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SECRETARIA DE ECOLOGIA

ANTEPROYEGTO DE NORMA TECNICA ESTATAL AMBIENTAL
PROY-NTEA-006-SEGEM-RS-2005 QUE ESTABLECE LOS REQUISITOS
PARA LA PRODUCCION DE LOS MEJORADORESEE SUELOS ELABORADOS A PARTIR DE RESIDUCS
ORGANICOS.

Con fundamento en lo dispuesto en los articulos 27 y 115 fraccién |1l de la Constitucidn Politica de los Estados Unidos
Mexicanos: 18 de la Constitucién Politica del Estado Libre y Soberano de México; 9° fraccién Il de la Ley General
para la Prevencion y Gestion Integral de los Residuos; 7° fraccidn Vi de la Ley General del Equilibrio Ecolégico y
Proteccion al Amblente; 1,31, 1.32, 1.33, 1.36, 4.1, 4.2 fracciones Il y IIl, 4.4, 4.7, 4.12 fraccién IH, 4.17, 4.19, 4.21,
4.50, 4.64, 465, 4.67 y 4.73 del Codigo Administrativo del Estado de México; 3, 5 fracciones I, VI, XvIt y XX, 17, 18,
21, 23, 24, 25, 26, 27, 107, 108, 113, 125, 126,131 y 154 del Reglamento del Libro Cuarto del Codigo Administrativo
del Estado de México;1, 2, 5, 6 fracciones VI, VI, XIll, XV y XVHi del Reglamento Interior de la Secretaria de
Ecologia; y

CONSIDERANDO

Que un gran porcentsje de los residuos sdlides generados en el Estado de México estan compuestos de residuos
orgénicos, principalmente de restos de alimentos, de mercados, de las actividades de las podas de parques y
jardines, de los provenientes de los residuos agropecuarios, forestales y agroindustriales asf come de [os lodos y
biosélidos provenientes del tratamiento de aguas residuales; todos ellos materia prima para la produccion de
mejoradores de suelos y que a su vez permitan disminuir potenciales fuentes de contaminacidn.

Que los sitios de dispesicion final tanto de residucs sélidos urbanos como de residuos de manejo especial
representan un pasivo ambiental y son generadores potenciales de impactos negativos al ambiente.

Que el incremento de la generacion de residucs sclidos en la entidad, ha propiciado que aumenten los problemas
relacionados con su manejo y disposicion final, lo cual hace imprescindible definir estrategias de reduccidn y manejo
adecuads de residuocs.

Que el compostaje constituye una de las mejores alternativas de tratamiento y valorizacion de los residuos sélidos
urbanos de tipo organico, que permite reducir el volumen de residuos que ingresa en los rellenos sanitarios.

Que Ia Ley General de Prevencion y Gestion Integral de Residuos Sélidos, establece que la valorizacion debe
considerarse en el disefio de instrumentos, programas y planes de politica ambiental para la gestion de residuos.

Que resulta indispensable promover la produccion y aplicacién de mejoradores de suelos que cumplan requisitos de”
calidad especificos, con ia finalidad de disminuir los impactos negativos al ambiente.

Que el grupo de trabajo, en reunion del 02 de agosto del 2005, aprobd el Anteproyecto que establece los requisitos
para la produccién de los mejoradores de suelos elaborados a partir de residuos organicos.
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Qué en el desamollo del presente proyecto participaron ¢! Instituto de Fomento Minero y Estudios Geoldgicos del
Estado da México, ¢l instiluto de Invastigacion y Capacitacion Agropecuario y Forestal del Estado da México, la

3 en el Estado de México de 1a Secretaria de Medic Ambiente y Recursos Naturales, el instituto de Salud
del Estado de México, !a Universidad Autdnoma det Estado de México, la Universidad Auténoma de Chapingo, las
Facutades de Estudios Superiores iztacala y Zaragoza de la Universidad Nacional Auténoma de México, la
Procuraduria de Proteccion al Ambiente del Ertado de México, la Comision para la Recuperacion Ecolbgica de la
Cuenca del Rio Lerma, la Direccién General de Qrdenamiento Ecolégico e Impacto Ambiental de la Secretaria de
Ecologia, la Coordinacién Juridica de la Secretaria de Ecologla, a Direccion de Prevencion y Contrel de Ia
Contaminacion del Agua, Suelo y Residuos de la Secretaria de Ecologia, la Academia Mexiquense de Derecho
Ambiental. Recursos Naturales y Biodiversidad, la Agencia Técnica de Cooperacidn Alemana GTZ y ia Consultoria
Sisterma de Ingenieria y Control Ambiental, S.A. de C.V.

Que habiéndose cumplido el procedimiento establecido en el Titule Sexto del Codigo Administrativo del Estado de
México denominado “De Jas Normas Técnicas”, & Comité Estatal de Normalizacién Ambiental, en sesion
extracrdinaria de fecha 25 de agosto del 2005 aprobd el Proyecto de Norma Técnica Estalal Ambiental bajo la
denominacian PROY-NTEA-D06-SEGEM-RS-2005 que establece los requisitos para la produccion de los mejoradores
de suelos elaborados a partir de residuos organicos.

Que en razén de lo anterior, y de conformidad con el articulo 39 del Reglamento interior del Comité Estatal de
Normalizacion Ambiental, se expide para consulta piblica el Proyecto de Norma Técnica Estatal Ambiental PROY-
NTEA-008-SEGEM-RS-2005 que establece los requisitos para la produccion de los mejoradores de suelos
elaborados a partir de residuos organicos, a efecto de que los interesados, dentro de los sesenta dias naturales
siguientes a la fecha de su publicacién en el periddice oficial "Gaceta del Gobierno®, presenten sus comentarios ante
el Comité Estatai de Normalizacion Ambiental, en ias oficinas de la Coordinacion Jurldica de la Secretaria de Ecologia
ubicadas en Ex Rancho San Lorenzo sin, Conjunto SEDAGRO, Municipio de Metepec, Estado de México C.P. 52140
y Av. Gustavo Baz 2160 2° piso colonia La Loma, Estado de México C.P. 54060, o enviarse a los nimeros de fax 01
55 53668261 y 01722 2756212 o al correo electrénico goordjurdica@yahoo.com.mx, para que en los términos del
citado Regiamento. sean considerados, por lo que se ha tenido a bien expedir el siguiente:

Proyecto de Norma Técnica Estatal Ambiental PROY-NTEA-006-SEGEM-RS-2005 que estabiece los requisitos para
1a produccién de los mejoradores de suelos elaborados a partir de residuos organicos.

iNDICE

Infrocuccion.

Objetivo y campo de aplicacion.

Referencias.

Definiciones,

Especificaciones.

Grado de concordancia con Normas Oficiales Mexicanas.
Bibliografia

QObservancia de esta norma.

1. INTRODUCCION

Unc de los problemas ambientaies que requiere mayer atencién en México es el relativo al manejo de rasiduos
s6lidos, ya que la canfidad y las caracteristicas de ios residucs generados estdn evolucionando de tal foma que
rebasan |2 capacidad de los ecosistemas para integrarios nusvamente a los ciclos naturales, por lo que es necesario
definir ostrategias de reduccion y manejo adecuado de residuos, con lo cual se prelende disminuir el riesgo de
descomposicidn biolégica en condiciones inadecuadas. La apropiada produccién y aplicacion de mejoradores de
suelos representa una opeion para la solucién de algunos problemas criginados por el aumento en ia generacién de
residuocs.

B R i e

En este contexto se refiere a los mejoradores de suelos que son elaborados con materias primas de origen ofganico,
mediante un proceso acelerado de descomposicién microbicldgica y que generalmente son utilizados para mantener
o majorar la productividad de los suslos. La composta se considera un mejorador de suelos.

Algunos de los beneficios ambientales de los mejoradores de suelos es que disminuyen la erosién de la tierra,
mantienen la humedad, ayudan a mejorar fa calidad de! suelo por su aportacidn de nuirentes, y cantribuyen” al
crecimiento de la vegetacion.

2. OBJETIVO Y CAMPO DE APLICAGION

Esta Norma Técnica Estatal Ambiental tiene por objetive establecer los requisitos para la produccion de los
mejoradores de suelos elaborados a parlir de residucs orgénices y es de observancia obligatoria para cualquier
parsona fisica o juridico colectiva que opere una planta de produccién de mejoradores de suelos.



19 de septiembre fle] 2005 "GACETADEL GOBIERNO" Pagina 3

3. REFERENCIAS

3.1 Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-1893, que estableca las caracteristicas de los residuos
peligrosos, el listado de los mismos y los limites que hacen a un residuo peligroso por su toxicidad al ambiente.

3.2 Noma Mexicana NMX-AA-021-1985. Proteccion al Ambiente - Contaminacion del suelo - Residuos soiidos
municipales - Determinacion de materia organica.

3.3 Norma Mexicana NMX-AA-025-1984, Proteccidn al Ambiente - Contaminacion del suelo - Residuos solidos
municipales - Determinacion del pH - Método Potenciométrico.

3.41‘Non-na Mexicana NMX-AA-052-1685. Proteccién al Ambiente - Contaminacion del Suelo - Reskluos Sdlidos
Municipales - Preparacion de muestras en laboratorio para su analisis.

3.6 Norma Mexicana NMX-AA-087-1985. Proteccién al Ambiente - Contaminacidn del suelo - Residuos solidos
municipaies - Determinacion de la relacién carbono / nitrogeno.

3.6 Norma Mexicana NMX-AA-084-1985. Proteccion al Ambiente - Contaminacién del suelo - Residuos solidos
municipales - Determinacién de fosforo total.

4. DEFINICIONES

Para los efectos de esta Norma Técnica Ambiental, se asumen las definiciones gue se mencionan en ia Lay Genersl
del Equilibio Ecolégico y la Proleccion at Ambiente, la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de fos
Residuos, ademas de las siguientes:

4.1 Andlisis, Prugba fisica, quimica o microbiclogica que evalia cuantitativamente algunas propiedades o
parametros.

4.2 Biodegradable. Cualidad gue tiene la materia de tipo organico, para ser transformada por medios biclogicos en
componentes mas simples.

4.3 Biosolidos: Producto resuitante de la estabilizacién, deshidratacion y mineralizacion de materizles orgénicos
provenientes de la fraccion orgénica contenida en los residuos sdiidos de origen domiciliario (basuras) o del
tratamiento de las aguas residuales, con caracleristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas que permiten los usos
establecidos en esta norma. No son biosdlidos las escorias © cenizas producto de la incineracién de los lodos, los
residuos scGlidos de origen domiciliario (basuras) e industrial que se retiran de los equipos e instalaciones
correspondientes & la fase preliminar de los sistemas de tratamiento de aguas residuales; y los residuos cuya calidad
los incorpore an la calificacion de especiales o peligrosos.

4.4 Biotransformacion. Es ia utiizacion de procesos bioldgicos para obtener productos de interés energélico, como
el biogas, o mejoradores organicos de suelos.

4.5 Coliformes. Bacilos Gram negativos, no esporulados, facultativos que a 35°C fermentan 1a lactosa con farmacion
de Acido, ocasionando en las colonias desarrolladas el vire del indicador rojo neutro presente en el medio y la
precipitacién de las sales biliares.

4.6 Coliformes fecales. Bacterias patdgenas prasentes en el intestino de animales de sangre caliente y humanos.
Bacilos cortos Gram negativos no esporuiados, aerobios o anaerobios facultatives que a 35°C fermentan ia |actosa
con formacion de acido. También son conocidos como coliformes termo-tolerantes; pueden identificarse por su
tolerancia a temperaturas de 44-45°C. Tienen la capacidad de fermentar la lactosa a temperatura de 44 5°C. Incluyen
al género Escherichia y aigunas especies de Klebsiella.

4.7 Composta. Es el producto obtenido mediante procesas microbiolégicos aercbios y anaerobios, que han pasado
por las diferentes etapas termofilicas y mesofilicas, que permiten oblener un producto benéfico para al suelo e inocuo
para el ambiente.

4.8 Compostaje. Tecnologia utilizada para la cbtencion de composta, a partir de desechos organicos vegetales y
animales o biosdiidos, utilizando un proceso de tipo microbiotdgico y bioguimico, basado en procesos de
mineraiizacién, transformacidn y estabilizacion bajo condiciones aerobicas {o anaerobias) ¥ termofilicas, bajo
condiciones adecuadas de humedad y temperatura. de este proceso se cbliene composta como producto, que
cumple con las normas de calidad y puede ser utilizade como mejoradores organicos de suelos. :

4.9 Estabilizaclén. Proceso que involucra tratamientos destinados a lograr la mineralizacién de la materia orgénica
para obtener mejoradores organicos de suetos, disminuyendo asi los efeclos contaminantes al ambiente.

4.10 Etapa mesofillca. Se presenta cuando en el proceso de compostaje actuan los microorganismos capaces de
vivir en un rango de temperatura de 25 a 40°C, responsable de la mayor parte de la actividad metabdlica.
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4.11 Etapa termofilica. Se presenta cuando en el proceso de compostaje se reemplaza la poblacién mesofilica,
dandec lugar a microorganismos que se desarrollan a temperaturas mayores a 40°C, los cuales continuan con el
proceso de descomposicion.

4.12 Helminto. Términc designado a un amplio grupo de gusanos parésitos (de humanos, animales y vegetales), de
vida libre, con forma y tamafios variados. Poseen érganos diferenciados, y sus ciclos vitales comprenden la
preducecién de hueve o larvas, infecciosas ¢ no.

4,13 Huevos de helmintos viables. Huevos de heimintos susceptibles de desarrollarse e infectar.

4.14 Laguna de evaporacién. Depésito poco profundo destinado a la captacidén de lixiviados, cuya funcién es
promover la evaporacion de éstos.

4.15 Limite maximo permisible. Valor asignado a un pardmetro, el cual ne debe ser excedido.

4.16 Lixiviado. Es el liquido residual generado por la descomposicién biolégica de la parte organica o biodegradable
de los restducs solidos bajo condiciones aerdbicas o anaerébicas y/o como resultado de la percolacion de agua a
través -.da los residuos en proceso de degradacion que contiene sustancias que pueden infiltrarse en los suelos o
escurrirse fuera de los sitios en los que se depositan los residuos y que puede dar lugar a la contaminacién det suelo
y de cuerpos de agua, provocando su deterioro y representar un riesgo potencial a la salud humana y de los demas
organismos vives, siempre y cuandeo estos presenten una concentracién igual o mayor a los 20,000 DBO; (Demanda
Bioquimica de Oxigena al quinto dia).

4.17 Mejoradores de suelos. Compuestos de origen orgénico que por sus caracteristicas pueden utilizarse como
acondicionadores de suelos y fertilizantes para mejorar la calidad productiva del suelo.

4.18 Métedo Aerdbico. Son aguellos sistemas en los cuales el proceso de biotransformacién es realizado mediante
aireaciones naturales o forzadas de forma continua o intermitente, que aceleran el trabajo de bacterias y
microorganismos aerdbicos que descomponen |2 materia organica por oxidacion.

4.19 Método Anaerdbico. Son aquelles sistemas en los cuales el proceso de descomposicidn bioldgica de los
sustratos organicos se lleva a cabo en ausencia de oxigeno (sistema cemado). Los productos finales del metabolismo
anaerobio son metano, didxido de carbono y numerosos productos intermedios de bajo peso molecular, como son los
acidos organicos y los alcoholes

4.20 Método de pila con volteo. Técnica utifizado en el proceso de compostaje basada en el volteo frecuente del
material en proceso, lo que permite lograr la aireacion necesaria y una mezcla completa del material; permite
desplazar el material que se encuentra en el exterior de la pila hacia el interior, facilitando que toda la masa en
elaboracién pueda alcanzar las temperaturas y tiempos de descomposicion y pasteurizacion requeridos.

4.21 Método de pila estatica aireada. Técnica utilizada en el proceso de compostaje, que permite un control de fa
aireacion y de otros parametros importantes del procaso, especiaimente temperatura y humedad; utiliza un sistema
de tuberias perforadas conectado a una bomba, que permite succionar e insufiar aire a la pila (aeracion activa).

4.22 Pasteurizacion. Efecto de eliminacién de microorganismos patdgenos a través de mantener la temperatura de
toda la masa en compostaje en un nivel de temperatura mayor o igual a 55 °c por lo menos durante tres dias
consecutives.

4.23 Parasito. Organismo animal o vegetal que vive a expensas de otro (hospedero) causandole aigin tipo de dafio e
incluso la muerte.

4.24 Patégeno. Microorganismo capaz de causar enfermedades, si estd presente en cantidad suficiente y
condiciones favorables.

4.25 Peso en base seca. Peso de los sélidos medidos después de ser secado a 104 £ 1°C,

4.26 Potencial de hidrogeno {pH). Logaritmo negativo de la actividad de los iones de hidrogeno en el suelo. El grado
de acidez o alcalinidad de un suelo, expresado en términos de la escala de 0 a 14.

4.27 Pila. Espacio o depésito en el que se colocan los materias para |a realizacion del proceso de compaostaje.

4.28 Planta de produccién de mejoradores de suelos. Establecimiento en el que se realiza el tratamiento de los
residuos organicos, por la accidn de diversas y sucesivas poblaciones de microorganismos benéficos, que se
desarroilan bajo condiciones controladas de aire, temperatura y humedad. Este proceso permite obtener un producto
finat suficientemente estable para el almacenamiento & incorporacion al suelo sin efectos ambientales adversos.

4.29 Residuo arganico. Fraccidn de residuos vegetales o animales provenientes de residuos solidos urbanos o
rurales, con alto contenido de carbono y nitrégeno y de facil biodegradacion.
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4.30 Residuos Verdes. Son residuos vegetales tales como pastos cortados, hojas secas y ramas, los que se generan
como resultado del cultive y mantenimiento de jardines, parques, espacios publicos, asl como de la conservacion de
paisajes y la cosecha.

4,31 Salmonetla spp. Bacilos métiles por sus flagelos peritricos, que fementan de manera caracteristica glucosa y
manosa sin producic gas, pero no fermentan lactosa ni sacarosa. La mayoria produce sulfuro de hidrégeno (H.8). A
menudo, son patégenas para el hombre y los animales cuando se ingieren, ocasionando fiebre tifoidea y enterocolitis
{conocida también como gastroenteritis).

4.32 Tratamiento. Es el conjunio de operaciones, procesos © tecnicas mediante los cuales se modifican las
caracteristicas del material organico, incrementando sus posibilidades de utilizacion benéfica o para minimizar los
impactos ambientales y los riesgos para la salud humana,

4.33 Valorizaclén de los residuos. Conjunto de acciones cuyo objetive es recuperar el valor de los residuos
mediante su reutilizacidn, remanutactura, reciclado y recuperacién de materiales secundarios.

5. ESPECIFICACIONES

5.1. Requisitos que deben reunir los sitlos en donde se tenga contemplado el desarrollo de una planta de
producclén de mejoradores de suelos,

6.1.2. Los requisitos que deben de reunir los sitios para instalar una planta de produccion de mejoradores de suelos
son los siguientes:

5.1.2.1. La ubicacion de la planta debera ser acorde con fos planes de desarrollo urbano, asi como con los planes o
programas de ordenamiento ecotbgico territoriat, estatales y municipales.

§.1.2.2. El sitio donde se instalé una planta de produccion de mejoradores de suelos se debera contar con camings
transitables durante todo el afe, para ingresar la materia prima y sacar el producto final.

5.1.2.3. El terrenc debaré tener un espacio suficientemante amplio para la recepcion de la cantidad de residucs
organicos que se vayan a tratar, maniobras, ratamiento y &l almacenamiente temporal del producto final y de
rechazo, asi como para las instalaciones necesarias.

5.1.2.4. La ubicacion de 1a planta de mejoradores de suelos debers garantizar la proteccion al ambiente y a la salud
de la poblacion.

5.4.2.5. No se debersn instalar planias de produccién de mejoradores de suelos en terrencs con riesgos de
inundacién, con periodo de retorno de 5 afios.

5.1.2.6. Los proyectos ubicados en dreas naturales protegidas deberdn cumplir los requisitos establecidos en los
decretos de creacién y los planes de manejo correspondientes,

5.4.2.7. Obtener |2 autorizacion en materis de impacto ambiental que otorga ia Secretaria de Ecologla.
5. 2 Infraestructura
6.2.1. Las plantas de produccion de mejoradoras de susio deberan contar con la siguiente infragstructura basica:

5.2.1.1. Délimitacion perimetral del predio con cerca de malla ciclonica de 55 por 55 milimetras, de 2.5 matros de
altura, a partir del nivel del sualo y con soportes, o de cualguier otro material que garantice ¢! no ingreso de animales
o personas no autorizadas.

£2.1.2 Un sistema de captacién del lixiviado que se genare durante el proceso, v en su caso la infraestruciura
necesaria gue impida la infiltracién del mismo al subsualo.

5.2.1.3 En su caso, un sistema gue evite el ingreso de las aguas pluviales.

5.2.1.4. Una caseta de control y vigilancia.

5.2.2. Debera contar con instalaciones sanitarias para el persenal que labore en la planta de produccion de
mejoradores de suelos. i

5.2.3. Las plantas que traten una cantidad menor a 5 toneladas por dia de residucs, quedaran exentas del
cumplimiento de los puntos 5.2.1.2y 5.2.1.4,

5.3. Medidas de control del Proceso

§.3.1. En caso que la permeabilidad del sueln del terreno, donde se prevé realizar la planta de produccion de

mejoradores de suelos sea mayor de 1 x 10 = cm/s, los lechos para montar las pilas y |a laguna de evaporacién
deben ser impermeabilizados para evitar la infiltracion de los lixiviados,
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5.3.2. Los materiales ingresados a la planta de mejoradores de suelos deberan ser preparados de tal forma que la
estructura resultante permita llevar a cabo 1a biotransformacion aerobia o anaerobia.

5.3.3. Durante el proceso se deberd controlar la temperatura, de tal forma que se garantice la eliminacion de
microorganismos patégenos.

§.3.4. Todos los residuos verdes, con excepcitn dei pasto fresco deberan ser sometidos a trituracién o a un proceso
equivalente.

5.3.5. ldentificar y documentar todos los procesos que se realicen durante la produccion de mejoradores de suelos y
llevar el control de cada uno de ellos a través de registros en bitacoras con foliacian.

5.3.6. Los contenedores, recipientes y vehiculos utilizados para el fransporte de materiat no tratado deberdn limpiarse
€ una zona designada para tal efecto.

5.3.7. Se debera llevar un programa de control de plagas dentro de las instataciones.

5.3.8. Se debera establecer un programa de limpieza para todas las zonas de las instalaciones. Contando con los
equipos de limpieza y agentes limpiadores adecuados.

5.3.9. Ei controi de la higiene debera incluir inspecciones periodicas del entorno y def equipo.

5.3.10. Las instalaciones y el equipo deberan mantenerse en buen estado de conservacion.

5.3.11. Las plantas de mejoradores de suelos que utilicen reactor cerrado, deberan estar equipadas con:
5.3.11.1. Instalaciones para comprobar la evolucién de la temperatura a lo largo del tiempo.

5.3.11.2. Se debera establecer un programa de menitorea continuo con registros para tener un contral de la
evolucion de la temperatura de los residuos organicos sometidos al proceso.

5.3.11.3. Dispositivos que registren de forma continua los resultados de esas mediciones.
5.3.11.4. Un sistema de seguridad adecuado para evitar un calentamiento insuficiente.

6.3.12. Durante el proceso, la humedad de los residuos debera mantenerse en un intervale del 40% a 70%. No se
debera rebasar &l 70% de humedad, para evitar la generacion de lixiviados y olores desagradables.

5.3.13. Los productos de rechazo deberdn enviarse a reciclaje o disponerse conforme a la normatividad
correspondiente.

5.3.14, Los residuos a los que se refiere la NOM-052-SEMARNAT-1993, sélo podran emplearse para la elaboracion
de mejoradores de suelos, cuando no presenten caracteristicas de peligrosidad, conforme al analisis CRETIB.

§.3.15. El pH éptimo para sustratos organicos deberd ser entra 8.5 y 8.0 unidades, excepto que se trate de lodos
biclegicos estabilizados.

5.3.16. Cuando se aplique el método de compostaje de apilamiento estatico con aireacion forzada, la temperatura se
debera mantener a un nivel mayor o igual a 55°C, durante tres dias consecutivos; de manera uniforme en toda la pila,

§.3.17. Cuando se aplique el método de compuostaje de apilamiento con volteos, la temperatura se deberd mantener
mayor o igual a 55°C por un pericdo de al menos tres dias consecutivos antes de un volteo o bien, mantener la
temperatura entre 45°C y 50°C por 12 dias consecutivos. Durante el periodo de compostaje, las pilas deben ser
valteadas un minimo de cinco veces.

5.3.18. No se debera rebasar los 70°C de temperalura.
5.4, Requisitos F isico-quimicos y sanltarios para los mejoradores de suelos

5.4.1. Cumplir con las caracteristicas establecidas en la tabia 5.1.

Tabla 5.1
Caracteristica Método de determinaclén Resultado
pH NMX-AA-025-1984 6.5a8.0
Materia organica NMX-AA-021-1985 mayor al 15%
Relacion carbono-nitrégeno NMX-AA-067-1985 menora 12
mayor a 0.10% ¢ 1,000
Fésforo NIMX-AA-094-1985 partes por millén
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Potasio Acetato de amonio mayer a 0.25% o 2,500
Anexo | partes por milldn
Extraccion con Acetato de amonio y
Relacion potasio-sodio determmaduf?:nz;l?ns;rr'gén atémica o mayor a 5
Anexo |
Honges fitopatégenos Siembra en :g:; : ﬁxtrosa papa ausente
H;e;gsbgiehzén;:}gs’ Anexo I} menor e 10
Coliformes faecales
NMP @/g en base seca Anexo IV menor a 1000
Salmonella spp/
g en base seca Anexo V menor a 3

{1) Huevecs da heimintos vables

{2) Nimero més probabis
{3) La preparacion de muestras se deberd llevar a cabo conforme a 'a NMX-AA-052-1985.

5.4.2. Las impurezas contenidas en los mejoradores de suelos no debera superar los valores indicados en |a tabla

5.2.

Tabla 6.2

Materiai

Nimaro de Tamiz
ASTM

Cantidad
(%peso en base seca)

Plastico flexibles y/o pelicuta

3.5 (Tamafio de
abertura 5.60 mm)

menor o igual a 0.05

Vidrio y/o metales y/o plasticos

10 (Tamafo de

menor o igual a 0.5

rigidos abertura 2.00 mm)
5.4.3. No rebasar los limites de metales pesados asimilables establecidos en la tabla 5.3.
Tabla 5.3

Contaminants | Cortiecdn miiime | mamion
Boorsn i
Cadmio 1.0 (Ig?;:;gf: :\ut;n;i;;:)

Cromo hexavalente 5.0 extraccion (UV-VISIBLE)
Cobre 30 (Digesten himeda)
Plomo 50 (Digestion himeda)
Nigue 50 (Digesten nimeda)
st Mo
ot o Aomics

(1) ppm equivale a mg/Kg o mL/L, seqln corresponda
5.4.4. Los mejoradores de suelos producidos en las plantas deberan ser examinados conforme a lo establecido en la
tabla 5.4.

Tabla 5.4

Volumen anual de
mejoradores de
suelos
{Tongladas por afio
en base seca)
Hasta 1,500

Volumen diario de
majoradores de
suelos
{Toneladas por dia)

menor o igual a 5

Frecuencia de
muastreo y

andlisls Parametros a determinar

Una vez al afio | Requisitos estipulados en las tablas
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mayora 5y Mayor de 1,500 hasta| Una vez por 51,82y53
menor o igual a 20 7,500 semesire
Una vez por
mayor a 20 Mayor de 7,500 trimestre

6. GRADO DE CONCORDANCIA CON NORMAS OFICIALES MEXICANAS

No hay normas equivalentes y las disposiciones de caracter técnico que existen en el pais, no rednen los elementos y
preceptos de orden técnico y juridico que en esta Norma se integran y complementan de manera coherente, con base
en los fundamentos técnicos y cientificos reconocidos.
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7.20 Wehenpohl, GOnther *Gaestion Integral de Residuos Sélides Municipales. Parte 3. Compostaje de materia
organica de los residuos sélidos municipales®.

8. OBSERVANCIA DE ESTA NORMA.

8.1 Las personas juridico colectivas, poseedoras o propietarias de alguna planta de mejoradores de suelos tienen un
plaze de 180 dias naturales, a partir de la publicacién de ia presente Norma en la Gaceta dei Gobiernc del Estado de
México, para regularizar su situacion de acuerdo a los preceptos de esta Norma.

8.2 La vigilancia del cumplimiento de la presente Norma Técnica Estatal Ambiental, corresponde a ta Secretaria de
Ecologla, a través de la Procuraduria de Proteccion al Ambiente del Estado de México, cuyo personal realizara los
trabajos de verificacién que sean necesarios. Las violaciones a la misma se sancicnardn en los términos del Cadigo
Administrativo, el Cédigo de Procedimientos Administrativos y demds ordenamientos juridicos aplicables.

8.3 Tratandose de los permisos obtenidos con anterioridad a la fecha de la publicacion de la presente Norma, serdn
respetados en los términos an que fueron expedidos.

TRANSITORIOS

PRIMERO .- La presente Norma Técnica Estatal Ambiental, entrara en vigor a los 60 dias posteriores a su publicacién
en el periddico oficial "Gaceta del Gobierno® del Estade de México.

Dado &n la Ciudad Tipica de Metepec, México, a los 25 dias del mes de agosto del 2005.
La Secratarla de Ecologia,

M. en C. Arlette Lépez Trujillo.
(Rabrica)

ANEXO1
DETERMINACION DEL POTASIO (K) Y SODIO (Na) ASIMILABLE

Extraccién de los elementos con solucion extrectora de Acetato de Amonio 1N pH 7.

Para extraer ol K y Na asimitables del mejorador de sualos, se usa la solucién de AcNH, 1N pH 7, gue inicisimente
fue disefiada con el fin de simular la accién disolvente del CO; encontrade en el suelo, saturando la solucién
adyacente a las raices de las plantas, la solucién permite el desarrollo de pruebas de los diferentes constituyentes
involucrados en el nivel nutritivo del suelo, de tal forma que es capaz de extraer cantidades tales de los elementos
gue en combinacién con las técnicas anallticas se puede cuantificar un rango suficientemente amplio de valores que
pemitan hacer una estratificacion de dichos valores, dando la clasificacion entre bajos y altos de acuerdo a la
concentracitn de elementos en la solucién .

Procedimiento de Extraccion

Reactivos:
Solucidn extractora de Acetato de Amonic 1N pH 7 (disolver 50 g de acetato de Amonic en un litrc de agua destilada

o desionizada).

Material y Equipo:

Matraz Erlenmeyer de 125 mL

Papel filtro No. 42

Embudo

Pipeta vulumétrica o dispensado ajustado a 10 mL
Pipeta vulumétrica o dispensado ajustado a 5 mL
Agitador mecanico.

Desarrollo:

Se pesan 2 g de mejorador de suelos tamizado por malla 10 (2 mm) y se deposita en un matraz Erlenmeyer de 125
mL, se le adicionan 20 mL de a solucién extractora de Acetato de Amonio 1N pH 7 v se agita mecanicamente durante
30 minutos, a velocidad alta, posteriormente se procede a filtrar a través del embudo, el cual contendra el papel filtro y
el filtrado se recibe en un segundo matraz Edenmeyer.

Del extracto se obtienen diferentes alicuotas, en las cuales de determinaran los slementos Potasio y Sodlo.

Determinacion:
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Reactivos Material
Onido de Lantano 0.01 N
solucién estandar de 1 y 2 ppm de

Pipeta Volumetrica o dispensador
ajustado a 5mlL

K ’ "
. Pipeta automatica de 0.05 mL

solucian estandar de 1 v 2 ppm de

Na Tubo de ansaye

Desarrolle

‘Se toma una alicuota de 0.05 mL del extracto de mejorador de suelos y se le adicionan 5 ml. de solucién 6xido de
lantano 0.01 N, y se determinan bor absorcién atomica Potasio y Sodio, bajo las siguientes condiciones

Longitud de | Apertur

Elementd onda a Flama
Potasio 764.5 20 aire-acetilenc
Sodio 589.1 0.7 aire-acetileno
Célcuios
K asimilable = lsctura x 1000
Na asimilable = lectura x 1000
ANEXO I
AGAR DEXTROSA Y PAPA
Ingredientes:
Infusion de Papa 409
Dextrosa 2004
Agar 150¢g

Prepardcion: Se suspenden 39 ¢ del polvo en un litro de agua destilada. Después mezclar perfectamente, calentar
con agitacién frecuente y hervir durante un minuto hasta su disolucion completa, esterilizar a 121°C por 15 minutos.
Vaciar 8 medio de cultivo esterilizado en cajas petri. Ajustar el pH final 2 5.6 £ 0.2.

ANEXO 1l
METODO PARA LA CUANTIFICACION DE HUEVQS DE HELMINTOS

El presenie métado tiene por objeto establecer la técnica para la deteccion, enumeracion, determinacion y de la
viabilidad, en casc requerido, de huevos de helmintos en muestras de mejoradores de suelos, con el fin de evaluar su
calidad.

1. Pringipio

La prueba se basa en el siguiente principio:

1.1 Por medio de lavados continbos, combinados con diversas etapas de filtracién y flotacion se logra la separacion
de los Huevos de helmintos del resto de las particulas de mayor y menor tamafie, asi como su concentracibn.

1.2 Pefmite, en caso de ser reguetido, determinar la viabilidad de los huevos de halminto y con ello confimar ia
calidad de diversos procesos de @stabilizacion en mejoradores de suelos.

2. Preparacién y acondicionamiento da la muestra

2.1 Preparar recipientes de plastico Inere de 500 mL de boca ancha y de cierre hermético, previamente desinfectados
con clore comercial, lavados con agua potable a chorro y enjuagados con agua destilada.

2.2 A la muestra, antes de ser procesada, se [e determinara el contenido de sdlidos totales {ST) en por ciento en peso
para, posteriormente, tomar en los recipientes el peso en fresco (X) que corresponda a 2 g de ST.

2.3 Mantener la muestra a una tamperatura de 4°C + 2°C hasta su llegada al [aboratorio.

2.4 A partir de su toma y hasta ahtes de ser procesada, |a muestra debe estar en refrigeracion hasta su analisis,

3. Reactivos y maleriales

3.1 Reaclivos ‘

3.1.1 Acetato de etilo (CsHs QCOOCH;) (opcicnal).

3.1.2 Acetato de sodio trihidratado {CH; COONa 3H,0) (opcional).

3.1.3 Acido acético (CH; COOH) [opeional).

3.1.4 Acido sulfdrico 0,1 N (H;80,).

3.1.5 Alcohol etilico (C, Hs OH).
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3.1.6 Agua destilada.

3.1.7 Eter etilico.

3.1.8 Hipoclorito de sodio10% (NaCIO).

3.1.9 Formaldehido 37% (opcional).

3.1.10 Sulfato de zinc heptahidratado (ZnS0, 7H,0).

3.1.11 Tween 80 al 0.1%.

3.2 Materiales

3.2.1 Barras magnéticas.

3.2.2 Bulbg de goma.

3.2.3 Embudo de plastico con diametre de 20 cm.

3.2.4 Espatula.

3.2.5 Gradillas para tubos de centrifuga 50 mL

3.2.6'Guantes de latex.

3.2.7 Manguera para conexion de matraz,

3.2.8 Matraces aforados Erlenmeyer de 1 L de capacidad.

3.2.9 Matraz Kitazato de 4 L.

3.2.10 Pipetas de 10 ml. de plastico.

3.2.11 Pizeta de plasticode 1 L.

3.2.12 Probetas graduadas de 10 mL, 50 mL yde 1 L.

3.2.13 Recipientes de cierre hermético de 1 a 3 L de capacidad.

3.2.14 Recipientes de piastico inerte con paredes internas lisas de 3 L de capacidad.

3.2.15 Recipientes de plastico inerte, boca ancha, de 500 mL de capacidad y susceptibles de ser esterilizados en
autoclave.

3.2.16 Tamiz de 20 pum (mifimicras) de poro (opcional).

3.2.17 Tamiz de 150 a 170 um (mifimicras) de poro.

3.2.18 Tapabocas.

3.2.19 Tubos de centrifuga conicos, de plastico 50 y 200 mL (o de mayor capacidad).

4. Aparatos y/o instrumentos .

4.1 Agitador de tubos con control de velocidad y adaptable a fubos de diferentes tamarios.

4.2 Autoclave capaz de operar a una presion de 1.05 kglcm2 ¥ una temperatura de 121°C.

4.3 Balanza granataria con intervalo de medicion de 2.0a 800 g+ 0.2 9.

4.4 Bomba de vacio con control de velocidad de suceidn.

4.5 Camara de Sedgwich-Rafter o disco Doncaster.

4.8 Campana de extraccion.

4.7 Centrifuga, capaz de mantener los intervalos de operacion de 660 £ 300 g.

4.8 Densimetre (hidrémetro), con intervalo de medicion de 1.0 a 1.4 giem’.

4.9 incubadora con capacidad para operar a una temperatura de 26°C + 0.2°C.

4.10 Licuadora con contenedor de plastico inerte, paredes lisas y con capacidad de 2 L.

4.11 Mascarilla antigas con carb6n activado o similar.

4.12 Microscopio 6ptico equipado para hacer iluminacion (KShler), campa claro, con objetivos de 10 a 100 X, y platina
movil removible.

4.13 Parrilla con agitacion magnética.

4.14 Potencidmetro con intervalo de medicion de 0 a 14 £ 0.2 unidades de precision.

4.15 Refrigerador con capacidad para operar a una temperatura de 4°C £ 0.2°C.

5 Procedimiento

5.1 Preparacion de soluciones

Los siguientes puntos describen la secuencia el método de prueba, el cual debe realizarse conforme a lo descrito,
con el fin de minimizar sesgos en los datos obtenidos.

5.1.1 Solucién acido alcohol, homogeneizar 650 mL de acido sulfdrico 0.1 N ¢on 350 mL de alcohol etilica. Almacenar
la solucidn en un recipiente hermético.

5.1.2 Solucién de formalina al 0.5%, adadir 5 mL de formaldehido al 37% y aforar a 1 000 mL con agua destilada.
Homogeneizar y almacenar en recipiente hermético.

5.1.3 Solucién patron de aceto-acético, agregar 15 g de acetato de sodio tribidratade, 3.8 mL de Acido acéticg y aforar
a 1 000 mL de agua destilada. Homogeneizar y almacenar an frasco hermético durante 2 a 3 meses.

5.1.4 Solucion de sulfato de zinc (ZnS0Q.) con gravedad especifica de 1.3. Djsolver 800 g de sulfato de zinc
heptahidratado (ZnSO, 7H,O) en 1 000 mL de agua destilada, mezclar en la parrilla magnética hasta homageneizar
totalmente. Medir la densidad con et densimetro y, segin sea el caso, ajustar la densidad a 1.3 agregando sulfato de
zinc o agua destilada, segun se requiera. Almacenar en recipiente hermético y verificar densidad cada mes.

515 Tween B0 al 0.1%, afadir 1 mL del reaclivo en 999 mi de agua destilada y homogeneizar en parrilia de
agitacién hasta su completa disolucién. Almacenar en recipiente hermético durante 2 a 3 meses.

5.2 Calibracién de aparatos
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Todos los equipos deben ser calibrados o ajustades de acuerdo con las especificaciones del fabricante, o bien, contra
efuipos certificades.

5.3 Segquridad

5.3.1 Durante el procesado de la muestra se debe utilizar guantes de latex y cubreboca, para evilar cualquier riesgo
de infeccion.

5.3.2 Se debe lavar y desinfectar e drea de trabajo, asl como el material utilizado por el analista, antes y después del
ensayo.

5.3.3 La agitacién de las soluciones con éter debera realizarse en sitios ventilados ¢ dentro de una campana de
extraccion, considerando su inflamabilidad. Evitar ia inhalacidn, # contacto con los ojos, piel o ropa, ya que es un
reactivo sumamente toxico.

5.4 Manejo de residuos

5.4.1 Todos los residuos de la muestra analizada serdn esterilizados en autoclave antes de su desecho.

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

5.5 Concentracion v separacion de los huevos de helminto. La recuperacion de los husvos de helminto de la muestra
se realizara efectuando los siguientes pasos:

a} Por 1 minulo y con la ayuda de una licuadora homogeneizar el peso en freso que coresponda a 2 g de ST. Utilizar
para ello 200 mL de una sclucion de Tween 80 al 0.1%, integrando los enjuagues del recipiente que criginaimente
contenia la muestra.

b) Recuperar homogeneizado y enjuagues del vaso de Ia licuadora en un recipiente de plastico de 2 L, utilizar para
ello 800 mL de la solucion de Tween 80 al 0.1%.

¢) Dejar sedimentar la muestra al menos durante 3 horas.

d) Aspirar el sobrenadante por vacic y filtrar el sedimentc a través del tamiz de poro seleccionado (150 a 170 um).
Enjuagar recipiente y tamiz con 4 1. de agua destilada, para lo cual se recomienda utilizar una pizeta. £ filtrado y los
enjuagues se recuperan en el recipiente de plésticode 2 |.

) Dejar sedimentar al menos durante 3 horas.

f) Aspirar el sobrenadante por vacio y recuperar sedimento y enjuagues, con agua destilada, en un tubo de centrifuga
de 200 mL o mayor capacidad,

¢ Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.

h) Aspirar el sobrenadante por vacio y desecharlo. Resuspender la pastilla en 150 mL de la solucion de sulfate de
zine. Homogeneizar la pastilla con ayuda de un agitador de tubos y, sdlo en caso de ser necesario, utilizar aplicadores
de plastico o espatula de tefién para lograr su completa disolucion.

i) Centrifugar a 560 g durante 5 minutos.

i) En caso de contar con un tamiz de 20 um de poro se recomienda efectuar un segundo filirado, cuya finalidad es
remover el detritus de menor tamafio y facilitar la lectura de los hueveos de helminto en o sedimento final al
microscoplio. Para ello, filtrar el sobrenadante y recuperar la pelicula que ha quedado retenida sobre la malla con el
volumen de agua destilada que sea necesario (uilizar pizeta), en un tubo de 200 mL de centrifuga, desechar filtrade y
pasar al inciso i. En caso confrario verter el scbrenadante en un recipiente de 2 L y romper la densidad con 1 L de
agua destilada.

k) Sedimentar al menos durante 3 horas.

[} Una vez transcurrido el tiempo de sedimentacién aspirar el sobrenadante por vacio y recuperar el sedimente
resultante en un tubo de centrifuga de 200 mL o mayor capacidad, inciuir los enjuagues del recipiente.

m) Centrifugar a 660 g durante & minulos.

n) Aspirar el scbrenadante por vacio y resuspender el sedimento por agitacion, con ayuda de un agitador de tubos (si
es necesario, utilizar aplicadores). La solucién resultante se recupera en un tubo conico de centrifuga de 50 mL,
inciuyendo el agua destilada de enjuague.

o) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos,

p) Aspirar 8l sobrenadante y con ayuda de un agitador de tubos resuspender la pastilla en 15 mL de la solucion de
alcohol-acido {u opcionaimente, el patrén de aceto-acético) y, posteriormente, agregar 10 mL de éter (0 acetato de
etilo, que es menos toxico). Agitar suavemente y, de vez en cuando, destapar para dejar escapar el gas que se
desprenda. Por seguridad, realizar todo este proceso deniro de la campana de extraccidn (en el laboratorio) o con
mascarilla de proteccién antigas (en campo).

q) Centrifugar a 680 g durante 5 minutos.

r} Aspirar el sobrenadante, hasta 2 mm por arriba de la parte conica del lubo de 50 ml {aproximadamente § mL).
Realizarlo bajo las mismas condiciones de seguridad (en el laboratoric) dentro da la campana de extraccion o (en
campo) con mascarilla de proteccion antigas.

s) Efectuar un primer anjuague agregando H,50, 0.1 N {o formalina 0.5%).

t) Centrifugar a 660 g durante 5 minutos.

u} Aspirar el sobrenadante, dejando 5 mL y realizar un segundo enjuague agregando H;S0, 0.1 N (o formalina 0.5%).
v) Centrifugar a 880 g durante § minutes.

w} Aspirar el scbrenadante dejando 5 mL del mismo.
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5.8 Determinacion de viabilidad y lectura al microscopic

a) Si no es necasario delerminar la viabilidad, proceder a la cuantificacion, en caso contrario, incubar al tubo con la
musstra durante 4 semanas a 26°C + 0.2°C. Dejar la tapa del tubo floja para que entre aire y, por lo menos una vez
por semana, verificar que el nivel dei liquido no disminuya. Si es necesario, agregar agua destilada.

b) Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, homogeneizar |a pastilla y proceder a la cuantificacion de jos huevos.
Para la lectura verter el sedimento final en una celda de Sedgwich Rafter ¢ Disco Doncaster. En caso necesario, y
para evitar la sobreposicion de estructuras y del detritus no eliminado, distribuir en alicuotas y homogensizar con
agua destitada. Solo aguelios huevos donde se obsarve la larva se consideran viables.

El Anexo 1 muestra algunos ejemplos.

c) Como paso opcional, y antes de realizar la lectura al microscopio, afadir hipoclorito de sodic (10%) en igual
volumen al sedimento final y dejar reposar durante 10 minutos. Aforar con agua destilada.

d) Centrifugar a 860 ¢ durante 5 minutos y decantar hasta dejar 5 mL del sobrenadante.

€} Realizar un segundo enjuague con agua destilada y centrifugar bajo las mismas condiciones.

Lo anterior permite una mayor claridad en &l contenido interno de los huevos {especiaimente de Ascaris y Trichuris),
una mejor diferenciacién y, en consecuencia, un conteo mas rapido.

f) Aspirar scbrenadante hasta 5 mL del volumen final.

6. Célculos

6.1 La formula para calcuiar g es:

Q=_(£D_T1

donde:

g = fuerza relativa de centrifugacion

k = constante cuyo valor es 89.456

r = radio de la cenirifuga en cm

rpm = reveluciones por minuto

6.2 Parz el célculo del por ciento de sélidos totales (ST), se utiliza el % de humedad como sigue:

% de solidos tolales = 100% -% de humedad (2)

7. Expresién de resultados
% de sdlidos totales = 100% -% de humedad
7.1 Expresar los resultados en numero de huevos/2 g de sdlidos totales (volumen de muestra analizada).

Hi2g ST (3)
donde:
H = namero de huevos leidos en la muestra
gST = gramos de sdlidos totales de 1a muestra analizados
7.2 Interferencias
7.2.1 La sobreposicion de estructuras y/o detritus no eliminados en el sedimento puede dar una evaluacion errdnea at
dificultar la Jectura. En tal casc, es importante diluir con agua destilada y hacer las alicuotas que se consideren
necesarias para que en cada una se realice el conteo.
7.2.2 La falia de experiencia en la identificacion de géneros es un elemento comun de sobreconteo.
7.2.3 En caso de que la muestra presente la formacién de hongos durante el proceso de incubacion se recomienda
remplazar el H,50, 0.1 N por una solucién de formaiina 0.5%.
8. Informe de la prueba
Incluye especificar los siguientes puntos:
a) Todos los datos necesarios para la identificacion completa de la muestra.
b} Los resultados, expresados de acuerdo con fo establecido en el inciso 8.
¢} Cualquier suceso particular observado durante el curso del analisis, asi como cualquier cperacidn no especificada
en el método, o considerada opcional, que pueda haber influido en los resuitados.

ANEXO IV
METODO PARA LA CUANTIFICACION DE COLIFORMES

El presente método establece la técnica para lievar a cabo la cuantificacion del grupo coliformes fecales en
mejeradores de suelos, con el fin de evaluar su calidad.

1. Principlos del método

Este método de analisis se basa en que:

1.1 Las bacterias presentes en una muestra pueden ser separadas por agitacion, dando por resultado una suspensitn
de células bacterianas, uniformemente distribuidas.
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1.2 A través de diluciones sucesivas de la muestra se obtienen indculos de, al menos, una célula para cbtener
grecimiento en & medio de cultivo (tubos positivos), v otros que al sembrarse dan resultado en por lo menos, un tubo
de la serie.

1.3 La combinacion de resultados positivos y negativos permite realizar una estimacién de la densidad bacteriana por
medio de célculos de probabilidad.

t.4 La técnica seleccionada permite el estudio de un voiumen de muestra suficiente para obtener resultados
significativos, considerando |a alta turbidez que la muestra pudiera presentar a causa de ia gran cantidad de material
acumulade. En caso de aplicar técnicas como filtro de membrana se comerla el riesge de up cdlculo de coliformes
fecales inferior al real.

2. Preparacion y acondicionamiento de la muestra

2.1 La muestra debera ser tomada en frascos de 500 mL de capacidad, de boca ancha y previamente esterilizados.
2.2 Las muestras deben ser colocadas en hieleras con bolsas refrigerantes o hielo inmediatamente después de su
toma.

2.3 Los tiempos de conservacion en refrigeracién y transporte deben reducirse al minimo.

2.4 A la muestra, antes de ser procesada, se le determinara el contenido de solidos totales (ST) en por ciento en peso
y posteriormente se obtendra el peso en fresco que corresponda a 4 g de ST.

2.5 A partir de su toma y hasta antes de ser procesada, fa muestra debe eslar en refrigeracion y ne transcurrir mas de
48 horas.

3. Reactivos y materiales

3.1. Reactivos

3.1.1 Alcohol etilico.

3.1.2 GCaldo tauril-triptosa con purpura de bromocresol (C.L.T.).

3.1.3 Caldo lactosado con purpura de bromocresol (C.L.).

3.1.4 Medio EC.

3.1.5 Fosfato monopotasico.

3.1.6 Cloruro de magnesio.

3.1.7 Hidréxido de sodio.

3.1.8 Agua destilada.

3.2 Materiales

3.2.1 Asa de inocuiacion.

3.2.2 Bamras magnéticas.

3.2.3 Bulbo de goma.

3.2.4 Espatula.

1.2.5 Frascos de 500 mL de capacidad con tapa de cierre hermético, boca ancha y con capacidad de esterilizacion en
autoclave.

3.2.6 Gradillas y canastillas de acero inoxidable.

3.2.7 Guantes de latex.

3.2.8 Mechero de Bunsen, Fampara de alcohol o similar.

3.2.9 Pipetas graduadas de vidrio de 1.5y 10 mL

3.2.10 Portapipeteros de acero inoxidable.

3.2.11 Tapabocas.

3,2.12 Tapones de acerc inoxidable para tubos de ensayo (18 mm x 180 mm, 16 mm x 150 mm o de 12 mm x 120
mm).

3.2.13 Tubos de Durham (7 mm x 4.5 mm o de 5 mm x 4 mm).

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

3.2.15 Tubos de rosca (13 mm x 100 mm).

4. Aparatos e instrumentos

4.1 Autoctave a una presion de 1.05 kglcm2 y una temperatura de 121°C.

4.2 Balanza analitica con intervaio de mediciéon de 0.0001 a 10.00 g.

4.3 Balanza granataria con intervalo de medicidn de 0.1 a 100 9.

4.4 Bafio de agua (con agitacion) con capacidad para operar a una temperatura de 44.5°C £ 0.2°C.

4 5 Estufa de esterilizacién con capacidad para medir temperatura de 170°C = 10°C.

4.5 Incubadora con capacidad para operar a una femperatura de 37°C £ 0.2°C.

4.7 Parrifla con agitacién y calentamiento.

4.8 Potencidmetro ¢con intervalo de medicidn de 6.9°C + 0.2°C.

4.9 Refrigerador con capacidad para operar a una temperatura entre 2y 4°C £ 0.2°C,

5, Procedimiento

Los puntos siguientes describen la secuencia del método de prueba, el cual debe realizarse conforme a lo descrito,
con &l fin de minimizar sesgos en los datos obtenidos. ’

5.1 Preparacion de medios de cultivo y soluciones

5.1.1 Caldo lauril-triptosa con purpura de bromocresol (C.L.T.}.
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Formula

Triptosa 2000¢g
Lactosa 5004
Fostato dipotasico (K,HPO,) 2759
Fosfatoc monopotdsico{KH, 2759
PO,)

Cloruro de sodio{NatCl) 500g
Laurit sulfate de sodio 0.10g
Plrpura de bromocresol 0.01g
Agua destilada 1 000.00 mL

Disolver los ingredientes o 35.6 g del medio que se encuentra en forma deshidratada en el mercado y 0.01 g de
purpura de bromocresol, con la ayuda de una parrilla de agitacién, en 1 L de agua destilada.

Verificar que el pH sea de 6.8 + 0.2, en caso contrario ajustar con una solucién de hidroxido de sodio 0.1 N. Distribuir
n volimenes de 10 mL en tubos de ensayo. Tapar con tapones de acero inoxidable y esterilizar en autoclave a
121°C, durante 15 minutos.

El volumen final no debe variar mas de 0.1 mL

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

5.1.2 Caldo lactosado con plrpura de bromocresol (C.L.).

Férmula

Extracto de came 06.00g
Paptona 10.00g
Lactosa 10.00 g
Parpura de bromocresol 0.01g
Agua destilada 4 000.00 mL

Disolver los ingredientes o 13.0 g dei medic C.L. que se encuentra an forma deshidratada en el mercado y 0.01 g de
purpura de bromocresol, con ia ayuda de una parrilia de agitacion, en 1 L de agua destilada,

Verificar que el pH sea de 6.9 £ 0.2, en caso contrario ajustar con una solucidn de higréxido de sodic 0.1 N. Distribuir
valdmenes de 10 mL dei medio en tubos de ensayo. Tapar con tapones de acero inoxidable y esterilizar en autoclave
a 121°C, durante 15 minutos.

El volumen final no debe variar mas de 0.1 mL

El medio ya una vez preparado puede almacenarse a temperatura ambiente, en un lugar limpio y libre de polve,
durante ne mas de una semana.

5.1.3 Medio liguido A-1

Férmula

Lactosa 50049
Triptosa 20.00 g
Cloruro de sodio {NaCl) 5009
Salicina 0.50g
Eter p-isooctilfeni de

polietilenglicol (Tritén X-100 01.00 mL
y Haas, o equivalente)

Agua destilada 1.000.00 mL

Calentar hasta la disolucién de los ingredientes sdlidos. Afladir el éter p-isooctifenil de polietilenglicol.

Verificar que el pH sea de 6.9 + 0.1, en caso contrario ajustar con una solucién de hidréxido de sodio 0.1 N. Distribuir
volumenes de 10 mL en tubos de ensayc con campana de Durham, tapar con tapones de aluminio. Esterilizar en
autoclave a 121°C durante 10 minutos.

Este medio se debe conservar en oscuridad a temparatura ambiente durante no mas de 7 dias.

5.1.4 Medio EC .

Férmula v
Triptosa o tripticasa 20.00g
Lactosa 5009
Mezcla de sales biliares 1.580g
Fosfato dipotasico (K.HPO,) 4,009
Fosfate monopotésico (KH, 1500
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POy
Cloruro de sodio (NaCl) 500g
Agua destilada 1 000.00 mL

Disalver los ingredientes o 37.0 g det medio EC que se encusntra en forma deshidratada en el mercado, con la ayuda
de una parrilla de agitacién, en 1 | de agua destilada. Verificar que ¢l pH sea de 6.9 1 0.2, en casgo contrario ajustar
con una solucién de hidréxido de sodio 0.1 N.

Distribuir volimenes de 10 mL del medio en tubcs de ensay, conteniendo en su interior tubos de Durham invertidos,
tapar con tapones de acero inoxidable y esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos. EI volumen final no
debe variar mas de 0.1 mL

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

5.1.5 Solucidn madre de tampdn A

Foérmula

Fosfato monopotasico 34009
(KH,PO.)

Agua destilada 1.000.00 mL

Disolver el fosfate monopotésico en 500 mL de agua destilada, ajustar al pH a 7.2 + 0.2 con la solucién de hidroxide
de sodio 1 N y aforar a 1 L de agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C, durante 15 minutos y aimacenar en
refrigeracion (entre 2 y 4°C). La salucion es estable durante meses. Desechar cuando se observe turbiedad.

5.1.6 Sotucién madre de tampén B

Férmula

Cloruro de magnesio (MgCl,

8H,0) 810g
Agua destitada 1 000.00 mL

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

Solucion tampon de fosfatos (agua de dilucion).

5.1.7 Adicionar 1.25 mL de la solucién madre de tampdn A y 5 ml. de la sotucion madre de tampon By aforara 1 L
con agua destilada. Distribuir volumenes de 9.2 mL y 36 mL en tubos de rosca y frascos con tapa de cierre hermético,
respectivamente. Esteritizar en autociave a 121°C, durante 15 minutos y almacenar a temperatura ambiente.

5.1.8 Solucion de hidroxido de sedio 0.1 N

Férmula
Hidréxido de sodio (NaOH) 4009
Agua recién destilada 1 000.00 mL

Preparacion:

Pesar 4.0 g de hidroxido de sodio y disolver en 1 000 mL de agua recién destitada y libre de CO, para abatir la
carbonatacion de la solucion. Almacenar en frasco con tapdn de rosca.

5.1.9 Solucién de hidréxido de sodio 1 N

Féormula
Hidréxido de sodio (NaQH) 4000 g
Agua recién destilada 1 000.00 mL

Preparacion;

Pesar 40 g de hidroxido de sodio y disolver en 1 000 mL de agua recién destilada y libre de CO, para abatir la
carbonatacion de la solucitn. Almacenar en frasco con tapdn de rosca.

5.2 Calibracién de aparatos

Todos los equipos utilizados deben ser calibrados o ajustados de acuerdo a las especificaciones del fabricante-o bien
contra equipos certificados.

5.3 Seguridad

Durante el procesado de la muestra se debe utilizar guantes de latex y cubrebocas, para evitar cualquier riesgo de
infeccién.

Se dehe lavar y desinfectar el area de trabajo, asi como el material utilizado por el analista, antes y despues del
ensayo.



19 de septiembre del 2005 "GACETADEL GOBIERNO" Pagina 17

5.4 Manejo de residucs

Todos los residuos de la muestra analizada y sobrantes seran esterilizados en autoclave antes de su desecho.

5.5 Preparacion de la muestra

a} Suspender X g de materia fresca que correspondan a 4 g de sdiidos totales en 36 mi. de agua de dilucion v asi
obtener una dilucion de 10-1.

b) Mezclar durante 2 o 3 minutos, con ayuda de una parrilla de agitacién, a velocided baja {800 rpm), hasta la
completa disolucion,

5.6 Preparacion de diluciones

‘Por el origen de las muestras se requieren indculos menores a 1 mi, utilizando diluciones seriadas de submiitiplos de
10.

a) Se preparan diluciones decimales seriadas a partir del homogeneizado resultante (10-1) lo antes posible,
reduciendo al minimo la sedimentacién. Transferir 1 mL en 9 mL de agua de dilucién (10-2) y asi sucesivamente
hasta obtener ia dilucién deseada.

b) Cada dilucién debe ser homogeneizada perfactamente agitando 25 veces en 7 segundos, haciendo un arco con la
mufieca de 20 cm de amiba abajo ¢ con un sistema de agitacidn que proporcione resultados equivaientes. Es
importante efectuar Iz agitacidn siempre de la misma manera, para cbiener resultados comparables.

¢} Se debe utifizar una pipeta estéril diferante, para cada una de las diluciones decimales subsecuentes. Para aforar
el liquido de la pipeta, debera aplicarse la punta de ésta en el interior del cuello manteniéndola en posicién verical,
inclinando el tubo. Nunca se debe introductr, a la muestra, mas de ta tercera parte de la pipeta,

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

5.7 Determinacion de cofiformes fecales

5.7.1 Prueba directa (medio A-1)

La prueba directa del medio liquido A-1 es un método de un sclo pase que no requiere confirmacién. Sin embargo, su
uso representa un mayor costo ya que este medio no se encuentra en forma deshidratada, siendo necesario
preparario a partir de sus ingredientes basicos.

a) Adicionar por triplicade 1 mL de cada una de las diluciones preparadas en tubos conteniendo liquido A-1
correctamente etiguetados. Incubar durante 3 horas a 35 + 0.5°C.

b} Una vez transcurride el tiempo los tubos se transfieren a un bafio de agua & una temperatura de 44.5 £ 0.2°C y se
incuban durante otras 21 t 2 horas. .

¢) La presencia de gas en cualquier cultivo en medio A-1 a las 24 horas 0 menos de incubacion es una reaccidon
positiva que indica la existencia de coliformes de crigen fecai.

5.7.2 Prueba indirecta

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

a) Transferir 1 mL de las diluciones seleccionadas a cada una da las series de tubos correspondientes conteniendo el
caldo lauril o caldo lactosado e incubar a 35+ 0.5°C.

b) Examinar cada tubo a las 24 + 2 horas. La acidificacién, con o sin produccion de gas {cambio de coloracian de
purpura a amarillo), a partir de la fermantacion de la lactosa en sl medio de cultivo, indica una prueba presuntiva
positiva de la presencia de baclerias del grupo coliformes. En caso contrario reincubar durante otras 24 horas mas.

¢} La acidificacion ded medio, con ¢ sin formacién de gas dentro de las 46 £ 3 horas, constituye una prueba presuntiva
positiva. Cuando no existe acidificacion del medio, constituye una prueba,

§.7.2.2 Prusba confirmativa flama del (medio EC})

a) Los tubos positivos de la prueba presuntiva se resiembran por triple asada (esterilizada al mechero y enfriada) en
tubos de fermentacidn presuntiva negativa que contengan caldo EC e incubados a 44.5 + 0.2°C en bafio de agua.

b) Examinar cada tubo a las 24 + 2 horas.

c} El resultado seré positivo cuando haya produccion de gas a partir de la fermentacion de |a laclesa contenida en el
medio EC. Los tubos sin formacién de gas se desachan,

6. Céalculos

6.1. El NMP de coliformes fecales se obtiene a partir del cédige compuesto por los tubos con resultado positivo en el
medio EC o en A-1. Si se inoculan tres series de tres tubos y se utilizan volimenes decimalas difarentes a los
indicados en |a tabla, se obtiene el cddige formade por ol nimero de tubos con resultados positivos en las tres serias
consecutivas, verificando el vaior dal NMP correspondiente, a través de la siguiente férmula;

NMP={NMP de tablas) X (10/mayor volumen inoculado} {1}
Por ejemplo: en medio EC se obtuvo el cddigo 3/3 para la serie de la dilucion 0.01; 2/3 para la serie de la dilucion

0.001 y 1/3 para la serie de ia dilucién 0.0001.
6.2 El codigo es de 3, 2, 1, el indice de coliformes en tabla es de 150, por lo que el resultade es:

NMP/g ST= (150} x (10/0.01) = 150 000 (2)
NMP/g ST=1.5 x 10 5 coliformes fecales (3)
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5.3 Cuando se inoculan mas de tres vollimenas decimales, para la composicidn del cédigo se utilizan los resultados
positivos correspondientes a tres series consecutivas incculadas.

6.4 En ocasiones algunos de los posibles resultados de tubos miltiples son omitidos de las tablas del NMP. Asi los
cédigos como 0-0-3, 0-0-4 y 0-0-5 junto con muchos otros, no estan incluidos. Ello se debe a que Ia probabilidad de
su ocurencia es muy baja. Si en un laboratorio dichos resultados improbables aparecen con una frecuencia mayor de
1%, es posible que se deban a procedimientos equivocados en el mismo, por lo gue deben ser revisados. Cuando el
codigo del NMP no aparezca en tablas, se utilizard la siguiente formula:

NMP.= (Namero de tubos positivos x 100)/ ¥ [{mL muestra tubos neg.) x (mL. muestra totah)] (4)

La frecuencia de obtencién de resultados que no se encuentren en las tablas debe ser baja (< 1%), de ofra forma se
tendra que revisar y confirmar el procedimiento de la prueba.

7. Expresién de resultados

7.1. La densidad de los coliformes fecales se expresa como NMP de coliformes por g de materia seca o ST, el cual se
obtiene a partir de tablas ya establecidas, las cuales incluyen ios limites de confianza al 95% para cada una de las
combinaciones de tres (o cinco) series de tubos positivos posibles. Para su utilizacidn se proporcicnan cddigos
formados por tres algoritmos corespondientes al nimero de tubos con resultados positivos en tres series
consecutivas.

7.2. Interferencias

La posible presencia de otras bacterias que producen acido a pariir de lactosa, lo que se elimina en la prueba
confirmativa a la temperatura de 44.5°C.

Es importante que los tubos de Durham colocadas en los tubos de fermentacion, una vez preparades y esterifizados,
no presenten aire en su interior. En caso contrario se pueden obtener resultades positivos falsos.

8. Informe de prueba

El informe de prueba incluye especificar los siguientes puntos:

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

b) Los resuitados, expresados de acuerde con lo establecido en el inciso 8, ¥

¢) Cualquier suceso particular observade durante el curso del andlisis, asl como cualquier operacidn no especificada
en el métode, o considerada opcional, que pueda haber influido en los resultados.

ANEXO V
METODO PARA LA CUANTIFICACION DE Salmenelia spp

El presente mélodo establece la técnica para llevar a cabo la cuantificacién de Salmcnella spp. mediante la técnica de
tubos muilitiples o ndmero més probable (NMP) en mejoradores de suelos, con el fin de evaluar su calidad.

1. Principio

Este método de analisis se basa en los siguientes principios:

1.1 A partir de un enriquecimiento con medios selectivos, que contienen sustancias inhibidoras, se favorece la
multiplicacién de Salmonella spp., reconstituyendo a su vez la vitalidad de las células dafiadas y, de igual forma,
impidiendo el desarrollo de bacterias coliformes asociadas,

1.2 Una vez realizada la seleccion, las bacterias presentes en una muestra pueden ser separadas por agitacion,
dando por resultado una suspension de células bacterianas, uniformemente distribuidas, a traves de diluciones
sucesivas de la muestra.

1.3 La aplicacién de pruebas bioguimicas que permiten conccer el perfit bioquimico de las cepas en estudio para
comparario, con el que generalmente exhiben las cepas del género Salmonelta spp.

2. Preparacién y acondicionamiento de la muestra

2 1 La muestra debera ser tomada en frascos de 500 ml de capacidad, de boca ancha y previamente esterilizados.
2.2 Las muestras deben ser colocadas en hieleras con boisas refrigerantes o hielo inmediatamente después de su
toma.

2.3 Los tiempos de conservacion en refrigeracion y transporte deben reducirse al minimo.

2.4 A la muestra, antes de ser procesada, se le determinard el contenido de stlidos totales (ST) en por ciento en peso
y posteriarmenta se obtendra el peso en fresco que corresponda a 4 g de ST.

2.5 A partir de su toma y hasta antes de ser procesada, la muestra debe estar en refrigeracién y no transcurrir més de
48 horas. ;
3. Reactivos y materiales

3.1 Reactivos

3.1.1 Agar Hierro Lisina {LIA).

3.1.2 Agar Sulfito de Bismuto.

3.1.3 Agar Triple Azucar Hierro (TSI).

3.1.4 Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD).

3.1.5 Alcohal etflico.
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3.1.6 Caldo de Selenite Cistina.

3.1.7 Caldo de Tetratiocnato.

3.1.8 Cloruro de magnesio.

3.1.9 Cristales de yodo.

3.1.10 Fosfato monopotasico.

3.1.11 Solucién de hidrdxido de sodic 0.1 N.

3.1.12 Solucion de hidréxido de sodic 1 N.

3.1.13 Solucion tampén de fosfatos (agua de dilucién).

3.1.14 Verde brillante,

3.1.15 Yeduro de potasio

3.2 Materiales

3.2.1 Barras magnéticas.

3.2.2 Bulbo de goma.

3.2.3 Cajas Petri astériles (100 x 15 mm.).

3.2.4 Espatula.

3.2.5 Frascos de 100 mL de capacidad con tapa de cierre hermético y capacidad de esterilizado en autociave.
3.2.6 Frascos de 1 L de capacidad con tapa de cierre hermética.

3.2.7 Gradillas y canastillas de acero inoxidable, matraces Edenmeyer de vidrio, de 1 y 2 | de capacidad.
3.2.8 Guantes de latex.

3.2.9 Matraz aforado de 1 L.

3.2.10 Mechero de Bunsen, lampara de alcohol o similar.

3.2.11 Pipetas graduadas de vidriode 1. 5y 10mL

3.2.12 Portapipeteros de acero inoxidable.

3.2.13 Tapabocas.

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

3.2.16 Tubos de rosca (13 mm x 100 mm).

4, Aparatos e instrumentos

4.1 Autoclave a una presion de 1.05 kg/em?, y una temperatura de 121°C.

4.2 Balanza analitica con intervalo de medicién de 0.0001a10.00 g.

4.3 Balanza granataria con intervalo de medicion de 0.1 a 100 g.

4 4 Bafio de agua (con agitacién) con capacidad para operar a una temperatura de 44.5°C £ 0.2°C.
4.5 Estufa u horno con capacidad para operar a una temperatura de 180°C + 10°C.

4.6 Incubadora con capacidad para operar a una temperatura de 37°C £ 0.2°C.

4.7 Incubadora con capacidad para operar a una temperatura de 41°C £ 0.2°C.

4.8 Parrilla con agitacién y calentamiento.

4.9 Potenciémetro con intervalo de medicion de 6.5a 7.5+ 0.2 pH.

4.10 Refrigerador con capacidad para operar entre 2 y 4°C * 0,5°C.

5. Procedimiento

Los siguientes puntos describen la secuencia del método de prueba, el cual debe realizarse conforme a lo descrito,
con el fin de minimizar sesgos en los datos obtenidos.

5.1 Preparacion de medios de cultivo y soluciones

5.1.1 Caldo tetrationato

Férmula

Proteosa peptona o triptona 5.00g
Sales biliares 1.00g
Carbonato de calcio 10.00 g
Tiosulfato de sodio 30.00 g
Agua destilada 1 000.00 mL

Disolver los ingredientas o 16 g del medio, que se encuentra en forma deshidratada an el mercado, en agua destilada
y calentar hasta ebullicidn, posteriormente distribuir en volumenes de 100 mL en recipientes estériles y conservar
entre 5 y 8°C. Antes de usar el medio, agregar 2 mL de solucidn de yodo yodure ¥ 1 ml de solucién de verde brillante
1:1 000 por cada 100 mL de caldo, a cada recipiente.

Una vez que la solucién de yodo yoduro ha sido adicionada al medio, éste debera ser utilizado de forma inmediata.
Nunca se debe volver a calentar.

5.1.2 Caldo selenito cistina

Férmula
Triptona o polipeptona 5000
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Lactosa 4.00¢g
Fosfato disddico 1000 g
Selenito acido de sodic 400¢g
L- Cistina 0.01g
| Agua destilada 1 000.00 mL

Preparacion:

Oisolver los ingredientes o 23 g del medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en agua destilada.
Calentar hasta ebullicion durante 10 minutos &n un bafio de agua y distribuir en volimenes de 10 mL en tubos de
ensayo, para esterlizar 10 minutos por arrastre de vapor. Verificar que el pH sea de
7.0 £ 0.2, en caso contrario ejustar con una solucion de hidréxido de sodio 0.1 N.

Ei medio se debe utilizar el mismo dia de su preparacion.

5.1.3 Agar sulfito de bismuto

Férmula
Exiracto de came de ras 5.00g
Peptona 10.00 g
Glucosa 500y |
Fosfato disddico (anhidro) 4.00g
Suifato ferroso (anhidro) 0.30 g
Sulfito de bismuto 08.00g
Verde brilante 0.025 q
Agar 20009 |
| Agua daestilada 1000.00 mL

Suspender los ingrediantes o 52 g def medio, que se encuentra en forma dashidratada en ¢l mercado, en 1L de agua
destilada, calentar hasta su disolucion completa, agitando frecuentemante.,

Venficar que el pH sea de 7.6 + 0.2, en caso contrario ajustario con una solucitn de hidréxido de sodio 0.1 N.

Enfriar a 60°C y distribuir en cajas de Petri estériles. :

El medio no debe esterilizarse en autoclave, el sobrecalentamiento afecta su selectividad.

5.1.4 Agar xilosa lisina desoxicelato (XLD)

Férmula
Xilosa 3759
L Lisina 5009
Laciosa 7.50g
Sacarosa 7.50g
Cloruro de sodio 50049
Extracto de levadura 3009
Rojo da fenol 0089
 Agar 15009 |
Tiosulfato de sodic 6.80¢g
Dasoxicolato de sodio 2.50g
Citrato de hierro y amonio 0.80 g
Agua destilada 1 000.00 mL

Suspander ios ingredientes o 52 g del medic, que se encuentra en forma deshidratada sn el mercado, en 1L da agua
destilada, Agitar frecuentemente y dejar gue hierva duranta 1 minuto, evitar un sobrecalentamiento, si bien, su
reaccién puede ser satisfactoria, las colonias tienden a ser muy pequefias. Et medio nunca se debe esterilizar en
autoclave. :

Verificar que el pH sea de 6.9 £ 0.2, en casc contrario ajustario con una solucin de hidréxido de sodio 0.1 N.

Enfriar a no menos de 50°C pero abajo de 60°C y vaciar en cajas Petri estériles,

5.1.5 Agar verde britlante (VB}

Férmula

Extracto de levadura 3.00g
Proteosa peptona numero 3
polipeptona 10009
Cloruro de sodio 5.00g
Lactosa 1000g
Sacarosa 10.00 g
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Rojo de fenol 0.08g
Verde brillante 0012549
Agar 20.004g

Preparacién

Suspender los ingredientes o |o indicado por el medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en 1 L
de agua destilada, mezclar bien y calentar hasta ebullicion. Verificar que e! pH sea de 6.9 1+ 0.1 en caso contrario
ajustario con una sclucion de hidroxido de sodio 0.1 N.

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

5.1.6 Agar 8.8.
Férmula
Extracto de carne 500g
*Pglipeptona 500g
Lactosa 10.00¢g
Sales biliares 8.50g
Citrato de sodio 8.50g
Tiosulfato de sodio 8.05¢g
Citrato férrico 1.00g
| Agar 13509
Verde brillante solucién al 0.1% 0.33g
Rojo neutre 025¢g

* La polipeptona se puede sustituir por 2.5 gramos de peptena de caseina y 2.5 gramos de peptona de carne.
Suspender los ingredientes o 60 g del medio que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en 1 L de agua
destilada y calentar a ebullicién hasta disolucién completa. No esterilizar en autoclave. Posteriormente verificar que el
pH sea de 7.0 £ 0.2, en caso contrarie ajustarlo con una solucidn de hidrdxido de sodio 0.1 N,

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

5.1.7 Agar nutritivo™

Férmula

Extracto de camne 300g
Peptona 5.00g
Agar 15.00 9
Agua destilada 1 000.00 mL

** Se puede sustituir por agar infusién cerebro-corazdn o similar.

Suspender los ingredientes en agua, dejar reposar entre 5 y 10 minutos, calentar a ebullicién hasta su completa
disolucién, para posteriormente verificar que el pH sea de 6.8 £ 0.2, en caso contrario ajustaro con una solucion de
hidréxido de sodio 0.1 N y esterilizar a 121°C por 15 minutos. Dejar enfriar a no menos de 50°C y debajo de 60°C y
distribuir en cajas Petri estérniles,

5.1.8 Agar triple azlcar hierro (TSI)

Férmula

Polipeptona 20.00g
Cloruro de sodio 5009
Lactosa 10.00 g
Sacarosa 10.00 g
Glucosa 1.00g
Sulfato ferroso aménico 0.20g
Tiosulfato de sodio 0.20g
Rojo de fenol 0.025¢g
Agar 13.00g
Agua destilada 1.000.00 mL

Suspender los ingredientes o 65 g del medio, que se encuentra en forma deshidratada en el mercado, en 1L de agua
destilada; mezclar perfectamente y calentar a ebullicién, agitando ocasionalmente hasta su completa disolucion.
Verificar que el pH sea de 6.9 + 0.2, en case confrario ajustarlo con una solucién de hidréxido de sedio 0.1 N.
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Enfriar a 60°C y distribuir en volimenes de 4 mL en tubos de rosca y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Los
tubos se inclinan, de manera que el medio de cultive en el fondo alcance una altura de 3 cm y una parte inclinada de
2a3cm,

5.1.9 Agar hierro lisina (LIA)

Formula

Peptona o gelisato 50049
Extracto de levadura 3.009g
Glucosa 1.00g

L Lisina 10.00 g
Citrato férrico amonico 0509
Tiosulfato de sodio 0.049
Parpura de bromocresol 0.02g
Agua destilada 1000.00 mL

Suspender jos componenies ¢ seglin indicaciones del medio que so encuentra en forma deshidratada en el mercado,
on 1 L de agua destilada, y calentar hasta ebullicién con agitacion frecusmie. Verificar que el pHsea de 8.7 £ 0.2, en
caso contrario ajustar con una solucién de hidroxido de sodio 0.1 N.

Enfriar a nc menos de 50°C pero debajo de 80°C y distribuir en volimenes de 4 mL en tubos de rosca, para esterilizar
en presion a 121°C por 12 minutos. Posteriormente dejar enfriar los tubos en posicion inclinada, de tal modo que se
obtengan columnas de medic de 3 cm y una parte inclinada de 2 cm.

5.1.10 Solucidn madre de tampdn A

[ Formula

Fosfato monopotasico

(KHPO,) H?9
Agua destilada 1 000.00 mL

Disolver al fosfato monopotasico en 500 mL de agua dastilada, ajustar o pH a 7.2 £ 0.2 con la solucidn de hidréxido
de sodic 1 N y aforar a 1 000 mL con agua destilada y esterilizar en autoclave a una presion de 1.05 kgfem® y una
temperatura de 121°C. durante 15 minutos, Almacenar en refrigeracién entre 2 y 4°C.

La solucién es estable durante meses, pero se debe desechar cuando se observe turbiedad.

5.1.11 Solucidn madre de tampén B

Fémula
Clorure de magnesio (MgCl,
6H;0) 81009
| Agua destilada 1 00C.00 mi.

Disolver el cloruro de magnesio en 500 mL de agua destiiada y aforer a 1 000 mL con agua destilada y esterilizar a
121°C durante 15 minutos. Almacenar en refrigeracion entre 2 v 4°C. La solucion es estable durante meses, pero se
debe desechar cuando se observe turbiedad.

5.1.12 Solucién tampon de fosfatos (agua de dilucion)

Adicionar 1.25 mL de la solucion patrén A y 5 mL de la solucién patrén B y aforar a 1 L con agua destilada, para
distribuir volimenas de 9.2 mL y 38 mt en tubos de rosca y frascos con tapa de cierre hermético, respeclivamente, ¥
esterilizar en autociave a una presién de 1.05 kg/cm’ y una temperatura d& 121°C, durante 15 minutos. Almacenar a
temperatura ambiente.

5.1.13 Solucién de hidroxido de sadio 0.1 N

Fdrmula
Higréxido de sodio (NaOH) 4.009g
LAgua recién destilada 1.000.00 mi

Preparacion.

Pesar 4.0 gramos de hidréxido de sodio y disolver en 1 000 mL de agua recién destilada y libre de CO, para abatir la
carbonatacién de la solucién y aimacenar en frasco con tapén de rosca.

5.1.14 Solucién de hidroxido de sodio 1 N

Formula
Hidréxido de sodio (NaOH) 40.00 g
Agua recién destitada 1000.00 mL
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Preparacion:

Pesar 40.0 gramos de hidréxido de sedio y disolver en 1 000 mL de agua recién destilada y tibre de CO, para abatir la
carbonatacion de la solucién, almacenar en frasco con tapdn de rosca,

5.1.15 Solucién ds yedo yoduro

Fémula

Cristales de yodo 6.00g
Yoduro de potasio 6.00g
Agua destilada 20.00 mL

Disolver el yoduro de potasio en el agua destilada y agregar lentamente 1os cristales de yodo hasta su completa
disotucion y almacenar en oscuridad. .

5.2 Calibracién de aparatos ¥

Tedos los equipos utilizados deben ser calibrados o sjustados de acuerdo a las especificaciones del fabricante o bien
contra equipos certificados.

5.3 Seguridad

Durante el procesado de la muestra se deben utifizar guantes de itex y cubrebocas, para evitar cualquier riesgo de
infaccion.

Se debe lavar y desinfeclar e drea de trabaio, as! como el matenal utilizado por & analista, antes y después de!
ansayo.

5.4 Manejo de residuos

Todos los residucs de 1a muestra analizada y sobrantes seran esterilizados en avtoctave antes de su desecho.

5.5 Preparacion de la muestra

a} Suspender X gramos de materia fresca que comespondan a 4 gramos de solidos tolales en 36 mL de agua de
dilucién y asl obiener una dilucién de 10-1.

b} Mezclar durante 2 o 3 minutos, con ayuda de una parrilia de agitacién, a velocidad baja (800 rpm), hasta la
completa disotucion.

5.6 Enriquecimiento

a) Suspender X g de materia fresca que cofrespondan a 4 g de sdlidos totales en 36 ml de cakio de tetrationato,
obteniendo una dilucidn de 10-1.

b) Mezclar durante 2 0 3 minutos, con la ayuda de una pantia de agitacién, a baja velocidad (800 pm) hasta la
completa disotucion,

c) Incubar durante 22 +2 horas a 37°C 1 0.2°C.

5.7 Preparacion de dilucionas

a) Una vez transcurrido f tiempo de incubacién, preparer las dituciones decimales seriadas transfirendo 1 mL de
caldo de tetrationato en 9 mL de agua de dilucién (10-2) v asl sucesivamante hasta obtener la dilucion deseada.

b} En cada dilucién se debe homogenaizar perfeciamente agitando 25 veces an 7 segundos, haciendo un arco con la
mufieca de 30 cm de ariba a abajo o con un sistema de agitacién que proparcione resullados eguivalentes. Es
importante efectuar la agitacién siempre de la misma manera, para obtener resultados comparables y utilizar una
pipeta estéril diferente, para cada una de las diluciones decimales subsecuertes.

c) Adicionar por triplicado 1 mi. de cada una de las diluciones preparadas en tubos conteniendo caldo selenito cistina
correctamente etiquetados. Para aforar el iquido de la pipeta, debera aplicarse la punta de ésta en el interior del
cuello manteniéndola en posicion vertical, inclinando ef tubo. Nunca se debe infroducir en la muestra, mas de la
tercera parte de la pipeta.

d) Incubar durante 24 + 2 horas a 41°C £ 0.2°C.

&) Realizar ta observacion de! virado de coloracién, considerando un color anaranjado intenso come positivo de la
prueba correspondiente.

5.8 Aislamiento e identificacion bioguimica de Salmonella spp.

a) El aislamiento y la identificacién no son indispensables para la cusnfificacion de Saimonella spp., pero son
necesarios como control para el laboratorio de que las bacterias fueron comectamente identificadas.

b) A partir de un cierto numero de tubos positivos (con viredo anaranjada), con la ayuda de un asa, sembrar por estria
para obtener colonias aisladas sobre 1a superficie de placas de alguno de los medios diferenciales selectivos. Los
medios uiilizados pueden ser agar verde brillante, agar sulfito de bismuto, agar XLD, agar 5S.

¢) Incubar & 35°C durante 24 horas.

d) Obsarvar los cultives para identificar ias colonias sospechosas para Salmonella spp. como sigue:

. agar verde brillante: colonias rojas o rosas rodeadas del medio rejo.
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. agar bismuto de sulfito: colonias negras con o sin brillo metdlico, rodeadas de un halo café que
posteriormente se transforma en negro.

. agar XLD: colonias rojas, generaiments presentan el centro negre,

. agar S8: colonias transllcidas, transparentes u opacas y algunas veces con centro negro.

e) Para |a identificacion bioquimica se selaccionan al mencs 2 colonias tipicas sospechosas de cada placa, que se
encuentren bien aisladas.

fy Tocar con un asa recta cada colonia e inogular por estria en una placa conteniendo agar nutritivo (u otre medio
similar). Incubar a 35°C £ 0.2°C por 24 horas.

g} A partir de colonias perfectamente aistadas inocular 2 tubos, uno con agar friple azicar y hierra (TS)) y otro con
agar hierro lisina (LIA), por estria en la superficie inclinada y por picadura en el fondo. Incubar a 35°C durante 24
haras.

h) Observar el crecimiento en los tubos y considerar positivas las colonias que den las siguientes reacciones:

. agar TSI en el fondo del tubo se observa virado color amarillo debide a |a fermentacién de la glucosa, en Ja
superficie del medic se intensifica el color rojo. En la mayorla de los casos se cbserva coloracion negra a lo largo de
la picadura, debido a la produccion de H,S.

- agar LIA: se observa coloracion parpura en tode el tubo, en ocasiones se observa la produccion de H,S, con
ennegrecimiento a |o largo de ia picadura.

i) Existen pruebas alternas cualitativas, aunque de mayor costo, que pueden ser empleadas como es el caso de la
prueba miniaturizada API-20E y la confirmacion serolégica que permiten identificar ta especie vy e serotipo,
respectivamente.

j} Si el |laboratorio lo prefiere es factible utilizar el caldo de selenito cistina como medio de enriquecimiento y el caldo
da tetrationato como medio selectivo.

8. Célculos

6.1 El NMP de Salmonella spp. se obtiene a partir del cédigo compuesto por los tubos con resuitade positivo en &l
caldo de sefenito cistina. Si se inoculan tres saties de tres tubos y se utilizan volimenes decimales diferentes a los
indicados en tablas, se obtienen el codigo formado por el nimero de tubos con resultados positivos en las tres series
consacutivas, verificando el valor del NMP correspondiente, a través de la siguiente férmuia:

NMP = (NMP de tablas) x (10/mayar volumen inoculado) (1)

Por efemplo: en medio selenito cistina se obtuvo el codigo 3/3 para |a serie de la ditucion 0.1; 2/3 para la serie de la
dilucion .01 y 1/3 para la serie de la dilucién 0.001.
El cédigo es de 3, 2, 1 al consultar en las tablas obtenemos un valor de 150, el resultado es:

NMPfg ST= {150) x (10/0.1) = 15 000 (2}

NMP/g ST= 1.5 x 10 4 Salmonella (3)

6.2 Cuando se inoculan mas de tres volumenes decimales, para la composicion del cédigo se utilizan los resultados
positivos correspondientes a tres series consecutivas inoculadas.

6.3 En ocasiones algunos de los posibles resultados de tubos maltiples son omitidos de las tablas def NMP. Asl los
codigos como 0-0-3, 0-0-4 y 0-0-5 junto con muchos otros, no estan incluidos. Ello se debe a que la probabilidad de
su ocurrencia es muy baja. Si en un laboraterio dichos resuitados improbables aparecen con una frecuencia mayor de
1%, es posible que se deban a procedimientos equivocados en el mismo, por lo que deben ser revisados. Cuando el
codigo del NMP no aparezca en tablas, se utilizars |a siguiente férmula:

NMP = (NUmero de tubos positivos x 100)/ ¥ [(mL muestra tubos neg.) x {mL muestra total)] (4)

La frecuencia de obtencidn de resultados que no se encuentren en las tablas debe ser baja (menor 1%), de otra forma
se tendra que revisar y confirmar. :

7. Expresion de resultados

7.1 La densidad de Saimonella spp. se expresa como NMP de coliformes por g de materia seca ¢ ST, €l cual se
obtiene a partir de tablas ya establecidas, las cuales incluyen los limites de confianza al 95% para cada una de las
combiraciones de tres (o cinco) series de tubos positivos posibles.

7.2 Para su utilizacion se proporcionan codigos formados por tres algoritmos correspondientes al numero de tubos
con resultados positivos en fres series consecutivas.

8. Informe de prueba

El informe de prueba incluye especificar los siguientes puntos:

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

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

c) Cualquier suceso particular observado durante el curso del andlisis, asf como cualguier operacién no especificada

en el metodo, o considerada cpcional, que pueda haber influido en los resultados.
{RUBRICA).



