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RESUMEN

Este estudio abordo la optimizacién del analisis microbiolégico de agua potable mediante la implementacion de
un tren de vacio para filtracién por membrana. Se planteaba que esta técnica mejora la deteccién de coliformes
totales y Escherichia coli esenciales para evaluar la seguridad del agua. La metodologia incluy6 pruebas de
selectividad, esterilidad y eficiencia en medios de cultivo Chromocult y PCA, asi como la estandarizacion del
método de filtracion con validacion a través de cepas control. Los resultados obtenidos demostraron que no
existian diferencias estadisticamente significativas entre el sistema de filtracion convencional y el tren de filtracion
ya que en los resultados de los andlisis de varianza se alcanz6 un valor del F calculado de 0.04 para la prueba de
reproducibilidad del método utilizado por dos analistas diferentes, asi mismo para la prueba de reproducibilidad
utilizando los dos sistemas de filtracién bajo las mismas condiciones, se obtuvo un valor del F calculado de 0.45,
por lo tanto se puede concluir que la implementacién del tren de filtracién es eficaz y muestra concordancia con
los resultados en comparacion con el sistema de filtracion convencional, y puede ser operado por dos analistas
diferentes bajo las mismas condiciones.

Palabras clave: Filtracién por membrana; Escherichia coli; Validacién



IMPLEMENTATION OF A VACUUM FILTRATION TRAIN TO IMPROVE THE EFFICIENCY AND
OPTIMIZATION OF THE MEMBRANE FILTRATION PROCESS IN THE IDENTIFICATION OF TOTAL
COLIFORMS AND Escherichia coli PRESENT IN DRINKING WATER

ABSTRACT

This study addresses the optimization of the microbiological analysis of drinking water through the implementation
of a vacuum train for membrane filtration. It was proposed that this technique improves the detection of total
coliforms and Escherichia coli essential to evaluate water safety. The methodology included tests of selectivity,
sterility and efficiency in Chromocult and PCA culture media, as well as the standardization of the filtration method
with validation through control strains. The results obtained showed that there were no statistically significant
differences between the conventional filtration system and the filtration train since in the results of the variance
analysis a calculated F value of 0.04 was reached for the reproducibility test of the method used by two different
analysts, as well as for the reproducibility test using the two filtration systems under the same conditions, a
calculated F value of 0.45 was obtained, therefore it can be concluded that the implementation of the filtration train
is effective and shows agreement with the results in Comparison with the conventional filtration system, and can
be operated by two analysts Different under the same conditions.

Keywords: Membrane filtration; Escherichia coli, Validation



1. INTRODUCCION

La calidad del agua potable es un tema de vital importancia debido a su papel esencial en la vida humana. La
presencia de microorganismos patégenos, como bacterias, virus y protozoos, asi como de contaminantes
guimicos, puede representar un riesgo significativo para la salud si se encuentran en concentraciones elevadas
[1]. Los andlisis de calidad del agua potable son fundamentales para asegurar que ésta cumpla con los estandares
regulatorios y para identificar cualquier contaminacion que pueda representar un riesgo para la salud publica. El
monitoreo constante de la calidad del agua es crucial para prevenir brotes de enfermedades transmitidas por el
agua y garantizar un suministro seguro y confiable para la poblacion [2].

Durante el proceso de suministro de agua, surgen oportunidades para la entrada y proliferacion de
microorganismos desde multiples fuentes, como cdmaras de bombeo, tanques de distribucién y reparaciones en
tuberias. Sin embargo, el problema mas critico radica en la contaminacion con materia fecal. Las tuberias pueden
albergar sedimentos y heces, proporcionando un ambiente ideal para el crecimiento de microorganismos [1]. Un
andlisis eficiente y preciso del agua potable es crucial para asegurar que ésta cumple con los estandares de
calidad y seguridad, ademas de contribuir a la identificacion temprana de problemas en la fuente de suministro y
en el sistema de distribucién. Esto permite tomar medidas preventivas y correctivas oportunas [3]

La preocupacién principal es la salud publica, ya que la ingestion de agua contaminada con patégenos puede
desencadenar enfermedades entéricas que afectan el sistema gastrointestinal humano. Los microorganismos
causantes de estas afecciones son expulsados en las heces y, en situaciones de mala higiene y saneamiento, el
contacto directo con la materia fecal puede resultar en infecciones graves [4].

En los laboratorios de control de calidad, una de las técnicas mas eficaces para determinar la presencia de
coliformes fecales y totales es el método de filtracion por membrana [11]. Este método permite obtener resultados
altamente confiables mediante el analisis de grandes volimenes de muestras. El proceso consiste en pasar una
muestra a través de un filtro de membrana con poros de 0,45 um, donde las bacterias quedan retenidas [5].

Existen diversos equipos para realizar la filtracion por membrana, los cuales optimizan los tiempos de operacién
segun el numero de muestras que se requieran analizar. Entre ellos, el uso de un tren de vacio para la filtracion
por membrana es especialmente relevante en areas donde la calidad del agua potable es una preocupacién
constante [12]. Este enfoque no solo aumenta la sensibilidad en la deteccion de microorganismos patégenos, sino
que también reduce el tiempo necesario para obtener resultados, lo cual es vital en situaciones de emergencia [6].

La validacion de un método es fundamental para asegurar la fiabilidad y reproducibilidad de los resultados
obtenidos. Las validaciones se basan en estdndares y normativas nacionales e internacionales, las cuales
garantizan la calidad de los métodos de ensayo [7]. La norma internacional 1ISO 17025 establece los requisitos
generales para respaldar un sistema de gestion de calidad efectivo, asegurando que los procedimientos llevados
a cabo en este estudio sean realizados de manera confiable y consistente [8].

En esta investigacion, se realiz6 la implementacion de un tren de filtracion al vacio para mejorar la eficiencia y
optimizacién del proceso de filtracion por membrana para una empresa dedicada entre otros al analisis
microbiolégico de agua potable y de recreacion [6].



2. MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo el estudio del analisis de la calidad del agua potable se utilizd un nuevo sistema de tren de
vacio para filtracion por membrana y un sistema ya utilizado de vacio de un solo embudo con fines microbiolégicos,
para validar el método y comparar los dos sistemas utilizados en el laboratorio, se realiz6 la siguiente metodologia:

2.1. Ubicacién del estudio

El estudio de la validacion de método para filtracién por membrana utilizando un tren de filtracién al vacio de tres
puestos y un sistema de filtracién de un solo puesto para el andlisis de agua potable, fue llevado a cabo en un
laboratorio del sector dedicado a el analisis microbiolégico y fisicoquimico del agua potable y uso recreacional en
las ciudades de Cali, Jamundi y Palmira.

2.2. Control de ambientes

Para el control de ambientes se utiliz6 el método de sedimentacion en placa, el cual consistié en abrir una caja
Petri durante 20 minutos en diferentes puntos del laboratorio de microbiologia, las cajas contenian agar PCA para
lograr la proliferacién de microorganismos aerobios mesdfilos, y otra caja con agar Sabouraud para la proliferaciéon
de hongos, mohos y levaduras. Pasados el tiempo, las cajas fueron cerradas y llevadas a incubacién, para las
cajas con PCA las condiciones de incubacidn fueron las siguientes: 35°C por 48 horas, mientras que las cajas que
contenian el agar Sabouraud fueron incubadas a temperatura ambiente durante 5 dias.

2.3. Control de calidad de los medios de cultivo

Se utilizaron los siguientes medios de cultivo: Agar Chromocult (Merk agar para coliformes 110426) para la
identificacién de bacterias coliformes (Totales y Escherichia coli), Agar Plate Count (Agar para métodos estandar
(PCA) ISO/APHA), Tripticasa de Soja Agar (TSA) Tripticasa de Soja Caldo (TSB por sus siglas en ingles) para la
reactivacion de las cepas, y agua desmineralizada.

Para determinar la esterilidad del medio, estos se prepararon de acuerdo a las indicaciones dadas por la casa
comercial, los medios previamente preparados fueron servidos en cajas Petri y llevados a incubacion por 48 horas
a 37°C, para el medio Chromocult se debe resaltar que este medio no fue esterilizado en la autoclave porque su
casa comercial indica que este medio no es acto para autoclave [13], por lo tanto después de haber sido preparado
y calentado, se sirvio en las cajas Petri estériles y fue llevado a incubacién por los tiempos y temperaturas ya
mencionados en donde una vez pasado el tiempo de incubacién deberian dar un resultado de esterilidad positivo,
es decir, no puede haber crecimiento bacteriano [9].

2.4. Control de calidad de la autoclave

El proceso de control de calidad de la autoclave fue realizado con el fin de garantizar que el equipo funcionara y
esterilizara adecuadamente los materiales a utilizar en la validacion, este control se realiz6 de la siguiente manera:
para ello se empled un control biolégico utilizando ampollas de vidrio de Sterikon® Plus Bioindicator, distribuidas
por la casa comercial Merck, este indicador fue puesto en la parte central de la autoclave para que el vapor no
lograra alcanzarla, una vez ubicado en la autoclave, se inicié con el ciclo de esterilizacion empleado normalmente
en el laboratorio [10]

Pasado el tiempo de esterilizacion, se retird el indicador de la autoclave y fue llevado a incubacion a 35°C durante
48 horas. Una vez pasado el tiempo, se realizé la lectura de los resultados.



2.5. Reactivacion de la cepay estandarizacion del inoculo
¢ Reactivacion de las cepas bacterianas

A partir de una puncion de medio TSA de cada una de las cepas, se tomd una porcién de agar, se agreg6 en 1mL
de medio TSB y se llevo a incubacion por 37°C durante 48 horas. Una vez pasado el tiempo de incubacion, se
sembré por agotamiento en TSA hasta observar el crecimiento.

e Estandarizaciéon del inoculo

Una vez se observé el crecimiento de las cepas de referencia en TSA, se procedié a estandarizar el inoculo de la
siguiente manera: En un frasco estéril que contenia 30mL de agua peptonada, se realiz6 una suspension
bacteriana de cada una de las cepas de trabajo hasta alcanzar una absorbancia en el espectrofotdmetro a 600nm
de 0,3.

Una vez determinada la turbidez, se realizaron diluciones seriadas hasta 107 partiendo de 1mL de la suspensién
bacteriana previamente realizada en tubos de ensayo que contenian 9mL de agua peptonada. Posteriormente se
procedi6 a sembrar 10uL de las diluciones 10, 106y 107 por triplicado para observar su crecimiento y determinar
la concentracién de trabajo.

2.6. Pruebas de selectividad y productividad
e Prueba semicuantitativa: Método ecometrico

Para esta prueba se selecciond la cepa de referencia de Escherichia coli ATCC 25923 y como cepa interferente
Staphylococcus aureus ATCC 6438. Cada cepa se sembré por triplicado en medio de cultivo Crhomocult y PCA
de la siguiente manera: la caja Petri fue dividida en cuatro cuadrantes, con la ayuda de un asa estéril calibrada a
10 uL en cada cuadrante se realizaron 5 estrias paralelas y una estria central sin retomar la muestra sobre la
superficie del medio de cultivo [14]. En la figura 1 se puede observar cédmo fue realizada la técnica

Figura 1. Demostracion Grafica del Método Ecometrico

Una vez listas, las cajas fueron llevadas a incubacion a 37°C por 48 horas. Pasado el tiempo de incubacion se
procedio a realizar la evaluacion del indice de crecimiento absoluto (ICA) en donde a cada estria que tuvo un
crecimiento mas del 25% se le asignd un valor de 0.2 mientras que a la estria central se le asigné un valor de 1
cuando se observaba crecimiento, sino se observaba un crecimiento se tomaba como 0, posterior a esto, para
obtener el ICA se deben sumar todos los valores calculados en cada uno de los cuadrantes. En la tabla 1 se
muestras los criterios de evaluacion del ICA.



Tabla 1. Criterios de evaluaciéon del ICA

ICA PRODUCTIVIDAD
>2,5 bajamente productivo
22,5-4.0 medianamente productivo
>4,0 altamente productivo

e Prueba Cuantitativa

Para esta prueba se procedié a realizar una suspension bacteriana en 30mL de agua peptonada la cual fue
ajustada a una concentracion de 3x108 UFC/mL para cada una de las cepas, para efectuar un control negativo y
positivo del crecimiento en los medios Chromocult y PCA. Una vez lista la suspensién se realizaron diluciones
seriadas hasta 107 de cada una de las cepas y se procedié a sembrar por superficie 100uL de la diluciéon 107 de
E. coliy S. aureus en Chromocult como medio de cultivo experimental y 100uL en PCA como medio de referencia,
este procedimiento se hizo por triplicado para una mejor comparacion. Una vez lista la siembra por superficie las
cajas Petri fueron llevadas a incubaciéon a 37°C por 48 horas.

Pasado el tiempo de incubacion se procedi6 a determinar la proporcion de la productividad de los medios, de la
siguiente manera:

Nc chr

P!m x100

Donde
Nc Chr = es el nimero de colonias obtenidas en Chromocult
Nc PCA = es el nimero de colonias obtenidas en PCA

e Prueba Cualitativa

Esta comparacion se hizo de manera visual en donde a cada prueba se le evalué un score de cero a dos del
crecimiento en el medio de cultivo en donde dos determina un buen crecimiento y cero cuando no hubo
crecimiento.

2.7. Implementacion de un tren de filtracion de tres puestos como medio para optimizar el tiempo y la
eficacia en los resultados de la filtracién por membrana

Este proceso se hizo con el fin de optimizar el tiempo y la eficiencia del proceso de filtracién por membrana en el
laboratorio, ya que utilizar trenes de dos 0 mas puestos a la hora de filtrar resulta ser un disefio Gtil en laboratorios
donde se requieran analisis paralelos de varias muestras.

El sistema se compone de: tres embudos de filtracion, un soporte sostener los tres embudos de manera segura y
estable, bomba de vacio para aplicar presién negativa y facilitar la filtracién, conexiones y tubos adecuados para
conectar los embudos a la bomba de vacio y el frasco de recepcion del filtrado. Cabe resaltar que los embudos y
filtro estan hechos en acero quirdrgico lo que nos va a permitir la esterilizacion de estos sin estimar inconvenientes
y asegurando asi la calidad del proceso.

2.7.1 Validacion del método de filtracion por membrana usando un tren de tres puestos y un sistema
convencional de un puesto para la deteccién de Escherichia coli

Para esta validacion se realizo la comparacion entre los dos sistemas de filtracion presentes en el laboratorio, el
proceso se realizé de la siguiente manera: Se realizé el inoculo de un cultivo joven de E. coli en 30mL de agua



peptonada y se ajusté a una concentracion de 3x108 UFC/mL con la ayuda del espectrofotémetro, una vez listo el
inoculo se procedié a realizar diluciones seriadas hasta 107 la cual se inoculé 1mL en tubos de ensayo que
contenian 9mL de agua peptonada hasta la dilucion 10 el tubo 107 contenia 36mL de agua peptonada y fue
inoculado con 4mL de la diluciéon 10-¢ obteniendo un volumen final de inoculo de 40mL el cual sera pasado a un
recipiente estéril que contenia 360mL de agua peptonada para filtrar 200 mL por triplicado. Este proceso se hizo
para ambos sistemas en las mismas condiciones.

e Prueba de repetibilidad

Para esta prueba se realizé el mismo procedimiento del apartado 2.6. Fueron realizadas 3 repeticiones de la
prueba con la dilucién 10-7.

e Pruebade reproducibilidad

Para esta prueba se realizé el mismo procedimiento del apartado 2.6, 3 repeticiones del método con un analista
diferente.

e Andlisis estadistico de la validacion
Para el analisis estadistico se utilizé el programa PASW Statistics 18 mediante la prueba estadistica de Analisis
de varianza (ANOVA) para determinar la reproducibilidad y repetibilidad.
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Control de ambientes
El control de ambiente fue realizado durante los dias en el que se realizo el proceso de validacién en el laboratorio
de microbiologia de la empresa. Se obtuvieron resultados 6ptimos puesto que no hubo crecimiento de

microorganismos mesofilos y mohos y levaduras. Esto nos indica que los procesos de limpieza y desinfeccién
implementados en el laboratorio de microbiologia de la empresa son éptimos y realizados correctamente.

Fuente: Autor



3.2. Control de calidad de los medios de cultivo

Para garantizar la seguridad y la validez de los ensayos realizados, fue esencial confirmar la esterilidad de los
medios de cultivo utilizados, en los resultados pudimos observar que no hubo contaminacién alguna en las cajas
que fueron incubadas en las condiciones dadas, lo que nos da a entender que los medios de cultivo fueron
procesados correctamente cada uno como lo indica su casa comercial lo que nos garantizdé que los medios de
cultivo se encontraban en condiciones 6ptimas para su uso en los ensayos determinados.

Figura 3. Resultados de las cajas Petri con Figura 4. Resultados de las cajas Petri con
agar Chromocult agar PCA

Fuente: Autor
Fuente: Autor

3.3. Control de calidad de la autoclave

Las ampollas Sterikon Plus Bioindicator fueron utilizadas con el fin de verificar la eficiencia de los procesos de
esterilizacion en la autoclave, este proceso se realizé una vez al mes al momento de realizar la validacién, una
vez culminado el proceso de esterilizacion pudimos observar que esta ampolla se mantuvo en su color inicial, lo
que nos indica que las esporas de Geobacillus stearothermophilus que son las bacterias que contienen las
ampollas ya que estas son resistentes al calor fueron eliminadas eficientemente debido a que las ampollas al
conservar su color después de la esterilizacion nos confirma un proceso exitoso, al contrario si la esterilizacién no
hubiera sido eficiente, las esporas habrian germinado y crecido virando de rosa a un color amarillento en las
esporas. Entonces al no observar cambios de color amarillo en las pruebas realizadas, nos asegura que no hubo
fallos en la esterilizacion.



Figura 5. Resultados de las cajas Petri con
agar Chromocult

g

Fuente: Autor

3.4. Estandarizacién del inoculo

El proceso de estandarizacion del inoculo nos permitié determinar la concentracion bacteriana de cada una de las
cepas utilizadas, esto con el fin de establecer la dilucion de trabajo, la cual es fundamental para la verificacion y
selectividad de los medios de cultivo. Para este trabajo se seleccion6 la cepa de referencia de Escherichia coli
ATCC 25922 y la cepa interferente Staphylococcus aureus ATCC 6438. Se determind que a una densidad Gptica
de 0,3 a 600 nm una concentracion de 1,5 a 3,0 x 108 UFC/mL como se observa en la figura 2, conforme a los
requisitos normativos [16]. Se debe resaltar que los inodculos fueron usados en su fase estacionaria para asegurar
una poblacién celular estable y homogénea, ya que en esta fase el nUmero de células no varia significativamente,
lo que nos permitid minimizar errores sistematicos entre los analistas que participaron en este proceso [17].

4,00E+08
3,50E+08

3,00E+08

2,50E+08
2,00E+08

UFC/mL

1,50E+08
1,00E+08
5,00E+07
0,00E+00

D'OGDE)nm: D!3

Figura 6. Determinacion de la concentracion bacteriana a una D.Osoonm = 0,3

3.5. Pruebas de productividad y selectividad

La norma ISO 17025 establece los requisitos que deben cumplir los laboratorios de ensayo y calibraciéon para
asegurar su competencia técnica y la validez de sus resultados [7]. Esta norma es fundamental para garantizar la



calidad de los analisis microbiolégicos y la confiabilidad de los resultados obtenidos. Parte de estos requisitos
incluye el control y aseguramiento de la calidad de los materiales utilizados, como los medios de cultivo y las cepas
de referencia. Por lo tanto, para evaluar la calidad de los medios de cultivo utilizados en este estudio, se realizaron
ensayos de productividad y selectividad. En donde se comparé un medio de control (PCA) en donde los
microorganismos crecen en oOptimas condiciones, con el medio a evaluar (Chromocult) para determinar la
productividad y selectividad de este.

Una vez reactivadas las cepas, se procedid a evaluar la calidad de los medios mediante la prueba del método
ecometrico, a partir de este analisis de pudo evaluar el crecimiento de las cepas de referencia E. coli ATCC 25922
en agar Chromocult y agar PCA como medio de cultivo control para determinar la eficacia de los medios de cultivo
en el desarrollo de microorganismos por medio de la determinacion de la productividad.

Por otro lado, también se utilizé el método de proporcion de productividad (PR) y el indice de crecimiento absoluto
(ICA) como se indica en la tabla 2. Alli se puede observar que el medio de cultivo Chromocult con un PR de 0,79
para E. coliy un PR de O para S. aureus esta dentro del rango de aceptacion, lo que nos denota que este medio
es altamente eficiente para el crecimiento de microorganismos selectivos. Por otro lado, tenemos el indice de
crecimiento absoluto en donde se pudo comparar el medio control con el medio referente, para el medio control
(PCA) se obtuvo un ICA de 4,4 para E. coliy un ICA de 4,8 para S. aureus lo que nos indica que ambos medios
cumplen con los parametros establecidos indicando su alto grado de productividad. Mientras que para el medio
de cultivo Referente la selectividad se determind de la siguiente manera: para E. coli se obtuvo un ICA de 3.5 lo
que nos indica un alto grado de selectividad, mientras que para S. aureus se obtuvo un ICA de 0 lo que nos indica
gque este medio inhibe totalmente el crecimiento de esta bacteria, lo que nos sugiere que el medio de referencia
Chromocult para E. coli no solo es efectivo para el crecimiento de esta bacteria, sino que también inhibe el
crecimiento de cepas interferentes como S. aureus.

Tabla 2. Productividad y selectividad de los medios de cultivo

MEdIC.) de Medicién M.O Metodo de control | Criterio
Cultivo
Cuantitativo PR=10,79
« Productividad E. coli Semicuantitativo ICA=3,5
((Oc}\’ Cualitativo Score = 2
d\«o Cuantitativo PR=0
Selectividad S. aureus Semicuantitativo ICA=0
Cualitativo Score =0
. Semicuantitativo ICA=44
E. coli Cualitati Score =2
QQ?“ Productividad uantativo core =
Semicuantitativo ICA=4,_8
S. aureus —
Cualitativo Score =2

Los resultados obtenidos destacan que la prueba del método ecometrico es una herramienta eficaz para evaluar
la capacidad de un medio de cultivo en la recuperacién de una cepa en estudio. Se puede notar que los medios
utilizados favorecen tanto a la productividad como a la selectividad de los microorganismos, asegurando
resultados confiables en los ensayos realizados [18].

El medio de cultivo Chromocult al mostrar altas proporciones de productividad y altos indices de crecimiento
absoluto con Escherichia coli y una completa inhibicion de Staphylococcus aureus, demuestra ser efectivo y
selectivo. Esto respalda su uso en estudios microbiolégicos donde la precision y la confiabilidad son esenciales.

3.6. Validacién del método de filtracién por membrana usando un tren de tres puestos y un sistema
convencional de un puesto para la deteccién de Coliformes totales y Escherichia coli



e Repetibilidad y reproducibilidad

Los ensayos de repetibilidad se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones de manipulacién por triplicado,
asegurando que las condiciones fueran constantes para garantizar la confiabilidad de los resultados, tabla 3. A su
vez para los ensayos de reproducibilidad fueron realizados por diferentes analistas para evaluar la consistencia
de los resultados entre distintos operadores, se realizaron tres ensayos para la dilucién 107 donde se encontraron
los valores de mejor cuantificacion.

Tabla 3. Conteo obtenido mediante los ensayos realizados para la prueba de repetibilidad como
resultado de la filtracion por membrana para la cepa de E. coli ATCC de la dilucién 10"-7

Tiempo Dilucion Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Ensayo 5 Ensayo 6 Promedio Desviacion
estandar
48 horas 107 38 40 45 36 46 42| 41,1666667| 3,92003401

De acuerdo con los resultados de repetibilidad obtenidos en la tabla 3 se puede notar que los parametros de
repetibilidad estuvieron dentro de los parametros establecidos debido a sus resultados consistentes a la hora de
realizar los ensayos bajo las mismas condiciones, estos resultados pueden deberse a las condiciones de medicién
constantes del laboratorio a la hora de realizar los ensayos, es importante tener un ambiente controlado
(temperatura y humedad relativa), usar los mismos equipos, procedimientos estandarizados entre otros ya que
todos estos parametros garantizan que las mediciones sean precisas y consistentes [15].

Por otro lado, para comprobar que el método cumple con los parametros de reproducibilidad se realiz6 mediante
un andlisis de varianza (ANOVA) tabla 4, en donde se plantearon varias hipétesis:

Hipotesis nula (Ho): No hay diferencias significativas las medidas obtenidas por los dos operarios. (Si el valor
critico de F es mayor al valor de F calculado se acepta Ho)

Hipotesis relativa (H1): hay diferencias significativas las medidas obtenidas por los dos operarios. (Si el valor
critico de F es menor al valor de F calculado se rechaza Ho)

Tabla 4. Resultados obtenidos del andlisis de varianza para la reproducibilidad del método realizado por analistas
diferentes.

Origen de las Sumade Grados de Promedio de . ,\./alor

A . F Probabilidad critico para
variaciones cuadrados libertad los cuadrados =
Entre grupos 0,67 1 0,67 0,04 0,844 7,709
Dentro de los 6067 4 1517

grupos

Total 61,33 5

En esta tabla se puede observar como el favor critico de F es mayor al F calculado, por lo tanto, se acepta la
hipétesis Ho, por lo cual no hay diferencias significativas en las medidas obtenidas por los dos analistas.

Asi mismo para comprobar la reproducibilidad de los sistemas de filtracion se realiz6 mediante el mismo analisis
estadistico, ANOVA y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados obtenidos del analisis de varianza para la reproducibilidad de los dos sistemas de filtracion.



Valor

Origen de las Sumade Grados de Promedio de - .

S : F Probabilidad critico para
variaciones cuadrados libertad los cuadrados £
Entre grupos 44,25 3 14,75 0,45 0,73 4,07

Dentro de los
grupos 264 8 33
Total 308,25 11

Hipotesis nula (Ho): No hay diferencias significativas en las medidas obtenidas al filtrar en el sistema convencional
o en el tren de filtracion. (Si el valor critico de F es mayor al valor de F calculado se acepta Ho)

Hipodtesis relativa (H1): hay diferencias significativas en las medidas obtenidas al filtrar en el sistema
convencional o el tren de filtracion. (Si el valor critico de F es menor al valor de F calculado se rechaza Ho)

En esta tabla se puede observar como el valor critico de F es mayor al F calculado, se acepta la hipétesis del Ho,
lo que nos indica que no hubo diferencias significativas en las mediciones de los filtros.

Los valores obtenidos en los ensayos de repetibilidad mostraron una alta consistencia, indicando que el método
de filtracion por membrana es preciso cuando se utiliza bajo condiciones controladas.

Asi mismo los ensayos de reproducibilidad demostraron que el método también es robusto, ya que los diferentes
analistas obtuvieron resultados comparables.

Estos resultados confirman que el método de filtraciébn por membrana, utilizando un tren compuesto de tres
embudos y un sistema convencional de un solo embudo, resulta ser confiable para ambos casos en la deteccion
de coliformes totales y Escherichia coli. La validez del método se respalda en la capacidad de obtener resultados
repetibles y reproducibles, lo que es crucial para la precisién de los andlisis microbiolégicos.

3.7. Implementacion de un tren de filtracién de tres puestos como medio para optimizar el tiempo y la
eficacia en los resultados de la filtracién por membrana

Las diferencias entre los resultados del tren de filtracidn y el sistema de filtracién convencional de un solo embudo,
es casi nula, debido a que estos presentaron resultados muy cercanos a la hora de realizar las pruebas. Lo que
nos da a entender que el tren de filtracién implementado en el laboratorio se encuentra en 6ptimas condiciones
para operar garantizando resultados precisos y confiables.

La implementacién del tren de filtracion al vacio aguarda muchas ventajas en su uso: este sistema cuenta con una
mayor eficiencia en los tiempos de analisis debido a que al filtrar tres muestras diferentes simultaneamente, se
reduce significativamente el tiempo total del analisis. A su vez el disefio del sistema es sencillo y facil de montar,
lo que facilita su uso en diversos entornos del laboratorio. La utilizacion de este tren en el analisis de agua potable
es de gran importancia debido a su capacidad para mejorar la precision, eficiencia y confiabilidad del proceso
analitico. Este sistema, como ya se mencioné ayuda a reducir el tiempo de analisis, mejora la calidad del filtrado
y minimiza la contaminacién cruzada ya que al tener tres puestos permite filtrar diferentes muestras en paralelo
sin mezclarlas.



4. CONCLUSIONES

e El método de filtracion por membrana utilizado en el laboratorio de analisis de aguas se ha comprobado
como confiable y reproducible, ya que gracias a la prueba estadistica utilizando el software ANOVA, nos
ha revelado que no existen diferencias significativas en los promedios de los ensayos de repetibilidad y
reproducibilidad para las cepas estudiadas.

e El agar Chromocult demostré alta productividad y selectividad para Escherichia coli inhibiendo
microorganismos interferentes y cumpliendo con los criterios de aceptacion establecidos por la norma.

e Se logré determinar que la filtracion por membrana para la deteccion de Coliformes totales y Escherichia
coli tuvo un alto nivel de robustes indicando asi resultados buenos independientemente del analista que
realice la prueba.

e Lainvestigacion validé el método de filtracion por membrana y las técnicas asociadas como herramientas
eficaces para la deteccidn de coliformes totales y Escherichia coli en aguas utilizadas en la industria, esto
nos garantiza que puede ser aplicada de manera consistente por diferentes analistas asegurando la
calidad del agua y la seguridad a la hora de entregar resultados.

e Un tren de filtracién al vacio, resulta ser un sistema bastante eficaz, resulta ser muy til en laboratorios
donde se manejan grandes volimenes de muestras o cuando se necesita optimizar el tiempo de filtracion.
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