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RESUMEN

El agua de consumo humano debe cumplir con una serie de caracteristicas fisico-
quimicas y microbioldgicas del tal forma que no represente ningun peligro para la salud
humana. El objetivo del estudio fue evaluar el grado de inhibicion que presentan los
taninos de tres variedades de uva sobre Escherichia coli, para su uso en la desinfeccion
de agua en los procesos de potabilizacion, buscado reducir los efectos nocivos en la salud
humana. Para esto fue necesario desarrollar un estudio experimental en donde se
evaluaron diferentes concentraciones de extractos obtenidos de cascara y semilla de las
variedades de uva Isabella, Comin y Verde, contra E.coli ATCC 8739 (American Type
Culture Collection), obtenida en el Cepario de Bacterias de la Pontificia Universidad
Javeriana (PUJ) y E. coli nativa aislada de una muestra de agua del Rio Subachoque
tomada del centro de acopio del Acueducto de Madrid Cundinamarca. Para realizar esta
evaluaciéon se sembr6 1ml de suspension de los microorganismos evaluados cuya
concentracion fue de 6 x 10° cel/ml segtn patrén de Mcfarland N°2 en 4,5 ml de caldo BHI
(Brain Heart Infusion) y se adicion6 un volumen de 4,5ml del extracto a evaluar, luego de
un tiempo de contacto de 30 min se incubd a 35°C durante 24 horas. Posteriormente se
tomé 0,1ml de cada montaje y se realizdé siembra en superficie en agar TSA (Tripticasa
Soya Agar) para obtener un recuento en placa; esto se incubé a 35°C durante 24 horas y
se realiz6 lectura obteniéndose UFC/mI para la estimacién del porcentaje de inhibicion de
los extractos sobre los microorganismos de prueba. Como pruebas complementarias para
la determinacién del uso de los taninos como posible desinfectante en aguas crudas se
realizé una cuantificacion de la residualidad del extracto en agua cruda por medio de la
técnica colorimétrica de cuantificacion de fenoles con reactivo de Follin Ciocalteau y
carbonato de sodio al 20%; y se evalud el efecto del extracto de elecciéon sobre una
muestra de agua cruda, lo cual fue posible cuantificar a través de filtracion por membrana
de la muestra con el extracto y la siembra de las membranas en Agar Chromocult. Se
determino que no existe una diferencia estadisticamente significativa en la accion
antimicrobiana que generan los extracto de las clases de uva Isabella, Coman y Verde, y
sus partes de extraccion Céascara y Semilla, ni existe diferencia estadisticamente
significativa en la interaccion entre clase de uva y parte de la uva. El analisis de
resultados también permite concluir que existe una diferencia estadisticamente
significativa en el efecto inhibitorio generado por las tres concentraciones evaluadas (100

ppm. 500 ppm, 1000 ppm) obteniéndose el mayor porcentaje de inhibicién (99%) en las
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concentraciones de 500 ppm y 1000 ppm sin diferencia relevante en la accién que
producen estas dos concentraciones. La prueba de residualidad del extracto determiné
gue el extracto que tiene mayor residualidad es el de Semilla Isabella 10ppm con un valor
de 8,19ppm. El extracto de Cascara Isabella 10ppm fue el elegido para su implementacion
como desinfectante, este extracto generdé una reduccion significativa de la carga

microbiana de E.coli presente en agua cruda del Rio Subachoque.

INTRODUCCION

El agua al ser un elemento esencial para la vida requiere la presencia de caracteristicas
especificas que garanticen la salud humana, dado el grado de importancia que esta
representa en los seres humanos se convierte en uno de los temas de mayor importancia
a nivel mundial. Este recurso natural al ser de amplia distribucién, es susceptible de
contaminacién de tipo quimico y biol6gico, esta Ultima se concentra en la presencia de
virus, parasitos y bacterias que se convierten en un problema sanitario; dentro del grupo
de las bacterias se encuentran los coliformes, que son una familia de microorganismos
entre los que se encuentran los géneros Enterobacter sp., Klebsiella sp., Citrobacter sp.,
Escherichia sp. que se encuentran comunmente en las plantas, el suelo y los animales,

incluyendo a los humanos (OMS, 2006 y Urbaneja, 2004).

El género Escherichia sp., es representado en el grupo de coliformes fecales (grupo de
bacterias que soportan temperaturas hasta de 44°C) por la especie Escherichia coli, este
microorganismo es el indicador de excelencia para determinar si existe contaminacion
bacteriana de origen fecal en el agua gracias a su rapida y facil deteccion, y es por esto

gue se convierte en el microorganismo de estudio de este trabajo.

Es por esto, que las aguas destinadas al consumo humano deben ser tratadas, para
lograr su potabilizaciéon y de esta forma eliminar la mayor cantidad posible de
microorganismos contaminantes que puedan llegar a afectar la salud de los
consumidores. (German y Marcén, 1998). El proceso de potabilizacion se lleva a cabo por
procesos tanto fisicos como quimicos, que garantizan las propiedades fisico-quimicas,
microbioldgicas y organolépticos en el agua de consumo humano. Una de las etapas del
proceso es la desinfeccion, en la que se eliminan los microorganismos patégenos que no
se han eliminado en las etapas anteriores a esta; El cloro es el desinfectante usado por

excelencia, debido a su poder oxidante, su bajo costo, su eficacia y la facilidad de
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cuantificacion (OMS, 2006). El desafio que se enfrenta con la cloracion es el de lograr los
maximos beneficios del uso del cloro como excelente desinfectante, con un minimo de
impacto ambiental y toxicidad de sus subproductos. No hay razon para discutir la
necesidad de la desinfeccion del agua para consumo; el problema esta en evaluar y
comparar el riesgo de su toxicidad y potencia cancerigena de los subproductos de la
cloracion, frente al beneficio que se obtiene en el control de las enfermedades
transmitidas por el agua contaminada. Por lo anterior, en la actualidad se han estudiado
posibilidades del uso de sustancias organicas con poder bactericida, que no generen
problemas a largo plazo en la salud humana como ocurre con el uso del cloro. Los taninos
son productos de excrecién de muchas plantas, involucrados en mecanismos de defesa
de las mismas contra organismos parasitos, estas sustancias poseen actividades
terapéuticas, actividad antioxidante y actividad antimicrobiana, su amplia distribucion en
plantas y en frutos como las uvas hacen de esta sustancia un producto de facil acceso e

implementacion.

Con el fin de comprobar la actividad antimicrobiana de los taninos presentes en uvas se
realizé un estudio experimental en el que se determin6é el poder inhibitorio de estas
sustancias extraidas de tres variedades diferentes de uvas sobre E.col; las variables del
estudio fueron tipo de extracto, concentracion, porcentaje de inhibicion; la poblacién de
estudio fueron las cepas de E.coli ATCC 8739 y la cepa nativa. Los datos obtenidos se les
realizaron un analisis de varianza con el fin de determinar la relaciéon entre uva y parte de
la uva que genera mayor inhibicion sobre E.coli y la concentracibn de mayor efecto

inhibitorio.

JUSTIFICACION

El crecimiento de la poblacién a nivel mundial y el aumento del uso del agua para
diferentes actividades, ha incrementado los niveles de contaminacion. Esta contaminacion
esta relacionada con los vertimientos de origen domeéstico e industrial a los cuerpos de
agua. En el caso de los residuos de origen doméstico, la carga contaminante esta
representada por altos porcentajes de materia organica y microorganismos de origen
fecal. Estos microorganismos son causantes de enfermedades de origen hidrico, que

generan altos porcentajes de morbi-mortalidad en la poblacion. Dentro de los
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microorganismos indicadores de esta contaminacién se encuentra Escherichia coli, esta
bacteria patégena puede intervenir en procesos patoldgicos como la produccion de
cuadros intestinales, diarreas e infecciones extra intestinales diversas; como medida
frente a este microorganismo se han establecido diferentes normas para agua potable a
nivel mundial que buscan controlar a través del establecimiento de parametros
microbiol6gicos la presencia de este patdgeno. La legislacion colombiana, en el decreto
475 de 1998 por el cual se expiden normas técnicas de calidad del agua potable en

Colombia, en su articulo 24 establece como valor admisibles para E. coli 0 UFC/ 100 cm?,

Dentro de los procesos de potabilizacion del agua cruda existe la etapa de desinfeccion
que tiene por objetivo la destruccién o inactivacion de microorganismos patdégenos, es
esta etapa la directamente relacionada para poder dar cumplimiento a la normativa
establecida en el pais con respecto a los parAmetros de Escherichia coli. Durante los
ultimos afios, el cloro ha sido elegido como el desinfectante quimico de mayor uso a nivel
mundial, gracias a su facilidad de aplicacion, bajos costos y los buenos resultados que se
generan frente a la inhibicion de microorganismos que representan un riesgo en la salud
humana. A pesar de que el cloro presenta muchos beneficios para la salud publica y el
tratamiento del agua, estudios recientes indican que también puede existir una relacién
causal entre la desinfeccién del agua con cloro y efectos negativos a largo plazo, como el
cancer. Desde 1974 se han conducido en Estados Unidos y Espafia principalmente una
serie de estudios, con el fin de evaluar la relacion entre cancer y la calidad del agua
potable. Los resultados de estos estudios han demostrado un incremento en el riesgo de
contraer cancer de vejiga y colon por el consumo de pequefias cantidades de cloro
(Sanchez, 2008).

Respecto a los ensayos de laboratorio con animales, el Consejo Nacional de
Investigaciones de los Estados Unidos reporta datos de pruebas realizadas utilizando una
dosis Unica de cloroformo concluyendo que el riesgo de contraer cancer es de
aproximadamente 1 en 10 millones. Estos trihalometanos (THM) definidos como
sustancias quimicas producto de la union del cloro con materia organica aun presente en
el agua después del proceso de desinfeccion, también se encuentran implicadas en
procesos degenerativos de las células del cuerpo, causando de esta forma enfermedades
como el cancer colon y vejiga principalmente. (Sanchez, 2008) De acuerdo al decreto 475

de 1998 por el cual se expiden normas técnicas de calidad del agua potable en Colombia,
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el articulo 8 establece como valor admisible de THM's en agua potable 0,1 g/L. medida
gue en ocasiones no se cumple a cabalidad y genera problemas en la salud a largo plazo.
La cloracién del agua potable genera THMs y otros subproductos con propiedades

mutagénicas y cancerigenas, especificamente relacionados con el cancer de vejiga.

Debido a los riesgos en la salud humana que desencadenan con el uso del cloro como
desinfectante de aguas crudas, se ha generado una necesidad creciente de proporcionar
alternativas organicas en el tratamiento de aguas crudas, que sean capaces de cumplir
con las funciones de los desinfectantes quimicos sin generar efectos colaterales en la
salud humana. Partiendo de esta necesidad se ha demostrado la capacidad bactericida
de algunos compuestos organicos provenientes de estructuras vegetales como es el caso
de los taninos, los cuales son compuestos polifendlicos presentes en las plantas que
poseen actividad bactericida, que puede ser Util en los procesos de desinfeccién de
aguas. Gracias a sus caracteristicas se desea proponer los taninos como posible opcién
en la etapa de desinfeccién de aguas crudas, a través de la evaluacion del grado de
inhibicion que presentan los taninos extraidos de cascara y semilla de tres variedades de
uvas diferentes sobre Escherichia coli (microorganismo de mayor prevalencia en aguas
crudas). Logrando de este modo la reduccion sustancial del empleo de productos
tradicionales de desinfeccién como el cloro disminuyendo asi el impacto negativo de los

subproductos generados por el uso de este desinfectante quimico.

1. MARCO TEORICO

1.1 GENERALIDADES

El agua es esencial para la vida y todas las personas deben disponer de un suministro
satisfactorio (suficiente, inocuo y accesible). La mejora del acceso al agua potable puede
proporcionar beneficios tangibles para la salud. Debe realizarse el maximo esfuerzo para
lograr que la inocuidad del agua de consumo sea la mayor posible (OMS, 2006).

El mayor peligro al que se expone el agua potable es la contaminacion, por efecto de
aguas servidas, de otros desechos o excretas del hombre o de los animales. Al producirse
esta contaminacion se pueden encontrar agentes patdgenos capaces de trasmitir
enfermedades entéricas (OMS, 2006).
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Las normas sobre el agua de consumo pueden diferir, en naturaleza y forma, de unos
paises o regiones a otros. Entidades como la EPA (Enviromental Protection Agency) a
nivel internacional y el Ministerio de Salud a nivel nacional, dictan normas que regulan las
caracteristicas fisico-quimicas y microbiol6gicas con las que debe cumplir el agua potable.
A nivel microbiologico se establece como indicador de contaminacion por bacterias
potencialmente patdégenas el nimero de coliformes en el agua, gracias a su facil de
deteccién y recuento. Este grupo de bacterias gram negativas con forma bacilar, aerobias
0 anaerobias facultativas son capaces de fermentar la lactosa a una temperatura de 35 +/-
2°C con produccion de gas y acido en un tiempo de 24 a 48 horas. (Ministerio de Salud,
1998). Dentro de este grupo de coliformes totales se encuentran los coliformes fecales,
que provienen del tracto intestinal de animales de sangre caliente y que serian los
mejores indicadores de riesgo de afecciones humanas (Perdomo C. et al., 2001). Este tipo
de microorganismos son capaces de fermentar la lactosa a 44 o 44,5 °C, dentro de los
géneros de este grupo se encuentra Escherichia y en menor grado Enterobacter,
Citrobacter y Klebsiella. De estos E.coli es el Unico que tiene un origen especificamente
fecal, pues se encuentra siempre en grandes cantidades en heces humanas y de
animales, e indica la existencia de fallas en la eficacia de tratamiento de aguas, en la
integridad en el sistema de distribuciéon y por lo tanto evidencia de contaminacion de
diferentes origenes: suelo, superficies de agua dulce, y tracto digestivo (OMS, 2006).

1.2. IMPORTANCIA DE Escherichia coli sp.

Este microorganismo forma parte de la familia Enterobacteriaceae, la cual esta integrada
por bacilos Gram negativos no esporulados, méviles con flagelos peritricos o inméviles,
aerobios-anaerobios facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en medios
simples con o sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en medios con glucosa u
otros carbohidratos como la lactosa, catalasa positivos, oxidasa negativos, reductores de
nitratos a nitritos, y poseedores de una proporcién G+C de 39 a 59% en su DNA. Se trata
de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion en el suelo, el agua, vegetales y

gran variedad de animales.

En la mayoria de las circunstancias, las poblaciones de coliformes termotolerantes se

componen en un 95% de E.coli; por lo tanto, este grupo se considera un indicador de
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contaminacién fecal aceptable, siendo E.coli el microorganismo de eleccion para los
programas de monitoreo para la verificacion, incluidos los de vigilancia de la calidad del
agua de consumo. Estos microorganismos también se utilizan como indicadores de
desinfeccion, pero los andlisis son mucho mas lentos y menos fiables que la medicion
directa de la concentracion residual de desinfectante. Ademas, E.coli es mucho mas
sensible a la desinfeccidbn que los protozoos y virus entéricos. Otra caracteristica
importante de E.coli, es que puede ser vector de algunas enfermedades. En este caso se
trata de E.coli patégenas, de los cuales existen muchos serotipos diferentes capaces de
causar gastroenteritis en humanos y animales, siendo éstas especialmente serias en
recién nacidos y nifios de edad inferior a 5 afios. Pese a que se considera que los E.coli
patdgenos representan menos del 1% del total de coliformes presentes en el agua
contaminada, basta con 100 organismos para causar una enfermedad (Gomez, et al.
2005).

1.3. LA DESINFECCION

La desinfecciébn es una operacion de importancia incuestionable para el suministro de
agua potable. La destrucciobn de microorganismos patdégenos es una operacion
fundamental que muy frecuentemente se realiza mediante productos quimicos reactivos

como el cloro.

La desinfeccién constituye una barrera eficaz para numerosos patégenos (especialmente
las bacterias) durante el tratamiento del agua de consumo y debe utilizarse tanto en
aguas superficiales como en aguas subterraneas expuestas a la contaminacion fecal. La
desinfeccion residual se utiliza como proteccién parcial contra la contaminaciéon con
concentraciones bajas de microorganismos y su proliferacion en el sistema de

distribucion.

1.3.1. EL CLORO

El cloro es una sustancia energética y activa que existe en la naturaleza en combinacion
con otros elementos. La preeminencia del cloro como desinfectante se explica
indudablemente por su disponibilidad, su bajo costo y su confiabilidad, asi mismo por la

facilidad con que se puede usar y determinar su concentracion, pero principalmente por
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su alto poder oxidante y los compuestos que lo contienen y es este poder lo que lo
convierte en un excelente disipador de la materia organica presente en el agua que llega

a las plantas de tratamiento (Rodriguez, 2003).

Su efecto germicida se debe a la reaccion fuerte con los lipidos en la membrana celular, la
oxidacion celular, la alteracion de la permeabilidad celular, la alteracion del protoplasma
celular, la inhibicion de la actividad enzimatica y el dafio del DNA y el RNA celular (EPA,
1999).

Las aguas que llegan a una planta de tratamiento de agua contienen agentes reductores
(compuestos organicos e inorganicos como nitritos, iones de hierro, plomo y sulfuros), asi
como microorganismos y bacterias. El cloro se aplica en exceso de manera que pueda
satisfacer la demanda para oxidar estos compuestos y eliminar estas bacterias, y reste
una cantidad de cloro residual en los conductos de agua. Este cloro residual es el cloro
libre que queda en el agua después que ha sido desinfectada en la planta. Su utilidad es
la de continuar desinfectando el agua desde que sale de la planta de tratamiento hasta
qgue llegue al consumidor. Este cloro residual es importante que se encuentre en niveles
seguros para el consumo humano. Si este se encuentra en exceso, el cloro puede resultar
toxico para el consumo. Los desinfectantes mas comunmente usados son: cloro gas (Cl2),
hipoclorito de sédio (NaOCI, 12.5% de cloro disponible), hipoclorito de calcio [Ca(OCI)2,

70% de cloro disponible], cloraminas, di6xido de cloro (ClO2) y ozono (O3).

1.3.1.1. SUBPRODUCTOS DE LA CLORACION

El cloro puede reaccionar con distintos compuestos organicos, por lo que aumenta el
riesgo de que se produzcan trihalometanos (THMs), que son compuestos carcin6genos
para el ser humano. Los THMs se encuentran en el agua potable como resultado de la
interaccion del cloro con materia organica natural que se encuentra en el agua. Estos
estaran presentes mientras el agua contenga cloro o hipoclorito, ademas de los
precursores organicos. Es por esto que hay que mantener la cantidad de cloro residual

dentro de unos limites.

Aparentemente, la existencia de riesgo en el consumo de agua clorada radica en la
toxicidad indirecta de sus subproductos. La materia organica presente en el agua a tratar

puede ser producto de la degradacion vegetal (Los &cidos hdmicos y fulvicos), o de la
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degradacion de material animal. Dentro de los subproductos que se pueden formar se
encuentran: cloro fenoles, &cido cloro acético, acido dicloro acético, acido tricloro acético,
tricloro  acetaldehido  monohidratado,  1-1-dicloropropanona, dicloroacetanitrilo,
dibromoacetanitrilo, tricloroacetonitrilo, cloruro de ciandgeno, cloropicrin y bromato. Los
THMs mas predominantes son el cloroformo y el bromodicloroetano; con frecuencia

también se encuentran el dibromoclorometano y el bromoformo (Sénchez, 2008).

1.4 TANINOS

Con férmula quimica Cy4H1404;, los taninos son productos de excrecion de muchas
plantas, involucrados en mecanismos de defesa de las mismas, contra organismos
parasitos. Se encuentran mas comunmente en hojas, ramas y debajo de la corteza.
Quimicamente los taninos son polimeros de polifendles, sustancias con alto peso
molecular (en 500 a 3000 uma), con %1 a%?2 de hidroxilos fendlicos libres, los cuales
permiten la formacion de enlaces cruzados estables, con proteinas y otros biopolimeros

como la celulosa y las pectinas (Beltran, 1997).

Los taninos poseen propiedades como actividades terapéuticas debido a la astringencia
(las aplicaciones de la drogas con taninos son bastantes restringidas y derivan de su
afinidad por las moléculas proteicas. Por via topica, impermeabiliza las capas mas
externas de la piel y mucosas, protegiendo asi las capas subyacentes; tienen también un
efecto vaso constrictor sobre pequefios vasos superficiales); actividad antioxidante
(numerosos taninos, sobre todo los taninos hidrolizables, inhiben la peroxidacion lipidica
inducida por ADP y acido ascorbico sobre mitocondrias hepaticas); Inhibiciébn enzimética
(de forma bastante general, los taninos son inhibidores enzimaticos de gran cantidad de

enzimas de los microorganismos implicados en la careogénesis) (Beltran, 1997).

1.5 IMPORTANCIA DE LA UVA

Actualmente, los extractos tanicos comerciales se extraen a partir de arboles cortados.
Mediante el uso de los taninos presentes en grano y cascara de la uva, se contribuye con
la proteccion al medio ambiente evitando la tala de arboles para la obtencion de estos
extractos. En el procesado de los racimos de uva se obtiene vino, orujos y lias. En los

paises de la Union Europa se obtienen anualmente 181 miles de hectolitros de vino, el
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cual representa el 66% de la produccion del vino a nivel mundial, siendo los paises

europeos mas importantes en cuanto a la produccion de vino Francia, Italia y Espafia.

El orujo contiene el 20% de pepita seca. De las pepitas se extrae aceite para uso
alimentario y de las pepitas secas desengrasadas se pueden extraer los taninos. Por cada
100 kg de uva vendimiada se obtiene 1,22 - 2,18 kg de harina de pepita desengrasada,
gue en Europa representa entre 287 y 514 millones de kilos de harina de pepita anuales.

La semilla de la uva presenta aproximadamente 6 — 16% de taninos en su compaosicion.

2. OBJETIVO

» Evaluar el grado de inhibicion que presentan los taninos de uva sobre Escherichia
coli, para su uso en la desinfeccion de agua en los procesos de potabilizacion,

buscado reducir los efectos nocivos en la salud humana.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

« Determinar el porcentaje de inhibicién de los diferentes extractos de taninos de
tres variedades de uva sobre la cepa de Escherichia coli ATCC 8739 y la cepa

nativa aislada.

» Evaluar la efectividad de los taninos como desinfectante en la inhibicion de E. coli
en aguas crudas mediante el proceso de residualidad del extracto vy filtracién por

membrana para cuantificacion de E. coli.
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3. METODOLOGIA

3.1 OBTENCION DE LOS MICROORGANISMOS

Se evaluaron dos cepas diferentes de Escherichia coli, una de ella corresponde a la cepa
ATCC 8739 obtenida en el Cepario de Bacterias de la Pontificia Universidad Javeriana; y
la otra se aislé directamente de una muestra de agua del rio Subachoque, obtenida en el
centro de acopio de la Empresa de Acueducto, Alcantarillado y Aseo de Madrid,

Cundinamarca.

3.1.1. AISLAMIENTO DE Escherichia coli DE AGUA CRUDA

A partir de la muestra de agua tomada directamente del centro de acopio rio Subachoque
se tomO una alicuota de 1ml de muestra de agua cruda, y se realizaron diluciones
seriadas de 10™" a 10°. De cada dilucion, se tomaron 3ml y se siembré 1ml para cada
tubo de NMP con caldo Florocult. Se Incub6 a 37°C por 48 horas. A partir de los tubos con
turbidez se realizaron siembras por aislamiento en agar EMB (Eosina Azul de Metileno);
los aislamientos se incubaron a 37°C durante 48 horas. La presencia de colonias de color
verde metalico confirma la presencia de E. coli. A partir de las colonias presuntivas se
realizaron los pases necesarios para la purificacion del microorganismo. La confirmacion

microscopica se realizé a través de la tinciébn de Gram.

3.1.2 PREPARACION DE LAS CEPAS
Los microorganismos se conservaron en agar TSA (Agar Tripticasa Soya) y agar EMB,
para la posterior preparacion de los inéculos. Las cepas de E. coli ATCC 8739 y nativa se
aislaron en agar TSA, luego se incubé durante 24 horas a 37°C. A partir de las colonias
aisladas da cada cepa se realiz6 una suspension de 6x10° células/ml segln patrén de
McFarland N°2 en 9 ml NaCL al 0,85%.

3.2. EXTRACTOS DE TANINOS PRESENTES EN TRES VARIEDADES DE UVA

Se evaluaron diferentes tipos de extractos de taninos obtenidos en solvente etandlico al
96% de semilla y cascara de las variedades de uva verde, comun e Isabella; a diferentes
concentraciones, como se referencia en la Tabla 1. Los extractos fueron suministrados

por la Universidad Pedagdégica Nacional.
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3.2.1 EVALUACION DE LOS EXTRACTOS DE TANINOS DE UVA
Partiendo de la suspension de los microorganismos realizada para la cepa nativa y la

cepa ATCC segun patron N° 2 de McFarland, se inoculé 1 ml de esta suspension en 4,5
ml de caldo BHI (Brain Heart Infusion) (37 g/L), y se adicion6 4,5 ml de extracto a evaluar.
El tiempo de contacto fue de 30 minutos. Los ensayos se incubaron a una temperatura de
37°C durante 24 horas. Se realiz6 el mismo procedimiento para cada control. Cada
concentracion se evaludé por triplicado. El control positivo se realizé con etanol al 96% vy el

control negativo solo con el inoculo de la cepa sin extracto.

3.2.1.1. RECUENTO EN PLACA
Se realizaron siembras por superficie en Agar TSA (40g/L) tomando una alicuota de 0,1

ml de cada montaje, se incubaron a 37°C durante 24 horas. Cumplido el tiempo de
incubacion se realizaron recuentos en placa obteniéndose un valor de UFC/ml. Los

montajes se realizaran por duplicado.

3.2.2 PORCENTAJE DE INHIBICION

El porcentaje de inhibicién se calcul6 a partir de la disminucién de la carga bacteriana en
donde la poblacién inicial corresponde a 6 X 10® UFC/ml y la final corresponde al recuento
obtenido luego del proceso expresado en 10'UFC/ml. Para la estimacion del valor final se

utilizara la siguiente férmula:

% no inhibido = (Poblacién final / Poblacién inicial) x 100

% de inhibicibn= 100 - % no inhibido.

3.3 RESIDUALIDAD DEL EXTRACTO

El procedimiento fue tomado de los métodos normalizados para el analisis de agua
potable, en el cual se establecen los volumenes para la demanda del cloro como
desinfectante en agua potable, por lo tanto, se prepar6 una solucion del extracto etanélico
a evaluar de 1000ppm y se realizaron diluciones para trabajar con diferentes
concentraciones aforando a 250 ml con agua cruda (tomada del centro de acopio de
acueducto de Madrid. Rio Suachoque) que anteriormente debid pasar por un proceso de
filtracién en papel filtro para remover solidos en suspension. Una vez preparadas las
soluciones patron se esperd 30 minutos de tiempo de contacto. Al término del tiempo de

contacto se tomo una alicuota de 10 ml de cada solucion y se le agregé 1 ml del reactivo
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de Follin Ciocalteu y 3ml de carbonato de sodio al 20%, para la cuantificacion de taninos
presentes. En este método la reaccion de color es completa después de 60 minutos.

Al término del tiempo requerido para la reaccion de color se midio la absorbancia de cada
solucién a 676.6nm tomando como blanco el agua cruda filtrada sin extracto y se realizo
el calculo de la concentracion de residualidad del desinfectante con la siguiente ecuacion.
La cuantificacion se realizara por duplicado.

- absorbancia+0.011 . .
concentracion = o 03;2 - absdel blanco (Martinez y Sierra, 2010)

3.4 EVALUACION DEL EXTRACTO COMO DESINFECTANTE

Se tom6 una muestra de agua del Rio Subachoque, la cual se filté para la eliminacion de
sélidos presente; a la muestra filtrada se le adicion6 el extracto a evaluar hasta obtener un
volumen final del 250 ml, con un tiempo de contacto de 30 minutos, luego se realiz
filtracién por membrana utilizando una membrana de nitrocelulosa 0,45 um y se sembré la
membrana en agar Chromocult. Se incub6 durante 24 horas a 37°c y se realizaron
recuento de coliformes totales y E.coli. Se tomd como control positivo la muestra de agua
cruda filtrada sin exposicion a ningln extracto, la cual sufrié el mismo proceso de filtracion
por membrana anteriormente sefialado. EI montaje se realizd por triplicado. (Resolucion
2115 de 2007)

3.5 ANALISIS DE DATOS

El andlisis de los datos obtenidos se realiz6 con un analisis de varianza de los promedios
de los porcentajes de inhibicibn obtenidos para cada cepa, y su comprobacién con
andlisis ANOVA.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de la muestra de agua cruda del Rio Subachoque tomada del centro de Acopio
del Acueducto de Madrid Cundinamarca, fue posible el aislamiento de E. coli nativa. Esto
se logré gracias al uso del Caldo Florocult y al Agar EMB. El medio de cultivo Florocult
permite la deteccidén de enzimas bacterianas caracteristicas y ofrece la posibilidad de una

rapida identificacion de bacterias. Por la composicion de este medio, al margen de ciertas
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especies de Salmonella y Shigella, la bacteria E.coli, es la Unica especie perteneciente al
grupo de las enterobacterias que posee la enzima B-D-glucuroinidasa esta enzima es
capaz de escindir el sustrato 4-metil-umberifenil B-D-glucuronido (MUG), formando 4-
metilumbeliferona. Esta sustancia se caracteriza por ser fluorescente al iluminarse con luz
UV, lo que permite su deteccion facilmente este hecho es, al mismo tiempo, un indicador
de la presencia de E.coli (Figura 2) (MERCK, 2002). Para la obtencion de la cepa pura y
aislada fue necesario el uso del Agar selectivo EMB, este medio de cultivo permite la
diferenciacion entre organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos
gue son incapaces de hacerlo, esta dada por los indicadores eosina y azul de metileno;
éstos ejercen un efecto inhibitorio sobre muchas bacterias Gram positivas. Las cepas de
E.coli presentan un caracteristico brillo metélico con centro oscuro con periferia azulada o
rosada (Figura 3a) (MERCK, 2002).

Con la obtencion de las cepas de E.coli ATTCC 8739 y E.coli nativa, y la confirmacién
microscopica de los microorganismos (Bacilos Gram negativos) (Figura 4ab), se realiz6 la
prueba de contacto con los diferentes extractos. Para esto fue necesario el aislamiento de
las cepas en Agar TSA, lo cual permitié la preparacion de la suspension de las cepas de
acuerdo al patrén N°2 de McFarland, ya que se obtiene la turbidez necesaria para una
concentracion de 6 x 10° cel/ml. El uso del caldo BHI para este procedimiento permitié a
los microorganismos desarrollarse en un medio enriquecido pues la infusion de carne de
corazdn y de cerebro de ternera asi como la peptona proveen la fuente de carbono,
nitrégeno sulfuro y vitaminas necesarias con lo cual se asegura que la inhibicién del
microorganismo fue causada por la accion bactericida del extracto evaluado y no por las

condiciones de desarrollo a las que se sometieron los microorganismo.

Los resultados obtenidos del recuento en placa para cada montaje segun concentracion y
procedencia del extracto (Tabla 2) se expresaron en UFC/ml para la obtencién de un
porcentaje de inhibicion (Tabla 2, 4) partiendo de la concentracion inicial de 6 x 10°
UFC/ml. El analisis de varianza de los promedio de los porcentajes de inhibicién (Tablas
3, 5) permite establecer que los diferentes extractos generan inhibicion sobre las cepas E.
coli ATCC 8739 y E.coli nativa en un porcentaje mayor al 94%. De igual forme se
determino que no existe una diferencia estadisticamente significativa en la accion
antimicrobiana que generan los extracto de las clases de uva Isabella, Comun y Verde y

sus partes de extraccion Cascara y Semilla, ni existe diferencia estadisticamente
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significativa en la interaccion entre clase de uva y parte de la uva. El analisis de
resultados también permite concluir que existe una diferencia estadisticamente
significativa en el efecto inhibitorio generado por las tres concentraciones evaluadas (100
ppm. 500 ppm, 1000 ppm) obteniéndose el mayor porcentaje de inhibicién (99%) en las
concentraciones de 500 ppm y 1000 ppm sin diferencia relevante en la accion que
producen estas dos concentraciones. Cowan (1999) sugiere que la actividad
antimicrobiana de los taninos se debe a su interaccion sobre las adhesinas, proteinas de
la pared celular, y a su capacidad de unirse a polisacaridos. Kontiokari et al. (2001)
reporta que los taninos pueden prevenir la expresion de las fimbrias P de E. coli dentro de
sus actividades antibacterianas, y que ademdas tienen actividades antivirales,

antiadherentes o antioxidantes.

Los resultado obtenidos concuerdan con lo reportado por Rodriguez et al. (2005), en
donde se comprueba el poder antimicrobiano del acido galico a diferente concentraciones
(desde 5 ppm hasta 1000 ppm) en una cepa de E. coli de origen humano y dos cepas de
coleccion E.coli ATCC 25922 y ATCC 35218, se reporta que a bajas concentraciones la
inhibicion producida por el acido galico no es tan fuerte como la inhibiciéon que producen
concentraciones de 500 y 1000ppm. El &cido galico conforma los taninos hidrolizables,
usualmente como ésteres multiples con la D-glucosa, este acido organico es el
compuesto fendlico de mayor predominancia formando taninos en la uva, y es por esto

qgue se toma como patron de comparacién para la cuantificacion de taninos.

Para la prueba de residualidad del extracto en su uso como desinfectante se tom6 como
extractos de interés Uva Isabella de Céscara y Semilla a concentracion de 5 ppm y 10
ppm. Se tomaron estas concentraciones de acuerdo a lo reportado por Martinez y Sierra.
(2010) ya que se evidencia una menor residualidad después del tiempo de contacto de 30
min comparado con concentraciones entre 100ppm y 1000ppm. Lo anterior se confirmé
con la reaccién colorimétrica de Follin Ciocalteau como se observa en la Figura 10. El
reactivo de Folin-Ciocalteu (es una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato, usado para
la determinacion de antioxidantes fendlicos y polifenélicos. Funciona midiendo la cantidad
de sustancia analizada que se necesita para inhibir la oxidacion del patrén en este caso el
acido galico una coloracién azul confirma la presencia de subunidades de &acido galico y

por lo tanto la presencia de taninos. La tabla 10 permite establecer que el extracto que
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tiene una mayor residualidad luego de 30 minutos es el de Semilla Isabella 10ppm con un
valor de 8,19ppm seguido de Semilla Isabella 5ppm con un valor de 4,09ppm; por lo tanto
se tomé el extracto de Cascara lIsabella 10ppm para su implementacion como
desinfectante, que aunque no presenta la menor residualidad, es un valor muy bajo
(0,98ppm); la resolucion 2115 de 2007 del Ministerio de Proteccion establece como
valores admisibles de residualidad del cloro en cualquier punto de la red de
distribuciénesta entre 0,3 y 2,0 ppm, al comparar la residualidad obtenida para extracto de

eleccién se podria decir que se encuentra dentro del rango aceptable.

Mediante la prueba de filtracion por membrana fue posible constatar el efecto inhibitorio
gue posee el extracto de Cascara Isabella 10ppm sobre E. coli presente en agua cruda,
luego de 30 minutos de contacto. El uso de Agar Chromocult para esta prueba permitié
diferenciacién las colonias E. coli de las de coliformes ya que este es un medio de cultivo
selectivo para el crecimiento de este tipo de microorganismos en muestras de aguas y
alimentos. Por la accién conjunta de peptonas selectivas, piruvato y tampoén de fosfatos se
garantiza un rapido crecimiento también de coliformes con dafios sublaterales. El
contenido de lauril sulfato inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas sin tener
influencias negativas sobre el crecimiento de los coliformes. La formacion simultanea de
coliformes totales y E. coli se hace posible por la nueva formacion de dos sustratos
cromégenos: el sustrato Salmon—-Gal es separado por la enzima B-D-galactosidasa
caracteristico de coliformes y provoca una coloracion roja de las colonias de coliformes.
La formacion de la B-D-Glucoronidasa caracteristica para E. coli tiene lugar mediante el
sustrato X-glucorénido, que al ser cortado por la enzima produce una coloracién azul para
las colonias positivas. Ya que E. coli separa tanto Salmon-Gal como X-Glucurénido, la
colonias se tifien de violeta — azul oscuro y debido a ellos se pueden diferencias de los

coliformes restante que se presentan de color rojo. (MERCK, 2002)

En la Figura 11 se observa el resultado para la filtracion del agua tratada con el extracto y
para el control con agua cruda sin ningln tratamiento, claramente se observa la
diferenciaciébn de colonias Violetas perteneciente a E.coli de las colonias rojas
pertenecientes a coliformes. El recuento del control dio incontable para E.coli y para
coliformes, mientras que para las replicas del agua tratada dieron en promedio un
recuento de 35 UFC/ 100ml de E.coli y 65 UFC/100 ml de coliformes (Tabla 11). Se

observa claramente una disminucién significativa de la carga bacteriana de acuerdo al
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control, pese a que no se logra lo establecido en el decreto 475 de 1998 por el cual se
expiden normas técnicas de calidad del agua potable en Colombia, en su articulo 24 como
valor admisibles para E.coli 0 UFC/ 100 ml se puede intuir que los procesos fisico
quimicos para la potabilizacion del agua cruda antes de la etapa de desinfeccién puede
potencializar este efecto ya que para el momento en el que se debe aplicar el extracto ya
se ha reducido en gran parte la carga microbiana presente en el agua. De igual forma este
extracto se puede proponer como una opcidén organica para un efecto conjunto con el
cloro, de este modo es posible reducir en gran medida la dosis de cloro que usualmente

se agrega al agua para la inhibicién de los microorganismos.

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e Los diferentes extractos presentan una accidn antimicrobiana sobre las cepas de E.

coli ATCC 8739y E. coli nativa, el porcentaje de inhibiciébn es mayor al 94%.

¢ No existe una diferencia estadisticamente significativa entre el poder inhibitorio entre
clase de uva y parte de la uva, las diferentes concentraciones de estos extractos si
poseen esta diferencia produciéndose un mayor efecto inhibitorio en las

concentraciones de 500 ppm y 1000 ppm.

e Se determiné que el extracto etandlico de taninos de Cascara Isabella 10ppm se
puede implementar como desinfectante de aguas crudas ya que presenta una baja

residualidad y un poder inhibitorio significativo sobre E. coli

e El extracto etandlico de taninos de uva es una opcion 6rganica para los procesos de
desinfeccioén, ya que por sus propiedades antimicrobianas es posible su uso como
potencializador de la accién del cloro, generando una reduccion de la concentracion
que se utiliza de este para la desinfeccion del agua y de este modo minimizar la

formacion de subproductos como los THM’s que generan riesgos en la salud humana.
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7. ANEXOS

Tabla 1. Extractos de taninos presentes en tres variedades de uva y su concentracion

Etanol 96%

Extracto Procedencia Concentracién (ppm)
SV, Semilla uva verde 1000
SV, Semilla uva verde 500
SV, Semilla uva verde 100
Sl, Semilla uva Isabella 1000
Sl, Semilla uva Isabella 500
Sl; Semilla uva Isabella 100
SC, Semilla uva comun 1000
SGC, Semilla uva comun 500
SC; Semilla uva comun 100
Ccv, Céscara uva verde 1000
Ccv, Céscara uva verde 500
CV; Céscara uva verde 100
Cly Céscara uva Isabella 1000
Cl, Cascara uva Isabella 500
Cl; Cascara uva isabella 100
CC, Cascara uva comun 1000
CC, Cascara uva comun 500
CC; Céascara uva comun 100

Fuente: Autor
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b.
Fuente: Autor

Figura 1. Aislamiento de la cepa de E.coli ATCC 8739 en a. Agar McConckey b. Agar
TSA

Fuente: Autor

Figura 2. Aislamiento de E.coli nativa en caldo Florocult.

Fuente: Autor

Figura 3. Purificacién y Aislamiento de E. coli nativa en a. Agar EMB. b. Agar TSA
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b.
Fuente: Autor

Figura 4. Tincion de Gram a. E. coli ATCC 8739 b. E. coli nativa

Fuente: Autor

Figura 5. Suspension de E.coli segun patrén de McFarland N°2

Fuente: Autor

Figura 6. Montaje de la prueba de contacto con los diferentes extractos para E. coli ATCC
8739 en caldo BHI
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Fuente: Autor

Figura 7. Recuento en placa en Agar TSA para E. coli ATCC 8739 luego de la prueba de
contacto.

Fuente: Autor

Figura 8. Montaje de la prueba de contacto con los diferentes extractos para E. coli nativa
en caldo BHI

Fuente: Autor

Figura 9. Recuento en placa en Agar TSA para E. coli nativa luego de la prueba de
contacto.
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Tabla 2. Recuento en placa de E.coli nativa en Agar TSA, luego del contacto con los
extractos.

EXTRACTO SEMILLA CASCARA
100 ppm 500 ppm 1000 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm
2,00E+07 0,00E+07  O0,00E+07  2,00E+07 0,00E+07  0,00E+07
ISABELLA 3,00E+07 1,00E+07  O0,00E+07  2,00E+07 0,00E+07  0,00E+07
0,00E+07 0,00E+07  0,00E+07  0,00E+07 1,00E+07  0,00E+07
2,00E+07 1,00E+07  0,00E+07 1,00E+07 O0,00E+00  1,00E+07
COMUN 4,00E+07 1,00E+07  0,00E+07  2,00E+07 1,00E+07  0,00E+07
3,00E+07 0,00E+07  0,00E+07  3,00E+07 0,00E+07  0,00E+07
3,00E+07 0,00E+07  O0,00E+07  2,00E+07 0,00E+07  0,00E+07
VERDE 1,00E+07 1,00E+07  0,00E+07 1,00E+07 1,00E+07  0,00E+07
2,00E+07 0,00E+07  0,00E+07  2,00E+07 0,00E+07  0,00E+07

Fuente: Autor

Tabla 3. Porcentaje de inhibiciéon en decimales de los diferentes extractos sobre E.coli

nativa
- Eolmtv
EXTRACTO SEMILLA CASCARA
100 ppm 500 ppm 1000 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm
0,967 1,000 1,000 0,967 1,000 1,000
ISABELLA 0,950 0,983 1,000 0,967 1,000 1,000
1,000 1,000 1,000 1,000 0,983 1,000
0,967 0,983 1,000 0,983 1,000 0,983
COMUN 0,933 0,983 1,000 0,967 0,983 1,000
0,950 1,000 0,983 0,950 1,000 1,000
0,950 1,000 1,000 0,967 1,000 1,000
VERDE 0,983 0,983 1,000 0,983 0,983 1,000
0,967 1,000 1,000 0,967 1,000 1,000

Fuente: Autor
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Tabla 4. Recuento en placa de E.coli ATCC 8739 en Agar TSA, luego del contacto con los
extractos.

SEMILLA CASCARA

EXTRACTO 100 ppm 500 ppm 1000 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm
(UFC/ml)  (UFC/ml)  (UFC/ml)  (UFC/ml) (UFC/ml)  (UFC/ml)

1,00E+07 1,00E+07 0,00E+07 1,00E+07  0,00E+07 0,00E+07

ISABELLA 2,00E+07 1,00E+07 0,00E+07 2,00E+07 0,00E+07 0,00E+07
2,00E+07  0,00E+07 1,00E+07 1,00E+07 0,00E+07 0,00E+07

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

COMUN 3,00E+07 1,00E+07 2,00E+07 2,00E+07 1,00E+07 1,00E+07
3,00E+07 0,00E+07 0,00E+07 2,00E+07  0,00E+00 0,00E+07

1,00E+07 1,00E+07 0,00E+07 3,00E+07 1,00E+07 0,00E+07

VERDE 2,00E+07  1,00E+07 1,00E+07 1,00E+07 0,00E+07 1,00E+07

4,00E+07 0,00E+07 0,00E+07 2,00E+07 0,00E+07 0,00E+07
Fuente: Autor

Tabla 5. Porcentaje de inhibiciéon en decimales de los diferentes extractos sobre E.coli

ATCC 8739
- EcoiATcane
EXTRACTO SEMILLA CASCARA
100 ppm 500 ppm 1000 ppm 100 ppm 500 ppm 1000 ppm
0,983 0,983 1,000 0,983 1,000 1,000
ISABELLA 0,967 0,983 1,000 0,967 1,000 1,000
0,967 1,000 0,983 0,983 1,000 1,000
0,983 0,983 1,000 0,917 1,000 0,983
COMUN 0,950 0,983 0,967 0,967 0,983 0,983
0,950 1,000 1,000 0,967 1,000 1,000
0,983 0,983 1,000 0,950 0,983 1,000
VERDE 0,967 0,983 0,983 0,983 1,000 0,983
0,933 1,000 1,000 0,967 1,000 1,000

Fuente: Autor
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Tabla 6. Andlisis de varianza de los promedios de los porcentajes en decimales de inhibicion de Semilla y Cascara de las tres
variedades de uvas obtenidos para la cepa E.coli nativa.

Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN SEMILLA CASCARA Total
ISABELLA
Cuenta 3 3 6
Suma 2,966666667 2,972333333 5,939
Promedio 0,988888889 0,990777778 0,989833333
Varianza 0,000124704 9,48148E-06 5,47444E-05
COMUN
Cuenta 3 3 6
Suma 2,933 2,955333333 5,888333333
Promedio 0,977666667 0,985111111 0,981388889
Varianza 3,21111E-05 9,48148E-06 3,3263E-05
VERDE
Cuenta 3 3 6
Suma 2,961 2,966666667 5,927666667
Promedio 0,987 0,988888889 0,987944444
Varianza 1,01111E-05 3,7037E-08 5,12963E-06
Total
Cuenta 9 9
Suma 8,860666667 8,894333333
Promedio 0,984518519 0,988259259
Varianza 6,88086E-05 1,09938E-05
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Muestra 0,000235704 2 0,000117852 3,80318725 0,052565853 3,885293835
Columnas 6,29691E-05 1 6,29691E-05 2,03207171 0,179500346 4,747225336
Interaccion 3,08642E-05 2 1,54321E-05 0,49800797 0,619763599 3,885293835
Dentro del grupo 0,000371852 12 3,09877E-05
Total 0,000701389 17

Tabla 7. Andlisis de varianza de los promedios de los porcentajes en decimales de inhibicién de las concentraciones 100ppm,
500ppm, 1000ppm de las tres variedades de uvas para la cepa E. coli nativa.

Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN 100 ppm 500 pm 1000 ppm Total
ISABELLA

Cuenta 3 3 3 9

Suma 2,9255 2,983 3 8,9085

Promedio 0,975166667 0,994333333 1 0,98983333

Varianza 0,000480583 2,40833E-05 0 0,00025319
COMUN

Cuenta 3 3 3 9

Suma 2,875 2,9745 2,983 8,8325

Promedio 0,958333333 0,9915 0,994333333 0,98138889

Varianza 0,000208333 7,225E-05 2,40833E-05 0,00037667
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VERDE

Cuenta 3 3 3 9
Suma 2,9085 2,983 3 8,8915
Promedio 0,9695 0,994333333 1 0,98794444
Varianza 0,00015475 9,63333E-05 0 0,00026015
Total
Cuenta 9 9 9
Suma 8,709 8,9405 8,983
Promedio 0,967666667 0,993388889 0,998111111
Varianza 0,000265938 5,01736E-05 1,40486E-05

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Muestra 0,000353556 2 0,000176778 1,50035363 0,249659016 3,554557146
Columnas 0,004832389 2 0,002416194 20,5067976 2,28499E-05 3,554557146
Interaccion 0,000166889 4 4,17222E-05 0,35410609 0,837786458 2,927744173
Dentro del grupo 0,002120833 18 0,000117824
Total 0,007473667 26
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Tabla 8. Andlisis de varianza de los promedios de los porcentajes en decimales de inhibicion de Semilla y Cascara de las tres
variedades de uvas obtenidos para la cepa E.coli ATCC 8739.

Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN SEMILLA CASCARA Total
ISABELLA
Cuenta 3 3 6
Suma 2,955333333 2,977666667 5,933
Promedio 0,985111111 0,992555556 0,988833333
Varianza 9,48148E-06 9,48148E-06 2,42111E-05
COMUN
Cuenta 3 3 6
Suma 2,938666667 2,933333333 5,872
Promedio 0,979555556 0,977777778 0,978666667
Varianza 0,000131704 0,000124704 0,000103511
VERDE
Cuenta 3 3 6
Suma 2,944 2,955333333 5,899333333
Promedio 0,981333333 0,985111111 0,983222222
Varianza 4,03333E-05 4,15926E-05 3,70519E-05
Total
Cuenta 9 9
Suma 8,838 8,866333333
Promedio 0,982 0,985148148
Varianza 5,14167E-05 8,4892E-05
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ANALISIS DE VARIANZA

Grados de
Origen de las variaciones Suma de cuadrados libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Muestra 0,000311198 2 0,000155599 2,61293666 0,114287828 3,885293835
Columnas 4,45988E-05 1 4,45988E-05 0,74893749 0,403782703 4,747225336
Interaccion 6,4679E-05 2 3,23395E-05 0,54307038 0,594590478 3,885293835
Dentro del grupo 0,000714593 12 5,95494E-05
Total 0,001135068 17

Tabla 9. Andlisis de varianza de los promedios de los porcentajes en decimales de inhibicion de las concentraciones 100ppm,
500ppm, 1000ppm de las tres variedades de uvas para la cepa E. coli ATCC 8739

Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN 100 ppm 500 ppm 1000 ppm Total
ISABELLA

Cuenta 3 3 3 9

Suma 2,925 2,983 2,9915 8,8995

Promedio 0,975 0,994333333 0,997166667 0,98883333

Varianza 6,4E-05 2,40833E-05 2,40833E-05 0,00013719
COMUN

Cuenta 3 3 3 9

Suma 2,867 2,9745 2,9665 8,808

Promedio 0,955666667 0,9915 0,988833333 0,97866667
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Varianza 2,40833E-05 7,225E-05 0,000161583 0,00036338

VERDE
Cuenta 3 3 3 9
Suma 2,8915 2,9745 2,983 8,849
Promedio 0,963833333 0,9915 0,994333333 0,98322222
Varianza 0,000161583 7,225E-05 9,63333E-05 0,00029551

Total
Cuenta 9 9 9
Suma 8,6835 8,932 8,941
Promedio 0,964833333 0,992444444 0,993444444
Varianza 0,000133063 4,41528E-05 8,39653E-05
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de

Origen de las variaciones Suma de cuadrados libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Muestra 0,000466796 2 0,000233398 2,99976199 0,075098091 3,554557146
Columnas 0,004745907 2 0,002372954 30,4985124 1,6556E-06 3,554557146
Interaccion 0,000222148 4 5,5537E-05 0,71379269 0,593267639 2,927744173
Dentro del grupo 0,0014005 18 7,78056E-05
Total 0,006835352 26
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Tabla 10. Prueba de residualidad del desinfectante: Resultados de la residualidad para
los extractos de Semilla y Cascara de uva Isabella a 5ppm y 10.ppm

Cl 10ppm 0,076 0,077 0,074 0,0757 0,983
Cl 5ppm 0,027 0,027 0,027 0,0270 0,431
S110 ppm 0,712 0,710 0,712 0,7113 8,190
SI 5 ppm 0,348 0,345 0,356 0,3497 4,089

Fuente: Autor

Fuente: Autor

Figura 10. Prueba de residualidad del desinfectante: Resultados de la reaccion
colorimétrica con reactivo de Follin Ciocalteau y carbonato de sodio al 20% de los
extractos de Semilla y Cascara de uva Isabella a 5ppm y 10ppm para cuantificacion de
taninos.

Tabla 11. Recuento de la filtracion por membrana luego del uso del Extracto de Cascara
de uva Isabella [10ppm

E. coli Incontable Incontable Incontable 30 40 34 35

Coliformes totales Incontable Incontable Incontable 70 60 67 66
Fuente: Autor

Fuente: Autor

Figura 11. Filtracién por membrana luego del uso del Extracto de Cascara [10ppm]
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