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PREFACIO
En laelaboracién de la presente norma mexicana, participaron las siguientes empresas e instituciones:

- ASOCIACION NACIONAL DE LA INDUSTRIA QUI'MICA, A.C.
Direccién Generd.

- ASOCIACION NACIONAL DE PRODUCTORES DE REFRESCOSY AGUAS CARBONATADAS
Direccion Técnica.

- CAMARA DE LA INDUSTRIA DE TRANSFORMACION DE NUEVO LEON
Ingtituto parala Proteccion Ambiental - Direccion General.

- CAMARA MINERA DE MEXICO
Comisién de Ecologiay Recursos Naturales.

- CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DE ACEITES, GRASAS Y JABONES
Gerencia de Ecologia, Normas y Salud.

- CAMARA NACIONAL DE LA INDUSTRIA DEL HIERRO Y DEL ACERO
Ingtituto Mexicano del Hierro y e Acero.

- CAMARA NACIONAL DEL CEMENTO

- COLEGIO DE INGENIEROS MECANICOS Y ELECTRICISTAS
Coordinacion del Comité Nacional Permanente de Peritos de Riesgo Ambiental.

- COMISION FEDERAL DE ELECTRICIDAD
Gerencia de Proteccion Ambiental.

- COMISION NACIONAL DEL AGUA
Gerencia de Saneamiento y Calidad del Agua

- COMITE TECNICO DE NORMALIZACION NACIONAL DE PROTECCION AL AMBIENTE

- CONFEDERACION DE CAMARAS INDUSTRIALES
Comision de Ecologia.

- CONFEDERACION PATRONAL DE LA REPUBLICA MEXICANA
Comision Naciona de Ecologia.

- DEPARTAMENTO DEL DISTRITO FEDERAL
Subdireccion de Verificacion y Control de la Contaminacion.

- INSTITUTO MEXICANO DEL PETROLEO

- INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Académia de Ingenieria Sanitaria;
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados.

- INSTITUTO TECNOLOGICO DE ESTUDIOS SUPERIORES DE MONTERREY
Direccién Generd.

- PETROLEOS MEXICANOS

Exploracion y Producci 6n-Subgerencia de Normatividad y Promaocion;
Refinacidn-Gerencia de Proteccion Ambienta y Seguridad Industrid;
Direccion de Gas 'y Petroquimica Basica;
Direccion Corporativa de Administracion.

- PROCURADURIA FEDERAL DE PROTECCION AL AMBIENTE
Direccion General de Verificacion a Ordenamiento Ecol égico.

- SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y DESARROLLO RURAL
Direccion Genera de Agricultura

- SECRETARIA DE COMUNICACIONES Y TRANSPORTES
Direccidn General de Transporte Terrestre Federal.

NMX-AA-113-1999 1



Centro de Calidad Ambiental UNINET

- SECRETARIA DE ECOLOGIA DEL ESTADO DE MEXICO
Direccion Genera de Normatividad y Apoyo Técnico.
- SECRETARIA DE ENERGIA
Direccion de Seguridad y Proteccién al Ambiente.
- SECRETARIA DE GOBERNACION
Direccion General de Proteccion Civil.
- SECRETARIA DE MARINA
Direccion de Proteccion a Medio Ambiente.
- SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA
Subsecretaria de Recursos Naturales.
- SECRETARIA DE SALUD
Direccién General de Salud Ambiental.

- SECRETARIA DEL TRABAJO Y PREVISION SOCIAL
Subdireccion de la Unidad de Estructuracién de Normas.

- UNIVERSIDAD AUTONOMA CHAPINGO

- UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
Coordinacion de Investigacion.

- UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Centro de Ciencias de la Atmosfera;
Coordinacion de Investigacion Cientifica;
Facultad de Ingenieria-L aboratorio de Control de Emisiones
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ANALISIS DE AGUA - DETERMINACION DE HUEVOS DE HELMINTO - METODO DE PRUEBA
0] INTRODUCCION

Ante la escasez de recursos hidricos, la explosién demogréficay e desarrollo industria, la utilizacion de aguas
residuales son una importante aternativa como fuente adicional de suministro, particularmente para riego
agricola.  Sin embargo, dicha actividad tiene implicaciones negativas desde € punto de vista sanitario, ya que
representa un riesgo a la salud de los trabajadores agricolas y de los consumidores de los productos, en especia
cuando se trata de aquéllos que se consumen crudos como las hortalizas.

Los helmintos patdgenos representan un elevado riesgo a la salud humana debido a que sus diversos estadios
infecciosos (huevos embrionados o larvas) son atamente persistentes en € agua contaminada. Asi, € agua
constituye un vehiculo directo o indirecto de diseminacién de helmintos, aun cuando se encuentren en bajas
concentraciones, dando lugar a enfermedades gastrointestinal es, sobre todo cuando ésta se emplea para €l riego de
cultivos.

1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION
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Esta norma mexicana establece el méodo para la deteccion y enumeracion de huevos de helminto en aguas
residuales, con € fin de evaluar la calidad del aguay la eficiencia de los sistemas de tratamiento de la misma.

Esta norma mexicana es aplicable parala evauacion de lacaidad del aguaresidual cruday tratada.
2 REFERENCIAS

Para la correcta aplicacién de esta norma se deben consultar las siguientes normas mexicanas vigentes o las que las
sustituyan:

NMX-AA-003-1980 Aguas residuales - Muestreo. Declaratoria de vigencia publicada en e Diario Oficial
de la Federacion el 25 de marzo de 1980.

NMX-BB-014-1973 Clasificaciéon y tamafios nominales para utensilios de vidrio usados en laboratorio.
Declaratoria de vigencia publicada en € Diario Oficia de la Federaciéon € 24 de
agosto de 1973.

3 DEFINICIONES

Paralos propdsitos de esta norma se establ ecen las siguientes definiciones:

3.1 Aguas residuales
Es € liquido de composicidn variable, resultante de cualquier uso primario del agua por € que haya sufrido
alteraciones de sus caracteristicas originales.

3.2 Coagulacion
Es laadicion de compuestos quimicos para alterar € estado fisico de los solidos coloidales o suspendidos, afin de
facilitar su remocion por sedimentacion o filtracion.

3.3 Filtracion
Eslaremocion delas particul as suspendidas de un liquido que fluye através de un medio de porosidad adecuada.

3.4 Flotacion

Es la técnica de concentracion donde las particulas de interés permanecen en la superficie de la solucion cuya
densidad es mayor. Por gjemplo, la densidad de huevos de helminto se encuentra entre 1,05y 1,18, y la de los
liquidos deflotacion sesitllaentre 1,1y 1,4.

3.5 Helmintos

Es e término que agrupa a organismos metazoarios macroscopicos, cuyas dimensiones varian de 1 mm a varios
metros de longitud. Poseen 6rganos diferenciados, y sus ciclos vitales comprenden la produccion de huevos o
larvas infecciosas, y laaternancia complga de generaciones que incluye hasta tres huéspedes diferentes.

3.6 Método biféasico
Es la técnica de concentracion que utiliza la combinacién de dos reactivos no miscibles entre si, y donde las
particulas (huevosy detritus) se orientan en funcidn de su balance hidrofilico-lipofilico.

3.7 Nematelmintos o Asquel mintos

Es e término castellanizado que agrupa a organismos metazoarios macroscopicos, de cuerpo adargado y forma
cilindrica.  Algunas especies enteroparésitas de humanos y de animales son: Ascaris lumbricoides, Toxocara
canis, Enterobius vermicularis y Trichiuris trichiura.

3.8 Platelmintos

Es e término castellanizado que agrupa a organismos metazoarios macroscopios, de cuerpo aargado y
dorsoventralmente aplanados. Algunas especies de interés médico son: Taenia solium, Hymenolepis nana e
Hymenolepis diminuta.

3.9 Sedimentacion
Es el proceso fisico de separacidn entre dos fases debido ala diferencia de sus densidades.
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4

PRINCIPIO

Este método de andlisis se basa en la diferencia de densidades entre los huevos de helminto, las demés sustancias
presentes en las aguas residuales, y las que se agregan para permitir la separacion. El método comprende los
procesos de coagulacién, sedimentacion, flotacion, decantacidn y la técnica bifésica para recuperar los huevos de
helminto y efectuar el conteo.

5

MUESTREO

El muestreo constituye una parte integral y fundamental de cualquier programa de evaluacion de la calidad del
agua, por lo cual, éste debe efectuarse como se menciona a continuacion y de acuerdo alo establecido en lanorma
mexicana NMX-AA-003 (ver 2 Referencias):

5.1

5.2
5.3

6.1

6.2

NOTA-

Preparar garrafones de pléstico inerte de 8 L, previamente desinfectados con hipoclorito de sodio
(NaClO).

Lavarlos con agua potable a chorro y enjuagarl os varias veces con agua destilada.

Se toman muestras de 5 L (volumen total), en estos garrafones de plastico inerte, los cuales deben ser
cerradosy sellados.

REACTIVOS Y MATERIALES

Reactivos (grado analitico)

- Acido sulfurico (H,S0y);

- Alcohoal etilico (Co;HsOH);

- Aguadedtilada;

- Cloruro de sodio (NaCl);

- Eter etilico;

- Formaldehido a 4 %;

- Hipoclorito de sodio (NaClO), y

- Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO,4.7H,0).

Materiales

- Aplicadores de madera;

- Barrasmagnéticas;

- Bulbo de goma;

- Espétuly

- Garrafonesde plastico inerte de 8 L de capacidad;

- Gradillas paratubos de centrifuga de 50 ml;

- Guantesdel&tex;

- Pipetasde 10 ml de pléstico;

- Probetas graduadas de 50 ml y de 1 000 ml;

- Recipientes de pléstico inerte de 2 000 ml de capacidad;

- Tamiz de 160 mm;

- Tubos de centrifuga de 200 ml, 450 ml o de mayor volumen seglin sea la capacidad méxima de la
centrifuga;

- Tubosde centrifugaconicosde50 ml, y

- Vasosde precipitados de 1 000 ml.

L os materiales utilizados deben cumplir con lo establecido en la norma mexicana NMX-BB-014 (ver 2
Referencias).

APARATOS

- Agitador tipo Vortex, con control de velocidad y adaptable a diversos tubos;
- Balanza granataria;

- Baanzaanditica

- Bombade vacio con control de velocidad de succidn;

- Cedade Sedgwich-Rafter o camara de conteo de Doncaster;
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- Centrifuga. Capaz de mantener los intervalos de operacion de 1 000 r/min a3 000 r/min, y
temperatura de operacion de 20°C a 28°C;

- Densimetro (Hidrémetro). Capaz de mantener e intervalo de medicion de 1,1 g/ml a 1,4 g/ml, y
temperatura de operacion de 0°C a 4°C;

- Incubadora;
- Microscopio Optico. Equipado para hacer iluminacion Koheler, con aumento de 10 a 100x y
platina movil;
- Parrillacon agitacion magnética, y
- Refrigerador.
8 PREPARACION Y ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA

8.1 L as muestras deben mantenerse a una temperatura de 4°C + 2°C hasta su llegada al laboratorio.

8.2 La muestra debe procesarse dentro de las 48 h después de su toma, o en caso contrario, debe fijarse con
10 ml de formaldehido a 4 %, o bien, preservarse en refrigeracion para realizar su andlisis antes de 2
meses.

9 PROCEDIMIENTO

L os siguientes puntos describen la secuencia del método de prueba, € cua debe realizarse conforme alo descrito,
con € fin de minimizar sesgos en los datos obtenidos.

9.1 Preparacion de soluciones

9.1.1 Solucién desulfato de zinc (ZnSO,) con gravedad especificade 1,3

Disolver 800 g de sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO,.7H,0O) en 1 000 ml de agua destilada; mezclar en la
parrilla magnética hasta homogeneizar totalmente. Medir la densidad con el densimetro. Ajustar ladensidad a1,3
agregando sulfato de zinc o agua destilada, seglin sea el caso.

9.1.2 Solucién de sulfato de zinc (ZnSO,) con gravedad especificade 1,2.
Esta solucion se preparaen lugar de laanterior sdlo cuando se midalaviabilidad de los huevos de helminto.

Disolver 740 g de sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO,.7H,0) en 1 000 ml de agua destilada; mezclar en la
parrilla magnética hasta homogenizar totalmente. Ajustar la densidad a 1,2 agregando sulfato de zinc o agua
destilada, seguin corresponda.

9.1.3  Solucién de acohol-4cido.
Homogeneizar 650 ml de &cido sulfdrico (H,SO,) 0,1 N, con 350 ml de alcohol etilico. Almacenar la solucion en
un reci piente herméti co.

9.2 Calibracion de aparatos
Tanto la centrifuga como & microscopio y el densimetro deben ser calibrados de acuerdo con las especificaciones
del fabricante.

9.3 Seguridad
Durante el procesado de la muestra se debe utilizar guantes de |&tex paraevitar cualquier riesgo de infeccion.

Se debe lavar y desinfectar €l area de trabgjo, asi como el materia utilizado por el andista, antes y después del
ensayo.

Cuando se efectuie la agitacion de las soluciones con éter, ésta se debe realizar en sitios ventilados, y considerar su
inflamabilidad. Evitar € contacto con los ojos, piel 0 ropa, yaque es un reactivo sumamente toxico.

94 Manejo de residuos
Todo material desechado debe ser previamente esterilizado.

9.5 Concentracion y separacion de los huevos de helminto
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Larecuperacion de los huevos de helminto de la muestra se debe redlizar efectuando |os siguientes pasos:

a)
b)

f)
9)

h)

)
k)

9.6
8
b)
©)

9.7

Dejar reposar lamuestra durante 3 h, o bien, todala noche.

Aspirar y desechar € sobrenadante por vacio y sin agitar. Filtrar €l sedimento en e tamiz de 160 mm de
poro. Lavar el tamiz con 5 L de agua (potable o destilada), y recuperar e agua de lavado junto con €l
sedimento.

Colocar € filtrado y e agua de enjuague en € garrafon de 8 L donde originalmente se encontraba la
muestra.

Dejar sedimentar durante 3 h, o bien, toda lanoche.

Aspirar con cuidado € sobrenadante al maximo y desecharlo. Depositar € sedimento en |os recipientes
para la centrifuga. Enjuagar € garrafén perfectamente con poca agua destilada, y colocar la misma
también en |os reci pientes para centrifugacion.

Centrifugar a1 400 r/min - 2 000 r/min, de 3 min a5 min.

Decantar nuevamente € sobrenadante por vacio. Asegurarse que en e fondo del recipiente exista la
pastilla; en caso contrario, centrifugar nuevamente. Resuspender la pastilla en 150 ml de la solucién de
sulfato de zinc (ZnSO,). Si se van a cuantificar |os huevos de helminto, la solucion a utilizar debe ser con
densidad de 1,3. Si se va a determinar viabilidad, la solucién a utilizar debe ser de 1,2. Homogeneizar la
pastillacon e agitador tipo Vortex, o con un aplicador de madera.

Una vez mas, centrifugar a 1 400 r/min - 2 000 r/min, de 3 min a5 min, y recuperar € sobrenadante
virtiendolo en un recipiente de pléastico de 2 000 ml. Diluir cuando menos en 1 000 ml de agua
destilada, y dejar sedimentar 3 h, o bien, todalanoche.

Aspirar con cuidado y a méximo e sobrenadante por vacio, y resuspender e sedimento por agitacion,
utilizando poca agua destilada. Vertir la suspension resultante en 2 tubos de centrifuga de 50 ml,
incluyendo el agua de enjuague del recipiente.

Centrifugar a2 000 r/min - 2 500 r/min, durante 3 min.

Juntar las dos padtillas en un solo tubo de 50 ml y centrifugar a 2 000 r/min - 2 500 r/min
durante 3 min.

Resuspender la pastillaen 15 ml de la solucion de alcohol-acido por medio de un agitador tipo Vortex, y
agregar 10 ml de éter. Agitar suavemente, destapando |os tubos de vez en cuando para dgjar escapar €
gas que se desprenda.

Centrifugar una Ultimavez a2 500 r/min - 3 000 r/min durante 3 min.

Aspirar a maximo el sobrenadante, dejando menos de 1 ml del mismo; homogeneizar la pastilla, y
proceder a determinar la viabilidad.

Cuantificacion de los huevos de helminto totales

Paraevitar la sobreposicién de las estructuras 'y € detritus no eliminado, repartir la muestra en vol imenes
de0,5ml a1,0 ml, con € fin defacilitar lalectura

Distribuir cada uno en una cel da de Sedgwich-Rafter, o bien, en una camara de conteo de Doncaster.

Identificar visualmente una a una las estructuras, anotando las especies identificadas con ayuda de la
figural.

Cuantificacién de los huevos de helminto viables

Para determinar solo los huevos viables, diluir la pastilla en 4 ml de &cido sulfarico 0,1 N (H2SO,), e incubar a
26°C. Transcurridas 4 semanas, realizar laidentificacion y cuantificacion.

10

10.1

donde:

EXPRESION DE RESULTADOS

El nimero de huevecillos por litro se determina con la siguiente férmula:

H
HL=—
5
H es & nimero de huevos leidos en lamuestra;
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HL  ese nimero de huevos por litro, y
5 es el volumen de lamuestra.

10.2  Interferencias

L a sobreposicion de estructuras y/o detritus no eliminado en el sedimento, puede dificultar su lectura. Ental caso,
es importante dividir e volumen en las alicuotas que se consideren necesarias. La fata de experiencia en la
identificacion de especies es también un e emento com(in de sobreconteo.

11 INFORME DE LA PRUEBA

El informe de la prueba debe incluir 1o siguiente:

- Todoslos detalles necesarios paralaidentificacién completa de lamuestra;

- L os resultados, expresados de acuerdo con lo establecido en el punto 10, y

- Cuaquier suceso particular observado durante € curso del andlisis, asi como cualquier operacion no
especificada en e método, o considerada opcional, que pueda haber influido en |os resultados.
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13 CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES

Esta norma mexicana no equivale a ninguna normainternaciona por no existir referencia algunaa momento de su
elaboracion.
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Fuente : Diario Oficia delaFederacién Fecha de Publicacion: 05 de Agosto de 1999
DECLARATORIA de vigencia de la Norma Mexicana NMX-AA-113-SCFI-1999.

Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos Mexicanos.- Secretaria de
Comercio y Fomento Industrial.- Direccion General de Normas.
DECLARATORIA DE VIGENCIA DE LA NORMA MEXICANA QUE SE INDICA

La Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, por conducto de la Direccion General de Normas, con
fundamento en lo dispuesto por los articulos 34 fracciones Xlll y XXX de la Ley Organica de la Administracion
Pudblica Federal; 51-A, 51-B, 54 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacién; 46, 47 del Reglamento de
la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, y 24 fracciones | y XV del Reglamento Interior de la Secretaria
de Comercio y Fomento Industrial, y habiéndose satisfecho el procedimiento previsto por la ley de la materia
para estos efectos, expide la declaratoria de vigencia de la norma mexicana que se lista a continuacion, misma
que ha sido elaborada y aprobada por el “Comité Técnico de Normalizacion Nacional de Proteccion al
Ambiente”.

La presente Norma entrara en vigor 60 dias después de la publicacion de esta Declaratoria de vigencia en el
Diario Oficial de la Federacion.

DESIGNACION TITULO DE LA NORMA
NMX-AA-113-SCFI-1999 ANALISIS DE AGUA-DETERMINACION DE HUEVOS DE HELMINTO-
METODO DE PRUEBA.

Campo de aplicacion
Esta norma mexicana establece el método para la deteccidon y enumeracion de huevos de helminto en aguas
residuales, con el fin de evaluar la calidad del agua y la eficiencia de los sistemas de tratamiento de la misma.
Esta norma mexicana es aplicable para la evaluacién de la calidad del agua residual cruda y tratada.
Concordancia con normas internacionales
Esta norma mexicana no equivale a ninguna norma internacional por no existir referencia alguna al momento de
su elaboracién.
Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 13 de julio de 1999.- La Directora General de Normas, Carmen Quintanilla Madero.-
Rubrica.
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