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Aguas residuales - Métodos de andlisis - Parte 23:
Determinacién de coliformes fecales en medio A-1

Preambulo
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Esta norma se estudié para establecer el método oficial de andlisis para la determinaciéon

de coliformes fecales en aguas residuales, usando medio A-1.

Los anexos A y B forman parte del cuerpo de la norma. El anexo C no forma parte del

cuerpo de la norma y se inserta solamente a titulo informativo.

Esta norma ha sido aprobada por el Consejo del Instituto Nacional de Normalizacién, en

sesion efectuada el 28 de Julio de 1995.

Esta norma ha sido declarada norma chilena Oficial de la Republica por Decreto N° 545,
de fecha 28 de Septiembre de 1995, del Ministerio de Obras Publicas, publicado en el

Diario Oficial N° 35.315, del 13 de Noviembre de 1995.
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Aguas residuales - Métodos de anélisis - Parte 23:
Determinacion de coliformes fecales en medio A-1

1 Alcance y campo de aplicacién

1.1 Esta norma establece el método de anélisis para la determinacién de coliformes
fecales en medio A-1 en aguas residuales.

1.2 Esta norma es aplicable para la determinacién de coliformes fecales en aguas
residuales que cumplan las caracteristicas de las aguas servidas domésticas que se
indican en anexo A de esta norma.

1.3 En caso de que se sospeche que el agua residual contenga elementos o compuestos
que puedan inhibir el crecimiento bacteriano, se debe efectuar un estudio comparativo con
el método de determinacién de coliformes fecales en medio EC (NCh2313/22).

2 Referencias

NCh410 Calidad del agua - Vocabulario.
NCh2313/22 Aguas residuales - Métodos de anédlisis - Parte 22:
Determinacién de coliformes fecales en medio EC.

3 Principios

El método se basa en aislar el grupo coliforme fecal, seleccionando los microorganismos
por incubacién del in6culo a temperaturas mayores a las normales (44,5 °C + 0,2 °C),
utilizando la técnica de tubos multiples.
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4 Definiciones

4.1 aguas residuales: aguas que se descargan después de haber sido usadas en un
proceso, o producidas por éste, y que no tienen ningdn valor inmediato para este proceso.

4.2 técnica de tubos miiltiples: método cuantitativo para estimar la concentracion de
microorganismos presentes en la muestra, mediante la inoculacién de una serie de tubos

en concentraciones decimales decrecientes de la muestra, en un medio de cultivo
adecuado, las cuales se incuban en condiciones de tiempo y temperatura determinados.

5 Reactivos

Todos los reactivos deben ser de calidad p.a.

5.1 Reactivos

5.1.1 Agua destilada o desmineralizada, libre de cloro, trazas de metales y compuestos
téxicos o mutrientes que puedan influir en el desarrollo o supervivencia de
microorganismos.

B.1.2 Tampén fosfato dilucion

a) Solucién concentrada de fosfato didcido de potasio

Fosfato didcido de potasio,

KH,PO, 34g
Hidréxido de sodio, NaOH 1 N
Agua destilada, c.s.p. 1L

Preparacion

Disolver el fosfato diacido de potasio en 500 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7,2
con hidréxido de sodio 1 N. Aforar a 1 L con agua destilada.

b) Solucién concentrada de cloruro de magnesio. Disolver 81,1 g de cloruro de magnesio
hexahidratado en 1 litro de agua destilada.

¢) Tampén fosfato para dilucién (agua de dilucién)

Solucién concentrada de fosfato

diacido de potasio 1,25 ml
Solucidn concentrada de cloruro

de magnesio 5 ml
Agua destilada, c.s.p. 1 000 ml
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Preparacién
Distribuir en botellas y/o tubos de ensayo, las cantidades requeridas de tamp6n de
dilucién. Se acepta una tolerancia de variacién del volumen de un 2% después de la

esterilizacion.

Las botellas y tubos de dilucién deben ser esterilizados a 121°C por 15 min.

5.2 Medios de cultivos

Para asegurarse la uniformidad del medio de cultivo, se deben usar medios deshidratados
comerciales.

5.2.1 Medio A-1

Composicion del medio basal.

Concentraci6n simple Concentracién doble

Lactosa 504 10,0¢g
Triptona 20,049 40,0g
Cloruro de sodio 50¢g 10,0g
Salicina 05g 1,09

* Polietilenglicol
p-isooctil fenil éter 1,0 mi 2,0ml

) Tritén X-100
Preparacidn
Disolver la cantidad adecuada del medio, segiin sea concentracién simple o doble, en un
litro de agua destilada y calentar hasta disolucién completa y ajustar el pHa69 + 0,1.

Antes de esterilizar, distribuir 10 ml en tubos de fermentacion con tubos Durham
invertidos en su interior.

Esterilizar por 10 min en autoclave a 121°C. Almacenar en oscuridad a temperatura
ambiente por no mas de siete dias. Ignorar la formacién de precipitado.

6 Aparatos

6.1 Incubadoras

Las incubadoras deben mantener una temperatura uniforme y constante de 35°C + 0,5°C
todo el tiempo, en todos los puntos.

Las incubadoras deben estar provistas de bandejas espaciadas de modo de asegurar la

uniformidad de la temperatura de la camara.
3
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Mantener dentro de la incubadora un termémetro de precisién, de sensibilidad minima
0,1°C, trazable a uno del National Institute of Standards and Technology, inmerso en
liquido (glicerina, agua o aceite mineral), y llevar un registro diario de la temperatura
(mafiana y tarde). Es deseable, adicionalmente, mantener un termémetro de registro de
méaxima - minima en la bandeja central y registrar el rango de temperatura mas alta en un
periodo de 24 h.

Se recomienda controlar y registrar una vez al mes la temperatura de cada bandeja.

6.2 Baiio termostatado, provisto de una tapa de dos aguas para reducir la pérdida de agua
por evaporacién y capaz de mantener la temperatura a 44,5°C + 0,2°C con circulacién de
agua.

La temperatura debe ser monitoreada usando un termémetro de precisién de sensibilidad
minima 0,1°C, contrastado con un termémetro certificado por el NIST.

El bafio debe tener una profundidad que asegure que los tubos incubados queden
inmersos sobre el nivel del medio.

6.3 Horno de esterilizacién, de tamafio suficiente para prevenir la sobrecarga en el interior;
construido para proporcionar una temperatura uniforme de esterilizacién de 170°C
+ 10°C y equipado con los termdémetros adecuados. El uso de instrumentos de registros
de temperatura es opcional, pero recomendable.

6.4 Autoclave, de tamaiio suficiente, para evitar la sobrecarga interna, construido para
proporcionar una temperatura uniforme dentro de la camara hasta la temperatura de
esterilizacién de 121°C; equipado con un termémetro de precision, cuyo bulbo debe estar
ubicado en la linea de descarga del vapor, de tal forma de registrar la temperatura minima
dentro de la cdmara de esterilizacién, (el uso de un instrumento de registro de temperatura
es opcional), equipado con un mandémetro y vélvulas de seguridad apropiadamente
ajustadas, conectadas directamente con la linea proveedora de vapor saturado o
directamente al generador de vapor y capaz de alcanzar la temperatura deseada dentro de
30 min.

6.5 Equipo electrométrico para medicién de pH, con precisién y reproducibilidad de
0,1 unidades de pH, equipado con electrodos adecuados.

6.6 Balanza de precisién, de sensibilidad minima 1 mg.
6.7 Utensilios para la preparacién del medio, de vidrio borosilicato u otro material no
corrosivo, tal como acero inoxidable. El material de vidrio debe estar limpio y libre de

residuos.

6.8 Pipetas, de 10, 5 y 1 ml, capaces de proporcionar el volumen requerido con seguridad
y rapidez. El error de calibracién dado por el fabricante no debe exceder el 2,5%.
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6.9 Contenedores de pipetas

Cajas de aluminio o acero inoxidable, de un ancho de 56 cm a 7,5 cm, cilindricas o
rectangulares y un largo aproximado de 40 cm o mangas de esterilizacién de plastico
resistente al autoclavado.

No usar contenedores o cajas de cobre o aleaciones de cobre.

6.10 Tubos y botellas de dilucién

Botellas o tubos de vidrio, preferiblemente vidrio borosilicato, con tapas de vidrio
esmerilado © tapas rosca cuyo delineado no produzca compuestos téxicos o
bacteriostaticos durante la esterilizacién. No usar tapones de algodén. Las marcas de los
niveles de graduacién deben ser indelebles en los lados de tubos y botellas. Las botellas
plasticas o de otros materiales no téxicos y de tamafno aceptable pueden sustituir al
vidrio, siempre que puedan ser esterilizados adecuadamente.

6.11 Tubos de fermentacién, de 18 mm x 150 mm 6 20 mm x 150 mm.

Cuando los tubos son usados para ensayo de produccion de gas, se debe incluir un tubo
Durham invertido.

Los tubos deben ser de un tamafo tal, que el tubo Durham quede completamente lieno
con el medio y al menos parcialmente sumergido en el tubo y lo suficientemente grandes

para hacer que las burbujas de gas sean claramente visibles.

No usar tapones de algodén cuando los tubos de fermentacion son empleados en el
ensayo de coliformes fecales.

7 Procedimiento
7.1 Recoleccién y preservacion de la muestra

7.1.1 Usar envases de material neutro e inocuo, esterilizados. En caso de usar frascos, la
tapa vy el cuello deben cubrirse con papel antes de su esterilizacién.

7.1.2 Para muestras que contengan cloro, previo a la esterilizacion, agregar al envase
0,1 ml de solucién de tiosulfato de sodio al 10% m/v por cada 100 mi de muestra.

7.1.3 Para muestras que contengan metales pesados, previo a la esterilizacion, agregar
0,3 ml de solucién al 15% m/v de EDTA ajustada a pH 6,5, por cada 120 ml de muestra.
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7.2 Muestra

Antes de efectuar los cultivos, la botella con la muestra y las diluciones, deben ser
agitadas vigorosamente preferentemente por agitacién mecanica, con movimientos hacia
arriba y hacia abajo.

7.3 Diluciones

7.3.1 Dilucién 1:10 (10"") Tomar 1 ml de la muestra y depositarla en un tubo de ensayo
con 9 ml de agua de dilucién estéril.

7.3.2 Dilucién 1:100 (10%%) De la dilucién 1:10 tomar 1 ml y depositario en un tubo de
ensayo, con 9 ml de agua de dilucién estéril.

7.3.3 Las siguientes diluciones se efecttian de igual forma de acuerdo a la cantidad de
microorganismos esperados.

7.4 Inoculacién
Las muestras se inoculan de acuerdo al siguiente procedimiento:

7.4.1 Inocular 5 tubos de fermentacién con medio A-1 concentracién doble, con 10 ml
de la muestra.

7.4.2 Inocular 5 tubos de fermentacién con medio A-1 concentracién simple, con 1 ml de
la muestra.

7.4.3 Inocular 5 tubos de fermentacion con medio A-1 concentracién simple, con 1 ml de
la dilucién 1:10 (107") de la muestra.

7.4.4 Inocular 5 tubos de fermentaciéon con medio A-1 concentracién simple, con 1 ml de
la dilucién 1:100 (10?) de la muestra.

7.4.5 Asi sucesivamente se inocula de acuerdo con la cantidad de gérmenes esperados.

7.5 Incubacidn

Los tubos inoculados deben ser agitados suavemente para mezclar la muestra con el
medio de cultivo.

7.5.1 Incubar los tubos inoculados en estufa a 35 °C + 0,5 °C por 3 h.

7.5.2 Retirar los tubos de la estufa y sumergirlos en el bafio termostatado a
44,5 °C + 0,2 °C, de tal forma que el nivel de agua del bafio sea superior al nivel del
medio en el tubo, e incubar por 21 h = 2 h.

7.5.3 Junto con la incubacion de las muestras llevar un control positivo £. coli y un
control negativo Enterobacter aerogenes.

6
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7.5.4 Después de terminado el periodo de incubacion registrar los tubos que presentan
alguna formacién de gas y enturbiamiento, dentro de 24 h + 2 h, como reaccién positiva
para coliformes de origen fecal.

8 Expresion de resultados
8.1 El nimero mas probable, NMP, se obtiene de la tabla N°2 que se incluye en anexo B
de esta norma. Las cantidades inoculadas estén sefaladas y sélo indican la dilucién

decimal, no necesariamente son indicativas de los volimenes sembrados.

8.2 El nimero mas probable para combinaciones que no aparecen en la tabla, o para otras
combinaciones de tubos o diluciones, puede ser estimado por la siguiente férmula:

NMP-100 ml = numero tubos positivos-100

(inl muestra tubos negativos)- (ml muestra todos los tubos)

8.3 Cuando se emplean mas de tres diluciones decimales, se debe usar el resultado de
sblo tres de éstas para calcular el nimero mas probable. Para seleccionar estas tres
diluciones se debe elegir la dilucién que dio resultados positivos en los cinco tubos y las
siguientes dos diluciones mas altas. Se deben usar los resultados de estos tres volimenes
para calcular el nimero mas probable (ver ejemplo en anexo C de esta norma).

9 Informe

9.1 El informe del andlisis debe contener la informacién siguiente:

a) la identificacion precisa de la muestra, incluyendo lugar, dia, hora de muestreo y la
fecha del anélisis;

b) los resultados obtenidos segtin se indica en clausula 8 de esta norma;

c) lareferencia a esta norma;

d) cualquier desviacién del procedimiento especificado en esta norma o cualquier otra
circunstancia que pueda afectar los resultados.

10 Bibliografia

[1] Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 18™ Edition.



NCh2313/23
Anexo A

Caracterizacion de aguas servidas domésticas

A.1 En la siguiente tabla se indican los valores caracteristicos de un agua servida
doméstica.

Tabla - Valores caracteristicos de aguas servidas domésticas

Pardmetro Valor caracteristico

pH 60 a 8,0
Temperatura 20 °%
Sélidos suspendidos : 220 mg/L
Solidos sedimentables 6 mg/L 1h
Aceites y grasas 60 mg/L
Hidrocarburos 10 mg/L
Arsénico 0,05 mg/L
Cadmio 0,01 mg/L
Cianuro : 0,20 mg/L
Cobre 1 mg/L
Cromo total 0.1 mg/L
Cromo hexavalente 0,05 mg/L
Fosfaro 5 mg/L
Mercurio 0,001 mg/L
Niguel 0,1 mg/L
Plomo 0,2 mg/L
Sulfatos (disueltos) 300 mg/L
Sulfuros 3 mg/L
Zinc 1 mg/L
Detergentes 10 mg/L
Triclorometano ; 0.1 mg/L
Compuestos fendlicos 0,05 mg/L




Tabla N° 2 - Tabla para el célculo del nimero mds probable

Anexo B

NCh2113/23

Combinacién

Limite de confianza

Combinacién

Limite de confianza

de tubos NP/ 95% de tubos NP 95%
L 100 mi o 100 mi
positivos inferior Superior poarives Inferior | Superior
0-0-0 < 2 - - 4-2-0 22 9,0 56
0-0-1 2 1.0 10 4-2-1 26 12 65
0-1-0 2 1.0 10 4-3-0 27 12 67
0-2-0 4 1.0 13 4-3-1 33 15 77
4-4-0 34 16 80
1-0-0 2 1,0 10 5-0-0 23 9,0 86
1-0-1 4 1,0 15 5-0-1 30 10 110
1-1-0 4 1,0 .18 5.0-2 40 20 140
1411 6 2,0 18 5-1-0 30 10 120
1-2-0 6 2,0 18 5-1-1 50 20 150
5.1-2 60 30 180
2-0-0 4 1,0 17 5-2-0 50 20 170
2-0-1 7 2,0 20 5-2-1 70 30 210
2-1-0 7 2,0 21 5-2-2 80 40 250
2-1-1 9 3,0 24 5-3-0 80 30 250
2.2:0 9 3.0 25 5-3-1 110 40 300
2-3-0 12 5.0 29 5-3-2 140 60 360
3-0-0 8 3,0 24 5-3-3 170 80 410
3-0-1 11 4,0 29 5-4-0 130 50 390
3-1-0 11 4,0 29 5-4-1 170 70 480
3-1-1 14 6.0 35 5-4-2 220 100 580
3-2-0 14 6,0 35 5-4-3 280 120 690
3.2-1 17 7.0 40 5-4-4 350 160 820
4-0-0 13 5,0 38 5-5-0 240 100 940
4-0-1 17 7.0 45 5-5-1 300 100 1 300
4-1-0 17 7.0 46 5-5-2 500 200 -2 000
4-1-1 21 9,0 55 5-5-3 900 300 2 900
4-1-2 26 12 63 5-5-4 1600 600 5 300
5-5-5 21600 - -
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Anexo C
(Informativo)
Ejemplo de célculo de nimero més probable

C.1 En el siguiente ejemplo, el numerador representa los tubos positivos y el denominador
el total de tubos sembrados.

Ejemplo 1 ml 0,1 ml 0.01 ml 0,001 mi Combinacién
de positivos
{a) 5/5 5/5 2/5 0/5 5-2-0
(b) 5/5 4/5 2/5 0/5 5-4-2
(c) 0/5 1/5 0/5 0/5 0-1-0

C.2 En el ejemplo (c), se eligen las tres primeras diluciones de tal forma de incluir el
resultado positivo en la dilucién.

C.3 En otras oportunidades hay que corregir como se muestra en (d). Cuando aparecen
resultados positivos en diluciones mas altas que las tres elegidas, tal como en e).

Ejemplo 1mi 0,1 ml 0,01 mi 0,001 mi Combinacién
de positivos
{d) 5/5 3/5 1/5 1/5 5-3-2
{e) 5/5 3/5 2/5 0/5 5-3-2

10
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