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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalud la calidad microbiolégica de el
agua de bidones en etapas de purificacion y como producto terminado, de la
Fabrica Cuenca Bottling Company; ademas se determinaron los sitios de

contaminacion estableciendo las posibles causas de la misma.

El presente estudio tiene un disefio observacional, analitico, prospectivo de
corte transversal. Se efectué un muestreo aleatorio simple a conveniencia, bajo
este criterio se realizaron 432 andlisis microbiolégicos en un periodo de seis

semanas comprendidos entre los meses de abril y junio.

Los indicadores de calidad microbiolégica seleccionados fueron coliformes
totales y aerobios mesodfilos, los mismos que se encuentran sefalados en la
norma técnica ecuatoriana dando un criterio de los niveles maximos
permisibles y como se encuentra el agua a envasarse en las diferentes etapas
de purificacion, los mohos y levaduras, fueron seleccionados bajo tres criterios,
es un indicador propio de la fabrica, ademas ésta agua purificada se empleara
como materia prima para la elaboracion de bebidas gaseosas donde si esta
normalizada su presencia, y finalmente los mohos y levaduras son indicadores

de materia organica en descomposicion.

Para el andlisis de los indicadores microbiolégicos se empleé el método de la
membrana filtrante  Millipore®. Los datos obtenidos se analizaron
estadisticamente mediante el programa SPSS v.16.0 para Windows, con un

nivel de significancia de P<0,05.

Los resultados obtenidos mostraron una baja calidad microbiologica del agua
de bidones. Las etapas correspondientes al purificador de carbon y ésmosis

inversa son los sitios que presentan mayor contaminacion en proceso.

Palabras Clave: Filtracion de membrana Millipore®, agua embotellada, bidon,

indicadores microbiol6gicos ozonizacion.
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ABSTRACT

In the present study aimed to examine the microbiological quality of water in
purification steps drums and as finished product, Cuenca Factory Bottling
Company , also identified the sites of contamination establishing the possible

causes of it.

The present study is an observational, analytical, prospective cross-sectional.
We performed a simple random sample of convenience, under this criterion 432
microbiological analyzes were performed over a period of six weeks between

the months of April and June.

Microbiological quality indicators selected were total coliforms and aerobic
mesophilic bacteria , the same that are mentioned in the technical standard
criterion Ecuadorian giving a maximum permissible levels as the water is filled
into the various stages of purification , molds and yeasts were selected on three
criteria , is an indicator of the factory itself , and this purified water is used as
raw material for the production of soft drinks which if standardized its presence ,
and finally molds and yeasts are indicators of organic matter decomposition.
For analyzing the microbiological indicators was employed the method of
Millipore ® membrane filter. The data were statistically analyzed using SPSS

v.16.0 for Windows, with a significance level of P < 0.05.

The results showed low microbiological water quality drums. The stages for the
coal purifier and reverse osmosis are the sites that have more pollution in the

process.

Keywords: Millipore ® membrane filtration , bottled water, container , ozonation

microbiological indicators .
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INTRODUCCION

El acceso a fuentes de abasto de agua potable es un determinante importante
en la salud y calidad de vida de las poblaciones; es por ello que cada afio crece
mas la preocupacion mundial, dado que las caracteristicas quimico-fisicas y
microbiolégicas de este imprescindible recurso natural se encuentran constante
y crecientemente afectadas por las actividades humanas y los fendmenos

naturales.

En este sentido en los ultimos afios se ha registrado un dramatico incremento
en el consumo de agua embotellada, presumiblemente por su mayor pureza y
menor contenido de sustancias quimicas que afectan sus propiedades
organolépticas. Se ha llegado asi a recomendar a este producto como de
excelencia para la preparacion de férmulas para infantes y personas

inmunosuprimidas. @

Sin embargo, a pesar de que se realizan diferentes procesos de purificacion del
agua no se garantiza que el producto final cumpla con los requisitos
microbiolégicos minimos para su expendio, puesto que para las entidades
reguladoras es dificil detectar contaminacion en las fases intermedias del
tratamiento y en todos los lotes disponibles en el mercado. En este contexto
existe una gran preocupacion sobre la calidad del agua embotellada porque
puede ser un vehiculo de microorganismos patégenos que afectan la salud de

los consumidores.

Por todo lo anterior, el presente estudio plantea realizar el control
microbiolégico de el agua de bidones Pure Water®, producido y embotellado
por la Fabrica Cuenca Bottling Company, ubicada en la ciudad de Cuenca,
provincia del Azuay. Este andlisis ha sido considerado una necesidad por parte
de la Fabrica para determinar una potencial contaminacion en las etapas del
proceso de purificacion de agua y del producto terminado, identificar su origen

y establecer las posibles causas.
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CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1 Calidad del Agua

La calidad del agua esta determinada por su composicion fisico-quimica y
bioldgica. Este estado debera permitir su empleo sin causar dafio, para lo cual
requiere reunir dos caracteristicas: estar exenta de sustancias Yy
microorganismos que sean peligrosos para los consumidores y de residuos que
le comuniquen sensaciones sensoriales desagradables para el consumo (color,

turbiedad, olor, sabor).

El criterio de potabilidad del agua depende fundamentalmente del uso al que se
la destina (humano, industrial, agricola, etc.). La definicion de agua para
consumo se ha ido adaptando al avance del conocimiento cientifico y a las
nuevas técnicas, tanto de purificacion y potabilizacién, asi como a las

relacionadas con el analisis de contaminantes.

En la actualidad, existen otros caracteres que se toman en consideracion
cuando se habla de la calidad del agua, y que inciden de forma perjudicial en la
salud del consumidor como: pesticidas, detergentes, subproductos de la
desinfeccidén y otras sustancias organicas e inorganicas asi como protozoos,

virus, bacterias, etc. @

1.1.1 Paradmetros de calidad del agua. La calidad del agua esta intimamente
relacionada con el nivel de vida y con el nivel sanitario de un pais. El agua de
consumo puede considerarse de buena calidad cuando es salubre y limpia; es
decir, cuando no contiene microorganismos patdégenos ni contaminantes a

niveles capaces de afectar adversamente la salud de los consumidores. ©

Existen ciertos pardmetros que se utilizan para evaluar la calidad del agua,

enumerados a continuacion:

15 Jandry Neira
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1.1.1.1 Pardmetros de calidad fisica del agua. Se controlan en agua para
consumo humano los siguientes parametros fisicos: turbiedad, color, olor,

sabor, temperatura, los sélidos que contenga y la conductividad especifica.

* Turbiedad: Se aplica a las aguas que tienen materia suspendida y coloidal
que interfiere con el paso de la luz a través del agua.

La turbiedad debe medirse y removerse por:

- Aspectos estéticos, la turbiedad es funcion de la contaminacion del agua.

- Para facilitar la desinfeccion.

- Para cloracion se debe tener una turbiedad menor de 1NTU.

- Eficiencia de los procesos de tratamiento. Es un indicador de las operaciones

de tratamiento efectuadas al agua. ¥

* Color: Estd ligado a la turbiedad pero puede presentarse como una

caracteristica independiente. Se conocen dos tipos de color:

- Color verdadero o color real: se debe a sustancias en solucion. Se mide
después de retirar la turbiedad (sustancias suspendidas) por centrifugacion,
- Color aparente: incluye la turbiedad, es decir se mide el color debido a

sustancias en solucion y en suspension.

Puede ser removida por oxidacién (con permanganato), por coagulacion, por
paso a través de lechos de carbon activado o por filtraciébn con antracita. El

agua de consumo humano debe tener menos de 75 unidades de color.

* Olor y sabor: Estadn intimamente relacionados. Entre los origenes mas
comunes se encuentran: la materia organica en solucion, el acido sulfhidrico, el
cloruro de sodio, sulfatos de sodio y magnesio, hierro y manganeso, fenoles,
aceites, productos de cloro, diferentes especies de algas, hongos etc. Los
olores estan asociados de forma directamente proporcional a la temperatura.

Para evitar rechazos de los consumidores, el agua debe estar exenta de color y

sabor, por lo tanto deben ser removidas las sustancias que los generan. @
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» Temperatura: Puede variar debido a efectos climéaticos naturales o por la
introduccion de desechos industriales. Es importante porque actia sobre
procesos como la actividad biolégica, la absorcion de oxigeno, la precipitacion
de compuestos, la formacioén de depdsitos, y por los cambios de viscosidad en
los procesos de tratamiento, como desinfeccion por cloro, filtracion, floculacién,

sedimentacion y ablandamiento.

» Solidos: Como materia soélida se clasifica toda la materia, excepto el agua,
contenida en los materiales acuosos. Aguas para el consumo humano, con un
alto contenido de sélidos disueltos, son por lo general de mal agrado para el

paladar y pueden inducir una reaccion fisiolégica adversa en el consumidor.

1.1.1.2 Parametros de calidad quimica del agua. Entre los multiples
parametros quimicos que se pueden determinar en las aguas los principales
son: pH, dureza, sulfatos, acidez, cloruros, hierro, alcalinidad, fosfatos,
manganeso, amonio, agentes oxidantes, aceites y grasas, arsénico, bario,
boro, cadmio, cromo, cobre, cianuros, fenoles, fluoruros, mercurio, nitratos,
oxigeno disuelto, pesticidas, plata, plomo, zinc, y otros elementos y sustancias

que puedan estar contenidas en las aguas.

+ pH: Concentraciones excesivas de protones (H") afectan el agua en algunos
de sus usos y por esta razén es una medida de polucidon en potencia. Los

valores de pH de 6,5 - 8,5 son aptos para consumo humano.

La presencia de carbonatos, fosfatos y de iones similares dan al agua un poder
bufferizante y entonces la adicién al agua de un acido o de una base en tales
condiciones no causa mayor efecto en el pH.

El pH debe ser monitorizado en el proceso de purificacion de agua ya que la
reaccion del hipoclorito adiciona iones H+, disminuyendo el pH (HOCI,> H' +
OCl,) de la misma. @
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» Acidez: La acidez o pH bajo del agua es generalmente el resultado de las
condiciones geoldgicas, posiblemente agravado por la lluvia &cida, evaluando
la posibilidad de contener metales lixiviados como el cobre, plomo, hierro,

cadmio y zinc de diferentes fuentes como el sistema de plomeria.

El CO; es el principal causante de la acidez en aguas naturales. Se introduce
de la atmosfera cuando la presion parcial del CO, en el aire es mayor que la

presion parcial del CO; en el agua. ¥

* Alcalinidad: La alcalinidad en el agua se debe primordialmente a la presencia
de sales de los acidos débiles, tales como carbonatos, bicarbonatos, boratos,
silicatos y fosfatos, y unos pocos acidos organicos que son muy resistentes a la
oxidacion biolégica (acidos humicos) y llegan a formar sales que contribuyen a

la alcalinidad total. ©®

La alcalinidad debida a hidréxidos, carbonatos y bicarbonatos es tan alta que
hace despreciable la contribucibn de otros materiales. Los bicarbonatos
representan las mayores formas de alcalinidad porque se forman en cantidades
considerables por la acidez del CO, sobre los materiales acidos del suelo:

CO;, + CaCO3 + H,O = Ca(HCO3),

No se considera que la alcalinidad cause dafo al hombre, pero se encuentra
asociada al pH, la dureza y los sélidos disueltos que si pueden producir efectos

letales. ®©

» Dureza: Se debe principalmente a la presencia de iones metalicos divalentes.
La composicién quimica del agua y su contenido en las sales de los iones
Ca++, Mg++, Sr++, Fe++, Mn++. El agua adquiere la dureza cuando pasa a
través de las formaciones geologicas que contienen los elementos minerales
que la producen y por su poder solvente los disuelve e incorpora, y pueden ser

encontrados, en mayor o menor grado, en la mayoria de las aguas naturales. A
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veces se da como limite para denominar a un agua como dura una dureza
superior a 120 mg CaCO3/L.

Mientras que la dureza del agua no tiene efectos negativos para la salud y el
medio ambiente, si provoca otros inconvenientes como el peligro de
obstruccion de tuberias, interfiere en la eficiencia de los procesos de
desinfeccibn de agua previa a ser envasada y altera sus caracteristicas

organolépticas; debido a esto se prefieren las aguas blandas para su consumo.
(6)

» Oxigeno disuelto: Todos los gases de la atmdsfera son solubles en agua en
algun grado. El oxigeno es pobremente soluble y no reacciona quimicamente
con el agua. La cantidad de oxigeno que esta en el agua se denomina oxigeno
disuelto. La solubilidad es directamente proporcional a la presion parcial de
este gas. ("

Se mide para asegurar las condiciones aerobias de un tratamiento. Los
cambios bioldgicos producidos en un residuo liquido se conocen por la
concentracion de oxigeno disuelto. Es un factor de corrosion del hierro y el

acero y se controla o elimina en sistemas de distribucion de agua.

Analiticamente se mide por el método de Winkler o yodimétrico. También por
electrodos especificos. ")

* Cloro: El cloro es un gas de color amarillo verdoso que se disuelve facilmente
en agua. Olor nocivo que algunas personas pueden detectar a concentraciones
por encima de 0,3 partes por millén. Como el cloro es un excelente
desinfectante, se aflade comunmente a la mayoria de los suministros. En
algunas partes del mundo donde no se afade cloro al agua potable, miles de
personas mueren cada dia a causa de enfermedades transmitidas por el agua,

como la fiebre tifoidea y el célera. ©

* Nitratos y nitritos: El nitrato puede llegar a las aguas superficiales y las
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aguas subterraneas como consecuencia de la actividad agricola (incluyendo la
aplicacion excesiva de fertilizantes nitrogenados inorganicos y abonos), de
tratamiento de aguas residuales y de la oxidacion de los desechos
nitrogenados productos en los excrementos humanos y animales, incluyendo
tanques sépticos. El nitrito puede ser también formado quimicamente en las
tuberias de distribucién por bacterias Nitrosomonas durante el estancamiento o
si se utiliza cloraminacion para proporcionar un desinfectante residual cuando
proceso no es suficientemente bien controlado. Los niveles de nitrito en el agua

potable son generalmente inferiores a 0,1 mg y el valor maximo de 0,21 mg / I.
©)

1.1.1.3 Parametros de calidad microbiologica del agua. El papel tradicional
de los parametros microbiologicos indicadores de calidad en el agua de
consumo humano, eran como un indice de contaminacion por bacterias que, en
mayor o menor grado, fueron derivadas de la contaminacién fecal, sin
embargo, no solo las bacterias entéricas (Escherichia, Klebsiella, Enterobacter,
Citrobacter) pueden ser patégenas sino también otros agentes como virus,
hongos (micotoxinas) y protozoos; los cuales tienen comportamiento ambiental
y caracteristicas de supervivencia diferente a las bacterias, lo que significa que
las bacterias de origen fecal no son siempre un indicador adecuado de
contaminacion microbiolégica, pero dan un gran indicio de su calidad, ademas

de ser

Una vez que el agua se distribuye, una prueba de coliformes positiva puede
indicar la presencia de contaminacion fecal, pero también podrian derivar de un
origen no — fecal. Sin embargo su ausencia es el indicativo fundamental de un

proceso de desinfeccién de agua bien ejecutado. ‘%

» Coliformes totales. Forman parte de las Enterobacteriaceae lactosa-
positivas y constituyen un grupo de bacterias que se definen mas por las
pruebas usadas para su aislamiento que por criterios taxonomicos. Pertenecen
a la familia Enterobacteriaceae y se caracterizan por su capacidad para

fermentar la lactosa con produccion de acido y gas, mas o menos rapidamente,
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en un periodo de 24 horas y con una temperatura de incubacién comprendida
entre 30-37°C.

Son bacilos gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos, no esporulados.
Del grupo coliforme, forman parte varios géneros: Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella, Citrobacter, etc. Se encuentran en el intestino del hombre y de los
animales, pero también en otros ambientes: agua, suelo, plantas, cascara de

huevo, etc.

Una elevada proporcién de los coliformes que existen en los sistemas de
distribucion de agua no se debe a un fallo en el tratamiento en la planta, sino a
un recrecimiento de las bacterias en las conducciones. Dado que es dificil
distinguir entre recrecimiento de coliformes y nuevas contaminaciones, se
admite que todas las apariciones de coliformes son nuevas contaminaciones,

mientras no se demuestre lo contrario.

Su origen es principalmente fecal y por eso se consideran indices de
contaminacion fecal. Pero el verdadero indice es Escherichia coli tipo | ya que
su origen fecal es seguro. Desde el punto de vista metodolégico Escherichia

coli es el Coliforme que presenta mayor motilidad en la prueba del Indol. ¥

* Aerobios mesoéfilos. Son microorganismos, como algunas especies de
bacterias, hongos, e incluso algunos Archaea que son los mejores activos a
temperaturas medias que van desde aproximadamente (15°C - 40°C)
alcanzando el pico de la reproduccién y la actividad de las bacterias mesdfilas
entre 30-37°C.

Las bacterias mesdfilas estan involucradas en la degradacion y contaminacion
de los alimentos, tales como en el pan, los granos, las industrias lacteas, y
carnes. Ejemplos de bacterias mesofilas comunes son Listeria monocytogenes,
Pseudomonas maltophilia, Thiobacillus novellus, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, y

Clostridium Kluyveri.
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En el recuento de bacterias aerobias mesdfilas se estima la microflora total sin
especificar tipos de microorganismos. Refleja la calidad sanitaria de un
alimento, las condiciones de manipulacion y las condiciones higiénicas de la

materia prima.

Un recuento bajo de aerobios mesdfilos no implica o no asegura la ausencia de
patdgenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento elevado no significa
presencia de flora patdgena; salvo en alimentos obtenidos por fermentacion, no

son recomendables recuentos elevados.

Un recuento elevado puede significar:

- Excesiva contaminacion de la materia prima.

- Deficiente manipulacion durante el proceso de elaboracion.

- La posibilidad de que existan patégenos, pues estos son mesofilos.

- La inmediata alteracion del producto.

El recuento de mesdfilos indica las condiciones de salubridad de algunos

alimentos, incluido el agua ®?

* Mohos y levaduras: El grupo grande y diverso de levaduras microscoépicas y
mohos transmitidos por los alimentos incluye varios cientos de especies. La
capacidad de estos organismos para atacar a muchos alimentos se debe en
gran parte a sus requisitos ambientales relativamente versatiles. Aunque la
mayoria de las levaduras y mohos son aerobios obligados (requieren oxigeno
libre para el crecimiento), su requisito acido / alcalino para el crecimiento es
bastante amplio, que va desde pH 2 hasta superior a pH 9. Su rango de
temperatura (10-35° C) también es amplio, con unas pocas especies capaces
de crecimiento por debajo o por encima de este rango. Los requerimientos de
humedad de los mohos transmitidos por los alimentos son relativamente bajos,
la mayoria de las especies pueden crecer a una actividad de agua (a,) de 0,85
0 menos, aunque las levaduras generalmente requieren una mayor actividad de

agua.
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Ambas, levaduras y mohos, causan diferentes grados de deterioro y la
descomposicion de los alimentos. Pueden invadir y crecer en casi cualquier tipo
de alimento y en cualquier momento. También crecen en los alimentos
procesados y en las mezclas de alimentos. En ocasiones, un alimento que

parece libre de moho existe contaminacion en el examen micolégico.

La contaminacion de los alimentos por levaduras y mohos puede dar lugar a
pérdidas econOmicas sustanciales a productores, procesadores Yy
consumidores. Varios mohos transmitidos por el agua, y posiblemente
levaduras, también pueden ser peligrosos para la salud humana debido a su
capacidad para producir metabolitos toxicos conocidos como micotoxinas. La
mayoria de las micotoxinas son compuestos estables que no se destruyen
durante el procesamiento de alimentos o comida casera. A pesar de que estos
microorganismos pueden no sobrevivir a la purificacion de agua, la toxina

preformada puede estar aun presente.

Ciertos mohos y levaduras transmitidas por los alimentos pueden provocar
reacciones alérgicas o pueden causar infecciones. Aunque la mayoria de los
hongos transmitidos por el agua no son infecciosos, algunas especies pueden
causar infecciones, sobre todo en poblaciones inmunocomprometidas, como lo
son los individuos infectados por el VIH, las personas mayores y debilitadas, y

las personas que reciben quimioterapia o tratamiento con antibiéticos.

La presencia de mohos y levaduras es un indice de la existencia de materia

organica en descomposicion.

1.2 Microflora del agua

El agua contiene mayor o menor numero de microorganismos de la flora
microbiana del aire, del suelo, de los desechos de industrias y hogares,
residuos de plantas y animales muertos; lo que significa que el agua puede

contener microorganismos de casi todas las clases. *°
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1.2.1 Aguas naturales y microorganismos contaminantes. El tipo de
microorganismo que se encuentran en el agua dependen de su ubicacion en la

naturaleza, las cuales se clasifican en: (15)

1.2.1.1 Aguas metedricas. Se contaminan, sobre todo, con los
microorganismos Yy particulas suspendidas en el aire. Después de una
abundante lluvia o nevada, tales aguas pueden estar libres de

microorganismos.

1.2.1.2 Aguas superficiales. Contienen microorganismos del aire y los del

suelo cuando corren por la superficie terrestre.

1.2.1.3 Aguas embalsadas. Se contaminan con microorganismos del aire y el

suelo al descargar en ellas las aguas metedricas y superficiales.

1.2.1.4 Aguas subterraneas. Pueden contaminarse por infiltracion con las
aguas cloacales o concebirse los pozos cerca de zonas vertederas y de

explotacién pecuaria.

1.2.2 Clasificacion de las bacterias presentes en aguas naturales de
acuerdo a su origen. Las bacterias en las aguas naturales se clasifican en:
bacterias naturales o propias del agua, bacterias arrastradas del suelo y

bacterias de la flora intestinal. *®

1.2.2.1 Bacterias naturales o propias del agua. En el agua se pueden
encontrar microorganismos de casi todas las clases, pero la mayoria de las
bacterias encuentran condiciones desfavorables y mueren pronto. Las especies

gue se encuentran constantemente en el agua constituyen su flora natural,

tales como:
e Pseudomonas fluorescens. e Chromobacterium violaceum
e Serratia plymuthioa e Micrococcus luteus

1.2.2.2 Bacterias arrastradas del suelo. Pocos medios de la tierra estan

habitados por gran variedad de microorganismos como el suelo fértil, los cuales
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alcanzan poblaciones de varios miles y millones de organismos por gramo de
suelo y llegan al agua por diversas vias. Entre las especies predominantes
estan:

o Bacillus subtilis

o Bacterias fluorescentes

° Género Proteus

1.2.2.3 Bacterias de la flora intestinal. Los microorganismos que se
encuentran en las heces fecales y en la orina de personas y animales
enfermos, cuando se eliminan pueden llegar a contaminar las aguas de
consumo, por lo que su presencia en las aguas significa que éstas contienen
uno o varios gérmenes patégenos peligrosos a la salud humana y animal. ®°

Entre las especies predominantes estan:

e  Escherichia coli e  Salmonella enteriditis
e Aerobacter aerégenes e  Salmonella typhosa
e Vibrio comma e Shigella dysenteriae

1.2.3 Factores que varian la microflora del agua. Cuando los
microorganismos se encuentran en un medio apropiado, los mismos comienzan
a dividirse activamente empleando los nutrientes presentes en el agua. Este
proceso se da con celeridad si las condiciones fisicas y quimicas son optimas,
caso contrario se ve afectado. También puede variar el crecimiento por la
acumulacion de alguna substancia inhibidora formada por los mismos

microorganismos presentes. Entre los factores mas importantes tenemos: *®

e Temperatura. e Dilucion
e Luzsolar. e Sedimentacion.
e Materia organica. e Otras causas.

e Oxidacion

1.2.4 Contaminantes y contaminacion del agua. El agua al caer con la lluvia

por enfriamiento de las nubes arrastra impurezas del aire. Al circular por la
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superficie o a nivel de capas profundas, se le afladen otros contaminantes

quimicos, fisicos o bioldgicos. ?

Hay pues una contaminacién natural, pero al tiempo puede existir otra muy
notable de procedencia humana, por actividades agricolas, ganaderas o
industriales, que hace sobrepasar la capacidad de autodepuracién de la

naturaleza. @

El agua se convierte en un vehiculo de agentes infecciosos como hongos,
virus, bacterias, protozoarios y helmintos, ademas de sustancias toxicas como
pesticidas, metales pesados y otros compuestos quimicos, organicos, que son
perjudiciales para la salud.

Los principales contaminantes del agua son:

1.2.4.1 Biol6gicos. Dentro de esta clasificacion se encuentran los
microorganismos parasitos, bacterias, hongos, virus, los cuales pueden llegar a
ser patdgenos causantes de enfermedades como fiebre tifoidea, hepatitis,

disenterias, etc. @

1.2.4.2 Quimicos. Como detergentes sintéticos y fertilizantes ricos en fosfatos;
pesticidas organicos como el DDT, aldrin, dieldrin, etc; productos quimicos
inorganicos como los nitratos, nitritos, fluoruros, arsénico, selenio, mercurio;
petréleo y sus derivados como el alquitran, aceites, combustibles.

1.2.5 Enfermedades transmitidas por el agua. Existe un gran numero de
microorganismos implicados en las enfermedades de origen hidrico, incluyendo

protozoos, virus y bacterias.

La enfermedad hidrica es normalmente aguda y se caracteriza por sintomas
gastrointestinales como: diarrea, fatiga, calambres y dolores abdominales. El
tiempo entre la exposicion a un agente patdgeno y el brote de enfermedad
puede variar desde al menos dos dias (Salmonella y Shigella) a una o mas

semanas (virus de la Hepatitis A, Giardia, y Criptosporidium). ¢
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El agente causal no se identifica en casi un 50% en los brotes de enfermedad
hidrica.

Tabla 1. Parasitos mas frecuentes transmitidos por el agua.

Parasito Enfermedad |Sintomas

Amoeba Disenteria Fuerte diarrea, dolor de cabeza, dolor abdominal,
ameboidea escalofrios, fiebre; si no se trata puede causar
abscesos en el higado, perforacion intestinal y muerte

Giardia Giardiasis Diarrea, calambres abdominales, flatulencia, eructos,
fatiga

Toxoplasma |Toxoplasmosis |Inflamacién de las glandulas linfaticas

gondii En mujeres embarazadas aborto e infecciones
cerebrales

Fuente: World Health Organization, 2013.

Tabla 2. Bacterias més frecuentes transmitidas por el agua.

Bacteria Enfermedad/infeccion Sintomas
Campylobacter  |Campilobacteriosis Gripe, diarreas, dolor de cabeza
jejuni y estdmago, fiebre, calambres y
nauseas
Escherichia coli  |Infecciones del tracto urinario, Diarrea acuosa, dolores de
meningitis neonatal, enfermedades|cabeza, fiebre, uremia, dafos
intestinales hepaticos
Salmonella typhi |Fiebre tifoidea Fiebre
Salmonella sp. Salmonelosis Mareos, calambres intestinales,
vomitos, diarrea y a veces fiebre
leve
Streptococcus Enfermedad gastrointestinal Dolores de estébmago, diarrea y
fiebre, a veces vomitos
Vibrio El Tor Colera (forma leve) Fuerte diarrea
(agua dulce)

Fuente: World Health Organization, 2013.

1.3 Agua purificada y envasada

Se considera agua purificada envasada, carbonatada o no, a las aguas
destinadas al consumo humano que, sometidas a un proceso fisicoquimico y
de desinfeccion de microorganismos, cumple con los requisitos establecidos en
la norma NTE INEN 2200: 2008 y NTC 813, la cual es envasada en recipientes
de cierre hermético e inviolable, fabricados de material grado

alimentario.(Anexo 1y 2)

29 Jandry Neira
Henry Ledn



! UNIVERSIDAD DE CUENCA 2013

1.3.1 Proceso de purificacion del agua. Para cumplir con los estandares de
calidad de agua purificada y envasada, el agua potable como materia prima
debe pasar por una serie de filtros y procesos (Figura 1), con el objetivo de
brindar caracteristicas organolépticas, fisico-quimicas y microbiologicas

adecuadas para su consumo.

Figura 1. Proceso de purificacion de agua de bidén.

. Filtro
. o Cisterna >
Recepcidn: > >
de .
Tanque Purificador
Agua .
Reactor Arena de Carbodn
Potable
Osmosis Tanaue
Inversa ) Filtro
Ablandad
andador Pulidor
Ozonizacion Luz UV 5| Llenadora de bidones

Fuente: PURE WATER®, Guide water purification processes, USA; 2009

1.3.1.1 Recepcion de agua potable. Agua potable es aquella cuyas
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiolégicas han sido tratadas a fin de
garantizar su aptitud para consumo humano, de acuerdo con la norma NTE
INEN 1108:2011.

El agua potable ingresa a la planta de tratamiento Cuenca Bottling Company
desde la red municipal de ETAPA; en el proceso de potabilizacion se han
aplicado un conjunto de operaciones y procesos, fisicos y/o quimicos a fin de
mejorar la calidad del agua y hacerla apta para uso y consumo humano.
(Figura 2)

Sin embargo, el agua purificada y envasada debe cumplir otros requisitos, que
justifican la purificacion del agua de red publica, con el fin de mejorar las
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caracteristicas organolépticas al eliminar la dureza y otros iones suspendidos

en el agua como cloruros y sulfatos.

Figura 2. Procedimiento tipico de potabilizacion de agua

e — =

Rios, lagos Mezclado Floculacién Sedimentacion
subsuelo, etc quimico

e e

Desinfeccidn Filtracidm Tratatmmiento
1T sy amiioes secunidario

Fuente: Tratamiento y Potabilizacion de agua. [Citado: julio 2013].

http://www.construsur.com.ar/Noticias-article-sid-109.htm

1.3.1.2 Cisterna. En esta etapa sucede una supercloracion (aprox. 45 ppm de
cloro) del agua potable para de esta manera poder eliminar cualquier
microorganismo y ocurre también la oxidacion de elementos presentes en el
agua. El cloro se utiliza para la desinfeccion y tratamiento del agua y
especialmente para la eliminacion de virus, bacterias, compuestos inorganicos,

por ejemplo el manganeso y el hierro. **

Figura 3. Tanque cisterna en Cuenca Bottling Company; vista externa (izq) y

vista interna (der).

28 S e L
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Fuente: Cortesia de Cuenca Bottling Company.
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1.3.1.3 Tanque reactor. Este tanque esta disefiado para asegurar un minimo
de dos horas de retencién, en el que el agua que entra en contacto con el cloro
pueda eliminar contaminaciones bacterianas simples y oxidar la materia
organica presente (Figura 4). También debe ser susceptible a ser convertido
en un tanque de coagulacion en caso de necesidad. La dosis de cloro inicial
debe asegurar que a la salida del filtro de arena queden por lo menos 8 ppm de

cloro libre residual.

Las impurezas, componentes del color y parte del hierro quedaran retenidos en
el filtro de arena posterior. El cloro, asi como el sabor y el olor, quedaran en el

purificador de carbén. ©

Figura 4. Disefio de tanque reactor.

Control de la Entrada
de Agua Cruda Motorreductor

Entrada de
Agua Cruda / (r{/

Electrodos
/

Agua Cruda

Muestras de
Agua Clara

Agitador Quimico

Zonas Central

Lodos

Agua Tratada
a Filtros S

Valvula-de Lodo

Floculador

Fuente: PURE WATER®, Guide water purification processes, USA; 2009

1.3.1.4 Filtro de arena. El filtro de arena esta alojado en una concha de acero
o tanque con una adecuada tuberia de conexién, valvulas y aditamentos para
regular y dirigir el flujp de agua. La accién de un filtro de arena es
esencialmente la de filtrar la materia suspendida que es demasiado grande
para pasar a traves de las aperturas entre los granos de arena filtrante. Puede
ir luego de un tratamiento de coagulacion. La superficie de arena puede
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cubrirse de coagulante formando asi una especie de manta que ayudara a

filtrar las pequefias particulas (Figura 5).

La cama del filtro tiene 4 o 5 capas de grava de soporte que disminuye en
tamafio hacia arriba con grava de mayor tamafio en la parte de abajo y el mas
fino en la parte superior. La grava debe consistir de particulas duras,
redondeadas, durables, pesando aproximadamente 100 libras el pie cubico.
Debe estar libre de toda suciedad, arena y material extrafio. En el tope de esta
cama de soporte de cascajo se sitla una capa especial de arena lavada y
filtrada de unas 24 pulgadas de profundidad. La arena usualmente tiene un
tamafo de 0.45 a 0.55 milimetros. La arena debe haber sido pasada por malla

de manera que el tamafio efectivo esté dentro de éste limite.

En la accion de filtrado, el agua a ser filtrada entra por el tope del filtro y a la
entrada hay usualmente una especie de placa deflectora usada para distribuir
el agua uniformemente sobre toda el area filtrante. Si el agua se deja entrar por
un sitio con gran velocidad, puede dafar el lecho de arena, hacer que se riegue

0 se amontone reduciendo grandemente la eficiencia de la unidad.

El agua filtrada es recibida en el fondo en un sistema de tuberia disefiada para
recoger el agua de toda el area del fondo del filtro. Si tal sistema de recoger el
agua lateralmente no es usado, entonces el agua puede forzar un canal a
través de la arena. El sistema lateral de recoger el agua en el fondo es usado
también como un sistema de distribucién para distribuir el agua uniformemente
a lo largo del fondo del filtro durante el procedimiento de lavado en retroceso o

retro lavado. ©

1.3.1.5 Purificador de carbon activado. El carbén activado tiene la habilidad
de adsorber el cloro, sabor, olores y otros componentes quimicos de una

naturaleza gaseosa que son disueltos en el agua (Figura 5).

El purificador de carbén activado no posee actividad filtrante sino mas bien

adsorbente. El carb6n es activo mientras la superficie este limpia y pueda
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funcionar para remover sabor, olor y cloro del agua. Una unidad de carbdon
activado debe siempre ser precedida por un filtro de arena para remover la
materia en suspension del agua antes que pase dentro del lecho de carbén,
protegiendo asi la actividad del carbdn. La capacidad de filtro y adsorcién de
las unidades de arena y carbdn respectivamente es limitada por su tamafio
fisico medido por el didmetro a través del lecho de filtracion. Dos galones por
minuto por pie cuadrado de area de filtro son considerados como una
capacidad maxima de seguridad de trabajo. ©

Figura 5. Disefio de filtro de arena (izq.) y filtro de carbon (der.).

Fuente: PURE WATER®, Guide water purification processes, USA; 2009

1.3.1.6 Filtros pulidores. Hay una variedad de filtros que han llegado a
considerarse dentro de este grupo, estos tienen como medio de filtro: trapo,
papel, algodén preparado o materias plasticas conteniendo celulosa, algodon o
papel y son disefiados para la filtracién fina, pero tal filtracion es usualmente

secundaria a otros medios de filtracion.

La funcién de este filtro es de detener las impurezas pequefias (sélidos hasta
de 5 micras). Los pulidores son fabricados en polipropileno grado alimenticio

(Food and Drugs Administration). Después de este paso se puede tener agua
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brillante y cristalina. Hay que tomar en cuenta que el cambio del cartucho
filtrante se debe hacer cada 4 o 6 meses de uso o cuando el flujo de agua

disminuye considerablemente. ©

1.3.1.7 Tanque ablandador. La dureza del agua es removida por un
ablandador de zeolita. Las zeolitas son estructuras quimicas complejas que
ocurren naturalmente, frecuentemente conocidas como arena verde, que tienen
la propiedad de reaccionar con varios minerales en el agua con la que entran

en contacto (Figuras 6y 7).

La zeolita actia removiendo ciertos iones de la solucién. Las sales de calcio y
magnesio (dan al agua una naturaleza alcalina) que forman escamas son
cambiadas a sales de sodio que no tienen propiedades de formacién de
escamas. Las zeolitas tienen una etapa definida de capacidad y pueden ser
regeneradas o reactivadas con cloruro de sodio (NaCl) y acido sulfurico.

Estas unidades son cuidadosamente escogidas con respecto a la cantidad de
sales de dureza en el agua y la capacidad y los requerimientos de agua blanda.
El equipo tiene desventajas, ya que realiza s6lo una funcién (remover dureza) y
hay ciertos riesgos involucrados, pues tiene la posibilidad operacional de que el
acido sulfarico llegue al producto terminado lo mismo que las aguas
acidificadas recojan impurezas metélicas, por esta razén el cloruro de sodio es

el mas empleado para la regeneracion de la zeolita. ©
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Figura 6. Disefio de tanque ablandador.

Fuente: PURE WATER®, Guide water purification processes, USA; 2009
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Figura 7. Tanque ablandador en Cuenca Bottling Company.

Fuente: Cortesia de Cuenca Bottling Company.

1.3.1.8 Osmosis inversa. Consiste en separar un componente de otro en una
solucion, mediante las fuerzas ejercidas sobre una membrana semi-permeable.
Su nombre proviene de "ésmosis”, el fendmeno natural por el cual se proveen

de agua las células vegetales y animales para mantener la vida.

En el caso de la 6smosis, el solvente pasa espontaneamente de una solucion
menos concentrada a otra mas concentrada, a través de una membrana semi-
permeable. Entre ambas soluciones existe una diferencia de energia, originada
en la diferencia de concentraciones. El solvente pasara en el sentido indicado
hasta alcanzar el equilibrio. Si se agrega a la solucibn mas concentrada
energia en forma de presion, el flujo de solvente se detendra cuando la presion
aplicada sea igual a la presibn osmdética aparente entre las dos soluciones.
Esta presiébn osmotica aparente es una medida de la diferencia de energia
potencial entre ambas soluciones. Si se aplica una presion mayor a la solucion

mas concentrada, el solvente comenzard a fluir en el sentido inverso. Se trata

37 Jandry Neira
Henry Ledn



UNIVERSIDAD DE CUENCA 2013

de la 6smosis inversa. El flujo de solvente es una funcién de la presion
aplicada, de la presion osmotica aparente y del &rea de la membrana
presurizada (Figuras 8y 9). ©

Mediante el procedimiento de 6smosis inversa y dependiendo del tamafio de
poro (0,2 micras) pueden ser removidos del agua: bacterias, pirégenos, virus,

pesticidas, turbiedad, materia coloidal, cloro, detergentes, desechos

industriales, asbestos y sélidos disueltos como: sodio, sulfato, calcio, potasio,

nitrato, hierro, zinc, mercurio, fosfato, arsénico, fluoruro, cianuro, cloruro, en
un porcentaje de alrededor de 90 por ciento. ©

De esta manera el agua pasa por los filtros con una calidad excelente para el
consumo humano.

Figura 8. Funcionamiento de 6smosis inversa.

Presion

Agua'Ptrficada

. contaminacién @ Virus
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o
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Fuente: Reverse osmosis water filter review. [Citado: julio 2013]

http://homewatersoftenerreviews.org/filter/reverse-osmosis-water-filters

Figura 9. Osmosis inversa en Cuenca Bottling Company.
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Fuente: Cortesia de Cuenca Bottling Company.

1.3.1.9 Ozonizacion. Cuando se habla del ozono en el agua, una de las

propiedades es que éste es reconocido como el desinfectante mas potente y rapido.

Se debe tener en cuenta la demanda de ozono que requiera el agua, es decir, no
todo el ozono es consumido en la accion desinfectante, sino también por el
contenido de materia organica, por lo tanto, se debera aumentar las
concentraciones de ozono en dependencia de esta Ultima.

De igual manera la temperatura del agua, la agitacién, los sistemas de aportacion de
0zono, etc., varian los tiempos de contacto necesarios. Si la temperatura del agua es
baja, favorece de una manera importante la accion germicida del ozono (su tiempo

de disolucién es menor), con temperaturas mas altas (la disolucién es mas rapida).
(6,18)

El sistema de ozonificacidbn consta de 6 componentes basicos para lograr una
ozonizacion 6ptima (Figura 10).

Figura 10. Funcionamiento del proceso de ozonizacion.
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Operacion del proceso de ozonizacion del agua para riego y lavado

Fuente: PURE WATER®, Guide water purification processes, USA; 2009

* Preparacion del gas. El propésito de este dispositivo de preparacion es
secar gas que contiene oxigeno. Los generadores del tipo descarga de corona
utilizan aire seco u oxigeno puro como fuente del oxigeno que se va a convertir
en ozono. Cuando se utiliza aire, es vital secarlo, a fin de maximizar el
rendimiento del ozono y reducir al minimo la formacion de 6xidos de nitrégeno,
que aceleran la corrosiéon de los electrodos. Otra opcidén es entregar oxigeno
concentrado al generador de 0zono, con esta opcion la eficiencia de produccion

de ozono es mucho mas alta. t®

* Generadores de ozono. Los sistemas de ozonizacion empleados en el
tratamiento de agua generan ozono en el sitio de aplicacion y casi todos lo
hacen por medio de una descarga de corona producida entre dos dieléctricos, a

través de las cuales pasa oxigeno o aire seco para producir gas 0zono.
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* Inyeccién de ozono al sistema. Para que el ozono cumpla su funcién de
desinfeccién y oxidacion, debe entrar en contacto con el agua y dispersarse de
la manera mas fina posible. Generalmente, esto se realiza a través de difusores
de burbujas finas, inyectores Venturi y mezcladores estaticos, y la mezcla se

realiza en un tanque de contacto.

« Tanque de contacto. Los sistemas de ozonizacion utilizan un tanque de
contacto para transferir el 0zono generado al agua que se va a desinfectar. El
volumen del tanque de contacto depende del volumen del agua y concentracion
de ozono que se desea aplicar.

» Destrucciéon del ozono sobrante. La concentracion que alcance el ozono
disuelto en el agua sera directamente proporcional a la presion parcial del gas
de ozono en ésta. Con frecuencia, el gas sobrante de ozono se hace recircular
al proceso anterior, para mejorar la oxidacién y la desinfeccion y mantener una
concentracion de ozono. A pesar de la recirculacion, generalmente queda

ozono (sobrante) en el escape de los gases, que se debe destruir o diluir. ¥

* Monitoreo. No todo el ozono que se dosifica queda como ozono disuelto en
el agua, una parte se pierde en el aire que escapa del agua y otra parte se
revierte en oxigeno. Al dosificar 1 mg/l, generalmente queda entre 0.3 a 0.4
mg/l de ozono residual en el agua. El residual de ozono es el unico indicador
directo de la presencia de ozono en el agua y para su determinacion
existen diferentes tipos de medidores y sensores disponibles en el mercado o

mediante andlisis de laboratorio. ®® (Figura 11)
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Figura 11. Equipo de ozonizacion en Cuenca Bottling Company (CBC).

Fuente: Cortesia de Cuenca Bottling Company.

1.3.1.10 Luz ultravioleta. Los sistemas de tratamiento y desinfeccién de agua
mediante luz ultra violeta (UV), garantizan la eliminacion de entre el 99,9 y el
99,99% de agentes patdégenos. Para lograr este grado de efectividad casi
absoluta mediante este procedimiento fisico, es totalmente imprescindible que
los procesos previos del agua eliminen de forma casi total cualquier turbiedad
de la misma, ya que la luz ultravioleta debe poder atravesar perfectamente el

flujo de agua a tratar.

Los purificadores de agua por ultravioleta funcionan mediante la radiacion o
iluminacién del flujo de agua con una o mas lamparas de silicio cuarzo, con
unas longitudes de onda de 200 a 300 nandmetros. Por lo tanto, el agua fluye
sin detenerse por el interior de los purificadores, que contienen estas lamparas
(Figura 12).
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Figura 12. Funcionamiento de lampara UV para desinfeccién de agua.

RADIACION ULTRAVIOLETA

DESCARGA
DE AGUA
DESINFECTADA

ENTRADA DE AGUA
SINTRATAMIENTO

u
CAMARA wzuy RAYOS LUV
REFLECTANTE GERMICIDA REFLEJADOS

Fuente: Ultraviolet Disinfection of Private Water Supplies for Household or Agricultural
Uses, Agriculture and Agri-Food, Canada

La luz UV no cambia las propiedades del agua o aire, es decir, no altera
quimicamente la estructura del fluido a ser tratado. Al contrario de las técnicas
de desinfeccién quimica, que implican el manejo de sustancias peligrosas y
reacciones que da como resultado subproductos no deseados, la luz UV ofrece
un proceso de desinfeccion limpio, seguro, efectivo y comprobado a través de

varias décadas de aplicaciones exitosas.®

La propiedad que tiene el ADN, presente en el nucleo de las moléculas de
todos los microorganismos (bacteria, virus, hongos y quistes) de absorber la
radiacion UV produce el efecto de rompimiento de las cadenas de los
aminoé&cidos de proteinas, causando una disrupcién metabdlica afectando su
mecanismo reproductivo y logrando asi su inactivacién, eliminando sus
propiedades para producir enfermedades y de crecimiento microbiolégico. Uno
de los principales beneficios al aplicar luz UV con propésitos de desinfeccién es

gue no se utilizan ningun tipo de quimico para ello (Figura 13).
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Figura 13. Lampara de Luz Ultravioleta germicida.

Fuente: http://www.aquafilt.com.mx/online/purificador-de-agua-a-base-de-rayos-uv/

1.3.1.11 Llenadora de bidones .Inmediatamente después del proceso de
desinfeccién con luz ultra violeta el agua pasa a la llenadora de bidones, la cual
mediante presion dosifica el agua que ingresa a los bidones (aproximadamente
20 litros), luego de esto es cerrada herméticamente de manera semiautomatica
(Figura 14).

Figura 14. Maquina llenadora de bidones en CBC. Proceso de llenado (izq) y cierre
hermético (der).

EI' =l l!
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Fuente: Cortesia de Cuenca Bottling Company.
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CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de investigacion

Se realiz6 una investigacion observacional, analitica, prospectiva de corte

transversal.
2.2 Poblacién de estudio

Se realizé el estudio en la Fabrica Cuenca Bottling Company ubicado en el
parque industrial de la ciudad de Cuenca-Ecuador, efectuando analisis de la
carga microbioldgica del agua de las diferentes etapas de purificacion: red
publica, cisterna, tanque reactor, filtro de arena, purificador de carbon, filtro
pulidor, ablandador, 6smosis inversa, ozonizacion, luz ultravioleta (agua de
llenado) y del agua del producto terminado. Como estudio complementario
mediante analisis microbiolégicos del producto terminado (bidones), se evalud
la capacidad de desinfeccion de la concentracion inicial de ozono (0,295 *
0,137 ppm) luego de pasar por la etapa de luz ultravioleta, frente al doble de la
misma (0,623 £ 0,279 ppm) sin pasar por la luz UV. (Anexo 3)

2.3 Muestreo

Se realizé un muestreo aleatorio simple a conveniencia y se recolectaron 180
muestras por duplicado de las etapas de purificacion: agua de red publica,
cisterna, tanque reactor, filtro de arena, purificador de carbén, filtro pulidor,
ablandador, ésmosis inversa, ozonizacion, luz ultravioleta (agua de llenado).
Del producto terminado se recolectaron muestras de 36 lotes representados
por 2 bidones cada uno, para dar un total de 432 analisis microbiolégicos. Las
muestras se tomaron con una frecuencia de 72 muestras por semana (Tabla 3)
durante un periodo de seis semanas comprendidos entre los meses de abril y

junio del presente afio.
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El muestreo se efectu6 inmediatamente después de cada una de las etapas de
purificacion asi como también del agua de bidones PURE WATER® como
producto terminado de la Fabrica Cuenca Bottling Company, de acuerdo con la
Tabla 4:

Tabla 3. Cronograma de muestreo para el andlisis microbiolégico.

Muestras
Dia recolectadas* Siembra
Col. Totales [V
Lunes 24 A. meséfilos |V
Mohos y
levad. \
Martes
Col. Totales |V
Miércoles 24 A. meséfilos |V
Mohos y
levad. \
Jueves
Col. Totales [V
Viernes 24 A. mesofilos
Mohos y
levad.
Sabado
Total de muestras recolectadas por semana:
72

* El nimero de muestras recolectadas incluyen los duplicados de cada etapa de purificacién y

el producto terminado
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Tabla 4. Muestreo de las diferentes etapas de purificacion y de producto
terminado.

Etapas de # Total
purificacion muestras | Duplicado| muestras
Red publica 1 1 2

Cisterna 1 1 2
Tanque reactor 1 1 2
Filtro de arena 1 1 2

Purificador de

carbon 1 1 2
Filtro pulidor 1 1 2
Filtro ablandador 1 1 2
Osmosis inversa 1 1 2
Ozonificacion 1 1 2
Luz UV 1 1 2

Producto
terminado 2 2 4

Total muestras recolectadas :

24

2.4 Toma de muestra

El volumen de cada muestra en las etapas de purificacion (agua de red publica,
cisterna, tanque reactor, filtro de arena, purificador de carbén, filtro pulidor,
tanque ablandador, 6smosis inversa, ozonizacién y agua de llenado) fue de
alrededor de 400ml y en el producto terminado se tomé un volumen similar de
los bidones seleccionados para el estudio, ésta cantidad representativa se
empled para realizar el estudio de los tres microorganismos indicados (aerobios
mesofilos, coliformes totales y mohos y levaduras) en la presente investigacion.

2.4.1 Muestras del producto terminado. Las muestras del producto terminado
se tomaron de los bidones que fueron llevados al laboratorio de microbiologia
de la Fabrica Cuenca Bottling Company, rotulados con fecha de recoleccion,
hora y fecha de produccion. Se procedi6 a homogenizar adecuadamente el
contenido de cada bidon para luego realizar la desinfeccion del exterior del pico
del envase con alcohol de 70%, luego se tomo la muestra en fundas estériles

Whirl-Pak® previamente rotuladas y en condiciones asépticas. Con la finalidad
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de conocer las condiciones en las que el producto es expendido al publico; los
bidones fueron analizados después de 4 dias de haber sido producidos, ya que

este es el tiempo que el producto tarda en salir al mercado.

2.4.2 Muestras de las etapas de purificacidén. Se procedié a tomar la muestra
por duplicado de manera aséptica en fundas Whirl-Pak® estériles de cierre
hermético, inmediatamente después de cada una de las etapas de purificacion
consideradas en el muestreo. En el caso de la etapa correspondiente a cisterna
la toma de muestra se realiz6 introduciendo la funda estéril aproximadamente a
20 cm de la superficie y, para las demas etapas de purificacion se procedio a
desinfectar la llave de salida con alcohol de 70% e inmediatamente se dejo
fluir el agua por 2 a 3 minutos para permitir la purga de microorganismos de la

linea antes de la toma de la muestra.

En las siguientes etapas se realizd un proceso de decloracién con una solucion
estéril de tiosulfato de sodio al 10% P/V, adicionando 4 gotas de esta al agua
de red publica cuyo contenido de cloro es en promedio 1 ppm., 9 ml a las
etapas de cisterna y tanque reactor por su contenido de 45 ppm de cloro y 4ml
a las muestras tomadas del filtro de arena la cual contiene 19 ppm de cloro.

Cada muestra fue rotulada con fecha de recoleccién, hora y etapa de
purificacion y llevadas al laboratorio de microbiologia de Cuenca Bottling
Company para proceder al analisis.

2.5 Recursos Materiales

Para realizar el andlisis microbioldgico se requirio de los siguientes materiales y

equipos:
2.5.1 Materiales y medios de cultivo.

e Medio de cultivo caldo m-Endo MHAOOOP2E Millipore® para Coliformes
Totales.
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e Medio de cultivo caldo extracto de glucosa triptona (TGE) MHAOOOP2T
Millipore®, para aerobios mesofilos.

e Medio de cultivo caldo m-Green MHAOOOP2M Millipore® para mohos y
levaduras.

e Membrana de celulosa de 0.45um y 0.8um

¢ Pinza para membrana

e Cajas Petri descartables

e Material de vidrio

e Lamparas de alcohol

e Fundas Estériles Whirl-pak

¢ Alcohol antiséptico.

e Material de proteccién personal.

2.5.2 Equipos

e Estufa
e Autoclave

e Filtro de Vacio

2.6 Fundamento de la técnica de Filtracién de Membrana

Este método se fundamenta en determinar el numero y tipo de
microorganismos presentes en una muestra de agua de un proceso o del agua
de un bidon como producto terminado, mediante la filtracion de volimenes
especificos de la muestra a través de filtros de membrana, compuestos de
ésteres de celulosa, tipicamente con poros de 0,45 um (aerobios mesofilos y
coliformes totales) y 0,8 um (mohos y levaduras) de diametro que retienen

dichos microorganismos presentes en la muestra.

Después se incuban las membranas colocadas hacia arriba en un medio
selectivo para cada microorganismo. En la practica, la técnica de filtracion de
membrana ofrece resultados comparables a los que se obtienen con el método

de tubos multiples.
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Una de las ventajas del método de filtracion a través de membrana es la
prontitud con que pueden obtenerse los resultados y, en consecuencia, se
pueden llevar a cabo rapidamente acciones correctivas y operar en la planta de
agua de nuevo en forma normal. Esta técnica puede aplicarse en el analisis de
casi todos los tipos de agua, también se utiliza en el analisis de leche y otros

alimentos liquidos. ¥

2.7 Fundamento de los medios de cultivo Millipore® para aerobios
mesaofilos, coliformes totales, mohos y levaduras

2.7.1 Caldo extracto de glucosa triptona (TGE) MHAOQOOP2T Millipore®.
Medio de cultivo no selectivo usado para evaluar recuentos bacterianos por el
método de filtracion por membrana (Anexo 4).

En este medio de color amarillento permite el crecimiento de todas las
bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse de 28°C a 35°C, ya que
contiene extracto de carne, tripteina y glucosa, a un pH neutro, haciendo
factible el desarrollo de los microorganismos sin especificar su tipo. Un
recuento bajo de aerobios mesofilos no implica 0 no asegura la ausencia de
patégenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento elevado no significa
presencia de flora patégena. El recuento de mesofilos nos indica las

condiciones de salubridad del agua. *°

2.7.2 Caldo m-Endo MHAOOOP2E Millipore®. Se utiliza como medio de
cultivo para el recuento de coliformes totales. Este es un medio para el
aislamiento selectivo de los coliformes totales pues lleva inhibidores para el
resto de microorganismos. El lauril sulfato y desoxicolato que forman parte de
la formula del medio permite crecer a los coliformes lactosa positivo pero inhibe
el crecimiento del resto de bacterias acompafiantes. Las colonias lactosa
positiva se colorean de rojo por la liberacion de fucsina del sulfato de fucsina.
Las colonias de E. coliy de los coliformes muestran generalmente un brillo

metalico (Anexo 5).
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Se utiliza este medio para la identificacion y recuento de coliformes en agua,
leche y otros liquidos mediante filtracion sobre membrana y esta incluido en las
recomendaciones de la APHA "American Water Works Association and Water
Pollution Control Federation: Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater,2004". %

Medio liquido selectivo, que se deposita en placas de cultivo que llevan una

almohadilla absorbente (aproximadamente 2 mL por placa).

2.7.3 Caldo m-Green MHAOOOP2M Millipore®. Este medio de -cultivo
contiene un alto poder nutritivo, pero el desarrollo bacteriano esta inhibido
debido al pH acido (Figura 15). El verde de bromocresol es el indicador de pH
que facilita la visualizacion y el recuento de las colonias de hongos, las cuales
son verdes debido a la difusion del indicador a la colonia (reaccién alcalina).
Los productos finales del metabolismo microbiano, difunden en el medio,
disminuyen el pH y producen un viraje del indicador del color verde al amarillo

(reaccion acida). ®” (Anexo 6).

Figura 15. Medios de cultivo empleados para el analisis microbioldgico: (de izq.

a der.) aerobios mesdfilos, mohos y levaduras y coliformes totales.

Fuente: Cortesia de Cuenca Bottling Company.
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2.8 Procedimiento para el analisis microbiolégico de las muestras.

Flujograma del procedimiento realizado en el andlisis microbiol6gico:

Mohos y levaduras: 0,8 um | — - o ;
Colocar una membrana filtrante estéril, bajo

condiciones aseépticas, sobre el centro del
portafiltro, usando pinzas estériles, con la

Coliformes totales: 0,45 um

superficie cuadriculada hacia arriba.

Aerobios mesofilos: 0,45 um

Ensamblar el equipo,
colocando el dispositivo de
filtracién y asegurando con
una pinza.

Mohos y levaduras: 100 ml {L

Verter el volumen de la muestra
Coliformes totales: 100ml | —4 de agua, en el portafiltro y
proceder a filtrar.

Aerobios meséfilos: 1 ml !

Remover la parte superior del L Mohos y levaduras:

portafiltro, y con una pinza estéril m- Green (MHAO00P2M)
transferir la membrana a la placa
de Petri que contiene el medio de L Aerobios Meséfilos:
cultivo correspondiente al TGE (MHAO0OP2T)
microorganismo que se va a

NS .
Al colocar la membrana, evitar la
formacion de burbujas entre ésta y
el medio de cultiv%

iyt

Esperar aproximadamente
20 minutos, para permitir la
adhesion de la membrana
al medio.

I

gl

Incubar las placas
en forma invertida.
|

v v v
Mohos y levaduras: a Aerobios Mesoéfilos: Coliformes totales: a
25°C por 48-72 horas 35°C por 48 horas 35°C por 24 horas.
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2.9 Medicién de Ozono.

Para este estudio es necesario mencionar el papel de la luz ultravioleta como
agente microbicida limpio dado su efecto modificador de la estructura quimica
de multiples biomoléculas como acidos nucleicos; también que en el proceso
de purificacion de agua descompone el ozono residual y por lo tanto su accién
desinfectante sobre los microorganismos que los bidones reutilizables puedan
acarrear. Es posible que la presencia de elevados conteos de microorganismos
posteriores a los tratamientos con ozono y luz ultravioleta pueden estar
asociados a multiples variables. En parte el poder microbicida de ambos
tratamientos puede verse afectado tanto por la dosis del agente esterilizante,
como por el tiempo de exposicion y la cantidad de microorganismos presentes

en el medio.

Considerando lo anterior, se decidié entonces evaluar el efecto de la etapa de
ozonizacion sobre la calidad microbiologica del agua de bidén. Inicialmente se
trabajo con una concentracion de ozono de 0,295 * 0,137 ppm y seguido de la
luz ultravioleta. Luego se retird la luz ultravioleta en la etapa final del proceso
de purificacion y se increment6 al doble la concentracion de ozono es decir
0,623 £+ 0,279 ppm, demostrandose esta U(ltima como un proceso de

desinfeccion eficaz para tratamiento de agua.

2.9.1 Fundamento de la técnica. Consiste en hacer reaccionar la muestra de
agua ozonificada con el compuesto N’N-Dietil-p-fenilendiamina (DPD). Al
reaccionar el DPD con el ozono contenido en la muestra de agua, el agua
tomara una coloracion rosa. La tonalidad adquirida sera proporcional a la
concentracion de ozono residual en la muestra. Esta debe ser comparada
contra una escala de ozono residual, que esta graduada a distintas tonalidades
de rosa, o puede ser leida por espectrofotometria a 530 nm frente a un blanco

de agua destilada. !

2.9.2 Toma de Muestra. Se trabajé con muestras de agua ozonizada, tomadas
inmediatamente después de su paso por el equipo ozonizador, con la finalidad

de valorar la concentracion de ozono residual en el agua.
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La muestra se procedié a tomar en frasco Winkler a la salida del proceso de
ozonizacibn de manera que no quede espacio de aire en el recipiente
contenedor para evitar el contacto con el ambiente ya que este disminuye el

tiempo de vida media del ozono.

La muestra tomada fue llevada inmediatamente al laboratorio de analisis
(cubierta por papel aluminio) evitando alteracion de temperatura y el contacto
con la luz solar, debido a que los rayos ultravioleta aceleran la descomposicién

del ozono. @Y

2.9.3 Procedimiento. El procedimiento para la valoracion de ozono mediante

espectrofotometria fue el siguiente: ?%

% Se destapa cuidadosamente el
f ) frasco Winkler y se toman 10ml|

de muestra en cubeta de vidrio

&, ) adecuado al espectrofotometro.

. .
Se adiciona una
almohadilla de N"N-
Dietil-p-fenilendiamina

-

Homogenizar

Leer en espectrofotometro
frente a un blanco a una
longitud de onda de 530

cuidadosamente

2.10 Disefo estadistico. Para el analisis estadistico las mediciones fueron
codificadas y almacenadas en una base de datos en el programa Microsoft
Excel para Windows y posteriormente se procesaron con el paquete SPSS

v.16.0. Para evaluar la calidad de los bidones de agua del producto terminado
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se empled el andlisis de las proporciones de estos que cumplian con los

requisitos de las normas técnicas.

Para los analisis microbiolégicos posteriores (aerobios mesofilos, coliformes
totales, mohos y levaduras) se consideraron las variables del conteo de las
unidades formadoras de colonias microbiol6gicas como cuantitativas continuas,
evaluandose asi el grado de concordancia entre la distribucion de los
resultados microbiologicos del estudio a través de la prueba Ji-cuadrado de

Kolmogorov-Smirnov.

Las diferencias entre medias de mas de dos grupos se determinaron por un
andlisis de varianza (ANOVA) de una via y la prueba Post Hoc de Duncan,
identificando con letras desiguales los valores diferentes para un error maximo
permisible preestablecido. Las medias de dos grupos independientes con
distribucion normal fueron comparadas mediante el test T de Student, en los
demas casos se emple6 su homologo no paramétrico o test U de Mann-
Whitney.

La relaciéon entre los conteos de cada microorganismo entre bidones de un
mismo lote se determiné6 mediante el coeficiente de correlacion lineal de
Pearson. La distribucion de los datos sugiri6 un comportamiento curvilineo por
lo cual se ensayé un modelo matematico de mejor ajuste por el método de los

cuadrados como el inverso (Y=A/X+B).

En todos los casos se rechazé la hipétesis nula cuando el error cometido fuera
inferior al 5 % (P<0,05). Los resultados fueron resumidos y presentados en
graficos y tablas de doble entrada.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION.

3.1Control microbiolégico en producto terminado

De un total de 72 bidones analizados, aproximadamente 9 de cada 10
presentaron crecimiento microbiano en los medios de cultivo selectivos. Un 25
% del total tuvo conteos de aerobios mesdfilos superiores a 100 UFC/ml; el 23
% presentd mohos y levaduras mayores a 20 UFC/100 ml, mientras el 92 %

presentaba 1 o mas UFC/100 ml de coliformes totales (Grafico 1). (Anexo 7)

100

90

80

70
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50

40

30
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Oy}

23
20

% muestras que no cumplen la norma

10

Coliformes totales > 1 Mesofilos aerobios > 100 Mohos y levaduras 2 20
UFC/100 ml UFC/ml UFC/100 ml

Gréfico 1. Porcentaje de muestras que sobrepasan los valores normales
establecidos por la norma técnica ecuatoriana NTE INEN 2200:2008 y norma
técnica colombiana NTC 813, para el agua embotellada en la fabrica.

Al no existir diferencia entre las medias y presentarse una estrecha correlacién
lineal entre los valores de las UFC de los microorganismos identificados en los
bidones duplicados (Tabla 5), se puede observar que los resultados obtenidos

establecen que los bidones no cumplen con la normativa de referencia.
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Tabla 5. Comportamiento de la media de los indicadores microbioldgicos en los
duplicados de los bidones de diferentes lotes.

N° de Lotes
Microorganismo |analizados |[BIDON |N |Media |DS ET P R

MESOFILOS BIDON1 | 24 775| 103,5| 21,1
0,955 | 0,996 | <0,001

(UFC/ml) 24 BIDON2 | 24| 758 1013| 207

MOHOS Y BIDON 1 24 13,8 11,5 24
LEVADURAS 24 0,890 0,986 | <0,001

BIDON 2 24 14,2 11,3 2,3

(UFC/100 ml)

COLIFORMES BIDON 1 36 9.1 59 1,0
0,855 | 0,932 | <0,001

(UFC/100 ml) 36 BIDON2 | 35 9,3 5,7 0,9

DS: Desviacion estandar, ET: Error estdndar de la media; P: probabilidad de
error tipo I; R: Coeficiente de correlacion lineal de Pearson.

Varios autores extranjeros han hecho referencia a la falsa percepcion de la
pureza y buena calidad del agua embotellada en Latinoamérica, por lo que los
datos mostrados en este estudio no son nuevos en la literatura cientifica >
2425 En este sentido la mayoria de los estudios reportados al respecto
concuerdan con el hecho de que los coliformes totales son los principales

contaminantes de este tipo de agua comercial.

Los resultados obtenidos son comparables y coinciden plenamente con otros

estudios realizados en paises como Colombia y México, ©#*%¥

,donde se
muestra que existe un conteo preocupante de coliformes totales en el agua
purificada y envasada, por lo que la norma es ampliamente incumplida seguida

de aerobios de mesodfilos y de los mohos y levaduras.
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3.2 Control microbiol6gico en etapas de purificacion.

3.2.1 Contaminacion por aerobios mesofilos. Para detectar si existian
diferencias entre los valores medios de conteo de aerobios mesoéfilos se realizd

el ANOVA de una via cuyos resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Analisis de varianza para las medias de las UFC/ ml de aerobios

mesofilos en las diferentes etapas del proceso de purificacion.

ANOVA
Sumade Media
gl . F P
Cuadrados cuadratica
Inter-
AEROBIOS 30239,127 9 3359,903 9,339 <0,001
3 grupos
MESOFILOS
Intra-
39574,354 110 359,767
grupos
Total 69813,481 119

Gl: grados de libertad, P: probabilidad de error tipo I.

El ANOVA sugiere que existen diferencias significativas entre las medias, sin
embargo esta prueba no identifica cuales son las medias diferentes entre si,
por ello es conveniente realizar una prueba Post-hoc con el fin de identificar
grupos homogéneos de medias que no difieran entre si. Con este sentido se
realizé la prueba de Duncan para un nivel de organizacién P<0.05 para grupos
de medias diferentes, cuyos resultados indican al menos 3 grupos

homogéneos. (Grafico 2) (Anexo 8)
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ETAPA DEL PROCESO DE PURIFICACION

Gréfico 2. Comportamiento de las medias de los recuentos de aerobios

mesofilos en las diferentes etapas de purificacion.

En la presente grafica se observa que en las primeras etapas de purificacion
comprendidas desde la red publica hasta el filtro de arena se encuentran
valores minimos de carga microbiana, pero los puntos de mayor carga
microbiologica se extienden desde el filtro carb6n hasta el tratamiento con

0zono.

El test de Duncan agrupa las medias homogéneas para una P>0.05 y de este
mismo modo detecta grupos de medias diferentes (letras: a, b, c) entre si para
una P<0.05.
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3.2.2 Contaminacion por coliformes totales. Para detectar si existian
diferencias entre los valores medios de conteo de coliformes totales se realiz6

el ANOVA de una via cuyos resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Andlisis de varianza para las medias de las UFC/100 ml de coliformes

totales en las diferentes etapas del proceso de purificacion.

ANOVA
Suma de Media
Gl . F P

Cuadrados cuadratica

Inter-
COLIFORMES 3088,918 9 343,213 47,232 | <0,001
grupos
TOTALES

Intra-

1235,319 170 7,267
grupos
Total 4324,238 179

Gl: grados de libertad, P: probabilidad de error tipo 1.

El ANOVA sugiere que existen diferencias significativas entre las medias de los
recuentos de coliformes totales, sin embargo esta prueba no identifica cuales
son las medias diferentes entre si, por ello es conveniente realizar una prueba
Post-hoc con el fin de identificar grupos homogéneos de medias que no difieran
entre si. Con este sentido se realizd la prueba de Duncan para un nivel de
organizacion P<0.05 para grupos de medias diferentes, cuyos resultados
indican 4 grupos homogéneos. (Grafico 3) (Anexo 7)
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Gréafico 3. Comportamiento de las medias de los recuentos de coliformes

totales en las diferentes etapas de purificacion.

En este grafico se observa que en las primeras etapas de purificacion desde
red publica hasta filtro de arena se encuentran valores minimos de carga
microbiana, pero los puntos de mayor carga microbioldgica se extienden desde

el purificador de carbdn hasta el tratamiento con luz UV.

El test de Duncan agrupa las medias homogéneas para una P>0.05 y de este
mismo modo detecta grupos de medias diferentes (letras: a, b, c, d) entre si
para una P<0.05.

Con la ayuda de los modelos estadisticos empleados se establecié que existe
un punto de partida en la contaminacién del agua, que al igual que los aerobios
mesofilos ocurren en el purificador de carbdn, siendo estos resultados también
muy importantes, porque, se comprueba la existencia de coliformes totales
incumpliendo la norma con una media en su punto mas critico de 11
UFC/100ml. El andlisis de la varianza nos esclarece a su vez que los datos han
sido plenamente agrupados y que el margen de error se encuentra dentro de
P<0.05. (Anexo 7).
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3.2.3 Contaminacion por mohos y levaduras. Para detectar si existian
diferencias entre los valores medios de conteo de mohos y levaduras se realizé

el ANOVA de una via cuyos resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Andlisis de varianza para las medias de las UPC/100 ml de mohos y

levaduras en las diferentes etapas del proceso de purificacion.

ANOVA
Suma de Media
gl . F P
Cuadrados cuadratica
MOHOS Inter-
14427,217 9 1603,024 19,995 | <0,001
Y grupos
LEVADURAS |Intra-
8818,875 110 80,172
grupos
Total 23246,092 119

Gl: grados de libertad, P: probabilidad de error tipo I.

El ANOVA sugiere que existen diferencias significativas entre las medias de los
recuentos de coliformes totales, sin embargo esta prueba no identifica cuales
son las medias diferentes entre si, por ello es conveniente realizar una prueba
Post-hoc con el fin de identificar grupos homogéneos de medias que no difieran
entre si. Con este sentido se realizd la prueba de Duncan para un nivel de
organizaciéon P<0.05 para grupos de medias diferentes, cuyos resultados
indican 5 grupos diferentes conformados por medias homogéneas cada uno.
(Anexo 7)

El test de Duncan agrupa las medias homogéneas para una P>0.05 y de este
mismo modo detecta grupos de medias diferentes (letras: a, b, ¢, d, e) entre si
para una P<0.05. (Gréfico 4)
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Gréfico 4. Comportamiento de las medias de los recuentos de mohos y levaduras en

las diferentes etapas de purificacion.

Segun los resultados obtenidos, la contaminacién por mohos y levaduras
ocurre desde la etapa del purificador de carbén en adelante y puede estar
asociado a la retencion de materia organica en las matrices de filtracion
empleadas. Esta materia organica puede constituir el sustrato sobre el cual se

desarrolle el crecimiento de estos microorganismos. .

Llama la atencibn de manera preocupante la elevada contaminacion
microbiolégica del agua que sale del proceso de 6smosis inversa, precisamente
por las caracteristicas y el fundamento fisico de este proceso. Es probable que
una de las causas sea el deterioro de las membranas filtrantes debido al largo

periodo de uso de las mismas.
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3.3 Efecto de

la concentraciobn de ozono sobre

microbiana de los bidones comerciales

la contaminacion

Tabla 9. Efecto de diferentes concentraciones de ozono sobre la calidad

microbiolégica de los bidones comerciales. Se representan las medianas y el

rango de los datos.

c . Mesofilos | Coliformes Mohos y
oncentracion ;
De Ozono (ppm) Aerobios Totales Levaduras
(UFC/ml) | (UFC/100ml) | (UFC/100ml)
0,295 + 0,137 37,5 8,00 10,5
Seguido a esto (22-205) (7-17) (4-24)
va luz UV.
1,0 0,0 1,5
0,623 £ 0,279* (0-3) (0-0) (0-2)
Sin luz UV.
P 0,020 0,013 0,020

*. Indica diferencias significativas para P<0,05; P: probabilidad de error tipo | obtenido
por el Test U de Mann-Whitney para muestras independientes.

En el presente estudio se observo que la concentracidn generada durante el
proceso era en promedio 0,295 + 0,137 ppm, y que al exponer este gas a la luz
ultravioleta puede acelerarse su descomposicion y con ello su nivel residual en
los bidones. La significativa mejoria de la calidad microbioldgica del agua de los
botellones comerciales que se observa al aumentar la dosis de o0zono
(0.623+0.279 ppm) en aproximadamente dos veces su valor inicial sin pasar
luz ultravioleta, concuerda absolutamente con

por los planteamientos

anteriores.

Segun los resultados de la tabla 9, considerando la inmediata descomposicion
del ozono tras el paso de la luz ultravioleta, su efecto desinfectante depende
también en gran medida de la dosis empleada en el proceso de purificacién en
comparacion con el tiempo de exposicion. Por ello se sugiere que para una
correcta desinfeccion deben mantenerse residuales de este compuesto a
concentraciones de 0,4 a 0,5 ppm por un periodo de 10 a 20 minutos

posteriores al contacto con el agua.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES

Con respecto a la calidad microbiolégica del agua en etapas de purificacion,
se concluye que las etapas concernientes a red publica, cisterna, tanque
reactor y filtro de arena, no presentan un crecimiento microbiolégico o
presentan valores por debajo de los establecidos por la norma NTE INEN
2200: 2008 y la norma NTC 813.

En cuanto a la calidad microbioldgica del agua de bidones como producto
terminado durante el periodo de estudio puede evaluarse como deficiente,
con 9 de cada 10 bidones contaminados con coliformes totales y 2 de cada
10 bidones contaminados con aerobios mesofilos y mohos y levaduras por
lo que existe un incumplimiento de la norma NTE INEN 2200: 2008 y de la
norma NTC 813.

En lo que se refiere a los sitios de contaminacion se encontré que los
puntos que presentaron crecimiento y contaminacién microbiana durante el
proceso de purificacion fueron observados a partir de la etapa de purificador
de carbon, seguido de los procesos de filtro pulidor, tanque ablandador,

Osmosis inversa, ozonizacion y luz ultravioleta (agua de llenado).

El origen de la contaminacion se observo a partir de la etapa de purificador
de carbon, ya que este adsorbe el cloro introducido en etapas anteriores,
ademas de olores, sabores y materia organica, esta ultima propiedad brinda
condiciones ideales para la proliferacion microbiana, por lo cual, se

evidencié contaminacion en los procesos subsecuentes a esta etapa.

En los procesos realizados por el filtro pulidor, filtro ablandador, 6smosis
inversa, se observo también una carga microbiana elevada debido a que no
sufren un proceso de desinfeccion y limpieza adecuadas, incumpliendo con
las recomendaciones del manual PURE WATER. INC.
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En el presente estudio se observo que la concentracion de ozono generada
durante el proceso, no solo era inferior a la recomendada (0.295+0.137
ppm).sino que también se identific6 que el proceso de luz ultravioleta
después de la etapa de ozonizacion inhibe la capacidad desinfectante
residual del ozono.

Se duplico la concentracion de ozono (0.623+0.279 ppm) y se retird el
proceso de luz ultravioleta mejorando considerablemente la calidad

microbiolégica del agua de bidon como producto terminado.

66 Jandry Neira
Henry Ledn



o mf»@m escors

é-@;;g. UNIVERSIDAD DE CUENCA 2013
CAPITULO 5

5. RECOMENDACIONES

e Se recomienda implementar los cambios sugeridos desde el proceso de
ozonizacion para cumplir con los estandares microbiologicos de calidad

establecidos por las normas referidas.

e Realizar un estudio mas amplio y detallado que evalule la influencia de otras
variables fisico-quimicas y microbiologicas sobre la calidad del agua

purificada y embotellada en la fabrica.

e Realizar un control de la limpieza y desinfeccion, mediante programas pre-
requisito (PPR), de las etapas de purificacion con el fin de controlar y

optimizar dicha operacion.

e Realizar un estudio a profundidad sobre la dosis efectiva del desinfectante
empleado en los bidones versus la concentracién de ozono empleada con el
fin de obtener un equilibrio en ambos procesos que garantice calidad y a su

vez rentabilidad.

e Se recomienda la adquisicion de una camara de flujo laminar, con el fin de
contar con todos los medios necesarios para realizar un estudio mas exacto
a fin de evitar la contaminacion cruzada y trabajar en un ambiente mas

controlado.
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7. ANEXOS

Anexo 1

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 2 200:2008
Primera revision

AGUA PURIFICADA ENVASADA. REQUISITOS.

Primera Edicion

PACKED PURIFICATE WATER. SPECIFICATIONS.

First Ediion

DEZCRIPTORES: Tecnaingla de los allmantos, bedidas, bebidas no dcohdlicas, aguas.
AL D4.04-205

COW: 814.777.620.113

ChJ:4200

ICS: 67.160.20
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CDOUE BW4.TTT.EI0113 m Cl: £200
ICS: 6716020 AL 02 M-205

Norma Técnica AGUA PURIFICADA ENVASADA. NTE I.HEH
" 2 2002008
Ecuatoriana REGUISITOS. Pri o
Obligatoria rimera revision
200808
1. OBJETOD

14 Esta norma establece los requisitos que debe cumplir el agua purificada envasada para consumo
humang.

2 ALCANCE
21 Esta norma se aplica tambien 3 las aguas purificadss mineralizadas envasadas, se excluyen las
aguas minerales naturales, las aguas de fuente v |35 aguas purificadas de uso famacsutico.
3. DEFINICIONES
31 Agua purificada envasada. 52 considera agua purficada ervasada, carbonatada o no. a las
aguas destnadas al consumo humano que somefidas a un proceso fisicoguimico y de desinfeccin

de microorgansmos, cumple con los requistos establecidos en esta norma y es envasada en
recipientes de cieme hermatico e inviolable, fabricados de material grado alimentaric.

— i - Bevind o — Poad Bl e g oo dusciden

32 Agua purificada mineralizada envasada. Se enbiends al producto elaborado con agua
purificada adicicnada de minerales de uso permitido, carbonatada o no y &5 envasada en recipientes
de cieme hermetico e inviolable, fabricades de material grado alimentario.

1o EE-I9 y A

4. DISPOSICIONES GENERALES

41 Los ciemes de los envases utlizados para el agua purificada deben ser hermeticos y garantizar
que &l envase no ha sido abierto despuss e llenado y antes de k3 venta al consumidar.

47 Las instalaciones destinadas a la produccion y envasado, deben ser apropiadas para excluir toda
posibdidad de contaminacion; con este objeto y en particular:

a) las tuberias y los depositos deben estar consiruidos con materiales ineres y de modo tal que
impidan & ingreso de sustancias exiranas en el agua;

b} las instalaciones destinadas al lavado de los envases retomables v |as destinadas a produccion
deben satisfacer los requisitos de Buenas Practicas de Manufactura y las disposiciones sanitarias
vigentes,

3. REQUISITOS

31 Requisitos especificos

541 Requisitos de matena prima. Los parametros fisicos, quimicos y microbiolagicos del agua
previa al proceso de purificacion debe cumplir con los requisitos de la NTE IMEN 1 108.

b o Ecustoriana de MNormalzacian, INEN — C ailla 17-01-3250 — Bag

i1.2 Requisios de producie. Bl agua purificada erwasada o el agua mineralizada purificada
envasada deben cumplir con los requisitos fisicos establecidos en latabla 1.

(Cantina)

DESCRIPFTORES: Tecnologls de los almenios, bebidas, bebidas no aloohdlons, aquas.

-1 0505
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MTE INEN 2 200 20002

TABLA 1. Requizitos flalcos del agua purificada envasada o agua purlficata minerallzada sanvasada

REQUISITOS Minimo Maximo
Ciodor expresado en unidades de color - 5
verdadero [UTC)
Turbiedad expresada en unidades - 3
nefelometricas de turbiedad NTU
Sdlidos totales disusitos expresados en mg/l:
- Bgua purificada envasada - 500
- Agua purificada mineralizada envasada 250 1000
pH a 20°C:
- o carbonatada, 8.5 4.5
- carbonatada, 4.0 a5
- proceso de dsmosis y destiacion 5.0 7.0
Cloro libre residual. mgh 0.0 0.0
Cureza, CalC0,. mgl - 300
Qlor y sabor imobjetable

3:1.3 El agua punificada envasada o el agua purfficada mineralizada envasada debe cumgplir con los
requisitos microbiclsgicos indicados en la tabla 2.

TABLA 2. Requisitos microbiologicos para muestra unitaria o de anaquel

Limite maxima
Aerobios mesdfilos, UFCiml 1.0x 10°
Coliformes MMP 100 mi < 1,8
Coliforrmes UFCHM00mI 1,0 P

MIOTA: Los vaiores < 1,8 ¥ < 1,0 x10° significan ausencia, o no detectabiss

51.4 L3 cantidad maxima de sustancias inorganicas, organicas, elementos radiactivos y de residucs
de plaguicidas debe cumgplir con bo indicado en la NTE INEM 1 108.

6. INSPECCION
6.1 Muestreo

611 El muestres en planta para la determinacidn de los requisitos  fisicoquimicos v
microbisldgicos se efectuard de acuerdo con o indicado en La NTE INEN 1 077.

61.2 Las muesiras en anaquel s& tomaran e un mismo lote v en k3 cantidad que |a tcnica de
analisis lo requiera

62 Acsptacion o rechazo

621 Se aceptara la musstra o los lotes que cumplan con todos los requisitos  indicados en esta
Nerma, caso conirano se rechazard,

(Continua)

-2 2005-505
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NTE INEN 2 200 200202

7. METODOS DE ENSAYO

T4 Los métodos de ensayo utilizados para los andlisis que se especifican en esta norma seran los
mietodos nomializados para el agua potable y residual [Standard Methods) especificados ensu ultima
edicion.

B ENVASADO
81 Los enwvases ublizados deben presentar cieme seguro e inviclable. de modo que no se
evidencien pérdidas de su contenido como consecusncia de los procesos propios del transporte y

almacenamiento de los mismos.

82 Los enwvases retormables o no retomables v |35 tapas deben ser de matenales de calidad grado
alimenticio, certificados por el fabricante o provesdor.

83 Los envases retomables antes de ser nuevamente utilizados deben ser completaments
Sanitizados.

8.4 El agua purificada envasada se puede comercializar en envasses de hasta 20 [dros.

9. ROTULAD

91 El rotulado del products debe cumplir con o establecido en la NTE IMEM 1 334-1 y ademas
debe ndicar lo siguiente:

a) En los envases de presentaciones superiores 3 10 litros se debe poner |3 leyenda: "Despues de
abierto el envase, consismase dentro de los diez dias siguientes”.

B} 5 & envase es retomable o no.

¢} El ipo de fratamiento al que ha sido sometida el agua para su purificacion.

75 Jandry Neira
Henry Ledn



UNIVERSIDAD DE CUENCA 2013

NTE INEN 2 200 200502

APENDICE Z
21 DOCUMENTOS NORMATIVOS A CONSULTAR

Morma Técnica Ecuatoriana NTE INEM 1 077:1864  Bebidas gaseosas. Muesireo

Morma Técnica Ecustoriana NTE INEN 1 108:2006  Agua potable. Requisitos (2da. Revision)

Morma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1 334-1:2000 Rofwlade de productos alimenticios paa
consumo humano — Parfe 1 — Reguisios (Tra.
Revision)

Metodos normalizades para ef agua podable y residual (Standard Methods) en su dltima edicion.

Publicado por la APHA [Amencan Public Health Association), AWWA [American Water Word

Association) y WEF (Water Environment Federation).

£.2 BASES DE ESTUDI

Morma Técnica Ecuatoriana NTE IMEN 1 108 (2R). Agus poisble. Requisifos. Instituty Ecuatoriamno
de Normalizacion, INEM. Quito, 2008,

Ciode of Federal regulations, CFR Food and Drug Aoministrafion FDA PART 165—BEVERAGES
Subpart B—Requirements for Specific Standardized Beverages 165,110 Botthed water.

Codign Alimentario Argentino, CAPITULD Xl Bebidas Hidricas, agua y agua gasiicads, agus
gasificada Articulo 083 - (Res N° 404 del 7.07.04).

Intermacional Botled Water Association. IWWA. Bofled Wafer Code of Practice. Revised March,

2005 Intemational Bottled Water Association 1700 Diagonal Road. Suite 650 Alexandna, VA 22314
(703) 8E3-5213 hitp:/hwwew_bottledwater.org

Secretaria de la Salud Norma Oficial Mexicana NOM-201-5541-2002, Productos y senvicios. Agua
Hizlo para consumo humano, envasados ¥ a granel. Especificaciones sanitanas.

FD& Quality Standars, NSF Cerfificalion Services Botfled water program.
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Anexo 2

Normas oficiales para la calidad del agua
Colombia

NORMA TECNICA COLOMBIANA

INFORME

Los Comites Tecmicos del ICONTEC son los orgamismos encargados de realizar el estudio de las
normas. Estin integrados por representantes del Gobiermo Macional y de los Socios, clasificados en
los grupos de Producidn, Consumo e Intereses Generales.

Con ¢l fin de garantizar un consenso nacional, los proyecios claborades por los Comités sc
someten & un periodo de encuesta pablica durante el cual puede formular observaciones cualguier
persona.

El estudio de esta norma estuvo a cargo del comité 313402 Agua.

La NTC 813 (Segunda revision) ha sido ratificada por el Consejo Directive del Instituto el 94-10-
19.

Esta norma estd sujeta a permanents revision con el objeto de que responda en todo momento a las
necesidades ¥ exigencias de la técnica moderna. Las soliciiudes fundadas para su revision,
mereceran la mayor atencion de los organismos técnicos del Instituto.

MIEMBROS PARTICIPANTES (F) DEL COMITE 313402

Mimisterio de Salud Publica

Superintendencia de Industria ¥ Comercio
Accites y Grasas Vegetales, 5.4

Acernias de Colombia, 5.4

Acerias Paz del Rio, 5.A.

Aga-Fano, 5.4

Angel Laboratorio ¥ Cia Lida.

Alpina Productos Alimenticios, $.A.
Asociacion Colombiana de Téenicos Plomeros
Aspciacion de Industriales y Comerciantes del Toberin
Barnentos Gomez Asociades Lida,

Bast Quimica Colombiana, 5 A,

Bavana, 5.4

Coca-Cola de Colombia, 5 A

Coloma Lida.

Colombiana Universal de Papeles, S.A.
Colombina, 5.4,

Compafiia Colombiana de Alimentos

Lactens, S.A.
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Compafiia Nacional de Levaduras
Levapan, S.A.

Empresa de Acueducto v Alcantanillado de Bogotd
Empresa de Licores del Cagueta

Empresa de Licores del Choca

Empresa Licorera del Meta

Empresas Municipales de Cali

Empresas Publicas de Medellin

Enka de Colombia, 5.4,

Fibrica de Licores del Tolima

Fabrica de Tornillos Gutemberto, S.A.
Firmenich, 5.A.

Crascosas Posada Toban, S.A.

Indisa Limitada

Industna Licorera de Boyaca

Indusiria Licorera de Caldas

Indusinal de Gaseosas, 5.4,

Ingenio Fichichi, 5.4,

Instituto Colombiano de Productores de Cemento
Instituto Macional de Investigacion en Geociencia
Interamericana de Productos Quimicos S.A.
Johnson & Johnson de Colombia 5.4
Laboratorio Baxter 5. A,

Mac Inalba 5 A

Manantial A
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Politécnico Colombiano Jaime
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Universidad de Antioquia
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AGUA.

1. OBJETO

1.1 Esta norma tiene por ohjeto establecer los requisitos fisicos, quimicos ¥ microbioldgicos que

debe cumplir el agua potable.

1.2 Esta norma también se aplica al agua potable proveniente de cualguier sistema de abasteci-
micnto.

1. DEFINICIONES

Para efectos de esta norma se establecen las siguientes:

2.1 Apgua Potable: aguélla apta para el consumo humano y que cumple con los requisitos fisi-
cos, quimicos v microbiologicos establecidos en la norma.

22 Contaminacion: alteracion de las caracteristicas fisicas, quimicas o biologicas del agua, re-
sultante de la incorporacion en la misma de productos o residuos que ocasionen o puedan
ocasionar molestias directas o indirectas, enfermedades v atn la muerte de seres vivos.

2.3 Residuos: sobrantes liguidos, solidos, gaseosos v distintas formas de energia, provenientes
de la actividad humana en general.

24 Porcion normal: en analisis microbiologico, la compuesta de 10 cm? o de 100 cm? de agua.

2.5 Muestra normal: en analisis microbiologico, la que estd constituida por 5 porciones normales
iguales.

2.6 Grupo coliforme: conjunto de todos los microorganismos aerobios o anaerobios facultati-
V05, ZTam Negativos, no esporogenos, gue fermentan la lactosa con formacian de gas, en un
periodo de 48 h entre 35%C v 37%C.

2.7 Indice coliforme: cantidad estimada de microorganismos del grupo coliforme presente en
100 cm? de agua. 5us resultados se expresan en términos de nimero mas probable (NAF)
para ¢l caso de la colimetria por dilocién (técnica de tubos miltiples) y por el mimero de
colonias en el caso de la membrana filirante.

2.8 Unidad formadora de colonia (U.F.C): grupo de microorganismos de la misma especie.

19 Recuento de microorganismos mesofilos: el indicador mas amplio que inchive todos los géneros
acrobios y faculiativos que crecen en medios simples a una temperatura entre 2000 v 45%C.

3. REQUISITOS

3.1 CARACTERISTICAS FISICAS
El agua potable deberd cumplir con los requisitos fisicos indicados en la Tabla 1.
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3.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS

3.2.1 Al agua potable se le permitiran las concentraciones de elementos ¥ sustancias quimi-
cas indicadas en la Tabla 4.

1.2.2El agua potable deberi tener minimo 0,2 mg/dm? y un méximo de 1,0 mg/dm® de
cloro residual libre en la red, expresado como cloro {(Cla) ¥ ¢l cloro total debera tener
COMD MAXIMo una concentracion de 1,2 mg/dm-.

323 El agua potable debera tener un intervalo de pH 6,5 2 9.0,

Mota. El acueducte deberd cumplir con su pH de estabilizacion.

Tabla 1. Caracteristicas fislcas
Requisitos Valor
Color, expresado en unidades de la escala Pr-Co, mex 15
(Hor y sabor Inobjetable
Turbiedad, expresada en unidades nefeloméiricas de rbiedad UNT, méix 2
Salidos totales, expresado en mafdm?, méx 200

33 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

31.3.1 De todas las mucstras examinadas en un mes, maximo el 10% podrdn mostrar pre-
sencia del grupo coliforme confirmado independiente de |a serie utilizada,

3.3.1.1 Mo debera presentarse el grupo coliforme confirmado en los siguientes casos:
a) En dos muestras consecutivas,

b) En mas de una muestra mensual, cuande en ¢l mismo lapso se examinen
menos de veinte (20) muecstras.

c) En mas del 5% de las muestras, cuando mensualmente s¢ examinen veinte
{20} o mas mucstras,

3312 En caso de que el nimero de colonias obtenidas exceda los valores observa-
dos anteriormente, de mmediato deberan tomarse muestras dianamente en el
mismo punto de recoleccion inicial hasta obiener resultados negativos en dos
(2} muestras consecutivas.

3.3.2Conten de placa. Se efectuara a 35*C v durante 48 h. Se permitira un maximo de 100
colonias pnrcm3.

3.3.3 Independientemente del método de analisis realizado, ninguna muestra de agua potable
debe contener escherichia-coli en 100 cm? de agua.

334El 10% de las muestras analizadas en un mes, para ¢l grupo coliforme, debenin ser
complementadas, con las pruchas para el grupo enterococo:
3.34.1 Mo deberd presentarse ¢l grupo enterococo confirmado en los siguientes casos:
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a} En dos muestras consecutivas.

b) En mas de una muestra mensual cuando en el mismo lapso se examinen
menos de vemnte (20) mucstras;

c} En mas del 5% de las muestras cuando mensualmente se examinen veinte
(20} o mds muestras.

3342 Cuando en una muestra normal aislada se presenmte el grupo enterococo
confirmado, de inmediato, deberin tomarse muestras dianamente, en el mismo
punio de recoleccion inicial para analisis, hasta que los resultados de dos (2)
muestras consccutivas indiquen ausencia del grupo enterococo.

3343 Los resultados deberan registrarse con indicacion de la fase hasta la cual se
desarrolld |a prucha, bien sea presuntiva, confirmativa o completa.

Se anotard, ademas el mimero de tubos positivos encontrados, segin la serie utilizada.

3344 Independientemente del método de analisis realizado, ninguna muoestra de
agua debe contener estreptococos fecales en 100 em? de agua.

335 Ninguna muestra de agua potable de las examinadas mensualmente, deberin presentar
guistes de amiba ni de giarda lamblia.

33.6D¢ las muestras de agua potable analizadas mensualmente ninguna podra presentar
legionella.

337El recuento de hongos y levaduras se efectusra a 20°C durante 48 h a 72h de
incubacian.

3.3 2 El mimero de colonias producido por los hongos o levaduras no debera exceder de:
1 colonia (UF.C.)en 5 em®
10 colonias (U.F.C)en 50 cm®
20 colonias (UF.C)en 100 cm3

33.9Independiente del método de analisis realizado ninguna muestra deberd contener
hongos o levaduras patogenas.

33.10Cuando en una muestra normal se aisle algin hongo o levadura patogena se deberan
tomar muestras dianamente, en el mismo punto de recoleccion inicial para analisis,
hasta que los resultados de dos muestras consecutivas indiguen ausencia del
MICTOOTZAnismo.

4. TOMA DE MUESTRAS

Las muestras para los andlisis microbiologicos, fisicos v quimicos se deberin tomar en reci-
pientes diferentes.
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4.1 MUESTRAS PARA ANALISIS QUIMICOS Y FISICOS

4.1.1 5¢ obtendrin de los tanques de almacenamiento ¥ en puntos representativos de la red
de distribucidn.

4.1.2El examen para anilisis guimico y fisico debera iniciarse inmediatamente despugs o
maximo dentro de las 48 h siguiente a la recoleccion.

4.2 MUESTRAS PARA LOS EXAMENES MICROBIOLOGICOS
4.2.1El nimero de muestras para anilisis microbiologico que deberd tomarse en todo el
sistema de suministro de agua estara de acuerdo con la poblacion servida, tal como se

cstablece en la Tabla 2.

Tabla 1. Poblacidn servida para eximenes microbiologicos

Nimero minlmo de muestras para anallzar
MNimers de habitantes servidos pOr mes
Menos de 2 500 2
2500 & 1D oog ]
100000 a [ 000 10 mes | por cada | (M) habitantes
1000001 a S04 000 90 mes | por cada 10 (0 habitantes
S000000 a 1 000 D0 140 mxds 2 por cada |00 000 habitantes
Mds de | (D 0G0 340 s 40 por cada | 000 000 habitantes

4.2.2 La practica de los exdmenes microbiologicos se sujetard a la Tabla 3.

Tabla 3. Namero de muestras por habitantes servidos

Nimern de habitantes servidos Intervale médximo entre muesiras consecutlvas
Menos de 200000 | mes
200000 a 50 000 2 semanas
S00000 a 10D D00 4 dias
100 001 a 306 000 2 dias
Mids de 300 000 1 dia

423 Las muestras de agua analizadas como consecuencia del incumplimiento de los
numerales 3.3.1, 332 y 335, no formaran parte del programa normal de toma de
muestras por lo tanto no se contabilizarin en el nimero de muestras exigidas como
minimo para el plan mensual de muestrea.
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4.2 4El examen microbiologico deberd iniciarse inmediatamente despucs o a la hora si-
guiente de la recoleccion de la muestra; en ningiin caso este tiempo excedera de 24 b

4.2.5 Durante este tiempo, la muestra se mantendra 8 una temperatura comprendida entre
0FC v 10°C hasta el momento del andlisis.

4.2.6 Los frascos para la toma de muestras microbiolagicas, deberan ser de vidrio inerte o
material que resista esterilizacion v con cierre hermético. La cantidad de muestra
tomada serd micimo las 3/4 partes de la capacidad del recipiente.

427Para los anilisis microbiologicos, los envases de las muestras que posean cloro
residual deberin contener un agente declorador.

428 Los recipientes de las muestras deberan ser identifcados con la fecha, hora, sitio de
recoleccion y persona que toma la muestra.

5. ENSAYOS
5.1 DETERMINACION DE LA TURBIEDAD
Se efectua de acuendo con lo indicado en la GTC 2, p. 13,
5.2 DETERMINACION DEL COLOR
Se efectiua de acuerdo con lo indicado en la GTC 2, p. 12
53 DETERMINACION DEL OLOR Y SABOR
Sc efectua de acuerdo con lo indicado en la GTC 2, p. 14.

54 DETERMINACION DEL CLORO RESIDUAL

Se efectua de acuerdo con lo indicado en la GTC 2, p. 47.
5.5 DETERMINACION DEL PH

Se efectiia de acuerdo con lo indicado en la GTC 2, p. 16.
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Tabla 4. Concentracion de elementos ¥ sustancias quimicas
permitidas en el agua potable

Yalor permitido (mgfL)

Sustancias Expresada como min max
Arsénico As 005
Aluminio Al 0z
Bario Ba 1.0
Baoro B 1.0
Cadmio Cd 0,005
Cianuro CN i1
Cinc &n 50
Clomuros Cl 2500
Cobre Cu 1,0
Cromo hexavalente Ccrtt 0,05
Dureza total CaCiny 30 150
Fenoles Fenol 0,001
Hierro total Fe 0.3
Magnesio Mg 36,0
Manganeso Mn 0,1
Mercurio Hg 0,001
Mitratos Mg 450
Mitritos N2 0,01
Plomo Pb 0.m
Plata Ag 0,05
S5AB 5AB 0.5
Selenio Se 0.m
Sulfatos S04 250,0
Cirasas v aceites Mo detectable

Continia
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Tabla 4. Concentracion de elementos v sustancias quimicas

permitidas en el agua potable

Valor permitido (mg/L)

Sustancias Expresada comu min mx.
Productos
Agroquimicos
Aldrin 1K1
Clordano 0, 0H05
Carbaril 0,1
LoT 0,05
[Mazindn 0,01
[Meldrin 0,001
Endrin LR
Heptacloro 0,03
Lindano 0,005
Metoxiclono 0,1
Menlparation 0,007
Paration 0,035
Carbamatos 0,1
Toxafeno 0,005
Clorofenoxi 2,40 0,1
245T 0,002
245TP 0,03
Radiactrvidad
Radio 226-228 SPCi/dm?
Estroncio %0 2Cidm?
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ANEXO 4
Caldo extracto de glucosa triptona (TGE)

HOJA TECHICA

* 55-Plus Manitor
* GSistema Milliflex PLUS
> MicropreSure On-Line Filtration Samplers: Ready-to-use devices sampls and test in-process bottled water
> MicropreSure In-Line Fitration Monitors
Descripcion del producto (MHAOOOP2T): Caldo extracto de glucosa triptona (TGE)
Cant./Env.: 50
Aplicaciones: Se utiliza un medio de cultivo no selectivo para detectar los microorganismos heterotréficos

totales en agua y otros liquidos
Aplicaciones claves:

e Cerveza

e  Andlisis de la carga microbiolégica
e  Agua embotellada

e  Laboratorio clinico

e  Cosméticos

e  Analisis medioambientales
e Alimentos y bebidas

e  Filtracién de laboratorio

e  Refrescos

e Bebidas para deportistas
e  Ensayo de esterilidad

e  Andlisis y control del agua

e Vino
Medios: Extracto de gucosa triptona
Dispositivo aplicable:

e  Método MF

e Microfil

o Milliflex

e  MicropreSure
Certificado incluido, S/IN: Y
Apariencia del organismo: Colonias de color transparente a blanco cremoso, algunas pueden producir
pigmentos
Temperatura de incubacién, °C: 28-35
Organismos de control de calidad: E. coli (ATCC 25922)
Temperatura de almacenamiento, °C: 2-10
NUmero de ensayos por envase: 50
Forma de presentacion de los medios: Liquido
pHa25°C: 7.0+0.2
Envase: Ampollas de plastico de 2 ml
Microorganismos seleccionados: Recuento total
Tipo de ensayo:

e  Carga bioldgica
e  Limites microbiolégicos
Volumen, ml: 2
Nombre del producto: Caldo extracto de glucosa triptona (TGE)
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Vida atil (meses): 12
Color de los medios: Ambar intermedio, transparente a ligeramente opalescente
Tiempo de incubacion, horas: 18-120

ANEXO 5
Caldo m-Endo para coliformes totales

HOJA TECNICA

* 55-Plus Monitor
> Sistemna Milliflex PLUS

= MicropreSure On-Line Filtration Samplers: Readv-to-use devices sample and test in-process bottled water

= MicropreSure In-Line Filtration Monitors.
Descripcién del producto (MHAOOOP2E): Caldo m-Endo para coliformes totales
Cant./Env.: 50
Aplicaciones: Para la deteccion de coliformes totales en agua potable.
Aplicaciones claves:
e Cerveza
e  Agua embotellada
e Sidra
e  Laboratorio clinico
e  Cosméticos
e Andlisis medioambientales
e  Alimentos y bebidas
e CCindustrial
e  Filtracién de laboratorio

e Refrescos

e  Bebidas para deportistas
e  Andlisis y control del agua
e Vino

Cumplimiento de la normativa: Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater

Medios: m-Endo

Dispositivo aplicable: Método MF, Microfil,
Milliflex, MicropreSure

Certificado incluido, S/IN: Y

Apariencia del organismo: Las colonias de
coliformes son de color rojo oscuro con un brillo
verde metalico distintivo

Organismos de control de calidad:

e E. coli (ATCC 25922)

e  mixed culture (E. coli, P. aeruginosa and P.
vulgaris)

Temperatura de incubacioén, °C: 35+ 0,5

Temperatura de almacenamiento, °C: 2-10

Numero de ensayos por envase: 50

Forma de presentacion de los medios: Liquido

pHa?25°C:7.2+£0.2

Envase: Ampollas de plastico de 2 ml

Tipo de ensayo: Carga bioldgica, Limites microbiolégicos

Volumen, ml: 2

Nombre del producto: Caldo m-Endo para coliformes totales

Vida util (meses): 12

Color de los medios: Rosa a purpura claro con ligeros precipitados
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Tiempo de incubacion, horas: 24 + 2

ANEXO 6
Caldo m-Green

HOJA TECHICA

55-Plus Monitor

w

W

Sistema Milliflex PLUS

W

MicrepreSure On-Line Fitration Samplers: Ready-to-use devices sample and test in-process bottled water

W

MicrepreSure In-Line Filtration Meniters

Descripcion del producto (MHAOO0P2M): Caldo m-Green para levaduras y mohos
Cant./Env.: 50

Aplicaciones: Para analizar el crecimiento de levaduras y mohos en refrescos y otras bebidas
Aplicaciones claves:

e Cerveza

e Andlisis de bebidas

e  Agua embotellada

e Sidra

e Laboratorio clinico

e  Cosméticos

e  Analisis medioambientales
e Alimentos y bebidas

e  CC industrial

e  Filtracién de laboratorio

e  Refrescos
e  Bebidas para deportistas
e Vino
Medios: Caldo m-Green para levaduras y mohos
Dispositivo aplicable:
e Método MF
e Microfil
e Milliflex

e  MicropreSure

Certificado incluido, S/N: Y

Apariencia del organismo: Las levaduras forman colonias
grandes opacas de color verde. Las colonias de mohos son
verdes y filamentosas

Temperatura de incubacioén, °C: 28-32

Organismos de control de calidad:

e S cerevisiae (ATCC 9763)

e A niger (ATCC 16404)

Temperatura de almacenamiento, °C: 2-10
NUmero de ensayos por envase: 50
Forma de presentacion de los medios: Liquido
pHa25°C: 46+0.2

Envase: Ampollas de plastico de 2 ml

Tipo de ensayo: Alimentos y bebidas
Volumen, ml: 2

Nombre del producto: Caldo m-Green

Vida atil (meses): 12

Color de los medios: Verde
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Tiempo de incubacién, horas: 48-72

ANEXO 7

Historial de resultados de las diferentes etapas de purificacién y producto

terminado recopilados en Microsoft Excel 2007, durante el periodo de préctica

abril - junio del 2013.

F. de siembra | F. de Lectura 2 3 4 5 6 7 9 10
22/04/2013 24/04/2013| 0| 0| 2| 2)1|0])1|1] 54| 51| 43| 45] 23| 25| 50| 51| 29| 28| 13| 15
24/04/2013 26/04/2013] 0| O0f1(1]0]0]0O]O 8| 12| 10 7 6 51 15| 14| 11 7 6 5
29/04/2013 01/05/2013| O| 0| 0| 21)1|1])4|2] 36| 39| 27| 29| 18| 20| 41| 43| 36| 38| 21| 20
01/05/2013 03/05/2013| 0| 0J0|0OJ1]j1])0|0]) 13] 17 8 9 5 7] 15| 15| 12| 10 4 4
06/05/2013 08/05/2013| 0| 0/]0[0)0[0]0|0] 29| 27| 21| 23| 17| 14] 33| 35| 22| 25| 11| 11
08/05/2013 10/05/2013| 0] 0] O|1]0|0]2]| 2 14| 15 9] 11 6 6] 18| 17| 10| 10 3 5
13/05/2013 15/05/2013| 0] 0] 0| 1]|]0| 02| 2| 47| 36| 26| 25| 12| 14| 49| 43| 28| 29| 12| 15
15/05/2013 17/05/2013] 0] 0]3|1]0|0]3]|3| 21| 23] 14| 17 8 9| 25| 17| 12| 13 5 3
20/05/2013 22/05/2013| 0| 0/]0[0)0|0])]0| 0] 53| 52| 35| 32| 15| 18| 49| 47| 30| 29| 18| 23
22/05/2013 24/05/2013| 0| 0|0|0]J0|0])]0O|0O] 11] 13 8 8 5 41 14| 16 6 7 2 4
27/05/2013 29/05/2013] 0| OfO|[O|0O|0]2]|1] 36| 39| 25| 23] 18| 19| 32| 35| 14| 15 9 7
29/05/2013 31/05/2013| 0| 0|J0O|1)0|0])1|1] 17| 18 7 5 4 3] 16| 16 6 5 3 2

Historial de datos recopilado de

abril- junio 2013 (UFC/ml)

aerobios mesofilos en etapas de purificacion.

Historial de datos recopilado de aerobios mesdéfilos en producto terminado,
abril- junio 2013 (UFC/mI)

Fecha de Fecha De
Lote Anélisis/Siembra lectura Biddn 1 Bidon 2
L1535ELB220413C 26/04/2013 29/04/2013 7 6
L1540ELB220413C 26/04/2013 29/04/2013 18 15
L1525ELB240413C 29/04/2013 02/05/2013 212 198
L1532ELB240413C 29/04/2013 02/05/2013 255 217

L1432ELB060513C 10/05/2013 13/05/2013 1 0
L1435ELB060513C 10/05/2013 13/05/2013 15 17
L1428ELB080513C 13/05/2013 15/05/2013 3 3
L1437ELB080513C 13/05/2013 15/05/2013 15 11
L1417ELB130513C 17/05/2013 20/05/2013 200 210
L1426ELB130513C 17/05/2013 20/05/2013 215 224
L1438ELB150513C 20/05/2013 22/05/2013 42 40
L1446ELB150513C 20/05/2013 22/05/2013 37 41
L1426ELB200513C 27/05/2013 29/05/2013 5 8
L1432ELB200513C 27/05/2013 29/05/2013 8 13
L1438ELB220513C 27/05/2013 29/05/2013 19 24
L1446ELB220513C 27/05/2013 29/05/2013 27 25
L1402ELB270513C 31/05/2013 03/086/2013 25 22
L14156ELB270513C 31/05/2013 03/06/2013 42 36
~|L1412ELB290513C 03/06/2013 05/06/2013 52 50
L1416ELB290513C 03/06/2013 03/06/2013 61 59
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Historial de datos recopilada de coliformes totales en etapas de purificacion y
producto terminado (UFC/100ml) abril-junio 2013

F. de F. de
siembra Lectura 1 2 3 4 5 6 7 9 10
22/04/2013 | 23/04/2013) 0| O] 0| O] O] O] O] O 23| 20)12|11] 8| 8] 15| 15| 10] 10| 4| 5
24/04/2013 | 25/04/2013|] 0| O] 0| 0] 0] 0] O] O 5| 4] 4] 3] 9 5| 71 2] 3
26/04/2013 | 27/04/2013) 0| 0] 0| O O O] O] O 5[ 4] 41 2] 1 41 21 1] 2
29/04/2013 | 30/04/2013) 0| 0] O| O| O] O] O] O] 10| 10f 8| 7| 5| 5]12|14] 9| 9| 4| 4
01/05/2013 | 02/05/2013| 0| O0) 0| Of O] OJ O| O) 7| 7] 6] 5| 4| 4 10] 6| 5| 4| 2
03/05/2013 | 04/05/2013| 0] 0] 0| Of 0|l 0] O] O 41 3| 21 1] O 5] 4| 41 2] 1
06/05/2013 | 07/05/2013| 0| 0] 0| Of 0| O] O] O 12| 9] 8| 8| 6| 5]13|12] 8| 9] 5| 3
08/05/2013 | 09/05/2013| 0] 0] 0| Of O]l 0] O] O 8] 5| 5| 3| 2]10|11| 6| 8] 3| 4
10/05/2013 | 11/05/2013| 0| Of 0| O] O] O]J O] O 5[ 2| 3] 0| 1] 6| 7| 4| 41 2] 0
13/05/2013 | 14/05/2013| 0| Of O/ O) O] O] O| Of 15| 15]11| 13| 9| 9|18|17]13|15] 7| 5
15/05/2013 | 16/05/2013| 0| Of O| O) O] OjJ O| Of11|12| 6| 8] 4] 3| 7| 9] 5| 8] 4|1
17/05/2013 | 18/05/2013| 0| 0| 0| O]J OJ Of O] O} 6] 7] 3| 4| 2| 2|11|10] 7] 9] 1] 3
20/05/2013 | 21/05/2013] 0| 0f 0| O] O] O] O| Of18|19]|14]|13)10| 12| 24| 20|16 12]|10]| 6
22/05/2013 | 23/05/2013| 0| 0| 0| O] O] O] O| Of 14| 13 8| 7| 6]12|14f[10| 8| 5| 3
24/05/2013 | 25/05/2013) 0| O] O| O O| O] O] O] 10| 11| 6| 5] 3| 4]10]|13| 9 4] 4
27/05/2013 | 28/05/2013) 0| 0| O| O O O] O] O] 12| 13f10| 9| 6| 8|13|15(/11|10)| 4| 7
29/05/2013 | 30/05/2013) 0| 0| 0| O| O| O] O] O] 8| 8 7] 4] 5| 9|10 3] 4
31/05/2013 | 01/06/2013| 0| 0] 0] 0] O] O] O] O 3] 2| 1 7 1] 2
Fecha de
Lote Analisis/Siembra Fecha De lectura | Bidon 1 Bidon 2
L1535ELB220413C 26/04/2013 27/04/2013 8 6
L1540ELB220413C 26/04/2013 27/04/2013 T 7
L1525ELB240413C 29/04/2013 30/04/2013 18 16
L1532ELB240413C 29/04/2013 30/04/2013 17 17
L1547ELB260413C 30/04/2013 01/05/2013 10 13
L1551ELB260413C 30/04/2013 01/05/2013 9 12
L1507ELB290413C 03/05/2012 04/05/2013 0 1
L1512ELB290413C 03/05/2013 04/05/2013 0 0
L144BELB010513C 06/05/2013 07/05/2013 20 21
L1453ELB010513C 06/05/2013 07/05/2013 25 19
L1457ELB030513C 07/05/2013 08/05/2013 8 9
L1500ELB030513C 07/05/2013 08/05/2013 1 9
L1432ELB060513C 10/05/2013 11/05/2013 4 3
L1435ELB0O60513C 10/05/2013 11/05/2013 5 7
L1428BELB0B0513C 13/05/2013 14/05/2013 ] 3
L1437ELB0B0513C 13/05/2013 14/05/2013 5 4
L1446ELB100513C 14/05/2013 15/05/2013 0 0
L1452ELB100513C 14/05/2013 15/05/2013 0 2
L1417ELB130513C 17/05/2013 18/05/2013 15 18
L1426ELB130513C 17/05/2013 18/05/2013 19 19
L143BELB150513C 2000572013 21/05/2013 9 7
L1446ELB150513C 2000512013 21/05/2013 ] 8
L1501ELB170513C 2110512013 22/05/2013 2 8
L1506ELB170513C 21/05/2013 22/05/2013 6 ]
L1426ELB200513C 24/05/2013 25/05/2013 8 8
L1432ELB200513C 2410512013 2500572013 6 T
L143BELB220513C 2710512013 28/05/2013 7 7
L1446ELB220513C 2710512013 28/05/2013 ] 9
L1445ELB240513C 2810572013 29/05/2013 7 5
L1449ELB240513C 28/05/2013 29/05/2013 ] 8
L1402ELB270513C 3110512013 01/06/2013 10 L
L14156ELB270513C 31/05/2013 01/06/2013 11 12
L1412ELB290513C 03/06/2013 04/06/2013 11 13 —
93 L1416ELB290513C 031062013 04/06/2013 10 12
L142BELB310513C 04/06/2013 05/06/2013 14 17
L1435ELB310513C 04/06/2013 05/06/2013 15 15
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Historial de datos recopilada de mohos y levaduras en producto terminado
(UFC/100ml) abril-junio 2013

Fecha de
Lote Analisis/Siembra Fecha De lectura Bidon 1 Bidon 2
L1535ELB220413C 26/04/2013 29/04/2013 12 15
L1540ELB220413C 26/04/2013 29/04/2013 14 17
L1525ELB240413C 29/04/2013 02/05/2013 42 40
L1532ELB240413C 29/04/2013 02/05/2013 45 47
L15S07ELB290413C 03/05/2013 06/05/2013 3 1
L1512ELB290413C 03/05/2013 06/05/2013 0 2
L1448ELB010513C 06/05/2013 08/05/2013 6 7
L1453ELB010513C 06/05/2013 08/05/2013 g 11
L1432ELB060513C 10/05/2013 13/05/2013 11 12
L1435ELB060513C 10/05/2013 13/05/2013 14 13
L1428ELB080513C 13/05/2013 15/05/2013 3 4
L1437ELB080513C 13/05/2013 15/05/2013 6 8
L1417ELB130513C 17/05/2013 20/05/2013 24 23
L1426ELB130513C 17/05/2013 20/05/2013 26 27
L1438ELB150513C 20/05/2013 22/05/2013 7 9
L1446ELB150513C 20/05/2013 22/05/2013 12 10
L1426ELB200513C 27/05/2013 29/05/2013 19 22
L1432ELB200513C 27/05/2013 29/05/2013 24 21
L1438ELB220513C 27/05/2013 29/05/2013 3 5
L1446ELB220513C 27/05/2013 29/05/2013 5 6
L1402ELB270513C 31/05/2013 03/06/2013 13 11
L14156ELB270513C 31/05/2013 03/06/2013 16 14
L1412ELB290513C 03/06/2013 05/06/2013 8 9
L1416ELB290513C 03/06/2013 03/06/2013 8 7
F. de siembra F. de Lectura 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
22/04/2013 24/04/2013| 0| of 3| 2| o] o] 1] 0| 90| 83| 72| 67| 53| 55| 67| 63| 36| 33| 7| 5
24/04/2013 26/04/2013| o] of 1| 1|/ o] o] o]l o] 4| 7| 3| s| 2| 3| 21| 26| 18| 15[2] 4
29/04/2013 01/05/2013 [ 0] o] 2| 1| 1] 1] 4| 2| 56| 52| 38| 38| 35| 35| 42| 47| 20| 18[3| 7
01/05/2013 03/05/2013 [ 0| o] o] o] 1] 0]olo| 8] 5| 8| 9o 7| 7] 16| 14f 11] 12|21] 0
06/05/2013 08/05/2013 [ 0| 0| 0| o] 0| 0] 0| o] 48| 49| 41| 43| 37| 41| 53| 50| 29| 28[4| 2
08/05/2013 10/05/2013] 0| 0| 1| o] o|of1] 2| 8| 9| 9| 11| 14| 13| 16| 18] 9| 9lo| 1
13/05/2013 15/05/2013| 0| 0| 1| o] o|o| 2| 1| 62| 65| 37| 35| 31| 28| 35| 36| 17| 16| 1| ©
15/05/2013 17/05/2013] 0| 0| 2| 1] ol 1|3] 1| 5| 6| 19| 20| 16| 15| 26| 29| 14| 10|0| ©
20/05/2013 22/05/2013| 0| of o| ofo| 1| 3| 0| 85| 81| 75| 82| 85| 79| 110| 117| 55| 48| 8| 10
22/05/2013 24/05/2013| o] of o] of 1] 0] 2] 0] 14| 17| 3] 2| o] 1 5 gl 3] 2]o] o
27/05/2013 29/05/2013| 0| of o| o o| 0| 2| 4| 33| 29| 67| 63| 56| 58| 72| 75| 41| 46| 4| 3
29/05/2013 31/05/2013| 0| 0] o| 1| o|of 1| o 10| 13| 6| 8| 4| 5| 14| 12| 11| 5|1| 1

Historial de datos recopilada de mohos y levaduras
(UFC/100ml) abril-junio 2013

en etapas de purificacion
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ANEXOS 8. PRUEBAS POST HOC PARA LA COMPARACION DE MULTIPLES
MEDIAS POR EL TEST DE DUNCAN.

TABLA A3.l. Diferencias entre las medias de las UFC/100ml de mohos y levaduras de

cada etapa del proceso de purificacion.

MOHOSL EV

Duncan®
Subconjunto para alfa = .05

PROCESO N 1 2 3 4 5
1 12 ,00
3 12 ,21
2 12 ,58
4 12 1,13
10 12 9,21
7 12 11,71 11,71
9 12 18,00 18,00
6 12 19,46
5 12 28,38
8 12 29,42
Sig. , 783 ,495 ,088 ,691 776

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 12,000.
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TABLA A5.Il. Diferencias entre las medias de las UFC/100ml de coliformes totales de

cada etapa del proceso de purificacion.
COLIFORM
Dunc an®
Subconjunto para alfa = .05
PROCESO N 1 2 3 4
1 18 ,00
2 18 ,00
3 18 ,00
4 18 ,00
10 18 3,47
7 18 4,42
6 18 6,64
9 18 7,67
5 18 10,11
8 18 11,11
Sig 1,000 ,295 ,254 ,267

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 18,000.

Tabla A5.1ll. Andlisis de los subconjuntos homogéneos de las medias de las UFC/ ml
de los mesdfilos aerobios por etapa del proceso de purificacion.

MESOFIL O

Dunc an®

Subconjunto para alfa = .05
PROCESO N 1 2 3
1 12 ,00
3 12 ,25
2 12 ,67
vl 12 1,21
10 12 2,67
9 12 21,08
7 12 28,33 28,33
6 12 31,71 31,71
5 12 34,96 34,96
8 12 40,50
Sig. , 765 ,105 , 156
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamaino muestral de la media armodnica =

12,000.
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