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RESUMEN 

 
 

El presente trabajo de tesis, tiene por objetivo: Comparar la implementación del 

método de filtración por membrana empleando el sistema de filtración EZ-FITTM 

en Laboratorio de caramelos farmacéuticos en el análisis de agua purificada 

para uso farmacéutico.  

El diseño de investigación es observacional, analítico y descriptivo y nos 

permitió comprobar que la especificación mínima del porcentaje de 

recuperación del microorganismo inoculado en cada una de las 

concentraciones fue mayor a 70%, usando el método de filtración por 

membrana empleando el sistema de filtración EZ-FITTM, así mismo se 

evidencio que los datos presentaron una distribución normal, lo cual nos 

permitiría emplear para comparar los resultados de ambos métodos la prueba 

estadística de t-student, con un nivel de confianza de 95 % para los intervalos 

de sus resultados en el recuento microbiano usando medio agar TSA y en el 

recuento microbiano usando el método de filtración por membrana empleando 

el sistema de filtración EZ-FITTM. 

Este trabajo determino que las diferencias de medias de recuperación de ufc de 

los cultivos de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus no son estadísticamente 

significativas por lo que usar cualquiera de las dos técnicas mostraría 

resultados satisfactorios de comprobación de crecimiento microbianos en el 

agua purificada; no obstante, el laboratorio de acuerdo a sus procedimientos 

establecidos, es quien decide la aplicación o no de cualquiera de ellos, 

anteponiendo para ello los beneficios de la gestión.  

Palabras clave: Filtración por membrana, Sistema de filtración, EZ-FITTM, Agua 

purificada. 
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ABSTRACT 
 
 

 
The present thesis work aims to: Compare the implementation of the membrane 

filtration method using the EZ-FITTM filtration system in a pharmaceutical candy 

laboratory in the analysis of purified water for pharmaceutical use, the aptitude 

of this new one compared to the traditional one. 

 

The research design is observational, analytical and descriptive and allowed us 

to verify that the minimum specification of the recovery percentage of the 

inoculated microorganism in each one of the concentrations was greater than 

70%, using the membrane filtration method using the EZ filtration system. -

FITTM, likewise it was evidenced that the data presented a normal distribution, 

which would allow us to use the statistical t-student test to compare the results 

of both methods, with a confidence level of 95% for the intervals of its results in 

the microbial count using TSA agar medium and in the microbial count using the 

membrane filtration method using the EZ-FITTM filtration system. 

 

This work determined that the differences in the recovery means of cfu of the 

cultures of E. coli, P. aeruginosa and S. aureus are not statistically significant, 

so using either of the two techniques would show satisfactory results of verifying 

microbial growth in purified water, despite the laboratory in accordance with its 

established procedures, is the one who decides whether or not to apply any of 

them, prioritizing benefits for management. 

Keywords: Membrane filtration, filtration system, EZ-FITTM, purified water. 

 

 

 

 



1 
 

I. INTRODUCCIÓN 

 
Se dice que la industria farmacéutica nacional se encuentra en constante 

desarrollo, sobre todo en investigación científica para formular y elaborar 

productos de calidad. Asegurando que un producto farmacéutico cuente con las 

condiciones aptas para el consumo humano, se exige que los equipos, 

métodos analíticos, procesos de fabricación y limpieza, se encuentren 

validados, previniendo de esta manera la contaminación cruzada. (1) 

Los parámetros de cumplimiento en el control de calidad microbiológico son 

indispensables para garantizar que el producto farmacéutico tenga 

características de inocuidad complementando de esta manera lo que todo 

producto farmacéutico debe tener para un uso racional (eficacia, seguridad, 

calidad y accesibilidad) pueda en condiciones normales (práctica clínica 

habitual) ser utilizado para los efectos previstos. Para ello incluso la autoridad 

reguladora de nuestro país a través de las diferentes inspecciones de auditoria 

o control de cumplimiento de buenas prácticas en la cadena de suministros del 

medicamento aplica en diferentes circunstancias (Buenas Prácticas de 

Manufactura, Buenas Prácticas de Laboratorio, Buenas Prácticas de 

Almacenamiento, etc.). 

La calidad de los productos farmacéuticos está asociada a diferentes factores, 

como IFA, excipientes, técnica de producción, etc. En los cuales incluso se 

considera ensayos de calidad según el titular del registro sanitario determine si 

se basa en una obra de referencia como farmacopea o en su defecto tiene una 

técnica propia (debidamente validada) para la aceptabilidad de los parámetros 

que evalúe en las diferentes etapas. Dentro de todos estos se encuentra el 

agua de uso farmacéutico utilizada como materia prima, ingrediente y 

disolvente en el procesamiento, formulación y fabricación de productos 

farmacéuticos. (2) 

El laboratorio obtiene el agua para uso farmacéutico a través de una filtración 

de agua potable en sistema de osmosis inversa. Este sistema consta de dos 

sub sistemas;  
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- Sistema de generación compuesto por: ablandadores, filtros, Lámpara 

UV, Membranas para osmosis inversa, desionizador, con sus respectivos 

puntos de muestreo para el control de especificaciones fisicoquímicas y 

microbiológicas. 

- Sistema de almacenamiento y loop de distribución hacia los puntos de 

uso con sus respectivos puntos de muestreo para el control de especificaciones 

fisicoquímicas y microbiológicas.  

El análisis microbiológico del agua en el laboratorio de caramelos 

farmacéuticos se realizaba por el método tradicional de filtración por 

membrana, la cual consistía en usar el equipo de filtración la cual se acoplaba 

al matraz kitazato y se conectaba a la bomba de vacío, luego se colocaba el 

filtro de membrana estéril sobre la superficie de la base del equipo y se 

procedía a agregar la muestra de agua. Luego de encender la bomba de vacío 

se esperaba hasta que toda la solución pase a través del filtro y finalmente se 

incubaba el filtro en medio agar, este procedimiento se realizaba por cada 

muestra de agua. 

Razón suficiente, por la que el agua como ingrediente de una determinada 

formula, deba reunir características que le sean propias, según vengo 

describiendo a fin de que pueda ser empleada debidamente libre de 

microorganismos patógenos (Escherichia coli, coliformes totales y fecales, 

Pseudomona aeruginosa) y de cualquier tipo de contaminación que cause daño 

a la salud humana, debiendo cumplir con requisitos microbiológicos, 

fisicoquímicos y organolépticos para ser considerado apto para el consumo 

humano, estableciendo condiciones microbiológicas de calidad sanitaria e 

inocuidad. (3)(4)(5) 

En el caso de los métodos analíticos microbiológicos estos deben demostrar un 

cumplimiento de aptitud, es decir deben ser corroborables según se haya 

elegido si alinearse a una farmacopea o modificar alguna circunstancia no 

contemplada en estas, debiendo verificarse o validarse según corresponda a la 

empresa demostrando que sus procedimientos y técnicas garantizan la calidad 

de sus productos. Normalmente estos ensayos se evalúan por la capacidad de 
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recuperación de crecimiento de colonias de bacterias, levaduras y hongos 

presentes en una muestra, mediante ensayos experimentales y la evaluación 

con herramientas estadísticas apropiadas de estos resultados. (6)  

El presente estudio se realizó para verificar que la implementación del método 

de filtración por membrana haciendo uso del sistema de filtración EZ- FITTM que 

consta de una rampa de filtración de diseño exclusivo y pensada para el análisis 

en el laboratorio, optimiza el procedimiento de trabajo y disminuye el riesgo de 

contaminación. EZ-FIT™ es un dispositivo de filtración desechable, diseñado 

para optimizar y asegurar el flujo de trabajo del laboratorio para proporcionar 

resultados microbiológicos confiables y que ahorren tiempo. Después de la 

filtración de la muestra, el dispositivo se convierte en una placa petri.             

 

1.1. Situación problemática 
 

Para el análisis del agua purificada de uso farmacéutico, sobre todo de 

productos no estériles es necesario contar con un método que permita 

recuperar de manera eficiente la carga microbiana presente en la 

muestra de agua. Para lo cual la industria farmacéutica realiza o 

implementa métodos de aptitud para los métodos microbiológicos de 

filtración.  

- Problema general:  

¿El sistema de filtración EZ-FITTM, será más efectivo para la 

recuperación de Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus y 

Escherichia  coli en agua purificada para uso farmacéutico que el 

método tradicional? 

 

- Problema específico:  

¿La tasa de recuperación bacteriana usando el sistema de filtración 

EZ-FITTM es mayor que el método tradicional de filtración por 

membrana? 

¿El sistema de filtración EZ-FITTM logra reducir los riesgos de 

contaminación asociados al análisis de agua purificada para uso 
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farmacéutico presentes en el método tradicional de filtración por 

membrana? 

1.2. Marco teórico referencial 

 

Agua Purificada 

Se utiliza como un excipiente en la producción de preparaciones no 

parenterales y en otras aplicaciones farmacéuticas, tales como la 

limpieza de ciertos equipos y componentes no parenterales en contacto 

con el producto, debe cumplir con los requisitos de pureza química, 

iónica, orgánica, y debe protegerse de la contaminación microbiana. 

Los sistemas de agua purificada que operan en condiciones 

ambientales son propensos a formar biopeliculas de microorganismos 

que pueden ser fuente de niveles indeseables de endotoxinas o 

microorganismos viables en el agua. Estos sistemas de agua purificada 

requieren una frecuente higienización y monitoreo microbiológico para 

asegurar que el agua que alcanza puntos de uso tenga una calidad 

microbiológica apropiada. (7) 

 

Filtración por membrana 

La técnica de filtración por membrana utiliza un mecanismo mediante el 

cual se atrapan en la superficie de una membrana microorganismos 

cuyo tamaño es mayor que el tamaño del poro (0.45 µm); esto gracias a 

una bomba eléctrica que ejerce una presión diferencial sobre la muestra 

de agua haciendo que se filtre. Los microorganismos de tamaño menor 

que el específico del poro pasan por la membrana o quedan retenidos 

en su interior, las bacterias quedan en la superficie de la membrana y 

luego esta es llevada a un medio selectivo, quien a través de 

intercambio metabólico y una incubación, evidencian el crecimiento de 

microorganismos y unidades formadoras de colonias. (8) 

 

Esta técnica es recomendada por la mayoría de las farmacopeas y 

envuelve la filtración de fluidos a través de un filtro de membrana estéril, 

cualquier microorganismo presente es retenido en la superficie del filtro. 
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También se pueden analizar solidos solubles en agua, los cuales 

pueden ser disueltos en un diluyente apropiado y procesados por medio 

de esta técnica. La membrana debe sostenerse firmemente en una 

unidad de la filtración que consiste en una base de apoyo para la 

membrana. El aparato se diseña de forma que la solución a ser filtrada 

se puede introducir y filtrarse bajo las condiciones asépticas. Además, 

permite retirar asépticamente la membrana para transferirla al medio de 

cultivo o es adecuado para llevar a cabo la incubación dentro del 

aparato mismo después de agregar el medio. (9)  

 

Una membrana adecuada para las pruebas de esterilidad posee un 

tamaño de poro de 0,45 µm, un diámetro aproximado de 47 - 50 mm, y 

tiene un borde hidrofóbico o de baja retención de producto para 

minimizar la inhibición microbiana de los residuos que puedan quedar 

retenidos en la membrana. Si el producto no tiene sustancias 

inhibidoras puede usarse una membrana sin borde hidrofóbico, pero 

debe humedecerse antes de agregar la solución con el producto. Las 

membranas de nitrato de celulosa se usan para líquidos acuosos, 

aceites, y soluciones acuosas débiles; las membranas de acetato de 

celulosa, por ejemplo, se usan para soluciones alcohólicas fuertes. (10) 

 

El método de filtración por membrana empleando el Sistema EZ-

FIT™ fue desarrollado por Merck Millipore, dicho sistema previene la 

formación de biopelícula porque cada uno de los componentes se 

pueden desmontar para facilitar su limpieza y esterilización en 

autoclave. El equipo de soporte del filtro consiste en un embudo de 

plástico estéril de un solo uso y membranas de filtración estériles 

reducen el mantenimiento y limita el riesgo de contaminación. 

 

Unidad de filtración EZ-FIT™ es estéril, desechable y de un solo uso, 

para el análisis microbiológico agilizan su secuencia de trabajo, ahorran 

tiempo y proporcionan resultados de recuento microbiano muy fiables. 

Después de la filtración de la muestra, la membrana de 0,45 µm se 

puede transferir a una placa de medio agar para cultivar los 
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microorganismos. También se puede añadir el medio de cultivo líquido 

después de la filtración y el sistema se convierte en una placa Petri. La 

unidad de filtración EZ-FIT™ está diseñada para una recuperación 

óptima del microorganismo a evaluar, gracias a la forma del embudo y 

las propiedades hidrofóbicas del material que la constituye, reduciendo 

al mínimo los restos de la muestra, lo que asegura que todo el volumen 

de la muestra llega a la superficie de la membrana.  

 

Las unidades de filtración EZ-FIT™ cumplen las normas internacionales 

(EP/USP/ISO) y el reglamento que rige el análisis del agua. El soporte 

de drenaje asegura la forma de la membrana para un perfecto contacto 

con el medio y una recuperación óptima de los microorganismos, 

protege la muestra de la contaminación durante el análisis. (11) 

 

Microorganismos indicadores de la calidad en el agua 

Los microorganismos que se utilizan como indicadores son los 

coliformes totales y fecales, éste último hace referencia a Escherichia 

coli, la cual es el indicador microbiológico preciso de la contaminación 

fecal en el agua para consumo. En la práctica, el análisis de la 

presencia de bacterias coliformes termo tolerantes puede ser una 

alternativa aceptable en muchos casos Escherichia coli es un indicador 

útil.(12) Los resultados de este tipo de análisis se reportan como: 

unidades formadoras de colonias (UFC) en 100 mL de agua, o 

presencia/ausencia de microorganismos en 100 mL de agua. (13)  

 

Coliformes totales 

Son bacterias gram negativas, no formadoras de esporas, oxidasa 

negativa y con forma de bacilo, que pueden crecer en medio aerobio y 

anaerobio facultativo en presencia de sales biliares y capaces de 

fermentar lactosa con producción de ácido y aldehído para su 

interpretación se observa el crecimiento de colonias típicas color rosado 

a rojo con brillo metálico dorado después de una incubación de 48 

horas a una temperatura de 36 +/- 2 º C. Los coliformes totales son 

buenos indicadores microbianos de la calidad del agua. (14) (15)  
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Coliformes fecales 

Los coliformes fecales también denominados coliformes termo 

tolerantes porque soportan temperaturas de hasta 45ºC, se pueden 

encontrar en el intestino humano y heces de animales, comprenden un 

grupo muy reducido de microorganismos los cuales son indicadores de 

calidad bacteriológica del agua. En su mayoría están representados por 

el microorganismo Escherichia coli, pero se pueden encontrar entre 

otros menos frecuentes Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae, 

estos últimos hacen parte de los coliformes termo tolerantes, pero su 

origen se asocia generalmente con la vegetación, y solo 

ocasionalmente aparecen en el intestino. Son microorganismos que 

fermentan la lactosa con producción de gas a 44º C ± 0.2 en un periodo 

de 24 a 48 horas. (16) 

 

Escherichia coli 

Escherichia coli es miembro de la familia Enterobacteriaceae, es una 

bacteria gram negativa, anaerobia facultativa que forma parte de la 

microbiota normal del intestino del ser humano y los animales, se 

excreta diariamente con las heces. (17) Es una de las especies 

bacterianas más minuciosamente estudiadas, y no solamente por sus 

capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de 

investigaciones metabólicas, genéticas, poblacionales y de diversa 

índole. (18) Desde hace tiempo se reconoce que los organismos del 

grupo coliformes son un buen indicador microbiano de la calidad del 

agua potable, debido principalmente a que son de fácil detección y se 

pueden enumerar en el agua. La presencia de Escherichia coli en 

muestras de agua potable, indica la existencia de fallas en la eficacia de 

tratamiento de aguas, en la integridad del sistema de distribución, y por 

tanto evidencia de contaminación de diferentes orígenes: suelo, 

superficies de agua dulce y tracto digestivo. (19) 

 

Pseudomona aeruginosa  

Pseudomona aeruginosa es un microorganismo común en el medio 

ambiente y puede encontrarse en las heces, el suelo y agua. Puede 
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proliferar en ambientes acuáticos, así como en la superficie de materias 

orgánicas propicias en contacto con el agua. Pseudomona aeruginosa 

es una fuente conocida de infecciones intrahospitalarias y puede 

producir complicaciones graves. (20) 

 

Cuando se cultiva en medios adecuados produce piocianina, un 

pigmento azulado no fluorescente. Muchas cepas producen también el 

pigmento verde fluorescente pioverdina. Pseudomona aeruginosa, al 

igual que otras pseudomonas fluorescentes, produce catalasa y 

oxidasa, así como amoniaco a partir de la arginina, y puede utilizar 

citrato como única fuente de carbono. (21) 

 

Los microorganismos de esta especie son ubicuos en el ambiente. Su 

presencia es común en suelos y en agua naturales como lagos y ríos en 

concentraciones desde 10/100 mL hasta > 1 000/100 mL, sin embargo, 

no es frecuente en agua potable y se detecta en ella en bajas 

concentraciones. Su presencia en agua potable está más relacionada 

con la capacidad de colonizar biopelículas en las tuberías de los 

sistemas de distribución y de hemodiálisis. Esta especie sobrevive en 

agua destilada y agua desionizada, además, puede encontrarse tanto 

en ambientes oligotróficos como en ambientes con alto número de 

nutrientes, como en aguas residuales. (22) (23) 

 

Staphylococcus aureus 

Es un coco gram positivo, aerobio o anaerobio, inmóvil, no esporulante, 

con actividad catalasa y coagulasa, que generalmente se dispone en 

racimos irregulares semejantes a los de uvas. El género 

Staphylococcus contiene al menos quince especies. Además de 

Staphylococcus aureus, las especies S. epidermidis y S. saprophyticus 

también se asocian con enfermedades humanas. Aunque 

Staphylococcus aureus puede estar presente en aguas de consumo, no 

hay indicios de su transmisión por el consumo de estas aguas. A pesar 

de que los estafilococos son ligeramente más resistentes que 

Escherichia coli a las concentraciones de cloro residuales, su presencia 
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en el agua se controla con facilidad mediante procesos de tratamiento y 

desinfección convencionales. Dado que el material fecal no es su fuente 

habitual, el análisis de Escherichia coli (o bien de coliformes termo 

tolerantes) no es un índice adecuado de la presencia o ausencia de S. 

aureus en aguas de consumo. (24) 

 

Laboratorio de caramelos farmacéuticos  

Es una empresa peruana fundada por el Sr. Víctor Ravettino Flores en 

1999, fruto del ímpetu de un grupo de accionistas nacionales, algunos 

de ellos con muchos años en el mercado farmacéutico. La empresa 

está dedicada a la fabricación y comercialización de caramelos 

farmacéuticos, que trabaja bajo los más altos estándares 

internacionales de calidad, sus productos cumplen plenamente con las 

normas de Buenas Prácticas de Manufactura, estas garantizan la 

producción de, medicamentos seguros y eficaces de alta calidad. 

 

Cuenta con una moderna planta de fabricación ubicada en Lurín, se 

encuentra en un entorno seguro que garantiza no solo la producción 

eficaz en términos de calidad (Certificados BPM, BPL). 

 

1.3. Estudios antecedentes 

 

Estudios a nivel internacional   

 

González B. y Toruño V. (2017), realizó en Nicaragua, un estudio 

sobre la “Evaluación de la calidad microbiológica del agua en bolsas 

comercializadas en los semáforos de la UCA  a través del método de 

filtración por membrana Marzo – Abril del 2017”, tuvo como principal 

objetivo: evaluar la calidad microbiológica del agua purificada en bolsas 

comercializadas en los semáforos de la UCA a través del método de 

filtración por membrana. Según su metodología: se homogeniza 25 

veces la muestra y se filtra 100mL, al finalizar se enjuaga la superficie 

interior del embudo filtrando de 20 a 30mL de agua estéril, se 

desconecta del vacío, se retira el filtro de membrana con una pinza 
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estéril y se coloca en la placa con medio de Agar m-endo, se incuba a 

35,0°C por 24 horas. Como resultado: se obtuvo coliformes totales en 

las muestras PCH con 56 ufc/100 mL y 94 ufc/100 mL en la marca FRS, 

coliformes termo tolerantes como PCH con 40 ufc/100 mL y para E. coli 

se obtuvieron resultados menores de <1ufc/100 mL en las 5 muestras. 

Concluye: el método de filtración por membrana es eficaz debido a su 

sensibilidad y especificidad, tiene un mecanismo que permite que los 

microorganismos de un tamaño menor que el poro queden retenidos en 

la superficie de la membrana debido a su elevada velocidad de flujo. (25) 

 

López K. (2015), realizó en Colombia, un trabajo sobre la  “Validación 

del método filtración por membrana para análisis microbiológico de 

coliformes totales y Escherichia coli en aguas marinas”, tuvo como  

objetivo: Validar el método filtración por membrana para análisis 

microbiológico de coliformes totales y Escherichia coli a coli en aguas 

marinas. Según su metodología: la filtración por membrana consistió en 

pasar un volumen conocido de agua, previamente diluido en 90 mL de 

agua destilada mediante un filtro estéril de 0,45 µm aplicando vacío, 

buscando retener células bacterianas de manera que quedaran 

homogéneamente distribuidas en el filtro de la unidad de filtración y 

luego colocarlas sobre el medio de cultivo, observando la detección 

simultanea de coliformes totales y E. coli, posteriormente se incubaron a 

una temperatura de 35+/-0.5°C por un periodo de 24 horas. Como 

resultado: Se evidenció que el método de filtración por membrana 

presento diferencias significativas en el valor obtenido de la T de las 

dos muestras fue -0.610847 existiendo repetibilidad por lo tanto se 

establece que no hay diferencias significativas estadísticamente  con un 

95% de confianza, la reproducibilidad y pruebas con varianzas iguales. 

Concluyendo: que el método de filtración por membrana es repetible y 

reproducible por lo que es adecuado ser empleado en el análisis 

microbiológico de aguas marinas. (26) 

 

Tijerina L. (2014), realizó en México, un estudio sobre la “Validación de 

un método basado en filtración por membrana para la detección de 
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patógenos bacterianos en melón, Cucumis melo y chile jalapeño, 

capsicum annuum, planteó como objetivo: Validación del método de 

filtración por membrana para la concentración y búsqueda de 

Salmonella entérica L. monocytogenes y Escherichia coli en productos 

vegetales como chile jalapeño y melón. Según su metodología, se 

comparó la eficiencia y la sensibilidad de un sistema de filtración por 

membrana y el sistema de esponja como método tradicional. Como  

resultado, mostraron que el método de filtración por membrana es mejor 

que el método de esponja siendo el límite de detección 2ufc para 

Salmonella y E. coli en chile jalapeño y melón. Con una sensibilidad, 

especificidad y eficacia relativa mayor a 98%. Concluyen que, el método 

de filtración por membrana es considerado como una buena opción 

para la detección de bacterias patógenas. (27) 

 

Estudios a nivel nacional  

 

Morales M. (2018),  en Perú realizó la investigación titulada “Validación 

del examen microbiológico del bicarbonato de sodio y sulfadiazina de 

plata según USP vigente”, tuvo como objetivo: desarrollar la validación 

del examen microbiológico del bicarbonato de sodio por el método de 

filtración y sulfadiazina de plata por el método de vertido en placa según 

USP vigente. Según su metodología: para la prueba de recuento 

microbiano del bicarbonato de sodio se realizó por el método de 

filtración por membrana, se pesó 10g del producto y se disolvió en un 

frasco con 90mL de bicarbonato, se filtra 100mL de la solución por el 

método de filtración de membrana de 0,45 µm, luego se inoculó 

aproximadamente de 10 – 100UFC de las cepas Bacillus subtilis, 

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans, 

Aspergillus brasiliensis, luego se incubó a 30-35°C por 3 días y en una 

placa de DSA para el recuento de cepas Candida albicans y Aspergillus 

brasiliensis y se incubo a 20-25°C por 5 días al final de cada período de 

incubación se contaron las colonias obtenidas, este procedimiento se 

realizó por triplicado. Tuvo como resultado: exactitud entre 50-200% de 
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recuperación microbiana y precisión con valores T>0.05 demostrando 

ausencia de diferencias significativas. Concluye: el método de filtración 

logra recuperar las concentraciones de microorganismos que se 

inoculan en la membrana, por lo que se considera adecuado para los 

análisis microbiológicos en agua. (28) 

 

Obeso F. (2014), en Perú realizó la tesis titulada “Control de calidad de 

agua purificada para el uso en preparación de reactivos en el área de 

control de calidad del laboratorio farmacéutico Markos S.A.”, tuvo como 

objetivo: realizar el control de calidad del agua purificada para el uso en 

preparación de reactivos en el área de control de calidad en el 

laboratorio farmacéutico Markos S.A., tuvo como metodología realizar el 

método de filtración por membrana utilizando una membrana filtrante de 

0,45 µm para el recuento total de microorganismos aerobios se filtró 

1mL de agua purificada, luego se agregó 30mL de solución tamponada, 

con una pinza estéril se retiró la membrana filtrante y se colocó en la 

placa TSA y se incubó a 35,0°C por 3 días. Para E. Coli la membrana 

filtrante se colocó en agar Mac Conkey y para P. aeruginosa en agar 

cetrimide y se incubó a 35,0°C por 3 días. Obtuvo como resultado: 

ausencia de E. coli, P. aeruginosa y S. aureus esto gracias a que el 

agua potable pasa por diferentes tratamientos para la obtención del 

agua purificada, siendo los resultados esperados permitiendo el 

cumplimiento de las especificaciones dadas por la farmacopea y la 

OMS. Concluye: que el agua purificada para uso en preparación de 

reactivos cumple en forma consistente y con las especificaciones 

microbiológicas para cada una de las pruebas de control de calidad. (29) 

 

Liñán J. y Reynoso C. (2013), en Perú, realizo la investigación titulada 

“Análisis bacteriológico del agua de la fuente de abastecimiento y de 

jeringa triple de las unidades dentales de clínicas odontológicas en 

Tarma (Junín), periodo Octubre 2012 – Febrero 2013” tuvo como 

objetivo: Determinar la calidad bacteriológica del agua de la fuente de 

abastecimiento y de la jeringa triple utilizadas en las unidades dentales 

de las clínicas odontológicas de la ciudad de Tarma (Junín)”. Según su 
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metodología: desarrollaron los análisis de 30 muestras de agua potable; 

25 muestras de jeringa triple y 5 muestras de la fuente abastecimiento a 

través del método de filtración por membrana, primero se midió en una 

probeta de 100mL la muestra de agua y se filtró, a través de una 

membrana filtrante de 0,45 µm, de la que se procedió a colocar en los 

medios correspondientes: coliformes totales, coliformes termo tolerantes 

(Escherichia coli), bacterias heterotróficas y Pseudomona aeruginosa. 

Después de la incubación se observaron las colonias características de 

cada medio utilizado. Tuvo como resultado: las muestras de jeringa 

triple obtuvo 88% de coliformes totales, 32% coliformes fecales, 20% 

bacterias heterotróficas, 16% Pseudomona aeruginosa y 8% 

Escherichia coli. Concluye: que mediante el método de filtración por 

membrana se detectaron bacterias presentes en el agua de la fuente de 

abastecimiento y de la jeringa triple. (30) 

 

1.4. Importancia y justificación de la investigación 

 

La Industria Farmacéutica, para estar facultada de fabricar, almacenar, 

comercializar y distribuir productos farmacéuticos, debe cumplir con la 

regulación sanitaria vigente, los cuales aseguran la calidad del producto 

farmacéutico. 

 

El método de filtración por membrana empleando el sistema de filtración 

EZ-FITTM en análisis de agua purificada para uso farmacéutico permitirá 

a Laboratorio de caramelos farmacéuticos garantizar las condiciones 

necesarias para obtener resultados confiables y validar el desempeño 

del uso de la unidad de filtración y medios líquidos listos para su uso. 

Según datos de la OMS, el monitoreo de la calidad microbiológica del 

agua representa una pieza fundamental en la prevención de 

enfermedades infecciosas transmitidas por el agua. En este trabajo se 

demuestra que el método de filtración por membrana empleando el 

sistema de filtración EZ-FITTM en análisis de agua purificada para uso 

farmacéutico es confiable, reduce costos y tiempo. 
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Los métodos analíticos que se aplican en el área de Control de calidad, 

pueden ser de referencia farmacopea y/o método propio, este último 

debe ser validado, tal como lo estipulan las Buenas Prácticas de 

Manufactura y las Buenas prácticas de Laboratorio, lo cual nos 

garantizan que los ensayos y resultados analíticos que se emitan 

aseguren la calidad del producto. 

 

El método de filtración por membrana empleando el sistema de filtración 

EZ-FITTM  es un método analítico de suma importancia, ya que nos dará 

una evidencia documentada con un alto grado de seguridad, que el 

análisis de agua purificada para uso farmacéutico nos proporcionará 

resultados confiables, que nos permita tomar decisiones en base a los 

resultados analíticos. Por lo antes expuesto, resulta muy importante, 

mediante este presente trabajo, implementar la técnica analítica. 

 

1.5. Objetivo del estudio 

 

1.5.1. Objetivo general:  

- Comparar la implementación del método de filtración por 

membrana empleando el sistema de filtración EZ-FITTM en 

análisis de agua purificada para uso farmacéutico en 

Laboratorio de caramelos farmacéuticos. 

 

1.5.2. Objetivos específicos:  

- Obtener la tasa de recuperación microbiana de P. 

aeruginosa, S. aureus y  E. coli empleando el sistema de 

filtración EZ-FITTM. 

- Demostrar la repetibilidad de la técnica analítica empleando 

el sistema de filtración EZ-FITTM. 
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1.6. Hipótesis de investigación 

 

1.6.1. Hipótesis Verdadera o de trabajo:  

- El método de filtración Ez-FitTM logra recuperar entre el 85%   

y el 115% de los microorganismos inoculados en el agua 

purificada como control positivo. 

 

1.6.2. Hipótesis Nula:  

- El método de filtración Ez-FitTM no logra recuperar entre el 

85% y el 115% de los microorganismos inoculados en el 

agua purificada como control positivo.  
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1. Enfoque y diseño 

 

Enfoque: Orientación analítica, descriptiva 

Diseño de Investigación: Observacional 

 

2.2. Muestra 

 

Agua purificada. 

Cepas Microbiológicas; Pseudomona aeruginosa ATCC 9027, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 

8739. Pellets de tercer pasaje. 

 

2.2.1. Criterios de Inclusión: 

- Agua purificada; debe cumplir con los requisitos de pureza 

química, iónica, orgánica y debe protegerse de la 

contaminación microbiana. 

- Cepas microbiológicas, con fecha vigente, con pruebas de 

promoción de crecimiento, con certificado de calidad del 

proveedor. 

 

2.2.2. Criterios de Exclusión: 

 

Aquel que no cumpla las características señaladas en 

criterios de inclusión. 

 

2.3. Variable de estudio 

 

2.3.1. Variable Independiente:  

- Agua purificada 

- Control microbiológico 
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2.3.2. Variable Dependiente:  

- Recuento microbiano de microorganismos: Pseudomona 

aeruginosa, Staphylococcus aureus y Escherichia coli. 

 

2.3.3. Metodología 

Se llevó a cabo en el área de control microbiológico de 

Laboratorio de caramelos farmacéuticos. 

 

2.3.3.1. Materiales 

 

- Tubos de ensayo estériles 

- Pipeta graduada de 2 mL, 5 mL y 10 mL. 

- Frasco de vidrio de 500mL. 

- Frasco Roux estéril 

- Pinzas estériles. 

- Espátulas estériles 

- Alcohol 96%. 

- Asa de siembra 

- Tips estériles de 100-1000 µL estériles 

- Guantes estériles 

- Sistema de filtración 

- Unidades de filtración 

 

2.3.3.2. Reactivos/ Producto 

REACTIVO / PRODUCTO MARCA 
 

LOTE 
 

FECHA DE 
EXPIRA  

Escherichia coli ATCC8739 MICROBIOLOGICS 
 

483-829 
 

2020-05-31 

Pseudomona aeruginosa 
ATCC 9027 

MICROBIOLOGICS 
 

484-1046 
 

2020-09-30 

Sthaphylococcus aureus 
ATCC 6538 MICROBIOLOGICS 

 
485-719 

 

 
2019-12-31 
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2.3.3.3. Equipos 

 

EQUIPO MARCA MODELO CALIBRACIÒN  

Incubadora Merck Ic55eco 
 

ENERO-2019 

Incubadora Merck Ic55eco 
 

ENERO-2019 

Cabina de bioseguridad Labconco Logic 
 

ENERO-2019 

Refrigeradora Daewoo Fr-146r/rs 
 

ENERO -2019 

Autoclave All american 25x-2 
 

ENERO-2019 

Autoclave Daihan 
Maxterile 

100r 
 

ENERO-2019 

Micropipeta 100 – 1000 l Brand -- 
 

ENERO -2019 

 

 

 

 

2.3.4. Preparación de material pre muestreo 

 

- Los frascos schott de 500mL de capacidad, fueron 

autoclavados a 121°C y 15 PSI por 15 minutos. 

- Toma de muestra: Se tomaron muestras de agua 

purificada en un frasco schott de 500 mL y se 

llevaron en un recipiente herméticamente cerrado 

hacia el área de recepción de muestras para análisis 

microbiológico. 

Medio liquido P. aeruginosa  MERCK 
A19015A 

 
 

2019-12-31 

Medio liquido m-HPC/SPC MERCK 
 

A19176 
 

2021-05-11 

Medio liquido  m-coliblue24 
Broth 

MERCK 
 

A19185 
 

2020-11-17 

Agar TSA MERCK 
223010 2020-01-18 
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- Las muestras fueron llevadas al área de 

microbiología: se colocaron en la cabina de 

bioseguridad clase A2, en el cual se realizó todo el 

proceso de filtración por membrana para asegurar la 

no contaminación de las muestras. 

- Las cepas que se usaron son cepas de trabajo de 

tercer pasaje (kit Ez-Accu SHOTTM). 

- Se prepararon tres concentraciones de 

microorganismos ATTC: 

Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Escherichia coli ATCC 8739 

 

2.3.4.1. Preparación Pseudomona aeruginosa ATCC 

9027 

Concentración N°1:  

- Se aperturó la bolsa de papel aluminio y 

se retiró el frasco con ayuda de una pinza 

estéril un gránulo liofilizado.  

- Se transfirió 1 gránulo al frasco de líquido 

hidratante de 1,2 mL.  

- Se agitó el material hidratado con ayuda 

del vórtex hasta que el gránulo se disolvió 

completamente y la suspensión fue 

homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

55ufc/0.1mL. 

 

Concentración N°2:  

- Se preparó a partir de la concentración 

N°1, extrayendo 0.1mL y transfiriendo en 

0.9mL de solución hidratante. 
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- Se agitó con ayuda del vórtex hasta que el 

gránulo se disolvió completamente y la 

suspensión fue homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

5ufc/0.1mL. 

 

Concentración N°3:  

- Se preparó a partir de la concentración 

N°2, extrayendo 0.2mL y transfiriendo en 

0.8mL de solución hidratante. 

- Se agitó con ayuda del vórtex hasta que el 

gránulo se disolvió completamente y la 

suspensión fue homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

1ufc/0.1mL 

 

Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 

Concentración ufc/0.1mL 

Concentración N°1 55 ufc/0.1mL 

Concentración N°2 5 ufc/0.1mL 

Concentración N°3 1 ufc/0.1mL 

 

2.3.4.2. Preparación Staphylococcus aureus 

ATCC6538 

Concentración N°1:  

- Se aperturó la bolsa de papel aluminio y 

retirar el frasco con ayuda de la pinza 

estéril un gránulo liofilizado.  

- Se transfirió 1 gránulo al frasco de líquido 

hidratante de 1,2 mL.  

- Se agitó el material hidratado con ayuda 

del vórtex hasta que el gránulo se disolvió 
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completamente y la suspensión fue 

homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

63ufc/0.1mL. 

 

Concentración N°2:  

- Se preparó a partir de la concentración 

N°1, extrayendo 0.1mL y transfiriendo en 

0.9mL de solución hidratante. 

- Se agitó con ayuda del vórtex hasta que el 

gránulo se disolvió completamente y la 

suspensión fue homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

6ufc/0.1mL. 

 

Concentración N°3:  

- Se preparó a partir de la concentración 

N°2, extrayendo 0.2mL y transfiriendo en 

0.8mL de solución hidratante. 

- Se agitó con ayuda del vórtex hasta que el 

gránulo se disolvió completamente y la 

suspensión fue homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

1ufc/0.1mL. 

 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Concentración ufc/0.1mL 

Concentración N°1 63 ufc/0.1mL 

Concentración N°2 4 ufc/0.1mL 

Concentración N°3 1 ufc/0.1mL 
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2.3.4.3. Preparación Escherichia coli ATCC 8739 

Concentración N°1:  

- Se aperturó la bolsa de papel aluminio y 

se retiró el frasco con ayuda de la pinza 

estéril un gránulo liofilizado.  

- Se transfirió 1 gránulo al frasco de líquido 

hidratante de 1,2 mL.  

- Se agitó el material hidratado con ayuda 

del vórtex hasta que el gránulo se disolvió 

completamente y la suspensión fue 

homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

58ufc/0.1mL. 

 

Concentración N°2:  

- Se preparó a partir de la concentración 

N°1, extrayendo 0.1mL y transfiriendo en 

0.9mL de solución hidratante. 

- Se agitó con ayuda del vórtex hasta que el 

gránulo se disolvió completamente y la 

suspensión fue homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

5ufc/0.1mL. 

 

Concentración N°3:  

- Se preparó a partir de la concentración 

N°2, extrayendo 0.2mL y transfiriendo en 

0.8mL de líquido hidratante. 

- Se agitó con ayuda del vórtex hasta que el 

gránulo se disolvió completamente y la 

suspensión fue homogénea.  

- Repetir en 11 frascos y cada uno obtendrá 

1ufc/0.1mL. 
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Escherichia coli ATCC 8739 

Concentración ufc/0.1mL 

Concentración N°1 58 ufc/0.1mL 

Concentración N°2 5 ufc/0.1mL 

Concentración N°3 1 ufc/0.1mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Flujo de preparación de concentraciones de microorganismos ATCC 

 

2.3.5. Siembra 

La siembra se realizó en dos placas; AGAR TSA y en la 

UNIDAD DE FILTRACIÓN. 

 

- AGAR TSA: La siembra de las concentraciones N°1, 

2 y 3 de los microorganismos ATCC se sembraron 

en las placas dentro de la cabina de bioseguridad. 

 

P. aeruginosa S. aureus E. coli

C1 =55ufc/0.1mL C1 =63ufc/0.1mL C1 =58ufc/0.1mL

1granulo + 1granulo + 1granulo +

1.2mL de solución 

hidratante

1.2mL de solución 

hidratante

1.2mL de solución 

hidratante

C2 =5ufc/0.1mL C2 =6ufc/mL C2 =5ufc/0.1mL

0.1mL de C1 + 0.1mL de C1 + 0.1mL de C1 +

0.9mL de solución 

hidratante

0.9mL de solución 

hidratante

0.9mL de solución 

hidratante

C3 =1ufc/0.1mL C3 =1ufc/0.1mL C3 =1ufc/0.1mL

0.2mL de C2 + 0.2mL de C2 + 0.2mL de C2 +

0.8mL de solución 

hidratante

0.8mL de solución 

hidratante

0.8mL de solución 

hidratante

Elaboración propia
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- UNIDAD DE FILTRACIÓN: La siembra de las 

concentraciones N°1, 2 y 3 de los microorganismos 

ATCC se sembraron dentro de la cabina de 

bioseguridad con el sistema de filtración EZ-FITTM. 

 

                                  Instalación del sistema de filtración: 

✓ Se instaló el sistema de filtración dentro de la cabina 

de bioseguridad,  

✓ Se colocó el conector rápido en el extremo izquierdo 

verificando que la válvula de retención este orientada 

hacia afuera. Así mismo el tapón ciego rápido en la 

asa del extremo derecho. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

✓ Los cabezales en los soportes anclando en el 

adaptador para el cierre de bayoneta. 
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✓ Se conectó el tubo de silicona en el extremo donde se 

ubica el conector rápido. El otro extremo del tubo se 

adaptó a la bomba de vacío. De la bomba de vacío se 

coloca un tubo de silicona hacia el colector de 

desagüe. 

 

 

 

 

 

 

 

✓ Se colocaron los medios de cultivo líquidos (medio 

para recuento Escherichia coli, Pseudomona 

aeruginosa y heterotrófico) en un recipiente 

identificados y las unidades de filtración a emplear 

dentro de la cabina de bioseguridad. 

 

✓ Se colocaron los frascos schott con muestras de agua 

purificada. 
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Filtración de muestras en unidad de filtración: 

 

✓ Se retiraron las unidades de filtración del empaque 

estéril y fueron colocados en los cabezales del 

sistema de filtración EZ-FITTM el cual va conectado a 

la bomba de vacío. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

✓ Se adicionó la cantidad de muestra requerida para la 

filtración (100mL de agua purificada) en cada unidad 

de filtración. 

 

 

 

 
✓ Se colocó la tapa, se enciende la bomba de vacío y se 

giró la llave hasta la posición vertical para aplicar 

vacío y la muestra sea filtrada. 
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✓ Se procedió a transferir las concentraciones de los 

microorganismos ATCC en cada unidad de filtración. 

 
✓ Se encendió la bomba de vacío para filtrar las 

muestras de agua. 

 
✓ Se adicionó los medios de cultivo liquido 

correspondiente para cada microorganismo ATCC a 

investigar y encender la bomba de vacío para que los 

medios líquidos sean absorbidos por los filtros de 0.45 

µm y retenidos en la membrana. 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

✓ Se procedió a abrir y cerrar la válvula para cortar 

vacío.  

✓ Se retiró el embudo del sistema de filtración y se tapó 

la base que contiene el filtro con la tapa de la unidad 

de filtración. 
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✓ Se retiró la base estirando hacia arriba. 

 

 

 

 

 

 

 

✓ Al finalizar la filtración se apagó la bomba de vacío. 

 

2.3.6. Incubación de muestras 

AGAR TSA: Se incubaron las muestras correspondientes 

a las tres concentraciones evaluadas con las placas de 

Agar TSA, dentro de las incubadoras programadas a las 

condiciones de crecimiento adecuadas de forma invertida. 

A una temperatura de 32.5°C por 48 horas. 

 

UNIDAD DE FILTRACIÓN: Se incubaron las muestras 

correspondientes a las tres concentraciones evaluadas en 

la unidad de filtración, dentro de las incubadoras 

programadas a las condiciones de crecimiento adecuadas 

para cada microorganismo con la membrana hacia abajo:  

✓ Para el crecimiento de Pseudomona aeruginosa la 

temperatura de incubación es de 35°C por 48 horas. 
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✓ Para el crecimiento de Sthaphylococcus aureus la 

temperatura de incubación es de 35°C por 48 horas. 

✓ Para el crecimiento de Escherichia coli la temperatura 

de incubación es de 35°C por 24 horas. 

 

2.3.7. Recuento de colonias 

La lectura después del periodo de incubación se llevó a 

cabo dentro de la cabina de bioseguridad, dicho 

procedimiento fue repetido con cada uno de los 

microorganismos ATCC.  

- La lectura en las placas AGAR TSA: se reportaron 

en ufc (unidades formadoras de colonias). 

 

- La lectura en las unidades de filtración: 

 

• P. aeruginosa: Cumplido el período de 

incubación se procedió a contar el número de 

colonias de color amarillo en placas, y se 

expresa como ufc/0.1mL. 

 

• S. aureus: Cumplido el período de incubación 

se procedió a contar el número de colonias 

de color marrón transparente a ámbar claro y 

reportar ufc/0.1mL. 

 

• E. coli: Cumplido el período de incubación se 

procedió a contar el número de colonias de 

color azul y reportar ufc/0.1mL. 
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Figura 2. Diagrama de Flujo de Preparación de concentraciones, 

siembra, incubación y lectura. 

 

 

2.4. Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

2.4.1. Técnica 

Filtración por membrana. 

 

2.4.2. Instrumentos de recolección de datos 

Protocolo de validación, Manual sistema EZ-FITTM 

programa SPSS 25, así mismo se realizan plantillas de 

Microsoft Excel. La recolección de datos se realizó 

mediante la lectura que se obtuvo de las placas de AGAR 

TSA y las unidades de filtración. 

 

 

 

*A partir C1

*A partir C2

(*)U.F.: Unidad de filtración

Preparación de 

concentraciones Siembra Incubación

Recuento

C2: - Transferir
0.1mL + 0.9mL de 
líquido hidratante y 
mezclar .

C1: - Transferir 1 
granulo + 1.2mL de 
líquido hidratante y 
mezclar.

C3: - Transferir
0.2mL + 0.8mL de 
líquido hidratante y 
mezclar. 

AGAR 
TSA: 
Sembrar
las  C1, 

C2 y C3

(*)U.F.: 
Sembrar
las  C1, 

C2 y C3

(*)U.F.: 35.0°C por 
48 horas

AGAR TSA: 32.5°C
por 48horas

Realizar la lectura 
en  AGAR TSA y 
U.F.
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2.5. Proceso de recolección de datos 

 

La recolección de datos se realizó mediante la lectura de las 

unidades formadoras de colonias que se obtuvieron en las placas 

de agar TSA y en las unidades de filtración. 

 

2.5.1. Autorización y coordinaciones previas para la 

recolección de datos 

Se cuenta con la autorización de Laboratorio V. Ravettino 

para realizar la implementación del método de filtración por 

membrana empleando el sistema de filtración EZ-FITTM en 

análisis de agua purificada para uso farmacéutico. 

La recolección de datos a través de la lectura de unidades 

formadoras de colonias (ufc) se realizará dentro de la 

cabina de bioseguridad. 

 

2.5.2. Aplicación de instrumentos de recolección de datos 

Se utilizó una hoja de cálculo de Microsoft Excel 2018, 

para realizar las plantillas.  

Se usara la prueba estadística paramétrica t-student para 

determinar si existen diferencias entre las medias de los 

recuentos obtenidos en los métodos, siempre cumpliendo 

el supuesto de normalidad. 

 

2.6. Métodos de análisis estadístico 

 

Según la finalidad del análisis, los parámetros que se aplican son 

los siguientes:  

 

2.6.1. Porcentaje de recuperación (Exactitud) 

El porcentaje de recuperación se define como el porcentaje 

de microorganismos que son detectados por el método de 

prueba alternativo en comparación con el método 

compendio.  
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Capacidad de recuperación: 

 

% 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜

𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠 𝑟𝑒𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜
𝑥 100 

 

Entre el control y test, se compararán sus medias, a fin de 

evidenciar diferencias significativas que permitan decir que 

cumplimos con los objetivos de implementación, es decir el 

método de filtración UF nuevo es mejor. 

Los diferentes resultados se muestran a continuación, a 

partir de las tablas de valores obtenidos para ambos 

métodos. 

 

2.6.2. Prueba T de student 

La prueba T de student de dos muestras prueban la 

hipótesis de que no hay diferencia efectiva entre la media 

hipotética o media indicada de la población. Este 

procedimiento se basa en la distribución t, y para muestras 

pequeñas, funciona mejor si los datos fueron extraídos de 

distribuciones que son normales. (31) 
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III. RESULTADOS 

 

Se documenta los resultados obtenidos de los parámetros en el proceso de 

implementación demostrando que este método se realizó conforme a lo 

establecido. 

 

1. Tablas 

Tabla 1. Resultado del promedio y porcentaje de recuperación de P. 

aeruginosa 

 C1 TSA C1 UF RESULTADO 

PROMEDIO 50 50 CONFORME 

PORCENTAJE DE 

RECUPERACIÓN 

90,73 91,10 CONFORME 

Fuente: Elaboración propia 

 

Los promedios obtenidos del microorganismo P. aeruginosa en medio TSA y 

unidad de filtración son iguales. Se cumple con el objetivo planteado de 

recuperación en medios TSA y unidad de filtración obteniendo resultados 

mayores a 70% de recuperación. 
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Tabla 2. Resultado del promedio y porcentaje de recuperación de S. 

aureus 

 

 C1 TSA C1 UF RESULTADO 

PROMEDIO 54 56 CONFORME 

PORCENTAJE DE 

RECUPERACIÓN 

84,92 89,00 CONFORME 

Fuente: Elaboración propia 

 

Los promedios obtenidos del microorganismo S. aureus en medio TSA y unidad 

de filtración son iguales. Se cumple con el objetivo planteado de recuperación 

en medios TSA y unidad de filtración obteniendo resultados mayores a 70% de 

recuperación. 
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Tabla 3. Resultado del promedio y porcentaje de recuperación de E. coli 

 

 C1 TSA C1 UF RESULTADO 

PROMEDIO 51 53 CONFORME 

PORCENTAJE DE 

RECUPERACIÓN 

87,93 91,38 CONFORME 

Fuente: Elaboración propia 

 

Los promedios obtenidos del microorganismo E. coli en medio TSA y unidad de 

filtración son iguales. Se cumple con el objetivo planteado de recuperación en 

medios TSA y unidad de filtración obteniendo resultados mayores a 70% de 

recuperación. 
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Tabla 4. Réplicas de repetibilidad del método de filtración para  

Pseudomona aeruginosa  

 

Recuento C1 C2 C3 

TSA UF TSA UF TSA UF 

1 
47 ufc 52 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

2 
55 ufc 52 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

3 
47 ufc 47 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

4 
55 ufc 54 ufc 5 ufc 5 ufc 1 ufc 1 ufc 

5 
51 ufc 48 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

6 
49 ufc 49 ufc 5 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

7 
49 ufc 54 ufc 5 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

8 
51 ufc 46 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

9 
48 ufc 49 ufc 4 ufc 5 ufc 1 ufc 1 ufc 

10 
47 ufc 50 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

Fuente: Elaboración propia 

Repetibilidad grado de acuerdo entre los resultados obtenidos en medidas 

sucesivas del mismo mesurando realizados en las mismas condiciones de 

medidas. Se calcula como r=2,9 es la desviación estándar de repetibilidad. 
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Tabla 5. Réplicas de repetibilidad del método de filtración para  S. aureus  

 

Recuento C1 C2 C3 

TSA UF TSA UF TSA UF 

1 
53 ufc 52 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

2 
52 ufc 46 ufc 3 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

3 
51 ufc 54 ufc 4 ufc 3 ufc 1 ufc 1 ufc 

4 
51 ufc 59 ufc 3 ufc 3 ufc 1 ufc 1 ufc 

5 
52 ufc 63 ufc 3 ufc 3 ufc 1 ufc 1 ufc 

6 
63 ufc 65 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

7 
48 ufc 59 ufc 4 ufc 3 ufc 1 ufc 1 ufc 

8 
55 ufc 57 ufc 3 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

9 
50 ufc 54 ufc 3 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

10 
60 ufc 52 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

Fuente: Elaboración propia 

Repetibilidad grado de acuerdo entre los resultados obtenidos en medidas 

sucesivas del mismo mesurando realizados en las mismas condiciones de 

medidas. Se calcula como r=5,1 es la desviación estándar de repetibilidad. 
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Tabla 6. Réplicas de repetibilidad del método de filtración para  E. coli  

 

Recuento C1 C2 C3 

TSA UF TSA UF TSA UF 

1 
50 ufc 52 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

2 
58 ufc 52 ufc 5 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

3 
49 ufc 47 ufc 5 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

4 
52 ufc 54 ufc 4 ufc 5 ufc 1 ufc 1 ufc 

5 
45 ufc 48 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

6 
44 ufc 49 ufc 4 ufc 5 ufc 1 ufc 1 ufc 

7 
53 ufc 54 ufc 4 ufc 5 ufc 1 ufc 1 ufc 

8 
56 ufc 46 ufc 5 ufc 5 ufc 1 ufc 1 ufc 

9 
51 ufc 49 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

10 
49 ufc 50 ufc 4 ufc 4 ufc 1 ufc 1 ufc 

Fuente: Elaboración propia 

Repetibilidad grado de acuerdo entre los resultados obtenidos en medidas 

sucesivas del mismo mesurando realizados en las mismas condiciones de 

medidas. Se calcula como r=3,7 es la desviación estándar de repetibilidad. 
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2. Figuras 

 

Figura 3. Gráfica de caja  de P. aeruginosa en medio TSA y Unidad de 

filtración 

 

Fuente: Elaboración propia 

Ho: Las medias de las ufc recuperadas son iguales 

H1: Las medias de las ufc recuperadas son significativamente distintas 

- Una condicional denominada “supuesto de normalidad” se debe cumplir 

para aplicar el t-student; por lo que usaremos el test que nos permita establecer 

este supuesto. No obstante, hay otros supuestos a cumplir, pero dada la 

pequeña cantidad de muestra (10) y la robustez de la normalidad, no es muy 

útil aplicar todos. 

 

- La prueba de normalidad, realizada p>0.05 (0,20) a través del test de 

Kolmogorov-Smirnov; nos permite realizar la t-student, siendo así que 

obtendríamos un resultado, hacia la aceptación de la hipótesis nula (Ho), es 

decir; con una p=0,88 se determina que las medias de cada grupo no son 

significativamente distintas y la capacidad de recuperación de cultivos es muy 

marcada a la igualdad. 

El contexto de decisión que tome la empresa, estaría enmarcado en los 

parámetros que establezcan sus procedimientos para este tipo de detalles, 

siendo la diferencia de rendimiento entre ambas de 0,37 %. 
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Figura 4.  Gráfica de caja  de S. aureus en medio TSA y Unidad de filtración 

 

Fuente: Elaboración propia 

Ho: Las medias de las ufc recuperadas son iguales 

H1: Las medias de las ufc recuperadas son significativamente distintas 

- Una condicional denominada “supuesto de normalidad” se debe cumplir 

para aplicar el t-student; por lo que usaremos el test que nos permita establecer 

este supuesto. No obstante, hay otros supuestos a cumplir, pero dada la 

pequeña cantidad de muestra (10) y la robustez de la normalidad, no es muy 

útil aplicar todos. 

  

- La prueba de normalidad, realizada p>0.05 (0,097) a través del test de 

Kolmogorov-Smirnov; nos permite realizar este test, siendo así que 

obtendríamos un resultado, hacia la aceptación de la hipótesis nula (Ho), es 

decir; con una p=0,277 se determina que las medias de cada grupo no son 

significativamente distintas y la capacidad de recuperación de cultivos no es 

muy marcada. 

El contexto de decisión que tome la empresa, estaría enmarcado en los 

parámetros que establezcan sus procedimientos para este tipo de detalles, 

asumiendo de todas formas que como el grupo de UF es ligeramente mayor, 

tendría mejor rendimiento, siendo la diferencia de rendimiento entre ambas de 

4,08 %. 
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Figura 5. Gráfica de caja  de E. coli en medio TSA y Unidad de filtración 

Fuente: Elaboración propia 

 

Ho: Las medias de las ufc recuperadas son iguales 

H1: Las medias de las ufc recuperadas son significativamente distintas 

- Una condicional denominada “supuesto de normalidad” se debe cumplir 

para aplicar el t-student; por lo que usaremos el test que nos permita establecer 

este supuesto. No obstante, hay otros supuestos a cumplir, pero dada la 

pequeña cantidad de muestra (10) y la robustez de la normalidad, no es muy 

útil aplicar todos. 

- La prueba de normalidad, realizada p>0.05 (0,20) a través del test de 

Kolmogorov-Smirnov; nos permite realizar el t-student, siendo así que 

obtendríamos un resultado, hacia la aceptación de la hipótesis nula (Ho), es 

decir; con una p=0,211 se determina que las medias de cada grupo no son 

significativamente distintas y la capacidad de recuperación de cultivos no es 

muy marcada. 

 

El contexto de decisión que tome la empresa, estaría enmarcado en los 

parámetros que establezcan sus procedimientos para este tipo de detalles, 

asumiendo de todas formas que como el grupo de UF es ligeramente mayor, 

tendría mejor rendimiento, siendo la diferencia de rendimiento entre ambas de 

3,45 %. 
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IV. DISCUSIÓN 

 

4.1. Discusión 

El Reglamento de la calidad de Agua para Consumo Humano N°031-

2010-SA, establece que toda agua destinada para el consumo humano 

debe cumplir con los parámetros microbiológicos dentro de los cuales a 

nivel bacteriológico dictamina los ensayos de: bacterias coliformes 

totales, E.coli, bacterias termotolerantes y bacterias heterotróficas. (3) 

La técnica de filtración por membrana es adecuada para aguas que 

contienen poca materia orgánica en suspensión y proporciona un 

recuento directo de colonias en la superficie del filtro (ISO 8199, 2005). 

En la presente investigación del método de filtración por membrana 

empleando el sistema de filtración EZ FITTM se obtuvo un porcentaje de 

recuperación de P. aeruginosa, S. aureus y E. coli en medio agar TSA y 

unidad de filtración mayor a 70%, detallados en las tablas N°1, N°2 y 

N°3 como en los estudios de Morales M, 2018(28) dónde la recuperación 

microbiana fue entre 50-200% y Tijerina L. 2014(27), obtuvieron un 

porcentaje de recuperación por encima del 70%. 

En la investigación de López K. 2015 (26), determinó parámetros de 

repetibilidad donde las variables analizadas demostraron diferencias 

significativas, ya que el valor hallado de la T calculada está dentro de la 

zona de aceptación de hipótesis. La reproducibilidad fue de 95% de 

confianza y pruebas con varianzas iguales y el valor arrojado en la 

prueba T se encontró dentro de la región de aceptación de la hipótesis.  

En nuestro estudio se describe que en las tablas N°4, N°5 y N°6 la 

repetibilidad de los resultados obtenidos en las unidades de filtración 

cumplen con la concentración teórica.  

En las figuras N°3, N°4 y N°5  se detalla que en nuestro estudio el 

p>0.05 tanto en el medio de TSA y en la unidad de filtración no son 

significativamente distintas con un nivel de confianza del 95% 

encontrándose dentro del rango de aceptación, se compara con los 
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estudios de Morales M, 2018(28) que obtuvieron valores p>0.05 

demostrando ausencia de diferencias significativas. 

La OMS, reconoce que los organismos del grupo coliforme son un buen 

indicador microbiano de la calidad de agua potable, debido 

principalmente a que son de fáciles de detectar y enumerar en el agua. 

La presencia de E. coli en las muestras indica la existencia de fallas en 

la eficacia de tratamiento de agua, integridad, sistema de distribución y 

por tanto es una evidencia de contaminación. (14) González B. y Toruño 

V. 2017 (25), indican que el método de filtración por membrana es eficaz 

permitiendo que los microorganismos de un tamaño menor que el poro 

queden retenidos en la membrana. En nuestro estudio el equipo EZ 

FITTM nos muestra un resultado eficaz ya que la membrana tiene un 

tamaño de poro de 0,45 µm capaz de retener microorganismos. Así 

como en los estudios de Liñán J, Reynoso C. 2013 (30) realizó el análisis 

de agua potable usando una membrana filtrante de 0,45 µm. 

Según APHA nos indica que la técnica de filtración por membrana se 

basa en un mecanismo mediante el cual se atrapa en la superficie de 

una membrana microorganismos cuyo tamaño es mayor que el tamaño 

del poro 0.45 μm; esto gracias a una bomba eléctrica que ejerce una 

presión diferencial sobre la muestra de agua, logrando así que esta se 

filtre. Los microorganismos de un tamaño menor que el poro pasa la 

membrana o quedan retenidos en su interior, las bacterias quedan en la 

superficie de la membrana. (8) 

Obeso F. 2014(29) obtuvo resultados esperados en el análisis de agua 

indicando que se cumple con las especificaciones dadas por la 

farmacopea y OMS. 

 

Los resultados demuestran que la técnica de filtración por membrana 

para evaluar el sistema EZ FITTM es precisa, reproducible teniendo en 

cuenta que se realizó con diferentes concentraciones de 

microorganismos ATCC Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus 

aureus y Escherichia coli, además nos permite analizar volúmenes 
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relativamente grandes de muestra y proporciona resultados numéricos 

más rápidos que el método de tubos múltiples. (9) 

 

El manual de análisis de agua HACH refiere que el método de filtración 

por membrana permite de manera rápida y sencilla obtener un estimado 

de una población de microorganismos en agua, además de la gran 

utilidad de realizar varios análisis al día.  

La calibración y mantenimiento de los equipos es un paso importante 

dentro de la metodología de la implementación, los equipos utilizados 

durante las diferentes pruebas realizadas se encontraban funcionando 

correctamente y dentro de los rangos esperados, por lo tanto se debe 

contar con un cronograma de mantenimiento preventivo vigente. 

 

4.2. Conclusiones 

Mediante la metodología aplicada se logró cumplir con los objetivos, al 

establecer la reproducibilidad y repetibilidad del método se demuestran 

que no hay diferencias significativas distintas entre los valores de las 

medias obtenidas lo que muestra que el método evaluado es preciso. 

Se comprobó la efectividad del método de filtración obteniendo 

resultados confiables, como el porcentaje de recuperación que superó 

al 70% cumpliendo así en forma consistente y repetitiva los resultados. 

Demostrando que el método de filtración por membrana empleando el 

sistema de filtración EZ FITTM es apropiado para el análisis de agua. 

La implementación tuvo etapas importantes y necesarias que deben 

cumplirse para garantizar la confiabilidad de un método, equipo o 

proceso. Es importante tener evidencia que el método, equipo o 

proceso funcionan de acuerdo a lo esperado.  

Se constató que el sistema de filtración EZ FITTM en conjunto con la 

unidad de filtración proporcionan una mayor fiabilidad para el conteo de 

las unidades formadoras de colonias. 
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Se comprobó que con un tamaño de poro de 0.45 µm utilizados en la 

técnica de filtración por membrana retienen y recuperan 

satisfactoriamente los microorganismos. Demostrando que por medio 

de la filtración por membrana es capaz de detectar concentraciones a 

partir de 1 unidad formadora de colonia (ufc). 

 

4.3. Recomendaciones 

Se recomienda una vez determinado estos parámetros en la 

implementación (prueba de normalidad y repetibilidad) se debería 

complementar con la prueba de especificidad para asegurar resultados 

plenamente confiables. 

Es importante el buen manejo del sistema de filtración EZ FITTM durante  

el análisis de agua purificada, mediante la técnica de filtración por 

membrana por lo que se recomienda tener en cuenta el ajuste del 

equipo, la unidad de filtración y la misma manipulación del sistema para 

evitar cualquier contaminación cruzada. 

Es fundamental el empleo de los microorganismos establecidos en la 

USP para la evaluación de controles positivos y así verificar la 

efectividad de la técnica de filtración por membrana. 

Se recomienda trabajar con materiales de referencias como cepas 

ATCC las cuales nos garantiza que en la evaluación del sistema de 

filtración EZ FITTM los resultados son confiables y reales.  

Se recomienda utilizar inóculos con una concentración conocida de 

unidad formadora de colonia por mililitro con el fin de evitar variaciones 

muy grandes en los recuentos y por ende en los porcentajes de 

recuperación. 

Se hace indispensable que las personas que ejecutan dicho método 

deben contar con el suficiente conocimiento y destreza para la 

ejecución correcta de la técnica de filtración por membrana. 
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Los materiales a emplearse en el proceso de implementación deberán 

tener un certificado de calibración con lo que se garantiza la calidad del 

material de trabajo en la implementación del método de filtración por 

membrana empleando el sistema de filtración EZ FITTM. 
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ANEXO C: Certificado de Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 



53 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 
 

 

ANEXO D: Certificado de Staphylococcus aureus ATCC 6538 
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ANEXO E: Certificado de Escherichia coli ATCC 8739 
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ANEXO F: Certificado de medio líquido Pseudomona aeruginosa 
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ANEXO G: Certificado de medio líquido m-HPC/SPC 
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ANEXO H: Certificado de medio líquido m-ColiBlue24 

 



61 
 

 

 



62 
 

ANEXO I: Certificado de medio agar TSA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 
 

ANEXO J: Certificado de calibración de incubadora 
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ANEXO K: Certificado de verificación de cabina de Bioseguridad 
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ANEXO L: Certificado de calibración de refrigeradora 
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ANEXO M: Certificado de calibración de autoclave 
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ANEXO N: Certificado de calibración de micropipeta 
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ANEXO O: APROBACIÓN LABORATORIO V. RAVETTINO S.R.L. 
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ANEXO P: FOTOS  

 

Microorganismos ATCC Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus y 

Escherichia coli 
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Preparación de los inóculos de cada uno de los microorganismos ATCC 

Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus y Escherichia coli 

 

Siembra de las concentraciones de los microorganismos ATCC en el medio 

agar TSA 
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Siembra de las concentraciones de los microorganismos ATCC en el medio 

de unidad de filtración 
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Lectura de las concentraciones de los microorganismos ATCC en la unidad 

de filtración 

 

 


