
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1)	Soluci6n de cloroplatinato potasio-Disolver 2.0 g de K2PtCl 6 en 300 a 400 mL de agua; agregar 100 mL de concentrado HC1 y diluir 
a 1 litro. 

2) 	Soluci6n cloruro de cobalt,- Disolver 12.0 g COC12.6H20 en 200
 
mL de agua. Agregar 100 mL de concentrado HC1 y diluir a I litro.
 

3.7.5.4 	 Procedimiento
 

3.7.5.4.1 	 Tratamiento de muestras no destiladas: Si es necesario, remover el
 
cloro residual de la muestra fresca reci~n colectada agreg~ndole
 
una 
 antidad equivalente de agente descolorizante (no guardar las
 
muestras 
riorinadas sin antes haberlas desclorizado). Agregar I mL 
de soluci6n de ZnS04 a 100 mL de muestra y mezclarlos bien. Agre
gar 0.4 a 0.5 mL de soluci6n 6N NaOH para obtener un pH de 10.5, de
 
teminado con un medidor de pH y un electrodo de vidrio de pH alto,
 
y mezclar suavemente. Dejar la muestra tratada y reposar por 
 unos
 
minutos hasta formarse un flicolo precipitado, dejando un lfquido

claro e incoloro. Clarificar centrifugando o filtrando. Probar de
 
antemano cualquier papel filtro usado para asegurarse que no hay

amonfaco presente como contaminante. Hacer esto pasando agua a tra
vds del filtro y examinando el filtrado por nesslerizacion.
 

Filtrar la muestra descartando cuidadosampnte los primeros 25 mL de

filtrado. Las muestras que tengan m~s de 10 mg NH3-N/L puedenperder

amoniaco durante este tratamiento de muestras no destiladas por el
 
pH alto. Diluir dichas muestras al rango sensitivo para nessleriza
ci6n antes del pretratamiento.
 

3.7.5.4.2 	 Desarrollo de color:
 

1) 	Muestras no destiladas- Usar 50.0 mL de muestra o una porci6n di

lufda a 50.00 mL con agua. Si la porci6n no destilada contiene
 
suficiente concentraci6n de calcio magnesio y otros iones que

producen turbidez o precipitado con el nessler, agregar 1 gota

(0.05 mL) de reactivo EDTA 6 1 a 2 gotas de (0.05 a 0.1 mL) de

soluci6n de 	 sal de rochelle. Mezclar bien. Agregar 2.0 mL de reac 
tivo nessler si se usa el reactivo EDTA 6 1.0 mL de reactivo ness
 
ler si se usa sal de rochelle.
 

2) Muestras 	destiladas- Neutralizar el Scido b6rico que se us6 para

absorber el 	 destilado de amonfaco agregando 2 mL de reactivo 
nessler, un 	exceso que eleva el 
pH 	al nivel alto deseado, o al
ternativamente, neutralizando el 
dcido b6rico con NaOH antes de
 
agregar 1 mL de reactivo nessler.
 

3) Mezclar las muestras, poniendo tapaderas de hule limpias a los
 
tubos nessler, y despu6s invertiendo los tubos por lo menos 6
 
veces Mantener las condiciones tales como temperatura y tiempo

de r, :c.dn iguales en todas las muestras, blanco y est~ndares.
 
Dejar que la reacci6n prosiga por lo menos 10 minutos despuds de
 
agregar el reactivo nessler. Medir el color de la muestra y es
tAndares. Si 
el NH3-N estj muy bajo, usar un tiempo de contacto
 
de 30 minutos para la muestra, blanco y est6ndares. Medir el co
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lor fotom6tricamente o visualmente como se 
indica en las siguien
 

tes dos secciones.
 

3.7.5.4.3 Medida Fotom6trica
 

Medir la absorbancia o transmisi6n con un spectrofot6metro o fot6je

tro de filtro. Preparar la curva de calibraci6n de la misma tempera

tura y tiempo de reacci6n usado para las muestras. Medir las lectu
ras de transmisi6n contra un blanco reactivo y por verificaciones 
paralelas frEcuentes contra est~ndares en el rango de nitr6geno de

las muestras. Redeterminar la curva completa de caliraci6n para ca
 
da nueva tanda de reactivos nessler.
 

Para muestras destiladas, preparar la curva est~ndar bajo las 
 mis
mas condiciones que las muestras. Destilar el 
reactivo blanco y los
est~ndares apropiados, cada uno dilufdo a 500 mL en la misma manera 
que las muestras. Diluir 300 mL de destilado m~s 50 mL de absorben
te de Scido b6rico a 500 mL con agua y tomar una porci6n de 50 mL 
para nesslerizaci6n.
 

3.7.5.4.4 Comparaci6n visual: Comparar los colores producidos 
en 	la muestra
 
contra los de est~ndares de amonfaco. Preparar est6ndares permanen
tes o temporales de la siguiente m:.nera: 

1)	EstAndares temporales- Preparar una serie de estandares visuales
 en tubos nessler agregando los siguientes volimene3 de soluci6n

de NH4 estandar y diluyendo a 50 mL con agua: 0.2, 0.4, 0.7, 1.0,

1.4, 1.7, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0 y 6.0 mLNesslerizar
est~ndares y porciones de 	 1.0 mL reactivodestilado agregando de
nessler a cada tubo y mezcl6ndolo bien. 

2)	EstAndares permanentes - Medir dentro de tuvos nessler de 50 mL
los volmenes de soluciones de K2 PMCI 6 y CoC12 como se indica en
el Cuadro 3.3, diluir hasta la marca y mezclar bien. Los valoresdados en el cuadro son aproximados; equivalentes actuales de los
 
estdndares de amonfaco difieren con 
la calidad del reactio ness
ler, el tipo de iluminaci6n usado y la sensibilidad de color delojo del analista. Por eso se debe comparar estindares de color 
con estAndares de amonfaco temporal nesslerizados y modificar las
tintas como sea necesario. Hacer dichas comparaciones para cada 
reactivo nessler reci~n preparado, y para satisfacer cada analis 
ta 	acerca de la capacidad de la igualdad de color. 

Proteger los estAndares del polvo para prolongar su utilidad por
muchos meses. Comparar cada 10 a 30 minutos despu6s de la nessle
rizaci6n dependiendo del tiempo de reacci6n usado para preparar
estdndares de amonfaco nesslerizados contra los cuales fueron com
 
parados.
 

3.7.5.5 CAlculo
 

3.7.5.5.1 Restar la cantidad de NH3-N en el agua usada para diluir la muestra
 
original, antes de computar el valor final del nitr6geno. 
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3.7.5.5.2 Restar tambi6n el 
reactivo blanco para el volumen del 
amortiquador

de borato y las soluciones 6N NaOH usadas con 	 la muestra. 

Valor en 	 Volumen aproximado Volumen aproximado

Nitr6geno 
 de la soluci6n de 
 de la soluci6n de

Amoniaco 
 Platino* 
 Cobalto*
 

ug 
 ml 
 mL
 

0 
 1.2 
 0.0
 
2 
 2.8 
 0.1
 
4 
 4.7 
 0.1
 
7 
 5.9 
 0.2
 
10 
 7.7 
 0.5
 
14 
 9.9 
 1.1
 
17 
 11.4 
 1.7
 
20 
 12.7 
 2.2
 
25 
 15.0 
 3.3
 
30 
 17.3 
 4.5
 
35 
 19.0 
 5.7
 
40 
 19.7 
 7.1
 
45 
 19.9 
 8.7
 
50 
 20.0 
 10.4
 
60 
 20.0 
 15.0
 

*En tubos nessler iguales
 
........ .........
.................. 
 ..
 

Cuadro 3.3. 	 Preparaci6n de Estndares de Color Permanentes 
para la Determinaci6n Visual de Nitr6geno Amo
nfaco. 

3.7.5.5.3 Computar el 
NH3-N por medio de la siguiente ecuaci6n:
 

mg NH3-N/L (51mL volumen final) = A 

Volumen de la 	muestra,mL 
 C
 

donde:
 

A = NH3-N, ug 	(51 mL volumen final) 
B 	 Volumen total del destilado colectado (incluyendo absorberte de 

acido b6rico, mL. 
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C : Volumen del destilado tomado para la nesslerizaci6n, mL.
 

La relacidn B/C se aplica solamente a muestras destiladas; ig
norarla en nessleri.,aci6n directa. 

S.7.6 M~todo por Titulaci6n
 

3.7.6.1 Discusi6n General
 

El m~todo por titulaci6n se usa solo para muestras que han pasado

a travds de destilaci6n preliminar (ver Secci6n 3.7.4). Se selec
ciona el volumen de la muestra para el m~todo de destilaci6n y md

todo por titulaci6n en base a la concentracifn de nitr6geno 
 amo
nfaco de la muestra: 

Nitr6geno Amonfaco 
 Volumen
 
en la muestra 
 de la muestra
 

mg/L 
 mL
 

5.- 10 
 250
 
10 - 20 
 100
 
20 - 50 
 50.0
 
50 - 100 
 25.0
 

3.7.6.2 Aparatos
 

Aparato de Destilaci6n: Ver la Secci6n 3.7.4.2.
 

3.7.6.3 Reactivos
 

Usar agua libre de amonfaco para hacer todos los reactivos y dilu
 
ciones.
 

3.7.6.3.1 
 Soluci6n de indicador mixto: Ver la Secci6n 3.7.4.3.7.
 

3.7.6.3.2 
 Soluci6n de Acido b6rico indicador: Ver la Secci6n 3.7.4.3.8
 

3.7.6.3.3 Titulante de Scido sulftrico estdndar, 0.02N: Diluir 200 mL 
 .1ON
 
de Acido sulf~rico estgndar a 1000 mL con agua destilada o desio
nizada. Estandarizar por medio de la titulaci6n potenciam6trica

contra 15.00 mL de 0.05 N Na2CO3 , 
con unos 60 mL de agua, en un

frasco a un 
pH cerca de 5. Sacar los electrodos, enjuagar en el
 
mismo frasco y hervir suavemente por 3 a 5 minutos bajo una 
 cubierta de vidrio de reloj. 
Enfriarlo a la temperatura ambiental,

enjuagar la cubierta de vidrio en 
el frasco y terminar de titular

al punto de inflexi6n de pH. Calcular la normalidad: 

Normaidad, N = 
53.00 x C
 

donde:
 

A = Na2C03 pesado en un frasco de I L, g 
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B = Volumen de soluci6n Na2CO3 tomado para la titulaci6n, mL
 

C = Volumen de 6cido usado, mL 

Usar la normalidad medida en los cAlculos 6 ajustar a 0.10 N; I mL

0.10 N soluci6n = 
5.00 mg CaC03, Para mayor exactitud estandarizar

el titulante contra una cantidad de Na2CO 3 que ha sido incorporada
 
en 
la soluci6n de Scido b6rico indicadora para reproducir las con
diciones actuales de tiulaci6n de las muestras; 1.00 mL = 280 ug N. 

3.7.6.4. Procedimiento
 

3.7.6.4.1 
 Proceder de la manera que ha sido indicada en la Secci6n 3.7.4 usan

do una soluci6n de Scido b6rico indicadora como absorbente para el
 
destilado.
 

3.7.6.4.2 
 Muestras de aguas negras, desechos de tratamiento biol6gico o sedi 
mento: Rapidamente pesar a + 1% una cantidad de muestra h~meda 
equivalente a aproximadamente 1 g de peso seco en un frasco de pe-



sado 6 crisol. Lavar la muestra en un frasco Kjeldahl de 500 mL con
 
agua y diluirla a 250 mL. Proceder como se indica la Secci6n 3.7.4
 pero agregar un pedazo de parafina (cera) al frasco de destilaci6n
 
y colectar solo 100 mL de destilado.
 

3.7.6.4.3 Titular el 
amonfaco en el destilado con titulante 0.02N H2S04 
es
tAndar hasta que el 
color se vuelva lila (lavanda) p~lido.
 

3.7.6.4.4 Blanco: Llevar un blanco 
a trav~s de todos los pasos del procedi
miento y aplicar la correcci6n necesaria a los resultados.
 

3.7.6.5 Calculo
 

3.7.6.5.1 Muestras lfquidas:
 

mg NH3-N/L: 	( A - B ) X 280
 

Volumen de muestra, mL
 

3.7.6.5.2 
 Muestras de aguas negras o sedimento:
 

mg NH3-N/Kg ( A - B ) X 280 
Peso de muestra seca, g 

donde:
 

A = Volumen de H2SO4 titulado para la muestra, mL 

B = Volumen de H2S04 titulado para el blanco, mL 
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Figura 3.6.
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3.8 Nitr6geno (Nitrato)
 

3.8.1 	 Selecci6n de M6todo
 

Determinaci6n de nitrato (NO3-) es 
diffcil porque se requieren pro

cedimientos relativamente complejos debido a la alta probabilidad

de que hay constituentes interferentes presente y por los rangos li
 
mitados de concentraci6n de los distintos m~todos.
 

El m~todo de Scido cromotr6pico es aplicable para concentraciones
 
de 0.1 a 5.0 mg N03-N/L. Para concentraciones mayores de N03-N, di
luir al rango del m~todo de Scido cromotr6pico 6 usar el m~todo de
reducci6n de la aleaci6n de Devarda para "nitr6geno total oxidado" 
(N03-N + N02 -N). 

3.8.2 	 Almacenamiento de muestras
 

Comenzar las determinaciones de NO pronto despuds de recolectar 
las muestras. Si se necesita almacenarlas, preservar las muestras 
con 40 mg HgCI2/L (I mL saturado HgCl2/L) y almacenar a 40C o con 
gelar a -200C. 

3.8.3 	 M~todo de Acido Cromotr6pico
 

3.8.3.1 	 Discusi6n General
 

3.8.3.1.1 	 Principio: Dos moles de N03 reacciona con un mol de jcido cromotr6

pico para formnar un producto de reacci6n amarillo con una absorba-n 
cia m6xima a 410 nm. El color mAximo desarrolla dentro de 10 minu
tos y se mantiene estable por 24 horas. Un bafio de enfriamiento di
sipa suficiente calor para prevenir que hiervan las soluciones;por 
esta raz6n, la temperatura del bafio de enfriamiento puede variar 
entre 10 
a 20°C sin afectar seriamente los resultados. Se recomien
 
da este m6todo para el rango de concentraciones de 0.1 a 5.0 mg

N03-N/L.
 

3.8.3.1.2 	 Interferencias: El cloro residual, algunos oxidantes, y NO2 produ
cen colores amarillos con el Scido cromotr6pico. Se elimina la in
terferencia 	del cloro residual y los agentes de oxidaci6n agregan
do sulfito. Agregando urea convierte el NO a gas N2 . La antimonia
 
se enmascara efectivamente hasta 2000 mg CI-/L, y este nivel de to
 
lerancia puede ser subido a 
4000 mg/L duplicando la concentraci6n
 
del reactivo de antimonfa especffico. El color amarillo del comple

jo de cloroferrato (III) en cantidades has ;a 40 Fe III)/L se
 
descarga agregando antimonia. Los iones Ba +, PbT , Sr +, I-, 105,
 
selenita y selenata son incompatibles con el sistema y forman pre
cipitados. Sin embargo, su ocurrencia en cantidades significativas
 
es imp obable en la mayorfa de las muestras. Concentraciones del
 
ion Cr + que exceden 20 mg/L contribuyen a un color interferente.
 

3.8.3.1.3 	 Concentracifn minima detectable: 50 ug NO-N/L.
 

3.8.3.2 	 Aparatos
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Equipo colorim~trico: Se requiere uno de los siguientes:
 

3.8.3.2.1 Espectofot6metro, para uso en 410 nm, que proporcione un camino de 
luz de I cm 6 m~s. 

3.8.3.2.2 
 Fot6metro de filtro que proporcione un camino de luz de I cm 6 mAs 
y equipado con un 
filtro violado que tenga transmitancia maxima
 
en aproxiuamente 410 nm. 

3.8.3.3 Reactivos
 

3.8.3.3.1 
 Agua libre de nitratos: Usar agua redestilada o destilada y desionizada de la mdxima pureza posible para preparar todas las solucio 
nes y diluciones.
 

3.8.3.3.2 
 Soluci6n de nitrato existente: Secar nitrato de potasio (KN03)
un horno a 105 0C por 24 horas. Disolver 0.7218 g en 1gua y diluir 
en 

a 1000 mL. Preservar con 2 mL de CHCI 3/L; 1.00 ml= 100 ug NO-N.
Esta soluci6n se mantiene estable por lo menos 6 
meses.
 

3.8.3.3.3 
 Soluri6n de nitrato est~ndar: Diluir 50.0 mL de soluci6n de nitra
to existente a 500 mL con agua, 1.00 mL 
 1
10.0 ug N0-N.
 

3.8.3.3.4 Reactivo de sulfito-urea: Disolver 5 g de urea y 4 g de Na2SO3 an
hidro en agua y diluir a 100 mL.
 

3.8.3.3.5 Reactivo de antimonia: Calentar 500 mg de Sb metal en 80 mL deH2SO 4 concentrado hasta que se disuelva todo el metal. Enfriar y
cuidadosamente agregar a 20 mL agua helada. Si se forman cristales 
despu6s de dejarlo toda la noche, redisolver calent~ndolo.
 

3.8.3.3.6 
 Reactivo de dcido cromotr6pico: Purificar el 
Scido cromotr6pico

(6cido disulf6nico naftalino 4,5-dihidroxi 2,7)como describe ase
continuaci6n: Hervir 125 mL de agua en un frasco y agregar gradualmente 15 g de sal disodio de cido disulfonico naftaino 4,5-dihidroxi 2,7, revolvi~ndolo constantemente. Agregar 5 g de carb6n activado para decolorar. Hervir la mezcla por unos 10 minutos. Agregar agua para reponer el agua perdida debido a la evaporaci6n. Fil
trar la soluci6n caliente a trav~s de lana algod6n. Agregar 5 g
de carb6n activado al filtrado y hervir por 10 minutos m6s. Filtrar
primeramente a travds de lana algod6n y luego a trav6s de papel de
filtro para remover completamente el 
carb6n. Enfriar y lentamente
 agregar 10 mL de H2SO4 concentrado y libre de nitratos. Hervir lasoluci6n hasta que queden aproximadamente 100 mL en el frasco. Dejarlo toda la noche. Transferir los cristales de Scido cromotr6pico a un embudo Buchner y lavar completamente con alcohol etflicoal 95% hasta que los cristales est6n blancos. Secar cristales a 

800C. 

Disolver 100 mg de 6cido cromotr6pico purificado en 100 mL de H2S04
concentrado y almacenar en una botella de color cafd. Preparar cada 2 semanas. Una soluci6n de reactivo incolora significa la ausencia de contaminaci6n de NO3 de parte del H2SO4 . 
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3.8.3.3.7 Acido sulf~rico, H2S04 , concentrado, libre de nitratos. 

3.8.3.4 Procedimiento
 

3.8.3.4.1 Preparaci6n de est6ndares de nitrato: 
Preparar est6ndares de NO3 
en el rango de 0.10 a 5.0 mg N/L diluyendo 0, 1.0, 5.0, 10, 25,
40 y 50 mL de soluci6n est~ndar de NO a 100 mL con agua.
 

3.8.3.4.2 Desarrollo de color: cantidadesSi apreciables de materia en sus
pensi6n est~n presentes en removerlala muestra, centrifugando ' filtrando, succionar con pipeta 
 porciones de 2.0 mL de estgndares, muestras, y un blanco de agua a frascos volum~tricos secosde 10 mL. Usar diluciones de los est~ndares y las muestras en rango de 0.1 a 5.0 mg NO%-N/L. Agregar I gota de reactivo de sul

el 

fito-urea a cada frasco. Colocar los frascos en un bafo de agua
20'C) 2 mLfrfa (10 a y agregar de reactivo de Sb (antimonia).

Remolinar los 
frascos durante la adici6n de cada reactivo. Despu6s de unos 4 minutos en el baho, agregar I mL de reactivo deacido cromotr6pico, remolinar y dejarlo en el bao de enfriamien 
to por 3 minutos. Agregar H2SO4 concentrado para acercar el voliu
men alrededor de la marca de 10 mL. Tapar los frascos y mezclarinvertiendo cada frasco cuatro veces. Dejarlo por 45 minutos a
la temperatura ambiental y ajustar al volumen a 
10 mL con H2S04
concentrado. Ejecutar la mezcla final muy suavemente para evitar

introducir burbujas de aire. Leer la absorbancia a 410 nm entre
15 minutos y 24 horas despu6s del Gltimo ajuste de volumen. Usaragua libre de nitratos en la c~lula de referencia del espectrof6
metro. Enjuagar la c~lula de la muestra con la soluci6n de muestra, y luego llenar cuidadosamente sosteniendo la c6lula a 
 una

inclinacidn y derramando la soluci6n lentamente en un 
lado de la
 
c6lula para evitar la formnaci6n de burbujas.
 

3.8.3.5 Calculo
 

mg NO5-N/L - ug NO-N (en volumen final de 10 mL)
 

Volumen de la muestra, mL
 

3.8.4 M6todo de Reducci6n de la Aleaci6n de Devarda
 

3.8.4.1 Discusi6n General
 

3.8.4.1.1 Principio: Se recomienda este m6todo para concentraciones de N
oxidado (NO-N+NO--N) mayores de 2 mg/L. Es 
particularmente con
veniente cu~ndo s9 ha hecho una deteminaci6n de amonfaco usando
el paso de destilaci6n preliminar (Secci6n 3.7.4). En este proce
dimiento N03 y N02 son reducidos a NH3 bajo condiciones alcalinas

de calor en la presencia del agente de reducci6n, la aleaci6n de
Devarda (una aleaci6n de 50% Cu, 45% Al 
y 5% Zn). La reducci6n
 
se lleva a cabo en un 
aparato de destilaci6n Kjeldahl. Bajo condiciones alcalinas de calor, el NH3 que se forma se destila 

se colecta en un frasco receptor que contiene Scido b6rico (Sec-

y 

ci6n 3.7.4). El NH3 puede ser determinado por nesslerizaci6n directa (Secci6n 3.7.5.4) 6 acidimetricamente (Secci6n 3.7.6.4).
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3.8.4.1.2 	 Interferencias: Remover el amonfaco de la muestra a travds de la
destilaci6n preliminar como se describe en 
las Secciones3.7.4.4.2
 
-3,7.4.4.4, si no se determina NH3 en 
la misma porci6n de muestra.

Nitrito tambi~n se 
reduce a NH3 	bajo las condiciones de la prueba. Si 
no se hace una determinacifn de NO2 por separado, reportar
los resultados como "nitr6geno total oxidado". No se 
recomienda

el m6todo para niveles menores de 2 mg/L. A este nivel, 
particular
mente en la presencia de concentraciones altas de nitr6geno amino,
usar por lo menos 50 mL y preferiblemente 100 mL de muestra debido
 a la posibilidad de interferencia positiva por descomposici6n de
 
esta materia 	nitrogenada.
 

3.8.4.2 	 Aparatos
 

3.8.4.2.1 
 Aparato de destilaci6n: Frasco Kjeldahl de vidrio de 800 mL, 
 con
 un condensador y adaptor arreglado de tal forma que el destiladopueda colectarse en la soluci6n de dcido b6rico. Para 	muestras pequeas, tambi6n puede una 	
m6s 

se usar unidad microkjeldahl de desti
laci6n de vapor.
 

3.8.4.2.2 
 Cuchara de medida: DiseFiada para contener 1 g de aleaci6n de Devar
 
da.
 

3.8.4.2.3 	 Equipo colorimdtrico: 
Ver Secci6n 3.7.5.2.1.
 

3.8.4.3 	 Reactivos
 

3.8.4.3.1 
 Agua libre de amonfaco: Ver Secci6n 3.7.4.3.1.
 

3.8.4.3.2 	 Soluci6n amortiguadora de borato: Ver Secci6n 3.7.4.3.2.
 

3.8.4.3.3 	 Hidr6xido de sodio, NaOH, 6N.
 

3.8.4.3.4 
 Aleaci6n de Devarda: 
De luz de malla de 20 6 m6s pequeFia que con
tenga menos de 0.005% N.
 

3.8.4.3.5 
 Para titulaciones acidim6tricas: Todos los reactivos alistados 
en
 
la Secci6n 3.7.6.3.
 

3.8.4.3.6 	 Para nesslerizaci6n: Todos los reactivos alistados en 
las Seccio

nes 3.7.5.3.3 - 3.7.5.3.5.
 

3.8.4.4 	 Procedimiento
 

3.8.4.4.1 	 Si 
no se elimin6 el 
NH3 por un m~todo de la destilaci6n preliminar

diluir una porci6n de muestra a 500 mL con agua libre de amonfaco.
Agregar 25 mL de amortiguadora de borato y ajustar a un pH de 9.5
con 6N NaOH usando un pH metro o papel de pH de corto rango. Desti
lar 250 a 300 mL a 
un frasco receptor seco y descartar. Asegurar
que se realice la Gltima parte de la destilaci6n con el punto 
del
condensador fuera del 
lfquido en el frasco receptor.
 

3.8.4.4.2 	 Al 
residuo despu6s de remover el NH3 (descrito en el psrrafo ante
rior) agregar I g de aleaci6n de Devarda y suficiente agua destilada libre de amonfaco para acercar el volumen total a unos 350 mL.
 

- 107 



Meter 50 mL de absorbente de H3B03 en un frasco receptor para cada 
mg de NOS - N en 
la muestra. Sumergir el punto de condensor en el
 
absorbente.
 

Calentar el frasco de destilaci6n hasta que hierva o burbujee vigo
rosamente. Bajar el calor y destilar a una tasa de 5 a 10 mL/minu
to hasta que se haya recolectado por lo menos 150 mL de destilado. 
Bajar e, receptor para que el lfquido est6 abajo del punto del
condensor y continuar ]a destilaci6n por I a 2 minutos para limpiar

el condensor.
 

Determinar el NH3-N por el m6todo de nesslerizaci6n (Secci6n 3.7.5) 
6 por el de titulaci6n con un 
Scido fuerte est~ndar (Secci6n3.7.6).
 

3.8.4.5 Calculo
 

Calcular NH3-H como en la Secci6n 3.7.5.5 6 3.7.6.5. Este valor re
presenta el 
NH3 producido de la oxidaci6n de NO2 y NO (nitr6geno

total oxidado). Para obtener el 
NO3, determinar por separado el 
N02 y restar los resultados. 
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Figura 3.7. 
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3.9 Oxfgeno Disuelto
 

Todos los organismos vivientes dependen del 
oxigeno en una forma u
otra para mentener los procesos metab6licos que producen energfa
para el crecimiento y la reproducci6n. Los procesos aer6bicos 
 son
sujetos de gran inter6s por su necesidad de oxfgeno libre.
 

Todos los gases de la atm6sfera son solubres en 
agua en algdn grado. Tanto el nitr6geno como el 
oxfgeno estdn clasificados como poco solubles, y como no reaccionan con el 
agua quimicamente, su so
lubilidad es directamente proporcional 
a sus presiones parciales.-


La Figura 3.8 muestra curvas de solubilidad para los dos gases 
 en
agua destilada 6 de bajo contenido de s6lidos 
en equilibrio con el
aire a 760 rmm 
de presi6n. La solubilidad es menor en 
las aguas salinas. Se notar6 que bajo las condiciones de presi6n parcial 
 que
existen en la atm6sfera, se disuelve m~s nitr6geno que oxfgeno 
en
el agua. En el momento de saturaci6n, los gases disueltos contienen alrededor de 38% de oxfgeno, 6 casi 
el doble de oxfgeno que

contiene la atm6sfera normalmente.
 

25 

20

15 - Figura 3.8. Solubilidad
 
del Oxfgeno y Nitr6geno
 

0en 
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rada con Aire a 760 mm
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La solubilidad del oxfgeno atmosfdrico en las aguas dulces varfa
de 14.6 mg/L 
a O°C a cerca de 7 mg/L a 350C, bajo una atm6sfera
de presi6n. Como 
es un gas pobremente soluble, en 
soluci6n su
concentraci6n varfa directamente con 
la presi6n atmosfdrica a
cualquier temperatura dada. Esta 
es una consideraci6n importante
en altitudes altas. Debido a que la oxidaci6n biol6gica se incre
menta con 
la temperatura, y por consiguiente se incrementa la de
manda de oxfgeno, las condiciones de temperatura alta, donde 
eT
oxfgeno disuelto es menos soluble, son de gran inter6s. La mayorfa de las 
condiciones crfticas relacionadas con la deficiencia
de oxfgeno disuelto en el medio, ocurre durante los meses de verano cuando las temperaturas 
son altas y la solubilidad de oxfge
no esta al mfnimo. Por esta raz6n 
se acostumbra pensar en 
los nT
veles de oxigeno disuelto alrededor de 8 mg/L como que fueran 1m~ximo disponible bajo condiciones criticas. 

La baja solubilidad del oxfgeno es el 
mayor factor que limita la
capacidad de purificac;6n de las 
aguas naturales y necesita 
 el
tratamiento de los desperdicios para remover la materia de contaminaci6n antes de ser descargada a las corrientes recibientes.
En los procesos de tratamiento aer6bicos biol6gicos, la solubili
dad limitada del oxigeno es 
de gran importancia debido a que 6sta controla el grado en que el 
oxfgeno serg absorbido por el 
me
dio y por consiguiente el 
costo de la aireaci6n.
 

En desperdicios lIquidos, 
el oxfgeno disuelto es el factor que
determina si 
los cambios biol6gicos 
se deben a organismos aer6bi
cos 6 anaer6bicos. Los primeros 
usan el oxfgeno libre para la oxi
daci6n de materia org~nica e inorg~nica y producen productos finales inocuos, mientras que los GIltimos llevan a cabo esa oxidaci6n a trav6s de la reducci6n de ciertas sales inorgAnicas tales
como sulfatos y los productos finales a menudo son muy mal olien
tes. 
Como los dostipos de organismos est6n presentes 
en la naturaleza, es 
altamente importante que las condiciones favorables a
los orginismos aer6bicos 
se mantengan (condiciones aer6bicas):
de otra manera los organismos anaer6bicos tomarian posesi6n y se
desarrollarfan condiciones molestas. Por eso 
las mediciones de
oxigeno disuelto son vitales para mantener las condiciones aer6bicas en las aguas naturales que reciben materia contaminante yen 
los procesos de tratamiento aer6bico intencionados para purificar las aguas negras domdsticas e indu-triales. 

Las determinaciones de oxfgeno disuelto se usan para una variedad
de otros prop6sitos. Es 
una de las pruebas individuales mAs impor
tantes que el ingeniero ambiental utiliza. En la mayorfa de
instancias que involucran el 
las
 

control de contaminaci6n de corrien
tes, 
es deseable mantener condiciones favorables 
 al crecimient-o
y reproducci6n de una poblaci6n normal de peces y otros organismos acuticos. Esta condicidn requiere el mantenimiento de niveles de oxfgeno disuelto que mantendrin la vida acu~tica deseable
 en una condici6n sana todo el 
tiempo. Las determinaciones de oxf
geno disuelto sirven como la 
base de la prueba de DBO, y por tanto son la base de la determinaci6n ms importante usada para ev-aluar la concentraci6n de contaminaci6n de desperdicios domdsti
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Cos e industriales. La oxidaci6n bioqufmica puede ser medida de
terminandooxfgeno disuelto residual en un sistema en varios in
tervalos de tiempo. 

Todos los procesos de tratamiento aer6bico dependen de la presen
cia de oxfgeno disuelto, y las pruebas para oxfgeno son 
indispen
sables 
como un medio de controlar la tasa de aireaci6n para asegurarse que las cantidades adecuadas de aire son 
suplidas para

mantener las condiciones aer6bicas y tambidn para prevenir el uso
 
excesivo del aire.
 

El oxfgeno es un factor significativo en la corrosi6n del 
hierro
 
y el acero particulamente en 
los sistemas de distribuci6n de
 agua y en calderas de vapor. La eliminaci6n del oxfgeno de las
 aguas alimentadas de calderas por medios ffsicos y qufmicos es una prdctica com6n en la industria el6ctrica. La prueba de oxfge
no disuelto sirve como el medio de control. 

3.9.1 M~todo de Anflisis y Cglculo
 

El m6todo de an~lisis serd elaborado cuando el equipo pedido pa
ra este programa de monitoreo llegue y se pruebe en el 
campo.
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3.10 
 Sul fato
 

El ion sulfato es uno de los aniones m6s comunes que se encuen
tran en aguas naturales (ver la Figura 3.9). Sulfato es muy im 
portante en relaci6n al suministro piblico del agua potable, de

bido a su efecto catirtico a humanos, si estg presente en cantT
dades altas. AdemAs, los sulfatos producen escamas duras en ca
lentadores de agua y calderas. Hay bastante preocupaci6n sobre 
sulfatos porque ellos son responsables (indirectamente) por dos
problemas graves en el procesamiento y tratamiento de aguas ne
gras. Problemas de mal olor y corrosi6n resultan por la reduc
ci6n de sulfatos a sulfuro de hidr6geno, bajo las condiciones
aner6bicas. En la ausencia de oxfgeno disuelto y de nitratos,
los sulfatos sirven como una fuente de oxfgeno para oxidaciones

bioquimicas producidas por bacterias aner6bicas. Bajo condicio
nes arer6bicas, el ion sulfato se reduce al ion sulfuro, el cual
mantiene un equilibrio con el ion hidr6geno y forma sulfuro dehidr6geno. Esta situaci6n crea un problema grave de olor desa
gradable, si se estS produciendo cantidades significantes del 
ion sulfuro. En lugares de temperaturas relativamente altas (co
mo Honduras), donde las agua. negras son retenidas por tiempos"

prolongados, y donde existen suficientes concentraciones de sul
fatos, la corrosi6n de la alcantarilla es un problema serio. ET
problema estS asociado con la reducci6n de sulfatos a sulfuro
de hidr6geno, la cual es responsable indirectamente por la corro
ci6n de las cimas de las alcantarillas. 

3.10.1 Selecci6n de M~todo
 

Los mcodos gravim~tricos son convenientes para concentraciones
 
de SO- mayores de 10 mg/L; usar uno de estos m~todos para resul

tados 4exactos. l m6todo turbidim6trico es aplicable en el ran-
go de 1 a 40 S0-/L.
 

3.10.2 Muestreo y Almacenamiento
 

En la presencia de materia org6nica ciertas bacterias pueden re
ducir SO- a S2 -. Para evitar eso, almacenar muestras, fuertemen 
te contaiinadas a 4°C. 

3.10.3 Mtodo Gravim~trico de Encender el Residuo 

3.10.3.1 Discusi6n General
 

3.10.3.1.1 Principio: Se precipita el sulfato en una soluci6n de Acido clor 
hfdrico (HCl) como sulfato de bario (BaS04) al agregar cloruro 
de bario (BaCl2).
 

La precipitaci6n se lleva a cabo a una temperatura cerca del pun
to de ebullici6n y despu6s de un perfodo de digesti6n el precipitado, es filtrado, lavado con agua hasta que estg libre de C-,
encendido o secado, y pesado como BaS04. 

3.10.3.1.2 Interferencias: La determinaci6n gravim6trica de SO- es sujeto 
a
muchos errores, tanto positivos como negativos. En agua pota
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ble en la cual la concentraci6n de minerales es baja, dstos pue
den ser de poca importancia.
 

1) Interferencias que producen resultados altos-materia en 
 sus
pensi6n, sflice, precipitante de BaCl2, NO- SO2- y licor ma

dre ocluido en el precipitado son los fact8res rincipales en
 
los errores positivos. Materia en suspensi6n puede estar pre
sente en la muestra y en la soluci6n de precipita i6n; silica
 
to soluble p~ede ser convertido en insoluble y SO - puede ser
 
oxidado a SO- durante el an~lisis. Nitrato de baPio (Ba(N03 ),
B8C1 2 ,y agua son ocluidos parcialmente con el BaSO 4 aunque el
 agua es eliminado si la temperatura de encendido es suficiente
 
mente alta.
 

2) Interferencias que producen resultados bajos - sulfatos de me
tales alcalinos frecuentemente producen resultados bajos, par
ticularnente los sulfatos de hidr6geno alcalino. La oclusi6n

de sulfato alcalino con BaS04 causa una substituci6n de un ele
 
mento de peso at6mico menor que el bario en el precipitado..
Sulfatos de hidr6geno de metales alcalinos se portan en forma 
similar y, adem~s se descomponen al calentarse. Metales pesa
dos, como cromo y hierro, causan resultados bajos interfirien
do con la precipitaci6n completa de SO - y formando sulfatos 
de metales pesados. BaSO 4 tiene una so ubilidad pequefia pero
significativa, la cual se 	aumenta en la presencia de un Scido.
 
Aunque un medio kcido es necesario para prevenir la precipita
ci6n de carbonato de bario y fosfato, es importante limitar su
concentraci6n para minimizar su efecto de soluci6n.
 

3.10.3.2 Aparatos
 

3.10.3.2.1 Bafio de vapor.
 

3.10.3.2.2 
 Horno para secar, equipado con un control termost~tico.
 

3.10.3.2.3 Horno de mufla, con indicador de temperatura.
 

3.10.3.2.4 Desecador.
 

3.10.3.2.5 Balanza analftico, con capacidad de pesar 
 0.1 mg.
 

3.10.3.2.6 Filtro: Usar uno de los siguientes:
 

1)	Papel de filtro, lavado con Scido~de superficie dura, sin ce
niza, suficientemente retentivo para precipitados finos. 

2) 	Filtro de membrana, con un tamafio de poro de aproximadamente 
0.45 um. 

3.10.3.2.7 Aparato de filtraci6n, apropiado al tipo de filtro seleccionado.

(Revestir la base del filtro de membrana con un flufdo de silic6n 
para prevenir que el precipitado adhera). 

- 115 



3.10.3.3 


3.10.3.3.1 


3.10.3.3.2 


3.10.3.3.3 


3.10.3.3.4 


3.10.3.3.5 


3.10.3.4 


3.10.3.4.1 


3.10.3.4.2 


3.10.3.4.3 


Reactivos
 

Soluci6n indicador rojo de metilo: Disolver 100 mg de rojo de me
tilo, sal de sodio en agua destilada y diluir a 100 mL.
 

Acido clorhfdrico, HCI, 1 + 1. 

Soluci6n de cloruro de bario: Disolver 100 g BaCl2 ' 2H20 en 1 L 
de agua destilada. Filtrar a trav6s del filtro de membrana o 
pa
pel de filtro de superficie dura antes de uar; 1 mL es suficien
te para precipitar aproximadamente 40 mg S04-. 

Reactivo de Scido nitrato-nitrito de plata: Disolver 8.5 g AgNO 3 
y 0.5 mL de HN03 concentrado en 500 mL de agua destilada. 
Fluido de silic6n: Se conoce como "Desicote" (Beckman) o equiva
lente.
 

Procedimiento
 

Eliminaci6n de silic6n: Si la concentraci6n del silic6n excede 25 
mg/L, evaporar la muestra hasta casi sequedad en un plato de pla
tino en un baho de vapor. Agregar I mL HCI, inclinar y girar el

plato hasta que el Scido se haga contacto completo con el residuo.
 
Continuar la evaporaci6n hasta que se seque. Terminar el secar en
 
un horno a 180 0C y si hay materia orgdnica presente, carbonizar
 
sobre la llama de un quemador. Mojar el residuo con 2 mL de agua

destilada y 1 mL de HC1, y evaporar hasta sequedad en 
un baMo de
 
vapor. Agregar 2 mL de HC1, recoger el 
residuo soluble en agua

caliente, y filtrar. Lavar el silic6n insoluble con algunas por
ciones pequeas de agua destilada caliente. Combinar el filtrado
 
y los lavados. Descartar el residuo. 

Precipitaci6n del sulfato de bario: Ajustar el volumen de la mues
 
tra clarificada para que contenga aproximadamente 50 mg SO- en
 
un volumen de 250 mL. Se puede tolerar concentraciones bajis de
 
S32- si es impracticable concentrar la muestra al nivel 6ptimo,
 
peso en tales casos limitar el volumen total 
a 150 mL. Ajustar el
 
pH con HCI a un pH de 4.5 a 5.0, usando un pH metro 6 el color

anaranjado del indicador rojo de metilo. Agregar 1 a 2 mL HCI. Ca 
lentar hasta que hierv-i y, mientras se revuelve suavemente, agre
gar lentamente la soluccin de BaCl2, tibia, hasta que la precipita
ci6n parece ser completa; luego agregar unos 2 mL mAs de la solu
ci6n. Si la cantidad del precipitado es pequeha, agregar un total 
de 5 mL de soluci6n de BaCl2. Digerir el precipitado a 80 a 900C,
preferiblemente durante toda la noche pero durante no menos de 

horas.
 

Filtraci6n y pesado: Mezclar una cantidad pequeha de pulpa de pa
pel de filtro sin ceniza con el BaSU 4 , transferir cuantitativamen 
te a un filtro, y filtrarlo a la temperatura ambiental. La pulpa
ayuda la filtraci6n y disminuye la tendencia de que el precipita
do se disperse. Lavar el precipitado con porciones pequehas de 
agua destilada tibia hasta que los lavados est~n libres de Cl-
 co
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mo se indica 	a trav~s de la prueba con el reactivo.AgNO 3-HNO 3. CO
 
locar el filtro y el precipitado en un crisol de platino y encenderlo a 800C por I hora. No permitir que el papel de filtro 
queme con la llama. Enfriar en el desecador y pesar. 

se 

3.10.3.5 	 Calculo
 

mg S02-/L = mg BaSO4 x 411.6
 
Volumen de la muestra, mL
 

3.10.4 	 M6todo Gravimdtrico de Secar el Residuo
 

3.10.4.1 	 Discusi6n General
 

Ver la Secci6n 3.10.3.1.
 

3.10.4.2 	 Aparatos
 

Con la excepci6n del papel de filtro se requieren todos los apara
 
tos descritos en la Secci6n 3.10.3.2, m~s los siguientes:
 

3.10.4.2.1 
 Filtros: Usar uno de los siguientes:
 

1) Filtro de 	vidrio esmerilado de porosidad fina, con un tamafo mS 
ximo de poro 	de 5 um.
 

2) Filtro de membrana, con un tamaho de poro de unos 0.45 um. 

3.10.4.2.2 	 Horno al vacio. 

3.10.4.2.3 	 Reactivos 

Se requieren todos los reactivos alistados en la Secci6n 3.10.3.3. 

3.10.4.4 	 Procedimiento
 

3.10.4.4.1 
 Eliminaci6n 	de la interferencia: 
Ver la Secci6n 3.10.3.4.1.
 

3.10.4.4.2 	 Precipitaci6n de sulfato de bario: Ver la Secci6n 3.10.3.4.2. 

3.10.4.4.3 	 Preparaci6n de filtros:
 

1) 	Filtro de vidrio esmerilado. Secar hasta que tenga un peso cons
tante* en un horno mantenido a 105 0 C 6 mAs caliente, enfriar e-n 
un 	desecador, y pesar.
 

2) Filtro de 	membrana. Colocar el filtro en un papel de filtro 6 
un vidrio de reloj y secar hasta que tenga un 
peso constante*
 

* Se define peso constante ,-.mo un cambio de no m~s que 0.5 mg en 
dos operaciones sucesivas que consisten en calentar, enfriar en 
un 	desecador, y pesar.
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en un horno al vacfo a 80°C, mientras se mantiene un vacfo de por
lo menos 85 kilopascales 5 en un horno convencional a una tempera

tura de 103 a 105'C. Enfriar en un desecador y pesar solamente l-a
 
membrana.
 

3.10.4.4.4 	 Filtraci6n y pesado: Filtrar el 
BaS04 a temperatura ambiental. La
 var el precipitado con algunas porciones pequehas de agua destila

da tibia hasta que los lavados ester, libres de Cl-
 como se indica
 
a trav~s de la prueba con el reactivo AaNO3-HNO3
. Si se usa un
filtro de membrana agregar algunas gotas del 
flufdo de silic6n a

la suspensi6n antes de filtrar para prevenir que el precipitado

adhera a la base. Secar el filtro y precipitar a trav6s del mismo
procedimiento que se us6 para preparar el 
filtro. Enfriar en un
 
desecador y pesar.
 

3.10.4.5 	 Cdlculo
 

mg/SO4 /L = mg BaS04 x 411.6 

Volumen de la muestra, mL
 

3.10.5 	 M~todo Turbidim6trico
 

3.10.5.1 	 Discusi6n General
 

3.10.5.1.1 	 Principio: El 
ion sulfato (S04 ) se precipita en un medio de Scido ac6tico con cloruro de barlo (BaCl ) para formar cristales de 
sulfato de bario (BaS0 4) de tamaho unfforme. Se mide la absorban
cia de luz de la suspensi6n de BaSO 4 con un fot6metro y se determina la concentracifn de S02- comparando la lectura con una curva 
estandar.
 

3.10.5.1.2 	 Interferencias: Color o materia en suspensi6n en grandes cantida
des interfieren. Con ta que 
 6stos est~n 	 bajos en comparaci6n con
la concentracidn de S04-, corregir por la interferencia como se 
indica en la Secci6n 3.10.5.4.4. 

El silic6n en exceso de 500 mg/L interfiere. Puede que no sea posible precipitar adecuadamente el BaS0 4 en aguas que contengan

grandes cantidades de materia orgAnica.
 

En agua potable no existen otros iones ademAs de 02- 
que puedan

formar compuestos insolubles con el 
bario bajo condiciones fuerte

mente Scidas. Realizar las determinaciones a temperatura ambientl;
variaciones de un rango de 	 IO°C no producen errores apreciables. 

3.10.5.1.3 
 Concentraci6n minima detectable: Aproximadamente I mg S02-/L. 

3.10.5.2 	 Aparatos
 

3.10.5.2.1 	 Agitador magnitico: Usar una velocidad constante de agitaci6n. Es
 
conveniente fijar una resistencia en serie con el motor que opera
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el 	 agitador magndtico para regular la velocidad de aoitaci6n. La 
velocidad exacta de agitaci6n no es crftica, pero tiene que ser
 
constante para cada juego de muestras y estAndares, y no debe
 
causar salpicaduras. 

3.10.5.2.2 	 Fot6metro: Se requiere uno de los siguientes:
 

1) Nefel6metro.
 

2)	Espectofot6metro, para uso en 420 nm y que proporcione un cami
 
no de luz de 2.5 a 10 a.
 

3)	Fot6fetro de filtro, equipado con un filtro violado que tenga

transmisi6n maxima en aproximadamente 420 nm y que proporcione
 
un 	 camino de luz de 2.5 a 10 cm. 

3.10.5.2.3 	 Cron6metro o contador de tiempo.
 

3.10.5.2.4 	 Cuchara de medida, con capacidad de 0.2 a 
0.3 mL.
 

3.10.5.3 	 Reactivos
 

3.10.5.3.1 	 Soluci6n amortiguadora A: Disolver 30 g de cloruro de magnesio,

MgCl 2"6H20, 5 g de acetato de sodio, CH3 COONa'3H20, 1.0 g de ni
trato de potasio, KN03, y 20 mL de Scido ac~tico, CH3 COOH (al

99%), en 500 mL de agua destilada y llevar a 1000 mL.
 

3.10.5.3.2 	 So uci6n amortiguadora B (requerida cuando la concentraci6n de
 
S04- de la muestra sea menor de 10 mg/L): Disolver 30 g MgCl2

6H20, 5 g CH3COONa.3H20 1.0 g KN03, 0.111 g de sulfato de so
dio, Na2S04, y 20 mL de 6cido acdtico (al 99%), en 	500 mL de agua

destilada y llevar a 1000 mL. 

3.10.5.3.3 	 Cristales de cloruro de bario, BaCl2 de luz de malla de 20 a 
30:
 
En 	la estandarizaci6n se produce una turbidez uniforme con este
 
rango de luz 	de malla y la soluci6n amortiguadora apropiada.
 

3.10.5.3.4 	 Soluci6n de sulfato est6ndar: Peparar una de las dos siguientes

soluciones; 1.00 mL = 100 ug S04-.
 

1)	Diluir 10.4 mL de titulante est~ndar de 0.02 N H2S04, descrito
 
en la Secci6n 3.1.3.3, a 100 mL con agua destilada.
 

2)	Disolver 0.1479 g de Na2SO4 anhidro en agua destilada y diluir
 
a 1000 mL.
 

3.10.5.4 	 Procedimiento
 

3.10.5.4.1 	 Formaci6n de la turbidez del sulfato de bario: Medir de la100 mL 
muestra 6 una porci6n conveniente diluida 100 mL, en un frasco er 
lenmeyer de 250 mL. Agregar 20 mL de soluci6n amortiguadora y me 
clar en el aparato de agitaci6n. Mientras se agita, agregar una
cucharada de cristales de BaCl 2 y comenzar a medir el tiempo inme 
diatamente. Agitar por 60 + 2 segundos a 
una velocidad constante

- 119 



".10.5.4.2 Medicin de la turbidez del sulfato de bario: Despu6s que termine
 
el perfodo de agitaci6n, derramar la soluci6n en la c~lula de ab
sorci6n del fot6metro y medir la turbidez a 5 + 0.5 minutos.
 

3.10.5.4.3 Prepa aci6f de la curva de calibraci6n: Estimar la concentraci6n

de SO- en la muestra comparando la lectura de turbidez con una 
curva de calibraci6n que se prepara ilevando los est6ndares de
 
SO&- a travs de todo el procedimiento. Hacer los estgndares an
el rango de 0 a 40 mg SOi-/L,en incrementos de 5 mg/L. La exacti
tud disminuye arriba de 40 mg/L y las suspensiones de BaS04 pier
den estabilidad. Comprobar la confiabilidad dela_.curva de calibra 
ci6n probando un est~ndar despu~s de cada tres o cuatro muestras-. 

3.10.5.4.4 Correcci6n para el 
color y la turbidez de la muestra: Corregir pa
 
ra el 
color y la turbidez de la muestra probando blancos a los cua
 
les no se agrega BaCl 2.
 

3.10.5.5 C6lculo 

2- 2
mg SO4 /L =. mg So2x 1000
 

Volumen de la muestra, ml.
 

Si se usa la soluci6n amortiguadora A, determinar la concantraci6n

de SO&- directamente de la curva de calibraci6n despues de restar 
la absorbancia de la muestra antes de agregar el BaCl2. Si se usa

la soluci6n amortiguadora B, restar la concentraci6n de S02- del
blanco de la concentracifn de SO- aparente que sE determin6 usan
do el procedimiento descrito arriba; debido a que la curva de ca
libraci~n no es una lfnea recta, este paso no es equivalente a
 
restar la absorbancia del blanco de la absorbancia de la muestra. 
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Figura 3.10.
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4 EXAMENES DE CALIDAD MICROBIOLOGICA
 

4.1 Introducci6t,
 

Este capftulo describe procedimientos para hacer ex6menes microbiol6
 
gicos de muestras de agua para determinar la calidad sanitaria. Los
 
m~todos tienen la intenci6n de indicar el grado de contaminaci6n con
 
las mejores t~cnicas disponibles actualmente; sin embargo sus limita
 
ciones deben ser entendidas completamente.
 

Se utilizan ex~menes para la detecci6n y enumeraci6n de organismos
 
indicadores en vez de pat6genos. El grupo de bacterias coliformes co
 
mo es definida aquf es el indicador principal en el anglisis del agua 
para usos dom~sticos, diet6ticos u otros. Las reacciones culturalesy
 
las caracterfsticas de este grupo de bacterias han sido estudiadosex
 
tensivamente; llegando a la conclusi6n de que al encontrarse en cier
 
tos niveles pueden ser caracterfsticas de una buena o mala calidadde
 
agua.
 

La experiencia ha establecido la importancia de la densidad del gru
po coliforme como un criterio del grado de contaminaci6n y por lotan 
to de calidad sanitaria del agua. La significancia de los examenes y 
la interpretaci6n de resultados est~n bien autenticados y han sido
 
usados comu una base para los est6ndares de calidad bacteriol6gicade
 
los abastecimientos de agua.
 

La t6cnica de filtro de membrana, la cual involucra un cultivo en pla 
ca directo para la delecci6n y estimaci6n de densidades de coliformes 
es tan efectiva como el examen de fermentaci6n de tubo mtltiple para 
detectar bacterias del grupo coliforme. La modificaci6n de los deta
lles de procedimiento, particularmente del medio de cultivo, ha hecho 
los resultados comparables a aquellos que han sido dados por el proce 
dimiento de fermentaci6n del tubo mltiple. Aunque hay limitaciones 
en la aplicaci6n de la tcnica de filtro de membrana, es equivalente
 
cuando es usada con adherencia estricta a estas limitaciones y a los
 
detailes t6cnicos especificados.
 

Se acostumbra reportar los resultados de la prueba coliforme por me
dio del procedimiento de fermentaci6n de tubo multiple con el Tndice 
"numero mas probable" (MPN). Esto es un indice del ndmero de bacte
rias coliformes que mds probablemente que cualquier otro numero dara 
los resultados del examen de laboratorio; no es una enumeraci6n real. 
Por otra parte m~todos de cultivo en placa directas tales como el pro 
cedimiento filtro de membrana permiten un conteo directo de colonias 
de coliforrnes. En ambos procedimientos la densidad de coliformes se 
reporta convencionalmente como el MPN 6 conteo de filtro de membrana 
por 100 mL. El uso de cualquiera de los procedimientos permite esti
mar la calidad sanitaria del agua y la efectividad de procesos de tra 
tamiento. Porque no es necesario proveer una evaluaci6n cuantitativa 
de bacterias coliformes para todas las muestras, una prueba cualitati 
va de presencia-ausencia ha sido agregado. 

M6todos para la diferenciaci6n del grupo coliformes estgn incluidos.
 
Tal diferenciaci6n generalmente es considerada de valor limitado en
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la determinaci6n de la calidad de agua potable porque la presencia

de cualquier bacteria coliforme vuelve al agua potencialmente no sa
tisfactoria 6 insegura. La espaciaci6n (distribuci6n en el espacio
puede proveer informaci6n en la colonizaci6n de un sistema de distri 
buci6n y asf confirmar adn mds la validez de los 
resultados de coli
 
formes.
 

Las bacterias del grupo coliforme presentes en el 
intestino y heces

de animales de sangre caliente generalmente incluyenorganismos capa 
ces de producir gas 
a partir de lactosa en un medio de cultivo ade
cuado a 44.5 + 0.2°C. Considerando que organismos coliformes deotras
fuentes frecuentemente no pueden producir gas bajo estas condiciones,
 
este criterio es usado para definir al componente fecal del grupo co
liforme. Tanto las t6cnicas de diluci6n de tubo miltiple como el pro

cedimiento de filtro de membrana han sido modificados para incorporar

la incubaci6n en pruebas confirmatorias a 44.5°C y asi proveer esti
maciones de la densidad de organismos fecales como ha sido definido.

Procedimientos para coliformes fecales tambi~n incluyen 
una prueba

de tubos miltiples de 24 horas usando medio A-I y un m~todo ripido

de 7 horas. Esta diferenciaci6n produce informiaci6n de mucho valor
 
que concierne la posible fuente de contaminaci6n en el agua y espe
cialmente su lejania, porque se puede esperar que los miembros 
 no
 
fecales del grupo coliforme vivan mds tiempo que los miembros feca
les 
en el medio ambiente no favorable que es provisto por el agua.
 

No se puede asegurar que el exa,,ien de muestras bacteriol6gicas de ru

tina provea informaci6n completa concerniente con la calidad del agua.
Siempre considerar los resultados bacteriol6gicos en relaci6n con la
informaci6n disponible concerniente con las condiciores sanitarias 
que rodean a la fuente de la muestra. Para un abastecimiento de agua,

la evaluaci6n precisa de la calidad se puede hacer s6lo cuando 
 los
 
resultados de eximenes de laboratorio son interpretados en relaci6n
 
a datos de estudios sanitarios, considerando inadecuados los resulta
 
dos del 
examen de una sola muestra de una fuente determinada. Cuando
 
sea posible hacer la evaluaci6n de la calidad del 
agua en el examen

de una serie de muestras colectadas en un perfodo de tiempo conocido
 
y prolongado. 

- 123



4.2 Pautas de Control de Calidad en el Laboratorio 

El 6nfasis cada dfa mis grande en los estAndares de calidad del agua 
y su cumplimiento y monitoreo requieren el establecimiento de un pro

grama de seguridad de calidad para sustentar la validez de los da
tos.
 

Un programa de laboratorio de seguridad de calidad es la aplicaci6n
ordenada de las prdcticas necesarias para remover 6 reducir errores 
que puedar ocurrir en cualquier operaci6n de laboratorio, causadas 
por el personal, equipo, provisiones, procedimientos de muestreo y
metodologia analftica. 

El programa debe ser pr6ctico e integrado. Debe requerir s6lo una
cantidad de tiempo razonable 6 deberg ser evitada. 

Cuando se administra adecuadamente un programa de seguridad de cali
dad, balanceado y aplicado concientemente, se producirgn datos uni
formes de alta calidad sin interferir con las funciones analfticas 
primarias del laboratorio. Descripciones detalladas de prdcticas de
control de calidad est6n disponibles. Generalmente 15% del tiempo to
tal del analista deberfa ser usado en diferentes aspectos del progra 
ma de seguridad de calidad. Las pr6cticas de control de calidad den
tro del laboratorio y entre distintos laboratorios deberfan estar do 
cumentados y los archivos deben estar disponibles para inspecci6n.

Las pautas de seguridad de calidad en las secciones siguientes son

recomendables como un programa mfnimo para un laboratorio de micro
biologTa.
 

Todos los laboratorios tienen algunas pr~cticas de control de cali
dad intralaboratorio, que han evolucionado del 
sentido coman y los

principios de experimentaci6n controlado. Existen problemas especia
les en microbiologia porque estindares analfticos, adiciones conoci
das y muestras de referencia usualmente no estgn disponibles. Mds
frecuentemente se requiere juicio personal. Un programa efectivo de 
be controlar todos los factores, desde recolecci6n de muestras hasta
 
el reporte de datos que puedan influenciar los resultados. Los facto
 
res 
incluyen t~cnicas de muestreo, facilidades, personal, equipo,

provisiones, medio y procedimientos de examenes analfticos.
 

Es especialmente importante que los laboratorios que ejecutan solo 
una cantidad limitada de examenes microbiol6gicos ejerciten un con
trol de calidad estricto. Estas pautas ayudargn a los laboratorios a 
establecer y mejorar los programas de calidad de control. 

4.2.1 Facilidades y Personal
 

4.2.1.1 Ventilaci6n: Disehar laboratorios bien ventilados que puedan 
ser man
 
tenidos libres de polvo, vientos y cambios extremos de temperatura.-

Se recomienda aire acondicionado central 
para reducir la contamina
ci6n para permitir na operaci6n mis estable de las incubadoras y pa
ra disminuir problemas de humedad con balanzas del medio y balanzas
anal fticas.
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4.2.1.2 	 Uso del espacio: Disefiar y operar el laboratorio para minimizar el trdfico a trav6s de 6l y las visitas. Proveer un Area separada para preprar y esterilizar el medio, la cristalerfa y el equipo. Usar un Areade trabajo especial como una cubierta de protecci6n ventilada para dis
 pensar y preparar el medio est6ril, transferir cultivos microbianos, ' trabajar con materiales pat6genos. En laboratorios m6s pequehios puedeser necesario aunque no es lo apropiado ejecutar todas actividaestas 
des en la misma habitaci6n. 

4.2.1.3 	 Areas de banco del laboratorio: Proveer un mfnimo de 2 metros linealesde espacio para banco por analista, y Areas adicionales para las acti
vidades de preparaci6n y apoyo. Para el trabajo que se hace de pie,lasdimensiones est6ndares del banco son de 90 a 97 cms de 	 alto y 70 a 76 
cm de ancho. Para actividades que requieren estar sentado tales 
 como
microscopia y conteo de placas, los bancos son de 75 a 80 cms de alto.Especificar las cubiertas de los bancos de acero inoxidable, pl6sticou otra superficie suave e impermeable que sea inerte y resistente a la
corrosi6n y que tenga un 
nimero mfnimo de grietas 6 junturas. Instalarluz que sea uniforme . libre de resplandor con aproximadamente una intensidad de luz de IC0 sobre la superficie en que se trabaja. 

4.2.1.4 
 Paredes y pisos: Cubrir las paredes con una superficie suave que sea
f~cil de limpiar y desinfectar. Especificar pisos de concreto suave y
sellado, azulejos de vinyl 6 asfalto, u otra superficie impermeable 
que sea ficil de lavar. 

4.2.1.5 	 Monitoreo del aire: Mantener est~ndares altos de limpieza en las Areas
de trabajo. 	Monitorear el aire con platos de densidad de aire y las
 
tapas de los bancos con platos RODAC 6 con otro m6todo.
 

4.2.1.6 
 Limpieza de laboratorio: Regularmente limpiar las habitaciones del 
laboratorio y 	 lavar los bancos, estantes, pisos y ventanas, trapear los 
pisos y tratarlos con una soluci6n desinfectante; no barrer 6 poner untrapeador seco. Limpiar las superficies de los bancos y tratarlos con un desinfectante antes y despu6s del 
uso. No pennitir que el laborato
rio se vuelva desordenado. 

4.2.1.7 	 Personal: Idealmente, ex6menes bacteriol6gicos se deberfan hacer por

un microbi6logo profesional. 
 Si no es posible, se debe tener un micro
bi6logo 6 analista entrenado listo para guiar y dar asistencia.
 

Definir claramente las asignaciones de trabajo. Entrenar al analista en procedimientos de laboratorio b~sicos. El 	 supervisor debiera revi
sar peri6dicame.te los procedimientos de recolecci6n de muestras y su
manejo, preparaci6n del medio y la cristalerfa, esterilizaci6n, proce

dimientos de pruebas rutinarias, conteo, manejo de datos y t6cnicas
de control de calidad para identificar y eliminar problemas. Los jefesdebieran animar al personal del laboratorio a tomar entrenamiento adi 
cional para 	avanzar su habilidad y conocimiento.
 

Equipo de Laboratorio e Instrumentaci6n
 

Verificar que cada parte del equipo llene las necesidades 	 del usuario 
de exactitud y precisi6n. Dar mantenimiento al equipo perfodicamente
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conforme a las recomendaciones del fabricante, u obtener contratos de
mantenimiento preventivo en autoclave y balanzas cuando sea economica 
mente posible. Anotar directamente todas las pruebas de control de ca
lidad en un libro de control de calidad del laboratorio. 

Usar los siguientes procedimientos de control de equipo: 

4.2.2.1 	 Term6metro/Term6grafo (instrumento que grafica la temperatura):
Examinar la 	exactitud de los term6metros o term6grafos contra un

m6metro certificado de 	

ter
la Direcci6n Nacional de Est6ndares de E.E.U.U.

(National Bureau of Standards) 6 uno que conforme las especificaciones
de esa organizaci6n. Para prop6sitos generales usar term6metros gradua
dos en incrementos de 0.5C 6 menos. Para un 
babo marfa de 44.5°C,usar

un termometru sumergido con escala de po- lo menos 0.2C. losApuntar
datos de pruebas de temperatura en un libro de control de calidad. Mar 
car correcciones de calibraci6n en cada term6metro usado con incubaun
dor, refrigerador 6 congelador. Cuando sea posible equipar a los incubadores y bahos maria con un term6grafo que provea un registro continuo de la temperatura operacio al
 

4.2.2.2 	 Balanza: Limpiar la balanza antes y despu~s de cada uso con un cepillo
suave hecho de materiales tales como pelo de camello 6 polonium. Limpiar los platillos de la balanza despu6s de cada uso y secar lo que se
haya regado 	o botado inmediatamente con 
una toalla hOmeda. Inspeccionar

las pesas con cada uso y descartarlas si estgn corrofdas. Comprobar las 
pesas mensualmente contra pesos certificados. Para pesar 2 aramos 6 me nos, usar una balanza analftica con una sensibilidad menor a I mg para 
una carga de 10 g. Para cantidades mayores, usar una balanza de plati
lo con una 	sensibilidad de 0.1 g para una carga de 150 
a. Ejecutar

mantenimiento preventivo.
 

4.2.2.3 	 Ph metro: Regularizar el pH metro con por lo menos dos amortiquadores
estandares (pH 4.0, 7.0 6 10.0) y compensar para la temperatura antesde cada serie de pruebas. Poner fecha a las soluciones amortiguadoras
al abrirlas 	y comparar mensualmente contra otro pH metro si que hayes 

uno disponible.
 

4.2.2.4 	 Unidad de desionizaci6n del agua: columnas apropiadas de resina de de 
sionizaci6n del medio mezclado producen un buen grado de agua pura.H-ay
sistemas comerciales disponibles que combinan la prefiltraci6n,resinas
del media mezclado, carb6n activado y cartuchos de filtraci6n final pa
ra producir 	un agua ultra pura. La vida de estos cartuchos se puede ex
 
tender bastante si el 
agua de entrada es aestilada 6 tratada con osmosis reversa. Normalmente estas aguas no son almacenadas. Los sistemas
de desionizaci6n tienden a producir la misma calidad de agua hasta que

las resinas 6 carb6n activado estgn casi exhaustos y la calidad se vuel
 
ve inaceptable abruptamente. El monitoreo del agua desionizada debe ha
cerse continuamente 6 diariamente con un medidor de conductividad y analizarla por lo menos anualmente para ver si hay metales, trozos, etc. 
Ree-nplazar los cartuchos a intervalos recomendados por el fabricante 6
de acuerdo a los resultados analfticos. Filtrar el agua producida a 
travrs de un filtro de membrana de 0.22 um digmetro de poro para remo
ver la contaminaci6n bacteriana. Llevar un control por lo menos mensual y reemplazar el filtro cuando el conteo del plato heterotr6fico exceda 
1000/mL.
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4.2.2.5 	 Destiladora de agua: Las destiladoras producen agua de buen grado que
caracterfsticamente se deteriora lentamente con el tiempo al ocurrir
corrosi6n 	y al arruinarse (mal olor, color, etc.). Estas condiciones
pueden ser controladas con un mantenimiento apropiado y limpieza. Las
destiladoras remueven las sustancias disueltas, eficazmente, pero no gases disueltos 6 quimicos- orgAnicos volitiles. Agua reci6n destilada 
puede contener cloro y amonfaco (NH3). En almacenamiento el agua absor
be aOn m~s NH3 y C02 del aire. Usar agua suavisada a fin de reducir la

frecuencia de limpiar la destiladora. Vaciar y limpiar la destiladora 
y el dep6sito de acuerdo a las instrucciones de uso del fabricante. 

4.2.2.6 
 Horno de aire caliente: Probar el funcionamiento con tiras de esporas
disponibles comercialmente 6 con suspensiones de esporas trimestral
mente. Controlar la temperatura con un term6metro que sea exacto 
 en
el rango de 160 a 180C y reportar los resultados. Usar cinta indica
dora de calor para identificar la provisi6n y materiales que han sido 
expuestos a temperaturas de esterilizaci6n. 

4.2.2.7 	 Autoclave: Anotar la temperatura, presi6n y tiempo para cada uso. Op
timamente usar un term6grafo. Probar el funcionamiento con tiras de 
esporas 6 suspensiones mensualmente. Usar cinta sensitiva al calor pa

ra identificar las provisiones y materiales que han sido esteriliza
dos.
 

4.2.2.8 	 Refrigerador: Revisar y apuntar la temperatura diariamente y 
limpiar
la unidad cada mes. Identificar y poner fecha a los materiales almace
 
nados. Descongelarlo cuando sea 
necesario 	y deshechar los materiales
 
que est~n 	vencidos trimestralmente. 

4.2.2.9 	 Equipo del filtro de membrana: Antes de usarlo, montar las unidades

de filtraci6n y revisar que no haya escapes. Cubrir las unid3des con
silic6n para mejorar el drenaje. Descartar las unidades si las super
ficies internas est6n rayadas. Limpiar el equipo de filtraci6n completamente despu6s de su uso, envolverlo en papel que no sea t6xico 6 PR
nerlo en un recipiente que no sea corrosivo y esterilizar en el auto
cl ave. 

4.2.2.10 
Gabinete de seguridad (cubierta de protecci6n): Revisar los filtros

mensualmente para comprobar que no est~n obstruidos o con acumulaci6n
de sucio. Una vez por mes exponer las placas de agar al flujo del ai
re por 1 hora. Incubar las placas a 35C por 24 horas y examinarlos 
por si hay contaminaci6n.
 

Desconectar las I6mparas UV y limpiarlas mensualmente restreg~ndolas
 
con un trapo suave humedecido con etano.
 

Examinar la eficacia de la l~mpara UV cada tres 	meses y reemplazarla
si los platos de agar que contengan 200 a 250 microorganismos no

muestren una reducci6n de 99% despu6s de exponerse a la lmpara por
2 minutos. Inspeccionar trimestralmente los gabinetes a fin de que
no haya escapes de aire y comprobar la tasa de flujo del aire. Usar 
un instrumento de monitoreo de la presi6n para medir la eficacia 
de

la cubierta. Mantenerlo como sea indicado por el fabricante. 

4.2.2.11 
 Incubador 	de bahio marfa: Mantener un term6metro que sea exacto, inmer
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so en el bahio marfa; 
controlar y anotar la temperatura diarianente a
 menos que se use un term6grafo 6 un sistema de alarmas. S61o usar es tantes y recipientes de acero inoxidable, cubiertos de plistico u 
otros que no sean corrosivos. 

4.2.2.12 Incubador (cubierto de aire 6 agua): 
Revisar y anotbr la temperatura

dos veces al dfa (mafana y tarde) en las dreas de estantes en uso.Si
 
se usa un term6metro de vidrio, sumergir el bIlbo y el 
tallo en agua
6 glicerina hasta la marca del 
tallo. Para mejores resultados usar
 un term6grafo de registro continuo y sistema de alarma. Ubicar el
cubador donde la temperatura de la habitaci6n 

in
 
sea entre 16 y 27°C.
 

4.2.2.13 Microscopios: 
Usar papel de lente para limpiar objetivos y la plati
na despu&s de cada uso. Cubrir el 
microscopio cuando no est6 en uso.
 

Para microscopios florescentes s6lo peritir que t6cnicos entrenados 
usen el microscopio y !a fuente de luz. Monitorear la l~mpara fluores
 
cente con un medidor de luz y reemplazarla cuando exista una p6rdida

significativa de florecencia.
 

Anotar tiempo de operaci6n de la l~mpara, la eficiencia de la lnipara y el alineamiento. Comprobar peri6dicamente el alineamiento de lalMmpara particularmente cuando ha sido cambiado el foco y realinear
la si es necesario.
 

4.2.3 Prvisiones del Laboratorio 

4.2.3.1 Cristalerfa: Despu6s de cada uso, examinar la cristalerfa y descartar 
aquellos con orillas cortadas 6 con la superficie interior rayada.
Particularnente examinar las 
botellas de diluci6n con tapones de ros
ca y los frascos para comprobar que no tengan orillas picadas que pue
den gotear y contaminar el 
grea de trabajo 6 crear aerosoles. Inspec
cionar la cristalerfa despu~s de lavarla; si 
el agua forma gotas ex
cesivamente en la superficie, volver a lavar.
 

Hacer las siguientes pruebas para ver si 
la cristalerfa estd limpia:
 

4.2.3.1.1 Comprueba de pH- Porque algunas soluciones de limpit-za son diffciles

de remover completamente, comprobar grupos de cristalerfa al 
azar pa

ra ver si se produce una 
reacci6n del pH, especialmente si ha sido
remojado en medio alcalino 6 6cido. Para comprobar la cristalerfa pa
ra ver si tienen residuos alcalinos 6 jcidos, agregar unas 
cuantas
 
gotas de az'l de bromotimol al 0.04% u otro indicador de pH y observar la reacci6n del color. El azul de bromotimol puede volverse amarillo(en medio Scido) 6 azul-verdoso (en medio neutral)6 azul (en me
dio alcalino), en el 
rango de pH de 6.5 a 7.3. Para preparar la sol-u

ci6n indicadora de azul de bromotimol 0.04%, agregar 16 mL de 0.01
NaOH a 0.1 g de az'l de bromotimol (BTB) y diluir a 250 mL 
con agua

destilada.
 

4.2.3.1.2 Hacer pruebas para ver si 
hay residuos inhibidores en la cristalerfa.
 
Algunos agentes humectantes 6 detergentes usados para lavar cristale
 
rfa puede contener sustancias bacteriost~ticas 6 inhibidoras los que

requierende 6 a 12 enjuagues sucesivos para remover todas las trazos 
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y asegurar libertad de la acci6n bacteriost6tica residual. Hacer es 
ta prueba anualmente y antes de usar un suministro nuevo de deter-'
gente. Si se usan artfculos plasticos preesterilizados y prelavados,
examinarlos para ver si hay residuos inhibidores. 

1) Procedimiento- Lavar 6 c~psulas de petri de acuerdo a la prgcti
 
ca de laboratorio usual y designarlos como el A.grupo 

Lavar 6 c6psulas de petri de igual forma, enjuagar 2 veces 
 con
porciones sucesivas de agua destilada y designarlos como el gru 
po B. 

Enjuagar 6 c6psulas de petri 
con agua de lavado detergente (en

concentraci6n de uso) secarlos sin enjuagarlos y designarlos co
 
mo el grupo C.
 

Esterilizar las c~psulas en los grupos A,B,C, por medio del pro
cedimiento usual. Para probar equipo pl6stico preesterilizado,
formar el grupo D, que consiste en 6 c~psulas de petri est6riles, 
y proceder.
 

No agregar mis de 1 mL de una muestra que produzca 50 a 150 co
lonias y proceder de acuerdo al procedimiento descrito para el 
conteo de cipsulas (ver la Secci6n 4.7.1.4.6). Si hay dificul
tad para obtener una nuestra adecuada, inocular 3 c~psulas de
cada grupo con 0.1 mL y las otras 3 c6psulas de cada grupo con 
1 mL. 

2) Interpretaci6n de resultados diferencia en nimero- Una el prome
dio de colonias de menos del 15% en c6psulas de los grupos A,B,
C y D indica que el detergente no tiene caracterfsticas t6xicas 
6 inhibidoras 6 que las c~psulas preesterilizadas son acepta
bles. 

Una diferencia en el conteo de colonias de 15% 6 m6s entre los
 
grupos A y B 6 D y B demuestra residuo inhibidor.
 

Un desacuerdo en los promedios de menos de 15% 
entre los grupos

A y B y m6s del 15% entre lo, grupos A y C indica que el deter
gente de limpieza tiene propiedades inhibidoras que son elimina 
das durante el lavado de rutina. 

4.2.3.2 Utensilios y recipientes para la preparaci6n del medio de cultivo:
 
Usar utensilios y recipientes de vidrio de bososilicato, acero ino
xidable, aluminio u otro material que no sea corrosivo 6 contaminan 
te (ver la Secci6n 4.3).
 

4.2.3.3 Calidad del agua pura: La calidad del agua obtenida de un sistena

de agua pura difiere con el sistema usado y su mantenimiento (ver
las Secciones 4.2.2.4 y 4.2.2.5). Los lIfmites aceptables de 'a ca
lidad del agua son dados en el Cuadro 4.1. Si 4stos lfmites no son

alcanzados, investigarlos y corregirlos. Aunque la medida del pH
de agua purificada se caracteriza por fluctuar, las lecturas extre 
mas son indicativas de contaminaci6n qufmica.
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Cuadro 4.1. Calidad del 

Prueba 


Pruebas Quimicas:
 

Conductividad 

pH 


Metales pesados, solos 
(Cd,Cr,Cu,Ni,Pb y Zn) 


Metales pesados, total 

Amonfaco/nitr6geno org_
 
ni co 


Residuo de cloro total 


Pruebas bacteriol6gicas:
 

Conteo de placa (Ver la
 
Seccion 4.7.1.4.6) 


Pruebas de calidad de agua 

(Ver la Secci6n4.2.3.3) 

Prueba de uso 

(Ver la Secci6n4.2.3.L> 


Agua Purificada Usada en 

Frecuencia de 

Monitoreo
 

Constantemente o 

con cada uso 


Con cada uso 


Mensualmente 


Mensualmente 

Mensualmente 


Mensualmente o 

con cada uso
 

Mensualmente 

Anualmente y pa 

para una fuente
 
nuev a 

Anualmente y pa 

ra una fuente nue
 
va
 

Pruebas de Microbiologfa 

Lfmite 

> 0.5megohmios de resis 
tencia o 2 umhos/cm
a 250 C 

5.5 - 7.5 

< 0.5 mg/L 

1.0 mg/L
 

<0.1 mg/L
 

Lfmite de detecci6n
 

<1000 colonias/mL
 

Relaci6n de 0.8 - 3.0
 

t de "Student" .2.78 
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4.2.3.3.1 


4.2.3.3.2 

Las pruebas de calidad bacteriana de agua pura se basan en el cre
definicimiento de Enterobacter aerogenes en un medio quimicamente 

una
do de crecimiento minimo. La presencia de un ajente t6xico 6 


sustancia promotora del crecimiento alterarg la poblaci6n de 24
 

horas con un incremento 6 disminuci6n de 20% 6 m~s, cuando se com
anualmente,
para con un control. Realizar la prueba por lo menos 


cuando la fuente de agua pura se cambie, y cuando ocurra un prcble
 

ma anal ftico.
 

Aparatos y materiales- Usar cristalerfa de borosilicato y enjuagar
 

en agua reci6n destilada usando un destilador de vidrio antes de
 
aesterizarla con calor seco; la esterilizaci6n por vapor volverA 


contaminar astos artfculos que fueron limpiados especialmente. La
 

sensibilidad de prueba y reproducibilidad depende en parte de la
 

limpieza de los recipientes de la muestra, frascos, tubos y pipe
(pipetas, butas. A veces es conveniente guardar cristalerfa nueva 


retas, etc.) para el uso exclusivo de esta prueba. Usar cualquier
 

clase de tipo IMVic 	 de coliformes -- ++ (E. aerogenes) obtenidos de 
de rio 6 de aguas negras.una muestra de agua 

Algunas marReactivos-Usar s6lo reactivos de la m6s alta pureza. 
cas de fosfato dihidr6geno de potasio (KH2P04) contiene grandes
 

cantidades de impurezas. La sensibilidad de la prueba es controla

da 	en parte por la pureza del reactivo.
 

agua reci6n destilada en una destiladora
Preparar los reactivos en 

de 	vidrio. 

1) 	Soluci6n de citrato de sodio- Disolver 0.29 g de citrato de so

dio, Na3C6H60 7"2H20 en 500 mL de agua destilada.
 

en
2)	Soluci6n de sulfato de amonfaco- Disolver 0.60 g (NH4)2S04 


500 mL de agua.
 

3) Soluci6n de mezcla de sal- Disolver 0.26 g de sulfato de magne
 
0.23

sio, MgSO4.7H20; 0.17 g de cloruro de calcio, CaC2.2H20; 

g de sulfato ferroso, FeSO4.7H20; y 2.50 g de cloruro de sodio, 
NaCl, en 500 mL de agua.
 

4)	Soluci6n amortiguadora de fosfato- Soluci6n amortiguadora de
 

fosfato existente (ver la Secci6n 4.5.3.1.1) diluida 1:25 en
 

agua.
 

Hervir todas las soluciones de reactivos para matar las c~lu

las vegetativas. Almacenar las soluciones en botellas con tapas de 
a 50C hasta por varios mesesvidrio esterilizadas en la oscuridad, 

con tal de que se prueben para ver si hay esterilidad antes de ca

da uso. Porque la soluci6n de mezcla de sal desarrollar6 algo de 
3 a 5 dfa!. cuando la sal ferrosa se conviertaturbidez dentro de 

sin FeS04
al 	estado ferrico, preparar la soluci6n de mezcla de sal 


para almacenamiento 	por largo tiempo. Para usar la mezcla, agregar
 

una cantidad apropiada de sal de hierro reci~n preparada y reci~n
 

hervida. Descartar las soluciones con turbidez pesada y preparar
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una soluci6n nueva. Descartar la soluci6n amortiguadora de fosfa
to si se vuelve turbia.
 

4.2.3.3.3 	 Muestras- Para preparar las muestras de prueba colectar 150 a 200
mL de agua de laboratorio pura, usada rutinariamente, y agua de
control en frascos de vidrio de borosilicato est6riles y hervir durante 2 minutos. Evitar hervirla por m~s tiempo para prevenir cam
bios qufmicos.
 

4.2.3.3.4 	 Procedimiento- Marcar 5 frascos 6 tubos, A,B,C,D y E. Agregar
las muestras de agua, reactivos del medio y agua redestilada a cada frasco como se 
indica en el Cuadro 4.2. Agregar una suspensi6n

de E.aer6genes (IMViC tipo: ++) de tal
-- densidad que cada fras
 
co contendr6 30 a 80 c6lulas/mL, preparada como se indica a conti
nuaci6n. Densidades de c6lulas debajo de este rango resultan 
 en
relaciones inconsistentes mientras que las densidades arriba

100 c~lulas/mL resultan en una sensibilidad disminuida a los 

de
 

trientes en 	el nu
agua de prueba. Hacer un conteo inicial bacteriana


colocando porciones de 1 mL triplicadas de cada frasco de cultivo
 
en el agar de conteo de placa. Incubar los frascos A a E a 35C
 por 24 + 2 horas. Preparar los conteos finales de placa de cada
frasco, usando diluciones de 1,0.1, 0.01, 0.001 y 0.0001 mL.
 

Cuadro 4.2. 	Adiciones de Reactivo para la Prueba de Calidad de Agua
 

Pruebas de control, mL Pruebas opcionales, mL
 

Reactivos 
 Agua desti Alimento Fuente de Fuente de
del Control lada desco Disponible Nitr6geno Carbono
 
Medio 
 nocida
 

A B C D E
 
Soluci6n de ci
 
trato de sodio 2.5 2.5 
 2.5 --

Soluci6n do sul
 
fato de amonfaco 2.5 2.5 
 -- 2.5 
Soluci6n de mez
cla de sal 2.5 2.5 
 2.5 2.5 
 2.5
 
Amortiguador de 
fosfato (7.3 + 
0.1) 	 1.5 1.5 
 1.5 1.5 1.5
 

Agua desconocida -- 21.0 
 21.0 21.0 
 21.0
 

Agua redestilada 21.0 --	 5.0 2.5 	 2.5
 

Volumen total 30.0 
 30.0 30.0 
 30.0 30.0
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4.2.3.3.5 	 Preparaci6n de suspensi6n bacteriana- En el 
dfa anterior a hacer la
 
prueba de conveniencia (adantabilidad) incubar una clase de E.aer6
genes en un agar nutritivo con una inclinaci6n de aproximadamente
 
6.3 cm de largo contenido en un tubo con tapa de rosca de 125x16mm.
 

Rayar la superficie entera del agar para desarrollar una capa de
 
crecimiento continuo e incubarlo 18 a 24 horas a 35'C.
 

4.2.3.3.6 	Cosechando c6lulas viables-Succionar con pipeta 1 a 2 mL de agua

de diluci6n est~ril de un 
blanco de agua de 99 mL en el cultivo de
 
18 a 24 horas. Emulsionar el crecimiento en la inclinaci6n frotando
 
suavemente 	la capa de bacterias la
con pipeta, teniendo cuidado de
 
no romper el agar; susccionar con la pipeta la suspensi6n de regre
so al blanco de agua de 99 mL original.
 

4.2.3.3.7 	Diluci6n de la suspensi6n bacteriana- Hacer una diluci6n 1:100 de
 
la botella original en una segunda botella con blanco de agua, una
 
diluci6n 1:100 mds de la segunda botella en 
una tercera botella con
 
blanco de agua, una diluci6n 1:10 de la tercera botella en 
una cuar 
ta botella con blanco de agua movi~ndola vigorosamente despu~s de 
cada transferencia. Succionar con pipeta 1.0 mL de la cuarta dilu
ci6n (1:105) en cada uno de los frascos A,B,C,D, y E. Este procedi
miento debe resultar en una diluci6n final de los organismos a un
 
rango de 30 a 80 c~lulas viables por milflitro de soluci6n de prue
ba.
 

4.2.3.3.8 	Verificaci6n de la densidad bacteriana-Las variaciones dentro de 
las cepas del mismo organismo de organismos diferentes del medio y
del grea de superficie de las inclinaciones de agar, posiblemente
requerirgn 	 que se ajuste el proceso de diluci6n para llegar a un 
rango especffico de densidad entre 30 a 80 c6lulas viables. 
 Para
 
establecer 	el rango de crecimiento numericamente para un organismo 
y medio especfficos hacer una serie de conteos de placa de la ter
cera ciluci6n para determinar la densidad bacteriana. Escoger el vo
 
lumen apropiado de esta tercera diluci6n, la cual cuando ha sido di

luida por los 30 mL en los Frascos A,B,C,D y E, contendr6 entre 30 
a 80 c6lulas viables/mL. Si los procedimientos son est6ndarizados
 
en lo que se refieren a la inclinaci6n del grea de superficie y la
 
t~cnica de 	 laboratorio, es posible reproducir los resultados en ex
perimentos 	repetidos con la misma cepa.
 

4.2.3.3.9 	Dificultades de procedimiento-Los problemas en este metodo pueden 
ser causados por: almacenamiento de agua destilada desconocida en

recipientes de vidrio suave 6 en recipientes de vidrio sin forros 
para las tapas de metal; el uso de qufmicos en la preparaci6n del
 
reactivo que no son de grado de reactivo anal ftico 6 que no son de 
fabricaci6n reciente; contaminaci6n del reactivo por el agua desti
 
lada con antecedentes bacterianos (para evitar esto, hacer un con
teo de placa heterotr6fica en todos los reactivos antes de comenzar
la prueba de conveniencia, como una comprobaci6n de la contamina
ci6n de soluci6n existente);fallar en obtener la concentraci6n bac
teriana inicialdeseada 6la selecci6n incorrecta de diluci6n usada 
para obtener el conteo de placa de 24 horas; tardarse al derramar 
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las placas; y 	la prolongaci6n ,,- perfodo de incubaci6n m~s allS
del lfmite de 	26 horas, la que resulta en una respuesta de creci
 
miento desensibilizada. 

4.2.3.3.10 C61culo- sustanciasPara 	 inhibidoras del creci':.iento: 

Relaci6n : 	 Conteo de la colonia/mL, Frasco B
 
Conteo de la colonia/mL, Frasco A
 

Una relaci6n de 0.8 a 1.2 (inclusive) muestra que no hay sustan
cias t6xicas; 
una relaci6n de menos de 0.8 muestra sustancias in
hibidoras del 	crecimiento en la muestra de agua. Para fuentes de
nitr6geno y carbono que promueven 	 el crecimiento: 
Relaci6n = Conteo de la colonia/mL, Frasco C 

Conteo de la colonia/mL, Frasco A
 

Para fuentes de nitr6geno que promueven el crecimiento:
 

Relaci6n = 	Conteo de la colonia/mL. Frasco D 
Conteo de la colonia/mL, Frasco A 

Para fuentes de carbono que promueven el crecimiento bacteriana:
 

Relaci6n = Conteo de la colonia/mL, Frasco E 
Conteo de la Colonia/mL, Frasco A 

No calcular las tres Oltimas relaciones cuando la primera indica 
una reacci6n t6xica. Para 
 estas relaciones un valor arriba de
 
1.2 indica 	una fuente disponisble de crecimiento bacteriano. 

4.2.3.3.11 Interpretaci6n de resultados -El 
 conteo de colonia del Frasco A

despu6s de 20 	 a 24 horas a 35°C depende del n~mero de organismos
iniciaimente sembrados en el 
Frasco A y la cepa (variedad) de E.
aer6genes usada. Por este motivo debe incluirse el control, Fras
 
co A, en cada 	serie de pruebas individuales. Sin embargo para una

variedad dada 	 de E. aer6 enes, bajo condiciones ambientales id6n
ticas, el conteo terminal final) debe ser razonablemente constan 
te cuando la siembra inicial es la misma. La diferencia en la siem
bra inicial de 30 a 80 ser6 aproximadamente 3 veces mayor para los
80 organismos inicialmente inoculados en el Frasco A, con 	tal de
 
que la tasa de crecimiento se mantenga constante. Por eso es esen

cial que los conteos de colonia iniciales en Frascos A y B sean 
aproximadamente iguales. 

Cuando la relaci6n excede 1.2, asumir que hay sustancias estimu
lantes del 
crecimiento presentes. Sin embargo, este procedimiento
 
es extremadamente sensitivo y las relaciones arriba de 3.0 tienen 
poco significado en la pr~ctica rea"I. Entonces si la relaci6n es 
entre 1.2 y 3.0, no hacer las pruebas C,D, y E excepto en circuns
 
tancias especiales.
 

Usualmente 	el 
Frasco C ser6 	muy bajo y los Frascos D y E tendrin una relaci6n de menos de 1.2 cuando la relaci6n de Frasco B y
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Frasco A es 
entre 0.8 y 1.2. Los factores limitantes del crecimien
 
to en el Frasco A son nitr6geno ycarbono org6nico Una cantidad ex
tremadamente grande de nitr6geno de amonfaco sin carbono orggnico
puede incrementar la relaci6n en el Frasco D arriba de 1.2, 6 la
ausencia de nitr6geno con concentraciones altas de carbono podrfa

producir relaciones arriba de 1.2 
en el Frasco E, con una relaci6n
 
B:A entre 0.8 y 1.2.
 

Una relaci6n abajo de 0.8 indica que el 
agua contiene sustancias
t6xicas, y 6sta relaci6n incluye a todas las tolerancias permiti
bles. Como se indic6 en el p6rrafo anterior, la relaci6n podrfa

llegar tan alto como 3.0 desde 1.2 sin ninguna consecuencia no de
seable.
 

Medidas correctivas especfficas no pueden ser recomendadas en cir
cunstancias especfficas de aparato de destilaci6n defectuoso. 
 Sin

embargo hacer una inspecci6n cuidadosa del equipo de destilaci6n y
revisar la producci6n y el manejo del agua destilada para ayudar a
localizar y corregir la causa de la dificultad. 

El agua introducida a la destiladora 
a veces es pasada a trav6s de
 una columna desionizadora y un filtro de carb6n. Si 
a estas colum
nas se les da buen mantenimiento la mayoria de los contaminantes

inorg~nicos y org6nicos ser6n removidos. Si 
el mantenimiento es pobre, por otra parte, el agua de entrada puede ser degradada a una
calidad m6s baja que la del agua cruda de la ilave. 

El mejor sistema de destilaci6n e-t6 hecho de quarzo 6 vidrio deborosilicato con un contenido alto de silice con tolerancia termal 
especial. Destiladoras revestidas de estafio 
no son recomendables.
Para la tuberfa de conecci6n usar acero inoxidable, vidrio borosi
licato, 6 tubos de pldstico especiales hechos de cloruro polivinf
lico (PVC). Usar dep6sitos de almacenamiento de acero inoxidable y

protegerlos del polvo. 

Tomando al cobre como 
una medida relativa de toxicidad del agua

destilada, la sensibilidad maxima de las pruebas es 
0.05 mg Cu/L
 
en una muestra de agua destilada.
 

4.2.3.4 Prueba de 
uso para evaluaci6n de agua pura de laboratorio del medio 
y de las membranas - Cuando un nuevo lote de medio de cultivo, filtros de membrana 6 una nueva fuente de agua de laboratorio sean usa 
dos 6 durante pruebas anuales del agua, hacer pruebas de compara-ci6n del lote actual en uso (lote de referencia) contra el lote nue vo 
(lote de prueba) en la siquiente manera:
 

4.2.3.4.1 Procedimiento- Usar un solo grupo de agua pura, cristalerfa, fil
tros de membrana u otros materiales necesitados como ha sido espe
cificado para controlar todas las otras variables excepto la quese est6 estudiando.Hacer pruebas paralelos de placa de derrame 6placa del filtro de membrana en el lote de referencia y lote de
prueba de acuerdo a los procedimientos en la Secci6n 4.7. Como mf
 
nimo, hacer an6lisis individuales en 5 muestras de agua positivas.

Los andlisis repetidos y muestras adicionales pueden ser probados
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para incrementar la sensibilidad de detectar diferencias entre los 
lotes de referencia y los de prueba.
 

Cuando se comparen las fuentes de agua, hacer las pruebas paralela

mente usando agua de referencia y agua de prueba separadamente pa
ra toda el agua usada en las pruebas (diluci6n, enjuague, prepara
ci6n del medio, etc.).
 

4.2.3.4.2 	 Conteo y C61culos- Despu6s de la incubaci6n, comparar las colonias 
de bacterias de los dos lotes en tamafio y apariencia. Si las colo
nias en el lote de prueba son atfpicos 6 notablemente mas pequenios 
que las colonias en las placas de referencia de lote, anotar la 
evidencia de inhibici6n u otro problema, sin importar las diferen
cias de conteo. Contar las placas y calcular el conteo individual 
por 1 mL 6 por 100 mL. Transformar el conteo a logarftmos y anotar 
los resultados transformados para los dos lotes en dos columnas pa
ralelas. Calcular la diferencia, d, entre los dos resultados trans 
formados para cada muestra incluyendo el signo + 6 -, la media,
d, y la desviaci6n est6ndar, Sd, de estas diferencias. 

Calcular la estadfstica, t de Student usando el nGmero de mues
 
tras como n:
 

t - Sd/
d
 

4.2.3.4.3 	 Interpretaci6n- Usar el valor t crftico de la tabla t de Student 
para la comparaci6n contra el valor calculado. Al 
nivel de signifi

cancia 0.05, este valor es 2.78 para cinco muestras (cuatro grados

de libertad).
 

Si el valor calculado de t no excede 2.78,1os lotes no producen re
 
sultados significativamente diferentes y el lote de prueba es acep

table. Si el valor calculado de t excede 2.78, los lotes producen

resultados que son significativamente diferentes. Si el lote de
 
prueba t excede el resultado de lote de referencia, el lote de prue

ba es ms estimulatorio. Si el resultado del lote de prueba es me 
nor que el del lote de referencia, el lote de prueba es menos esti 
mul atorio. 

Si las colonias son atfpicas 6 notablemente ms pequeas en el lo
te de prueba 	y la t 
de Student excede 2.78, revisar las condicio
nes de la prueba, repetir la prueba y/o rechazar el lote de pruebas
 
y obtener otro. 

4.2.3.5 	 Reactivos: Porque los reactivos son una pdrte integral de los anA
lisis microbiol6gicos su calidad debe ser asegurada. Usar solamen
te productos qufmicos de alta calidad porque las impurezas pueden

inhibir el crecimiento bacteriano, proveer nutrientes y fallar 
en
 
producir la reacci6n deseada. Poner la fecha en los productos quf
micos y los reactivos cuando se reciben y cuando se abren la prime
 
ra vez para usarlos. Convertir los reactivos en volumen mediante
 
frascos volum6tricos y transferirlos para almacenaje a botellas
 
inertes de pldstico de buena calidad 6 a botellas de vidrio borosi
 
licato con tapones de borosilicato 6 polietileno u otro pl~stico.
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Arotar en la 	botella de los reactivos preparados el nombre y la

concentraci6n, fecha de preparaci6n y las iniciales del prepara
dor. Incluir cultivos de control positivos y negativos con cada
 
serie de pruebas de cultivos 6 bioqufmicos.
 

4.2.3.6 Tintes y colorantes: En anglisis microbiol6gicos se usan qufmicos

org6nicos como agentes reactivos (e.g., verde brillante) como in
 
dicadores (e.g., 
lactosa roja 	de fenol), y como colorantes inicro

biol6gicos (e.g., 
tinte Gram). Los tintes de suplidores come cia
 
les varian.de lote a lote en porcentaje de tinte, complejo de 
.

tinte, sustancias insolubles y materiales inertes presentes.Por
que los tintes para la microbiologfa debe ser de concentraci6n y
estabilidad apropiadas para producir reacciones correctas, usar 
solo tintes certificados por la Comisi6n de Colorantes Biol6gicos.
comprobar loscolorantes bacteriol6gicos antes de usarlos con por
lo menos un cultivo de control positivo y uno negativo y anotar
 
los resultados.
 

4.2.3.7 
 Filtros de membrana y almohadillas: La calidad y funcionamiento
 
de los filtros de membrana varian con el fabricante, tipo, marca
 
y lote. Estas variaciones resultan de diferencias en los m6todos
 
de fabricaci6n, materiales, control de calidad y condiciones 
 de
 
almacenami ento.
 

Filtros de membrana y almohadillas deben llenar las especifica
ciones siguientes:
 

4.2.3.7.1 
 Digmetro de filtro 47 mm, digmetro del poro promedio 0.45+0.04 urn.
Tamahos de poros alternos pueden ser usados si el fabricante pro 
vee informaci6n verificando el funcionamiento igual 6 mejor queel del filtro de tamaho de poro de 45 um. Por lo menos 70% del
drea del filtro debe ser poros. 

4.2.3.7.2 	 El agua de laboratorio pura se difunde uniformemente a trav6s de

los filtros en 15 segundos sin puntos secos en los filtros cuando
 
son suspendidos en el agua.
 

4.2.3.7.3 	 Una tasa de flujo de por lo menos 
55 mL/min/cm2 a 25C y una pre
 
si6n diferencial de 93 kPa.
 

4.2.3.7.4 	 Filtros no t6xicos 
libres de sustancias inhibidoras 6 estimulan
tes del crecimiento de bacterias y libres de materiales qUe di
recta 6 indirectamentp interfieren los sistemascon 	 indicadores 
de bacterias 	 en el aidio; rejilla de la tinta no t6xica. El pro
medio aritm6tico de cinco conteos en los filtros debe ser por lo menos el 90% del promedio aritn6tico de los conteos en cinco pla
cas de esparcimiento de agar usando los mismos vol~menes de mues
 
tra y medio ambiente del agar. 

4.2.3.7.5 	 Filtros para retener los organismos en una suspensi6n de 100 mL 
de Serratia marcescens que contengan 1x10 3 c~lulas/mL. 

4.2.3.7.6 	 Los extractables de agua en el filtro no 
pueden exceder 2.5% des
 
pues de hervir en 100 mL de agua pura de laboratorio por 20 minu 
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tos, secindolos, enfri6ndolos y llev~ndolos a un peso constante. 

4.2.3.7.7 	 El digmetro de la almohadilla absorvente 47 mm, grosor 0.8 mm,
 
capaz de absorber 2.0 + 0.2 mL caldo Endo.
 

4.2.3.7.8 	 Almohadillas deben liberar menos de 1 mg de la acidez total cal
culada como CaC03, cuando han sido tituladas al punto final de
 
fenolftaleina con 0.02 N NaOH. 

4.2.3.7.9 	 El filtro y absorbente no deben ser degradados por la esteriliza
 
ci6n a 121C por 10 minutos. La esterilidad puede ser comprobada
 
por la ausencia de crecimiento cuando un filtro de membrana 
 es
 
puesto en una almohadilla saturada con caldo extracto de glucosa

de triptoma 6 agar extracto de glucosa triptona e incubados a
 
35C por 24 horas. 

4.2.3.8 	 Pruebas estandarizadas de filtros de membrana. Hay pruebas estan
 
darizadas disponibles para evaluar la retenci6n, recuperaci6n ex
 
tractables y las caracterfsticas de tasa de flujo de los filtros
 
de membrana.
 

Algunos fabricantes proveen informaci6n mds allS de la que es 
re
 
querida por las especificaciones y certifica que sus membranas
son satisfactorias para el andlisis de agua. Ellos reportan 
 la
 
retenci6n, tamaio del 
poro, ritmo del flujo, esterilidad, pH,por

centaje de recuperaci6n, y los Imites para los extractores qul
micos especfficos orginicos e inorg6nicos. 

Para mantener la calidad de control, inspeccionar cada lote de
 
membrana antes de usarlo y al estar haciendo las pruebas para
asegurar que son redondos y flexibles plegables, con lfneas de 
rejilla no distorcionadas despu6s de auto-lave. Posterior a la in 
cubaci6n, las colonias deber~n ser desarrolladas, con el color y
la forma bien definidos como ha sido descrito por el procedimien
to de prueba (ver la Secci6n 4.2.3.4). La tinta de la lfnea de 
rejilla no debe canalizar el crecimiento a lo largo de la lInea 
de tinta y ni debe restingir el crecimiento de la colonia. Las 
colonias deberdn estar distribuidas de una manera uniforme a 
trav~s de la superficie de la membrana. 

4.2.3.9 	 Medio del cultivo: Porque los m~todos de cultivo dependen de 
un
 
medio preparado apropiadamente, usar los mejores materiales dis
ponibles y t~cnicos en 
la preparaci6n del medio, almacenamiento
 
y aplicaci6n. Para el 
control de calidad, usar medios preparados

comercialmente cuando sea disponible pero fijarse que dicho 
me
dio varfa en calidad entre los fabricantes y ain de lote a lote
 
del mismo fabricante.
 

Pedir el medio en cantidades que no duren m6s de un aflo. Cuando
 
sea practico, pedir el medio en cantidades de cuartos de libra

(115g) en vez de botellas de una libra (454g) a fin de mantener
 
la provisi6n sellada por el mayor tiempo posible. Anotar el 
tipo

cantidad y la apariencia del medio recibido, ndmero de lote, fe
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cha en que se recibi6 y abri6. Revisar el inventario trimestral
mente para volver a hacer pedidos. Descartar medios que est6n 
apelmazados, descoloridos 6 tenga otro tipo de deterioro. 

Porque las condiciones de temperatura, luz yhumedad difieren en
trelaboratorios es imposible establecer lfmites absolutos de du
raci6n para botellas de medio que no han sido abiertas. Un lImi
te conservador para botellas que no han sido abiertas en 2 ahos 
a la temperatura ambiental. Si las botellas del medio tienen m6s 
de un afio, comparar la recuperaci6n de los aislados de cultivos 
puros recientes y muestras naturales usando el medio viejoy otro 
lote que ha sido comprobado.
 

Usar las botellas abiertas de medio dentro en un perfodo de 6 
me
 
ses despu6s de abrirse. Cuando las botellas han sido abiertas,
almacenarlas en un desecador con puerta grande de bisagras, inme
diatamente despu6s del uso si la humedad ambiental es un proble
ma.
 

4.2.3.9.1 Preparaci6n de medio- Preparar el medio en recipientes que 
 ten
gan por lo menos dos veces el volumen del medio que se estA pre
parando. Revolver el medio, particularmente los agars, cuando se 
est6n calentando. Evitar chamuscar 6 rebalsar al hervir, usando 
un baho de agua hirviendo para pequehos grupos del medio y aten
diendo continuamente a volimenes m~s grandes calentados en un
plato caliente 6 hornilla de gas. Preferiblemente usar combinacio 
nes de un plato caliente con agitador magn~tico. Identificar y pa 
ner la fecha al medio que ha sido preparado. Preparar todos los 
medios en agua desionizada 6 destilada de calidad comprobada. Me
dir 1is voldmenes de agua y el medio con cilindros graduados 'o
pipc as aprobadas de alta calidad. 

Para muestras potencialmente contaminadas, no usar pipetas desuc
 
ci6n. Despu6s de la preparaci6n y almacenamiento, el medio agar

puede ser derretido en agua hirviendu 6 vapor.
 

Examinar el pH de una porci6n de cada medio despu~s de la 
 solu
ci6n y de nuevo despu6s de la esterilizaci6n. Anotar los resulta 
dos. Hacer ajustes menores en el pH (<0.5 unidades de pH) con 
soluci6n de NaOH 6 HCl al pH especificado. Si la diferencia de
pH es mayor, descartar el grupo preparado. Valores del pH inco
rrectos pueden indicar un problema con la calidad del agua desti
lada, deterioro del medio, 6 preparaci6n inapropiada. Revisar 
las instrucciones de la preparaci6n y examinar el pH del agua.

Si el pH del agua no es satisfactorio preparar un nuevo grupo de 
medio usando agua de una nueva fuente. Si el agua es satisfacto
ria, volver a hacer el medio y comprobarlo; si el pH est6 inco
rrecto de nuevo, preparar el medio a partir de otra botella.
 

Apuntar los problemas del pH en el libro de registros del medio 
y reportarlo al fabricante si el medio ha sido indicado como la 
fuente de error. Examinar el medio que ha sido preparado para

ver si hay color no usual, oscurecimiento 6 precipitaci6n y ano
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tar las observaciones. Considerar las variaciones de tiempo de es

terilizaci6n y temperatura como caisas posibles de problemas. 
Si
 
ocurre cualquiera de las anteriores, descartar el medio.
 

4.2.3.9.2 Esterilizaci6n- Exponer el 
medio a temperatura de esterilizaci6n
 
por el tiempo mfnimo especificado. Un autoclave de doble 
pared

permite el mantenimiento de presi6n y temperatura total 
en la cubierta entre cargas y reduce la posibilidad de dahos por 
calor.
 
Seguir las 
instrucciones del fabricante para la esterilizaci6n de
 
un medio especffico. El tiempo de exposici6n requerido varfa 
con

la forma y tipo de material, tipo de medio, presencia de carbohi
dratos y volumen. El 
Cuadro 4.3 presenta detalles especfficos so
bre ]a hora y temperatura para la esterilizaci6n por autoclave.
 

Cuadro 4.3 
 Hora y Temperatura para la Esterilizaci6n por Auto
clave.
 

MATERIAL 
 TIEMPO A 121 0C ... 

Filtros de membrana y almohadillas 10 min.
 
Medio que contenga carbohidratos
 
(lauril triptoso, caldo BGB,etc.) 12-15 min. 

Materiales contaminados y cultivos
 
descartados 
 30 min.
 

Partes del filtro de membrana (en
vueltas), botellas de muestra de
 
colecci6n (vacfas) 
 15 min.
 

Agua de diluci6n, 99 mL en botellas
 
con tap6n de rosca 
 15 min. 

Vol menes de agua de enjuague de
 
0.5 a I L 30 min. 

Agua de enjuague de m~s de I L 
 Ajustar para el vo
 
lumen; comprobar
 
si hay esterilidad
 

Remover el medio esterilizado del autoclave tan pronto como 
 la
 
presi6n de la cimara llegue a cero. Nunca volver a autoclavar el
 
medio.
 

Revisar la efectividad de la esterilizaci6n con cada pasada, usan

do suspensiones de esporas 6 tiras (disponibles comercialmente).-

La esterilizaci6n a 121 0C por 15 minutos mata las esporas; si 
 el
crecimiento de las esporas autoclavadas ocurre despuds de la incu

baci6n a 55'C, la esterilizaci6n fue inedecuada.
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Esterilizar las soluciones 6 medio que no pueden pasarse por autoclave por medio de filtraci6n de membrana a trav6s de un filtro de 0.22 um de digmetro de poro en un aparato de filtraci6nest6ril y recibidor. Filtrar y distribuir el medio en un gabinete de seguridad 6 una cubierta protectora si estdn disponibles.Esterilizar la cristaleria (pipetas, c6psulas ae petri, botellasde muestras) en un autoclave 6 un horno a 170 0C por 2 horas. Esterilizar el equipo, provisiones y otros materiales s6lidos 6 secos que son sensitivos al calor, exponi6ndolos a 6xido etileno
 es un esterilizador de gas. Usar tiras de esporas 6 suspensionesdisponibles comercialmente para compmbar la esterilizaci6n decalor seco y 6xido etileno.
 

4.2.3.9.3 
 Uso de agars y caldos- Mantener los agars derretidos en un bafode agua de 44 a 46°C hasta que han sido usados pero no tenerlosallf por m6s de 3 horas. Para monitorear la temperatura del agarexponer una botella de agua 6 medio a 
las mismas condiciones de
calentamiento y enfriamiento que el agar. Insertar un term6metro
en la boteila de control para determinar cuando la temperatura
esta cntre 44 y 46°C y adecuada para el uso en placas de Petri.Despu6s de colocar el agar en las c6psulas de Petri, mantener lastapaderas levemente abiertas por lo menos 15 minutos para secar
la superficie del agar. 

Manejar los tubos de fermentaci6n est~riles con cuidado para evitar que quede aire atrapado en el interior de los tubos, el cuaTproduce reacciones positivas falsas. Examinar los tubos reci6n
preparados para determinar que no haya burbujas de gas. 
4.2.3.9.4 Almacenamiento del medio-Preparar el medio est6ril en cantidadesque serdn usadas dentro de los limites de tiempo de almacenamiento dados en el Cuadro 4.4. Si los medios de tubo de fermentaci6inson rpfrinprados, incubarlos noche antesuna del uso y examinar por si hay burbujas de gas positivas falsas. Preparar medios que
serin almacenados por m6s de una semana en tubos 6 frascos contap6n de rosca 6 que est~n tapados fuertemente para prevenir lap6rdida de humedad. Si coloc6 else agar de antemano en las c6psulas de Petri, sellarlas en bolsas pl~sticas y refrigerarlas pa

ra retener la humedad.
 

Para comprobar la p6rdida de humedad en tubos con caldo de culti
vo, marcar el nivel del lfquido original en varios tubos de cadagrupo y controlar la p6rdida de humedad. Si la p6rdida estimadaexcede el 10%, descartar los tubos. Proteger los medios que contienen tintes de la luz; si se observan cambios de color, descar 
tar el medio.
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4.2.3.9.5 


4.2.4 


4.2.4.1 


4.2.4.1.1 


Cuadro 4.4 
Tiempo de Retenci6n y Almacenamiento para los
 

Medios Preparados 

Medio 
 Tiempo de Retenci6n
 

Filtro de membrana (MF)
Caldo en frascos de tap6n
de rosca a 4C 


96 horas
 

Agar de MF en placas con cu
bierta apretada a 4*C 
 2 semanas
 

Agar 6 caldo en tubos de ta
p6n flojo a 4C 

senana
 

Agar 6 caldo en tubos con
tap6n de rosca apretado a 4°C 
 3 meses
 
C~psulas de Petri 
con agar co
locado en 
bolsas pl6sticas se
liadas a 4°C 


2 semanas
 

Volumen grande de agar en fras
 
co 6 botella con tap6n de rosca apretado a 40C 
 3 meses
 

Caldos y agars est~riles preparados obtenidos en el comercio pue
den ofrecer ventajas cuando los anglisis se hacen intermitentemente, cuando no hay empleados disponibles para el trabajo de pre
paraci6n, 6 cuando el costo puede ser balanceado contra otrosfactores de la operaci6n laboratorio. Comprobar el funcionamientode estos medios de la manera descrita en la Secci6n 4.2.3.9.5 a
continuaci6n. Los limites de tiempo de retener los medios prepara
dos se presentan en el Cuadro 4.4.
 
Control de calidad de los medios preparados -Mantener en un libro
empastado el registro completo de cada grupo de medios preparadoscon el nombre del preparador y la fecha, nombre y namero de lote
del medio, cantidad de medio que ha sido pesado, volumen del 
medio preparado, tiempo de esterilizaci6n y temperatura, medidas yajustes del pH, y preparaciones de componentes l6biles. Incluircompruebas de esterilidad y de control positivo y negativo de
cultivo en todos los medios como se describe a continuaci6n.
 
Procedimientos de Control de Calidad Analftico
 

Procedimientos generales de control de calidad:
 
Para examenes de filtro de membrana, examinar la esterilidad
medio, los filtros de membrana, el 

del
 
agua de diluci6n y enjuague,
cristalerfa y equlpo, una vez durante cada seri de muestras usan 
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do agua estdril como muestra.
 

4.2.4.1.2 	 Para cada lote de medios, examinar los procedimientos analfticos
 
inoculando con cultivos de control conocidos negativos y positi
vos para el organismo (s) bajo examen (ver el Cuadro 4.5) para

los ejemplos de cultivo de muestra.
 

Cuadro 4.5 Cultivos de Control Para Examenes Microbiol6gicos
 

Grupo 	 Cultivo de Control
 

POSITIVO 	 NEGATIVO
 

Coliformes totales Escherichia coli Staphylococcus aureus
 

Enterobacter ae- Pseudomonas sp.
 
rogenes
 

Coliformes fecales E. coli 	 E. aerogenes
 
- -treptococcus 	 faecalis 

Estreptococos feca Streptococcus Stophylococcus aureus
 
les 	 faecalis E. coli
 

4.2.4.1.3 	 Hacer andlisis duplicados en el 10% de las muestras y en por lo
 
menos una muestra por examen. 

4.2.4.1.4 	 En los laboratorios con m6s de un analista hacer que cada uno ha
 
ga anilisis paralelos en por lo menos una muestra positiva cada
 
mes.
 

4.2.4.2 	 Medida de la precisi6n del m6todo: Calcular la precisi6n de 
los
 
andlisis duplicados para cada tipo diferente de muestra examina
do, por ejemplo: agua potable, agua ambiental, aguas negras,etc.
 
de acuerdo al procedimiento siguiente:
 

4.2.4.2.1 	 Hacer andlisis duplicados en las primeras 15 muestras positivas
 
de un tipo especffico. Hacer que cada pareja de duplicados 
sean
 
analizados por el mismo analista, pero incluir a todos los ana
listas dentro del laboratorio. Reportar los anglisis duplicados 
como D y D2 . 

4.2.4.2.2 	 Calcular el logarftmo de cada resultado. Si cualquiera de la pa
reja de duplicados resulta en cero,1.0 a ambos Valores antes de 
calcular los logaritmos. 

4.2.4.2.3 	 Calcular el rango (R) para cada pareja de duplicados transfor
mados como la media ( ) de estos rangos. Ver el cgIculo de la
 
muestra en el Cuadro 4.6. 
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Cuadro 4.6 C6lculQ de Criterios de Precisi6n 

No.de Andlisis Logaritmos de los Rango de los loga
muestra duplicados conteos ritmos (Rlog) 

D D2 L1 L2 (LI - L2)
 

1 89 71 1.9494 1.8513 0.0981
 

2 38 34 1.5789 1.5315 0.0483
 
3 
 58 67 1.7634 1.8261 0.0627
 

* . . . • 

* ,. . . 

14 
 7 6 0.8451 0.7782 0.0669
 
15 110 121 2.0414 2.0828 0.0414
 

1 Rlog = 0.71889 

R =_ZR_1__ 0.71889 0.0479 
n 15 

Criterio de precisi6n = 3.27 R = 3.27 (0.0479) =0.1566 

4.2.4.2.4 
 De allf en adelante analizar el 10% de ids muestras de rutina en

forma duplicada. Transformar los duplicados como en la Secci6n 
4.2.4.2.2 y calcular su rango. Si el rango es mayor de 3.27 R,
la variabilidad del anglisis es excesiva. Determinar si la impre

cisi6n incrementada es aceptable; nosi lo es, descartar todos

los resultados analfticos desde la 6ltima comprobaci6n de preci
si6n (ver Cuadro 4.7). Identificar y resolver el problema anali'
tico antes de hacer m6s anlisis.
 

4.2.4.2.5 Poner al dia el 
criterio usado en la Secci6n 4.2.4.2.4 peri6dica

mente repitiendo los procedimientos de las Secciones 4.2.4.2.1
 a 4.2.4.2.3, usando las parejas mas recientes de los resultados 
de 15 duplicados.
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Cuadro 4.7 	 Comprobaciones Diarias en la Precisi6n de Conteos 
Duplicados * 

Fecha de 	 Anglisis Logarftmos.de

anglisis Duplicados los conteos 	 Rango de Aceptaci6n 

los loga del Rango ** 
D2 L1 L2 rftmos
 

8/29 	 71 65 1.8513 1.8129 0.0383 A
 
8/30 110 121 2.0414 2.0828 0.0414 A
 
8/31 	 73 50 1.8633 1.6990 0.1643 I
 
* Criterio de precisi6n = (3.27 R) = 0.1566 

•* A = Aceptable I = Inaceptable 

4.2.4.3 
 Control de calidad en los procedimientos de filtro de membrana:
 

4.2.4.3.1 Verificaci6n de la colonia -Para 
cada tipo de prueba que se ha
 
llevado a cabo, verificar las colonias mensualmente a partir de
una muestra 	positiva conocida. Si el laboratorio tiene 2 6 m~s

analistas, cada uno debe contar colonias tfpicas 
en la misma 	mem
brana a partir de 
una muestra positiva por mes. Verificar las co

lonias en la membrana y comparar el conteo de los analistas al'
 
conteo verificado. 

4.2.4.3.2 Andlisis de coliformes totales- Verificar recogiendo por lo menos
10 colonias 	y examinndolas por si hay fermentaci6n de lactosa 6alternativamente por pruebas bioquimicas r~pidas 6 sisteMds de
pruebas mil tiples: 

Para las muestras de agua potable, verificar todas las coloniasbrillantes contadas como coliformes cuando este n6mero es -513/
100 mL. Cuando el ninero excede 10/100 mL, recoger al azar y varificar por lo menos 10 colonias representativas de todos los ti 
pos brillantes. Si 
no resulta ning~n positivo de los ex&nenes de
muestras de agua potable, analizar por lo menos una positiva co
nocida de agua trimestralmente. 

i) Fementaci6n de lactosa-Transferir el 	crecimiento de por lo
 
menos 
10 colonias 	brillantes contadas como coliformes a tubos
de caldo de 	 bilis de triptosa de lauril y lactosa verde brillante . Incubar a 35 + 0.5C y examinarlos para la producci6n de

gas a 24 y 48 horas. 

Si solo el tubo de triptosa de lauril de una colonia en particular produce gas, transferir el crecimiento del tubo positivo
a otro tubo de caldo de bilis de lactosa verde brillante y vol 
ver a probarlo. La producci6n de gas en caldo de bilis de lac-"tosa verde brillante en 48 horas verifica los organismos de colifomes totales y excluye a los resultados falsos positivos.
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Idealmente escoger por lo menos 10 colonias aue no sean produc
toras de brillo para verificar que no ocurren reacciones neqa-. 
tivas falsas. 

2) 	Pruebas bioqufmicas alternativas- Estas pruebas requieren usar
colonias aisladas (separadas por m6s de 2mm) y colonias puras.Si 	 se sospecha de una colonia mixta, rayar el crecimiento enel 
medio M-Endo y escoger una colonia aislada 6 usar el m6todo de
 
tubo de fementaci6n descrito anteriormente. 

3) 	 Prueba r6pida- Ejecutar la prueba de citocromo oxidasa (CO) pa
ra indofenol y la pruebade o-nitrofenil--D-galactopiranosido
(ONPG) para P-D-galactosidasa como se describe abajo. Un equi
po para estas pruebas estj disponible comercialmente. Una prue
ba negativa de CO y positivo de ONPG verifica que la colonia 
es colifome. 

Pruebas de citocromo oxidasa- Usar tiras de papel preparadas

comercialmente 6 un nutriente de agar inclinado. Inocular elnutriente de agar inclinado e incubarlo a 35C por 18 a 24 horas. No usar los cultivos viejos. Preparar los Reactivos A yB. 

0 Reactivos A: Disolver 1 g de alfanaftalina en 100 mL 
de 	etanol al 95%.
 

a 	 Reactivo B: Disolver I g para-amino-dimetilamina

hidrocloruro (6 oxilato) en 100 mL de agua 
 pura 
de laboratorio. 

Preparar frecuentemente y almacenarlos en el refrigerador. 

Agregar 2 a 3 gotas de los Reactivos A y B a la placalinclinar
la 	para mezclar, y leer la reacci6n en dos minutos. Una reac
ci6n positiva fuerte (color azil) ocurre 	en 30 segundos. Igno
rar las reacciones d6biles que ocurren despuds de 2 minutos. 

Prueba 	ONPG.-Preparar las soluciones de rcactivos: 

0 	 Soluci6n de fosfato de monosodio, i.OM: Disolver 
6.9 g NaH2PO4-H 20 en 45 mL de agua pura de labora
torio. 	Agregar 3 mL de NaOH al 3%y ajustar el pH
a 7.0. 	 Diluir a 50 mL y almacenar en el refrigera 
dor.
 

o Soluci6n ONPG: Diluir 80 g o-nitrofenil-f-D-galactopira
nosido 	(ONPG) en 15 mL de agua a 370C. Agregar 5 mL de

1M 	 NaH 2PO4; la soluci6n debe ser incolora. Almacenada 
en 	el refrigerador. Antes de usarla calentar a 37C una
 
porci6n suficiente para el n~mero de pruebas que se 	 rea 
1izardn.
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Emulsificar una cantidad suficiente de cada cultivo inclinado 
de 18 a 24 horas en un tubo de fenentaci6n de 10 por 75 rm 6 
en una placa. Agregar una gota detblueno a cada tubo y agitar
lo bie' Dejar los tubos por 5 minutos en un bahio Marfa a 350C. 
Agrega, 0.25 mL de soluci6n ONPG amortiguada a cada tubo y vol 
ver a incubar en un baho Marfa de 35°C. Leer los tubos 6 pla
cas en 0.5, 1, y 24 horas. Un resultado positivo es indicado 
por el desarrolln del color amarillo.
 

4) Sistemas 	 de pruebas multiples- Inocular a partir de la colonia 
en un sistema de pruebas miltiples obtenido comercialmente que

incluya fementrci6n de lactosa y/o pruebas de CO y ONPG. 

4.2.4.3.3 	 Andlisis de colifomes fecales -Verificar recogiendo por lo menos 
10 colonias aisladas de membranas que contienen colonias azules 
tfpicas y transfiri~ndolas a caldo de lauril triptosa. Incubar a

350C por 24 y 48 horas y examinar para ver si hay producci6n de 
ras. Transferir el crecimiento de los tubos positivos a caldo EC 
e incubar a 	44.5°C por 24 horas. La producci6n de gas en EC veri
fica la presencia de organismos colifonnes fecales.
 

4.2.4.3.4 	 Anglisis para estreptococos fecales- Verificar recogiendo por lo 
menos 10 colonias de color rosado 6 rojo aisladas y transfirigndo
las a un agar y caldo de infusi6n corebro coraz6n (BHI). Hacer la 
prueba de catalasa en los cultivos de 24 horas. Transferir los 
cultivos de catalasa negativos (posiblemente estreptococos feca
les) a caldo de bilis BHI al 40% e incubarlos a 350C. Transferir
los tambi6n al caldo BHI e incubarlos a 45°C. El crecimiento en 
bilis al 40% y a 450C verifican estreptococos fecales. 

4.2.5 	 Registros y Datos
 

Guardar los registros de andlisis microbiol6gicos por lo menos 5 
alos. Informes de laboratorio actuales se pueden guardar, 6 los 
datos pueden ser transferidos a res~ienes tabulados, con tal de 
que la siguiente infomaci6n sea inclufda: Fecha, lugar y horadel 
muestreo, nombre del colector de la muestra; identificaci6n de la
 
muestra; fecha del recibo de la muestra y del anglisis; persona(s)

responsable 	(s)de hacer los anglisis; m6todo analftico utilizado;
 
y resultados 	del -n~lisis. Verificar que cada resultado sea indica
 
do correctamente en la hoja de laboratorio y que tenga las inicia
les del analista. Si se usa un sistema de almacenar y retirar la
 
infonmaci6n 	por computadora revisar dos veces los datos en los im
 
presos.
 

4.2.6 	 Manejo de Datos
 

4.2.6.1 	 Distribuci6n de poblaciones bacterianas: En la mayorfa de anglisis
quimicos la distribuci6n de los resultados angliticos se gufa por
lacurva Gaussian la cual tiene distribuci6- sim~trica de valores 
alrededor de la media. La distribuci6n de microbios no es necesa
riamente sim6trica. Los conteos bacterianas a veces se caracteri
zan por tener una distribuci6n desviada de la curva normal debido 
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a muchos valores bajos y unos 
pocos altos. Estas caracterfsticas
guiar a una media aritm6tica que es considerablemente m6s grandeque la mediana. La curva de frecuencia de esta distribucidn tiene una cola derecha larga como se ve en 
la Figura 4.1 y se dice
 
que exhive una desviaci6n positiva.
 

I
 
"A. 

CANTIDAD MED4DA 

Figura 4.1. Curva de Frecuencia (Distribuci6n desviada positiva
 
mente)
 

Aplicaci6n de las tdcnicas estadfsticas m6s rigurosas requiere de
la asunci6n de distribuciones sim6tricas tales como la curva normal. Por eso es nornalmente necesario convertir datos desviados para que resulte una distribuci6n sim6trica parecida a la distri
buci6n normal. Una distribuci6n normal apropiada se puede obtener
de datos positivamente desviados convirtiendo los n6meros a 
 sus

logaritmos como se ve en el 
Cuadro 4.8.
 

Cuadro 4.8. Conteos de Coliformes y sus Logaritmos
 

Conteo de Coliformes 
No./100 mL 
 Log.Conteo
 

11 
 1.041
 
27 
 1.431
 
36 
 1.556

48 
 1.681
 
80 
 1.903
 
85 
 1.929
 

120 
 2.079
 
130 
 2.114
 
136 
 2.134
 
161 
 2.207
 
317 
 2.501
 
601 
 2.779
 
760 
 2.881
 

1020 
 -3.009
 
3100 
 3.491
 

x 442 
 Xg = antilog 2.1825 = 152 
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Comparaci6n de los Cuadros de Frecuencia para los datos originales y sus logarftmos (Cuadros 4.9 y 4.10) demuestran que los logaritmos se aproximan a una distribucin sim6trica.
 

Cuadro 4.9. Comparaci6n de la Frecuenria de Datos de Conteo
 
Intervalo de Clase 
 Frecuencia (conteo)
 

0 a 400 
 11
400 a 800 
 2
800 a 1200 
 1

1200 a 1600 
 0
1600 a 2000 
 0
2000 a 2400 
 0
2400 a 2800 
 0
2800 a 3200 
 0
 

Cuadro 4.10. Comparaci6n de Frecuencia de Datos de Log Conteo 
Intervalo de Clase 
 Frecuencia
 

(Log Conteo)
 

1.000 a 1.300 11.300 a 1.600 
 21.600 a 1.900 11.900 a 2.200 
 5
2.200 
 a 2.500 
 1
2.500 a 2.800 
 22.800 a 3.100 
 2
3.100 
 a 3.400 
 0
3.400 a 3.700 1
 

4.2.6.2 
 Medidas de tendencia central de distribuci6n desviada: Si los 
lo
garftmos de nimeros de una distribuci6n desviada positiva estdnaproximadamente normalmente distribuidas, los datos originalestienen una distribuci6n log-normal. El mejor estimado de tendencia central de datos de log-normal es la media geom6trica, defi
nida como:
 

= n J(x1 ) (X2 ) ............. (Xn)
 

y 

Log Xg : Z(log Xi) 
n 
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eso es, la media geom6trica es iqual al antilogarftimo de la media 
aritm~tica de los logarftmos. 

Aunque !as regulaciones 6 tradici6n pueden requerir 6 causar quelos datos microbiol6gicos sean reportados como la media 6 mediana
aritmftica, la estadfstica preferida para resumir datos microbiol6 
gicos es la media geom6trica. 
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4.3 Aparatos de Laboratorio 

Adem6s de las especificaciones dadas en ias Secciones 4.2.2 y 4.2.3. 

4.3.1 Incubadoras 

Las incubadoras deben mantener una temperatura uniforme y constantea todo momento en todas las dreas, eso es que no deben variar
mis de + 0.5C en las 

en 
greas usadas. Obtener esa exactitud usando un
incubador rodeado de agua o del tipo anhidrico con unidades de 
 cafor el6ctricas de temperatura baja controladas termnost~ticamente que son apropiadamente aisladas y localizados en 6 adyacentes a
las
paredes 6 pisos de la recamara y preferiblemente equipadas con me

dios mecinicos de circulaci6n del aire.
 

Mantener un term6metro exacto, con el bulbo inmerso en lfquido (glicerina, agua 6 aceite mineral) en cada estante en uso dentro del
cubador y apuntar i-n
la lectura diaria de temperatura (preferiblementemanana y tarde) . Adem6s es deseable mantener un term6metro de temperatura mixima y mfnima dentro del incubador en el estante de enmedio para registrar el rango de temperatura bruta en un perfodo 
 de
24 horas. A intervalos, determinar las variaciones de temperaturadentro del incubador cuando est6 lleno a la capacidad maxima. InstaTar un term6metro registrador (term6grafo) cuando sea posible, paramantener un 
registro continuo y permanente de la temperatura.
 

Un baio Maria con una cubierta para reducir p~rdida de agua y calor
6 un incubadujr tipo lavabo de calor s6lido, normalmente es requerido para mantener una temperatura de 44.5 ± 0.200 C,Si no se alcanzaun control de temperatura satisfactorio, ooner el agua a recircular se. Mantener la profundidad del agua en el 
incubador suficiente para sumergir los tubos al nivel superior del medio. 
4.3.2 Hornos Esterilizadores de Aire Caliente 

Usar hornos esterilizadores de aire caliente de tamao suficientepara prevenir amontonamiento interno; construfdos para proveer temperaturas de esterilizaci6n uniformes y adecuadas de 170 + 100C yequipados con term6metros adecuados. Opcionalmente usar u-n instrumento registrador contfnAo de temperatura. 

4.3.3 Autoclaves
 

Usar autoclaves de suficiente tamafo para prevenir amontonamientointerno; construidas para proveer temperaturas uniformes dentro delas rec6maras (hasta incluyendo la temperatura de esterilizaci6nde 121'C): equipado con un tern6metro exacto cuyo bulbo est localizado apropiadamente en la lfnea de escape para poder registrar 1- latemperatura minima dentro de las rec~maras de esterilizaci6n (elinstrumento registrador contfnuo de temperatura es opcional); equipado con un calibrador de presi6n y vjlvulas de seguridad ajustadasapropiadamente que est6n conectadas directamente con lIfneas de abastecimiento saturadas de vapor 6 directamente a un cenerador de va
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por especial adecuado (no se debe usar vapor por un hervidor que

ha sido tratado con aminal para el control de la corrosi6n); y 
que sea capz de alcanzar la temperatura deseada en 30 minutos.
 

El uso de una autoclave vertical 
u olla de presi6n solamente se
 
usa en una emergencia o circunstancias especiales Dor la dificul
 
tad de ajustar y mantener la temperatura de esterilizaci6n y Dor

el peligro potencial. En caso de tener que usar este equipo, equi
parlo con un calibrador de presi6n eficiente y un term6metro cu
yo bulbo estd 2.5 arriba del nivel del agua. 

4.3.4 Contadores de Colonias
 

Usar un contador de colonia de tipo Quebec, siendo preferido uno
con fondo oscuro, o uno que provea una maonificaci6n equivalente
(1 5 di~metros) y visibilidad satisfactoria.
 

4.3.5 Equipo de pH
 

Usar pH metros electr6nicos, exactos en por lo menos 0.1 uni
dades de pH, para determinar los valores de pH del medio.
 

4.3.6 Balanzas
 

Usar balanzas que provean sensibilidad de por lo menos 0.1 g en una carga de 150 g con pesos apropiados. Usar una balanza analf
tica que tenga una sensibilidad de I mg bajo una carga de 10 g
para pesar cantidades pequehas de materiales (menores de 2 g).
Las balanzas de un solo plato y pesado r~pido son las m6s conve
nientes.
 

4.3.7 Utensilios de Preparaci6n del Medio
 

Usar vidrio borosilicato u otro equipo no corrosivo adecuado,tal
 
como acero inoxidable. Usar cristalerfa que est6 limpia y libre
 
de residuos, agar, secado u otros materiales for~neos que puedan

contaminar el medio.
 

4.3.8 Pipetas y Cilindros Graduados 

Usar pipetas de cualquier tamafo conveniente, con tal de cue
 
ellas proporcionen el volumen exacto y ranidamente. El 
error de

calibraci6n de el 
lote de cualquier fabricante no debe exceder

el 2.5%. Usar pipetas que tengan graduaciones marcadas distiliti
vamente y sin los puntos quebrados. Usar cilindros graduados de
 
los m~s exactos oue se pueda obtener.
 

4.3.9 Recipientes de Pipetas
 

Usar cajas de aluminio 6 acero inoxidable de bases de 5.0 a 7.5
 
cm cilfndricas 6 rectangulares y de una longitud de aproximada
mente 40 cm. Cuando estos no son disponibles, pueden ser susti
tuidos por envoltura de papel. Para evitar carbonizaci6n excesi
 
va durante la esterilizaci6n usar papel de pulpa de sulfato 
 -
(Kraft) de la mejor calidad. No usar cobre, cajas 6 latas de alea 
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ciones de cobre, como recipientes de piDetas. 

4.3.10 Botellas 6 tubos de diluci6n
 

Usar botellas 6 tubos de vidrio resistente, preferiblemente vidrio
borosilicato, cerrados con tapones de vidrio 6 tapas de rosca equi

pados con forros que no produzcan compuestos t6xicos 6 bacteriost
 
ticos en la esterilizaci6n. No usar algod6n como tapones. Marcar

los niveles de graduaci6n indeleblemente en el lado de la botella 
6 tubo de diluci6n. Botellas pldsticas de material que 
no sea t6xi
 
co y tamaio aceptable pueden ser sustituidas por vidrio con tal

de que puedan ser esterilizados apropiadamente. 

4.3.11 Csu'Ias de Petri 

Para el conteo de placa, usar cdpsulas de petri de vidrio 6 pl~sti

co de 100 x 15 nm. Usar c6psulas cuyos fondos est6n libres de bur
bujas y rayones y que sean planos para que el 
medio sea de grosor

uniforme en toda la placa. Para la t6cnica de filtro de membrana 
usar Flacas de vidrio 6 pl~stico de tape'dera floja, 60 x 15 mm. 6 
cApsulas de petri y almacenarlas en la:,. de metal (aluminio 6 ace
 
ro inoxidable, pero no 
cobre) 6 envolverlos en papel preferibleme-n
te de pulpa de sulfato de la mejor calidad (Kraft) antes de esteri 
lizar. 

4.3.12 Botellas de muestreo
 

Para los muestreos bacteriol6gicos usar botellas esterilizadas 
 de

vidrio 6 plistico de cualquier tamafo 6 forma adecuada. Usar botellas que tengan un volumen suficiente de muestra para todas las
 
pruebas requeridas y un espacio de aire adecuado, que permitan 
un

lavado adecuado y que mantengan a las muestras sin contaminaci6n

hasta que se terminen los examenes. Botellas con tapones de vidrio
molido, preferiblemente de boca amplia y de vidrio resistente, son

recomendados. Botellas de pldstico de tamafio adecuado, de boca amplia y hechas de materiales que no sean t6xicos tales como 
polipro

pileno que puedan ser esterilizadas repetidamente son satisfacto
rias como recipientes de muestras. Bolsas de pl6stico que han sido

esterilizadas con 6 sin un agente desclorinante pueden obtenerse

comercialmente y pueden ser usadas. El usar recipientes de pldstico elimina la posibilidad de que se quiebren durante el embarque y
reduce el peso de embarcado.
 

Cierres de metal 6 plistico de tapa de rosca con forros pueden serusados en las botellas de muestra con tal de que no se produzcan
compuestos t6xicos en la esterilizaci6n. 

Antes de la esterilizaci6n cubrir las tapas y cuellos de las bote
[las de muestra que tengan cierres de vidrio con papel aluminio 6 
papel Kraft pesado. 
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4.4 Lavado y Esterilizaci6n
 

Limpiar toda la cristalerfa con mucho cuidado con un detergente

adecuado y agua caliente, enjuagarlo con agua caliente para remo
ver todos los trazos de compuesto de lavado residual y finalmente
 
enjuagarlo con agua pura de laboratorio. Si se usan lavadoras de
 
cristaleria mecnicas, equiparlas con tuberfa afluente de acero
 
inoxidable u otro material no t6xico para el sistema de agua de
 
enjuague.
 

Esterilizar la cristalerfa, excepto cuando estgn en recipientes

de metal, durante por lo menos 60 minutos a una temDeratura de
 
170'C, a menos que se sepa mediante term6metros de registro conti
 
nuo que las temperaturas de los hornos son uniformes y bajo dichas
 
condiciones excepcionales usar 160C durante por lo menos 2 horas.
 

Esterilizar !as botellas de muestra que no sean de pldstico igual
 
que arriba 6 en una autoclave a 121C por 15 minutos.
 

Para las botellas plisticas aflojar las tapaderas antes de hacer
 
autoclave para prevenir la distorci6n.
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4.5 Preparaci6n del Medio de Cultivo
 

4.5.1 	 Procedimientos Generales
 

4.5.1.1 	 Almacenamiento del medio de cultivo: Almacenar el medio deshidrata
 
do (polvos) en botellas que est6n bien cerradas, en la oscuridad,
a menos de 30'C en una atm6sfera de humedad baja. No usarlos si 
se

decoloran 6 se vuelven compactos y pierden el cargcter de un polvo

suelto. Comprar el medio deshidratado en pequehas cantidades que

sergn usadas dentro de 6
meses despu~s de haber sido abierto. Adi
cionalmente, usar existencias de medio deshidratado que contengan

agentes selectivos tales como sales de bilis 6 derivados antibi6ti
 
cos, amino acidos que contengan sulfuro, etc., de nimero de lote
 
relativamente reciente(dentro de un afio de la compra) para mante
ner una selectividad 6ptima. Ver tambi6n la Secci6n 4.2.
 

Preparar el medio de cultivo en grupos de un tamaflo de tal manera
 
que el grupo entero pueda ser usado en menos de una semana. Sin em
 
bargo, si los medios estgn contenidos en tubos con tapa de rosca
pueden ser almacenados hasta por 3
meses. Ver Cuadro 4.4 para los

detalles especfficos. Almacenar el medio a 
]a sombra y 	evitar la
 
contaminaci6n y la evaporaci6n excesiva.
 

4.5.1.2 	 Ajuste de la Reacci6n
 

Expresar la 	reacci6n del medio de cultivo a t~rminos de concentra
ci6n de iones de hidr6geno expresado como pH.
 

El aumento en la concentraci6n de iones de hidr6geno (disminuci6n

de pH) durante la esterilizaci6n variarg levemente con el esterili
 
zador individual que se est6 usando, y la reacci6n inicial 
requerT
da para obtener la reacci6n final correcta, tendrd que ser determi
da. La disminuci6n en pH nornalmente serg 0.1 a 0.2, pero ocasio
nalmente serd tan grande como 0.3 en el 
medio-de doble concentra
ci6n. Cuando sales amortiguantes tales como fosfatos est~n presen

tes en el medio la disminuci6n en el valor del pH sergn impercep
tible.
 

Hacer pruebas con un pH metro para controlar el ajuste hasta la

concentraci6n de iones de hidr6geno requerida. Titular el volumen

conocido de medio con una soluci6n de NaOH al pH deseado. Calcular

la cantidad de NaOH que tiene que ser agregada al resto del medio
 
para alcanzar esta reacci6n. Despu6s de agregarla y revolverla 
bien, examinar la reacci6n y ajustarla si es necesario. El pH fi
nal requerido estS dado en las instrucciones para preparar cada
 
riedio. Si un pH especffico no ha sido prescrito, el inajuste es 

necesario.
 

El pH del mediodeshidratado reconstituido, raras veces 	 requerirs
ajuste si se 	hace de acuerdo a las instrucciones. Factores tales
 
como errores 	en el 
pesado del medio deshidratado 6 sobrecalenta
miento del medio reconstituido pueden producir un pH final inacep

table. Medir regularmente el pH, especialmente del medio selecti
vo rehidratado, para asegurar el control de calidad y las especifi

caciones del medio.
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4.5.1.3 Esteril izaci6n
 

Despu6s de rehidratar un medio, dispersarlo rapidamente a recipien
tes de cultivos y esterizarlo dentro de 2 horas. No refrigerar
de otra manera almacenar el medio que no se haya esterilizado. 

6 

Esterilizar todos los medios, excepto los caldos de azicar 6 
otros

caldos con otras especificaciones, en autoclaveun a 121 0C por 15minutos despu~s de que la temperatura haya alcanzado 121 0C. Cuando
la presi6n Ilegue a cero 
remover el medio del autoclave y enfriar
lo rapidamente para evitar la descomposici6n de los azdcares por
la prolongada exposici6n al 
calor. Para permitir calentamiento uni

forme y enfriamiento rdpido, empacar los materiales flojamente y
en recipientes pequefios. Esterilizar los caldos de azicar a 121C
 por 12 a 15 minutos. El tiempo mdximo que los caldos de azicar pue
den estar expuestos a cualquier calor (desde el momento de cerrar

el autoclave cargado al momento de descargar) es 45 minutos. Pre
calentar el autoclave antes de cargarlo para reducir el tiempo to
tal necesario de calentamiento dentro del lfmite de 45 minutos. 

4.5.2 Agua
 

Para preparar el medio de cultivo y los reactivos, usar solamente
 
agua destilada 6 desmineralizada que haya sido probada y encontra
da libre de metales disueltos y compuestos bactericidas 6 inhibi
dores. La toxicidad en el agua destilada puede derivarse de algu
na fluorinada alta en sflice. Otras fuentes de toxicidad son !aplata, el plomo y varios complejos orgdnicos no identificados.
Donde el retorno condensado es usado como alimento para una desti
ladora, aminas t6xicas u otros compuestos del hervidor pueden estar presentes en el agua destilada. Cloro 6 cloraminas residuales 
tambi6n pueden ser encontrados en el agua destilada que ha sido

preparada a partir de abastecimientos de agua clorinada. Si se encuentran compuestos de cloro en el agua destilada, neivtralizarlos
agregando una cantidaa equivalente de tiosulfato de sodio 6 sulfi 
to de sodio.
 

El agua destilada tambi6n debe estar libre de nutrientes contami
nantes. Dicha contaminaci6n puede derivarse de qufmicos org6nicosdurante ]a destilaci6n, uso continuo de lechos de filtro de carb6nexhaustos, columnas desionizadas que necesitan ser recargadas, re
siduos de la fusi6n de la soldadura en tuberia nueva, polvo y gases qufmicos y el almacenamiento del agua en botellas que no estdn
limpias. Almacenar el agua destilada fuera de la luz solar directa
 
para prevenir el crecimiento de algas. Ver la Secci6n 4.2.3.4 para

]a prueba de conveniencia del agua destilada.
 

4.5.3 Especificaciones del Medio 

La necesidad de uniformidad dicta el uso de medios deshidratados.
Nunca preparar medios de ingredientes bisicos cuando haya medio

deshidratado disponible. Seguir las instrucciones del fabricante para la rehidrataci6n y esterilizaci6n. Medio preparado comercial 
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mente en forma lfquida (ampollas est6riles u otro) tambi6n puede

ser usado si 
se sabe que da resultados equivalentes. 

Los tdrminos utilizados para la fuente de proteinas en la mayorfade los medios, por ejerplo peptona, triptona, triptosa, fueronllamados por los desarrolladores del medio . pueden referirse 
 aproductos comerciales en vez de entidades claramente definidas.No

debe prevenir el 
uso de materiales alternativos siempre cuando

ellos produzcan resultados equivalentes.
 

NOTA: El t6rmino de "soluci6n de por ciento" usado en estas instrucciones se debe entender como "gramos de soluto por 100 mL de 
soluci6n'
 

4.5.3.1 Agua de diluci6n
 

4.5.3.1.1 Agua amortiguador:Para preparar Ia soluci6n amortiguador 
de fos
fato existente, disolver 34.0 g de fosfato dihidr6geno de potasio(KH2PO4) en 500 mL de agua destilada, ajustar el pH a 7.2 + 0.5 con IN hidr6xido de sodio (NaOH) y diluirlo alL con agua destila
 
da.
 

Agregar 1.25 mL de soluci6n amortiguadora existente de fosfato y
5.0 mL de soluci6n de cloruro de magnesio (81.1 g MgC12.6H20/L de
 agua destilada a I L de agua destilada. Repartir en cantidades
 
que provean 99 + 2.0 mL 6 9 
+ 0.2 mL despu6s de autoclavar por 15
 
minutos.
 

4.5.3.1.2 Agua peptona: Preparar una soluci6n al 10% de peptona en agua des
tilada. Diluir un volumen medido para proveer una solucidn final

de 0.1%. El pH final deberg ser 6.8.
 

Repartir en cantidades que Drovean 99 + 2.0 mL 
 6 9 + 0.2 mL despu6s de autoclavar por 15 minutos.
 

No mantener bacterias de cualquier agua de diluci6n por 
m~s de 30minutos a la temperatura ambiental porque puede ocurrir muerte 6
multipl icaci6n. 

4.5.3.2 Medio del cultivo
 

Las especificaciones para los medios 
 individuales estgn incluidosen las secciones subsiguientes. Se proveen detalles donde el 
 uso
de un medio se describe primero. 
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4.6 
 Muestreo
 

Hacer exdmenes bacteriol6gicos de muestras colectadas en puntos re
presentativos a travds de toda la cuenca. 

Es importante examinar muestras repetidas de un Dunto designado,asf como muestras de un nmero ampliamente distribuido de puntosde muestreo. Tomar las muestras a intervalos de tiempo que est6n
razonablemente espaciados uniformemente. 

Para la t6cnica de filtro de membrana, el n6mero miximo de organismos coliformes permisibles estd presentado en t~rminos de volumende porci6n estindar (100 mL).El Ifmite de calidad del agua es 1 co

lonia de coliformes por 1.00 mL. 

4.6.1 Colecci6n
 

4.6.1.1 Recipientes
 

Colectar las muestras para el examen microbiol6gico en botellas
 que hayan sido depuradas y enjuagadas cuidadosamente, d~ndoles unenjuague final con agua destilada y esterilizadas como se describe en las Secciones 4.3 y 4.4. Para algunas aplicaciones las muestraspueden ser colectadas en bolsas de pldstico pre-esterilizadas. 

4.6.1.2 Desclorizaci6n
 

Agregar un agente reductor a los recipientes que se usan para larecolecci6n de agua que tenga cloro residual u otro hal6geno a menos que los recipientes contengan caldo para la siembra directa de
la muestra. El tiosulfato de sodio (Na2S203) es un agente desclorinante que neutraliza a cualquier hal6geno residual y previene lacontanuaci6n de la acci6n bacteriana durante el trdnsito de lamuestra. El examen entonces indicari mds exactamente el contenido
microbiano verdadero del agua en el momento muestreo.del 

Agregar suficiente Na9S 203 a la botella limpia antes de la esterilizaci6n para dar una concentraci6n cerca de 100 mg/L en la muestra. A una botella de 120 mL agregar 0.1 mL soluci6n de Na2S20 3 al10% (esto neutralizar6 una muestra que contenga cerca de 15 mg/L de
cloro residual). Tapar la botella y esterilizarla con calor seco 6
 
con calor h~medo.
 

4.6.1.3 Procedimientos de muestreo
 

Cuando se colecta la muestra, dejar un espacio amplio de aire 
en
la botella (por lo menos 2.5 cm) para facilitar la mezcla por sacu
dimiento antes del 
examen. Tomar muestras que sean representativas
del agua que se examinari y usar t6cnicas as6pticas para evitar 
la contaminaci6n de las muestras.
 

Mantener la botella de muestra cerrada hasta que se llena. Remover

la tapadera y el tap6n, si existen los dos, 
como una sola unidad;
no contaminar la superficie interior del tap6n 6 tapadera 6 el cue 
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Iio de la botella. Llenar la botella sin enjuagarla, colocar el ta 
p6n 6 tapadera inmediatamente, y si se usa, asegurar la cubierta 
alrededor del cuello de la botella. 

4.6.1.3.1 	 Agua potable: Si la muestra de agua serg tomada de un grifo de un 
sister,a de distribuci6n sin accesorio, seleccionat un grifo que
abastece agua de un tubo de servicio que est6 coriectado directamen 
te a la tuberfa prircipal y que no est6 por ejemplo atendida po-r 
una cisterna 6 tanque de almacenamiento. Abrir el grifo del todo 
y dejar correr el agua por 2 6 3 minutos, 6 por tiempo suficiente 
para permitir el li1ipiado de la linea de servicio. Reducir el flu
jo del agua para pernitir llenar las botel las sin salpicaduras. No 
tomar la muestra de grifos que goteen o que permitan el flujo del 
agua hacia afuera del grifo. 

Al tomar la muestra de una llave de mezclado (agua caliente y agua 
fria), quitar los accasorios de la lave por ejemplo el colador, 
etc., dejar correr el agua caliente por 2 minutos, despu6s el agua 
frfa por 2 a 3 minutos, y luego colectar la muestra como se indica 
arri ba. 

Si la muestra serS tomada de un pozo que tenga una bomba de agua 
manual, bombear el agua y dejarla derramar por 5 minutos antes de 
colectar la muestra. Si el pozo estS equipado con una bomba mecS
nica, colectar Ia muestra de un grifo. Si no hay m~quinas de bom
bear, colectar una muestra directamente del pozo por medio de una 
botella esteriilzada que tenga un peso en la base; tratar de evi
tar contaminar las muestras con nata 6 espuma superficial. 

4.6.1.3.2 	 Abastecimiento de agua cruda: Al colectar la muestra directamente 
de un rio, arroyo, lagj, embalse, nacimiento 6 pozo poco profundo, 
obtener las muestras que sean representativas del agua que es la 
fuente de abastecimiento para los consumidores. No es deseable to 
mar muestras muy cerca de la orilla 6 muy lejos del-ounto de tom-a 
6 a una profundidas superior 6 inferior del punto de toma. 

La localizaci6n de los lugares de muestreo y la frecuencia de mues 
treo son factores crfticos para obtener informaci6n confiable ace-r 
ca de la contaminaci6n bacteriana en cualquier cuerpo de agua. Co
lectar la muestra de una localizaci6n y profundidad representati
vas.
 

4.6.1.3.3 	 Aguas de superficie: Para estudios exter.ivos de rfos y arroyos pa 
ra determinar la fuente y la extensi6n de la contaminaci6n, tomar 
muestras representativas considerando el lugar, m~todo y hora del 
mues treo. 

El nimero de 	 sitios de muestreo normalmente representa un t6mino 
medio basado 	 en las limitaciones ffsicas del laboratorio, la de
tecci6n de picos de contaminaci6n y la frecuencia de la colecci6n 
de muestreo. 	 El nimero de muestras que ser6n procesadas depende de 
sT el objetivo del estudio es medir ciclos de contaminaci6n inme
diata, la duraci6n de la contaminaci6n maxima 6 la contaminaci6n 
promedia probable. Los lugares para medir la contaminaci6n ciclica 
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y su duraci6n estgn inmediatamente abajo de la fuente de contamina
 
ci6n. Tomar las muestras tan frecuentemente como sea posible, 
con
sistente con las necesidades.
 

Seleccionar un lugar desiqnado para medir las -ondiciones de la contaminaci6n promedia estimada, a suficiente distancia aguas abajo pAra asegurar la mezcla completa del contaminante y el agua. La tomade muestras en estos puntos no el imina todas las variaciones Dosibles pero minimizarg cualquier fluctuaci6n brusca en la calidad. Elmuestreo aguas abajo no se necesita hacer tan frecuentemente como
 
el muestreo de contaminaci6n cfclica.
 

Colectar las muestras a un cuarto, a Ia mitad y a tres cuartos delancho de la corriente en cada luaar 6 a otras distancias dependien
do de los objetivos del estudio. Evitar las Areas de estancamiento
relativo. Frecuentemente se colecta una sola muestra, tomada cerca
de la superficie, en el canal de la corriente. 

4.6.1.3.4 Playas para ba~istas: Colectar las muestras de deagua playa para
baflistas en los lugares y a la hora de mayor n~mero de baistas;
en lugares naturales para baarse, incrementar la frecuencia demuestreo durante los perfodos de escorrentfa de tormenta la temen
porada de baos (verano, vacaciones). 

4.6.1.3.5 Muestreo Manual: Tomar muestras de un rfo corriente, lago 6 embal
se, sosteniendo la botella cerca de su 
base en la mano y sambuy~ndola con el cuello hacia abajo, bajo la superficie. Invertir la botella hasta que el cuello apunte apenas hacia arriba y la boca 
est6 dirigida hacia la corriente. Si no hay corriente, como en el caso de una presa, crear una corriente artificialmente ei,,pujando labotella hacia adelante horizontalmente en una direcci6n que se aleje de la mano. Cuando se toman nuestras de una lancha, obtener lasmuestras del lado del barco que est6 aguas arriba. Si no es posible colectar muestras de estas situaciones en esta manera, ponerle
un peso a la base de la botella y bajarlo al agua. En cualquier caso, tratar de evitar tener contacto con la orilla 6 el leche de lacorriente, porque puede ocurrir ensuciamiento del agua.
 

4.6.1.3.6 Aparato de muestreo: Un aparato especial que permita remover mecg
nicamente el tap6n de la botella bajo la suoerficie del agua,requerida para colectar muestras de profundidad de un lago 6 embal

es 

se. Hay varios tipos de aDaratos de muestreo disponibles. El m6s comun es el muestrador Zobell J-Z, el cual usa una botella est6rilde 350 mL y un tap6n de hule a trav6s del cual ha sido pasado unpedazo de tubo de vidrio. Este tuvo estd conectado a otro pedazode tuvo de vidrio por medio de una manouera de hule conectora. Launidad est6 montada en un marco de metal que contiene un cable y
un mensajero. Cuando el mensajero es liberado, le pega a la tuberfa de vidrio en un punto que ha sido levemente debilitado con unalima. El tubo de vidrio se quiebra por medio del mensajero y !a
tensi6n que ha sido montada por la manguera de hule conectiva enliberada y la tuberfa oscila hacia el lado. El agua es succionada 
hacia la botella, como una consecuencia del vacio parcial creado

sellando la unidad a la hora del autoclavado. Adaptaciones comercia 
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4.6.2 

les de este muestrador y otros son obtenibles. 

Muestreo de sedimento del fondo tambi6n requiere un aparato especial. El muestrador descrito Dor Van Donsel y Geldreich, ha sidoefectivo para una variedad de materiales de fondo para el muestreoremoto (agua profunda) 6 manual (agua poco profunda). Construir 
este muestrador preferiblemente de acero 
inoxidable y encajado con
una bolsa pldstica est6ril. Una cuerda de nylon cierra a la 
 bolsa
despu6s de que el muestradir penetra el sedimento. Una barra desli
zadora mantiene a la bolsa cerrada durante el 
descenso y es abier
ta, asf abriendo la bolsa, durante el muestreo de sedimento.
 

Para el muestreo de aguas negras 6 efluentes las t6cnicas descritas arriba generalmente son adecuadas; ademds ver la Secci6n 1.4. 

4.6.1.4 
 Tama~o de la muestra 

El 
volumen de la muestra debe ser suficiente para llevar a cabo to
das las pruebas requeridas, preferiblemente no menos de 100 mL.
 

4.6.1.5 
 Datos de identificaci6n
 

Acompahar a las mudstras con datos de identificaci6n y descripci6n
completos. No aceptar para el examen muestras identificadas inade
cuadamente.
 

Preservaci6n y Almacenamiento 

Empezar el examen microbiol6gico de una muestra de agua inmediatamente despu6s de la colecci6n para evitar cambios imposibles de
predecir. Si las muestras 
no se pueden procesar dentro de una hora
despu6s de ser colectadas, usar una hielera con hielo para almacenamiento durante ei 
su 

transporte al laboratorio. Si se sabe que
los resultados serin usados en acci6n legal, emplear un mensajeroespecial para la entrega de las muestras al laboratorio en un pe
rfodo de 6 horas. 

Mantener la temperatura de todas las muestras de corrientes conta
minadas abajo de los 10'C durante un perfodo de transporte mAximo
de 6 horas. Refrigerar estas muestras al recibirlas en el laboratorio y procesarlas dentro de 2 horas. Cuando las condiciones loca-les producen retrasos en la entrega de muestras por mis de 6 horas,hacer los ex6meres en el campo, usando facilidades de laboratoriode campo localizados en el lugar de la colecta 6 usar procedimien..
tos de incubzci6n retrasados. 

Desafortunadamente, eztos requisitos raras veces son reallfsticos 
en el caso de -uestras individuales de agua potable que han sidoenviados al laboratorio por servicio de correo, pero el tiempo entre la colecta y el examen no debe exceder 30 horas. Donde no es
posible la refrigeraci6n de muestras de agua in-lividuales que hansido enviadas por correo, 
una botella de muestra aislada tipo termo que puede ser esterilizada se puede usar. Anotar la hora y temperatura de almacenamiento de todas las muestras y considerar es.tainformaci6n en la interpretaci6n de los resultados.
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4.7 Tcnica de Filtro de Membrana para los
 
Miembros del Grupo Coliforme
 

La t6cnica de filtro de membrana es altamente reproducida, puede
ser usada para probar vol~menes relativamente 9randes de muestras,
y produce resultados definitivos m~s rapidamente que el procedi
miento de tubo miltiple, aunque tiene limitaciones oara examinar
 aguas altas en turbidez y bacterias que no sean del grupo colifor
me. Su uso ha sido aprobado en los est6ndares de la Agencia 
 oara
la Protecci6n del Ambiente de EE.UU.,(U.S.EPA). La t6cnica de fil
tro de membrana es extremadamente 6til para el monitoreo de emergencias de agua potable y en el 
examen de una variedad de aguas na
turales. Sin embargo cuando la t6cnica de filtro de membrana no ha
ya sido usada previamente, es deseable llevar a cabo pruebas nara
lelas con la t6cnica de fermentaci6n de tubo miltiple para demos
trar la aplicabilidad.
 

De la manera anlicada a la t6cnica de filtro de membrana, el qrupo
coliforme puede ser redefinido como agrupante de todas las 
 bacte
rias aer6bicas y anaer6bicas facultativas, gram-negativas, no for
madoras de espora, de forma de vara que producen una colonia oscu
ra con un brillo metlico dentro de 24 horas a 35C en un medio ti

po-Endo que contiene lactosa. 

La turbidez causada por la presencia de algas u otro material interferente puede que no permita e,
examen de un volumen de muestra

suficiente para producir resultados significativos. Estimados bajos de coliformes pueden ser causados por la presencia de nimeros

altos de bacterias no-coliformes 6 de sustancias t6xicas. La t6cni
 ca de filtro de membrana es aplicable en el examen de aguas sali
nas, pero 
no en aguas negras que solo han recibido tratamiento pri
mario seguido de aplicaci6n de cloro, debido a la turbidez en mues
tras de volumen alto 6 aguas negras que contengan metales t6xicos'

6 sustancias org6nicas t6xicas tales como fenoles. Una t6cnica 
 de
filtro de membrana modificada para los coliformes fecales puede ser

usada si el 
examen paralelo con la tdcnica de fermentaci6n de tubo
 
m6ltiple no demuestra diferencias significativas.
 

El volumen est6ndar que se filtrarA para las muestras de agua potable es 100 mL. Esto puede ser distribuido entre membranas mdltiples

si es necesario. Debido a que el agua potable tratada no debe contener coliformes Dor 100 mL, los laboratorios de plantas de tratamiento deben considerar probando muestras de 1 L de aaua terminada,siempre que no hayan partfculas presentes para interferir confiltraci6n 6 el desarrollo de colonias discretas. En estas situa-

la
 

ciones, dividir la muestra en cuatro oorciones de 250 mL para 
los

anglisis y totalizar cualquier coliforme en los cultivos en un so
lo reporte de 1 L examinado. Muestras m6s pequeias o m6s grandes

pueden 
 ser usadas para otras aguas 6 anglisis especiales.
 

Comparaciones estadfsticas de resultados obtenidos por el mi todo de
tubo m6ltiple y la t6cnica de filtro de membrana demuestran que el
filtro de membrana es m6s preciso. Aunque los datos de cada 
 prueba
producen aproximadamente la misma informaci6n de la calidad del
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agua, los resultados num6ricos 
no son iddnticos. Para las fuentes
 
de anua cruda se esperarfa que el 80% de los resultados de los
 examenes 
de filtro de membrana estuvieran dentro del 95% de 
 los
lImites de confianza de los resultados de los eximenes de tuboml

tiple completados. Se espera que los resultados del 
examen de tubo m ltiple sean m6s altos que los resultados del filtro dernembra na debido a una preferencia estadfstica positiva autom~tica. 

4.7.1 Procedimiento de Filtro de Membrana de Colifome Total Estgndar 

4.7.1.1 Aparatos de laboratorio
 

Para los anglisis de filtro de membrana usar cristalerfa y otros
aparatos compuestos de materiales libres de agentes que pueden te
 ner efectos desfavorables en el crecimiento bacteriana. Cuidados
mente anotar cualquier desviaci6n de las recomendaciones presenta

das abajo y hacer pruebas cuantitativas para demostrar que 
 tales

desviaciones no han introducido factores 6 agentes que resulten
 
en condiciones menos favorables para el crecimiento bacteriana.
 

Esterilizar la cristalerfa de la manera descrita en la 
 Secci6n
 
4.4., Lavado y Esterilizaci6n.
 

4.7.1.1.1 Botellas de muestreo: Ver la Secci6n 4.3.12.
 

4.7.1.1.2 Botellas de diluci6n: Ver la Secci6n 4.3.10.
 

4.7.1.1.3 
 Pipetas y cilindros graduados. Ver la Secci6n 4.3.8. Antes de 
la
 
esterilizaci6n cubrir la abertura de los cilindros graduados 
 con

papel aluminio 6 un substituto de papel adecuado.
 

4.7.1.1.4 Recipientes para el 
medio de cultivo: Usar frascos de vidrio de

borosilicato limpios pre-esterilizados para reducir !a contamina
ci6n bacteriana. Frascos de cualquier tamafio 6 forma pueden 
ser
usados, pero los frascos Erlenmeyer con tapas de metal, cubiertas

de papel aluminio 6 tapas dd rosca sirven para mezclar adecuada
mente el medio contenido y son convenientes para el almacenamien
to. 

4.7.1.1.5 
 Placas de cultivo: Usar vidrio borosilicato estgril 6 tipos 
 de

c~psulas de petri pldsticas desechables, 60x15 mm, 50x12 mm, u
otro tamano apropiado. El fondo de la c~psula debe ser plano y su
ficientemente grande para que la almohadilla absorbente para 
 eT
nutriente del cultivo permanezca plana. Envolver las placas 
 de
cultivo de vidrio limpios antes de la esterilizaci6n, individual
mente 6 en n~meros convenientes, en papel aluminio si 
se esterili
 za por calor seco, 6 un substituto de papel adecuado cuando se usa autoclave. Porque el vidrio y algunas placas de cultivo plgsticas desechables tienen cubiertas flojas, 
tomar precauciones du
rante la incubaci6n para prevenir la p6rdida oosible del medio por

evaporaci6n con el resultante secamiento del medio, y para mante
ner un ambiente hdmedo para el desarrollo 6ptimo de las colonias.
 

Placas de pldstico desechables que tienen acoplamiento apretado y
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Ilenan las especificaciones anotadas arriba tambidn pueden ser usa 
dos. Placas plI*sticas est6riles adecuadas estAn disponibles comer
cialmente. Para a usar placas de cultivo,volver estas 	 tratarlas
sumergiendo las placas limpias abiertas en etanol al 70% por 30 mi 
nutos y sec~ndolas al aire en una toalla est6ril, protejidas deT
polvo. Volver a armarlas cuando est6n secas. 	 Para m6todos alternos 
de esterilizaci6n usar radiaci6n ultravioleta u otros agentes ouf
micos 6 ffsicos apropiados; probar la efectividad de dichos m6to
dos, comprobando que los reciDientes de cultivos est6n libres de 
efectos supresivos de crecimiento residuales. Desou6s de desinfec
tarlas y remover el agente desinfectante, cerrar las placas-usando
t6cnicas as'pticas y almacenar en un recipiente a prueba de polvo

hasta que sean necesitadas.
 

4.7.1.1.6 	 Unidades de filtraci6n: El soporte del filtro (construido de vidrio,

pl~stico autoclavable, porcelana 6 acero inoxidable) consiste 
 de
 
un embudo sin uniones adherido a una base por medio de un aparato

de enllavado 	o mantenido en su lugar por medio de fuerza magn~tica
6 gravedad. El diseho debe permitir al filtro de membrana estar se 
guro en el plano poroso del recept~culo sin dafios mec6nicos y que
permita Que todo el fluido pase a trav6s de 	 durante lala membrana 
filtracian.
 

Separadamente envolver las dos partes del soporte en papel pesado
para envolver, esterilizar en el autoclave y almacenarlos hasta 
que se usen. 	Alternativamente tratar las partes no envueltas 
 con

radiaci6n ultravioleta antes de usarlas. Las unidades de campo pue
den ser desinfectadas encendiendo alcohol metflico 6 sumergi6ndolas
 
en agua hirviendo por 5 minutos. No someter al 
fuego las partes
pl sticas. 

Para la filtraci6n, montar el recept~culo del soporte del filtro
 
en un frasco 	de filtraci6n de un litro con un tubo en el 
lado u
 
otro instrumento adecuado de tal 
forma que se pueda ejercer una di
 
ferencia de presi6n en el filtro de membrana. Conectar el frasco
 
a una bomba de vacio el6ctrica, una bomba de filtro que opere con
 
la presi6n del agua, una aspiradora de mano, u otra manera de ase
 
gurar una diferencia de presi6n. Conectar un frasco adicional 
en
tre el frasco de filtraci6n y la fuente de vacio para atrapar el
 
agua filtrada. 

4.7.1.1.7 	 Filtro de membrana: Usar filtros de membrana con un di6metro de pa
 
ro medido de tal manera que haya retenci6n completa de las b.cte
rias coliformes. Usar solamente los filtros de membrana se cumque
plen a trav~s de pruebas adecuadas de control de calidad por el fa
 
bricante, los siguientes requisitos:capaces de retenci6n completa
de los organismos que sergn cultivados, exhiban estabilidad en el
 
uso, libertad de e;tractables qufimicos que puedan inhibir el creci 
miento y desarrollo de bacterias, una tasa satisfactoria de filtra 
ci6n, ninguna influencia significativa en el pH del medio, y que 
no haya incremento en el n6mero de coLonias confluentes 6 esparci
dores comparada a los filtros de membrana de control. Preferible
mente usar membranas con marcas de cuadrfcula de una forma tal que
el crecimiento bacteriano no sea ni inhibido ni estimulado a lo 
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largo de las 	Ifrieas de la cuadrfcula cuando las membranas y las 
bacterias atrapadas sean incubadas en un medio adecuado. Almace
nar los filtros de membrana que hay en existencia en un ambientesin extremos 	 de temperatura y humedad, No obtener mds que el abas
tecimiento Para un ahio en 
ning6n momento.
 

Si se usargn 	 filtros de membrana preesterilizados, usar solamente
aquellos para los cuales el 
fabricante haya certificado cue la

t6cnica de esterilizaci6n no ha inducido toxicidad 6 alterado laspropiedades qufmicas 6 fTsicas de la membrana. Si las membranas 
son esterilizadas en el ;aboratorio, usar autoclaveel por 10 minutos a 121 0C. Al final del perfodo de esterilizaci6n dejar que
el vapor escape rapidamente para minimizar la acumulaci6n de agua
de condensaci6n a los filtros.
 

4.7.1.1.8 	 Almohadillas absorbentes:Consisten de discos de papel de filtro u 
otro material de alta calidad y libre de sulfitos u otras sustancias que podrfan inhibir el crecimiento bacteriano. Usar almohadi
llas de aproximadamente 48 mm en dijmetro y de suficiente grosor
para absorber 1.8 a 2.2 mL de medio. Las almohadillas absorbentes

preesterilizadas 6 almohadillas que han sido esterilizadas posteriomente en 	 el laboratorio deben liberar menos de 1 mg de acidez 
total (calculada como LaC0 3 ) cuando sea titulada al punto final de

fenolftaleina, pH 8.3, usando 0.02N NaOH. Donde haya evidencia de
toxicidad de 	 la almohadilla absorbente, preremojar las almohadi
llas en agua 	destilada a 121'C (en un autoclave) por 15 minutos,

decantar el agua y reempaquetar las almohadillas en una c6psula depetri grande para la esterilizaci6n y el uso subsiguiente. Esterilizar las almohadillas simultaneamente con los filtros de membra-
na disponibles en sobres "Kraft" resellables 6 separadamente enotros recipientes apropiados. Secar las almohadillas Dara que est.n libreb de humedad visible antes del uso. Ver el procedimientode esterilizaci6n para los filtros de membrana en ]a Secci6n ante 
rior. 

Como una substituci6n de substrato para las almohadillas absorben 
tes saturadas de nutrientes, se puede agregar agar al 1.5% a cuaT
quier medio de caldo "MF". 

4.7.1.1.9 
 Pinzas: De puntos redondos, sin corrugaciones en los lados interio
 
res de los puntos. Esterilizarlas antes del uso sambuy6ndolas
alcohol etflico al 	

en
95% 6 alcohol metflico absoluto y flame6ndo

las (esterilizgndolas con fuego).
 

4.7.1.1.10 	 Incubadores: Usar incubadores que provean 
una temperatura de 35 + 
0.05'C y que mantengan un nivel alto de humedad (aproximadamente
90% humedad relativa). 

4.7.1.1.11 	 Microscopio y fuente de luz: Contar las colonias 
en los filtros de
menbrana usando una magnificaci6n de 10 a 15 di~metros y una fuen
 
te de luz ajustada para dar m~ximo discernimiento del brillo. Op
timamente usar un microscopio de disecci6n binocular de campo am
plio (estereosc6pico binocular).
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Sin embargo una limpara pequeha fluorescente con un magnificador
 
es 
aceptable. Usar ldmparas fluorescentes de luz blanca. No usar
 un iluminador de microscopio con sistema 6ptico para la concen
traci6n de luz de una fuente de luz 
incandescente para la identi

ficaci6n de colonias de coliformes en un medio de tipo Endo. -

4.7.1.2 Materiales y medios de cultivo
 

La necesidad de uniformidad obliga al 
uso de un medio deshidrata
do. Nunca prerarar el medio a partir de ingredientes b6sicos cuan
do hay un medio deshidratado adecuado disponible. Seguir las indT
caciones del 
fabricante, para la rehidrataci6n y la esteriliza- ci6n. Un medio preparado comercialmente en forma lfquida (ampolla

est6ril u otro) tambi6n puede ser usado si 
se sabe que dard resul
tados equivalentes. Probar cada lote nuevo de medios para asegu-rar que hay productividad satisfactoria, preparando diluciones de
 un cultivo de Enterobacter aerogenes y diluyendo volGmenes apropiados para dar 20 a 80 colonias por filtro. Con cada 
nuevo lote
de medio de tipo-Endo, verificar suficientes colonias, obtenidas
de fuentes naturales, para establecer la exactitud de diferencia
 
del lote del medio. 

Se incluyen a continuaci6n los ingredientes reactivosde necesarios para la preparaci6n de los medios de cultivo si 
no hay me
dios deshidratados adecuados disponibles.
 

4.7.1.2.1 Agar m-HPC (m-SPC):
 

Peptona 
 2.0 g

Gelatina 
 2.5 g
Glicerol 
 1.0 mL
 
Agar 
 1.5 g

Agua destilada 
 100 mL
 

Mezclar todos los ingredientes excepto el glicerol. Ajustar el pH
a 7.1 si es necesario, con 
1 N NaOH, calentar para disolver, agre
gar glicerol y autoclavar a 121C por 5 minutos. 

4.7.1.2.2 Agar Endo LES:
 

Extracto de levadura 1.2 g 
Casitona 6 tripticasa 3.7 g 
Tiopeptona 6 Tiotona 3.7 g

Triptosa 
 7.5 g

Lactosa 
 9.4 g

Fosfato hidr6geno de di 
potasio, K2HPO 4 
 3.3 g

Fosfato hidr6geno de po
 
tasio, KH2PO4 
 1.0 g

Cloruro de sodio, NaCl 
 3.7 g
Desoxicolato de sodio 
 0.1 g

Lauril sulfato de sodio 0.05 a 
Sulfito de sodio, Na2SO 3 1.6 g
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Fuccina b~sica 0.8 g

Agar 15,0 g

Agua destilada 1 L 

Rehidratar en I L de agua destilada que contenga 20 mL de etanol
 
al 95%. Hacerlo hervir, enfriar a 45 a 500C, y distribuir en can
tidades de 4 mL en la secci6n inferior de 'las cdpsulas de petri de60 mm de vidrio 6 plisticas. Si se usan cipsulas de cualquierotro
tamaho, ajustar la cantidad para dar una profundidad equivalente.

No exponer las cdpsulas 
a la luz solar directa; almacenarlas en

la oscuridad de 2 a 10'C y descartar el medio que no se ha usado
 
despuds de 2 semanas.
 

4.7.1.2.3 Medio M-Endo:
 

Triptosa 6 polipeptona 10.0 g

Tiopeptona 6 Tiotona 
 5.0 g

Casitona 6 tripticasa 5.0 g
 
Extracto de levadura 1.5 g 
Lactosa 12.5 g
 
Cloruro de sodio 
 5.0 g 
Fosfato hidr6geno de 
dipotasio, K2HPO4 4.375 a 
Fosfato dihidr6geno 
Potasico, KH2PO4 
 1.375 g

Lauril sulfato de sodio 0.050 g

Desoxicolato de sodio 
 0.10 g

Fuccina b~sica 
 1.05 g

Agua destilada I L
 

Rehidratar en 1 L de agua destilada que contenga 20 mL de etanol
al 95%. Hacerlo hervir, prontamente removerlo del calor y enfriar
 
lo a menos de 45°C. No esterizarlo por medio de autoclave. El 
pH
final deberA estar entre 7.1 y 7.3.
 

Almacenar el medio terminado en la oscuridad de 2 a IOC y descar
 
tar cualquier medio que no ha sido usado despu6s de 96 h.
 
Nota: 7ste medio puede ser solidificado agreg6ndole 1.2 a 1.5% de
 

agar antes de hervir. 

4.7.1.2.4 Caldo lauril triptosa:
 

Triptosa 
 20.0 q

Lactosa 
 5.0 g

Fosfato hidr6geno de dipo

tasio, K2HPO4 
 2.75 g
 
Fosfato dihidr6geno de po
tasio, KH2PQ4 
 2.75 g
Cloruro de sodio, NaCI 
 5.0 g 
Lauril sulfato de sodio 0 7 g 
Agua destilada 1 L 
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El 
pH debe ser 6.8 + 0.2 despuds de esterilizar. Es optativo agre
gar 0.01 g/L de morado bromocresol al medio presuntivo como una 
gufa para determinar la productividad de Scido y crecimiento (sin
formaci6n de gas) que tienen que comprobarse. Antes de esterili
zar, distribuir, en tubos de fermentaci6n con frasco invertido,su

ficiente medio para que cubra por Io 
menos parcialmente, el fras
 
co invertido despu~s de la esterilizaci6n.
 

Preparar el caldo lauril triptosa de tal 
concentraci6n que al
agregar porciones de 100 mL 6 10 mL de la muestra al 
medio, las
 
concentraciones de los ingredientes de este Gltimo no disminuiran
 
debajo de las del medio est6ndar. Preparar de acuerdo al Cuadro
 
4.11. 

Cuadro 4.11. Preparaci6n del Caldo Lauril Triotosa
 

Inoculum,ml Cantidad de medio Volumen de medio 
 Caldo lauril
 
en tubo, mL + inoculum, mL 	 triptosa des
 

hidratado re
 
querido, g/L
 

1 	 10 6 m~s 11 o mas 35.6 
10 	 10 
 20 	 71.2
 
10 	 20 30 
 53.4


100 
 50 150 	 106.8
 
100 
 so 135 	 137.1
 
100 	 20 
 120 	 213.6
 

4.7.1.2.5 
 Caldo de bilis de lactosa verde briliante:
 

Peptona 	 10.0 g
 
Lactosa 	 10.0 g

"Oxgal " 
 20.0 g

Verde brillante 0.0133 g

Agua destiiada 1 L
 

El pH debe ser 7.2 -1 0.2 despu~s de esterilizar. Antes de esteri
lizar, distribuir, F.,n
tubos de fernentaci6n con frasco invertido,

suficiente medio p;,ra que cubra, por 7o 
.enos parcialmente, el
 
frasco invertido aespu~s de la esterilizaci6n.
 

4.7:1.3 Definici6n de Coliforme 

Todos los organismos que produzcan una colonia con un 
brillo met9

lico verde-dorado dentro de 24 horas de incubaci6n en un medio 

adecuado son considerados miembros de, grupo coliforme. El 
brillo

puede cubrir todas las colonias 6 puede aparecer solo en 
Und for
ma central 6 en la per~feria. 

El grupo col iforme asf descrito estg basado en la preducci6n de 
aldehido de la fermentaci6n de lactosa. Mientras que esta carac
terfstica bioquimica es parte del sendero metab6lico de la produc
ci6n de gas en el examen de tubo m6ltiple, algunas variaciones
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pueden ser observadas entre las clases de coliformes. Sin embargo, 
esta pequeia diferencia en la definici6n de indicador no cambia su
 
significancia sanitaria, particularmente si estudios adecuados han
 
sido realizados para establecer la relaci6n entre los resultados
 
por el filtro de membrana y los obtenidos por el procedimiento de
 
diluci6n de tubo est6ndar.
 

Verificar las colonias de brillo para evitar resultados positivos

falsos, especialmente para las muestras de agua potable. Es prefe
rible la verificaci6n de todas las colonias. Para los conteos 
 de
 
coliformes de m~s de 5/100 mL, verificar un mfnimo de 5 colonias 
incluidas en el conteo directo. Los coliformes ocasionalmente pue
den producir colonias atfpicas. Se puede ganar experiencia para re
 
conocer dicho creciiiiiento verificando todos los tipos de brillo y 
colonias sin 	brillo.
 

4.7.1.4 	 Procedimientos
 

Generalmente 	un procedimiento de enriquecimiento puede mejorar la
 
determinaci6n de la calidad del agua potable. Sin embargo este pa
so puede ser eliminado en el examen de rutina del agua potable cuan
 
do determinaciones repetidas han demostrado que resultados adecua
dos se obtienen por la t6cnica de filtro de membrana de un solo pa
 
so. El enriquecimiento normalmente no es necesario en el examen de
 
agua no potable 6 de aguas fecales. Verificar todas las muestras
 
del agua potable dando resultados positivos de la manera descrita
 
arriba.
 

En las secciones siguientes, se ofrecen m6todos con 6 sin enrique
cimiento que proveen para el uso de medios con base de agar 6 me
dio M-Endo sin agar. Cuando se reporten los resultados, explicar
 
el m6todo seguido.
 

4.7.1.4.1 	 Selecci6n del tamaFio de la muestra: El tamafio de la muestra estars 
gobernado por la densidad bacteriana esperada, la cual en las mues 
tras deberg estar limitada solamente por el grado de turbidez 6 
por el crecimiento que no sea coliforme en el medio (ver Cuadro
 
4.12).
 

Un volumen de muestra ideal producirA el crecimiento de aproximada
 
mente 50 colonias y no mAs de 200 colonias de todos tipos. Analizar
 
las muestras de agua potable filtrando porciones adecuadas del mis
 
mo volumen, tales como 100 a 500 mL 6 mAs, 6 filtrando 2 volmenes
 
diferentes (diluidos 6 no diluidos), depeidiendo de la densidad
 
bacteriana esperada. Cuando se filtrara menos de 20 mL de muestra
 
(diluida 6 no) agregar aproximadamente 10 mL de agua de diluci6n
 
est6ril al embudo antes de la filtraci6n. Este incremento en el vo
 
lumen del agua ayuda en la dispersi6n uniforme de la suspensi6n bac
 
teriana sobre la superficie de filtrado efectiva.
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Cuadro 4.12. Vol~menes de Muestras para el Examen de Coliformes 
Totales - M6todo de Filtro de Membrana 

Fuente de Agua Volumen (X)cue se filtrard
 

(mL)
 

100 50 10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001
 
Aoua Potable x
 

Piscinas x
 

Pozos, Manantia
 
les x x x 

Lagos, embalses x x x
 

Toma de agua pa
 
ra abastecimien
 
to x x x 
Playas para baar x x x 
Agua de RTo x x x x 

Aguas negras clo 
rinadas 
 x x x 

Aguas negras cru
 
das x x x x
 

4.7.1.4.2 Diluci6n de la muestra: Seleccionar la(s) diluci6n(es) para que el
 
ndmero total de colonias en una placa ser6 entre 30 y 300. Por
 
ejemplo, cuando se sospecha un conteo tan alto como 3000, preparar

las placas con una diluci6n de 10-2.
 

Usar una pipeta est~ril para trasladar la porci6n de muestra de ca 
da rec~piente. Si se contamina la pipeta antes de terminar a tras
ladar todas las porciunes reemplazarla con otra pipeta est6ril.
 
Usar una pipcta estdril distinta para cada diluci6n diferente.Cuan
 
do se saca una porci6n de muestra, no meter la pipeta mis que 2.5
 
cm debajo de la superficie de la muestra 6 diluci6n.
 

4.7.1.4.3 Filtraci6n de la muestra: Usando pinzas est~riles, poner un filtro
 
de membrana estdril (con el lado de la cuadricula hacia arriba) so
 
bre la placa porosa del recept~culo. Cuidadosamente poner la unidad
 
del embudo "apareada" sobre el recept~culo y asegurarla bien. Fil
 
trar la muestra al vaclo parcial. Con el filtro adn en su lugar,

enjuagar el embudo filtrando tres porciones de 20 a 30 mL de agua
de diluci6n est6ril. Al terminar el enjuague final y el proceso de 
filtraci6n, desconectar y quitar el embudo, remover inmediatamente
 
el filtro de membrana con las pinzas est6riles, y ponerlo en una al
 
mohadilla 6 agar est~ril con un movimiento rotatorio para evitar
 
atrapar aire. Realizar una muestra de agua de enjuague estdril 
(100 mL) despu~s de la filtraci6n de una serie de 10 muestras para

ivisar la posible contaminaci6n cruzada 6 agua de enjuague conta
minada.
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Usar unidades de filtraci6n est6riles al inicio de cada serie de 
filtraciones 
como una precauci6n minima para evitar contaminaci6n
 
accidental. Una serie de filtraciones se considera interrumpida

cuando ha pasado un intervalo de 30 minutos 6 m6s entre filtracio 
nes de muestras. Despu~s de dicha interrupci6n, considerar cual-.
 
quier filtraci6n subsiguiente como una serie de filtraciones nue
vas y esterilizar a todos los soportes de filtros de membrana en 
uso. Descontaminar este equipo entre filtraciones sucesivas 
usan
do un esterilizador ultravioleta (UV), flujo de vapor 6 agua hir 
viendo. En el proceso de esterilizaci6n UV. una exposici6n de 
minutos a radiaci6n UV es suficiente. No exponer las preparacio
nes 
de cultivo de filtro de membrana a fugas de radiaci6n UV ca
suales que pueden emanar del gabinete de esterilizaci6n. Se reco
mienda la protecci6n de los ojos; los anteojos de seguridad u 
otros, dan adecuada protecci6n de los ojos contra radiaci6n extra 
viada de un gabinete de esterilizaci6n UV que no es a prueba de
fuga de luz durante el intervalo de exposici6n. Limpiar el tubo 
UV regularrnente y revisar regularmente la efect!vidad para asegurar 
que producirg un aniquilamiento bacteriano de 99.9% en una exposi 
ci6n de 2 minutos. 

4.7.1.4.4 	 T~cnica de enriquecimiento: Poner una almohadilla absorbente est4
 
ril en la parte superior de una placa de cultivo est6ril y succio
 
nar con pipeta suficiente medio de enriquecimiento (1.8 a 2.0 mL
de caldo lauril triptosa) para saturar la almohadillF. Cuidadosa
mente remover cualquier lfquido excesivo de la almohadilla absor
bente. As6pticamente poner en la almohadilla el filtro a trav6s
 
del cual se ha pasado la muestra. Incubar al filtro, sin invertir 
la placa, por 1.5 a 2 horas a 35 + 0.5C en una atm6sfera de por
lo menos 90% de humedad relativa. 

Si se usa el mndio a base de agar, remover el cultivo de enrique
cimiento del incubator, levantar el filtro de la almohadilla de 
enriquecimiento y rotarla sobre la superficie del agar. La coloca
 
ci6n incorrecta del filtro es obvi; inmediatamente, porque los 
parches no manchados de la membrana indican atrapamiento de aire. 
Donde estos parches ocurran, cuidadosamente volver a sentar el 
filtro en la superficie del agar. Si se usa el medio Ifquido, pre 
parar el cultivo final removiendo el cultivo de enriquecimiento

del incubador y separando la parte superio- de la interior de la 
placa. Poner 	una almohadilla estril fresca en la parte inferior
 
de la placa y saturarla con 1.8 a 2.0 mL del medio M-Endo final. 
Transferir el filtro con las mismas precauciones de arriba, a la
 
almohadilla nueva. Descartar la amohadilla de enriquecimiento usa
 
da.
 

Con cualquiera, el agar 6 el medio Ifquido, invertir la placa e
iricubador por 20 a 22 horas a 35 + 0.5 0C. Proceder a la Secci6n 
4.7.1.4.6 abajo.
 

4.7.1.4.5 	 Tcnica directa de un solo paso (alternativa): Si se usa el medio 
a base de agar, poner el filtro preparado directamente en el agar
como fue descrito en la Secci6n anterior e incubar por 22 a 24 ho 
ras a 35 + 0.5°C. 
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Si se usa el medio lIquido, poner una almohadilla en la placa de 
cultivo y saturar con 1.8 a 2.0 mL de medio M-Endo. Poner el fil 
tro preparado directamente en la almohadilla, invertir la placa, 
e incubar por 22 a 24 horas a 35 + 0.50C. 

4.7.1.4.6 Conteo: Contar las 
colonias en los filtros de membrana utilizan
do un estereoscopio de magnificaci6n de 10 a 15 X. Es preferible
colccar la c~psula de Petri en el portaobjeto del microscopio a 
una inclinaci6n de 450 y ajustar la fuente de luz en un sentido
 
vertical a las colonias. La densidad de colonias 6ptima es 20 
 a
 
200 por filtro. Si las colonias son pequeias y no estgn muy jun
tas, un lfmite mayor es aceptable.
 

Contar todas las colonias en la membraiia cuando hay 1 6 2, 6 me
 
nos, colonias por cuadrfcula. Para 3 a 10 colonias por cuadrfcula,
 
contar 10 cuadrlculas y obtener el conteo promedio por cuadricula.
 
Para 10 a 20 colonias por cuadricula, contar 5 cuadriculas y obte
 
ner el conteo promedio por cuadrcula. Multiplicar el conteo pro
medio por cuadricula por 100 veces el reciproco de la diluci6n pa
 
ra obtener el numero de colonias por mililitro. Si hay mas que 20
 
colonias por cuadricula; reportar el conteo como >2000 veces el

reciproco de la diluci6n. Reportar los conteos promediados como 
el estimado de unidades que forman colonias. Hacer conteos estima
 
dos solamente cuando hay colonias discretas y separadas.
 

La colonia de coliformes tipica tiene un color rosado rojo oscua 
ro con un 
brillo de superficie met~lico (verde-dorado). El Srea de
 
brillo puede variar en tamaho desde la cabeza de un pequeho alfi
ler a cubrir completamente la superficie de la colonia. Contar las 
colonias de brillo con la ayuda de un microsc6pio binocular de cam 
po amplio de poca fuerza (10 a 15 mangnificaciones) o un microsc6
pio estereosc6pico binocular u otro instrumento 6ptico con una fuen 
te de luz fria blanco fluorescente dirigida de arriba y tan perpen
dicularmente como sea posible al plano del filtro. Las colonias 
que carecen de brillo pueden ser rosadas, rojas, blancas 6 incolo
ras y no son consideradas como coliformes. El conteo total de las 
colonias (coliformes y no coliformes) en medio de tipo Endo no tie
 
ne ralaci6n al nimero total de bacterias presentes en la muestra 
original, y, con 1o que se sabe hasta el momento, no se puede infe 
rir la significancia ni hacer una correlaci6n con la calidad de la 
muestra de agua.
 

Muestras de material desinfectado, pueden incluir organismos bajo

tensi6n que crecen relativamente despacio y producen brillo maximo
 
en 22 a 24 horas. Los organismos de materiales que no han sido de
sinfectados pueden producir brillo antes, 16 a 18 horas, y el 
bri
lo se puede apagar subsiguientemente. Es deseable contar las colo
 
nias de brillo en ambas, 16 a 18 horas y 22 a 24 horas; reportar
 
el conteo m~s alto de colonips de brillo.
 

4,7.1.4.7 Verificaci6n de coliformes: Colonias de brillo tfpicas pueden 
ser
 
producidas ocasionalmente por organis-mos que no son col~forme. Ve
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rificar por medio de un examen de fermentaci6n de lactosa 6 usando

procedimientos alternativos involucrando 
una prueba r~pida (4 horas) de dos reicciones bioqufmicas claves 6 un sistema de prueba

mdltiple para especiaci6n.
 

Fermentaci6n de lactosa. Verificar todas las colonias de 
 brilld
incluidas en el conteo directo 6 un mfnimo de Jinco de estas colo
nias de las muestras de agua potable, transfiriendo crecimiento

de cada una de las colonias a tubos paralelos de caldo lauril trip
tosa y caldo de bilis de lactosa verde brillante; incubar a ambos
a 35 + 0.50C por 48 horas. La formaci6n de gas en el caldo de bi.
lis de lactosa verde brillante dentro de 48 horas verifica lue la
colonia es un coliforme. Si s6lo un tubo inoculado de caldo lauril triptosa produce gas, transferir a un segundo tubo de caldo
de bilis de lactosa verde brillante. La verificaci6n requiere que
este tubo produzca gas dentro de 48 horas a 35 + 0.5°C. 

4.7.1.5 
 CAlculo de la densidad de coliformes
 

Reportar la densidad de coliformes como colifornes totales/100 mL.
Computar el 
conteo usando filtros de membrana con 20 a 80 colonias
de coliformes y no mds de 200 colonias de todos los tipos por ca
da membrana a trav6s de la siguiente ecuaci6n:
 

Colonias de coliformes (total)/100 mL
 

: Colonias de coliformnes contadas x100
 
Volumen de la muestra filtrada, mL
 

Para los conteos de coliformes verificados, ajustar el conteo ini
cial basado en el porcentaje de verificaci6n positivo y reportar
lo como "conteo de coliformes verificado por 100 mL".
 

4.7.1.5.1 
 Agua de la calidad del agua potable: Con el agua de buena calidad
la ocurrencia de coliformes generalmente serg minima. Por eso con
 
tar todas las colonias de coliform (descartando el Ifmite inferior
de 20 descrito arriba) y usar la f6rmula dada arriba para obte
ner la densidad de coliformes.
 

Si ocurre crecimiento confluente, es decir, crecimiento que cubre
el Srea de filtraci6n entera de la membrana 6 
una porci6n de ella,
y las colonias no son discretas, reportar los resultados como
"crecimiento confluente con 
(6 sin) coliformes".Si el nimero total
de colonias bacterianas, coliformes m~s 
las no coliformes excede

200 por membrana, 6 si 
las colonias no son suficien-emente distin
 
tas para el conteo exacto, reportar los resultados como "demasiado numerosos para contar" La presencia de coliformes en dichos cul
tivos que no presenten brillo, puede ser indicada poniendo todo

el cultivo de filtro de membrana en un tubo estdril re caldo 
 de
bilis de lactosa verde brillante. Como una alternativa, cepillar

la superficie del filtro entero con una asa est~ril 6 un palito
aplicador e inocular este crecimiento al tubo de caldo de bilis
de lactosa verde brillante. Si se produce gas de este cultivo den
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http:coliformes".Si


tro de 48 horas a 35 + 0.50 C, se concluye que hay coliformes pre
sentes. En cualauier caso, solicita' una nueve muestra y seleccio
 nar vol~menes ms apropiades para ser filtrados por membrana, recordando que la porci6n est~ndar de agua potable es 100 mL. Asf que en vez de filtrar 100 mL por membrana, porciones de 50 ,*rj pueden ser filtradas a trav6s de cada una dos membraijas, porciones
de 25 mL pueden ser filtradas a trav6s de cada una de cuatro memhranas, etc. Totalizar los conteos de coliforme observados en todas las membranas y reportarlos como n~mero por 100 mL. 

4.7.1.5.2 Agua no la calidad delque es agua potable: Como con las muestras
de agua potable, si ningn filtro tiene un conteo de colifonnes
 
que caiga dentro del rango ideal, totalizar los conteos de coli
formes en todos los filtros y reportarlos comr un nimero por 100
mL. Por cjemplo, si se examinaran porciones duplicadas de 50 mLy las 2 membranas tuvieran 5 y 3 colonias de coliformes, respec
tivamente, reportar el conteo como ocho (8) colonias coliformes 
por 100 mL, i.e., 

((5 + 3) x 100)
 

(50 i 50) 
Similarmente, si se examinaran porciones de 50, 25 y 10 mL y los
 
conteos fueran 15, 6 y 1 colonias coliformes, respectivamente,
reportar el conteo como 25/100 mL, i.e.,
 

((15 + 6 + 0) x 100)
 

(50 + 25 + 10) 

Por otro lado, si se examinaran porciones de 10, 1.0 y 0.1 mL 
conteos de 40, 9 y 

con 
I colanias de coliformes, respectivamente,


seleccionar la porci6n de 10 mL s6lo para calcular la densidad decoliformes, ya que este filtro, tuvo un conteo de'coliformes que
cafa en el rango ideal. El resultado es 400/100 mL, i.e. ,(40xlO0).
 

(10)
 

En este i'Itimo ejemplosila membrana con 40 colonias de coliformes
tambi6n tenfa un conteo de colonia bacteriana total mayor de 200,reportar el conteo de coliformes como 2 400/100 mL. 

Reportar el crecimiento confluente 6 membranas con colonias dema
siado numerosas para ser contadas como describe ense la Secci6n4.7.1.5.1. Solicitar una nueva ri;uestra y sele~cionar vol~menes 
mis apropiados para la filtraci6n.
 

4.7.2 Procedimiento de Filtro de Membrana de Coliforme Fecal 

Las densidades bacterianas de coliformes fecales tambin pueden
sEr determinadas por la tdcnica de filtro de membrana. Cuando se
usi este ,a6todo demostrar que la informaci6n es comparable a la 
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que se obtiene por el procedimiento de tubo mOltiple antes de acep
tarlo como una alternativa. El procedimiento de 'iltro de membrana 
utiliza un meIio de lactosa enriquecido y temperatura de incubaci6n 
de 44.5 + 0.2C para la selectividad y produce una exactitud de 93% 
al diferenciar entre animales de sangre caliente y esos de otras
fuentes. Debido a que la temperatura de incubaci6n es critica, su
mcrgir los cultivos de filtro de membrana en un bafo tibio para la 
incubaci6n a la temperatura elevada 6 usar un incubador de paila
lavabo de calor exacto apropiado. 

4.7.2.1 	 Materiales y medios del cultivo 

4.7.2.1.1 	 M6dio M-Fr- L. nFecesidad de uniformidad obliga el uso de un medio 
deshidratado. Nunca preparar el medio a partir de ingredientes basi
 
cos cuando hay un medio deshidratado adecuado disponible. Seguir
las direcciones del fabricante para la rehidrataci6n y esteriliza
ci6n. Unmedio preparado comercialmente en forma Ifquida (ampolla
est6ril u otra) tambi6n puede ser usado si se sabe que darg resulta 
dos equivalentes.
 

Caldo M-FC:
 

Triptosa 6 (biosota) ..................10.0 g
 
Proteosa peptona No.3 
6 polipeptona ......................... 5.0 g
 

Extracto de 	levadura .................. 3.0 a
 
Coruro de sodio, NaCl ................ 5.0 9
 

Lactosa ............................... 12.5 g
 
Sales biliares No. 3 
6 mezcla de 	 sales biliares ............ 1.5 a
 
Azdl de afilina ....................... 0.1 g
 

Agua destilada ........................ 1 L
 

Rehidratar en agua destilada que contenga 10 mL al 
1% en fcido ro
s6licc 
Pn NaOH 0.2N*. Calentarlo hasta hervir, rapidamente remover 
lo del calor, y enfriarlo a menos de 450 C. No esterizarlo por me
dio de autoclave. El pH final deberd ser 7.4. 

Almacenar el medio terminado de 2 a 101C y descartar medio no usa
do despu~s de 96 Ioras. 

NOTA: Este medio se pueda solidificar agregando agar al 1.2 a 1.5% 
antes de hervir.
 

*El reactivo de Acido ros6lico se descompone si se esteriliza en 
el- autoclave. Almacpnar la soluci6n existente en la 6scuridad a 2 
a 10C y descartar despu6s de dos seinanas o antes si el color cam
bia de rojo oscuro a un caf6 oscuro. Se puede omitir el 6cido ro
s6lico'del medio si ocurre una cantidad mfnima de conteos de coio
 
nias de fondo y se obtienen resultados equivalentes sin usarlo. 
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Probar cada lote de medio para ver si hay productividad satisfacto 
ria preparando diluciones de un cultivo de Escherichia coli y fi
trando volhmenes apropiados para producir 20 a 80 colonias por iil 
tro. Con cada nuevo lote de medios verificar 10 6 m~s colonias ob
tenidas de varias muestras naturales, para establecer la ausencia

de positivos falsos. El medio M-FC puede usado sin agregar elser 
9cido ros6lico al 1% con tal de que no haya interferencia con el
 
crecimiento de fondo. Tal ircerferencia puede ser esperada en mues
 
tras de agua 	de escorrentie colectadas durante el primer chubasco
despu6s de un largo perfodo seco. 

4.7.2.1.2 Placas de cultivo: Usar placas plisticas bien ajustadas porque los
cultivos MF son sumergidos en un bafio Maria durante la incubaci6n.
Encerrar grupos de cultivos de coliformes fecales en bolsas plAsti 
cas 6 sellar las placas individuales con cinta a prueba de agua pA
 
ra prevenir que haya fugas durante la sumersi6n. 

4.7.2.1.3 	 Incubador: La especificidad del examen de coliformes fecales estS
relacionada directamente a la temperatura de incubaci6n. La incuba 
ci6n al aire 	no es deseable porque se forman capas de calor dentro

de la c~mara 	y la lknta recuperaci6n de la temperatura cada vez 
que se abre la incubadora durante las operaciones diarias. Para al 
canzar la necesidad de un mayor control de temperatura usar un ba-

Mo marfa 6 un incubador de paila de calor. Una tolerancia de tempe

ratura de 44.5 + 0.20 C puede ser obtenida con la mayoria de los 
tipos de'baos -mriaque tambi6n estAn equipados con una cubierta
 
para reducir las p6rdidas de a-ua y calor. Un bafaormarfa circulan
te es excelente pero puede que no sea esencial a este examen si la 
variaci6n permisible maxima de + 0.2°C en la temperatura puede ser
 
mantenida con otro equipo.
 

4.7.2.2 	 Procedimiento
 

4.7.2.2.1 
 Selecci6n del tamaflo de la muestra: Seleccionar el volumen de la
 
muestra de agua que se examinard de acuerdo con la informaci6n en 
el Cuadro 4.13.
 

Cuando la densidad bacteriana de la muestra es desconocida, fil
trar varios voldmenes decimales para establecer la densidad decoli
formes fecalcs. Estimar el volumen que se espera que producirs una
membrana contable y seleccionar dos cantidades adicionales que re
presenten un 	 d6cimo y diez veces este volumen respectivamente.Usar
volimenes de muestra que producirAn ccnteos entre 20 y 60 colonias 
de coliforme fecal por membrana. 

4.7.2.2.2 	 Diluci6n de Seguir el mismola muestra: procedimiento y precaucio 
nes descritas en la Secci6n 4.7.1.4.2. 

4.7.2.2.3 	 Filtraci6n de la muestra: Seguir el 
mismo procedimiento y precau
ciones descritas en la Secci6n 4.7.1.4.3.
 

4.7.2.2.4 	 Preparaci6n de la placa de cultivo: Preparar una alhnohadilla absor 
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bente estdril en cada placa de cultivo y succionar con pipeta apro
ximadamente 2 mL de medio M-FC, preparado como fue descrito arriba
 
para saturar a la almohadilla. 

Como una sustituci6n de sustrato para la almohadilla absorbente sa
turada de nutrientes, se puede agregar agar al 1.5% al caldo M-FC. 
4.7.2.2.5 Incubaci6n: Poner los cultivos preparados en bolsas plAsticas a 

prueba de agua 6 cApsulas de Petri sellados, sumergidos en el ba~o
maria e incubarlos por 24 + 2 horas a 44.5 + 0.2°C. Anclar las 
placas abajo de la superficle del agua para mantener los requisitos

de temperatura critica. Poner todos los cultivos preparados 
en el

baio maria dentro de 30 minutos despu6s de la filtraci6n. Alterna
tivamente incubador deusar un paila de calor exacto apropiado. 

Cuadro 4.13. Volimenes de Muestras para el Examen de Coliformes 
Fecales - M6todo de Filtro de Membrana. 

Fuente de agua Volumen (X) que se filtrarA
 
(mL)
 

100 50 10 1. 0.1 0.01 0.001
 

Lagos, embalses x x 
Pozos,mantiales x x
 

Toma de agua para
 
abastecimiento 
 x x x
 

Aguas naturales para
baflar 
 x x x
 

Planta de tratamien 
to de aguas negras, 
efluente secundario 
 x x x 
Estanques de finca, 
ros 
 x x x 
Escorrentfa directa x x x 
Aguas negras munici
pales crudas 
 x x x
 
Escorrentia de corral x x x 

4.7.2.2.6 
 Conteo: Las colonias producidas por bacterias coliformes fecales
 
en el medio M-FC son de varios tonos de azdl. Las colo'nias de ce

liformes no fecales son grises ; color crema. Normalmente se observar, pocas colonias de coliformes no fecales en el medio M-FC 
por la acci6n selectiva de la temperatura elevada y adici6n del

reactivo de sal Scida ros6lica. Contar las colonias con la ayuda
de un microc6pio estereosc6pco u otro aparato 6ptico.
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4.7.2.3 Cdlculo de densidad de coliforme fecal 

Computar la densidad de las cantidades de muestra que produjeronconteos dentro del rango deseado de 20 a 60 colonias de coliformes fecales. Este rango de densidad de colonias es mAs restricti vo que el rango de 20 a 80 de coliformes totales por el tamaiomas grande de la colonia en el medio M-FC. Calcular la densidad
de coliformes fecales como se indica en la Secci6n 4.7.1.5. Reportar las densidades como coliformes fecales por 100 mL.
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PROGRAMA 


PARAMETROS 


MUESTRAS RUTIJARIAS
 
NO. DE MUESTRAS/MES:
 

Calidad Fisica:
 
Conductividad, uohm/cm
 
pH 

Solidos:
 
Totales, eglL
 
Totales disueltos, mg/L
 
Totaies suspendidos, agIL
 

Tesperatura, C
 
Turbidez, NTU
 

Calidad guisica:
 
0BO, ag/L
 
Dureza, mglL
 
Fosfato, sqIL
 
Nitrogeno (Amoniaco), mg/L
 
Nitrogeno (Nitrato), a/L
 
C qeno disuelto, ag/L 

Calidad Microbiologica:
 
Coliformes totales/lO0 aL
 
Coliforses fecales1100 II.
 

MUESTRAS NO RUTINAR!At
 
NO. BE MUESTRAS/MES:
 

Calidad Fisica:
 
Color
 

Calidad guiica:
 
Alcalinidad, 1g CaCO3/L
 
Hierro, ugL
 

Sulfato, mgiL
 

PLAN MAESTRO - DEPARTAMENTO DE LIMNOLOSIA - SANAA 

DE MONIfORED DE LA CALIDAD DEL ASUA DE LA CUENCA DEL RIO GUACERIQUE
 

RESUMEN DE VALORES PROMEDIDS MENSUALES
 

MES: 
 AND:
 

STIOS DE MONITOREG
 

1 2 - ---------------------.--.-.--.--------.------3 4 5 6 7 8 9 1 1110 it 122 __ 

6UAJIRE MATED GUARA- HAC- EL 
 NUEVA LAS 
 EL ESTA- SEMI-
 LN BRAID

LALAO IENDA 
 ROBLE ALDEA TAPIAS 
 BAT- CION 4ARIO MEDIO NORTE
 

ALLON (EMBAL) (EMEAL) (EMBAL)
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PLAN MAESTRO - DEPARTAMENTO DE LIMNOLOGIA - SANAA 

PROGRAMA DE MONITORED DE LA CALIDAD DEL AGUA DE LA CUENCA DEL RIO GUACERIGUE 
 - HOJA DE MUESTRED
 

FECHA DE MUESTREO: 
 FECHA DE ANALISIS: 
 NOMBRE DEL TECNICO DE LABORATORIO:
 

SITIOS DE AONITOREO
 

I 2 3 4 
 5 6 7 8
PARAMETROS 9 10 II 12:
GUAJIRE MATEO GUARA- HAC- EL 
 NUEVA LAS ESTA-
EL SEMI- EN BRAID
 
LALAO IENDA 
 ROBLE ALDEA TAPIAS BAT-
 CION NARIO MED1D NORTE
 

ALLON (EMBAL) (EMBAL) (EiBAL),
 
MUESTRAS RUTINARIAS
 

Calidad Fisica:
 
Conductividad, uohm/ca
 
pH
 
Solidos:
 

Totales, eg/L
 
Totales disueltos, ag/L
 
Totales suspendidos, sqiL
 

Tesoeratura, C
 
Turbidez, NTU
 

Calidad Quimica:
 

DBO, mg/L
 
-Tiempo de almacenasiento,d
 
-Temperatura de
 

alaicenamiento, C
 
Dureza, mg/L
 

Fosfato, mg/L
 
Nitrogeno (Amoniaco), ag/L
 
Nitrogeno (Nitrato), mg/L
 
Oxigeno disuelto, ag/L
 

Calidad Microbiologica:
 
Coliformes totales/O0 ml.
 
Colifornes fecales/l00 ml. i
 

-Tiespo do incabacion, h I
 
-Temperatura do
 

incubacion, C
 
-Clase de agar usado
 

MUESTRAS NO RUTINARIAS
 
Calidad Fisica:
 

Color
 

Calidad Puimica:
 

Alcalinidad, mg CaCO3;L
 
Hierro, ugh
 
Sulfato, mg/L
 

MEDIDAS HIDROMETEOROLOICAS
 
Caudal, W3/s
 
Precipitacion, ka
 

-Estacion/hara notada 
 i
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