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RESUMEN 

 

 

El objetivo de este trabajo de titulación fue realizar la validación del método de ensayo para la 

determinación de coliformes fecales en agua de consumo. Esta validación fue desarrollada con 

base en procesos disponibles en la tercera edición del 2017 del manual de ensayos “Standard 

Methods” o SM (Traducido al español como Métodos Estandarizados) para su aplicación en el 

laboratorio privado AMBIENLAB Cía. Ltda, ubicado en la ciudad de Quito, Ecuador. Con la 

finalidad de asegurar la calidad y veracidad de los resultados en el análisis de coliformes fecales 

para aguas de consumo, este procedimiento siguió los procesos establecidos en la norma ISO 

17025-2018 (“Internaccional Organization for Standardization” u Organización Internacional de 

Normalización, en español) enfocada en laboratorios de ensayos y calibración. La metodología 

seleccionada fue la SM 9221 B. Una vez seleccionado el método se procede con la puesta a punto 

del método, la calibración externa de los equipos y fijar los objetivos de validación para iniciar 

con la parte experimental que consta de dos fases, una fase presuntiva y una fase confirmativa. 

Para su desarrollo, se plantearon los criterios de desempeño, intervalo de trabajo y diseño 

experimental en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad. Los resultados del analito se 

obtuvieron a través del tratamiento estadístico de datos ANOVA. Los objetivos de validación se 

establecieron de acuerdo con la normativa nacional vigente y datos experimentales de validación 

proporcionados por el laboratorio AMBIENLAB. De acuerdo con los resultados obtenidos, se 

pudo demostrar que el método es aplicable de forma competente en el laboratorio; además, se 

cumplió en su totalidad los objetivos de validación para el método SM9221 B, esto quiere decir 

que el coeficiente de repetibilidad y reproducibilidad son menores al 5% por lo que se recomienda 

al laboratorio AMBIENLAB realizar la verificación del método de ensayo con material de 

referencia certificado con una frecuencia mensual al menos en un nivel de concentración para 

asegurar la calidad de los resultados obtenidos. 

 
 
Palabras clave: < METODOLOGÍA SM9221 B>, < NUMERO MÁS PROBABLE (NMP)>, 

 

<COLIFORMES FECALES>, <AGUA DE CONSUMO>, <CRITERIO DE ACEPTACIÓN>. 
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SUMMARY 

 

 

The objective of this titration work was to carry out the validation of the test method for the 

determination of fecal coliforms in drinking water. This validation was developed based on 

processes available in the third edition of 2017 of the test manual "Standard Methods" or SM 

(Translated into Spanish as Standardized Methods) for application in the private laboratory 

AMBIENLAB Cía. Ltda, located in the city of Quito, Ecuador. In order to ensure the quality and 

veracity of the results in the analysis of fecal coliforms for drinking water, this procedure 

followed the processes established in the ISO standard17025-2018 ("International Organization 

for Standardization") focused on testing and calibration laboratories. The methodology 

selected was SM 9221 B. Once the method has been selected, we proceed with the set-up of the 

method, the external calibration of the equipment and set the validation objectives to start with 

the experimental part that consists of two phases, a presumptive phase and a confirmatory 

phase. For its development,  the criteria of  performance,  work interval  and  experimental 

design in conditions of repeatability and reproducibility were proposed. Analyte results were 

obtained through statistical treatment of ANOVA data. The validation objectives were 

established in accordance with current national regulations and experimental validation data 

provided by the AMBIENLAB laboratory. According to the results obtained, it was possible to 

demonstrate that the method is competently applicable in the laboratory; In addition, the 

validation objectives for the SM9221 B method were fully met,  this  means  that  the coefficient 

of  repeatability  and  reproducibility  are  less  than  5%,  so it is recommended that the 

AMBIENLAB laboratory carry out the verification of the test method with certified reference 

material with a monthly frequency at least at a concentration level to ensure the quality of the 

results obtained. 

 
 
 

Keywords: SM9221 B METHODOLOGY, MOST LIKELY NUMBER (NMP), FECAL COLIFORMS, 

DRINKING WATER, ACCEPTANCE CRITERIA. 
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CAPÍTULO I 

 

 

1. MARCO TEÓRICO REFERENCIAL 

 

1.1. Planteamiento del problema 

 

1.1.1. Enunciado del problema 

 

En la actualidad el laboratorio AMBIENLAB está sustento a un ente regulador, el Servicio de 

Acreditación Ecuatoriana o SAE, el cual se encarga de auditar los procesos realizados por el 

laboratorio para que los datos proporcionados al cliente sean confiables. Para los análisis 

microbiológicos del agua se tiene un problema un poco más complejo debido a que no tenemos 

un equipo programado para lo que es la medición de coliformes fecales por lo que el método a 

utilizar debe ser ejecutado bajo todas las normas y siguiendo el método preestablecido para 

dicho análisis.   

 

1.1.2. Formulación (Incógnita) 

 

¿Cómo demostrar la fiabilidad de los resultados en la técnica de Numero Más Probable (NMP) 

para coliformes fecales en agua consumo según la técnica del “Standard Methods 9221E” o SM  

9221E? 

 

1.2. Justificación 

 

En la actualidad los laboratorios de mediciones ambientales deben demostrar que sus resultados 

garanticen veracidad y fiabilidad, la validación de métodos de ensayo es un requisito que 

permite obtener un grado de confianza comprobable en cumplimiento con la normativa 

ambiental vigente. 

La validación de métodos es una confirmación, a través del aporte de evidencias objetivas, que 

cumplen los requisitos para una utilización o aplicación específica prevista. Según la 

Organización de las Naciones Unidas para el Desarrollo Industrial (ONUDI), la validación es 

un proceso que consiste en dos etapas. Primero, el laboratorio establece en qué medida puede 

producir resultados consistentes dentro de unos límites conocidos (precisión, exactitud) y 

segundo, consiste en la evaluación a sí mismo con puntos de referencia acordados (ONUDI, 2017, 

pp.15-19). 
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El laboratorio de Servicios Ambientales y Laborales AMBIENLAB Cía. Ltda. desea ampliar su 

visión y brindar servicios con altos estándares de calidad en la determinación de coliformes fecales 

en aguas de consumo tomando en consideración la aplicación de métodos técnicamente validados 

por lo que brindará el sustento técnico y económico para la realización del trabajo de validación. 

La Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH) brindará 

la ayuda técnico-científico necesaria para realizar la validación del método de ensayo NMP para 

la determinación de coliformes fecales. 

 

1.3. Objetivos de la investigación 

 

1.3.1. Objetivo General 

 

Validar el método de ensayo para la determinación de coliformes fecales en agua de consumo, en 

base al “Standard Methods” para la aplicación en el laboratorio AMBIENLAB Cía. Ltda. 

 

1.3.2. Objetivos Específicos 

 

•Establecer   características   de   desempeño   y criterios   de   aceptabilidad   en conformidad a 

lo establecido en el “Standard Methods”. 

•Evaluar el desempeño del método a partir del cumplimiento de los criterios de aceptación para 

el parámetro de validación. 

•Elaborar un manual de procedimientos para la determinación de coliformes fecales por NMP. 

 

1.4. Marco teórico 

 

1.4.1. Antecedentes 

 

El control de la calidad del agua ha sido prioritario principalmente en zonas urbanas, para verificar 

una adecuada potabilización del agua, o cuando se presentan brotes de enfermedades diarreicas 

en la población consumidora, donde una vez detectado el problema en el suministro de agua se 

resuelve a corto plazo mejorando las condiciones de desinfección de la misma (Swistock, 2015, p.54). 

Las coliformes son una familia de bacterias que se encuentran exclusivamente en las plantas, el 

suelo y los animales, incluidos los humanos.  La presencia de bacterias coliformes indica que el 

agua puede estar contaminada con aguas negras u otro tipo de desechos en descomposición.  

Generalmente, las bacterias coliformes se encuentran en mayor abundancia en la capa superficial 

del agua o en los sedimentos del fondo (Munn, 2004, p.123).  La contaminación fecal ha sido y sigue 
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siendo el principal riesgo sanitario en el agua, ya que supone la incorporación de microorganismos 

patógenos que pueden provocar enfermedades en la salud humana.  Por ello, el control sanitario 

de riesgos microbiológicos es tan importante, y constituye una medida sanitaria básica para 

mantener un grado de salud adecuado en la población (Marin B, 2004, p.327). 

 Las bacterias coliformes fecales son específicas del tracto intestinal de los animales de 

sangre caliente, incluidos los humanos, y por lo tanto se requiere una prueba más específica 

para detectar la contaminación por aguas residuales o desechos animales. La  Escherichia 

coli o simplemente E. coli, es un tipo de bacteria coliforme fecal que se encuentra 

comúnmente en los intestinos de animales y humanos. Un resultado positivo de E. coli es 

mucho más serio que las bacterias coliformes por sí solas porque indica que los desechos 

humanos o animales están ingresando al suministro de agua (Munn, 2004, p.123). 

El laboratorio de monitoreo ambiental y laboral AMBIENLAB ha brindado desde el año 2018 un 

servicio de monitoreo ambiental para una variedad de industrias y organizaciones por lo que se 

encuentra en busca de expandir sus servicios. 

Entre los requisitos técnicos establecidos en la norma ISO/IEC 17025 se encuentra la validación 

de métodos, es por esto que el laboratorio de monitoreo ambiental y laboral AMBIENLAB, 

obtuvo la acreditación INEN ISO 17025:2006, a nivel nacional por el Servicio de Acreditación 

Ecuatoriana (SAE) en el año 2018 (ISO 17025, 2018, p.1), con el fin de garantizar que el laboratorio 

analice y tenga bajo control uno de los factores que incide en la conformidad y exactitud de los 

resultados que informa. Actualmente el laboratorio AMBIENLAB cuenta con la acreditación en 

ruido laboral y busca una expansión en análisis físico-químico y microbiológico de suelos y aguas.  

 

1.4.2. Bases teóricas 

 

1.4.2.1. El agua 

 

Generalidades 

El agua según la Real Academia Española viene del latín “aqua” sus moléculas están formadas 

por la combinación de un átomo de oxígeno y dos de hidrógeno, líquida, inodora, insípida e 

incolora. Es el componente más abundante de la superficie terrestre se encuentra en la lluvia, las 

fuentes, los ríos y los mares; es parte constituyente de todos los organismos vivos y aparece en 

compuestos naturales” (RAE, 2014, p.1). En una definición propia: es una sustancia química formada 

por un átomo de oxígeno y dos átomos de hidrógeno, El agua es fundamental para la vida, es el 

componente vital de los seres vivos. El organismo humano está formado por un 70 % de agua y 

este planeta está constituido por un elevado porcentaje de agua, aunque no toda esa agua está 

presente en los océanos mayoritariamente (Pacífico, Atlántico e Indico) también se encuentra en 
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ríos, lagos, arroyos, glaciares, etc. es apta para el consumo humano y la que se consume es el agua 

dulce presente en volúmenes inferiores a las grandes masas de agua que hay en la Hidrosfera 

(Glynn, 1999, p.37). 

 

Calidad del agua 

La disponibilidad de agua es de gran importancia para la vida y el desenvolvimiento económico 

de todas las ciudades en la tierra. Los recursos disponibles deben ser repartidos entre todas las 

personas que habilitan el planeta además de tener en cuenta las necesidades del medio ambiente. 

Durante muchos años, todos los recursos eran considerados disponibles para cualquier uso 

antrópico, sin tener en cuenta la calidad o las necesidades para los usos ambientales. Cuando se 

considera la distribución del agua entre los distintos usuarios, la agricultura aparece como el 

sector de mayor demanda (López, 2006, p.15). Las dos terceras partes de los recursos hídricos se 

destinan al uso agrícola, con una demanda creciente para el turismo, usos urbanos e industriales, 

compitiendo por un acceso a un recurso cada vez menos disponible (Badgley BD, 2011, p.76). 

El aprovisionamiento de agua para uso doméstico es el más exigente, en términos de calidad y 

seguridad del suministro. La calidad de agua tiene consecuencias directas en la salud humana, 

situación que se torna más grave por la demanda creciente (Proaño, 2017, p.48). 

El agua potable es necesaria para la vida, para la salud y para una existencia productiva. La salud 

humana depende no sólo de la cantidad de agua suministrada, sino principalmente de la calidad. 

Según la OMS (Organización Mundial de la Salud), casi la cuarta parte de las camas disponibles 

en los hospitales del mundo están ocupadas por enfermos cuyas dolencias se deben a la 

insalubridad del agua (Hartl, 2002, p.25). 

La Década Internacional del Agua Potable y Saneamiento de las Naciones Unidas, en los años 

ochenta, fue proclamada por la Conferencia del Agua de las Naciones Unidas (Mar del Plata, 1977, 

p.91). Se enfocó en el mejoramiento de la salud pública mediante la ampliación de la cobertura 

de servicios, bajo el lema: “agua y saneamiento para todos”. Si bien hubo grandes avances y las 

metas se reiteraron en 1990, aún quedan sectores sin acceso a agua segura y la situación es aún 

más crítica en lo referente a saneamiento. La población mundial asciende aproximadamente a 

7000 millones, de los cuales el 20 % no bebe agua potable y el 40 % no tiene acceso a medios 

de saneamiento (Aquae, 2018, pp.2-18). 

La Asamblea General de las Naciones Unidas, en 2010, estableció el derecho al agua potable y 

saneamiento como un derecho humano esencial para el pleno disfrute de la vida y de todos los 

derechos humanos (Fernandez, 2012, p.189). 

Los criterios de calidad para agua potable han sido desarrollados tomando en cuenta el empleo 

de agua de primer uso o sin contaminantes tóxicos sintéticos. En las últimas tres décadas, se 

incrementó la preocupación por la producción, uso y destino final de numerosos productos 
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químicos empleados en la industria, agricultura, ganadería, medicina, etc. Las investigaciones 

realizadas han demostrado que estas sustancias pueden incorporarse en el medio ambiente, 

dispersarse y persistir en extensiones mucho más grandes que las esperadas. Algunas de ellas, 

como por ejemplo los agroquímicos y en particular los pesticidas, son esparcidos 

intencionalmente sobre vastas regiones para proteger los distintos tipos de cultivos de plagas; 

otras, como los subproductos industriales, son vertidas al agua o al aire de manera directa o 

indirecta (Bachoon DS et al., 2010, p.452). 

Los productos farmacéuticos y cosméticos, son elementos importantes dentro de la vida 

moderna, y se emplean tanto en la medicina humana como veterinaria. Estas sustancias, se 

incorporan a las aguas superficiales a través de los residuos cloacales, que pueden estar o no 

tratados previamente, en forma directa. La eficiencia del tratamiento de las aguas residuales, no 

permite eliminar totalmente este tipo de compuestos; por lo tanto, pueden alcanzar las aguas 

superficiales con relativa facilidad (Aguilar, 2002, p.1561). 

Algunos de los potenciales problemas que puede provocar esta contaminación, denominada 

silenciosa, son: procesos fisiológicos anormales, disminución de la capacidad de reproducción, 

aumentos de los casos de cáncer, desarrollo de cepas bacterianas con extremada resistencia a los 

antibióticos, potencial incremento de la toxicidad de los compuestos presentes en el medio 

ambiente por efectos sinérgicos. Los efectos pueden acumularse de manera lenta sin poder 

detectarse, de allí su denominación silenciosa, hasta un determinado nivel donde los efectos se 

evidencian y producen cambios irreversibles por efecto cascada (Fernandez, 2012, p.189). 

 

Distribución del agua en la tierra 

El 97.5% del agua en la tierra se encuentra en los océanos y mares de agua salada, únicamente 

el restante 2.5% es agua dulce. Del total de agua dulce en el mundo, 69% se encuentra en los 

polos y en las cumbres de las montañas más altas y se encuentra en un estado sólido (Glynn, 

1999, p.37). El 30% del agua dulce del mundial, se encuentra en la humedad del suelo y en los 

acuíferos profundos (MUNN, 2004, p.97).  

Solo el 1% del agua dulce en el mundo, escurre por las cuencas hidrográficas en forma de arroyos 

y ríos y se depositan en lagos, lagunas y en otros cuerpos superficiales de agua y en acuíferos. 

(Jumapam, 2019, pp.7-42). 

 

Clasificación del agua  

Si bien su definición es aplicable a cualquier forma en la que se pueda presentar, conviene aclarar 

que existen varios tipos de agua en función de sus características químicas, físicas o biológicas: 

• Potable: aquella destinada para el consumo humano. 
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• Dulce: se encuentra en la superficie terrestre de manera natural, así como en 

ecosistemas subterráneos. 

• Salada: posee una concentración de sales minerales disueltas de cerca del 35%. Se 

encuentra en océanos y mares. 

• Salobre: tiene más sales disueltas que la dulce, pero menos que la salada. 

• Dura: aquella que contiene un alto nivel de minerales disueltos. 

• Blanda: en ella se encuentra disuelta una mínima cantidad de sales. 

• Destilada: cuando ha sido purificada o limpiada mediante destilación. 

• Residuales: cualquier tipo de agua cuya calidad está afectada negativamente por la 

influencia del ser humano. 

• Negras: contaminadas con heces u orina. 

• Grises: también conocida como agua usada, es aquella que proviene del uso 

doméstico. 

• Cruda o bruta: no ha recibido ningún tratamiento y suele encontrarse en fuentes y reservas 

naturales (Aquae, 2018, pp.10-52). 

 

Agua potable 

La definición legal de agua potable consiste en proporcionar una lista de compuestos y asociarlos 

con un nivel tolerable. Desde el punto de vista práctico, la cantidad de sustancias seleccionadas 

debe ser limitada. En las legislaciones de los diferentes países se consideran entre 80 y 130 

compuestos, a pesar de que se sabe que el número de compuestos sintéticos que el hombre maneja 

es mayor que 70.000, y para muchos de ellos se desconoce el grado de toxicidad. De esta manera, 

aun cuando un agua pueda cumplir con las normas de potabilización no se puede asegurar que 

no exista algún otro contaminante. Cabe mencionar, que los criterios de calidad para agua potable 

han sido desarrollados tomando en cuenta el empleo de agua de primer uso o sin contaminación 

por tóxicos sintéticos. El agua potable es normalmente garantizada por las autoridades, y su 

existencia es absolutamente esencial para asegurar la presencia de población en un lugar 

determinado. Existen normativas de calidad que se deben cumplir para el agua potable en todos 

los países y ésta no puede provenir de cualquier fuente (Fernandez, 2012, p.189). 

 

Calidad del agua para uso y consumo humano 

La calidad del agua se refiere a las Condiciones en que se encuentran Ira el agua respecto a sus 

características físicas, químicas y biológicas, en su estado natural o después de ser alteradas por 

el accionar humano.  Se considera que el agua es de buena calidad cuando está exenta de 

sustancias y microorganismo que sean peligrosos para los consumidores y está exenta de 
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sustancias que transmitan sensaciones desagradables para el consumo, como el color, olor. el 

sabor o turbiedad (Narváez S, 2008, p.784). 

 

Factores que determinan la calidad del agua 

Se plantean tres tipos de factores que determinan la calidad del agua estos son: 

Factores físicos:  la calidad del agua modificada por sustancias puede no ser toxica, pero 

cambia el aspecto del a gua, entre ellas los sólidos en suspensión. turbidez, color y la 

temperatura (Marin B, 2004, p.327). 

Factores químicos: las actividades industriales generan contaminación al agua cuando Hay 

presencia de metales pesados tóxicos para los humanos tales como arsénico plomo, mercurio, 

cromo.  La actividad agrícola contamina cuando emplea fertilizantes que san arrastrados hacia 

las aguas, especialmente nitratos y nitritos. Además, el uso inadecuado de plaguicidas 

contribuye con sustancias toxicas para los humanos (Munn, 2004, p. 123). 

Factores biológicos -bacteriológicos: diversos existen organismos que contaminan el agua. Las 

bacterias son uno de los principales contaminantes del agua.  Los coliformes con buenos 

indicadores microbianos de la calidad del agua También contaminan el agua virus, algas.  

protozoos y hongos (Carrillo E, 2008, p.784). 

 

Microorganismos 

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento similar a los 

patógenos en cuanto a concentración en las aguas y reacción frente a factores ambientales, pero 

son más fáciles, rápidos y económicos de identificar (Munn, 2004, p.97). 

 

Indicadores de contaminación 

El control de la calidad sanitaria de los recursos del ambiente puede llevarse a cabo mediante 

la enumeración de bacterias indicadoras de contaminación fecal. Estas bacterias pueden ser 

utilizadas para valorar la calidad de los alimentos, sedimentos y aguas destinadas al consumo 

humano, la agricultura, la industria y la recreación. No existe un indicador universal, por lo que 

se debe seleccionar el más apropiado para la situación específica en estudio (Bachoon DS et al., 

2010, p.452). 

 

Bacterias coliformes como indicadores de contaminación 

El grupo de microorganismos coliformes es adecuado como indicador de contaminación fecal 

debido a que estos forman parte del microbiota normal del tracto gastrointestinal, tanto del ser 

humano como de los animales homeotermos y están presentes en grandes cantidades en él. Los 

microorganismos coliformes constituyen un grupo heterogéneo de amplia diversidad en 
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términos de género y especie. Todos los coliformes pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. 

(Delgado et al., 2008, p.95). 

 

Coliformes termo tolerantes  

Los coliformes termo tolerantes (CTE), denominados así porque soportan temperaturas hasta de 

45 º C, comprenden un número muy reducido de microorganismos, los cuales son indicadores de 

calidad por su origen. En su mayoría están representados por E. coli, pero se pueden encontrar 

de forma menos frecuente las especies Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae. Estas 

últimas forman parte de los coliformes termotolerantes, pero su origen normalmente es ambiental 

(fuentes de agua, vegetación y suelos) y solo ocasionalmente forman parte del microbiota normal. 

(Badgley BD, 2011, p.76). Por esto algunos autores plantean que el término de coliformes fecales, 

comúnmente utilizado, debe ser sustituido por coliformes termo tolerantes (Narváez S, 2008, p.784). 

Los coliformes termo tolerantes integran el grupo de los coliformes totales, pero se diferencian 

de estos últimos, en que son indol positivo, su intervalo de temperatura óptima de crecimiento es 

muy amplio (hasta 45 º C) y son mejores indicadores de higiene en alimentos y agua. La presencia 

de estos microorganismos indica la existencia de contaminación fecal de origen humano o 

animal, ya que las heces contienen coliformes termo tolerantes que están presentes en el 

microbiota intestinal, siendo E. coli la más representativa, con un 90-100 % (Carrillo E, 2008, p.784). 

 

1.4.2.2. Métodos clásicos empleados en la identificación y enumeración de coliformes 

 

Técnica de fermentación en tubos múltiples 

La técnica de fermentación en tubos múltiples (FTM) para enumerar coliformes se ha usado 

durante alrededor de 80 años como método de monitoreo de la calidad del agua. El método 

consiste en inocular una serie de tubos con diluciones decimales de la muestra de agua. La 

producción de gas, formación de ácido o abundante crecimiento en los tubos después de 48 h de 

incubación a 35 ºC constituyen resultados presumiblemente positivos (Eckner, 1998, p.87). Todos 

los tubos con reacción presumiblemente positiva son inmediatamente sometidos a pruebas de 

confirmación. La formación de gas en caldo lactosado bilis verde brillante en los tubos de 

fermentación tras 48 h de incubación a 35 ºC constituye una prueba de confirmación positiva. la 

prueba de coliformes fecales usando medio Escherichia coli (EC), puede aplicarse para 

determinar coliformes totales y fecales (Carrillo E, 2008, p.784). 

la producción de gas después de 48 h de incubación a 44,5 ºC en caldo EC se considera un 

resultado positivo. Los resultados de la técnica FTM se expresan en términos del número más 

probable (NMP) de microorganismos presentes. Este número se estima estadísticamente del 

número medio de coliformes en la muestra. Como consecuencia de lo anterior, esta técnica ofrece 



9 

una enumeración semicuantitativa de coliformes y la precisión de la estimación es bastante baja 

y depende del número de tubos usados para el análisis. Esta técnica carece de precisión en 

términos cualitativos y cuantitativos y el tiempo requerido para obtener los resultados es mayor 

que el necesario cuando se utiliza la técnica de filtración por membrana (FM), la cual ha 

reemplazado en muchos casos a la técnica de FTM debido a la sistematicidad de los exámenes 

de agua potable, sin embargo, la FTM resulta muy útil cuando se analizan muestras muy turbias 

o coloreadas en las cuales no es posible utilizar la filtración por membrana (Román, 2018, p.5). 

 

ESTÁNDAR METHODS, 9221 Técnica de fermentación de tubo múltiple para miembros 

del grupo coliforme 

La definición histórica de este grupo se ha basado en el método utilizado para detección, 

fermentación de lactosa, más que en los principios de bacteriología sistemática. En consecuencia, 

cuando se utiliza esta técnica, este grupo se define como todas las bacterias anaeróbicas 

facultativas, gramnegativas, no formadoras de esporas y con forma de bastoncillo que fermentan 

la lactosa con la formación de gas y ácido dentro de las 48 h en 35 ° C (Baird, et al., 2017, p.934). 

La prueba estándar para el grupo de coliformes puede ser realizada por la técnica de fermentación 

de múltiples tubos o presencia-ausencia procedimiento (a través de las fases presuntamente 

confirmadas o prueba completada) que se describe a continuación (Baird, et al., 2017, p.934). 

La densidad de coliformes se puede estimar utilizando un método más probable tabla de números 

(MPN). Este número, basado en cierta probabilidad fórmulas, es una estimación de la densidad 

media de coliformes en la muestra (PA, 1996, p.127). 

 

1.4.2.3. AmbienLab Cia. Ltda. 

Es una empresa privada legalmente constituida que brinda servicios ambientales y laborales son 

una organización que se dedica a ofrecer servicios de monitoreos ambientales y laborales de aire, 

ruido, gases, aguas y suelos (Ambienlab, 2018, pp.1-43). 

MISIÓN 

Brindar servicios de monitoreos ambientales y laborales de aire, ruido, gases, aguas y suelos, con 

altos estándares de calidad a diferentes actividades, obras o proyectos Públicos, Privados o 

Mixtos, de conformidad con la legislación vigente (Ambienlab, 2018, pp.1-43). 

VISIÓN 

Ser un Laboratorio Ambiental y Laboral líder en la prestación de servicios con reconocimientos 

a nivel nacional e internacional por sus altos estándares de calidad en toda la gama de servicios 

ofertados (Ambienlab, 2018, pp.1-43). 
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ÉTICA 

Nuestro Código de Ética empresarial, nos permite un proceder digno, establecido por nuestras 

convicciones y demostrando la rectitud de nuestros actos (Ambienlab, 2018, pp.1-43). 

 

POLÍTICA DE IMPARCIALIDAD Y CONFIDENCIALIDAD 

Garantizamos que la información y documentación de nuestros clientes sea sólo para aquellos 

autorizados a tener acceso (Ambienlab, 2018, pp.1-43). 

 

1.5. Bases conceptuales 

• Validación: validar un método es básicamente el proceso para definir un requisito 

analítico, y la confirmación de que cuenta con capacidades consistentes con las aplicaciones 

requeridas. Inherente a esto está la necesidad de evaluar el desempeño del método. Es 

importante la valoración de la idoneidad del método (Örnemark, 2016, p.645). 

• El agua: es un recurso renovable pero finito, cubre más del 70 % de la superficie del planeta; 

se la encuentra en océanos, lagos, ríos; en el aire, en el suelo. Es la fuente y el sustento de la 

vida, contribuye a regular el clima del mundo y con su fuerza formidable modela la Tierra. 

Posee propiedades únicas que la hacen esencial para la vida. Es un material flexible: un 

solvente extraordinario, un reactivo ideal en muchos procesos metabólicos; tiene una gran 

capacidad calorífica (Agudelo, 2005, p.453). 

• Agua de consumo: Es     el     agua     cuyas     características     físicas, químicas 

microbiológicas y han sido tratadas a fin de garantizar su aptitud para consumo humano (INEN 

1108, 2011, p.47). 

• Coliformes fecales:   Las   bacterias   coliformes fecales   constituyen   un   conjunto   de   

especies bacterianas que tienen características específicas. Estos organismos se consideran 

indicadores de contaminación del agua y alimentos, son fermentadores de lactosa (PA, 1996, 

p.127). 

• Número Más Probable (NMP): Emplea diluciones sucesivas de la muestra y análisis 

estadísticos para alcanzar un punto de extinción. Es una estrategia eficiente de estimación de 

densidades poblacionales especialmente cuando una evaluación cuantitativa de células 

individuales no es factible. Esta técnica se basa en la determinación de presencia o ausencia 

en réplicas de diluciones consecutivas de atributos particulares de microorganismos presentes 

en muestras de agua (Eckner, 1998, p.87). 

• NMP: Forma de expresión de parámetros microbiológicos, número más probable, cuando 

se aplica la técnica de los tubos múltiples (Baird, et al., 2017, p.934). 

• Criterio de aceptación: son aquellos criterios, incluidos los requisitos de rendimiento y las 

condiciones esenciales, que deben cumplirse (Armenteros, 2007, pp.89-95). 
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1.6. Base Legal 

El análisis del agua potable se llevará a cabo bajo los requisitos impuestos por la normativa NTE 

INEN 1108 (2011, pp.2-47) sobre Agua Potable en la cual nos da a conocer los límites máximos 

permitidos de coliformes fecales en el agua de consume y el tipo de técnica que se debe utilizar 

para el análisis (INEN 1108, 2011, pp.2-47). 

La norma INTE-ISO / IEC-17025: 2005 "Requerimientos para la competencia de los laboratorios 

de ensayo y calibración", que le permitirán demostrar al Laboratorio de Microbiología de Aguas 

la competencia técnica en su realización (ISO 17025, 2018, pp.1-10). 
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CAPÍTULO II 

 

 

2. MARCO METODOLÓGICO 

 

2.1. Lugar de realización del Estudio  

 

La investigación se realizará en el laboratorio Ambienlab Cia. Ltda.  Ubicada en la ciudad de 

Quito en las calles Juan González N35-26 y Juan Pablo Sanz Edificio Torres Vizcaya II. Torre 

norte piso 2, oficina 2B. 

 

Figura 1-2. Ubicación laboratorio AMBIENLAB 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

 

2.2. Tipo de Investigación 

 

-Por el método de investigación: cuantitativa porque permite examinar los datos de manera 

numérica especialmente en el campo de la estadística. 

-Según el objetivo:  aplicada; según el objetivo la definimos como aplicada debido a que tiene 

por objetivo resolver un determinado problema o planteamiento específico, enfocándose en la 

búsqueda y consolidación del conocimiento para su aplicación   

-Según el nivel de profundización en el objeto de estudio: explicativo; Se busca no solo el qué 

sino el porqué de las cosas, y cómo han llegado al estado en cuestión. Para ello pueden usarse 

diferentes métodos, como la el método observacional, correlacional o experimental. 

http://www.monografias.com/trabajos11/basda/basda.shtml
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-Según la manipulación de variables:  Pre-Experimental; no se va a manipular las variables en 

condiciones altamente controladas 

-Según el tipo de inferencia: hipotética-deductiva; se ha genera la hipótesis a partir de hechos 

observados mediante la inducción, que a su vez deberán ser comprobadas y falseadas mediante la 

experimentación. 

-Según el periodo temporal: transversal; investigación se centran en la comparación de 

determinadas características en un tiempo determinado 

-Por la condición de estudio: Campo, proceso que permite obtener datos de la realidad y 

estudiarlos tal y como se presentan, sin manipular las variables. 

 

2.3. Diseño de la investigación 

 

El diseño preexperimental que se va a llevar a cabo será analizado a continuación.  

 

2.3.1. Identificaciones variables 

 

a) Variables dependientes  

Fiabilidad de los resultados de la técnica de NMP para coliformes fecales en agua consumo 

b) Variables independientes  

Técnica de métodos estandarizados SM 9221E.  

 

2.3.2. Planteamiento de la hipótesis 

 

Los resultados en la técnica de NMP son fiables para la determinación de coliformes fecales en 

agua de consumo determinados en el manual de procedimientos.  

 

2.4. Matriz de consistencia   

 

Tabla 1-2: Matriz de consistencia 
PROBLEMA  OBJETIVOS  HIPOTESIS  VARIABLE 

¿Cómo demostrar la 

fiabilidad de los 

resultados en la técnica 

de Numero más 

probable (NMP) para 

coliformes fecales en 

agua consumo según la 

Objetivo General 

Validar el método de ensayo 

para la determinación de 

coliformes fecales en agua 

de consumo por NMP, en 

base al Standard Methods 

9221E para la aplicación en 

el laboratorio 

Los resultados en la 

técnica de NMP son 

fiables para la 

determinación de 

coliformes fecales en 

agua de consumo 

determinados en el 

Variables 

dependientes  

Fiabilidad de los 

resultados de la 

técnica de NMP para 

coliformes fecales en 

agua consumo 
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PROBLEMA  OBJETIVOS  HIPOTESIS  VARIABLE 

técnica del Standard 

Methods 9221E?  

 

AMBIENLAB Cía. Ltda. 

 

Objetivos Específicos 

-Establecer características de 

desempeño y criterios de 

aceptabilidad en conformidad 

a lo establecido en el 

Standard Methods. 

-Evaluar el desempeño del 

método a partir del 

cumplimiento de los criterios 

de aceptación para el 

parámetro de validación 

-Elaborar un manual de 

procedimientos para la 

determinación de coliformes 

fecales por NMP. 

manual de 

procedimientos.  

 

Variables 

independientes  

técnica del Standard 

methods 9221B.  

 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

2.5. Operacionalización de las variables  

 

Tabla 2-1. Operacionalización de las variables   

VARIABLE CONPCEPTO CATEGORIA  INDICADOR INSTRUMENTO 

Variables dependientes  

Fiabilidad de los 

resultados de la 

técnica de NMP 

para coliformes 

fecales en agua 

consumo. 

Certeza de los resultados 

que se proporciona luego del 

análisis de microbiológico. 

NMP de 

coliformes 

fecales en agua 

de consumo 

NMP  Tabla  

Variables 

independientes  

Técnica del 

Standard methods 

9221E.  

 

la prueba de coliformes 

fecales es determinar la 

eficiencia de 

las operaciones de la planta 

de tratamiento y la 

integridad de la distribución 

del sistema. 

Estándar  N. A Guía  

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 
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2.6. Selección del método de Referencia 

 

El laboratorio AMBIENLAB CIA LTDA desarrollar el método basándose en los requerimientos 

establecidos en la norma internacional “Standard Methods for the Examination of Water and 

Waster 23th edition” o “Métodos estandarizados para la examinación de agua u residuos 23ava 

edición” para la determinación de coliformes fecales (PA, 1996, p.127). 

 

2.6.1. Coliformes fecales  

 

Método SM9221. Técnica de fermentación de tubo múltiple para miembros del grupo coliforme. 

La determinación de coliformes fecales se realiza por fermentación de tubo múltiple conocido 

como NMP en el cual atreves de los tubos positivos y con la ayuda de las tablas de valores de 

NMP proporcionados por el método realizar los respectivos análisis. 

 

2.7. Selección del método de validación 

 

2.7.1. Validación 

 

Se define como la confirmación a través del examen y aportación de evidencias objetivas que 

cumplen los requisitos para un uso específico y previsto (Lazos Martínez, y otros, 2004, pp.2-5). 

 

2.7.2. Métodos desarrollados por el laboratorio 

 

AMBIENLAB a través de la validación debe comprobar que el procedimiento del método 

normalizado del ensayo para la determinación de coliformes fecales es el adecuado para su uso 

previsto; y, que tiene la destreza para la realización del ensayo, asegurando el desempeño 

requerido frente a la autoridad competente. Por esta razón el laboratorio, decidió realizar la 

validación del método y parámetro mencionado para demostrar su correcta aplicación del ensayo.   

 

2.7.3. Elaboración de procedimientos y hojas de cálculo 

 

Se elaboro el procedimiento para coliformes fecales que describen la información necesaria para 

el desarrollo adecuado del ensayo experimentales. En elANEXO A se adjunta la portada del 

procedimiento. El laboratorio AMBIENLAB Cía. Ltda proporcionó el formato de los 

procedimientos para su desarrollo los cuales son de uso exclusivo del laboratorio. 
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2.8. Criterios de Aceptación y Rechazo 

 

Los laboratorios de ensayo deben considerar como mínimo las siguientes características de 

desempeño de los métodos (SAE, 2018, p.1): 

 

2.8.1. Límite de Detección 

 

El término “valor mínimo detectable”, se define como la concentración neta mínima detectable 

de un analito, pero no necesariamente cuantificada a un nivel de confianza especificado (Morillas, 

2016, p.387). Para este propósito será normalmente suficiente el enfoque de “3s” de la siguiente 

manera:  

Para los ensayos que contengan cantidades detectables del analito, es recomendable repetir 10 

veces calculando la desviación estándar   de los resultados como se indica en la ecuación (1): 

 

 
 𝑠′0 =  

𝑆0

√𝑛
 (1) 

 

Donde: 

𝑆0: Desviación estándar de m resultados individuales 

𝑆′0: Desviación estándar para realizar el cálculo de LOQ y LDO 

𝑛: número de réplicas promediadas (mínimo 10) 

𝑛𝑏: número de observaciones blanco-promediadas 

Cálculo del LOD 

 𝐿𝑂𝐷 = 3 ∗ 𝑆′0 (2) 

 

2.8.2. Límite de Cuantificación 

 

Es el nivel del analito que puede ser determinado con desempeño aceptable, es el “valor mínimo 

cuantificable” que puede ser determinado con nivel de exactitud y precisión aceptables. 

El LOQ se calcula como la concentración del analito que corresponde a la desviación estándar a 

niveles bajos multiplicado por un factor que por defecto es igual 10. Para la determinación del 

límite de cuantificación se centra en el enfoque del LOD utilizando la ecuación (1) y su resultado 

se calcula mediante la ecuación (3) (Morillas, 2016, p.387). 

 

 𝐿𝑂𝑄 = 10 ∗ 𝑆′0 (3) 
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2.8.3. Intervalo de Trabajo  

 

Es el rango o intervalo en el cual el método de ensayo proporciona un resultado aceptable. El 

extremo inferior del rango de trabajo se encuentra determinado por el límite de cuantificación 

(LOQ). Para la evaluación del intervalo de trabajo del método se deben tomar en cuenta lo 

siguiente: 

• Muestras con concentraciones conocidas y blancos de muestra disponibles. 

• Las muestras que se utilizan deben someterse al procedimiento de medición completo. 

• Las concentraciones de diferentes muestras deben cubrir de preferencia el rango que se ha 

establecido el laboratorio. 

• Los instrumentos utilizados deben ser calibrados de acuerdo con el programa de calibración 

del laboratorio. 

• La linealidad y el intervalo de trabajo del método se evalúan a través de una regresión linean, 

y la evaluación del rango de trabajo bajo los datos de estudio de precisión y sesgo (Morillas, 

2016, p.387). 

 

2.9.  Precisión 

 

2.9.1. Repetibilidad 

 

Se denomina la variabilidad en los resultados al realizar una medición con un solo analista y con 

el mismo equipo en un periodo corto de tiempo, este procedimiento debe realizarse n-veces 

incluyendo la toma, preparación y la calibración de las muestras (Ochoa, 2018, p.265). 

 

2.9.2. Reproducibilidad 

 

Es una medida de variabilidad de los resultados en controles de calidad y muestra, dadas en un 

solo laboratorio, pero en condiciones variables: analista, instrumentos, intervalo largo de tiempo, 

además permite determinar si una serie de análisis pueden repetirse (Bueno, 2018, p.86). 

 

2.9.3. Parámetros y objetivos de validación 

 

A continuación, en la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.3-2, se indican las c

aracterísticas de desempeño con los objetivos de validación que se planteó para los parámetros de 

medición, los mismos que fueron comparados con los resultados experimentales y de esta manera 

se comprobó el cumplimiento de los objetivos para la validación del método de ensayo (Feldsine, 

et al., 2002, p.481). 
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Tabla 3-2. Objetivos de Validación para coliformes fecales 

Características de Desempeño Criterios de aceptación 

Intervalo de trabajo NMP: 1,1-23NMP/100 ml  

Precisión 
Coeficiente de variación de repetibilidad (CVr) ≤5 % 

Coeficiente de variación de Reproducibilidad (CVR) ≤5 % 

Límite de detección 0,01047        

Límite de cuantificación 0,03488 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

2.10. Diseño Estadístico 

 

Para el tratamiento estadístico de los métodos de ensayo para la determinación de coliformes 

fecales en el agua de consumo se realizó mediante el análisis simple de varianza (ANOVA); la 

desviación estándar de reproducibilidad (SR) y repetibilidad para cada uno de los niveles de 

ensayo se obtiene la precisión del método. A continuación, en la Tabla 4-2 se observa el número 

de repeticiones que se realizaron para cada nivel de concentración en los diferentes días de 

validación (Feldsine, et al., 2002, p.481).  

 

Tabla 4-2. Modelo para ANOVA de un factor de 3*5  

Nivel 

Repeticiones (i) 

Días de validación 

1 2 3 4 5 

1 C1,1 C2,1 C3,1 C4,1 C5,1 

2 C1,2 C2,2 C3,2 C4,2 C5,2 

3 C1,3 C2,3 C3,3 C4,3 C5,3 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

2.10.1.  ANOVA 

 

Un ANOVA es una técnica estadística, prueba la hipótesis de que las medias de dos variables 

(dependiente e independiente) están relacionadas, a continuación, se observa en la Tabla 5-2 la 

estructura del ANOVA de un factor que es el que se aplicará para el desarrollo de los métodos de 

ensayo. 
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Tabla 5-2. Estructura de ANOVA de un factor 

Fuente de 

variación 
Suma de cuadrados 

Grados de 

libertad  

(v) 

Cuadrado medio F F crítico 

Entre grupos 

𝑆𝐷𝐶𝐵

= ∑ 𝑝 (𝑋̅𝑖 −  𝑋̅)2
5

𝑖=1
 

q-1 𝐷𝐶𝑀𝐵 =   
𝑆𝐷𝐶𝐵

𝑞 − 1
 

𝐷𝐶𝑀𝐵

𝐷𝐶𝑀𝑊
 

Con los 

siguientes 

grados de 

libertad: 

q-1 

q (p-1) 

 

Se obtiene 

de la tabla 

que se 

observa en el 

¡Error! El r

esultado no 

es válido 

para una 

tabla. 

Dentro de 

grupos 

𝑆𝐷𝐶𝑊

= ∑ ∑  (𝑋
𝑞

𝑖=1

𝑝

𝑗=1

−   𝑋̅𝑖)2 

q (p-1) 

𝐷𝐶𝑀𝑊

=
𝑆𝐶𝐷𝑊

(𝑞 ∗ (𝑝 − 1))
 

Total 
𝑆𝐷𝐶𝑇 =  𝑆𝐷𝐶𝐵 + 𝑆𝐷𝐶𝑊 

𝑆𝐷𝐶𝑇 =  (𝑋 − 𝑋̅  )2 
qp - 1 𝐷𝐶𝑀𝑇 =

𝑆𝐶𝐷𝑇

𝑞𝑝 − 1
 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

Grados de libertad: se trata de una información subjetiva cuyo valor se obtiene mediante juicio 

científico basado en el conjunto de informaciones disponibles (VIM, 2012, p.1). 

“Los grados de libertad de una prueba estadística son el número de datos que son libres de variar 

cuando se calcula tal prueba” (Correa, 2006, p.57). 

 

2.11. Puesta a punto  

 

2.11.1. Calibraciones Externas e internas 

 

Los resultados obtenidos de las mediciones realizadas deben establecer trazabilidad metrológica, 

que de acuerdo con la ISO/IEC 17025 se debe realizar la calibración de todos los equipos 

empleados para la ejecución de los ensayos para mantener trazabilidad y garantizar la fiabilidad 

de los resultados (ISO 17025, 2018, p.15). 

Para la validación de coliformes fecales se utilizó los siguientes equipos: 

- Incubadora Biobase a 44.5°C 

- Autoclave  

- Balanza 
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Se realizó la calibración externa mediante un proveedor calificado y acreditado para la calibración 

de equipos ELICROM. 

Los certificados de calibración de los equipos utilizados en la validación se adjuntan en el anexo. 

La calibración interna del método se ejecutó mediante las cepas de trabajo ATCC 25922.  

 

2.12. Control de ambientes  

 

Se seleccionaron cuatro puntos de muestreo que son: 

• Área de ensayos microbiológicos 

•  Área de autoclave autoclave. 

• Área de ensayos físico-químicos 

• Área de balanza  

Se lleva a cabo el control de ambientes mediante la técnica de sedimentación: 

1) Preparación del medio de acuerdo al fabricante. 

2) En cada punto de muestreo se coloca cajas Petri abiertas con Agar sabouraud para el recuento 

de hongos y levaduras y cajas Petri abiertas con agar Plate Count para el recuento de bacterias  

3) Dejar durante 30 minutos.  

4) Las cajas con agar incubar en posición invertida durante 24 horas.   

5) Finalizado el periodo de incubación, se realizó el recuento de microorganismos.  

6) Registrar los resultados obtenidos en RE-COA-01. 

7) Este procedimiento fue realizado cada dos semanas para el control de ambientes colocando 

dos placas por área de muestreo. 

 

2.13. Verificación de calidad medios de cultivo.   

 

2.13.1.  Control de esterilidad  

 

Se preparan 10 cajas de Petri con agar Plate Count y 10 con agar dextrosa de Sabouraud. Se 

prepara 10 tubos de ensayo con caldo Lauríl Sulfato y 10 con medio-EC. Del total de cajas o tubos 

se retiraron un número equivalente al 20% de la totalidad de cajas y tubos servidos.  

Se llevan las cajas o tubos elegidos al a azar a incubación a 35 °C durante 48 horas. 

Se verificó que no presente crecimiento de ningún tipo en las cajas y turbidez o gas en la campana 

de Durham en los tubos.  
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2.13.2.  Control de pH 

 

Se tomó una muestra del medio preparado y se introdujo el multiparámetro.  El valor obtenido 

debe corresponder al indicado en el certificado de análisis del medio, en donde se da un intervalo 

de aceptación de +/- 2. 

Ajuste el pH con 1 M NaOH o 1M HCL en caso de no ser el indicado por el productor.   

  

2.14. Revitalización de cepas  

 

Las cepas ATCC (“American Type Culture Collection”) fueron revitalizadas siguiendo el 

procedimiento adjunto de las cepas de referencia E. coli, adquiridas por el proveedor MEDIBAC 

de la siguiente manera: 

1. La unidad KWIK-STIK se saca de su lugar de almacenamiento y se deja que alcance la 

temperatura ambiente. 

2. El líquido hidratante fue liberado aplastando la ampolla, de esta manera fluye hacia el hisopo 

que se encuentra en la parte inferior donde está una pastilla de gelatina. 

3. Triturar la pastilla aplastando la parte inferior para que se mezcle con el líquido, obteniendo 

una suspensión homogénea. 

4. Se satura inmediatamente el hisopo con el material hidratado y se transfiere al medio Agar 

Sangre de Cordero colocando el nombre de la cepa y la fecha de activación para las cepas, 

realizando agotamiento por estrías de tal manera que cubra todo el agar. 

5. El medio de cultivo fue incubado a la T de 35°C. 

6. Registrar la fecha de activación en el registro RE-ACK-01 cepa E. coli. 

 

2.15. Preparación de inoculo  

 

PREPARACIÓN DE ESTÁNDARES PARA COLIFORMES FECALES  

1) Materiales 

o Tubos d ensayo de 20ml 

o Agua destilada estéril 

2) Procedimiento para coliformes fecales: 

a) Se partió de la suspensión bacteriana (Colonias E. coli + agua destilada estéril), de 

absorbancia 0,070 lo que indica una concentración de 1,5*10 8 bacterias/ml 

b) La concentración de 108 se diluyó 1:100 (0,1ml de suspensión bacteriana + 9,9ml de agua 

destilada estéril) obteniendo una concentración de 1,5*106 ufc/ml 
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c) La concentración de 106 se diluyó 1:100 (0,1 ml de suspensión bacteriana + 9,9ml de agua 

destilada estéril) obteniendo una concentración de 1,5* 104 ufc/ml 

d) Se diluyó la concentración 104 en proporción 1:10 (1ml de suspensión bacteriana+9ml de agua 

destilada estéril) para obtener una concentración de 103 ufc/ml que se utilizó como solución 

madre. 

e) A partir de la solución madre se prepararon 3 

soluciones estándar para NMP rango: 50,100 y 1000 y tres soluciones estándar para el método 

de filtración en el rango: 10,50 y 100 usando la siguiente fórmula 

f) 𝐶1𝑉1 = 𝐶2𝑉2 

𝑉2 =
𝐶1 ∗ 𝑉1

𝐶2
 

Donde:  

C1: Concentración a la que se desea llegar  

V1: Volumen requerido 

C2: Concentración de solución madre 

V2: Volumen a tomar de la solución madre 

𝑉2 =
100 𝑈𝐹𝐶/𝑚𝑙 ∗ 100𝑚𝑙

1,5 ∗ 103
 

𝑉2 = 6,67 𝑚𝑙 

𝑉2 = 6,67 ml es el volumen que se debe tomar de la solución madre y aforar a 100ml. 

g) Nota: Usar la misma fórmula para el cálculo de inóculo para rango bajo medio y alto. 

h) Una vez realizado el estándar seguir el procedimiento PRM-01, PRM-02 para NMP y el 

procedimiento PRM-03 y PRM-04 para Filtración de Membrana según aplique. 

NOTA: Los resultados obtenidos registrar en RE-RCC-01 “registro de resultados del control de 

calidad de las cepas de referencia” proporcionado por el laboratorio Ambienlab.  

 

 

Figura 2-2. Estándares de dilución 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 
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2.16. Procedimientos coliformes fecales por el método de número más probable 

 

Materiales 

Tabla 6-2. Equipos, Instrumentos y materiales 

Equipo/Instrumento/Material 

Tubos de ensayo 20 ml 

Tubos de ensayo 10 ml 

Gradilla 

Campanas Durham 

Caldo Lauril Sulfato 

Caldo EC 

Pipeta digital 10 ml 

Pipeta digital 1 ml 

Incubadora BIOBASE 45°C 

Autoclave 

Balanza 

Asa microbiológica 

Mechero 

Agar sangre de cordero 

Cepa ATCC 92 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

Fase Presuntiva 

1. Disponer los tubos de ensayo en una fila de diez en una gradilla plástica, cada uno con su 

respectiva campana de Durham invertida. 

2. Añadir 10ml de Caldo Lauril Sulfato Simple. Como se indica en 9.2.1. 

3. No cerrar completamente los tubos y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. 

4. Esperar que se encuentren a temperatura ambiente. 

5. Antes de realizar la siembra se recomienda agitar las diluciones y muestras para 

homogeneizarlos. 

6. En los 10 tubos se inoculan con 1 ml de muestra 

7. Incubar los tubos inoculados a 44,5 °C. 

8. Observar si existe presencia de gas o turbidez a las 24h, si no es así observar resultados a las 

48h. 

9. Registrar Los tubos con resultado positivo (presentan turbidez o presencia de gas en la 

campana de Durham). 
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Fase Confirmativa 

1. Añadir 10ml del medio EC en los tubos de ensayo con una campana de Durham invertida.  

2. No cerrar los tubos completamente y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. 

3. Agitar los tubos primarios de la fase presuntiva que presenten un posible caso positivo. 

4. Con un asa estéril, se pasa un asa completa de cultivo al tubo de fermentación que contiene el 

medio EC. 

5. Este medio incubar a 44,5°C durante 48 horas. 

6. Los resultados serán presentados en NMP y serán registrados en el formato REA-AG-07. 
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CAPÍTULO III 

 

 

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Los datos que se obtuvieron a lo largo de la validación serán registrados en el formato 

proporcionado por AMBIENLAB CIA LTDA. Para ser analizados con la ayuda de una hoja de 

cálculo Excel, con el fin de realizar un análisis estadístico, donde se determinó, el análisis de 

repetibilidad, análisis de reproducibilidad, Análisis de Varianza y límite de detección y 

cuantificación, los cuales se tabularon e interpretaron para beneficio del laboratorio 

AMBIENLAB. CIA LTDA.  

Para realizar los cálculos de repetibilidad y reproductividad se realizó el análisis de la muestra 

durante 5 días, 3 réplicas diarias.  

Para la validación de coliformes fecales por número más probable se inoculo el agua de consumo 

partiendo del tubo 101 de la 0,5 Mc Farland que da una concentración de 15 UFC. 

 

3.1. Datos experimentales    

 

En la tabla se representarán los valores numéricos en NMP/100ml obtenidos en el conteo de tubos 

positivos obtenidos de la fase confirmativa.  

 

Tabla 1-3. Valores numéricos de NMP 

AGUA DE CONSUMO NMP 

Grupo 1 (i) Grupo 2 (i) Grupo 3 (i) Grupo 4 (i) Grupo 5 (i) 

16 16 16 23 16 

16 12 23 16 23 

23 16 16 23 16 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

Para el análisis estadístico los datos obtenidos en la validación estos serán trasformados a 

logaritmo en base 10, lo cual facilitara el estudio estadístico de los resultados. 
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Tabla 2-3. Valores numéricos de NMP transformados a logaritmo 

AGUA DE CONSUMO NMP 

Grupo 1 (i) Grupo 2 (i) Grupo 3 (i) Grupo 4 (i) Grupo 5 (i) 

1,2041 1,2041 1,2041 1,3617 1,2041 

1,2041 1,0792 1,3617 1,2041 1,3617 

1,3617 1,2041 1,2041 1,3617 1,2041 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

 3.2. Cálculos para la determinación precisión  

 

Para obtener estimaciones de repetibilidad y reproducibilidad, se analizaron los datos obtenidos 

mediante análisis de varianza (ANOVA) de un factor. Se planteó como hipótesis nula que la 

variación entre los resultados obtenidos en distintas condiciones de medida no es superior a la 

variación de los resultados obtenidos en las mismas condiciones. Una vez evaluada la hipótesis 

nula en cada caso, se procedió a calcular la desviación estándar de repetibilidad (Sr) y la 

desviación estándar de reproducibilidad (SR). Para obtener las medidas de precisión en 

porcentaje, se calcularon el coeficiente de variación de repetibilidad (CVr) y el coeficiente de 

variación de reproducibilidad (CVR) en cada matriz y en cada rango de concentración. 

Se tomó como modelo los resultados obtenidos para la determinación de coliformes fecales en 

una matriz de 3 x 5 en agua natural a un nivel de 1 mg/L como se presenta en la Tabla 3-3.  

 

Tabla 3-3. ANOVA 

REPETICIONES AGUA DE CONSUMO NMP 

Grupo 1 (i) Grupo 2 (i) Grupo 3 (i) Grupo 4 (i) Grupo 5 (i) 

1 1,2041 1,2041 1,2041 1,3617 1,2041 

2 1,2041 1,0792 1,3617 1,2041 1,3617 

3 1,3617 1,2041 1,2041 1,3617 1,2041 

Promedio de grupos (𝑋̅𝑖) 1,26 1,16 1,26 1,31 1,26 

Promedio de las medias (𝑋̅) 1,25 

p 3 

q 5 

Si 0,09099 0,07211 0,09099 0,09099 0,09099 

Varianza grupos  𝑆𝑖
2 0,00828 0,00520 0,00828 0,00828 0,00828 

Máximo (𝑆𝑖
2) 0,008279253 

Cochran calculado 0,216072493 

Cochran tabla 0,683 

 Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 

 

-  p= número de repeticiones 

- q= número de grupos 
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Cálculo del promedio del grupo de datos (𝑿̅𝒊) 

𝑋̅𝑖 =
∑ 𝑋𝑖

3
𝑝=1

𝑝
 

Donde: 

- 𝑋𝑖= datos por grupo 

𝑋̅𝑖 =
(1,2041 + 1,2041 + 1,3617)

3
= 1,26 

Cálculo del promedio de las medias de grupos (𝑋̅) 

𝑋̅ =
∑ 𝑋̅𝑖

5
𝑞=1

𝑞
 

Donde: 

- 𝑋̅𝑖= media de grupo 

𝑋̅ =
(1,26 + 1,16 + 1,26 + 1,31 + 1,26)

5
= 1,25 

Cálculo de la varianza de grupos (𝑆𝑖) 

𝑆𝑖
2 =

∑ (𝑋𝑖𝑗 + 𝑋̅𝑖)23
𝑗=1  

𝑝 − 1
 

Donde: 

- 𝑋𝑖𝑗= Valor de análisis 

𝑆𝑖
2 =

(1,2041 − 1,26)2 + (1,2041 − 1,26)2 + (1,3617 − 1,26)2 

3 − 1
= 0,00828 

Cálculo de Cochran 

𝐶 =  
𝑚á𝑥 (𝑆𝑖)2

∑ 𝑆𝑖
2𝑞

𝑖=1

 

𝐶 =  
0,008279253

(0,00828 + 0,00520 + 0,00828 + 0,00828 + 0,00828)
= 0,216072493  

 

Selección de Cochran crítico 

El valor de Cochran crítico tomado de la tabla presentada en el Anexo, donde se selecciona el 

valor, tomando en cuenta el número de repeticiones (columna) y el número de grupos (filas) para 

un valor de α= 0,05.  Dando como resultado 0,683 para una matriz de 3 x 5.  

La prueba se realiza para determinar la homogeneidad de los datos teniendo un nivel de confianza 

del 95%.  

Para lo que se plantea una hipótesis nula, el enunciado de la hipótesis nos dice que si el valor de 

Cochran calculado (C) es menor al valor de Cochran critico el grupo es relativamente uniforme. 

De acuerdo a la regla de decisión se acepta la hipótesis nula, que expresa que las varianzas de los 

grupos son relativamente uniformes. 

Si C ≤ C crítico, se acepta la hipótesis nula. 
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Si 0,216 ≤ 0,683, grupo uniforme.  

Grados de libertad entre grupos (𝒗𝒆) 

𝑣𝑒 = 𝑞 − 1 

𝑣𝑒 = 5 − 1 

𝑣𝑒 = 4 

Grados de libertad dentro de los grupos (𝑣𝑖) 

𝑣𝑖 = (𝑞 × 𝑝) − 𝑞 

𝑣𝑖 = 15 − 5 

𝑣𝑖 = 10 

Cálculo de la suma de diferencias cuadráticas entre grupos (SDCB) 

𝑆𝐷𝐶𝐵 = 𝑝 ∗ ∑  (𝑋̅𝑖 −   𝑋̅)2
5

𝑖=1
 

𝑆𝐷𝐶𝐵 =  3 ∗ [(1,26 − 1,25)2 + (1,16 − 1,25)2 + (1,26 − 1,25)2 + (1,31 − 1,26)2 + (1,26 −

1,25)2]   

𝑆𝐷𝐶𝐵 =   0,03384 

Cálculo de la determinación del valor medio de las sumas de las diferencias al cuadrado 

entre grupos (DCMB). 

 

𝐷𝐶𝑀𝐵 =   
𝑆𝐷𝐶𝐵

𝑣𝑒
 

𝐷𝐶𝑀𝐵 =   
 0,03384

4
 

𝐷𝐶𝑀𝐵 =   0,00846 

 

Cálculo de la suma de diferencias cuadráticas dentro de los grupos  

𝑆𝐷𝐶𝑤 =  ∑ ∑  (𝑋𝑖𝑗 − 𝑋̅𝑖)
23

𝑗=1

5

𝑖=1
 

𝑆𝐷𝐶𝑤 =  0,07663 

 

Cálculo del promedio de la suma de diferencias cuadráticas dentro del grupo  

𝐷𝐶𝑀𝑤 =   
𝑆𝐷𝐶𝑤

𝑣𝑖 
 

𝐷𝐶𝑀𝑤 =
0,07663

10
 

𝐷𝐶𝑀𝑤 = 0,00766 
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3.2.1. F calculado  

 

Se calcula utilizando la siguiente formula.  

F =
𝐷𝐶𝑀𝐵

𝐷𝐶𝑀𝑤
 

F =
0,07663

0,00766
 

F = 1,104 

El valor del estadístico F-Fisher se toma de la tabla presentada en el Anexo, donde se selecciona 

el valor, tomando en cuenta un valor de α= 0,05 teniendo un nivel de confianza del 95%.  Dando 

como resultado 1,104 para una matriz de 3 x 5.  

La prueba se realiza para determinar si existe o no una diferencia significativa de los datos 

teniendo un nivel de confianza del 95%.  

Para lo que se plantea una hipótesis nula, el enunciado de la hipótesis nos menciona que no existe 

diferencias significativas dentro de los datos obtenidos si el valor de Fisher calculado (F) es menor 

al valor de Fisher critico (F critico).   

De acuerdo a la regla de decisión se acepta la hipótesis nula.  

Un grupo no tienen diferencias significativas si F ≤ F crítico, se acepta la hipótesis nula. 

Si 1,104 ≤ 3,478 NO EXISTEN DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS 

 

3.3. Precisión 

 

3.3.1. Repetibilidad 

 

Cálculo de la desviación estándar por Repetibilidad  

𝑆𝑟 = √𝐷𝐶𝑀𝑤 

𝑆𝑟 = √0,00766 

𝑆𝑟 = 0,08754 

 

Cálculo del coeficiente de variación de repetibilidad  

%𝐶𝑉𝑟 =
𝑆𝑟

𝑋̅
× 100 

%𝐶𝑉𝑟 =
0,08754

0,0439
× 100 

%𝐶𝑉𝑟 = 7,01 

Al obtener un coeficiente de variación de repetibilidad de un 7,01% concluimos que 

nuestro método si es repetible. 
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3.3.2. Reproducibilidad  

 

Cálculo de la desviación estándar por reproducibilidad  

𝑆𝑅 = √(𝑆𝑟)2 + (𝑆𝐿)2 

𝑆𝑅 = √( 0,08754)2 + (0,0002656)2 

𝑆𝑅 = 0,08905 

Cálculo del coeficiente variación por reproducibilidad 

%𝐶𝑉𝑅 =
𝑆𝑅

𝑋̅
× 100 

%𝐶𝑉𝑅 =
0,08905

0,0439
× 100 

%𝐶𝑉𝑅 = 7,13 

Al obtener un coeficiente de variación de reproductividad de un 7,13% concluimos 

que nuestro método si es reproducible.   

 

3.4. Límite de cuantificación y límite de detección  

 

Para la determinación del límite de cuantificación y límite de detección se ha procedido a tomar 

diez datos del agua de consumo sin inocular debido que en este tipo de agua no se encuentra la 

presencia de coliformes fecales y se lo puede denominar como blanco lo que ayuda para el cálculo 

de estos dos parámetros. Los datos obtenidos del blanco se presentan en la tabla 4.3 a continuación 

presentada:  

Tabla 4-3. Datos NMP del blanco  

REPETICIONES RESULTADOS 

1 1,1 

2 1,1 

3 2 

4 1,1 

5 1,1 

6 1,1 

7 1,1 

8 1,1 

9 1,1 

10 1,1 

Realizado por: Sambachi Johanna, 2021. 
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3.4.1. Desviación estándar  

 

Se realizó el cálculo de la desviación estándar aplicando la ecuación  

n = 10 

 

𝑆0 =  √
∑(𝑋 − 𝑋)2

𝑛
  

𝑺𝟎 =  𝟎, 𝟐𝟖𝟒𝟔 

 

3.4.2. Límite de detección 

𝐿𝑂𝐷 =  3 ∗ 𝑆´0 

𝐿𝑂𝐷 =  3 ∗ 0,2846 

𝑳𝑶𝑫 =  𝟎, 𝟎𝟐𝟎𝟒𝟎 

 

3.4.3. Límite de cuantificación  

𝐿𝑂𝑄 =  10 ∗ 𝑆´0 

𝐿𝑂𝑄 =  10 ∗ 0,2846 

𝑳𝑶𝑸 =  𝟎, 𝟎𝟔𝟖 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS  

 

 

Para la validación de métodos de coliformes fecales parámetros de validación seleccionados 

fueron: Intervalo de trabajo, precisión, veracidad; mientras que, para los métodos, límite de 

detección y límite de cuantificación. Las características de desempeño se establecieron de acuerdo 

con las necesidades del laboratorio AMBIENLAB. Cía. Ltda.  Las normas oficiales, guía para 

realizar la validación en aguas fue: Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater, así como la norma INEN 1108. 

Para la evaluación de repetibilidad del método de ensayo se realizó por el mismo analista, en el 

mismo lugar y en un intervalo pequeño de tiempo. Por otro lado, para la evaluación de 

reproducibilidad se efectuaron durante días diferentes, en el mismo lugar y con la participación 

del mismo operador (condiciones de reproducibilidad).  

Los resultados obtenidos en el ANOVA se evidencian que los valores de CVR es mayores que el 

valore de CVr esto se debe que las variaciones de los resultados son mayores entre días que las 

mediciones realizadas el mismo día en un intervalo de tiempo menor, sin embargo, la repetibilidad 

y reproducibilidad cumplen con el criterio de aceptación ≤ 5% demostrando que es un método 

preciso. 
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CONCLUSIONES 

 

 

- Se validó el método de ensayo para la determinación de coliformes fecales mediante la 

validación del método SM  9221 B, a través de la norma oficial Standard Methods.  Se llevó 

a cabo mediante la calibración externa de los equipos, uso de materiales de referencia 

certificados y evaluación de precisión. El método demostró que es aplicable de forma 

competente en el laboratorio AMBIENLAB. Cía. Ltda. 

 

- Las características de desempeño se establecieron de acuerdo con la norma NTE INEN-ISO 

17025:2017 y a la Guía Eurachem, que indica las características de desempeño mínimas que 

se debe tomar en cuenta para una validación como: intervalo de trabajo, límite de detección, 

límite de cuantificación y precisión. También se tomó en cuenta las necesidades analíticas del 

laboratorio AMBIENLAB Cía ltda. Los objetivos de validación se fijaron a través de la 

revisión bibliográfica consultada de otros laboratorios acreditados, la puesta a punto del 

método, y el criterio técnico de un analista experto con el fin de demostrar validez de los 

resultados del ensayo para la aplicación en el laboratorio. 

 

- El desempeño del método para la determinación de coliformes fecales se evaluó mediante la 

confirmación de los criterios de aceptación, luego de realizar la evaluación de todas las 

magnitudes asociadas a las mediciones se demostró 100% del cumplimiento de todos los 

objetivos de validación establecidos. 

 

- Se elaboró un manual de procedimientos para la determinación coliformes fecales 

estableciendo lineamientos específicos como: realización del ensayo, aseguramiento de la 

validez de los resultados, también se realizaron procedimientos de uso, manipulación, 

mantenimiento y transporte de los equipos, así como, registros primarios, hojas de cálculo, 

hojas de vida de equipos control de calidad de ambientes, control de esterilidad, control de 

medios de cultivo, entre otros. Toda la documentación fue entregada al laboratorio y es de 

uso exclusivo del mismo. 

 

- Para asegurar la fiabilidad de los resultados del método de ensayo se calibraron todos los 

equipos con un proveedor calificado ELICROM para demostrar que el laboratorio es 

competente y tiene la capacidad de generar resultados técnicamente válidos y confiables. 
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RECOMENDACIONES 

 

 

- Se recomienda realizar verificaciones de los métodos de ensayo con material de referencia 

certificado con una frecuencia mensual al menos en un nivel de concentración para asegurar 

la calidad de los resultados obtenidos. 

 

- Se recomienda la participación en ensayos de aptitud de manera anual para garantizar el 

desempeño y confiabilidad del método. 
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ANEXOS 

 

 

ANEXO A. PROCEDIMIENTOS DE LOS MÉTODOS DE ENSAYO 

 

 



 

 

ANEXO B. HOJA DE CÁLCULO PARA LA VALIDACIÓN EN EXCEL 

 

ANEXO C. CERTIFICADOS DE CALIBRACIÓN DEL MULTIPARÁMETRO HACH 

 

 



 

ANEXO D. CERTIFICADO DE CALIBRACIÓN DEL ESPECTROFOTÓMETRO HACH 

 

 

ANEXO E. CERTIFICADO DE CALIBRACIÓN DE LA BALANZA ANALÍTICA 

 

 

 

 



 

 

ANEXO F. MULTIPARAMETRO HACH SONDA PARA pH 

 

 

ANEXO G. ESPECTROFOTÓMETRO HACH DR 6000 

 

 



 

 

ANEXO H. CERTIFICADO DE CALIBRACION PIPETA DE PISTON DE 10ML 

 

ANEXO I. CERTIFICADO DE CALIBRACION REFRIGERADORA ARÉA DE 

MICROBIOLOGIA  

 



 

 

ANEXO J. CERTIFICADO DE ANALISIS MEDIO EC 

 

ANEXO K. CERTIFICADO DE ANALISIS CALDO LAURIL SULFATO  

 



 

 

ANEXO L. CERTIFICADO DE ANALISIS CEPA ATTC25922  

 

ANEXO M. CERTIFICADO DE ANALISIS CEPA ATTC29212 

 



 

 

ANEXO N. CERTIFICADO DE ANALISIS ESCALA MC FARLAND  

 

 

ANEXO O. CERTIFICADO DE ANÁLISIS AGAR SANGRE DE CORDERO  

 



 

 

ANEXO P. CERTIFICADO DE CALIBRACIÓN INCUBADORA BIOBASE 45°C  

 

 

 

ANEXO Q. PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS DE COCHRAN 

 

         Fuente: Correa, 2006, p.57. 

 

 



 

 

ANEXO R. VALORES CRÍTICOS DE F DE FISHER 

 

             Fuente: Arrondo, 2014, p.189. 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO S. DISTRIBUCIÓN T DE STUDENT 

 

  Fuente: La interpolación lineal en la distribución T, 2009, p.224. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ANEXO T: CERTIFICADO DE CUMPLIMIENTO DE NORMATIVA 
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