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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo principal el determinar la eficacia
del efecto bactericida y conservante del alga Ulva spp. sobre cepas de Escherichia coli y
Salmonella spp. aplicado en agua utilizada en fundo privado de la provincia de Camana del
departamento de Arequipa en el afio 2020, para ello fue necesario de la evaluacion
exhaustiva de dos experimentos, centrados en la determinacion del efecto bactericida del
alga Ulva spp, y el efecto conservante del alga Ulva spp. aplicado en agua del fundo privado.

La investigacion es de campo con intervencion de experimentos en laboratorio, cuenta con
un nivel experimental y se encamina en la remediacion del agua a través de los beneficios
que proporciona nuestros recursos naturales hallados en nuestro territorio peruano, las algas
marinas, quienes durante miles de afios no fueron valoradas, sin sospechar que a partir de su
taxonomia compleja y dinamica podemos encontrar grupos funcionales como fuente exitosa
de bioactivos en el Perq.

La presente investigacion conto con 385 muestras de agua del fundo privado, 5 repeticiones
por cada tratamiento experimental y 10 repeticiones por cada tratamiento sensorial. El
andlisis estadistico estuvo dirigido por andlisis de Varianza (ANVA) contando con un valor
de significancia p=0.01 (Ft) y prueba de comparacion de medias (Tuckey) en el caso de

diferencias significativas entre tratamientos con un valor de significancia p=0.01 (Ft).

La estrategia metodoldgica tuvo como pilares a la técnica de observacion de campo
experimental contando con el método de Kirby Bauer y con el anlisis de recuento y siembra

en superficie en medio solido.

Dentro de los principales resultados se determind el efecto bactericida con mayor
sensibilidad a una concentracién de extracto bioactivo de 1%, 0,5% y 0,25% para cepas de
Escherichia coli y Salmonella spp. contando con tamafios de halo de 16.44mm y 15.32mm,
por su parte se determind el efecto conservante a una concentracion de 0,25% de extracto
bioactivo, permitiendo conservar 6ptimamente las caracteristicas microbioldgicas y
organolépticas del agua del fundo privado hasta en un tiempo de 10 dias. Con ello se
confirma la eficacia del efecto bactericida y conservante del Alga Ulva spp. sobre cepas de

Escherichia coli y Salmonella spp. aplicado en agua utilizada en fundo privado.

Palabras Clave: Alga, Ulva spp., bactericida, conservante, sensibilidad, tamafio de halo.
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ABSTRACT
The main objective of the present research work was to determine the efficacy of the
bactericidal and preservative effect of the alga Ulva spp. on strains of Escherichia coli and
Salmonella spp. applied to water used in a private farm in the province of Camana in the
department of Arequipa in 2020, for this it was necessary to exhaustively evaluate two
experiments, focused on the determination of the bactericidal effect of the alga Ulva spp,

and the preservative effect of the alga Ulva spp. applied in water from the private estate.

The research is in the field with the intervention of laboratory experiments, has an
experimental level and is directed towards the remediation of water through the benefits
provided by our natural resources found in our Peruvian territory, seaweed, which for
thousands of years They were not valued, without suspecting that from their complex and
dynamic taxonomy we can find functional groups as a successful source of bioactives in
Peru.

The present investigation had 385 water samples from the private farm, 5 repetitions for each
experimental treatment and 10 repetitions for each sensory treatment. The statistical analysis
was directed by Analysis of Variance (ANVA) with a significance value p = 0.01 (Ft) and a
mean comparison test (Tuckey) in the case of significant differences between treatments

with a significance value p = 0.01 ( Ft).

The methodological strategy had as pillars the experimental field observation technique,
counting on the Kirby Bauer method and with the analysis of counting and sowing on the

surface in solid medium.

Among the main results, the bactericidal effect was determined with greater sensitivity at a
concentration of bioactive extract of 1%, 0.5% and 0.25% for strains of Escherichia coli and
Salmonella spp. With halo sizes of 16.44mm and 15.32mm, the preservative effect was
determined at a concentration of 0.25% of bioactive extract, allowing to optimally preserve
the microbiological and organoleptic characteristics of the private estate water up to a time
of 10 days. This confirms the efficacy of the bactericidal and preservative effect of the Alga

Ulva spp. on strains of Escherichia coli and Salmonella spp. applied in water used in private

property.

Keywords: Alga, Ulva spp., Bactericide, preservative, sensitivity, halo size.
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INTRODUCCION
El desequilibrio mundial que en la actualidad se experimenta, asi como los cambios
climéticos, siguen siendo causa de desorden e inconsciencia en diferentes partes a nivel
mundial, la ciencia nos ha demostrado que a través de sus herramientas se puede solucionar
de una perspectiva inimaginable problemas, sin embargo, la naturaleza de manera aislada le
ha demostrado al hombre poderes que jamas hubiéramos previstos. Somos conscientes que
las enfermedades infecciosas representan un gran riesgo ya que son la principal causa de
muerte en nifios y adultos jovenes®. Segun informacion facilitada por la Organizacion
Mundial de la Salud, aproximadamente 2 millones de personas mueren cada afio,
mayoritariamente nifios de menos de 5 afios?, valores alarmantes que motivan a la ejecucion
de investigaciones con designio a proteger a una poblacion que requiere de estudios y
preservar nuestros recursos peruanos. Si analizamos lo dimanado en el departamento de
Arequipa encontraremos gue se ha convertido en la segunda region por debajo de Lima con
mayor tasa de infecciones a causa de bacterias entorepatégenas. Camana con un total de
59,370 habitantes, se ha convertido en una provincia vital en el sector agropecuario con un
aporte cerca al 9% y de 3 mil 500 millones de soles, siendo una provincia con tantas riquezas
bordeadas de una costa que la empodera, nos podemos preguntar ¢Por qué presenta cifras
elevadas de infecciones tales como EDA (Enfermedades Diarreicas Agudas)? situacion que
nos orienta rapidamente a estudiar sus aguas y hallar soluciones naturales quienes formando
un ciclo podria ser una alternativa mundial de salud ambiental. A traves del indice
enteropatogénico! se puede establecer el principal factor de contaminacion que perjudica a
mayor escala a una poblacién siendo los patégenos bacterianos mas significativos
“Escherichia coli y Salmonella spp” debido a su mecanismo de accién, morfologia,
movilidad y caracteristicas nutricionales en ecosistemas acuiferos?. La importancia de la
presente tesis recae en la vigilancia y control de la calidad de nuestro recurso vital “El agua”
a traves del aporte de investigaciones que permite la toma oportuna de decisiones de indole
ambiental, laboral y el bienestar de la poblacién. Ante lo enunciado, se subraya al alga Ulva
spp, como una de las clases Ulvophyceas del reino Plantae con nutridas cifras de bioactivo
“Clorofila b3, este pigmento posee no solo un anillo de porfirina si no una cadena de fitol
la cual conecta a las invaginaciones de la membrana celular®*, es el fitol un punto
trascendental para la investigacion citada, el enfoque esta dado por ser una fuente de
generacion de apoptosis celular microbiana® mediante la induccion de la respuesta al estrés

oxidativo de la bacteria lo que origina el efecto bactericida y procedente conservacion.
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HIPOTESIS

Dado que, el alga Ulva Spp. esta constituido por clorofila b, la misma que se compone de un
anillo de porfirina y una cadena de fitol quien conecta con las invaginaciones de la membrana
celular microbiana produciendo apoptosis celular.

Es probable que, tenga un efecto bactericida y conservante sobre cepas de Escherichia coli
y Salmonella spp., en el agua del fundo privado de la provincia de Camana permitiendo

proteger la salud de los trabajadores y ser una alternativa viable de innovacion ambiental.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general
El objetivo general de la presente investigacion es el determinar la eficacia del efecto
bactericida y conservante del alga Ulva spp. sobre cepas de Escherichia coli y Salmonella
spp. aplicado en agua utilizada en fundo privado de la provincia de Camanéa del departamento
de Arequipa.

2. Objetivos especificos

» Determinar el estado microbioldgico del agua utilizada en el fundo privado de la provincia
de Camana.

> Determinar el efecto bactericida del Alga Ulva spp. sobre cepas de Escherichia coli y
Salmonella spp.

» Determinar el efecto conservante del Alga Ulva spp. aplicado en agua utilizada en el
fundo privado de la provincia de Camana.

> Determinar la mejor concentracion de bioactivo del Alga Ulva spp. con mayor

sensibilidad bactericida y efecto conservante frente a Escherichia coli y Salmonella spp.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1. MARCO CONCEPTUAL
1.1. Calidad de agua

1.1.1. Definicion

Se define como aquella que asegura al consumidor su proteccion contra la presencia de
agentes patdgenos y compuestos fisicos y quimicos perjudiciales a su salud’. Se puede
entender la calidad del agua desde una serie de puntos de vista:

o Funcional, Como la capacidad intrinseca que tiene el agua para responder a los usos
que se podrian obtener de ella®.

o Ambiental, Como la define La Directiva del Marco de las Aguas?, son aquellas
condiciones que deben darse en el agua para que esta mantenga el ecosistema equilibrado y
para que cumpla una serie de objetivos®.

La calidad de las aguas® se considera como una variable descriptora fundamental del medio
hidrico, tanto desde una perspectiva de planificacion y gestion hidrobiologica ya que
delimita la aptitud del agua para mantener los ecosistemas y atender las diferentes demandas

de una poblacion’.

1.1.2. Calidad de agua para consumo humano

Se entiende al agua apta para los demas usos domesticos, debe ser limpia e inodora y
agradable, debe contener algunos gases especialmente aire y sales disueltas en pequefias
cantidades. No debe poseer materias organicas, gérmenes patdgenos ni sustancias quimicas®.
1.1.3. Clasificacion de la calidad del agua

Existen diversos sistemas que clasifican la calidad de las aguas®. La orientaremos segun el
uso que se le dara ya sea, abastecimiento humano, recreacion, u otros campos:

1.1.3.1. Aguas para consumo humano

El agua destinada al consumo humano se caracteriza por valores o parametros dentro de
ellos: DQO (Demanda Quimica de Oxigeno), DBOs (Demanda Bioldgica de Oxigeno),
NH4*(Amonio), NTK (Nitrégeno Total Kjeldahl), conductividad, CI;, CN", recuentos
microbioldgicos y algunos metales tales como Fe, Cu'y Cr °. DIGESA en concordancia al
Decreto Supremo N°004-2017 establecid la clasificacion de las aguas para consumo humano

la misma que podemos precisar en la Tabla N°01.
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Tabla N°01: Clasificacion de las aguas para consumo humano

Tipo Clasificacion de las aguas para consumo humano

Al Aguas potabilizables con unos tratamientos fisico simple como filtracion

rapida y desinfeccion.

A2 Aguas potabilizables con un tratamiento Fisico-quimico normal, como

precloracion, floculacién, decantacion, filtracion y desinfeccion.

A3 Potabilizable con un tratamiento adicional a la A2, tales como

ozonizacién o carbon activo.

Ad Aguas no utilizables para el suministro de agua potable, salvo casos
excepcionales y con un tratamiento intensivo.
Fuente: DIGESA (2018).

1.1.3.2. Aguas para bafno y usos deportivos

Se determina la aptitud de las aguas para el bafio y uso deportivo tomando muy en cuenta
los recuentos microbioldgicos, el porcentaje de saturacion de oxigeno y en menor medida la
presencia de aceites y grasas, asi como tomar en consideracion las caracteristicas

organolépticas de olor, sabor, color, viscosidad, etc®.

1.1.3.3. Aguas para procesos agricolas y piscicolas

Para determinar la aptitud de las aguas que seran empleadas en procesos agricolas es de suma
relevancia determinar la concentracion de nitritos y también el amoniaco no ionizado el
mismo que es toxico para organismos acuaticos. El recuento de microrganismo permite
garantizar la cosecha optimizada y con ello prevenir el tizon como patologia en cultivos por

la prevalencia de Gram negativos®.

1.1.4. Contaminantes del agua

La calidad puede verse modificada por diferentes causas ya sean naturales como por factores
externos, es importante reconocer Cuando los factores externos que degradan la calidad
natural del agua son ajenos al ciclo hidroldgico, se habla de contaminacion®.

1.1.4.1. Consecuencias del agua contaminada

El reconocimiento del agua como vehiculo de dispersion de enfermedades data de hace
mucho tiempo. Las enfermedades prevalentes en los paises en desarrollo, donde el
abastecimiento de agua y el saneamiento son deficientes, son causadas por bacterias, virus,
protozoarios y helmintos. Esos organismos causan enfermedades que van desde ligeras

gastroenteritis hasta enfermedades graves y fatales de caracter epidémico?.
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a.l. Alser humano, segun informacion facilitada por la Organizacion Mundial de la Salud,
las enfermedades infecciosas representan el mayor riesgo de muerte de nifios y adultos
jovenestt'2, 2 millones de personas mueren cada afio en su mayoria nifios menores de
5 afios*? a causa de enfermedades procedentes de agua y alimentos contaminados®2.
Uno de los factores preponderante es el estado del agua de los Anexos, aquellos que
se relacionan directamente con la poblacion, a traves de la Ilustracion N°1 podemos
observar el estado de contaminacion del agua que se encuentra en uno de los Anexos
de la provincia de Camana.

lHustracién N°1: Estado de contaminacion

Fuente: Anexo Uchumayo, Camana (2020).

b.1. A la comunidad, El mundo ha afrontado diversos brotes infecciosos asociados a
contaminacion fecal hallados en muestras de agua produciendo casos graves de
Hepatitis A como los 300,000 casos en Shangai en el afio 1988 y 25.000 de
gastroenteritis virales debido al consumo de moluscos cultivados en un estuario con
contaminacion fecal. Los datos nos demuestran que hasta la fecha no estamos
preparados para prevenir a través de programas o actuar ante problemas ya existentes!#,
La exigencia del higienizado de alimentos, asi como de diversos recursos del ser
humano presiona al acceso directo del agua sin considerar la contaminacién de estas, la
llustracion N°2 demuestra como uno de los trabajadores del fundo privado de la

provincia de Camana hace uso directo del agua.
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lustracion N°2: Agua en utilizacion de trabajadores del Fundo

Fuente: Anexo Uchumayo, Camana (2020).

c.l. Alaagricultura, la incidencia de Gram negativos en su mayoria, Escherichia coli y
Salmonella spp. en las aguas presentan relacion directa en las patologias de cultivos,
pyricularia, tizon, fracturas celulares quienes intervienen en el menoscabo de la
produccion y con ello el rendimiento comercial de la provincia de Camana®®. La
llustracion N°3 revela como la agricultura en la provincia de Camana se ve mermada
por la existencia de tizén y pyricularia, los fitopatégenos se desarrollan en ecosistemas
con alta contaminacion?® deteriorando la produccion e infectandola argumento que es
sustentado por la llustracion N°4 donde se expone el estado del agua que se utiliza
para las siembras de los cultivos en la provincia de Camana.

llustracion N°3: Estado de deterioro de cosechas por causa microbiolégica

Fuente: Anexo Uchumayo, Camana (2020).
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Fuente: Anexo Uchumayo, Camana (2019).

1.1.5. Mecanismos de contaminacion

Tal y como lo menciona Paredes!’, cantidades insospechable de sustancias originadas de la
actividad humana son vertidas al mar, a los rios, arroyos y lagos y a las napas subterraneas.
Los niveles permisibles de nitratos, células Gram negativas, plaguicidas y metales pesados
en numerosos cursos de agua se presentan excedidos holgadamente y todos ellos tienen un
grave impacto a la salud. Es importante resaltar que el agua de consumo proviene en muchos
casos de cuerpos de agua en los que se vierten las excretas y los residuos industriales que

como se expresd con anterioridad son la fuente para epidemias?®.

1.1.5.1. Contaminacién del agua superficial
Las aguas superficiales se hallan facilmente al alcance de la contaminacion, el beneficio de
las aguas superficiales radica en las condiciones de autodepuracién, renovacién de oxigeno

procedente de la atmosfera y la accion esterilizante del sol®.

1.1.5.2. Contaminacién de agua profunda

En el Per0 la deficiencia de cobertura en materia de infraestructura sanitaria en especial el
manejo inadecuado de la provision de agua y de eliminacién de excretas, trae consigo, el
dafio de las fosas subterraneas y enfermedades de mayor morbilidad infantil'®. Como se
puede observar en la llustracion N°5, el Anexo de Uchumayo en la provincia de Camana
cuenta con una serie de fosas que ponen en riesgo la calidad del agua.

La més prevalente fuente de contaminacion de aguas profundas la constituyen las fosas
sépticas quienes contaminan con bacterias Gram negativas las napas cercanas, areas quienes
dependen del agua subterranea para sus necesidades diarias. En Camana el 65% de las

viviendas de ciertas areas urbano-marginales y hasta el 100% no estan sujetas a una red de
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agua por lo que usan agua de pozo, teniendo como consecuencias valores elevados de

riesgo?.

lustracién N°5: Fosas subterraneas

Fuente: Anexo Uchumayo, Camana (2019).

1.2.  Microbiologia del agua:
La versatilidad microbioldgica de las aguas naturales aglomera numerosos organismos e
incluye células procariotas como microorganismos con capacidad de sintesis nula los

microorganismos mas reconocidos en el agua son las bacterias y los virus?.

Las Bacterias: Se derivan bacterias Gram negativas tales como Pseudomonas,
Flavobacterium, Gallionella, Enterobacteriaceae, Aeromonas, Vibrio, Alcaligenes,

Bordetella, Neisseria, Moraxella y Acinetobacter®.

Las Pseudomonas son las méas comunes en fuentes de carbono elevados y por sus bajos
requerimientos nutricionales. Ellas son bacilos psicrofilos, estin compuestas por flagelos
periticos, producen pigmentos (verde, azul verdoso, rojo y marron) y no forman esporas, no
fermentan azlcar su agente etioldgico principal de infeccion son las vias urinarias. Su

presencia se ve direccionada en tanques, cisternas, y sistemas de almacenamiento®?°,

Las Flavobacterium es un género ampliamente distribuido en suelos y agua, no ha sido
encontrado en acuiferos profundos, por lo que se estima su colonizacion en pozos de
perforacion, se caracterizan por falta de movilidad y produccién de pigmentos de color

amarillo?2,
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Las cepas del género Gallionella se caracterizan por ser quimiolitotrofas, obtienen energia
por oxidacion de Fe?* a Fe®" y la precipitacion de hidroxidos, se desarrollan en medios donde
existe aguas aerobias y anaerobias y alto contenido de hierro (111)®.

Las Enterobacterias o Enterobacteriaceae son las mas importantes dentro de los anaerdbicos
facultativos y su presencia en agua estd asociada a la contaminacion fecal. Este grupo de
bacterias habita naturalmente en el intestino de animales y llegan al ecosistema acuifero
naturalmente por poblacién animal colindante. Generalmente se caracterizan por su
capacidad para fermentar glucosa por via glucolitica dando acidos como producto final, la
Escherichia coli es utilizada como indicador de contaminacion fecal en aguas por excelencia,
las cepas de Escherichia coli causan infecciones del tracto intestinal agudas. Otro de los
patdgenos reconocidos es la Salmonella spp. Por su origen fecal de rapida dispersion quienes
producen gastroenteritis y fiebre tifoidea respectivamente, aumentando las enfermedades
diarreicas agudas?*%,

El grupo Vibrio esta integrado por bacilos curvado, anaerobios facultativos poseen flagelos
polares, su diferencia con las pseudomonas reside en el metabolismo no fermentativo, estan
presentes en aguas marinas en mayor escala, el Vibrio Cholerae es la especie mas

representativa®.

Las bacterias Gram positivas son un grupo no muy difundido en el agua, los cocos mas
comunes son Staphylococcus y Streptococcus. Aerobios tolerantes a altas concentraciones

salinas®.

Los Virus: Los Adenovirus y el Rotavirus son las mas representativas quienes causan el 87%
de las enfermedades virales, su union a la célula es lento y toma varias horas, implica la

interaccion de la glicoproteina denominada fibra con receptores®.

1.3.  Microorganismos patégenos como contaminantes del agua

Paredes?’ menciona, a través de su investigacion que un gran nimero de enfermedades son
transmitidas por via fecal-oral utilizando como medio el agua y los alimentos ante el presente
panorama existen microorganismos que acttan como indicadores de contaminacion fecal, se
caracterizan porque deben ser constantes, abundantes y exclusivos de la materia fecal, deben
tener una sobrevivencia similar a la de los patdgenos intestinales y deben ser capaces de
desarrollarse extraintestinalmente?”,

Larrea J.2°, argumenta, que el grupo coliforme es enteramente exclusivo de la materia fecal,

sin embargo las caracteristicas de sobrevivencia y la capacidad para multiplicarse fuera del
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intestino también se observa en aguas potables por lo que el presente grupo se emplea como
indicador de contaminante fecal en agua, y su relacion va de la siguiente manera: A mayor
namero de coliforme en agua, mayor sera la probabilidad de estar frente a una contaminacion

reciente?.

1.3.1. Clasificacion de Escherichia coli
Es una bacteria habitual en el intestino del ser humano y de otros animales de sangre caliente.
Aunque la mayoria de las cepas son inofensivas, algunas pueden causar una grave
enfermedad de transmision alimentaria, su presencia es un indice de malas practicas de
manufactura®®,
= Caracteristicas Morfoldgicas:
Es un Bacilo Gram negativo, no forma esporas y sus cepas son moviles, con flagelos
peritricos cuyo tamafio es 0.5u de ancho por 3u de largo, siendo catalasa positiva y oxidasa
negativo, reduce de nitrato a nitrito y produce vitamina B y K2,
= Caracteristicas Nutricionales:
Fermenta la glucosa y lactosa con produccion de gas, es anaerobio facultativo®®.
= Caracteristicas Coloniales:
Las colonias de Escherichia coli en un medio EMB (Eosina y Azul de Metileno) tienen 2
a 4 mm de diametro, con un centro grande de color oscuro e incluso negro y tienen verde
metalico cuando se observan con luz refleja®.
La demostracion y el recuento de organismos coliformes, puede realizarse mediante el
empleo de medios selectivos liquidos y sélidos, la clasificacion de Escherichia coli se
distribuye en:
. Escherichia Coli Enterotoxigenica (ETC), Reconocida como el agente causal de la
diarrea del viajero, se caracteriza por ser una diarrea acuosa y sin fiebre. El microorganismo
es capaz de producir dos tipos de toxinas. Una toxina termolabil de aproximadamente 89
kDa, la siguiente toxina es termoestable y es de 4 kDa de peso molecular capaz de resistir
temperaturas de ebullicion hasta por 30 minutos?.
" Escherichia Coli Enteropatégena (ECEP), provoca diarrea en los lactantes, se
adhiere a las células de la mucosa del intestino delgado. EI microorganismo produce dos
proteinas: La intimina que es codificada por el gen eae y un factor de adherencia que es
codificado por un plasmido, ambas proteinas permite su unién a los enterocitos y la posterior

destruccion de las microvellosidades intestinales?.
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. Escherichia Coli Enteroinvasiva (EIEC), Presenta una relacion con el género
Shiguella, y a su vez produce una enfermedad similar a la shigelosis quien se presenta
generalmente en nifios de paises subdesarrollados. La dosis infectiva para Shiguella es de 10
a 100 microorganismos en el caso de EIEC la dosis infectiva 10° bacterias. Se diferencia de
las demaés clasificaciones de Escherichia coli debido a que no utiliza la lactosa como fuente
de carbono, no descarboxilan la lisina, es inmovil y anaerogenicos?®.

" Escherichia Coli Enterohemorragica (EHEC), Produce verotoxina, denominada asi
por su efecto citotoxico sobre las células vero, una linea de células renales de monoverde
africano. La EHEC se ha asociado con colitis hemorragica, una variedad grave de diarrea,
enfermedad capaz de producir insuficiencia renal aguada, anemia hemolitica vy
trombocitopenia?.

La Tabla N°02 precisa a continuacion cada una de las propiedades como las toxinas y
sintomas causados por las cepas de Escherichia coli.

Tabla N°02: Propiedades y sintomas causados por algunas cepas de Escherichia coli

patdgenas
Descripcion ETEC ECEP EHEC EIEC
Toxina Labil/estable | - Shiga o vero -
Invasiva - - +
Intiminas + g -
Enterohemolisina - iy -
Aspecto de las | Aguadas Aguadas Aguadas muy | Mucoides vy
heces sanguinolentas | sanguinolentas | Sanguinolentas
Presencia de | - - - +
leucocitos en
heces
Fiebre Baja + - +
Intestino Delgado Delgado Colon Colon y parte
involucrado baja del
delgado
Dosis infectiva Alta Alta Baja Alta
serotipos Varios 026, 0111 y | O157:H7, 026, | Varios
otro 0111y otros

Fuente: Resumen, Laboratorio de
Molecular, Martha Rodriguez, México (2002).

Bacteriologia Molecular, departamento de Biologia
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1.3.2. Clasificacion de Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacterias Gram

negativas no esporuladas, anaerobias facultativas, mesdéfilas con una temperatura 6ptima de

crecimiento de 35 — 37 °C y un rango de 5 - 46 °C. Desde el punto de vista epidemioldgico

Salmonella spp. Se puede clasificar en tres grupos®*:

a. Las que no tienen preferencia por algun huésped en especial, por lo que infectan tanto al
hombre como a los animales. En este grupo se encuentran la mayoria de las
serovariedades responsables de las salmonelosis??.

b. Las que infectan s6lo al hombre: Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A y Salmonella
Paratyphi C. y que se transmiten en forma directa o indirecta de una persona a otra2.

c. Las que estan adaptadas a un huésped en especies animales: S. Abortusovis, a los ovinos;
S. Abortusequi, a los equinos y S. Gallinarum, a las aves?’.

= Caracteristicas Morfoldgicas:

Es un género de la familia Enterobacteriaceae que agrupan bacilos Gram negativos,
moviles con pocas excepciones?”.

= Caracteristicas Nutricionales:

Es catalasa positivo y oxidasa negativo (Salmonella tiphy es una excepcion importante
que no produce gas y es citrato de Simmons negativo)?2.

= Caracteristicas Coloniales:

Las colonias de Salmonella spp. en un medio Salmonella y Shiguella (S.S) presentan

coloraciones rosadas a fucsia con el reflejo de la luz?.
1.4.  Efecto bactericida

1.4.1. Definicion

Sustancia que causa la muerte a las bacterias., los organismos tienen la capacidad de secretar
sustancias bactericidas como medios defensivos contra las bacterias®®.

Tal y como lo menciona Troncoso! en su investigacion, se identificaron compuestos
antibacterianos en macroalgas, dando como conclusién la actividad en todos los complejos
de Ulva spp., respuesta hallada a partir del fitol 3, 7, 11, 15—tetrametil-2-hexadeceno-1-ol,
atribuyéndole actividades antibacterianas y antimicOticas asi como antivirales, en el
complejo de Ulva spp. extraido en extracto crudo de acetato se observé la presencia de metil-
2-fenilquinolina descrita como molécula antimicrobiana, en los extractos de acetato de etilo
y diclorometano se detectd la molécula de neofitadieno, compuesto identificado como

antimicrobiano y antiviral®, asi mismo Simopoulus, identifico cadenas alifaticas insaturadas
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de 16 y 43 carbonos (C); hexadecano, heptadecano, octadecano, nonadecano, eicosano,

acido palmitico y acido a-linoleico metil ester®.
1.4.2. Métodos para determinar el efecto bactericida

1.4.2.1. Meétodo de prueba convencional: Difusién con discos

Guiado por Clinical and Laboratory Standards Institute en Estados Unidos, el estudio de la
sensibilidad antimicrobiana de las diferentes bacterias aisladas en muestras bioldgicas tiene
2 objetivos fundamentales: guiar al clinico en la eleccion del mejor tratamiento individual,
y monitorizar la evolucion de la resistencia bacteriana con objeto de revisar el espectro del
antimicrobiano y poder actualizar los tratamientos empiricos. Este estudio se realiza
mediante el antibiograma, que mide la sensibilidad de una bacteria frente a diferentes
antimicrobianos in vitro y a partir de estos resultados predice la eficacia in vivo. Con un
antibiograma se pueden obtener resultados cualitativos que indican si la bacteria es sensible
o resistente a un antibiético, o cuantitativos que determinan la concentraciéon minima (CMI)
de antimicrobiano que inhibe el crecimiento bacteriano (en pg/mL o en mg/L). La
interpretacion de los resultados del antibiograma (sensible, intermedio o resistente) se realiza
en funcion de los valores establecidos por diferentes comités, como el Manual de
procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de disco
difusion en Per(®e.

Las técnicas de difusion emplean discos de papel impregnados con una solucion
estandarizada de antibiotico que se disponen sobre la superficie de un medio sélido
previamente inoculado en su superficie con una suspension bacteriana. Tras un periodo de
incubacion de 18 h, el diametro del halo formado esta en relacion con el grado de sensibilidad
del microorganismo?. La carga del disco esta ajustada para que los halos de inhibicion
permitan diferenciar los microorganismos sensibles de los resistentes y pueda establecerse
una correlacion con los valores de CMI: halos pequefios se relacionan con valores altos de
CMI (resistentes) y halos grandes con CMI bajas (sensibles). Otra técnica de difusion es el
E-test, que ademas permite la determinacion directa del valor de la CMI. Utiliza tiras de
plastico impregnadas con un antibidtico en concentraciones decrecientes. Al contacto de la
tira con el agar, el antibiotico difunde e impide el crecimiento del microorganismo. Después
de la incubacion se observa una zona de inhibicién en forma de elipse: el valor de la CMI es
el punto de interseccion de la elipse con la tira y esta indicado en la escala impresa sobre la
superficie de la tira. Esta técnica puede utilizarse directamente sobre muestras clinicas para

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

obtener resultados preliminares en menos de 24 h, que siempre deben confirmarse mediante

pruebas de sensibilidad estandarizadas con bacterias en cultivo puro®.

1.4.2.2. Método Kirby-Bauer

El método Kirby-Bauer es sustentado por diversas investigaciones®??, se fundamenta de la
siguiente manera, sobre la superficie de una placa de agar Miller-Hinton (Medio de cultivo
rico, disefiado especialmente para hacer ensayos de sensibilidad) se inocula una cantidad
estandarizada de bacterias, bacterias que deben de ser analizadas por una escala de Mc
Farland quien nos indica que nos encontramos con una dilucion de 108ufc o en la fase
logaritmica de la cepa bacteriana, sembréndolas de forma uniforme para obtener después de
la inoculacion un "Césped™ bacteriano. A continuacion, se colocan discos de papel de filtro
impregnados con concentraciones conocidas de los diferentes antibioticos. La eleccion de
los antibidticos a probar depende del germen y del foco de infeccion®2.

El antibidtico difundira desde el papel filtro al agar de forma radial. Se incuba la placa
durante 18 horas a 35 °C (respetar este parametro, porque temperaturas menores pueden
disminuir la velocidad del crecimiento del germen y la difusion del antibiético, dando halos
irregulares dificiles de medir), y luego se miden los halos de inhibicion de desarrollo,
interpretandose de acuerdo con tablas confeccionadas previamente®.

Los resultados se expresan como: Sensible (S), Intermedio o Moderadamente sensible (I) y
Resistente (R)*.

1.5.  Efecto conservante

1.5.1. Definicion

Son consideradas como sustancias quienes al ser incorporadas en un sistema complejo3*
apoyan a mantener durante un mayor tiempo las caracteristicas fisico-quimicas,
organolépticas y microbioldgicas. A su vez son definidos por Madrid como sustancias que
se afladen a productos de naturaleza alimenticia para preservarlos de alteraciones bioldgicas
como fermentaciones, enmohecimiento y putrefaccion®°,

1.5.2. Tipos de conservacion

1.5.2.1. Conservacion fisica

La conservacion Fisica se describe como aquella derivada de una metodologia natural, si
bien es el mas comun método de conservacion y dentro de ellas encontramos la refrigeracion
y esterilizacion son un claro ejemplo de ello, su mayor debilidad termina siendo el costo para

una industria®*.
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1.5.2.2. Conservacion Quimica
La conservacion Quimica se define como la adicidn de ingredientes a un producto con el fin
de prevenir dafios o cambios indeseados, a ellos se les consideran como aditivos de

conservacion en la industria Alimentaria3*®,

1.6. EDA en la provincia de Camana

Segun la Gerencia Regional de Salud de Arequipa, existe 33 distritos con tasas superiores al
promedio regional y Camana se ubica dentro de las cinco provincias con mayor indice de
EDAS, siendo los nifios menores a 5 afios quienes presentan la mayor incidencia. Cifras
sostenidas en la Tabla N°03 a partir de la Gerencia Regional de Salud en el 2018 donde se
encontro 98 casos de EDA en nifios menores de 5 afios a diferencia de la provincia de la
Unidn con 31 casos®’.

Tabla N°03: Casos de EDA segun el tipo diagndstico por provincias 2018, Arequipa

CASOS DELAS.E. 4 ACUMULADO A LA S.E. 4 TOTAL EDAS ACUMULADAS
PROVINCIA EDA Acuosa |EDA Disenterical EDA Acuosa | EDA Disenterica | Menores 5 Afios |Mayores 5 Afios
-5 +5 -5 +5 -5 +5 -5 +5 M ® TASA* M ° TASA

REGION 759 1010 18 23 2654 3941 79 68 2773 26,76 4009| 330,8B0233
Arequipa 605 771 16 22 2073 2797 73 &4 2146 28,88 2861 312,23
Camana 18 38 2| 1 S 159 4 E] S8 18,85 162 294,29
Caraveli 33 30 1] 0 a3 122 0 1] 83 22,51 122 320,07
Islay 22 66 0 8] 138 345 0 0 138 35,71 345 691,08
Caylloma 58 58 0 0 196 247 2 1 158 20,43 248 286,37
Condesuyos 8 4] 8] 31 57 0 4] 31 19,24 57 340,79
Castilla 9 26| 0 0 48 145 0 0 48 13,17 145 404,15
La Union 10 13 0| 0 31 59 0 0| 31 15,10 [=1] 518,76
Fuente: EPID - V.5.P.
*Tasa X 1000 **Tasa X 100000

Fuente: Gerencia Regional de Salud Arequipa.

1.7.  Alga (Ulva spp.)

1.7.1. Definicion

Es un alga azul verdosa que pertenece a las cloroficeas, es conocida como “Lechuga de mar”
en diferentes partes del mundo por sus largas hojas verdes. Identificada por primera vez por
Linneo en 1753 desde entonces muchos taxdnomos han sido involucrados en la
identificacion de especies de Ulva spp. las mismas que son complejas de clasificar por la

plasticidad morfoldgica, taxones y talos3,

1.7.1.1. Taxonomia
Pertenecen al Reino Plantae, la Clase Ulvophyceae, su orden es “Ulvales” y de género “Ulva
spp.”38, el nombre Ulva fue mantenido para algas verdes con talos que presentan dos capas

de células y talos tubulares, a nivel mundial se registran cerca de 313 especies®.
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1.7.2. Morfologia

Las especies de Ulva spp. son morfol6gicamente perceptibles, sus talos pueden ser laminares
o tubulares de formas diversas, irregulares, alineados, lanceolados, cuneados, se identifican
facilmente ya que poseen texturas finas con bordes rizados, sus delicadas laminas son

usualmente de 40 micrones de grosor.

El color de la Ulva spp. deriva de la cantidad de pigmentos verdes*' (clorofila a y b),
adicional a la clorofila contienen carotenoides ( carotenos, de color amarillo), luteina,
sinfonoxantina y una xantofila especial caracteristica de las algas verdes cenociticas (que
poseen multiples ndcleos). EI género Ulva spp. se fija por un disco basal a diferentes tipos
de sustratos lo que permite su supervivencia, dentro de los sustratos se encuentran rocas,
objetos solidos en fondos arenosos, y su desarrollo depende directamente del habitad y sus

factores como el oleaje, en lugares apacibles sus talos logran medir hasta 1 metro de altura®.

1.7.3. Habitad

La mayoria de las especies del género Ulva spp. son cosmopolitas, desarrollandose segln
las diferencias de salinidad, temperatura, turbidez y composicién quimica, a lo largo del
mundo podemos hallarlas en costas de Australia, Nueva Zelanda, islas del pacifico y
Sudamérica***4. Usualmente las observamos en zonas intermareales de la mayoria de
océanos, areas donde el sustrato tiene mayor disponibilidad de nutrientes, donde hay
condiciones adecuadas de luz y temperatura®®. Es relevante reconocer que menos
concentraciones de nitrogeno favorecen la formacion de gametos (célula que tiene funcion

reproductora)®.

1.7.3.1. Salinidad

La fotosintesis en las algas logran su maxima eficiencia a un determinado nivel de salinidad*®
(aproximadamente 3,39%), variaciones extremas en el presente indicador pueden causar
pérdidas importantes en el desarrollo vital de estos vegetales y en algunos casos provocan

su muerte®s,

1.7.3.2. Temperatura

El género Ulva spp. es eurihalinas y euritermas* y soportan grandes variaciones de salinidad
en flancos supralitorales, mesolitoral y las estenotérmicas en las zonas sumergidas. En
latitudes medias o altas el rango de temperatura aceptable para algunas especies de Ulva spp.
se encuentra entre 6°C y 8°C, a partir de ese valor el alga se convierte en fértil y después se
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desintegra. Por su parte el hielo afecta a las macroalgas ya que blanquea toda la ldmina

impidiendo su reproduccion por la baja frecuencia de luz*’.

1.7.3.3. Intensidad luminosa

La luz desempefia un rol vital en la reproduccion del alga Ulva spp. su intensidad depende
de la época del afio asi como la orientacion y la situacion de la localidad*’. La luz tiene un
efecto directamente proporcional sobre la fotosintesis por lo que repercute directamente en
su crecimiento. Un aumento de la intensidad luminosa provoca una mayor actividad
fotosintética y por ende tanto un aumento en el pH del medio acuoso como de su contenido
de oxigeno. Algunas especies muestran una saturacion fotosintética a niveles de intensidad

luminosa mayores a 456 uM s m24,

1.7.3.4. Sustrato

Su relevancia se fundamenta en la fijacion de las mismas, las algas se alimentan a través de
su disco basal quienes se fijan al sustrato®® compuestos por calizas parcialmente disueltas o
fragmentadas, son los sustratos irregulares los que permiten la supervivencia de las algas

mientras que en pavimentos rocosos con superficie lisa las posibilidad de vivir son nulas®.

1.7.3.5. Movimiento del agua

Las mareasy el oleaje acttian sobre la vegetacion marina, ejerciendo una mezcla de acciones
fisicas, quimicas y biologicas, la distribucion de las algas depende del movimiento del agua,
su mayor reproduccion se alcanza durante periodos de calma y en periodos de tormentas
pueden quedar destruidas. Los morfotipos también se ven directamente influenciadas por la
intensidad de la marea™.

1.7.3.6. Produccion de compuestos bioactivos

Nicolas Troncoso en el 2015 identificO compuestos antibacterianos en macroalgas,
sustentando la hipotesis que la actividad del 3, 7, 11, 15-tetrametil-2-hexadeceno-1-ol es
directamente sobre bacterias y hongos, el efecto se produjo a través de extractos a partir de
acetato de etilo y diclorometano®. Por otro lado Da Silva en el 2010 evalu6 la actividad
antiviral de la Ulva spp., logrando identificar que los extractos pueden producir compuestos

bioactivos potentes*?.
a. Clorofila

El género Ulva spp. reconocida como laminilla® debe su color al pigmento “Clorofila”,
biomolécula extremadamente relevante en la fotosintesis del alga, su estructura esta

compuesta por dos partes, un anillo de porfirina que contiene magnesio y cuya funcién es
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absorber la luz y una cadena de fitol cuya funcion es mantener la clorofila integrada a la

membrana fotosintética del tilacoide quien se encuentra en el estoma del cloroplasto®.

b. Fitol

El fitol es un alcohol diterpenico aciclico, se desemperfia en la membrana fotosintética del
tilacoide del cloroplasto aumentando la fijacion de proteinas incluyendo las bacterianas, de
esta manera genera la aglutinacion y la posterior apoptosis celular?. La inactivacion de
proteinas y de enzimas es uno de los principales mecanismos de inactivacion de los
microbios®. La actividad antibacteriana del fitol y su mecanismo induce la muerte celular
oxidativa, investigaciones!?°*2 argumentan que en las células bacterianas tratadas con fitol
se observaron niveles altos de especies de oxigeno reactivo intracelular (ROS) y
agotamiento del NADH?®? transitorio (Antioxidante) lo que demuestra que el fitol induce a
la acumulacion del ROS en la bacteria donde la cadena de transporte de electrones esta
involucrada, al elevar el ROS®® intracelular el Glutation reducido disminuye teniendo como

resultado dafios en el ADN de las células, provocado por un estrés oxidativo®*.

2. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

2.1.  Antecedentes locales

a) Autor: MALAGA CARPIO, MILAGROS LINDA

Titulo: “COLIFORMES FECALES EN FUENTES DE AGUA DE CONSUMO HUMANO
DEL DISTRITO DE LA JOYA. AREQUIPA, 2018

Resumen: La investigacion sustentada por Malaga, tiene como Objetivo principal
corroborar la existencia de Coliformes totales y fecales del agua potable de Chuquibamba
en la region de Arequipa, también cuantificar y comparar los resultados obtenidos para
Coliformes totales y fecales con los limites maximos permisibles de la normativa vigente e
identificar a las Coliformes fecales resultantes. La investigacion aplica una Metodologia
utilizando tubos de fermentacién maultiple del Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewaster (SMEWW). Para la identificacion bacteriana se utilizd6 Agar EMB,
y pruebas bioguimicas como TSI, LIA, Citrato segin Simmons e Indol, para ello fue
necesario aplicar 54 muestras de nueve puntos de muestreo. Los Resultados mostraron la
existencia de Coliformes totales en los reservorios y domicilios, teniendo como valor
méaximo 2.7 NMP (Numero Mas Probable) /100 mL y minimo de 2.4 NMP/100 mL, y para

las Coliformes fecales que también se encontraron en reservorios y domicilios el valor

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

méaximo fue de 2.5 NMP/100 mL y el minimo de 1.1 NMP/100 mL. La investigacion
presenta como conclusion que en el agua potable analizada sobreviven bacterias Coliformes
totales y fecales, residentes basicamente en los reservorios, con valores superiores a los
establecidos por la norma (DS 031-2010 SA), por otro lado las bacterias termotolerantes
sobrevivientes en el agua domiciliaria poseen valores disminuidos y permanecen el margen
de lo aceptable, la cual establece un limite maximo permisible de <1.8NMP/100 mL, para
ambos grupos, también se logré identificar dos bacterias de origen fecal, Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae. Todos los resultados obtenidos en cada punto de muestreo
(promedios) excluyendo a las bacterias termotolerantes de los domicilios poseen valores
superiores a los limites maximos permisibles. La investigacion argumenta la importancia del
analisis de las aguas en una localidad donde sus indices de enfermedades diarreicas son

elevados, teniendo en consideracion el método de APHA®.

b) Autor: HIDALGO VALDIVIA, ALEJANDRO

Titulo: “CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS DEL
AGUA PARA ABASTECIMIENTO DEL DISTRITO DE LA JOYA. AREQUIPA 2013
Resumen: En la investigacion se argumenta la necesidad de establecer caracteristicas tales
como la fisicoquimica, asi como microbioldgica del agua, presenta como Objetivo Principal,
el caracterizar microbioldgica y fisicoquimicamente el agua, basandose en la Metodologia
APHA y en el “Reglamento de la Calidad del Agua para consumo humano” correspondiente
al Decreto Supremo D.S N 031-2010-SA a partir del analisis e interpretacion de resultados
se plantea una propuesta de planta de tratamiento de agua potable con el objeto de mejorar
la calidad de agua distribuida a los pobladores de este distrito, es importante considerar que
para la sistematizacion de los datos obtenidos el autor empleo como procedimientos la
codificacion y tabulacion para el ordenamiento de los resultados de los parametros fisicos,
quimicos y microbioldgicos, los mismos que se trabajaron mediante el Software SPSS y el
Excel, donde finalmente se plasmaron en tablas y graficas. Los Resultados obtenidos
arrojaron que los Sulfatos, Sélidos Disueltos Totales (SDT), DBOS5, Coliformes totales y
Termotolerantes excedieron los LMP; no cumpliendo con el valor minimo para una
desinfeccion eficaz por lo tanto La investigacion concluye en el requerimiento de una planta
de tratamiento de agua potable con el objeto de mejorar la calidad de agua distribuida en los

pobladores del distrito de la Joya®®.
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c) Autor: AMADO CAMARGO, MARJORIE FRANCESCA

Titulo: “DETERMINACION BACTERIOLOGICA DE LA CALIDAD DEL AGUA DE
CONSUMO HUMANO, REGADIO Y BEBIDA DE ANIMALES DEL DISTRITO DE
MAJES, PROVINCIA DE CAYLLOMA, DEPARTAMENTO DE AREQUIPA, ABRIL -
MAYO 2017~

Resumen: La presente investigacion tiene como Objetivo primordial determinar la calidad
bacteriol6gica del agua de consumo humano, regadio y bebida de animales por medio de la
presencia de microorganismos indicadores; coliformes totales, coliformes termotolerantes o
fecales y bacterias heterétrofas en agua potable y agua cruda del Distrito de Majes. Para la
Metodologia aplicada (Recuento en superficie) se realizaron tres muestreos con tres
repeticiones por cada punto de muestreo tanto en la zona urbana como en la zona rural, con
una frecuencia de 15 dias con un total de 135 muestras. Obteniendo como valor minimo 0.33
UFC/100mL y como valor maximo 0.67 UFC/100mL, no superando en ninglin punto el
LMP. También se determind el nimero més probable (NMP) de bacterias coliformes totales
y fecales, demostrando diferencias altamente significativas (P<0.01) para las tres
evaluaciones realizadas; teniendo como valor minimo para coliformes totales y fecales 0
NMP/100mL en los puntos CPE, MPE y DPE y como valor maximo 2200 NMP/100mL para
el punto PPA (1ra evaluacién), 3800 NMP/100mL punto CMA y 3233.33 NMP/100mL
punto PPA (2da evaluacion) y 4200 NMP/100mLpunto PPA (3ra evaluaciéon). Como
Resultados se lograron identificar 7 especies de enterobacterias en los diferentes puntos de
muestreo de agua sin tratar, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
agglomerans, Proteus mirabilis, Proteus Vulgaris, Citrobacter diversus y Citrobacter
freundii de esta manera se logra corroborar nuevamente la necesidad del analisis del agua de

utilidad en procesos diversos y mayor aun industriales®”.

2.2.  Antecedentes nacionales

a) Autor: CLAUDIO MAGALLANES, CESAR CORDOVA Y RITA OROZCO
Titulo: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE
MACROALGAS MARINAS DE LA COSTA CENTRAL DEL PERU, LIMA 2017”
Resumen: La investigacion plantea como objetivo primordial la obtencion de los extractos
etanoicos de macroalgas marinas de 12 especies, los extractos se obtuvieron bajo un
protocolo de Vlachos. La investigacion obtuvo como conclusion que algunas de las especies
marinas presentan efecto bactericida sobre cepas de Staphylococcus, Enterococcus,

Pseudomonas, Escherichia, Salmonella, Aeromonas y Vibrio, siendo el extracto etanoico B.
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plumosa quien present6 el mayor efecto antibacteriano contra las dos cepas de S. aureus
expuesta, manifestandose este resultado en el mayor tamafio de sus halos de inhibicion,
mientras que el extracto de P. fascia mostré mayor espectro antibacteriano, inhibiendo a las
3 cepas mencionadas, con lo expuesto se comprueba y apoya la teoria de que existen algas
estudiadas con efecto antibacteriano y cuya extraccién han sido derivadas a través de

extracciones etanoicas®®.

b) Autor: CAVERO MENDOZA, ANGELES GAMERO

Titulo: “EVALUACION IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DE LOS
EXTRACTOS METANOLICOS DE LAS ALGAS MARINAS SOBRE CEPAS DE
STREPTOCOCCUS MUTANS, LIMA 2018~

Resumen: El Objetivo principal de la presente investigacion fue evaluar in vitro el efecto
antibacteriano de cuatro extractos metanoicos de Macrocystis pyrifera, Lessonia trabeculata,
Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi sobre Streptococcus mutans. La
investigacion fue de tipo experimental, por cada extracto se realizaron 6 pruebas. Para
analizar el efecto antibacteriano de los cuatro extractos se utilizo el Método de difusion en
pozo de Kirby-Bauer asi como la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) las mismas que fueron evaluadas mediante el método de
microdilucion y el efecto citotoxico fue determinado por el método de MTT, como
Resultados se obtuvo mayor efecto antibacteriano de los extractos metandlicos de Lessonia
trabeculata y Macrocystis pyrifera sobre cepas de Streptococcus mutans, mostrando halos
de inhibicion de 18.1 mm + 0.75 mm y 12.25 mm + 0.69 mm respectivamente, con ello se
comprueba que la técnica empleada es eficiente asi como el efecto antibacteriano del extracto

agal ante cepas bacterianas?®.

c) Autor: BENITES GUARDIA, CARMEN ROSARIO

Titulo: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE MACROALGAS ANTARTICAS
(HIMANTOTHALLUS GRAMDIFOLIUS Y DESMARESTIA CONFERVOIDES)
FRENTE A CEPAS DE YERSINIA RUCKERI, AISLADAS DE TRUCHA ARCO IRIS
(ONCORHYNCHUS MYKISS), LIMA, 2019.”

Resumen: El presente estudio tuvo como Objetivo principal el evaluar la actividad
antibacteriana de extractos crudos obtenidos a partir de las macroalgas antarticas
Himantothallus Gramdifolius y Desmarestia confervoides, frente a cepas de Yersinia

ruckeri. Para ello fue necesario realizar un andlisis fitoquimico preliminar de ambas
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macroalgas para determinar la presencia de metabolitos secundarios asociados a la actividad
antibacteriana seguidamente se realizaron extracciones sucesivas biodirigidas. Se aplico la
Metodologia de extraccion asistida por ultrasonido y agitacion en shaker utilizando tres
solventes organicos (diclorometano, acetona y metanol) a razén de 1:3 masa/volumen. La
investigacion logro obtener como Resultados que los extractos metandlicos de las dos
macroalgas si presentan actividad antibacteriana frente a cepas de Y. ruckeri, lo cual estaria
asociado a la presencia de metabolitos secundarios, tales como: Flavonoides, Taninos,
Fenoles y/o lactonas y otros pigmentos, esta Ultima abre el sustento de la investigacion a

desarrollar®.

2.3.  Antecedentes internacionales

a) Autor: NURBY R., GERARDO M., JOSE J., CARLS Y., MARIA Y., MARIA L.,
MARIA G.

Titulo: “ACTIVIDAD ANTIBACTERINA Y ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS DE
ALGAS MARINAS VENEZOLANAS, UNMSM, FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS”

Resumen: La presente investigacion tuvo como Obijetivo principal evaluar las propiedades
y caracteristicas bioactivas antibacterianas y antimicéticas de 33 extractos (etanol,
diclorometano, hexano) obtenidos de 11 especies de algas marinas, Las algas se
transportaron en hielo hasta el laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Investigaciones
de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, donde se
congelaron y almacenaron en un refrigerador hasta su uso. Previo al procesamiento las
muestras fueron descongeladas, y limpiadas manualmente con agua destilada para eliminar
arena, epifitos y fauna que no pudo ser eliminada en el lavado in situ. La actividad antibi6tica
y antimicética de los extractos se evalué mediante la aparicion de halos aplicando la
Metodologia de Kirby Bauer de inhibicidn contra bacterias Gram positivas (Staphylococcus
aureus), Gram negativas (Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli) y el hongo Candida albicans. En los Resultados de la presente investigacion se
determind que de los 33 extractos ensayados solo 17 presentaron actividad antibacteriana (5
con etanol, 6 con diclorometano y 6 con hexano), 14 resultaron activos frente a las especies
Gram (-) y 4 contra la especie Gram (+). Las especies algales que mostraron actividad
antibacteriana fueron: Acanthophora sp., Bryothamnion triquetrum, Gracilaria sp.,

Gelidium sp., Caulerpa mexicana, Caulerpa sp., Caulerpa spp., Halimeda incrassata, Ulva
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sp., Codium decorticatum, Sargassum sp logrando identificar la capacidad de muestras de

algas para el efecto antimicotico y bactericida®..

b)  Autor: GONZALEZ M, GONZALEZ J, ROBLES E, MARTINEZ B, SAINZ M,
TOLOSA J, SALAS A.

Titulo: “CALIDAD BACTERIOLOGICA DEL AGUA UTILIZADA EN CLINICAS
ODONTOLOGICAS”

Resumen: La presente investigacion tuvo como Objetivo principal el analizar la calidad
bacterioldgica del agua de 8 clinicas odontoldgicas de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala, Universidad Nacional Auténoma de Meéxico, determinandose Coliformes fecales y
Coliformes totales, por medio de la Metodologia de filtro de membrana técnica.
Ejecutandose las actividades de 2 a 4 muestreos semanales, en cada clinica se tomaron
muestras de la jeringa triple y el llena vasos de 10 unidades dentales, ademas del suministro
de entrada. Se tomaron 188 muestras, a cada una se le efectuaron 2 determinaciones
(Coliformes totales y Coliformes fecales), haciendo un total de 376 analisis. De las muestras
analizadas Unicamente 8 presentaron contaminacion bacteriana; 7 correspondieron al primer
muestreo realizado en la Clinica de Acatlan después de un periodo vacacional.

Como Resultado se obtiene que la calidad bacteriologica del agua utilizada en las clinicas
odontoldgicas es buena, lo cual es muy importante, pues ésta entra directamente en contacto
con la mucosa de cavidad oral, estructuras dentarias, sangre y saliva del paciente, evitando
procesos infecciosos que podrian poner en riesgo su salud integral. A partir de la presente
investigacion se analiza que la contaminacion fue consecuencia del prolongado
estancamiento del agua lo que demuestra la calidad buena del agua de las instalaciones,
demostrando la importancia del cuidado del agua como medio de transmision bacterioldgica

importante®.

c) Autor: MEJIA CLARA MARIO RENE

Titulo: “ANALISIS DE LA CALIDAD DEL AGUA PARA CONSUMO HUMANO Y
PERCEPCION LOCAL DE LAS TECNOLOGIAS APROPIADAS PARA SU
DESINFECCION A ESCALA DOMICILIARIA, EN LA MICROCUENCA EL LIMON,
SAN JERONIMO, HONDURAS”.

Resumen: El Obijetivo principal de la presente investigacion se orientd en el analisis socio

ambiental de la calidad del agua para consumo humano, y determinar la percepcion local del
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uso de tecnologias apropiadas para desinfeccion de agua para ello se realizaron diferentes
analisis de laboratorio de las principales fuentes de consumo humano mediante parametros
fisicos, quimicos y bacterioldgicos del agua. El estudio tiene alta relevancia y enriquece los
conocimientos de nuestra investigacion por realizarse en una microcuenca area de agua
subterranea que se conecta con una red natural con un caudal continuo o intermitente, la
microcuenca estudiada por Mejia presento una unidad geografica donde habitan familias
dedicadas a la agricultura y ganaderia. La Metodologia se fundamenté en la aplicacion de
analisis cuantitativos con fichas de datos que fueron validadas por la CATIE a partir de
analisis de laboratorio de las principales fuentes de consumo del agua, la metodologia
aplicada fue totalmente participativa, con una organizacion que involucro a la linea de
gerencia, supervisores y trabajadores. Se realiz6 un analisis de riesgo sobre los acueductos
obteniendo como resultado un riesgo medio en todos sus componentes con una clara
deficiencia en el sistema de abastecimiento quien tuvo una relacién alta con los resultados
expuestos a continuacion. Se obtuvo una recopilacion del conocimiento local del uso y
manejo del agua, informacién que llevé al planteamiento de alternativas y acciones
sostenibles para mantener la calidad del agua para consumo dentro de los rangos permitidos
por la Norma Técnica Nacional. Como Resultados se obtuvo que la calidad del agua se ve
perjudicada, por la sedimentacion de particulas, la existencia de la turbidez que demostro la
alta carga microbiologica con coliformes fecales, un alto deterioro de la salud de los
pobladores de la microcuenca, ante el panorama los usuarios muestran poca aceptacion de
la tecnologia de desinfeccion que se viene aplicando lo que provoca riesgos alarmantes y
minimo apoyo para la rehabilitacion de las microcuencas asi como el manejo sostenible de

la subcuenca del Rio Copan®.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA

1. Tipo de investigacion

La presente es una investigacion de campo a su vez presenta experimentos de laboratorio.
2. Nivel de investigacion

La investigacién es Experimental

3. Técnicas e instrumentos

3.1. Técnicas
v' Efecto bactericida

La presente investigacion aplica la técnica de observacion de campo experimental, cuenta
con el método de Kirby Bauer®? para la determinacion del efecto bactericida, el método en
mencion cuenta con un alfa de Cronbach de 0,769 (grado de confiabilidad de consistencia
interna y promedio de correlaciones) exploracion dimanada por Dressendorfer en el afio
2005%,

v’ Efecto conservante

Para la determinacion del efecto conservante se aplico la técnica de observacion de campo
experimental con el Método de recuento y siembra® en superficie el método en mencion
cuenta con un alfa de Cronbach de 0,758, exploracién ejecutada por La Serna S. en el afio
201952,
3.2. Instrumentos

v’ Efecto bactericida

Para la técnica de observacion de campo experimental, aplicado para la determinacion del
efecto bactericida, se cont6 con fichas de registro de datos (Elaborada en forma especifica y
legitima para el presente estudio) (Ver ANEXO N°3).

v Efecto conservante

Para la técnica de observacién de campo experimental, aplicado para la determinacién del
efecto conservante, se contd con fichas de registro de datos y Ficha Escalar con escala de
categorias (Elaboradas en forma especifica y legitima para el presente estudio) (Ver
ANEXO N°3).
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3.3. Materiales y equipos
Cuadro N°01: Materiales y equipos para la Variable N°1
Material / Equipo Marca / Modelo Especificaciones técnicas
1.0 de extracto bioactivo
. . 0.5% de extracto bioactivo
Extracto bioactivo -
0.25% de extracto bioactivo
Suero fisiolégico - )
- Marca: Scout Pro Ohaus Sensibilidad: 0.001g
Balanza analitica
Modelo: SP202
Marca: FANEM Temperatura: 0 — 100°C
Estufa
Modelo: 002CB
Horizontal con reciclador de
Autoclave Marca: Easter Medical agua
Cocina - Eléctrica
Acido sulfdrico + hidréxido
Escala de Mc Farland 0.5 3 de bario
Material: Plastico
Micropipeta - Volumen: 0.001 — 1mL
Material: vidrio
Matraz Erlenmeyer Pyrex Volumen: 250mL
Material: vidrio
Beacker Pyrex Volumen: 250mL
Material: vidrio
Probeta Pyrex Volumen: 500mL
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Material: vidrio
Placas Petri Pyrex diametro: 9.5cm
Material: papel
Discos de difusion - didmetro: 6mm
Material: vidrio
Tubos de Ensayo Pyrex
. Material: metal
Gradilla -
i Material: vidrio
Varilla -
1 Material: Plastico
Pizetas =
Agar Mueller Hinton
Agar en polvo Necesaria DM1173
h Material: vidrio
Asa driglasky -
Bactopeptona
Caldo peptonado -
Papel filtro - )
Parafilm, hisopos, detergente,
Otros

alcohol, Tibets, guantes,
mascarilla, protector facial,

protector de botas, etc.

Fuente: Elaboracion propia - Arequipa (2020).
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Cuadro N°02: Materiales y equipos para la Variable N°2

Material /Equipo Marca / Modelo Especificaciones técnicas

0.5% de extracto

. . 0.3% de extracto
Extracto bioactivo -

0.25% de extracto

Suero fisiolégico -

Balanza analitica Marca: Scout Pro Ohaus Sensibilidad: 0.001g
Modelo: SP202

Contador de colonias Marca: Quebec ]

Marca: FANEM
Temperatura: 0 — 100°C

Estufa
Modelo: 002CB
Horizontal con reciclador de
Autoclave Marca: Easter Medical agua
] Eléctrica
Cocina -
Acido sulfarico + hidréxido de
Escala de Mc Farland 0.5 - bario
Material: Plastico
Micropipeta - Volumen: 0.001 — 1mL
Material: vidrio
Matraz Erlenmeyer Pyrex Volumen: 100mL
Material: vidrio
Beacker Pyrex Volumen: 200mL
Probeta Pyrex Material: vidrio
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Volumen: 100mL

Material: vidrio
Placas Petri Pyrex diametro: 9.5cm

Material: ceramica

Mortero -

Material: vidrio

Tubos de Ensayo Pyrex

. Material: metal
Gradilla =

. Material: vidrio
Varilla -

. Material: Plastico
Pisetas -
Agar EMB 1039.00
Agar en polvo - Agar S.S 1.07667.0500

. Material: vidrio
Asa driglasky -

RQ0191
Caldo peptonado - Q

Papel filtro -
Cooler, hielo, parafilm, hisopos,
Envases de vidrios sellados,
Tibets, guantes, mascarilla,
Otros -

protector facial, protector de

zapatos, etc.

Fuente: Elaboracion propia - Arequipa (2020).

3.4. Analisis u operacionalizacion de variables e indicadores:
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Tabla N°04: Analisis u operacionalizacién de variables e indicadores

Variables Indicadores Subindicadores Resultados | Instrumentos Técnicas Escala Item
Efecto = Sensible . Cepas de Bacterias » Tamafio de | Ficha de | Observacion de | De Razdn 1
Bactericida [ Intermedio 0 | Bi=E. Coli Halo (mm) | Registro  de | Campo
del Alga | Moderadamente | B>=Salmonella spp. Datos experimental —

(Ulva spp.) sensible Método de Kirby
® Resistente . Concentracion de Bauer

Extracto Bioactivo
CEB1=1.0% Extracto Bioactivo
del Alga Ulva spp.
CEB»=0.5% Extracto
Bioactivo del Alga Ulva spp.
CEB3=0.25% Extracto
Bioactivo del Alga Ulva spp.

Efecto = Conservante » Concentracion de  Extracto ®Recuento de | Ficha de | Observacion de | De Razén 2
Conservante =Semi- Bioactivo. Escherichia | Registro  de | Campo

del Alga | Conservante coli. Datos experimental -

(Ulva  spp.) =Nulo Recuento y

31



aplicado
Agua

en

CEB1=0.5% de  Extracto
bioactivo
CEB>=0.3% de  Extracto
bioactivo
CEB3=0.25% de Extracto
bioactivo

» Tiempo de Exposicion a T°amb
del Agua

T1=1dia

To=5 dias

T5=10 dias

Siembra
Superficie

en

= Recuento de

Salmonella
spp.

Ficha de
Registro  de
Datos

Observacion
Campo
experimental
Recuento
Siembra

Superficie

de

y
en

= Color

Ficha Escalar
con escalas de

categoria®%

Observacion

Directa

=QOlor

Ficha Escalar
con escalas de

categoria

Observacion

Directa

= Viscosidad

Ficha Escalar
con escalas de

categoria

Observacion

Directa

32

Fuente: Elaboracion Propia (2020).
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4. Campo de verificacion

4.1.  Ubicacion espacial:

La presente investigacion se desarrollo en la provincia de Camand, del distrito de Cercado y
el Anexo de Uchumallo, del departamento de Arequipa del Peru, contando especificamente
con las instalaciones del fundo privado “Matuare”, lugar donde se desarrollo el muestreo y
andlisis central de la Tesis.

llustracién N°6: Mapa de la provincia de Camana

72°16°37°29

Camana

Fuente: Google Maps (2020).

lustracién N°7: Ubicacién de puntos de muestreo

©

URDB BARRIO
UCHUMAYO

URB GRANDA

UREB VILLA
SALAZAR

Fuente: Google Maps (2020).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @&  DE SANTA MARIA

4.2. Ubicacién temporal
El estudio e investigacion se realizd en forma permanente durante los meses comprendidos
entre mayo y noviembre del 2020 siendo un estudio coyuntural.
4.3.  Unidades de estudio
Los puntos de recepcidn de las muestras de agua se desarrollaron en el fundo privado de la
provincia de Camana. Las muestras de agua fueron tomadas exactamente del dren del fundo
privado “Matuare” a una profundidad promedio de 15cm33%40,
4.4. Muestra
Se contd con muestras aleatorias, con 385 muestras requeridas para la investigacion,
contando con 5 repeticiones por cada tratamiento experimental y 10 repeticiones por cada
tratamiento sensorial.
e Calculo para la determinacion del tamafio de muestra:

o Para determinar el tamafio de muestra se utiliz el muestreo aleatorio simple para

muestras infinitas, segun la siguiente formula:

ZZxp*q
n= 2
e

Donde:

e n =tamafo de la muestra.

p = Probabilidad de que ocurra el evento estudiado

g = (1 — p) = Probabilidad de que no ocurra el evento estudiado

e = Error de estimacién maximo aceptado.

Z (alfa) = valor obtenido mediante niveles de confianza.

Aplicando el Célculo
e n=2385
p =50%
g =50%

e = 0.05 (5% de margen de error)
Z (alfa) = 1,960
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Criterios de Inclusién:

Muestras extraidas a 15cm de profundidad del dren Matuare — fundo privado

o

Criterios de Exclusion:

Muestras extraidas del dren Matuare donde no se emplee el agua con fines de produccion

(©]

e higiene del fundo privado
5. Estrategia de recoleccion de datos

5.1. Organizacion
Para fines de la recoleccion de datos, se requiridé del permiso de la Gerencia del fundo
privado ubicado en la provincia de Camand, asi mismo se realizo las coordinaciones con los

supervisores del Fundo y se solicito el empleo de los laboratorios e instalaciones.

En concordancia con lo solicitado por las partes tanto de la Gerencia del fundo privado como
de los supervisores se programdé un cronograma de fechas y horarios para la intervencion de

las etapas de la investigacion.

Para el desarrollo del experimento N°2 fue necesario contar con especialistas panelistas

quienes fueron capacitados previamente para el desarrollo de las fichas Escalares.

5.2.  Validacion de los instrumentos

Los instrumentos fueron validados mediante un Juicio de Expertos. El equipo de expertos
estuvo conformado por: un investigador (Dra. Lais Reinoso), un doctor en salud publica
(Dra. Maria Elena Torreblanca), y un ingeniero Biotecnologo (Ing. Karen Davila).
Adicionalmente se determiné la consistencia de los instrumentos mediante el coeficiente
Alfa de Cronbach, teniendo como resultado 0,819 para la determinacion del efecto
bactericida y un valor de 0,802 para la determinacion del efecto conservante.

5.3.  Criterios para manejo de resultados

5.3.1. Plan de procesamiento

Las muestras fueron previamente codificadas, los datos fueron registrados en cada una de
las fichas y tabulados para su anélisis estadistico y su posterior interpretacion.

5.3.2. Plan de anélisis

Se aplicd un disefio Experimental, con un disefio estadistico Factorial de Bloques
completamente al azar con 10 panelistas semientrenados (Ver protocolo en ANEXO N°1)
con aplicacion de Analisis de Varianza (ANVA), si existiera una diferencia significativa
entre los tratamientos se aplicé una prueba de comparacion de medias (Tuckey), asi mismo
se aplico un disefio estadistico factorial completamente al azar con arreglos aplicando

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

Anadlisis de Varianza (ANVA) de igual manera si existiera una diferencia significativa entre

los tratamientos se aplico una prueba de comparacion de medias (Tuckey).

5.4. Evaluacion de Materia Prima alga (Ulva spp.)

Fue necesario conocer el estado inicial de la materia prima para ello se estableci6 los analisis
organolépticos, andlisis fisicoquimico y analisis quimico — proximal del alga (Ulva spp.).
Fue necesario de cada extracto del alga Ulva spp. obtenidos bajo el procedimiento de

separacion de los pigmentos del cloroplasto:

a. Meétodo de separacion de los pigmentos del cloroplasto*
Se mezclé 100g de alga Ulva spp. triturada con 80mL de acetona en un embudo de
separacion y se le afiadio 50mL de éter de petrdleo, cuidadosamente se agito por 10 minutos
para su posterior reposo por 15min, se logré observar la separacion de dos capas.
En la capa superior se encontré los pigmentos del alga disueltos en éter de petréleo y en la
capa inferior se hall6 la mezcla con acetona, el procedimiento se efectudé a temperatura
ambiente (20°C).
Se descarto la capa inferior abriendo la llave del embudo y se retuvo solo la porcién superior,
se lavo esta ultima porcion con procesos sucesivos de agua destilada.
Posteriormente se afiadi6 40mL de metanol al 90% provocando dos capas nuevamente, la
capa superior contuvo al éter con la clorofila a y el caroteno. Mientras que la capa inferior
mantuvo a la clorofila b y xantofila disuelta en metanol.
La porcion inferior se transfirid a un embudo de decantacion cuidadosamente, para luego
afiadir 40mL de éter etilico y proseguir con el lavado con agua destilada tres veces
descartando la porcién inferior la misma que contuvo metanol y agua.
La clorofila b y la xantofila se encontraron en un extracto de éter por lo que se dejo reposar
por 15min, finalmente se afiadié 20mL de agua y se observd dos capas, la capa superior
contuvo xantofila y la inferior clorofila b. Seguidamente se determind el contenido de

clorofila b del alga Ulva spp*.

a.1. Método para la determinacion de Clorofila b**4!
Fue importante considerar que la concentracion de clorofila b en una suspension de
cloroplastos o de algas intactas se puede determinar midiendo la densidad dptica en extracto
de metanol, etanol u otros. Se centrifugo 5mL del extracto de clorofila b y se decanto,

posteriormente se realizaron tres lavados con agua destilada y se destilo en el rotavapor hasta
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obtener la clorofila b concentrada y purificada para la generacion de las concentraciones en
agua destilada.

Finalmente se aplico el calculo de Warburg y Machinney

La densidad dptica se determind a 665 nm (DO 665) y a 650 nm (DO 650), que es la

absorcién maxima para la clorofila b:

o Calculos:

0.0338x DO 650 — 0.0125 x DO 665
1

=mg de clorofila b /(mlde extracto)

5.5. Evaluacion de agua del fundo privado

Se desarroll6 analisis microbioldgico de Escherichia coli y Salmonella spp. al agua del fundo
privado, a través del método de recuento y siembra en superficie en medio sélido, por otro
lado se establecio un andlisis organoléptico del agua del fundo privado, evaluando el color,

olor y viscosidad.

a. Método de recuento y siembra en superficie®®
Se dividio en 2 partes:
Enriquecimiento no selectivo en medio liquido (1):
Donde se mezcld 10mL de agua del fundo privado y 90mL SSP (solucion salina peptonada),
se homogenizé la mezcla lentamente.
Enriquecimiento Selectivo en medio solido (11):
Se desarrollé la siembra por superficie. Se prepar6 el medio nutritivo segin la norma técnica
del agar EMB para Escherichia coli y Salmonella Shiguella para Salmonella spp.
Las cantidades en gramos fueron llevadas a dilucion. Seguidamente se traslado la dilucién a
un matraz y se procedio a elevar la temperatura hasta 90°C durante 1min, se tomo en cuenta
la esterilizacion solo para el agar EMB sometiéndolo a 121°C por 45min.
Se prepararon las placas Petri con agar EMB (coloracién rojo claro), agar especifico para
Escherichia Coli y agar Salmonella-Shiguella (coloracion amarilla), agar especifico para
Salmonella spp. Se procedié a extraer 0.1mL de la solucion anterior (1) y por siembra en
extension con una espatula driglasky se incub6 por 48 horas a 37°C.
. Recuento:
Transcurrido el tiempo necesario se analizaron las placas y observaron las colonias

formadas, con el apoyo del contador de colonias.
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Se considerd Salmonella spp. positivo en agua del fundo privado a la coloracion de colonias
rosadas hasta negras con bordes claros.
Mientras que Escherichia coli positivo en agua del fundo privado mostré una coloracion

verde metalico propia de la produccion de cido lactico.
5.6. Experimento N°1

5.6.1. Descripcion

Se desarrollé el Experimento N°1 cumpliendo los parametros del Método de Sensibilidad
antimicrobiana el mismo que estd fundamentado a través de Método de Disco Difusion
instruido por el Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana
del Instituto Nacional de Salud®.

Las cepas donde se aplicaron los extractos fueron una cepa de Escherichia coli y una cepa
de Salmonella spp. el método con el que se trabajo es el meétodo de difusion en discos (Kirby-
Bauer).

Para la aplicacion del método de difusién en discos fue necesario preparar el medio de
cultivo (Agar Mueller Hinton, medio de cultivo enriquecido, orientado esencialmente para
hacer ensayos de sensibilidad).

Posteriormente se aislaron colonias, de Escherichia coli y Salmonella spp. en fase
logaritmica comprobada a través de la escala de Mc Farland (escala que afirma la existencia
de cepas en cantidad de 108 ufc). Se inici6 la siembra hisopando en tres direcciones en el
medio previamente preparado con Agar Mueller Hinton, se rotul6 la placa y dibujé cuatro
secciones donde se colocaron los discos de papel filtro (6mm de didametro), con ayuda de
pinzas esterilizadas se sumergié cada disco en la concentracion de extracto (1%, 0.5%, y
0.25%). El extracto concentrado hallado en el papel filtro generalizé desde el papel al agar
de forma radial su bioactivo. Se incubd dentro de los 15min posteriores a que los discos
fueron aplicados.

La incubacion de las cepas bacterianas se llevo a cabo a 35°C en un rango de tiempo de 18h
(fue necesario controlar la temperatura debido a que temperaturas por debajo disminuyen la
velocidad del crecimiento de la bacteria y la difusion del extracto, teniendo como
consecuencia halos irregulares dificiles de medir).

Finalizado el tiempo fue necesario observar el tamafio de halo en milimetros el mismo que
bordeaba al disco de difusién, con este ultimo se comprobd la sensibilidad bactericida,

interpretandose de acuerdo a tablas®,
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Es necesario recordar que los indicadores se expresan a través de Sensible (S), Intermedio o
Moderadamente Sensible (1) y Resistente (R).

NOTA: Para la descripcion de los antibiogramas aplicados en Enterobactericeae es
necesario Ver ANEXO N°2.

5.6.2. Disefio experimental: Analisis estadistico

Se ejecutd un experimento factorial completamente al azar con arreglo de 2 x 3 aplicando
Analisis de Varianza (ANVA), con aplicacion de una prueba de comparacion de medias
(Tuckey) para la diferencia entre los resultados de cada tratamiento. Se realiz6 andlisis de

factores para la diferencia entre tratamientos B x CEB.

5.6.3. Diagrama experimental

Efecto Bactericida

|
! v v ¥
CEB, CEB, CEB; CEB; CEB;, CEB;

4 Leyenda
= Cepas de Bacterias: B

B:i=E. Coli

B>=Salmonella spp.

= Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB
CEB1=1.0% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.
CEB>=0.5% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.
CEB3=0.25% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.
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5.7. Experimento N°2

5.7.1. Descripcion

El presente experimento N°2 se basa directamente en el efecto conservante al aplicar el alga
Ulva spp. en el agua que se utiliza en el fundo privado de la provincia de Camané. Se
desarroll6 el recuento de Escherichia coli y Salmonella spp. y analisis organoléptico de olor,
color y viscosidad a diferentes dias (1, 5, y 10 dias) con el soporte de panelistas
semientrenados®6466,

Se requirio de muestras de 100mL de agua extraida a 15 cm de profundidad del dren del
fundo privado, las muestras fueron analizadas a temperatura ambiente.

Se aplico los extractos de alga Ulva spp. a las concentraciones suscritas (0.5%, 0.30% y
0.25%) formuladas en agua del fundo privado.

Las formulaciones se llevan a cabo en tubos de ensayo generando la homogeneidad de la
mezcla por 1min.

Posteriormente las muestras fueron selladas y aisladas a una temperatura ambiente para su
posterior andlisis, organoléptico y microbiologico, segun los tiempos respectivos (1, 5y 10
dias).

Es importante expresar que el experimento N°2 requirié de un primer analisis del estado
microbioldgico del agua del fundo privado de la provincia de Camana sin bioactivo,
considerando cada uno de los criterios de inclusion expuestos en el punto 4.4 (Muestras).
El analisis microbiologico desarrollado para el agua del fundo privado sin bioactivo se
sostuvo en el recuento de cepas de Escherichia coli y Salmonella spp. a través del método
de recuento y siembra en superficie en un medio sélido.

Se procedio6 a almacenar 100mL de muestra de agua del fundo privado de la provincia de
Camand a temperatura ambiente del ecosistema de recepcion para representar el
comportamiento natural del habitad.

El almacenamiento se llevd durante diez dias, ejecutando analisis microbioldgico de
Escherichia coli y Salmonella spp al primer, quinto y décimo dia de almacenamiento.

El recuento de Escherichia coli y Salmonella spp. en las muestras de agua del fundo privado
de la provincia de Camana sin bioactivo del alga Ulva spp. desencadena la comparacion con
el efecto conservante por ello su necesidad de aplicacién y reconocimiento del estado inicial
del agua del Fundo.

El Método de analisis que se aplicé para la determinacion de Recuento de microorganismos

tanto para Escherichia coli como Salmonella spp. es el método de Recuento y siembra en
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superficie, cuyo procedimiento se basa en un medio selectivo s6lido® explicado a
continuacion.

a. Método de recuento y siembra en superficie®?
Se fundamento6 también en dos enriquecimientos
Enriquecimiento no selectivo en medio liquido (1I):
Donde se mezcl6 10mL de la muestra de estudio (agua del fundo privado y extracto bioactivo
de alga Ulva spp.) y 90mL SSP (solucion salina peptonada), se homogeniz6 la mezcla
lentamente.
Enriquecimiento Selectivo en medio solido (I1):
Se desarrolld la siembra por superficie. Se preparé el medio nutritivo seguin la norma técnica
del agar EMB para Escherichia coli y Salmonella Shiguella para Salmonella spp.
Las cantidades en gramos fueron llevadas a dilucion. Seguidamente se traslado la dilucién a
un matraz y se procedio a elevar la temperatura hasta 90°C durante 1min, se tomé en cuenta
la esterilizacion solo para el agar EMB sometiéndolo a 121°C por 45min.
Se prepararon las placas Petri con agar EMB (coloracién rojo claro), agar especifico para
Escherichia Coli y agar Salmonella-Shiguella (coloracion amarilla), agar especifico para
Salmonella spp. Se procedio a extraer 0.1mL de la solucion anterior (1) y por siembra en
extension con una espatula driglasky se incubd por 48 horas a 37°C.
. Recuento:
Transcurrido el tiempo necesario se analizaron las placas y observaron las colonias
formadas, con el apoyo del contador de colonias.
Se considero Salmonella spp. positivo a la coloracion de colonias rosadas hasta negras con
bordes claros.
Mientras que Escherichia coli positivo mostré una coloracion verde metélico propia de la
produccion de &cido lactico.

Se consideré como ausencia a las coloraciones fuera de los parametros.

5.7.2. Disefio experimental: Analisis estadistico

El Experimento N°2 requirié de dos procesos estadisticos:

Uno para los datos derivados de la Ficha de registro de datos y el siguiente para la Ficha
escalar con escalas de categorias.

Para los datos derivados de la Ficha de registro de datos se ejecutd un experimento factorial

completamente al azar con arreglo de 3 x 3 aplicando Analisis de Varianza (ANVA), y una
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prueba de comparacion de medias (Tuckey) para la diferencia entre los resultados de cada
tratamiento. Se realizé analisis de factores para la diferencia entre tratamientos CEB x T.
Para los datos obtenidos a partir de la Ficha escalar con escalas de categorias, se ejecutd un
disefio estadistico Factorial de blogues completamente al azar con 10 panelistas semi
entrenados (Ver protocolo de entrenamiento en ANEXO N°1) con aplicacion de Analisis de
Varianza (ANVA) y una prueba de comparacion de medias (Tuckey) para la diferencia entre
los resultados de cada tratamiento.

Se realizo anélisis de factores para la diferencia entre tratamientos CEB x T.

5.7.3. Diagrama experimental

Efecto Conservante en agua del fundo

p— CEB; CEB;
{ v v v A4 v v i v
T T, Ts T T, Ts T, T, T,
v Leyenda

= Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB
CEB1=0.5% de Extracto bioactivo
CEB>=0.3% de Extracto bioactivo
CEB3=0.25% de Extracto bioactivo

= Tiempo de Exposicion a T°’amb del agua
T1=1dia
T,=5 dias
T3=10 dias
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CAPITULO IlI1.- RESULTADOS Y DISCUSION

1. Resultados

1.1.  Evaluacion de materia prima: Alga (Ulva spp.)

Para la evaluacion de la materia prima del agua Ulva spp. se realiz6 un analisis organoléptico
de color, olor, sabor y textura al alga Ulva spp. extraida de las playas los Pinglinos y playa
Hermosa del distrito de Marcona provincia Ica, los resultados se pueden observar en el
Cuadro N°03. Seguidamente se realiz6 un andlisis fisicoquimico al extracto del alga Ulva
spp. demostrado en el Cuadro N°04 comprobando su optimo estado con el valor de acidez
por debajo de 0.01%, asi como una cantidad interesante de solidos disueltos que se contrasta

con el analisis quimico proximal evidenciado en el Cuadro N°05.

El valor de clorofila b expuesto en el Cuadro N°05 evidencia un contenido sobresaliente de
53.31mg en 100mL de extracto de alga Ulva spp. a diferencia del alga de la spirulina®’ con
1.15mg en 100mL lo que motiva a su aplicacion en la determinacién del efecto bactericida.

1.1.1. Analisis organoléptico del alga (Ulva spp.)

Cuadro N°03: Resultados del analisis organoléptico del alga (Ulva spp.)

Caracteristicas Descripcion
Color Verde Claro
Olor Caracteristico a Alga
Sabor Neutro
Textura Lisa con bordes rizoides

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

1.1.2. Andlisis fisicoquimico del alga (Ulva spp.)

Cuadro N°04: Resultados del analisis fisicoquimico del alga (Ulva spp.)

Caracteristicas Magnitud
°Brix 2.96
%Acidez <0.01
pH 7.04
Densidad 1.0191g/mL

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).
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Cuadro N°05: Resultados del analisis quimico proximal del alga (Ulva spp.)

Componente Descripcion Resultado (%)
Proteina (%) Método Kjeldahl, A.0.A.C Official 2.37%
Methods of Analysis 13 th Edition,
1984
Grasa (%) Adaptado del Metodo gravimétrico 3.49%
NTP 209.263.2001
Humedad (%) Official Methods of Analysis. 1990. 88.69%
Association of Official Analytical
Chemists. 15th ed. Vol. Il. Method
925.45D. USA p. 1010 - 1011
Ceniza (%) Método Gravimétrico adaptado de NTP 3.05%
209.263.2001
Fibra Cruda (%) Adaptado de NTP 205.003.1980 0.93%
Hidrato de Carbono Por célculo de diferencia 1.47%
Clorofilab Método de Machinney 0.05331mg/mL de
extracto*

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

1.2.  Evaluacion de agua del fundo privado

Se determind el estado microbioldgico del agua utilizada en el Fundo Matuare evidenciado

en la Tabla N°05, para ello se establecio el recuento de Escherichia coli y Salmonella spp.

con cinco repeticiones en cada uno de los casos.

1.2.1. Anélisis microbioldgico del agua utilizada en el fundo privado

Tabla N°05:Resultados del analisis microbiologico del agua utilizada en el fundo privado
(Método de recuento y siembra en superficie)

Microorganismos

Recuento (ufc/g)

Escherichia coli

1 x 103 ufc/g

1 x 103 ufc/g

1 x 102 ufc/g

1 x 103 ufc/g

1 x 108 ufc/g

X 1 x 108 ufc/g

Salmonella spp.

2 x 10* ufc/g

2 x 10* ufc/g

2 x 10t ufc/g
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2 x 10t ufc/g
2 x 10* ufc/g
X 2 x 10t ufc/g

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

Nota: El método aplicado es el Método de Recuento y Siembra en Superficie, los resultados

son derivados del analisis microbioldgico en el dia O (sin almacenamiento).

1.2.2. Anaélisis organoléptico del agua utilizada en el fundo privado

Cuadro N°06: Resultados del analisis organoléptico del agua utilizada en el fundo privado

Caracteristicas Descripcion
Color Turbio, con destellos marrones
Olor Caracteristico a tierra himeda
Viscosidad Aceptable

Fuente: Elaboracién Propia — Arequipa (2020).

Nota: Se establecio un andlisis sensorial para control de calidad, con método escalar con

escalas de categoria®®

1.2.3. Interpretacion de los resultados

El anéalisis microbioldgico expuesto en la Tabla N°05, para muestras de agua del fundo
privado de la provincia de Camana demuestra claramente la existencia de Escherichia coli
y Salmonella spp. sobrepasando los estandares nacionales de calidad ambiental para agua
descritos en la categoria 3 y categoria 1 del DS.N°002-2008-MINAM, DS.N°015-2015-
MINAM y DS.N°004-2017-MINAM, por lo que sus caracteristicas iniciales no retnen las
condiciones para ser destinadas al consumo humano sin desinfeccion, (punto Al, de la
subcategoria A — Categoria 1 del DS.N°004-2017-MINAM), por otro lado el agua no reune
las caracteristicas para ser destinada al riego de plantas, frecuentemente de porte herbaceo
(Subcategoria D1-Categoria 3 del DS.N°004-2017-MINAM). El analisis Organoléptico
expuesto en el Cuadro N°06 evidencia caracteristicas de color propias de agua contaminada,
la turbidez y los destellos marrones hallados en la coloracion del agua fundamentan la
reaccion de la bacteria Gram negativa para la generacion de energia quimica a través de la
obtencion de ATP®, FADH, y NADH?*® las dos moléculas ultimas con caracteristicas

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@&  DE SANTA MARIA

esenciales en la supervivencia de la célula bacteriana, por lo que se comprueba la existencia

de cepas de Escherichia coli y Salmonella spp.

1.3. Experimento N°01: Efecto bactericida del alga (Ulva spp.)
1.3.1. Resultados y analisis de resultados
Se determiné la concentracion optima de extracto del alga Ulva spp. donde se deriva la

mayor sensibilidad bactericida sobre cepas de Escherichia coli y Salmonella spp.

1.3.1.1. Tamaiio de halo (mm)

Cuadro N°07: Resultados del efecto bactericida del alga (Ulva spp.)
(Método de difusion en discos)

Efecto Bactericida del Alga (Ulva spp.)
Prueba Rep. B1 = Escherichia coli B2= salmonella spp.
CEB:1 | CEB2 | CEBs | CEB:1 | CEB2 | CEBs
16.5 15.9 15.8 154 15.3 15.2
16.4 15.9 16 15.3 154 15.3
16.5 16 15.9 15.2 15.3 15.1
16.4 15.9 15.9 15.3 15.5 154
16.4 16 15.8 15.4 15.3 15.3
16.44 | 1594 | 1588 | 15.32 | 15.36 | 15.26

Fuente: Elaboracién Propia — Arequipa (2020).

Tamafio de halo (mm)

XA~ wNiEF-

Nota: El método aplicado es el Método de Difusion en Discos.

v Leyenda:

= Cepas de Bacterias: B
B1=E. Coli

B>=Salmonella spp.

= Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB
CEB1=1.0% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.
CEB,=0.5% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.
CEB3=0.25% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.
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Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).
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v ANVA

Tabla N°06: Analisis de varianza para evaluar el efecto bactericida

ANVA GL SC CM Fc Ft (1%)
Microrganismos 1 4.485 4.4853 656.3902 \ 9.33
Concentraciones 2 0.5180 0.2590 37.9024 6.93
B x CEB 2 0.4527 0.2263 33.1220 \ 6.93
Error Exp. 24 0.1640 0.0068

TOTAL 29 5.6200 |

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

GL: Grado de Libertad, SC: Suma de Cuadrados, CM: Cuadrados Medios, Fc: Valor calculado, Ft: VValor de Tablas con un nivel de significancia del 1%

v Anadlisis de factores

Tabla N°07: Andlisis de factores B x CEB

FV GL SC CM FC Ft(1%)
ScBCEB1 1 31360  3.1360 1229.4634 9.33
Sc B CEB: 1 0.8410 0.8410 61.5366 9.33
ScBCEBs 1 0.9610  0.9610 70.3171 9.33
Sc B:CEB 2 0.9453 0.4727 34.5854 6.93
Sc B.CEB 2 00253  0.0127 0.9268 6.93
Error Exp. 12 0.1640 0.0137

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

4 Tuckey

Tabla N°08: Tuckey para concentraciones
-1 = . 15.8800 | - 15.5700 | = 0.3100 > 0.1320
-l = 15.8800 - 15.6500 = 0.2300 > 0.1320
I-1 15.6500 - 15.5700 = 0.0800 < 0.1320

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

I I I
CEB1 CEB2 CEB3
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4 Interpretacion de los resultados

El Anélisis de Varianza (ANVA) expresa resultados estadisticos con diferencia altamente
significativa (Ft al 1%) para los tratamientos con cepas de bacterias (Escherichia coli y
Salmonella spp.) y para las concentraciones (1%, 0.5% al 0.25%), asi como para los
Factores, lo que desencadena un analisis de Tuckey para concentraciones y un analisis de
factores B x CEB.

En el andlisis de factores (B x CEB) se evidencié que existe diferencia altamente
significativa en los resultados de tamafio de halo entre las cepas de bacterias y la
concentracion 1, concentracion 2 y concentracion 3, por lo que al evaluar la sensibilidad de
Escherichia coli a una concentracion de 1%, 0.5% y 0.25% se obtuvo resultados de tamafio
de halo diferente que la cepa de Salmonella spp. los valores de tamafio de halo para la cepa
de Escherichia coli fueron superiores en 1.12mm, ello se fundamenta a través del
intercambio de oxigeno reactivo donde el desequilibrio se desarrolla a mayor velocidad en
la bacteria Gram negativa Escherichia coli que en Salmonella spp. se puede argumentar por
el menor contenido de NADH™ que posee la cepa de Escherichia coli’?, por la menor
longitud de capa externa (50°A) y sobre todo por la capacidad Anti-fagocitica de la bacteria

Salmonella spp. que condiciona al fitol .

El andlisis de factores expresa que no existe diferencia altamente significativa entre los
resultados de tamafio de halo de la cepa de Salmonella spp. expuesta ante las tres
concentraciones, evidenciando que el exponerla a una concentracion de 0.25% de bioactivo

tendré el mismo efecto sensible que el tratamiento a 1% de extracto bioactivo de alga (Ulva
spp.).

El andlisis de Tuckey efectuado para las concentraciones permiten conocer que no existe
diferencia altamente significativa entre los tratamientos con las concentraciones CEB. y
CEBs3. Finalmente, los resultados de tamafio de halo obtenidos a partir de las cepas de
Escherichia coli y Salmonella spp. demostraron alta sensibilidad, todos los valores superaron
los 15mm limite para ser catalogado como sensible?® (Norma Técnica N°30-2002-MINSA,

Ver ANEXO N°2) y aceptar el efecto bactericida del alga (Ulva spp.).
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1.4. Experimento N°02: Efecto conservante del alga (Ulva spp.) aplicado en agua

1.4.1. Resultados y analisis de resultados
Se determino el efecto conservante del Alga Ulva spp. aplicado en Agua utilizada en el fundo
privado. Se determind la concentracion optima del extracto bioactivo para conservar las

caracteristicas microbiol6gicas y organolépticas.

v Recuento de Escherichia coli
v Recuento de Salmonella spp.
v" Olor

v Color
v

Viscosidad

Tabla N°09: Resultados del anlisis microbiologico del agua utilizada en el fundo privado
(Método de recuento y siembra en superficie) — sin extracto bioactivo

Microorganismos Recuento (ufc/g) Recuento (ufc/g) Recuento (ufc/g)
1 dia 5 dia 10 dia
Escherichia coli 1 x 106 ufc/g 1 x 107 ufc/g 1 x 10% ufc/g
1 x 10° ufc/g 1 x 107 ufc/g 1 x 10% ufc/g
1 x 10° ufc/g 1 x 107 ufc/g 1 x 10% ufc/g
1 x 10° ufc/g 1 x 107 ufc/g 1 x 10% ufc/g
1 x 10° ufc/g 1 x 107 ufc/g 1 x 10% ufc/g
X 1x10°ufc/lg x| 1x107ufc/g | x @ 1x10%° ufc/g
Salmonella spp. 1x 102 ufc/g 1x 10* ufc/g 1x 107 ufc/g
1x 10% ufc/g 1x 10* ufc/g 1x 107 ufc/g
1x 102 ufc/g 1x 10* ufc/g 1x 107 ufc/g
1x 10? ufc/g 1x 10* ufc/g 1x 107 ufc/g
1x 10! ufc/g 1x 10* ufc/g 1x 107 ufc/g
X 1x 10%ufc/g | x | 1x10%ufcly | x 1x 10" ufc/g

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

Nota: El método aplicado es el Método de Recuento y Siembra en Superficie, los

resultados son derivados del analisis microbioldgico a temperatura ambiente.
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1.4.1.1. Recuento de Escherichia coli

Cuadro N°08: Resultado del recuento de Escherichia coli para el efecto conservante (Ulva
spp.) aplicado en agua del fundo privado

Efecto Conservante del Alga (Ulva spp.) aplicado en Agua del fundo
Evaluacion | Rep. privado

CEB: CEB:2 CEBs3
T LE T3 T1 LE T3 T1 T2 T3

Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia

Recuento de
Escherichia Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
coli Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia

Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia

Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

Ol WN -

Nota: EI método aplicado para los resultados mostrados en el Cuadro N°08 fue el Método

de Siembra y Recuento en superficie en un medio sélido.

v Leyenda:
= Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB

CEB1=0.5% de Extracto bioactivo
CEB>=0.3% de Extracto bioactivo
CEB3=0.25% de Extracto bioactivo

= Tiempo de Exposicion a T°amb del agua
Ti=1dia
T»=5 dias
T3=10 dias

4 Interpretacion de los resultados

Los resultados expuestos en la Cuadro N°08 evidencia el efecto conservante al tratar el agua,
del fundo privado de la provincia de Camana, con el extracto bioactivo de alga Ulva spp. a
tres concentraciones (0.5%, 0.3% y 0.25%), el efecto conservante se evidencia en los tres
dias, teniendo como resultado ausencia para el primer dia, quinto dia, y décimo dia. Si
analizamos lo expuesto en el Tabla N°09, donde se realizé el analisis microbiologico del
agua del fundo privado en los tres dias sin extracto bioactivo, se precisa que el agua del
fundo privado cuenta con cepas de Escherichia coli desarrollandose en fase logaritmica
desde 1 x 10° a 1 x 10 los valores no cumplen con los estandares’ ™ nacionales de calidad
ambiental para el agua expuesto en el D.S N°002-2008-MINAM, D.S N°015-2015-MINAM
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y D.S N°004-2017-MINAM para aguas de categoria 1 y categoria 3, por lo que continuar
con el panorama existente seguird provocando infecciones y alteraciones a la salud de los
trabajadores del fundo privado asi como baja produccién. Finalmente se demuestra el efecto
conservante de las tres concentraciones de extracto bioactivo de alga Ulva spp. ante cepa de
Escherichia coli, sustentado por la accion del fitol quien induce el estrés oxidativo en la

bacteria Gram negativa.

1.4.1.2. Recuento de Salmonella spp.

Cuadro N°09: Resultado del recuento de Salmonella spp. para el efecto conservante (Ulva
spp.) aplicado en agua del fundo privado

Efecto Conservante del Alga (Ulva spp.) aplicado en Agua del fundo
Evaluacion | Rep. privado

CEB: CEB: CEBs
T1 LE T3 T1 LE T3 T1 T2 T3

Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia

Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia

Recuento de 1
Salmonella 2 Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
Spp. 3 Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
4
5

Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

Nota: El método aplicado para los resultados mostrados en el Cuadro N°09 fue el Método

de Siembra y Recuento en superficie.

v Leyenda:
= Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB

CEB;1=0.5% de Extracto bioactivo
CEB»=0.3% de Extracto bioactivo
CEB3=0.25% de Extracto bioactivo

= Tiempo de Exposicion a T°’amb del agua
Ti1=1dia
T,=5 dias
T5=10 dias
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4 Interpretacion de los resultados

Los resultados expuestos en la Cuadro N°09 representan la ausencia de Salmonella spp. en
las muestras de agua del fundo privado almacenadas a temperatura ambiente y evaluadas en
los tres tiempos, el efecto conservante se evidencia en los tres dias, teniendo como resultado

ausencia para el primer dia, quinto dia, y décimo dia.

Si analizamos lo expuesto en el Tabla N°09, donde se realiz6 el analisis microbioldgico del
agua del fundo privado en los tres dias sin extracto bioactivo, se precisa que el agua del
fundo privado cuenta con cepas de Salmonella spp. desarrollandose en fase logaritmica
desde 1 x 102a 1 x 10" los valores al igual que las cepas de Escherichia coli no cumplen con
los estandares nacionales de calidad ambiental para el agua expuesto en el D.S N°002-2008-
MINAM, D.S N°015-2015-MINAM y D.S N°004-2017-MINAM para aguas de categoria 1
y categoria 3, lo que induce a una intervencion donde la alternativa podria recaer en el

extracto bioactivo del alga Ulva spp.

Las cepas de Salmonella spp. se encuentran a gran escala en las aguas con amplio contenido
de oxigeno, lo que induce a agua contaminada por heces fecales’®, continuar con el panorama
existente seguira provocando infecciones y alteraciones a la salud de los trabajadores del
fundo privado asi como baja produccion por relacion directa de degradacion vegetativa a

través de la presencia de Tyson®°.

Finalmente se demuestra el efecto conservante de las tres concentraciones de extracto
bioactivo de alga Ulva spp. ante cepa de Salmonella spp., sustentado por la accién del fitol

quien induce el estrés oxidativo en la bacteria aerobia mesofila Gram negativa.

1.4.1.3. Olor

Cuadro N°10: Resultado del efecto conservante aplicado en agua del fundo privado - Olor

Efecto Conservante del Alga (Ulva spp.) aplicado en Agua
Evaluacion Rep. del fundo privado
CEB: CEB:2 CEBs3

T1 T2 T3 T1 T2 Ts | T1 | T2 T3

Olor 1 4 5 2 4 5 5 5 4 5

2 4 4 3 4 5 5 5 5 4

3 B 4 3 4 4 4 5 4 4

4 4 3 3 5 4 5 5 5 4

5 5 4 2 5 4 5 5 4 5

6 4 4 3 4 4 5 5 4 4
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7 3 4 3 [ 4] 4 [3]4]5] 4
8 4 4 2 5 4 4 5 4 4
9 4 4 2 5 5 5 4 4 5
10 | 4 4 3 a5 [a]4a]4a] 4
X 4.1 4 2.6 4.4 4.4 45 | 47 | 4.3 4.3

Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).

Nota: Los resultados derivaron del analisis exhaustivo de Panelistas semi - entrenados (Ver
ANEXO N°1)

Cartilla N°01: Caracteristicas para evaluar el olor — Efecto conservante

CRITERIO PUNTUACION
Muy agradable 5
Agradable 4
Aceptable 3
Regular 2
Desagradable 1

Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).

v Leyenda:
= Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB

CEB1=0.5% de Extracto bioactivo
CEB>»=0.3% de Extracto bioactivo
CEB3=0.25% de Extracto bioactivo

= Tiempo de Exposicion a T°’amb del agua
T1=1dia
T»=5 dias
T5=10 dias
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Grafica N°02: Resultados de analisis organoléptico - Olor

5 55555

(%]
w
P
o
o]
<<
o
.
=
<
o

T1=1DIA T2=5 DIAS T3=10 DIAS T1=1 DIA T2=5 DIAS T3=10 DIAS T1=1 DIA T2=5 DIAS T3=10 DIAS

CEB1 (0.5%) CEB2 (0.3%) CEB3 (0.25%)

Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).

Nota: Los Resultados representados en la Grafica se evidencian a partir de las calificaciones ejecutadas por los panelistas (Ver ANEXO N°8).
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Tabla N°10: Anélisis de varianza para evaluar el efecto conservante - Olor

ANVA GL SC CM Fc Ft (1%0)
Concentraciones 2 15.0222 | 7.5111  26.7429 4,912
Tiempos 2 5.7556 2.8778 10.2462 4912
CEBXT 4 9.4444 23611  8.4066 3.592
Bloques 9 2.6778 0.2975 1.0593 2.664
Error Exp. 72 20.2222  0.2809
TOTAL 89 53.1222
Fuente: Elaboracién Propia — Arequipa (2020).
4 Analisis de factores
Tabla N°11: Andlisis de factores CEB x T
FV GL SC CM FC Ft(1%)
Sc T CEB: 2 835.0000 417.5000  1486.4835 4.912
SCcTCEB. = 2 1085.5556 542.7778  1932.5275 4912
Sc T CEBs3 | 2 1147.2222 573.6111 2042.3077 4912
Sc T1:CEB .y 2 6.0000 3.0000 - 10.6813 4912
ScT.CEB 7\ 2 28889 14444 51429 4912
Sc TsCEB 2 72.6667 36.3333 129.3626 4912
Error Exp. 72 20.2222 0.2809
Fuente: Elaboracién Propia — Arequipa (2020).
4 Tuckey
Tabla N°12: Tuckey para concentracion
-1 4.4333 - 3.5667 | = . 0.86667 > 0.4126 |
Hi-11 4.4333 - 4.4333 = 0.00000 < 0.4126
-1 4.4333 - 3.5667 = 0.86667 > 0.4126
Fuente: Elaboracion Propia — Arequipa (2020).
i I I
CEB2  CEB3  CEBL
Tabla N°13: Tuckey para tiempo
-1 4.4000 - 3.8000 = 0.60000 > 0.4126
Hi-11  4.4000 - 4.2333 = 0.16667 < 0.4126
-1 4.2333 - 3.8000 = 0.43333 > 0.4126

Fuente: Elaboracién Propia — Arequipa (2020).
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v Interpretacion de los resultados

El Andlisis de Varianza (ANVA) observado en la Tabla N°08 para el Efecto Conservante
del Alga Ulva spp. aplicado en agua del fundo privado, demostré que existe diferencia
altamente significativa entre los resultados de las concentraciones (0.5%, 0.3% y 0.25%) y
los tiempos de almacenamiento (1 dia, 5 dia y 10 dia).

El analisis de factores CEB x T demostré que, al primer dia de almacenamiento del agua con
el extracto bioactivo a temperatura ambiente, tuvo aceptacién por parte de los panelistas en
las tres concentraciones. Evidencia que se observa con claridad en la Grafica N°02, en el
caso de la concentracion de 0.5% de extracto bioactivo se precisa que las calificaciones bajan
al dia 5y al dia 10, identificando aroma aceptable y regular respectivamente, ello se justifica
por la presencia de las aminas y acido sulfhidrico quienes desarrollan diferentes procesos de

desodorizacién provocando un aroma rapidamente percibido por los panelistas’”.

Si analizamos la concentracion CEB: (0.3%) y la concentracion CEB3(0.25%) observaremos
que el aroma se mantiene en los tres dias siendo calificadas con puntuaciones de muy

agradable y agradable por los panelistas.

Al desarrollar Tuckey para los tiempos se encuentra que los tiempos T1y T2 (1 y 5 dia) no
presentan diferencias altamente significativas, en este apartado es importante justificar que
el resultado de Tuckey para tiempos es percibido con claridad en el dia 10 en la

concentracion CEB; donde las calificaciones decaen.

El andlisis de Tuckey para concentraciones demostré que los tratamientos CEB. y CEB3 no
presentan diferencias altamente significativas, lo que corrobora lo argumentado en el anlisis
de factores donde se evidenci6 que la concentracion CEB; presento diferencias altamente

significativas en sus tiempos de almacenamiento.

Finalmente, el Analisis de Varianza (ANVA), el andlisis de factores y el Analisis de Tuckey
demostraron que las concentraciones CEB2 y CEB3 no presentan diferencias altamente
significativas y son reconocidas por los panelistas como las concentraciones con aroma muy

agradable para conservar el agua del fundo privado hasta en 10 dias.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE S CATOLICA
TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA
1.4.1.4. Color
Cuadro N°11: Resultado del efecto conservante aplicado en agua del fundo privado -
Color
Efecto Conservante del Alga (Ulva spp.) aplicado en Agua
Evaluacion Rep. del fundo privado
CEB: CEB:2 CEBs3

T1 LE T3 T LE Tz | T1 | T2 T3

Color 1 4 3 2 5 4 5 4 4 4

2 2 3 3 4 5 5 5 5 4

3 3 2 3 4 4 4 5 4 4

4 2 3 3 5 4 5 5 5 4

5 2 2 2 5 4 5 5 4 4

6 3 3 3 5 4 5 5 4 4

7 2 2 3 5 4 3 4 4 4

8 3 2 2 5 4 4 5 4 4

9 3 2 2 5 5 5 4 4 5

10 3 4 3 4 5 4 4 4 4
X 2.7 2.6 26 | 47 | 43 | 45|46 |42 | 27

Fuente: Elaboracién Propia — Arequipa (2020).

Cartilla N°02: Caracteristicas para evaluar el color — Efecto conservante

CRITERIO PUNTUACION
Muy bueno 5
Bueno 4
Aceptable 3
Regular 2
Malo 1

Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).

v Leyenda:
= Concentracién de Extracto Bioactivo: CEB

CEB1=0.5% de Extracto bioactivo
CEB>=0.3% de Extracto bioactivo
CEB3=0.25% de Extracto bioactivo

= Tiempo de Exposicion a T°’amb del agua
Ti1=1dia
T»=5 dias
T3=10 dias
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Grafica N°03: Resultados del andlisis organoléptico - Color
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Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).

Nota: Los Resultados representados en la Grafica se evidencian a partir de las calificaciones ejecutadas por los panelistas (Ver ANEXO N°8).
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Tabla N°14: Andlisis de varianza para evaluar el efecto conservante - Color

ANVA GL SC CM Fc Ft (1%)
Concentraciones 2 63.0222 31.5111 105.0370 4912
Tiempos 2 1.6222 0.8111 2.7037 4,912
CEBxT 4 0.6444 0.1611 0.5370 3.592
Bloques 9 2.9000 0.3222 1.0741 2.664
Error Exp. 72 21.6000 0.3000
TOTAL 89 - 89.7889
Fuente: Elaboracion Propia, Ficha de Datos— Arequipa (2020).
v Tuckey
Tabla N°15: Tuckey para concentraciones

-1 4.5000 - 2.6333 | = 1.86667 > 0.4264
- 4.5000 - - 43000 = 0.20000 < 0.4264
-1 4.3000 - | -~ 26333 | = 1.66667 > 0.4264

|
Fuente: Elaboracion Propia, Ficha de Datos— Arequipa (2020).

1l I I
CEB:2 CEBs CEB:

v Interpretacion de los resultados

El Andlisis de Varianza (ANVA) citado en la Tabla N°14 demuestra claramente que existe
diferencia altamente significativa en cada una de las concentraciones, por otro lado,
argumenta que no existe diferencia altamente significativa entre los tiempos ni entre los

factores, por lo que se procedié a realizar Tuckey para concentraciones (CEB).
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El analisis de Tuckey para concentraciones con un valor de Ft=1% evidencid que no existe
diferencia altamente significativa entre las interacciones de las concentraciones CEB: y
CEBs3, sin embargo, si se encuentra diferencia altamente significativa entre las dos

mencionadas concentraciones con CEB;.

La Gréfica N°03 representa claramente lo expuesto por el analisis de Tuckey donde se
observa que las calificaciones para el efecto conservante del color en los tres dias son

totalmente bajos a diferencia de las concentraciones CEB2 y CEB3 (0.3 y 0.25%).

Los panelistas detectaron coloracion anormal en el primer dia, quinto dia y décimo dia de
tratamiento del agua del fundo privado con extracto bioactivo a una concentracion de 0.5%,
teniendo calificaciones de regular en la mayoria de casos se justifica lo sucedido por la
presencia de clorofila b a una concentracion que es detectable por los panelistas.

El pigmento se acentla a una temperatura mayor a 20°C a medida que pasa el tiempo, a una
concentracion de 0.5% el nivel de absorbancia es de 2.493 a 650nm lo que representa que
entra en la zona potencial del equilibrio quimico’y con ello su facil percepcion del color en
10 dias.

Las concentraciones de 0.3% (CEB>) y 0.25% (CEBy>) tuvieron calificaciones de bueno y
muy bueno hasta el décimo dia lo que justifica el efecto conservante, del color, en cualquiera
de las dos concentraciones de extracto bioactivo de alga Ulva spp. aplicado en agua de fundo

privado.

1.4.1.5. Viscosidad

Cuadro N°12: Resultado del efecto conservante aplicado en agua del fundo privado -

Viscosidad
Efecto Conservante del Alga (Ulva spp.) aplicado en Agua
Evaluacion Rep. del fundo privado
CEB: CEB:2 CEBs3
T1 LE T3 T T Tz | T1 | T2 T3
Viscosidad 1 5 2 3 5 4 2 4 5 4
2 4 2 3 4 4 2 5 5 5
3 B 3 2 5 4 2 5 4 4
4 4 2 2 5 4 2 5 5 4
5 4 2 2 3 3 2 5 5 5
6 4 3 2 4 4 2 5 4 4
7 4 2 3 5 4 3 4 4 4
8 4 3 2 5 4 2 4 4 4
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9 4 2 2 4 4 2 4 | 4 5

4 | 4 5

10 5 2 2 3 4 2
X 4.3 2.3 23 |43 | 39 | 21|45 |44 | 44

Fuente: Elaboracién Propia — Arequipa (2020).

Nota: Los resultados derivaron del analisis exhaustivo de Panelistas semi - entrenados (Ver
ANEXO N°1).

Cartilla N°03: Caracteristicas para evaluar la viscosidad — Efecto conservante

CRITERIO PUNTUACION
Muy buena 5
Bueno 4
Aceptable 3
Regular 2
Malo 1

Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).

v Leyenda:
= Concentracién de Extracto Bioactivo: CEB

CEB;1=0.5% de Extracto bioactivo
CEB»=0.3% de Extracto bioactivo
CEB3=0.25% de Extracto bioactivo

= Tiempo de Exposicion a T°amb del agua
T1=1dia
T,=5 dias
T5=10 dias
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Grafica N°04: Resultados del andlisis organoléptico — Viscosidad
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Fuente: Elaboracion Propia, Ficha de Datos— Arequipa (2020).

Nota: Los Resultados representados en la Grafica se evidencian a partir de las calificaciones ejecutadas por los panelistas (Ver ANEXO N°8).
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Tabla N°16: Analisis de varianza para evaluar el efecto conservante — Viscosidad

ANVA GL SC CM Fc Ft (1%)
Concentraciones 2 33.6889 16.8444 60.9788 4,912
Tiempos 2 31.0889 15.5444 56.2726 4912
CEBxT 4 23.1111 5.7778 20.9162 3.592
Bloques 9 1.6111 0.1790 0.6480 2.664
Error exp. 72 19.8889 0.2762
TOTAL 89 109.3889 )
Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).
v Anélisis de factores
Tabla N°17: Anélisis de factores CEB x T
FV GL SC CM FC Ft(1%)
ScTCEB: 2 733.8889 366.9444 1328.3799 \ 4.912
ScT CEB:2 2 870.3333 435.1667 1575.3520 4.912
ScT CEBs 2 675.0000 337.5000 1221.7877  4.912
Sc T: CEB 2 0.8889 0.4444 1.6089 4.912
Sc T CEB 2 80.2222 40.1111 1452067  4.912
Sc Ts CEB 2 108.2222 54.1111 195.8883 4.912
Error Exper 72 19.8889 0.2762 |
Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).
4 Tuckey
Tabla N°18: Tuckey para concentracion
-1 44333 - 2.9667 | = 1.46667 > 0.4092
-1 44333 - 3.4333 = 1.00000 > 0.4092
-1 3.4333 - - 29667 = 0.46667 > 0.4092
Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).
i I I
CEBs CEB.  CEB:
4 Tuckey
Tabla N°19: Tuckey para tiempos
-1 | 4.3667 - . 2.9333 = 1.43333 > 0.4092
-1 4.3667 - 3.5333 = 0.83333 > 0.4092
-1 3.5333 - 2.9333 = 0.60000 > 0.4092

Fuente: Elaboracion Propia, Arequipa (2020).
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v Interpretacion de los resultados

El Andlisis de Varianza (ANVA) desarrollado para conocer la conservacion de la viscosidad
del agua del fundo privado al ser tratado con extracto bioactivo de Alga Ulva spp. demostrd
que existe diferencia altamente significativa para las concentraciones, para los tiempos y
para los factores, por lo que se procedid a realizar analisis de factores, Analisis de Tuckey

para los dos tratamientos (concentracion y tiempo).

El analisis de Factores (CEB x T) evidencidé que no hay diferencia altamente significativa
entre el primer dia de almacenamiento y las tres concentraciones obteniendo en los tres casos

calificaciones de muy bueno y bueno por parte de los panelistas.

El anélisis de Tuckey para tiempos demostré que los tres tiempos presentan diferencias
altamente significativas contando con una amplitud lograda de 0.4092, lo demostrado por el
analisis de Tuckey se justifica con la Grafica N°04, donde se puede observar que el
tratamiento con 0.5% de extracto bioactivo de alga Ulva spp., el quinto y décimo dia
presentan valores bajos, lo mismo sucede con el tratamiento a una concentracion de 0.3% de
extracto bioactivo de alga Ulva spp. en el décimo dia, se puede justificar lo sucedido a partir
de la existencia de hidrocoloide, polimero que se encuentra en el alga Ulva spp. a una
concentracion de 0.029%°. los panelistas lograron precisar que al tratar el extracto bioactivo
a 0.5% y 0.3% la viscosidad varia calificando como regular, lo interesante se observa al
trabajar con la concentracién CEB3 (0.25%) donde se observd una alta calificacion por parte
de los panelistas en los tres dias, por lo que el contenido de los polimeros del alga no afectd
la caracteristica organoléptica del agua del fundo privado, siendo aceptadas por los panelistas

con calificaciones de Muy buena y Buena.

El anélisis de Tuckey para concentracion justifican lo argumentado anteriormente donde la
concentracion CEB, y CEB; (0.3% y 0.5% de extracto bioactivo de alga Ulva spp.) no
presentan diferencias altamente significativas, ello concluye que los panelistas reconocen
que la concentracion CEB3 termina teniendo la mejor caracteristica organoléptica para la

conservacion de la viscosidad del agua del fundo privado.
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2. Discusion

La Tabla N°05 a través del analisis microbiolégico desarrollado en las muestras de agua del
fundo privado demostré la existencia de cepas de Escherichia coli y Salmonella spp. en
rango de 1 x 10% ufc/g y 2 x 10* ufc/g respectivamente, rebasando los estandares nacionales
de calidad ambiental para agua descritos en la categoria 3 y categoria 1 del DS.N°002-2008-
MINAM, DS.N°015-2015-MINAM y DS.N°004-2017-MINAM, por lo que sus
caracteristicas iniciales no retnen las condiciones para ser destinadas al consumo humano
sin desinfeccion (punto Al, de la subcategoria A — Categoria 1 del DS.N°004-2017-
MINAM), ni relne las caracteristicas suscritas en la categoria 3 para riego de vegetales
(Punto Subcategoria D1: Vegetales de porte herbaceo, pagina 3 del DS.N°004-2017-
MINAM).

El Cuadro N°06 evidencia caracteristicas organolépticas de Color, Olor y Viscosidad de
muestras de agua del fundo privado sin tiempo de almacenamiento ni tratamiento con el
extracto bactericida, evidenciando que las caracteristicas son propias de agua
contaminada’"%° comparadas con los parametros organolépticos suscritos por DIGESA
para agua de categoria 1 y 3. Se evidencia turbidez y destellos marrones hallados en la
coloracién del agua lo que fundamenta la reaccién de la bacteria Gram negativa para la
generacion de energia quimica a través de la obtencion de ATP, FADH, y NADH" las dos
moléculas ultimas con caracteristicas esenciales en la supervivencia de la célula bacteriana
ante ello Marco L. y Azario R’. demostraron en su articulo que la turbidez del agua es un
indicador basico de la calidad de las aguas con alta relevancia en su sanidad, pudiendo ser
indicio de contaminacion ya que refleja sustancias coloidales y orgénicas, a través del
Cuadro N°06 y la Tabla N°05 se logra precisar la alta relacion de la turbidez a partir de los
destellos marrones con la presencia de bacterias Gram negativas como Escherichia coli y

Salmonella spp. en el agua del fundo privado de la provincia de Camana.

El Cuadro N°07 y la Grafica N°01 demostraron que las cepas de Escherichia coli y
Salmonella spp. presentan un grado de sensibilidad elevado al ser tratadas con las
concentraciones de 1%, 0.5% y 0.25% de extracto bioactivo de alga Ulva spp. Los resultados
concuerdan con lo sustentado por Quijano Sheggia®! en su articulo relacionado a la actividad
antibiotica de extractos de Actinoptychus octonarius alga extraida de la laguna de Colima,
Quijamo aplic6 el método de Kirby Bauer obteniendo sensibilidad en Staphylococcus aureus
con un tamafio de halo de 9mm y tamafio de halo de inhibicion de 19mm para Vibrio
vulnificus ambos extractos sometidos a propanol. Los resultados obtenidos en el Cuadro
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N°07 representan la alta sensibilidad que las bacterias Gram negativas Escherichia coli y
Salmonella spp. mantienen argumentado por el efecto del fitol diterpeno hallado en la
clorofila b, tal y como lo sostiene Jaramillo® en su investigacion donde expone que los
compuestos fendlicos presentan actividades antisépticas, bactericidas y fungicidas cuya
accion es atribuida a que los fenoles degradan las proteinas de la membrana celular de las
bacterias, provocando la citotoxicidad. Jaramillo cita al fitol como un terpenoide que forma
parte primordial en los extractos de las algas derivado de un medio alcohdlico, y atribuye el
efecto antiséptico, bactericida y fungicida al alcohol diterpenico aciclico, el fitol. Lex
Engel® por otro lado concluye que las algas son especies maravillosas con una cantidad de
clorofila b por excelencia que las caracteriza del reino plantae, expone como la clorofila b
se respalda en la membrana del tilacoide la misma que a su vez se encuentra en el estoma
del cloroplasto del alga, Lex Engel realiz6 estudios donde hallo que el fitol es el diterpeno
que valoriza al alga por su accion para agotar el NADH provocando el estrés oxidativo. Se
reconoce que los tamafios de halo, resultado de la exposicion de Salmonella spp. ante el
bioactivo, son menores en 1.12mm a diferencia de Escherichia coli, se fundamenta lo citado
por la capacidad Anti-fagocitica™ de la bacteria Salmonella spp., el tamafio de su capa
externa celular y mayor contenido del NADH™ argumentado por Magallanes en su
investigacion a extractos etanoicos, sin embargo, los resultados no evaden la condicion de

sensible para ambas bacterias.

En las Tablas N°06, N°07 y N°08 al comparar las tres concentraciones validadas por el
Analisis de Varianza, analisis de factores y Tuckey se reconoce que las tres concentraciones
no presentan diferencias altamente significativas para el efecto bactericida, dicho resultado
se fundamenta por la capacidad de la clorofila b a traves del fitol para producir estrés
oxidativo a través del aumento del oxigeno reactivo® (ROS) y la disminucion de NADH
bacteriano (antioxidante) argumento que es sustentado por Nurby R. durante su
investigacion para la actividad antibacteriana en algas marinas. Finalmente, los resultados
de sensibilidad expuestos en el Cuadro N°07 demuestran la sensibilidad de las bacterias
(Escherichia coli y Salmonella spp.) ante el alga Ulva spp., analizando las tres
concentraciones se considera trabajar con la concentracion de 0.5% y 0.25% en la evaluacion

de conservacion.

En los Cuadros N°08 y N°09 se precisa los resultados de recuento de Escherichia coli y
Salmonella spp. para muestras de agua tratada con extracto bioactivo donde se demostro que
durante los 10 dias se mantiene la ausencia de las dos cepas bacterianas (Escherichia coli y
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Salmonella spp.) evidenciando que las concentraciones de 0.5%, 0.3% y 0.25% cumplen con

el efecto bactericida y conservan el agua del fundo privado.

Los Cuadros N°10, N°11 y N°12 demuestran la conservacion de las caracteristicas
organolépticas del agua del fundo privado encontrando que la concentracion de 0.25% de
extracto bioactivo mantiene las caracteristicas de Olor, Color y Viscosidad en un rango
Optimo para la calidad del agua en un tiempo de 10 dias, logrando alcanzar resultados de
Muy agradable y Bueno descrito por los panelistas y permitiendo satisfacer los parametros

organolépticos suscritos por DIGESA para agua de categoria 1y 3.

El Cuadro N°10 demuestra a través del analisis de Olor, para la conservacion, que las
concentraciones CEB, y CEB3 no presentan diferencias altamente significativas contando
con calificaciones elevadas por parte de los panelistas, la concentracion CEB; en el tiempo
de 10 dias tuvo calificaciones minimas por la presencia de aminas y acido sulfhidrico quienes
desarrollaron diferentes procesos de desodorizacién en la muestra provocando que los
panelistas encuentren diferencia con los parametros organolépticos suscritos por DIGESA
para agua de categoria 1y 3.

El Cuadro N°11 evidencia a través del analisis de Color, para la conservacion, que la
concentracion CEB1 no presenta calificaciones optimas en los tres tiempos (1 dia, 5 dia, 10
dia) de almacenamiento, para las muestras de agua tratadas con extracto bioactivo de alga
Ulva spp. lo observado se justifica por la presencia de clorofila b a una concentracion que es
detectable por los panelistas (0.5%). Zaehringer Davis®® argumenté en el 2018 que el
pigmento se acentla a una temperatura mayor a 20°C a medida que pasa el tiempo, la
informacion se corrobord con los resultados expuestos en el Cuadro N°11 a una
concentracion de 0.5% de extracto bioactivo donde a medida que transcurre el tiempo de

almacenamiento la coloracion se intensifico.

El Cuadro N°12 demuestra a través del andlisis de Viscosidad, que las concentraciones
CEB:1 y CEB2 no mantuvieron las caracteristicas de Viscosidad optima en los tres tiempos
de evaluacion justificado por la presencia del hidrocoloide (polimero del alga Ulva spp.) a
las concentraciones de 0.5% y 0.3%, a partir del andlisis de Viscosidad se determina que la
concentracion CEB3 (0.25% de extracto bioactivo del alga Ulva spp.) permite mantener las
caracteristicas Organolépticas de Olor, Color y Viscosidad en un nivel 6ptimo con
calificaciones por parte de los panelistas de Muy agradable y Agradable, desencadenando el

Efecto conservante del alga Ulva spp. a dicha concentracion.
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CONCLUSIONES
Primera. Se determind el estado microbiol6gico del agua utilizada en el fundo privado de
la provincia de Camana, evidenciando la existencia de cepas de Escherichia coli
y Salmonella spp. en rango de 1 x 10% ufc/g y 2 x 10! ufc/g respectivamente,
rebasando los estandares nacionales de calidad ambiental para agua descritos
para la Categoria 3 y Categoria 1 como fuentes de agua para riego de vegetales
y destinadas al consumo humano.

Segunda. Se determino el efecto bactericida del Alga Ulva spp. sobre cepas de Escherichia
coli y Salmonella spp. encontrando que las tres concentraciones (1%, 0.5% y
0.25% de extracto bioactivo de Alga Ulva spp.) alcanzan la sensibilidad de las
bacterias con tamafios de halo promedio de 16.44mm y 15.32mm para

Escherichia coli y Salmonella spp. respectivamente.

Tercera. Se determind el efecto conservante del Alga Ulva spp. aplicado en agua utilizada
en el fundo privado de la provincia de Camané evidenciando resultados de
ausencia de recuento de cepas de Escherichia coli y Salmonella spp. hasta en un
tiempo de 10 dias para las tres concentraciones (0.5%, 0.3% y 0.25% de extracto
bioactivo de alga Ulva spp.), por su parte se determina la concentracion optima
para el efecto conservante de las caracteristicas organolépticas del agua del
fundo privado, siendo la concentracion de 0.25% de extracto bioactivo del Alga
Ulva spp., quien logro las maximas calificaciones de los panelistas para la

caracteristica de Olor, Color y Viscosidad optima del agua del fundo privado.

Cuarta.  Se determin0 que la concentracion de 0.25% de extracto bioactivo de alga Ulva
spp. cuenta con sensibilidad bactericida y el mejor efecto conservante frente a
cepas de Escherichia coli y Salmonella spp. aceptando la eficacia del efecto
bactericida y conservante del Alga Ulva spp. frente a cepas de Escherichia coli
y Salmonella spp. manteniendo las caracteristicas microbioldgicas y
organolépticas en un estdndar optimo, con ello se logra disminuir la tasa de
infecciones y patologias derivados por los dos microorganismos Gram negativos
(Escherichia coli y Salmonella spp.), consiguiendo ser una alternativa ambiental
viable para el fundo privado de la provincia de Camana y generando valor

agregado a nuestros recursos vegetales marinos.
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RECOMENDACIONES
Primera. Es importante considerar la sefializacion de la zona al momento del monitoreo
de muestra en un dren o fosas subterraneas, ello permitira que la toma de muestra
se ejecute sin intervenciones secundarias que podrian causar riesgos a los

trabajadores y al investigador.

Segunda. Se recomienda un analisis previo de la materia prima, el alga Ulva spp.,
considerar la estructura morfoldgica libre de deterioro, el analisis organoléptico
del talo permitira garantizar el estado correcto del alga, es importante observar
la zona de adhesion del alga con coloracion verdosa lo que permitira tener la
seguridad de su estado de reproduccion, las superficies de las hojas uniformes y
la coloracion verdosa clara demuestran la vitalidad del talo, por otro lado el
tamafio del talo alrededor de 30cm manifiesta un estado de maduracion
adecuado. Es sumamente necesario que el alga se encuentre en una maduracion

Optima para prevenir su depredacion y su extraccion en un estadio equivoco.

Tercera. El transporte y almacenamiento del alga antes de la extraccion del bioactivo es
un paso sensible por ello se recomienda controlar la temperatura del medio de
almacenamiento del alga a cada hora, manteniéndola a temperatura de
refrigeracion (4°C), el cooler o fridge donde se transporta el alga debera de
hallarse sin abolladuras y con un cierre compacto que garantice la conservacion

del frio interior.

Cuarta. Para la extraccién del bioactivo fue necesario de un rotavapor, seguidamente se
obtuvo el solvente de arrastre de la clorofila b, se recomienda reutilizar el
solvente residual para nuevos procesos de destilacion de esta manera
aumentamos la eficiencia del extracto y prevenimos dafios al medio ambiente,
lo que aumenta la sostenibilidad de las investigaciones futuras.

Quinta.  Se recomienda continuar con la linea de estudio para ampliar el efecto
bactericida y propalar los efectos a campos de organismos patdégenos como
hongos y virus, considerando que las algas son recursos naturales con elevados
principios activos como diterpenos y fenoles lo que motiva a seguir
investigandola en funcién de generar prevenciéon a la salud desde la intervencion

de recursos naturales marinos.
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Sexta. Durante la percolacién del alga Ulva spp, se obtuvo materia residual en gran
escala, ante ello se recomienda investigar, a través de analisis fisicoquimico,
nutricional y organoléptico, su aporte a la industria alimentaria, farmaceutica, al
medio ambiente y a la salud otorgandole un valor agregado a la extraccién de

algas peruanas y su transformacion en productos de comercializacion.

Séptima. Se recomienda incrementar las investigaciones acerca de los bioactivos que
pueden hallarse en las diversas clases de algas del litoral peruano como
alternativas de solucidn ante la existencia de patologias y su contribucién a un
pais mas sostenible.

Octava. Se recomienda generar proyectos de intervencion tecnolégicos a partir de
productos naturales marinos con orientacion a la resolucion de problemas
existentes en departamentos costeros mejorando la calidad de vida de los

trabajadores a partir de sus propios recursos.

Novena. Se recomienda un exhaustivo control de las aguas de los fundos, considerando
analisis microbiolégicos como prioridad y la concordancia con las normas
sanitarias existentes en nuestro pais, ello basado en que los trabajadores
frecuentan el contacto con los drenes en tiempos de siembra, post-siembra y

cosecha.

Decima. Se recomienda dotar de conocimiento a través de capacitaciones a los
trabajadores en los fundos sobre buenas practicas de los recursos hidricos con
ello se previene infecciones a partir del propio trabajador y fomentar la

preservacion del medio ambiente.

Onceava. Se recomienda el uso del bactericida como medio preventivo del Tyzon y
Pyricularia, por lo que se sugiere el uso del extracto bioactivo al momento del

riego en la maduracion del arroz.

Doceava. Las algas son recursos vegetales marinos minimamente estudiados en el Perd,
por lo que se recomienda un mayor enfoque en su fuente de bioactivos,
moléculas desarrolladas por las propias algas como medio de supervivencia ante
cambios climéticos a lo largo de los afios con efectos inimaginables quienes
podrian ser una fuente de generacion de soluciones en la salud y el medio

ambiente.
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ANEXO N°1:
ANALISIS SENSORIAL
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4 PROTOCOLO DE ENTRENAMIENTO A  PANELISTAS SEMI-
ENTRENADOS®:

o Juez Semi-entrenado: Son conocidos como panelistas de Laboratorio, o personas con

un entrenamiento tedrico similar al de los jueces entrenados que realizan pruebas sensoriales
y que poseen suficiente habilidad, pero que intervienen en pruebas sencillas que no requieren

de una definicion muy precisa de términos®.

o) Formacion de un panel semientrenado: Se debe considerar las siguientes etapas,

reclutamiento, seleccion y entrenamiento basico en el caso de panelistas semientrenados®®,
para desarrollar cada uno de los procesos se considerd la Norma ISO 85:2012, la cual
considera los siguientes puntos:

" Reclutamiento y seleccién: Se agrupd panelistas que ya hayan llevado el curso de

control de calidad y manejo de muestras, por ser un curso que establece analisis sensorial, el
namero que se requirio para el desarrollo de la investigacion fue de 10 panelistas por cada
analisis®. Para el reclutamiento se tomé en cuenta, el grado de interés y motivacion que
presentaba el panelista para ejecutar la prueba, la actitud hacia las muestras, buena salud,

disponibilidad para recibir las instrucciones®®.

" Entrenamiento: Se les proporciono a los jueces instrucciones de escalas y
puntuaciones con el objetivo de que los jueces sean capaces de detectar y reconocer
caracteristicos en las muestras®®.

Validacion del Panel: Se controlé periddicamente la eficacia y comportamiento de los jueces

a través de la observacion y analisis de resultados, para comprobar si los jueces pueden
obtener resultados apropiados y reproducibles, asi analizar la capacidad del panel para

detectar, identificar y medir un atributo®?,
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ANEXO N°2:
ANTIBIOGRAMA
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SECCION 8%

ANTIBIOGRAMA PARA ENTEROBACTERIACEAE
. MEDIO DE CULTIVO
*  Agar Mueller Hinton
. INOCULO
Meétodo de crecimiento o suspension directa de la colonia. Ajustar a la turbidez equivalente
al esténdar 0.5 de la escala de Me. Farland.
+  INCUBACION

35%C
- LECTURA
15-18h

. INTERPEETACION DE LOS DIAMETR.OS CRITICOS
Antibioticos v didmetros criticos

Antimicrobiznoe Contenido del disco | Diametro en mm
R I s

PENICILINAS
Ampicilina 10ug 13 (1416 |17
CEFALOSPORINAS
Cefalotina 30ug 14 | 15-17 |18
Cefuroxima axetil 3lug 14 (1522 |23
Cefuroxima sodium 3lug 14 | 15-17 |18
Cefoxiting 30ug 14 | 15-17 |18
Cefotaxima 3lug 14 (1522 |23
Ceftriaxona 3lug 13 (15220 |21
Ceftazidima 3lug 14 | 15-17 |18
Cefixima 30ug 15 [15-18 |19
Cefpirome 3lug 14 | 15-17 |18
Cefepime 3lug 14 | 15-17 |18
B LACTAMICO / INHIBIDOE. DE BATATL ACTAMASA
Ampicilina /Sulbactam 10/10ug 11 [12-14 |15
Amoxicilma /Acido Clavulanico 2001 0ug 13 (1417 |18
Cefaperazona /sulbactam + T5ug/ 30ug 15 | 1620 |21
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MONOBACTAMS

Arztreonam 30ug 15 | 16-21 | 22
CARBAPENEMS

Imipenem 10ug 13 | 14-15 | 16
Meropenem 10ug 13 | 14-15 | 16
AMINOGLUCOSIDOS

Gentamicina 10ug 12 | 13-14 | 15
Amikacina 30ug 14 | 15-16 | 17
QUINOLONAS

Acido nalidixico 30ug 13 | 14-18 |19
Norfloxacina 10ug 12 | 13-16 | 17
Ciprofloxacina Sug 15 | 16-20 | 21
Ofloxacina Sug 12 | 13-15 | 16
TETRACICLINA

Tetraciclina 30ug 14 | 15-18 | 19

OTROS

Cloramfenicol 30ug 12 | 13-17 | 18
Trimetoprim/Sulfametoxazol 1.25/23.75ug 10 | 11-15 | 16

Didmetros criticos adaptados del CFA — SFM, 2000 —2001.
Adaptado a partir de los didmetros criticos de la Cefoperazona segtin el NCCLS 2001
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ANEXO N°3:
FICHA DE REGISTRO DE DATOS Y FICHA
ESCALAR
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4 Fichas de registro de datos (Elaborada en forma especifica y legitima para el presente
estudio).

FICHA DE DATOS: EXPERIMENTO N°01 - Efecto Bactericida del Alga (Ulva spp.)

INVESTIGADOR: ‘

INTRODUCCION:

fines de la investigacion.

El presente instrumento forma parte del trabajo de investigacion titulado: “EFICACIA DEL EFECTO BACTERICIDA Y
CONSERVANTE DEL ALGA (ULVA SPP) SOBRE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI Y SALMONELLA SPP. APLICADO EN
AGUA UTILIZADA EN FUNDO PRIVADO DE LA PROVINCIA DE CAMANA. AREQUIPA, 2020

La informacion que se suscribe es de caracter confidencial y reservado ya que los resultados serdn manejados para los

A continuacion, se registrara cada dato segun el tratamiento ejecutado

SUBINDICADORES

Bi=E. Coli
B2=Salmonella spp.

Cepas de Bacterias: B

Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB
CEB:1=1.0% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.
CEB»=0.5% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.
CEB3=0.25% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.

REGISTRO DE DATOS

Diametros criticos adaptados del CFA — SFM, 2000 — 2001.

B1 B2
CEB1 CEB2 CEB3 CEB1 CEB2 CEB3
X1
X2
X3
X4
X5
BAREMO:
SENSIBLE (S) >=15 mm
>=12 mmy <15
INTERMEDIO (1) mm
>=10mmy <12
RESISTENTE (E) mm
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FICHA DE DATOS: EXPERIMENTO N°02 (1)- Efecto Conservante del Alga (Ulva spp.) aplicado en Agua
INVESTIGADOR:

INTRODUCCION:

El presente instrumento forma parte del trabajo de investigacion titulado: “EFICACIA DEL EFECTO BACTERICIDA Y
CONSERVANTE DEL ALGA (ULVA SPP) SOBRE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI Y SALMONELLA SPP. APLICADO EN AGUA
UTILIZADA EN FUNDO PRIVADO DE LA PROVINCIA DE CAMANA. AREQUIPA, 2020“

La informacién que se suscribe es de caracter confidencial y reservado ya que los resultados serdn manejados para los fines de
la investigacion.

A continuacion, se registrara cada dato segun el tratamiento ejecutado

SUBINDICADORES

Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB

CEB1=0.5% de Extracto bioactivo
CEB2=0.3% de Extracto bioactivo

CEB3=0.25% de Extracto bioactivo

Tiempo de Exposicién a T°amb del agua: T

Ti1=1dia
T»=5 dias

T3=10 dias
REGISTRO DE DATOS

RECUENTO DE ESCHERICHIA COLI

T1 T2 T3
CEB1 CEB2 CEB3 CEB1 | cEB2 | CEB3 | CEB1 | CEB2 | CEB3
RECX1
RECX2
RECX3
RECX4
RECX5
BAREMO:
TVU REC
CONSERVANTE Dial,5,10 |g
SEMI-CONSERVANTE Dial,5,10 |10%0
NULO Dial,5,10 |>10"0

*TVU: Tiempo de Vida Util *REC: Recuento de Escherichia Coli (ufc)

*0 =Ausencia expresado en tablas
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FICHA DE DATOS : EXPERIMENTO N°02 (2) - Efecto Conservante del Alga (Ulva spp.) aplicado en Agua
INVESTIGADOR:

INTRODUCCION:

El presente instrumento forma parte del trabajo de investigacion titulado: “EFICACIA DEL EFECTO BACTERICIDA Y CONSERVANTE
DEL ALGA (ULVA SPP) SOBRE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI Y SALMONELLA SPP. APLICADO EN AGUA UTILIZADA EN FUNDO
PRIVADO DE LA PROVINCIA DE CAMANA. AREQUIPA, 2020“

La informacion que se suscribe es de caracter confidencial y reservado ya que los resultados seran manejados para los fines de la

investigacion.

A continuacion, se registrara cada dato segun el tratamiento ejecutado

SUBINDICADORES

Concentracion de Extracto Bioactivo: CEB

CEB1=0.5% de Extracto bioactivo
CEB2=0.3% de Extracto bioactivo

CEB3=0.25% de Extracto bioactivo

Tiempo de Exposicidn a T°amb del agua

Ti1=1dia
To=5 dias

T3=10 dias
REGISTRO DE DATOS

RECUENTO DE SALMONELLA SPP.

T1 T2 T3
CEB1 CEB2 CEB3 CeEB1 | CEB2 | CEB3 | CEBl1 | CEB2 | CEB3
RECX1
RECX2
RECX3
RECX4
RECX5
BAREMO:
TVU RS
CONSERVANTE Dial,5,10 | g
SEMI-CONSERVANTE Dial,5,10 | 100
NULO Dia 1,5, 10 | >10"0

*TVU: Tiempo de Vida Util *RS: Recuento de Salmonella spp (ufc).
*0 =Ausencia expresado en tablas
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v Ficha Escalar con escalas de categoria
cod.
CARTILLA DE ACEPTABILIDAD GENERAL
A 0) 11 ) QT Edad...coooviveienennnnnnnnnnnn.
Apellido paterno.......ccccceeeeeenrnnnn.. SEXO0.eiuiniinrnrnncreaneennsernnes
Apellido Materno.........cccocvveveinennnnn Fecha y Hora...................
INSTRUCCIONES

Se presenta 9 muestras de agua, usted debe elegir una de las alternativas que se le muestran a

continuacion, de acuerdo a las caracteristicas que esta evaluando.

El producto:
Caddigo OLOR COLOR VISCOSIDAD
X1
X2
X3
X4
X5
X6
X7
X8
X9
OLOR COLOR VISCOSIDAD
CRITERIO PUNTUACION CRITERIO | PUNTUACION CRITERIO | PUNTUACION
Muy agradable 5 Muy bueno 5 Muy buena 5
Agradable 4 Bueno 4 Bueno 4
Aceptable 3 Aceptable 3 Aceptable 3
Regular 2 Regular 2 Regular 2
Desagradable 1 Malo 1 Malo 1
Si usted eligi6 5 0 1, diga ¢ por qué?
(01173 i T4 (1) 1 LT N

Gracias por su colaboracion.
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ANEXO N°4:
FOTOS
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REPOSITORIO DE

Representaciones Fotogréaficas del estudio previo para inicio de la investigacion
Afio 2019

Representacion del reconocimiento Representacion del analisis organoleptico
del area y analisis de sus aguas en el de las aguas del Fundo en el afio 2019
afo 2019

Representaciones Fotogréaficas de la ejecucion de la investigacion
Afo 2020

Representacion de registro de datos Representacion de seguimiento del

en campo siguiendo el Protocolo de Protocolo de Monitoreo para Recursos

Monitoreo para Recursos Hidricos — Hidricos — ANA — ubicacion de punto
ANA muestreal
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Representacion del seguimiento del Representacion de toma de caracteristicas
Protocolo de Monitoreo para de la muestra como seguimiento del
Recursos Hidricos — ANA — Protocolo de muestreo.

recepcion de muestras

Representacion del cuidado de las Representacion del Registro del Punto de
muestras, conservacion y Monitoreo

preservacion de muestras

(e

Representacion del fundo privado, se  Representacion del llenado de los Registros
observa el proceso de formasion de  de datos en campo, ubicando observaciones

masos durante la siembra del arroz por identificacion de tyzon

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

RN , . :
Se identifica en la malquera Se identifica restos de Pyricularia en

produccion afectada por la presencia produccion de arroz durante la fase de

de tyzon siembra

Se identifica infeccion en fase de Representacion del analisis organoléptico
reproduccién con afectacion del de la produccién e identicacion de zonas del
cultivo de arroz previo a la herbaceo infectado

formacion del malque

Representacion de la materia prima  Se representa la materia residual derivado

Alga Ulva spp. de la extraccion
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Se representa el proceso de Se representa los extractos de las tres
extraccion del bioactivo del Alga concentraciones que se utilizaron para el
Ulva spp. efecto bactericida.

RN i1 supLe, pess gy pry | OISEN SET SAVPLE, PRESS STAET (6
T owa o —
0

Se representa los valores de Representacion de la determinacion del
absorbancia a 650nmy 665nm efecto bactericida
r “',:y,«

Representacion del Agar Mueller Representacion de la escala de Mc Farland
Hinton en la fase de la determinacion listos para ser aplicado en el analisis del

del efecto bactericida efecto bactericida
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Representacion del momento del Representacion de placas con Agar Mueller
hisopado para la siembra en Hinton durante la fase de analisis del efecto
superficie bactericida

Representacion del tamafio de halo Recuento y siembra en superficie de
en muestra desarrollada para el Escherichia coli y Salmonella spp. en agua
efecto bactericida del fundo privado sin extracto bioactivo

Representacion del recuento de Representacion del recuento de Salmonella
Escherichia coli durante — efecto spp. — efecto conservante
conservante
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,._i.’

"—‘ ' Tt Panelista 1

Panelista 1 Panelista 2

L |

Representacion del proceso de Representacion del proceso final de

P,

entrenamiento a panelistas parala  entrenamiento para la ejecucion del analisis
evaluacion de las muestras de agua a del efecto conservante

tres concentraciones y tres tiempos

Representacion final durante la entrega de los resultados para las mejoras y el
beneficio del fundo privado de la provincia de Camana.
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ANEXO N°5:
CARTILLAS DE MUESTREO
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e Registros de Datos de Campo
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e Registro de Identificacion del Punto de Monitoreo

Nombre del cuerpo de agua [ Dveq - funds Holore ]

Clasificacién del cuerpo de agua: | ” ]

Codigoynombredelacuenca: [ 1341 - CLmnn\' - Funds Hileare ]

IDENTIFICACION DEL PUNTO

Cédigo del punto de

D (Origen

Representatividad [ ome o Duen ctne wals 2000 o Prrducic s ]
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Distrito Provincia Departamento
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et —

Norte/Latitud: | /¥
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Observaciones Variable N°01 (precisar si hay suficiencia): 5)!} C b seyuaciones

Opinion de aplicabilidad: Aplicable [x]  Aplicable después de corregir [ ] No aplicable [ ]

N
Apellidos y nombres del juez validador. Dr/ M; TQ.\”.\T.E.H.QXI.CL\.. O.Y,Ia...tl? na

ONE. 2995 85383

A pona

del Dactoxade..en.Salvd.. Publico.

*Pertinencla: £ subindicadar cormesponds al conoapto tedico fomuiad por la variable.
*Relevancla: El subincicadr es apropado para fepresentar a |a variade.
*Claridad: subindcad, 8s condiso,

Nota: Suficencia, para medi la variabi

Firma del Experto Informante.

CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE
LA VARIABLE N°01: EFECTO BACTERICIDA DEL ALGA (ULVA SPP.)

[PERTINEN [RELEVA | CLARID
N SUBINDICADORES EE el AD | OBSERVACIONES
SI [NO| SI [NO| SI [ NO
1 E. Coli o
Cepas de v v v
Salmonella spp. 7 v v = "
2 1.0% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp. P -
o L A Y | =
ey
de 0.6% E i ivo del Alga Ulva spp. v v v e TeETRaaE]
Extracto Bicactivo: Poreyrrrena
0.25% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp Va v v st it |
iy
Observaciones Variable N*02 (precisar si hay Sin_ohsevuacione
Opinién de aplicabilidad: Aplicable [<] Aplicable después de corregir [ ] No aplicable [ ]
Apellidos y nombres del juez validador. Dr/ Mg: .EIJ.k'.mQll.(L\...;zhm\L(A.,..At}.g.\.}.’.(}.,L(ﬁAU,(I.
oNE.2IHEB583.......n
del vatidador: R ectoxade..en. Solud. Piblica
Pertinencia £ subwdcador comesponde o conoaplo ledrico
fomdacpor ' et
Relevanca: ] oo o8 s s rgreseta 38
Claidat ot s b i o s
;e conan, ety drt
Mot Suirca, o sfcuns cunch s s lrions
o hcartesprs e o i
Firma del Experto Informante.
CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE
LA VARIABLE N°02: EFECTO CONSERVANTE DEL ALGA (ULVA SPP.) APLICADO EN AGUA
SUBINDICADORES/ESCALAS PERTINENCIA |RELEVANCIA | CLARIDAD
Ne OBSERVACIONES
si | NO S| NO | sI | NO
1 1dia et s e ot e
v v Y| |
5 dia 0.5% de Extracto bioactivo v v v .
ey
10 dia v v v L
et v 1% s e s
_ R
2 1dia T T
v v Y |Eeiet=
5 dia 0.3% de Extracto bioactivo v v v Teeontrvs. s e e e
et o o e i et
10 dia v v v o gt e et st p e
B
3 1dia D2 2 2
5 dia 0.25% de Extracto bioactivo v v v
10 dia v 4 v
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Obser Variable N°01 (p si hay Las pruehas S (eilacon Con SvRuenca

Opinién de 1

p pués de corregir [ ] No aplicable [ ]

y del juez e oA Delseda, N, Karen DN MSZE13SY

del Tog . Biotecnoloe

" formulado por fa variable.
2Relevancia: El subindicador es apropiado pera representar ala varible.
3Claridad: Se entiende sin dificutad indi s conciso, exactoy drecto

Nota: Suficiencia. ik fa variable.

GA0
Regato 187538 - BOTECN).0%4

Firma del Experto Informante.

CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE
LA VARIABLE N°01: EFECTO BACTERICIDA DEL ALGA (ULVA SPP.)

PERTINEN |RELEVA | CLARID
Ne SUBINDICADORES ci Lt AD | OBSERVACIONES

ST [NO| SI [NO | SI | NO

1 E. Coli T
B V l/ l/ hcloncls para mdi ia variase o1
Salmonelia spp. v v 7 e s
2 1.0% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp. v [ Va natmoo para a1 e e
acion de
0.5% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp.

O ——— % g Pp. v v [z o o i 11
0.25% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp v v [ a1

CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE
LA VARIABLE N°02: EFECTO CONSERVANTE DEL ALGA (ULVA SPP.) APLICADO EN AGUA
PERTINENCI [RELEVANCIA | CLARIDAD
SUBINDICADORES/ESCALAS A
Ne OBSERVACIONES
ST [NO| S [ NO| S | NO
1 1 dia o5 v v v e a1 e M 3
5dia 4 e 7 7 7 e
bioactivo consarvants al 0.5% o extracto bioactive
10 dia 4 4 4 ooty claradpar o G4s8 otaTALED o erschar 1 6o
ottty
2 1 dia e
[/ [/ V rlevancis y c1ancsg para ef olseno sstadistico sl IRtarsctuar 1 als 09 sfecto.
= 0.3% de Extract ——— e
ia v v v
bioactivo consarvants i 0.3% 8 extracto bioactie
10 dia 4 4 4 eevanci yclaradpar o G4s80 oINS orschar 1 2 6o
et pebpeprerapiy
3 1 dia -
[/ [/ V relavancis y elanass pars ol olsens sstadistieo sl INSISCRUST 1 als 08 afects
= 0.25% de Extracto ———— e
ia v v v
bioactivo consarvants al 0.25% de sxtracto bloactivo
10 dia v v v eevaniyclasaspr o 0488 sTALED  rschar 1 260
ety
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Observaciones Variable N*01 (precisar si hay suficlencia):Las prudt

Opinien de aplicabilidad:  Aplicable [ X] Aplicable después de corregir [ | No aplicable [ ]

Apetidos y nombres deljuez vatidader. . R10050 Asuve Lals  Alexardvo om.. 9334723

el validador:... ME0a  Citwsana / Licendada en metiuno

Escaneado con CamScanner

Fownca £ 10002307 Cormande ¥ Croests e brmuad: o 8 nabie
owvrcs £

£ 107323 e 177003 32 vorweerta 8 viratie
Carcat Se roeoe s st © crow.
Mot S.tomca s 3cr s - e "
Lais A, Refogo Aguirre
Cot 7

AER 1,
s e A
Cayane
) O

Firma del Experto Informante.

CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE
LA VARIABLE N°01: EFECTO BACTERICIDA DEL ALGA (ULVA SPP.)

[PERTINEN |RELEVA | CLARID
Ne SUBINDICADORES ci8 (=8 AD | OBSERVACIONES
Sl [NO| SI [NO| SI | NO
1 E. Coli W / / ety
Cepas de
Salmonella spp. s .
v v v e
2 1.0% Extracto Bioactivo del Alga Ulva spp. o
gatvasee | || | V) |-
Concentracion de [ 5o " F tracto Bioactivo del Alga UIva Spp. 7 7 v s
Extracto Bioactivo: ‘o0 wste par a variscw w91
0.25% Extracto Bioactivo del Alga Ulva s et s
gatvasee | v V|||
mingie
G et
4o 3
T —
. ¥
Observaciones Variable N'02 (precisar si hay L35 pruchas se desyrrollaron con Tohl suficiencia 3
3
Opinién de aplicabilidad: Aplicable [X]  Aplicable después de corregie [ | Noaplicable | ] 5
Apeiidos y nombres del ost validador.: . R8N0 Asuimre  Lais Aesamdm, ow. MG31U122 ‘é
__Megka Ciwzana [ Licenuada. en mesking %
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CERTIFICADO DE VALIDEZ DE CONTENDO DEL INSTRUMENTO QUE MIDE
LA VARIABLE N°02: EFECTO CONSERVANTE DEL ALGA (ULVA SPP.) APLICADO EN AGUA

PERTINENCI RELEVANCIA [ CLARIDAD
SUBINDICADORES/ESCALAS A
Ne OBSERVACIONES
sl [ No | s [ NO sl NO
1 1 dia 1% 4 %
i 0.6% de 7 7 7
10 dia v v v
2 1dia Pz Pz PZ
5 dia 0.3%de v v v
10 dia v v v
3 1 dia % Pz D%
== 0.25% de = = =
10 dia v v 4
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DIGESA GESTA AGUA DreES: GESTA AGTA
GESTA AGUA
Grupe de Estudio Técnico Ambiental
Pardmetro a Evaluar: ORGANOLEPTICO
COLOR
FUENTE

Las aguas superficiales pueden parecer altamente coloreadas debido 2 la presencia de materia
pigmentada en suspensién, cuando en realidad el agua no tiene color, El material
colorante results del contacto con detritus organicos como hojas, sgujss de coniferas y
madera, en diversos estados de descomposicion, esta formade por una considerable variedad
de extractos vegetales.

CARACTERISTICAS

& color causado por 2 materia en suspensién es llamada color aparente y es diferente al color
debido 3 extractos vegetales u organicos, que son coloidales, al que se llama color real. En el
anilisis del agua es importante diferenciar entre el color aparents y ol real,

RIESGOS PARA LA SALUD

- Mo permite el paso de la luz para el desarrollo de la biodiversidad.

- Su presencia indicaria ineficiencia en el tratamiento de aguas y de ls integridsd del
sistema de distrbucién.

A METODO DE ANALISIS
PARAMETROS Pars detarminar o color mdianta los métodos actuslmenta sceptadss, e necesari aliminarla

turbidez antes de proceder al analisi

ORGANOLEPTICOS Tenemes dos métodos que son utilzades

- Métedo de comparacién visual
- Método espectrofotométrice

CONCENTRACIONES ESTABLECIDAS POR GUIAS INTERNACIONALES

AL: Ls normativa de Tallandia considera que no debe haber presencia, pero &n tnto la
pormativa de Honduras conskara 15 7 Co como miimo para aguss de simple desinfecrion ¥
la Comunidad Econdmica Europea ars Aguas superficiales destinadas a ks produccion
e R Dot omtderan 50 Pi/Ca. = tgeal aue 1o Noms Ao Cahdad Armbiontal 'y
descarga de efluentes de Ecuador.

AZ2: Ls normativa de Tailandia considers que no debe haber prasencia, y ls Comunidad
Econdmica Europea - CEE para Aguss superficiales destinadas 3 |s produccién da Agus Potable
consideran 100 Pt/Co

A3: La normativa de Tailandia considera que no debe haber presencia, y la Comunidad
Econémica Europea - CEE para Aguas superficiales destinadas a la produccin de Agua Potable
consideran 200 o

B1: La normativa de Tailandia considera que no dabe haber presencia

La normativa de Tailandia considera que no debe haber presencia

ANALISIS 0 SUSTENTO DE PROPUESTAS NACIONAL
AlL: E estindar establecido es de 15 Pt/Co tomando en cuenta la referencia de la Normativa
da Honduras.
A2: El estindar establecido es de 100 Pt/Co tomando en cuenta la referencia de la CEE para
Aquas supsrficsles destinad » I produccicn de agu potable

: £l estindar establecido es de 200 Pt/Co tomando en cuenta la referencia de la CEE para
Ruas tuperhelee S atins 5 s rodherion e Sges potable
B1: Debe estar ausents, tomado de |s referencia ks normativa de Tailandia
Debe estar ausents, tomado de |a referencia ka normativa de Tailandia

Bibliografi
1) Qumlu para Ingenieria Ambiental, Clair N. Sawyer, Parry L, McCarty, Gene F. Parkin

2) APHA, AWWA, WPCF. Métodos Nermalizades para el Andlisis de Aguas Porables y
id

DIGESA GESTA AGUA
GESTA AGUA
Grupe de Estudio Técnico Ambiental
Pardmetro 2 Evaluar: ORGANOLEPTICO
OLOR
FUENTE

En su forma pura, el agua no produce sensaciones offstivas. El olor en <l agua puede
utilizarse de mansra subjetiva para describir cualtativamente su calidad, estado, procedenc
o contenido, Aun cuando esta propiedad pusda tener un amplio espectro de posibilidades.
para propesitos de calidad de aguss existen ciertos aromas caracteristicos que tipifican
algunas fusntes u orgene, mis o menos bien definids.
Ademds de estos aromas tipicos, e s fragancias que tipifican un origen en particular,
pero que enos Fracuantes on los cetodion e caledad de aguas. Asi por ejemplo, las
aguas resldualzs de indusiris vinicolas, de industres cerveceras, de ndustries lecheras y de
empresas on Iz ° petrdles, tiensn olores
que son Fil y i y que deben rEglstrarsE en las libretas de

campe.

Tipo de Olor Tipo de Agua

Tiico de aguss dules y frascas

Tipico de aguas subterrs

Tipice da ARD, de MO ¥ an generl, de sistemas anserdbicos

Tipico de aguas poco profundas, de humedales y estuarios.

Olor Picrica: Tipico de lixiviados de RS. y de aguas procedentes de PTARS

Olor 2 Pescad Tipico de aguas ocednicas y de cultivos piscicolas

Estas sustancias pueden tener su origen en vertidos de residuos municipales e industriakes. en
factores naturales, como la descampo: de materiales vegetales, o en una actividad
microbiana asociada.

CARACTERISTICAS

El olor se reconoce como factor de calidad que afecta ala aceptabilidad del agua potable ( v de
loz slimantos praparados con ells ) que pusda corrompersa con I presencia, de paces y otros
organismos acudticos y anular la estética de las aguss de instalaciones de recrea. J—
Compuesies quimicos presentes en 2 sgua como los fenoles, diversos hidrocarburss, cloro,
materias orgdnicas en descomposicién o esencias liberadas por diferentes algas u hongos

GESTA AGUA

pueden dar olores y sabores muy fuertes al agua, aunque estén =n muy pequehas GESTA AGUA
‘concentraciones. Grupo de Estudio Técnico Ambiental
RIESGOS PARA LA SALUD Parimatro 3 Evaluar: ORGANOLEPTICO

« Malestar, dolor de cabeza, maraos

+  Alergias dependiendo del causante del olor oLoR

METODO DE ANALISIS

Este parimetro organoléptico se pusde evaluar mediante percepciones senseriales que se
rescn dessamants s Camee pc 4 o qus 3 Guce coar 7 ciandica 3 miéen A1: Basada an Is normativa de Taifandia se considara com susents pars asts uso,
nuevamente en el laboratorio mediante técnicas estindares mas pres

s determinocién del olor se hace con el imite umbral: &lucian mivima de agua inolora para

ANALISTS O SUSTENTO DE PROPUESTAS NACIONAL

hacer susceptible su olor. B1: Basincoss an : normatuse o Tafsndn, arasi o debe anconar usants
No existe una concentracién absoluta de olor umbral debide a ka variacién inherente a fa B2: Basindoze an laz normatas da Brasil sa dabe aneontrar ausane
capacidad olfatoria indivi

CONCENTRACIONES ESTABLECIDAS POR GUIAS INTERNACIONALES Bibliografia:
AL: Considera ausente la Normativa de Tailandia

A2: No se encentraron nermativas 1) QUINICA pare Ingerieris Ambientl, Clar . Sswyer, Pery L, MeCary, Gene F. Parkin

A3: No se encontraron narmativas 2) APA, AWMWA, WPCF. Hitodes Normalizsdos pars sl Ansliss de Aguas Porsbles y
B1: Consideran ausente la Normativa de Tailandia y Brasil Residuales. 1992
B2: Considersn ausants |s Normativa de Tailandia
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ANEXO N°8:
CALIFICACIONES - FICHA ESCALAR
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[
X
CARTILLA DE
ACEPTABILIDAD GENI
Codigo Codigo Codigo
Hora de de de de
Hora de finalizacié id muestra muestra | muestra
inicio n Panelista Sexo X1 X2 X3
10/31/20  10/31/20 Panelist
1 22:35:22 22:42:32 a3 55 Femenino 3AA 3BA 3CA
10/31/20 10/31/20 Panelist Masculin
2 22:42:35 22:47:26 al 27 o 1AA 1BA 1CA
10/31/20 10/31/20  Panelist
3 22:47:28 22:50:33 a3 30 Femenino 2AA 2BA 2CA
10/31/20 10/31/20 Panelist
4 22:50:35 22:55:11 a4 40 Femenino 4AA 4BA 4CA
10/31/20  10/31/20 Panelist
5 22:55:13 22:58:27 a5 26 Femenino 5AA 5BA 5CA
11/1/20 11/1/20  Panelist
6 19:37:38 19:48:58 a6 36 Femenino 6AA 6BA 6CA
11/1/20 11/1/20 Panelist
7 19:49:13 19:53:13 a7 31 Femenino 7AA 7BA 7CA
11/1/20 11/1/20 Panelist Masculin
8 19:53:37 19:56:40 a8 33 o 8AA 8BA 8CA
11/1/20 11/1/20 Panelist
9 19:56:43 20:01:03 a9 44 Femenino 9AA 9BA 9CA
11/1/20 11/1/20  Panelist
10 20:01:06 20:05:10 al0 25 Femenino 10AA 10BA 10CA
X1 X2 X3 X4 X5 X6
AGRADABLE AGRADABLE AGRADABL MUY AGRADABLE
(4) AGRADABLE (4)  ACEPTABLE (3) (4) E (4) (5)
Muy
AGRADABLE MUY AGRADABLE AGRADABL MUY AGRADABLE
(a) AGRADABLE (5) REGULAR (2) (a) E(5) (5)
MUY
AGRADABLE AGRADABLE  AGRADABL
4) AGRADABLE (4) REGULAR (2) (5) E (4) AGRADABLE (4)
MUYy
AGRADABLE AGRADABLE AGRADABL
(5) AGRADABLE (4)  ACEPTABLE (3) (4) E (4) AGRADABLE (4)
Muy
AGRADABLE AGRADABLE AGRADABL MUY AGRADABLE
(a) AGRADABLE (4)  ACEPTABLE (3) (a) E(5) (5)
ACEPTABLE AGRADABLE AGRADABL
(3) AGRADABLE (4)  ACEPTABLE (3) (4) E (4) ACEPTABLE (3)
Muy
AGRADABLE AGRADABLE  AGRADABL MUY AGRADABLE
4) ACEPTABLE (3) ACEPTABLE (3) (5) E (4) (5)
MUYy Muy
AGRADABLE AGRADABLE AGRADABL MUY AGRADABLE
(5) AGRADABLE (4) REGULAR (2) (5) E(4) (5)
MUY "10) 4
AGRADABLE AGRADABLE AGRADABL MUY AGRADABLE
(@) AGRADABLE (4) REGULAR (2) (5) E (5) (5)
MUY
AGRADABLE AGRADABLE  AGRADABL
4) AGRADABLE (4)  ACEPTABLE (3) (4) E (5) AGRADABLE (4)
X12 X22 X32 X42 X52
ACEPTABLE (3) ACEPTABLE (3) ACEPTABLE (3) MUY BUENO (5) BUENO (4)
BUENO (4) ACEPTABLE (3) REGULAR (2) MUY BUENO (5) BUENO (4)
ACEPTABLE (3) REGULAR (2) REGULAR (2) MUY BUENO (5) BUENO (4)
ACEPTABLE (3) REGULAR (2) ACEPTABLE (3) BUENO (4) BUENO (4)
REGULAR (2) ACEPTABLE (3) ACEPTABLE (3) BUENO (4) MUY BUENO (5)
REGULAR (2) REGULAR (2) ACEPTABLE (3) MUY BUENO (5) BUENO (4)
REGULAR (2) ACEPTABLE (3) ACEPTABLE (3) MUY BUENO (5) BUENO (4)
REGULAR (2) REGULAR (2) REGULAR (2) MUY BUENO (5) BUENO (4)
ACEPTABLE (3) REGULAR (2) REGULAR (2) MUY BUENO (5) MUY BUENO (5)
ACEPTABLE (3) BUENO (4) ACEPTABLE (3) BUENO (4) MUY BUENO (5)

Codigo  Codigo Codigo Codigo Codigo  Codigo
de de de de de de
muestra muestra muestra muestra muestra muestra
X4 X5 X6 X7 X8 X9
3C 3BE 3BF 3AC 3AD 3BG
1A 1BE 1BF 1AC 1AD 1BG
2A 2BE 2BF 2AC 2AD 2BG
4D 4BE 4BF 4AC 4AD 4BG
5F 5BE 5BF 5AC 5AD 5BG
6C 6BE 6BF 6AC 6AD 6BG
7C 7BE 7BF 7AC 7AD 7BG
8C 8BE 8BF 8AC 8AD 8BG
9C 9BE 9BF 9AC 9AD 9BG
10C 10BE 10BF 10AC 10AD 10BG

X7 X8 X9
AGRADABLE
MUY AGRADABLE (5) AGRADABLE (4) (4)
MUY
AGRADABLE
MUY AGRADABLE (5) AGRADABLE (4) (5)
AGRADABLE
MUY AGRADABLE (5) AGRADABLE (4) (4)
AGRADABLE
MUY AGRADABLE (5) AGRADABLE (4) (4)
MUY AGRADABLE AGRADABLE
MUY AGRADABLE (5) (5) (4)
MUY AGRADABLE AGRADABLE
AGRADABLE (4) (5) (4)
MUY AGRADABLE ~ AGRADABLE
MUY AGRADABLE (5) (5) (4)
MUY
AGRADABLE
MUY AGRADABLE (5) AGRADABLE (4) (5)
MUY
AGRADABLE
AGRADABLE (4) AGRADABLE (4) (5)
AGRADABLE
AGRADABLE (4) AGRADABLE (4) (4)
X62 X72 X82
MUY BUENO (5) MUY BUENO (5) BUENO (4)
MUY BUENO (5) BUENO (4) BUENO (4)
BUENO (4) MUY BUENO (5) BUENO (4)
BUENO (4) MUY BUENO (5) BUENO (4)
MUY BUENO (5) MUY BUENO (5) MUY BUENO (5)
ACEPTABLE (3) BUENO (4) BUENO (4)
MUY BUENO (5) MUY BUENO (5) MUY BUENO (5)
MUY BUENO (5) MUY BUENO (5) BUENO (4)
MUY BUENO (5) BUENO (4) BUENO (4)
BUENO (4) BUENO (4) BUENO (4)
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X92 X13 X23 X33 X43 X53 X63
BUENO (4) BUENO (4) Aceptable (3) Regular (2) BUENO (4) BUENO (4) Regular (2)
BUENO (4) MUY BUENO (5) Regular (2) Aceptable (3) MUY BUENO (5) BUENO (4) Regular (2)
BUENO (4) BUENO (4) Aceptable (3) Regular (2) MUY BUENO (5) BUENO (4) Regular (2)
BUENO (4) MUY BUENO (5) Aceptable (3) Regular (2) MUY BUENO (5) BUENO (4) Regular (2)
BUENO (4) BUENO (4) Regular (2) Aceptable (3) BUENO (4) BUENO (4) Regular (2)
BUENO (4) BUENO (4) Regular (2) Aceptable (3) MUY BUENO (5) BUENO (4) Aceptable (3)
BUENO (4) BUENO (4) Regular (2) Regular (2) MUY BUENO (5) BUENO (4) Regular (2)
BUENO (4) BUENO (4) Regular (2) Regular (2) Aceptable (3) Aceptable (3) Regular (2)

MUY BUENO (5) BUENO (4) Regular (2) Regular (2) BUENO (4) BUENO (4) Regular (2)
BUENO (4) MUY BUENO (5) Regular (2) Regular (2) Aceptable (3) BUENO (4) Regular (2)
X73 X83 X93 Si usted eligio 5 o 1 diga, diga éPor qué?, para cada caso Observaciones
BUENO Olor aceptado por el punto de comparacion, optimo para
MUY BUENO (5) (4) BUENO (4) la muestra Ninguna
MUY
BUENO
BUENO (4) (5) BUENO (4) Se encuentra alta relacion con la muestra optima ninguna
BUENO
BUENO (4) (4) BUENO (4) Se identifica alta relacion con categorias 3y 1 Ninguna
El muestreo procedio con los parametros
BUENO las muestras con calificacion de 5 representan Gram blecido, se deja evidencia de la videoll d
MUY BUENO (5) (4) BUENO (4) parecido con el optimo blanco con la ing. sofia quien nos capacito
MUY
BUENO Altas coincidencias, muestras muy semejantes en Olor y
MUY BUENO (5) (5) MUY BUENO (5) color Se procede con normalidad.
Se elige 5 debido a un aroma éptimo para el agua
BUENO comparada con la muestra optimizada, el color ideal para
BUENO (4) (4) BUENO (4) la muestra de categoria 3 y la viscosidad excelente Se desarrolla sin percanses sobre la muestra
Se consideran las calificaciones de 5 en olor, color y
viscosidad, debido a un aroma 6ptimo para el agua
BUENO comparada con la muestra optimizada, el color ideal para
MUY BUENO (5) (4) BUENO (4) la muestra de categoria 3 y la viscosidad I al de la eval
MUY Se elige 5 debido a un aroma éptimo para el agua
BUENO comparada con la muestra optimizada, el color ideal para
MUY BUENO (5) (5) MUY BUENO (5) la muestra de categoria 3 y la vi idad | durante la | de aguas
Se elige en el aroma, color y viscosidad muy agradable
BUENO considerando lo emitido por digesa, la NTP ISO 5492:2008
BUENO (4) (4) MUY BUENO (5) y tomando en cuenta blancos Ninguna durante el analisis
BUENO Se prefisa la puntuacion de 5 siguiendo los parametros
BUENO (4) (4) MUY BUENO (5) organolepticos para muy agradable y muy buena Ninguna durante el analisis
m MUY AGRADABLE (5) W AGRADABLE(4) ~ ACEPTABLE(3) M REGULAR(2) M DESAGRADABLE (1)
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14, Color

Mas detalles

B MUY BUENO (5) BUENO (4)

X1

X2

X3

X4

X5

X6

X8

X9

15. Densidad

Més detalles

m MUY BUENO (5) = BUENO (4)

X1

X2

X3

x4

X5

X6

X8

X9

ACEPTABLE (3) M REGULAR(2) mMALO(1)

Aceptable (3) W Regular (2) ® Malo (1)
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