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1. Título 

Estudio Bacteriológico de Cinco Marcas de Agua Embotellada sin Gas, Expendidas 

en la Ciudad de Loja. 
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2. Resumen 

El agua es, en el hombre, el líquido en el que se produce el proceso de la vida, aunque 

dependemos de ella, nuestro organismo no es capaz de sintetizarla en cantidades 

suficientes, por lo que debe ingerirse regularmente. En las últimas tres décadas, el consumo 

de agua embotellada a nivel mundial ha crecido a un ritmo constante, se tiene la percepción 

de que una vez que el agua es embotellada, el producto es estéril, pero en realidad puede 

contener grandes cantidades de bacterias, lo cual implica falta de sanitización. El presente 

estudio de tipo descriptivo y corte transversal, evaluó la calidad bacteriológica de 5 marcas 

comerciales de agua embotellada sin gas expendidas en la ciudad de Loja, de acuerdo a la 

norma INEN 2200. La selección se realizó mediante encuesta a los estudiantes de la 

Facultad de Salud de la Universidad Nacional de Loja; de las marcas elegidas se realizó un 

muestreo al azar en tiendas de abarrotes ubicadas dentro del casco urbano de la ciudad. Las 

muestras consistieron en presentaciones de 500 y 750 mL, con fecha de expiración vigente; 

procesando dos lotes por marca durante el 7 de noviembre del 2017 y 26 de enero del 

2018. Se empleó la técnica de filtración de membrana, para detectar los indicadores: 

Coliformes Totales y E. coli. Se determinó la presencia de Coliformes Totales en 7,5% de 

las muestras para la marca V y en el 10% de las muestras para la marca C; no se detectó la 

presencia de E. coli.   

      Palabras clave: Evaluación microbiológica, Método de Filtración de Membrana 
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Summary 

The water is, in the man, the liquid where the life process is produced, although we 

depend on it, our body is not able to synthesize it in enough quantities, so it has to be 

ingested regularly. In the last three decades, the consumption of bottled water worldwide 

has grown steadily, we have the perception that once the water is bottled, the product is 

sterile, but actually it can contain large amounts of bacteria, which implies lack of 

sanitization. The current descriptive, cross-sectional study, evaluated the bacteriological 

quality of five commercial brands of non-carbonated bottled water, expended in the city of 

Loja, according to INEN 2200 standard. The selection was carried out through a survey 

applied to the students of the Faculty of Medicine at the “Universidad Nacional de Loja”; 

from the chosen brands a random sampling was performed in different grocery stores 

situated inside the urban area of the city. The samples consist of 500 and 750 ml bottles, 

with valid expiration date; processing two lots per brand during November 7th, 2017 and 

January 26th, 2018. The membrane filtration technique was used, to detect the indicators: 

Coliformes Totales and E. coli. The presence of Coliformes Totales was determined in a 

7,5% of the samples for the brand V and in a 10% of the samples for the brand C; the 

presence of E. coli was not detected. 

Key words: Microbiological evaluation, Membrane Filtration Method. 
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3.  Introducción 

El agua es en el hombre, el líquido en el que se produce el proceso de la vida, es 

fundamental para todas las funciones del organismo y es también su componente más 

abundante. Nuestro metabolismo proporciona una producción endógena de 350 ml diarios 

de agua, por lo que se necesita una aportación exógena de 2.150 ml para cubrir las 

pérdidas. (Carbajal, 2014, p. 71) 

El agua embotellada, desde que comenzó a venderse en garrafones de vidrio en 1970 

en varias partes del mundo, se ha convertido en un gran negocio apoyado por la moda y el 

estatus, superando en la última década las expectativas de venta, al alcanzar al año la 

comercialización de más de 180 mil millones de litros del líquido. (Camarillo, 2015, p. 2) 

Por lo general se tiene la percepción de que una vez que el agua es embotellada, el 

producto es estéril, pero en realidad, el agua que es usada para envasado puede contener 

grandes cantidades de bacterias, de tal manera que, si no se toman las precauciones 

sanitarias adecuadas, el agua embotellada puede contener bacterias que se reproducen a 

concentraciones, que podrían representar un riesgo a la salud (González, Gutierrez, & 

Grande, 2012, p. 120) 

La contaminación en el agua embotellada, ha sido reportada por diferentes autores 

alrededor del mundo. Estudios indican, que más del 40% de muestras procedentes de seis 

estados de la India presentaron bacterias heterotróficas (BHT) con más de 100 UFC /mL y 

de estas el 44% presentaron coliformes totales. Por otro lado, en Londrina-Brasil, se 

determinó que la presencia de coliformes totales, Escherichia coli, Enterococos fecales, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp y heterotróficos en agua, aumentaba 42,2% 

por el proceso inadecuado de envasado (Arteaga, 2016, p. 6)   
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El presente estudio tiene como propósito indagar si las muestras procesadas cumplen o 

no la normativa vigente para Coliformes totales y E. coli generando datos reales para la 

población consumidora.  

La investigación analizó la calidad bacteriológica del agua embotellada, seleccionando 

5 marcas de agua mediante encuesta, las cuales se adquirieron en tiendas de abarrote de la 

localidad. Se llevaron a cabo dos muestreos durante el mes de noviembre del 2017 y enero 

del 2018 en el Laboratorio de Análisis Químico de la Universidad Nacional de Loja 

ubicado en la Reinaldo Espinosa y Av. Pío Jaramillo Alvarado, La Argelia. 
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4. Revisión de la Literatura 

4.1 Agua    

4.1.1. Definición 

El agua es “el componente más abundante en la superficie terrestre; forma la lluvia, los 

ríos y los mares; y de manera fundamental, llega a formar parte constituyente de todos los 

organismos vivos” (Real académia española [RAE], 2014). 

4.1.2. Funciones biológicas en el ser humano 

Es el vehículo para el transporte de hormonas, metabolitos en la sangre, y para la 

excreción de productos de desecho a los pulmones, los riñones, el intestino o la piel para 

ser eliminados (Carbajal & González, 2012, p. 72). 

El agua (aceptando o donando protones) también contribuye al mantenimiento del pH, 

esencial para la vida, ya que la actividad de muchos procesos, como por ejemplo la 

actividad enzimática, es pH dependiente (Carbajal & González, p. 75). 

Es imprescindible para mantener el volumen celular, un requisito importante para la 

vida (Carbajal & González, 2012, p. 75). 

Actúa como lubricante: la saliva lubrica la boca y facilita la masticación y la deglución, 

las lágrimas lubrican los ojos y limpian cualquier impureza, el líquido sinovial baña las 

articulaciones, y las secreciones mucosas lubrican el aparato digestivo, el respiratorio y el 

genitourinario (Carbajal & González, 2012, p. 74). 

Proporciona flexibilidad, turgencia y elasticidad a los tejidos. El líquido del globo 

ocular, el cefalorraquídeo, el líquido amniótico y, en general, los líquidos del organismo 
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amortiguan y nos protegen cuando andamos y corremos (Carbajal & González, 2012, 

p.71). 

Mantiene la temperatura corporal constante, independientemente del entorno y de la 

actividad metabólica; disipando la carga extra de calor para evitar variaciones de 

temperatura que podrían ser fatales (Carbajal & González, 2012, p. 76). 

4. 2 Agua Potable 

     Es aquella suministrada por la red pública de agua, está libre de sustancias y 

microorganismos que puedan afectar la salud, con características físicas, químicas 

microbiológicas tratadas a fin de garantizar su aptitud para consumo humano (Servicio 

Ecuatoriano de Normalización [INEN], 2014, p. 2).  

Sin embargo, una gran parte de esta agua se contamina en el trayecto o en el interior de 

los domicilios, muchas cisternas tienen filtraciones, grietas o huecos que permiten la 

entrada de insectos y animales portadores de bacterias (Huerta, 2013, p. 41). 

4. 3 Agua Envasada 

Es aquella que se destina al consumo humano, se la sella en botellas u otros recipientes 

sin ingredientes añadidos; excepto agentes antimicrobianos seguros y adecuados como el 

fluoruro que puede añadirse opcionalmente dentro de ciertas limitaciones especificadas 

(Administración de medicamentos y alimentos [FDA], 2017). 

Se considera agua purificada envasada a las aguas destinadas al consumo humano que 

sean sometidas a procesos físico químicos como destilación, desionización, ósmosis 

inversa, de desinfección u otros procesos; sea carbonatada o no (INEN, 2017, p. 2). 
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4.3.1 Tipos de agua envasada 

Existen tres categorías de aguas envasadas que se diferencian por sus propiedades 

naturales o por los potenciales tratamientos a los que son sometidas en las plantas de 

embotellado:  

Aguas minerales naturales. Son aguas subterráneas bacteriológicamente sanas y de 

composición química constante que se diferencian de las restantes aguas potables:   

Por su naturaleza: caracterizadas por su contenido en determinados minerales, 

oligoelementos y otros componentes. 

Por su pureza original: Al residir en un acuífero subterráneo preservado por un 

perímetro de protección legalmente establecido al respecto (Aneabe, 2016, p. 29). 

Aguas de manantial. Son aguas de origen subterráneo que poseen unas características 

naturales de pureza que permiten su consumo. Se rigen por los criterios de potabilidad de 

las aguas de consumo público (Aneabe, 2016, p. 30). 

Aguas preparadas. Son aquellas que han sido sometidas a tratamientos físico-químicos 

diversos (ósmosis, ozono, ultravioleta, …) para hacerlas potables y cumplan, así, los 

mismos requisitos sanitarios que las aguas de consumo público. Pueden ser:  

Aguas potables preparadas: Pueden tener cualquier origen, tanto subterráneo como 

superficial. 

Aguas de abastecimiento público preparadas: Su procedencia es la red pública (Aneabe, 

2016, p. 30). 
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4.4 Métodos de Purificación del Agua 

Desinfección con cloro. - Puede ser realizada con cloro gaseoso (gas licuado a 

presión), cal clorada (polvo), hipoclorito de sodio (solución líquida) e hipoclorito de calcio 

(polvo, gránulos y tabletas). Usar la cantidad necesaria de cloro es fundamental para que 

una parte quede en el agua, y así se eliminen nuevos gérmenes (Plataforma de 

conocimiento sobre construccion ambientalmente sostenible de infraestructura en Amércia 

latina y El Caribe [KPESIC], 2016, p. 8-9). 

Radiación ultravioleta. El rango de la longitud de onda tiene propiedad germicida, que 

incide sobre material genético de microorganismos y virus, destruyendo en corto plazo 

estos patógenos. Esta técnica desinfectar sin producir cambios físicos o químicos en el 

agua (KPESIC, 2016, p. 11). 

Filtración. Provoca la remoción de partículas suspendidas y coloidales, a través de un 

medio poroso.  Constituye el último paso en la clarificación del agua, diseñado y operado 

convenientemente, puede ser un sistema de desinfección del agua (KPESIC, 2016,            

p. 12-13). 

Ozono. Como purificador de agua, el ozono es un gas muy efectivo porque 

descompone los organismos vivos sin dejar residuos químicos que puedan dañar la salud o 

alterar el sabor del agua (Huerta, 2013, p. 42). 

Ósmosis inversa. El proceso de ósmosis inversa utiliza una membrana semipermeable 

que separa y elimina del agua sólidos, sustancias orgánicas, virus y bacterias disueltas en el 

agua (Huerta, 2013, p. 42). 



10 

 

 

 

4.5 Regulación del Agua Envasada 

Se entiende por Buenas Prácticas de Manufactura de Alimentos (BPM) al conjunto de 

operaciones de higiene y elaboración que incluye recomendaciones sobre procesos,  

materia prima, producto, instalaciones, equipos y personal con el objetivo de obtener 

alimentos inocuos, y que establecen los requerimientos mínimos con relación a manejo de 

instalaciones, recepción y almacenamiento, mantenimiento de equipos, entrenamiento e 

higiene del personal de limpieza y desinfección, control de plagas, rechazo de productos, 

control de proveedores y control de calidad (Pepe, 2015, p. 5). 

En Ecuador la Agencia Nacional de Regulación, Control y Vigilancia Sanitaria ARCSA 

es la institución encargada de realizar permanentemente controles, con el objetivo de 

garantizar que los establecimientos que comercializan productos de uso y consumo 

humano cumplan con la normativa sanitaria; lo que incluye a las plantas embotelladoras de 

agua, que deben cumplir obligatoriamente con procedimientos higiénicos sanitarios que 

garanticen a los consumidores que en todas las etapas de producción hasta la entrega del 

producto final se ha aplicado un riguroso y efectivo control (Agencia Nacional de 

Regulación,Control y Vigilancia Sanitaria [ARCSA], 2017, párr. 4-5).  

4.6 Indicadores Microbiológicos de Calidad del Agua 

Los indicadores microbiológicos de calidad del agua son organismos que tienen un 

comportamiento similar a microorganismos patógenos. Su presencia determina la 

existencia de patógenos, permitiendo comparar sus reacciones a cambios de pH y 

temperatura o aplicación de medios físicos o químicos de desinfección (Ríos, Agudelo, & 

Gutierrez, 2017, p. 238). 
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4.6.1 Coliformes totales  

El grupo coliforme abarca los géneros Klebsiella, Escherichia, Enterobacter, 

Citrobacter y Serratia. Excepto E. coli se hallan en grandes cantidades en el ambiente 

(fuentes de agua, vegetación y suelos), no necesariamente se los asocia con la 

contaminación fecal ya que no representan un riesgo evidente para la salud. Las bacterias 

coliformes, no deben estar presentes en sistemas de abastecimiento, almacenamiento y 

distribución de agua, y si así ocurriese, ello es indicio de que el tratamiento fue 

inadecuado. Se ha demostrado que las especies de Enterobacter y Klebsiella colonizan con 

frecuencia las superficies interiores de las cañerías de agua y tanques de almacenamiento 

(Marchand, 2011, párr 12). 

4.6.2 Coliformes fecales 

Son aquellos provenientes de la materia fecal, de los cuales su habitad natural es el 

intestino tanto de humanos como de animales, comparten características con los coliformes 

totales y otras como lo son: Crecen con lactosa y la fermentan a 44.5°C ± 2°C produciendo 

ácido y gas en las primeras 48h de incubación. El género E. coli es el más ampliamente 

utilizado como indicador de contaminación en la calidad del agua, ya que es el más 

específico determinante de contaminación fecal (Rosas Ronzón, 2013, p. 22). 

4.7 Fundamento de la Técnica de Filtración de Membrana 

Se basa en la filtración de una muestra de agua para concentrar células (bacterias) 

viables sobre la superficie de membrana y transferirlas a un medio de cultivo apropiado 

para contar el número de unidades formadores de colonias (UFC) desarrolladas luego de 

un período de incubación. La técnica de filtración por membrana utiliza un mecanismo 

mediante el cual se atrapan en la superficie de una membrana microorganismos cuyo 
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tamaño es mayor que el poro de membrana (0,45 um), esto gracias a una bomba eléctrica 

que ejerce una presión de vacío diferencial sobre la muestra de agua (Vivanco, 2014,        

p. 16). 

Las bacterias quedan en la superficie de la membrana y luego ésta es llevada a un 

medio enriquecido, selectivo o diferencial, entonces a través de un proceso de intercambio 

metabólico e incubación, se produce el crecimiento de microorganismos (UFC). Esta 

técnica es altamente reproducible y proporciona resultados cuantitativos, es una manera 

rápida y simple de estimar poblaciones bacterianas en agua y útil al momento de evaluar 

numerosas pruebas diarias (Vivanco, 2014, p. 16). 

4.8 Métodos Rápidos para la Enumeración de Microorganismos Indicadores 

Realizar análisis microbiológico tradicional es una tarea que consume gran cantidad de 

tiempo y trabajo, por ello se han desarrollado métodos rápidos, fáciles de utilizar, fáciles 

para cuantificar y detectar microrganismos, ya que en ocasiones es necesario dar resultados 

rápidos, que permitan tomar decisiones en periodos de tiempo corto, y no es posible, 

debido a que se debe esperar que los microorganismos crezcan en los medios de cultivo y 

lograr visualizar su presencia, su crecimiento es lento y a menudo los microrganismos de 

interés se encuentran en cantidades muy pequeñas con respecto a la flora microbiana 

restante, lo que implica un pre-enriquecimiento previo en medios selectivos, invirtiendo un 

mayor tiempo. Los métodos rápidos, por tanto; ofrecen la posibilidad de evitar algunos 

pasos de la técnica tradicional; es decir ayudan con, ahorro de tiempo y trabajo (Pérez, 

2018, p. 23-24). 
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4.8.1 Placas petrifilm 

Las placas 3M Petrifilm™ constituyen unos de los múltiples sistemas que han sido 

diseñados para facilitar la realización del análisis microbiológico de los alimentos.  

Constan de dos delgadas láminas con diversos componentes que reproducen (con gran 

proximidad) la situación de una placa convencional de medio de cultivo sólido. Al tratarse 

de placas ya preparadas (su uso no requiere más que la inoculación de la muestra, la 

incubación y la lectura) y muy finas, se facilitan tanto el transporte como la realización de 

las determinaciones y se ahorra espacio en las estufas de incubación. Por otra parte, las 

placas incluyen un fondo cuadriculado que facilita la ubicación de las colonias (Rodríguez, 

2014, p. 17).  

Placa Petrifilm™ para recuento de E. coli /coliformes 

La placa Petrfilm™ para recuento de E. coli/ coliformes está compuesta por una lámina 

de papel con una cuadrícula impresa recubierta de polipropileno conteniendo nutrientes del 

medio Bilis Glucosa con cristales de Violeta y Rojo neutro (VRBG), el indicador 5-bromo-

4-cloro-3-indolil-beta-D-glucorónido (BCIG) y un agente gelificantes soluble en agua fría 

(el área donde se desarrollan los microorganismos está definida por una película intermedia 

de espuma). Se complementa en la parte superior con otra lámina de polipropileno que 

contiene gel soluble en agua fría y tricloruro de trifenil tetrazolio como indicador (Infante, 

2016, p. 37). 

La mayoría de las E. coli (cerca del 97%) produce beta-glucoronidasa, la que a su vez 

produce un precipitado azul asociado con la colonia. La película superior atrapa el gas 

producido por la lactosa que fermentan E. coli y Coliformes. Cerca del 95% de E. coli 

produce gas, representado por colonias entre azules y rojo-azules asociadas a gas atrapado, 
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mientras que los Coliformes son colonias rojas asociadas con burbujas de gas. Éstas placas 

se incuban por 24 +/- 2 horas a 35°C para cuantificar Coliformes / E. coli, pero; para 

mayor precisión de E. coli se deja 48 +/- 2 horas a la misma temperatura (Santizo, 2017,   

p. 34). 

4.9 Fuentes de Contaminación del Agua   

A medida que el agua viaja a través de la superficie de la tierra o a través del suelo, 

disuelve minerales que se producen de manera natural y, en algunos casos, material 

radioactivo. Es posible que incorpore sustancias que surgen de la presencia de animales o 

de la actividad humana: contaminantes microbianos, tales como virus y bacterias, que 

pueden provenir de plantas de tratamiento de aguas residuales, sistemas sépticos, 

operaciones agrícolas y ganaderas, vida silvestre; contaminantes inorgánicos, como sales y 

metales, que pueden producirse de manera natural o ser el resultado de escurrimientos, las 

industrias o las descargas de aguas residuales domésticas, la producción de hidrocarburos, 

la minería o la agricultura; pesticidas y herbicidas, que provienen de una variedad de 

fuentes tales como agricultura, y usos residenciales; contaminantes químicos orgánicos 

incluidos los sintéticos y volátiles, que son subproductos de procesos industriales y 

producción de petróleo, y que también pueden provenir de estaciones de servicio, y 

sistemas sépticos; además de contaminantes radioactivos, lo que puede ocurrir de manera 

natural o ser el resultado de la producción de hidrocarburos o actividades mineras (Gilbert, 

2016, p. 2-3). 

4.10 Agua Contaminada y su Efecto en la Salud 

     El agua contaminada y el saneamiento deficiente están relacionados con la transmisión 

de enfermedades como el cólera, la disentería, la hepatitis A, la fiebre tifoidea y la 
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poliomielitis. Los servicios de agua y saneamiento inexistentes, insuficientes o gestionados 

de forma inapropiada exponen a la población a riesgos prevenibles para su salud 

(Organización Mundial de la Salud [OMS], 2018, párr 7). 

Se calcula que unas 842.000 personas mueren cada año de diarrea como consecuencia 

de la insalubridad del agua, de un saneamiento insuficiente o de una mala higiene de las 

manos (OMS, 2018, párr 8-9).  
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5. Materiales y Métodos 

5.1 Tipo de Estudio 

La presente investigación es de tipo descriptivo, y de corte transversal. 

5. 2 Área de Estudio 

Cinco marcas comerciales de agua embotellada sin gas expendidas en la ciudad de Loja 

seleccionadas mediante encuesta; siendo éstas las más consumidas por los estudiantes de la 

Facultad de la Salud Humana de la Universidad Nacional de Loja. 

5.3 Universo y Muestra 

El universo estuvo conformado por todas las aguas embotelladas sin gas de las marcas 

seleccionadas con presentaciones de 500 y 750 mL; que presentaban Registro Sanitario, 

mismo lote, y fecha de expiración vigente en los dos muestreos y que se expendían en la 

ciudad de Loja. El primer muestreo se procesó del 8 de noviembre al 13 de diciembre y el 

segundo del 20 de diciembre al 26 de enero, tomándose dos lotes por marca durante el 

estudio. 

Con la finalidad de reunir la mayor cantidad de datos posibles la muestra estuvo 

conformada por 20 botellas que presentaban las características mencionadas; ya que el 

muestreo que evalúa la conformidad del producto lo realiza únicamente el organismo 

certificador o acreditador aplicando la norma INEN 1077 vigente. 

5.4 Codificación e Identificación de muestras 

Se analizó un total de 200 muestras, 40 por cada marca durante los dos muestreos, para 

facilitar su procesamiento fueron codificadas de la siguiente manera (Tabla 1). 
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Tabla 1 

 

Códigos asignados a las marcas analizadas 
 

Marca Tipo de Agua Primer 

muestreo   

 Segundo 

muestreo 

Vivant Agua Purificada Envasada V V’ 

Dasani  Agua Purificada Envasada sin Gas D D’ 

Pure Water   Agua Purificada Envasada P P’ 

Cielo   Agua Purificada Envasada sin Gas C C’ 

Manantial  Agua Purificada y Envasada sin Gas M M’ 

     Fuente: Elaboración propia 

     Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista 

 

5.5 Criterios de Inclusión y Exclusión 

5.5.1 Criterios de inclusión. 

 Muestras de agua embotellada en presentaciones de 500 a 750 mL  

 Muestras con Registro Sanitario, conservadas a temperatura ambiente, de un mismo 

lote.  

 Muestras con envases íntegros y cierre hermético 

5.5.2 Criterios de exclusión. 

 Muestras que durante el transporte al laboratorio sufran alguna rotura en el envase 

 Muestras que durante el procesamiento se vean afectadas por la rotura de la membrana 

filtrante utilizada para la misma.      
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5.6 Métodos, Técnicas y Procedimientos 

Fase pre-analítica 

 Autorización para el procesamiento de muestras en el Laboratorio de Análisis Químico 

del Centro de Investigación la Universidad Nacional de Loja; por el director del Centro 

de Investigación de la Universidad Nacional de Loja Dr. Nikolay Aguirre (Anexo 1) 

 Aplicación de encuesta para la selección de las marcas de agua que van hacer  

procesadas (Anexo 2)  

 Protocolo de transporte de muestras según la norma (Anexo 3) 

Fase analítica 

 Codificación, identificación y registro de muestras (Anexo 4) 

 Determinación de Coliformes Totales y Fecales (E. coli) (Anexo 5) 

Fase post-analítica 

 Registro de los resultados obtenidos (Anexo 6) 

 Fórmula para el Recuento de Coliformes Totales/ E. coli (Anexo 7) 

5.7  Tabulación y análisis de resultados  

La tabulación de los resultados se expresa en tablas y porcentajes.  
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6. Resultados 

Determinación de Coliformes Totales 

Tabla 2. 

 

Determinación de Coliformes totales 

 

Muestras de 

agua 

embotellada 

Muestras que 

presentaron 

contaminación 

bacteriológica 

 

UFC/250 mL 

 

Porcentajes de 

muestras 

positivas a 

contaminación 

Primer 

muestreo 

Segundo 

muestreo 

Primer 

muestreo 

Segundo 

muestreo 

V, V’ = 40 V3, V5 V´7 3 1 7,5% 

D, D’ = 40 - - - - 0% 

   P, P’ = 40 - - - - 0% 

C, C’ = 40 C12, C14 C´3, C´4 3 2 10% 

M, M’ = 40 - - - - 0% 

     Clave: (-) no presenta contaminación  

     Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio 

     Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista 

 

 

Gráfico  1. 

 

Determinación de Coliformes totales 

 

 
Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio 

   Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista 

V; 7,50% 

D; 0% P; 
0
% 

C; 10% 

M; 0% 

V D P C M
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Interpretación. En la Tabla y Figura 2 se observa la presencia de contaminación por 

Coliformes totales en 2 marcas, 7,5% de muestras para la marca V y 10% de muestras para 

la marca C. 

Determinación de Coliformes fecales (E. coli) 

     El total de muestras cumplieron con la normativa para E. coli, siendo 0 UFC/250 mL el 

límite de aceptación.  
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Evaluación de la calidad bacteriológica de las marcas de agua analizadas 

Tabla 3 

Ranking de calidad bacteriológica 

 

Marcas de Agua 

 

Porcentajes de Muestras 

Contaminadas 

N° de Posición de 

Acuerdo al 

Cumplimiento de la 

Norma INEN 2200 

M 0%  

                  1 D 0% 

P 0% 

V 7,5% 2 

C 10% 3 

     Fuente: Elaboración propia 

     Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista 

 

Interpretación. La evaluación bacteriológica de las marcas analizadas se determinó 

con una especie de ranking, teniéndose en cuenta el cumplimiento de los parámetros 

establecidos por la norma INEN 2200 que indica, ausencia de Coliformes totales y E. coli 

como límite de aceptación. En tercera posición se ubica la marca C con un 10% de 

contaminación de las muestras, seguida por la marca V con un 7,5% de contaminación; en 

tanto que, las marcas M, D y P ocuparon el primer lugar. 
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7. Discusión 

El estudio arrojó resultados esperados respecto a los rangos establecidos para E. coli 

por la Norma INEN 2200 que indica ausencia o no detectables como límite de aceptación; 

sin embargo, si se evidenció la presencia de Coliformes totales. 

Realizando un análisis con estudios nacionales, se encontró similitudes, así como 

diferencias; por lo que se dan a conocer los mismos: 

Arteaga (2017) en la investigación realizada en el cantón Riobamba, provincia de 

Chimborazo, demostró que de las 10 marcas de agua embotellada que se evaluaron, el 

100%  cumplía con los parámetros establecidos respecto a coliformes fecales y totales, 

tanto por el método del NMP como en la técnica 3M™ Petrifilm™ (Arteaga, 2016, p. 70-

71); si bien en los dos estudios se utiliza la técnica de 3M™Petriflm™, el tamaño de 

muestra 40 por marca, pudo haber sido un factor favorable para obtener resultados mucho 

más reales; ya que, en el estudio antes mencionado se analizó 3 muestras por marca sin 

mencionar si pertenecen a un mismo lote. 

Otro estudio realizado por Macías (2015) evaluó la calidad microbiológica de las aguas 

embotelladas comercializadas en la ciudad de Babahoyo provincia de Los Ríos, 

determinando que 3 de las 5 marcas estudiadas sobrepasan el indicador establecido para 

aerobios mesófilos considerándose no aptas para el consumo humano; con respecto a 

coliformes, las 5 marcas cumplieron la Norma INEN 2200 (Macías, 2015, p. 57). Aunque 

en éste estudio no se evidencia Coliformes totales, la presencia de aerobios mesófilos 

sobrepasa la normativa que indica 25 UFC/mL como límite de aceptación, lo que indica no 

aptas para su consumo. 
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Por otro lado, el estudio realizado por el Instituto Nacional de Estadística y Censos 

(INEC) en diciembre de 2016, muestra la contaminación de agua embotellada a escala 

nacional en un 28,6 % para E. coli; siendo la misma evaluada con un reactivo que 

determinaba de forma momentánea la presencia o ausencia de la bacteria E. coli  (Alarcón, 

2017, párr 1,6 y 8); si comparamos nuestro estudio con el ya mencionado, podemos 

observar gran diferencia en cuánto al método utilizado y al porcentaje de contaminación. 

Villegas (2013) en el estudio realizado en aguas envasadas en funda a temperatura 

ambiente y refrigeración en el Cantón Shushufindi de la Provincia de Sucumbíos, demostró 

que de las 6 marcas analizadas en su totalidad excedían el límite de aerobios mesófilos, así 

mismo todas las marcas presentaron colonias de Coliformes totales (Villegas, 2013, p. 87-

88); aunque éste estudio se realizó en aguas envasadas en funda; lo que hace posible un 

mayor riesgo de contaminación; se puede observar la similitud existente en cuánto a la 

presencia de Coliformes totales.   

Tanto en el presente estudio como en algunos de los anteriormente citados, se puede 

evidenciar la presencia de microorganismos que afectan a la salud humana causando 

problemas gastrointestinales. 
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8. Conclusiones 

 

Por lo evidenciado en el estudio, se puede concluir que: 

 Existe presencia de Coliformes Totales en 7,5% de las muestras para la marca V y 10% 

de las muestras para la marca C; lo cual podría deberse a múltiples factores en el 

proceso de elaboración.  

 

 La ausencia de E. coli en la totalidad de muestras, indica el cumplimiento de la 

normativa INEN 2200 que considera 0 UFC/250mL como límite de aceptación. 

 

 La marca V y la marca C no cumplen con la normativa para Coliformes totales que 

considera microorganismo no detectable como límite de aceptación, en tanto que las 

marcas P, M y D sí lo hacen para los indicadores microbiológicos evaluados.  
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9. Recomendaciones 

 Para evitar falsos positivos, validar el método a utilizarse con controles positivo y 

negativo. 

 En la medida de lo posible tener un control negativo por muestra 

 Llevar un registro de uso y mantenimiento de los equipos utilizados  

 Se recomienda la evaluación e inspección sanitaria y vigilancia continua por parte de 

los organismos reguladores como el departamento de Agencia Nacional de Regulación 

Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA) cuya responsabilidad es extender los registros 

sanitarios y posteriormente evaluar si se ésta cumpliendo con la normativa de calidad. 
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11. Anexos 

Anexo 1.- Autorización para el Procesamiento de Muestras 
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Anexo 2.- Encuesta Aplicada para la Selección de las Marcas de Agua 
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Anexo 3.- Protocolo de Transporte de Muestra 

 

1. Enviar las muestras al laboratorio en su envase original 

2. Colocar las botellas de agua en recipientes isotérmicos, para preservar la integridad del 

envase 

3. Mantener el recipiente o caja cerrado hasta llegar al laboratorio, para evitar la 

exposición a la luz solar. 

 

Fuente: NTE INEN 1529-2:99 Control microbiológico de los alimentos toma, envío y 

preparación de muestras para el análisis microbiológico. Páginas 10-11 
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Clave: (........) significa que la identificación de la muestra sigue la numeración en orden secuencial 

Fuente Datos obtenidos en la recolección  

 

 

Marca 

comercial 

(Código) 

 

Registro sanitario 
Identificación 

del lote 

 

Fecha de Elab/ 

Exp 

 

Contenido 

Neto  

Método de 

purificación 

Identificación de 

muestras 

 

V 

 

 

13534-ALN-0217 

4L (11-10-17) 
F. Elab: 11/10/17 

F. Exp: 11/03/18 

 

500 mL Ósmosis 

Inversa 

V1, ........ , V20 

4L (10-01-18) 

F. Elab: 10/01/18 

F. Exp: 10/06/18 V’1, ....... , V’20 

D 

 

 

3303-LH-1214 

L4QN 
 F. Elab: 15/10/17 

F. Exp: 12/02/18 

 

600 mL 
Ósmosis 

Inversa y Ozono 

D1, ....... , D20 

LGGY 

F. Elab: 26/12/17 

F. Exp: 22/04/18 D’1 , ...... , D´20 

P 

 

 

06208-INHQAN-0106 

LMI3 
F. Elab: 10/ 11/17 

F. Exp: 10/02/18 

 

625 mL 
Filtración y 

Ósmosis Inversa 

P1, ........ P20 

LC1 

F. Elab: 14/12/17 

F. Exp: 14/03/18 P’1, ......... P’20 

 

Anexo 4.- Codificación, identificación y registro de muestras 

Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista 
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     Fuente: Datos obtenidos en la recolección  

     Autora: Andrea Ivanova Angamarca Bautista 

Marca 

comercial  

(Código) 

 

Registro sanitario 

Identificación 

del lote 

Fecha de 

Elab/ Exp 

Contenido 

Neto 

Método de 

Purificación 

Identificación de 

muestras 

C 

 

2078-INHG-AM-1203 

L14Nov2017 

F. Elab: 14/11/17 

F. Exp: 14/04/18 

 

625mL 
Filtración, 

Rayos Ultravioleta 

y Ozono 

C1, ........ , C20 

L13Ene2018 

F. Elab: 13/01/18 

F. Exp: 13/06/18 

C’1, ........ , C’20 

M 

 

0002-BPM-AN-0814 

 

3B1329 

F. Elab: 8/11/17 

F. Exp: 6/03/18 

 

500 mL Microfiltración 

y Ozono 

M1 , ...... , M20 

 

3B0028 

F. Elab: 5/01/18 

F. Exp: 12/05/18 

M’1 , ..... , M’20 
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Anexo 5.- Determinación de Coliformes Totales y Fecales (E. coli)  

Filtración por membrana 

     La técnica utiliza un mecanismo mediante el cual se atrapan en la superficie de una 

membrana microorganismos cuyo tamaño es mayor que el poro de la membrana, ésto 

gracias a una bomba que ejerce vacío diferencial sobre la muestra de agua. 

Equipo de filtración 

Consiste en un soporte metálico (manifold) con colectores múltiples de filtración, 

manipulados por llaves de paso conectadas a un sistema de vacío, dichos colectores 

presentan un soporte de goma o caucho que sostienen el portafiltro, sobre el cuál se coloca 

la membrana de filtración y el embudo, entre el portafiltro y el embudo una pinza o 

abrazadera mantiene su fijación. 

El equipo de filtración del estudio estuvo conformado por un manifold marca Nalgene 

®, embudos marca Millipore con abrazaderas y una bomba de vacío. 

 

Fig. 1 Equipo de filtración 

     Membranas de filtración   

Discos de papel compuestos por ésteres de celulosa, con diámetro de 47 mm y 

porosidad de 0,45um e impreso de una cuadrícula con tinta que no afecta el crecimiento 

bacteriano. 
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Las membranas utilizadas en el estudio fueron marca Merck Millipore, N° de lote 

F7BA47736 ya que cumplen con los requerimientos del análisis; presentan ésteres de 

celulosa mixta, 0.45 μm de tamaño de poro para una retención completa y recuperación 

máxima de coliformes totales y bacterias coliformes fecales, estériles y con tinta utilizada 

no tóxica y libre de inhibidores bacterianos para la cuadricula.  

 

Fig. 2. Membrana de celulosa 

 

Medio de cultivo para Coliformes totales y fecales (E. coli) 

Placas 3M™ Petrifilm™ para recuento de E. coli/ Coliformes 

Medios de cultivo certificados y listos para usarse, compuestos por una lámina de papel 

con una cuadrícula impresa recubierta de polipropileno conteniendo nutrientes del medio 

Bilis Glucosa con cristales de Violeta y Rojo neutro (VRBG), el indicador 5-bromo-4-

cloro-3-indolil-beta-D-glucorónido (BCIG) y un agente gelificantes soluble en agua fría. 

Se complementa en la parte superior con otra lámina de polipropileno que contiene gel 

soluble en agua fría y tricloruro de trifenil tetrazolio como indicador.  

La mayoría de las E. coli (cerca del 97%) produce beta-glucoronidasa, la que a su vez 

produce un precipitado azul asociado con la colonia. La película superior atrapa el gas 

producido por la lactosa que fermentan E. coli y Coliformes. Cerca del 95% de E. coli 
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produce gas, representado por colonias azules asociadas a gas atrapado, mientras que los 

Coliformes son colonias rojas. Se incuban por 24 +/- 2 horas a 35 +/- 2°C para cuantificar 

Coliformes, para E. coli se deja 48 +/- 2 horas a la misma temperatura. 

Las placas 3M™ Petrifilm™ son certificadas por la Asociación de científicos en 

métodos analíticos, las que se utilizaron en el estudio pertenecen a la marca 3M, en 

presentación de 25 unidades, presentan temperatura de almacenamiento de 8°C, y un 

tiempo de utilidad una vez abiertas 30 días. 

 

Fig. 3. Paquete de placas 3M™ Petrifilm™ para E. coli/Coliformes 

Control de calidad del medio de cultivo 

Es considerado como punto crítico de control ya que del mismo depende la seguridad y 

confiabilidad de los resultados. 

Para el estudio se consideró un control negativo; para ello se filtró el mismo volumen 

que las muestras, de agua destilada estéril; transcurrido el tiempo y temperatura de 

incubación no existió crecimiento bacteriano. 

Materiales y equipos 

 membranas filtrantes  

 pinzas con bordes redondeados 
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 pipeta automática de 1.000 uL y puntas desechables 

 matraz kitazato para recolectar la muestra filtrada 

 equipo de filtración conformado por bomba de vacío, portafiltros, embudos y 

abrazadera 

 incubadora 

Esterilización del área de trabajo y material 

Área de trabajo 

Utilizar una cámara de flujo laminar, limpiar antes de usar y poner 10 minutos los 

ultravioletas, apagarlos y encender el flujo de aire.  

Durante el estudio se utilizaron 4 mecheros de alcohol para crear una zona aséptica de 

trabajo, ya que por la dimensión del equipo no se pudo utilizar la cámara de bioseguridad; 

en este caso se tomó todas las precauciones para evitar la contaminación de las muestras 

por microorganismos ambientales. 

Aparatos del equipo 

Con la excepción del material que se suministra estéril, los aparatos y material de 

vidrio deben esterilizarse conforme a uno de los siguientes métodos: a) en una estufa a  

(170 +/- 10) °C durante 1h como mínimo, b) en autoclave a (121+/-3) °C durante 20 min 

Hervir agua destilada en un vaso de precipitado y sumergir el portafiltros para 

mantener la esterilización del mismo. 

Para la esterilización del material se siguió las recomendaciones citadas, con la 

diferencia que para esterilizar el portafiltros se lo sumergió en agua ultrapura. 
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Materiales 

Utilizar pinzas estériles con bordes redondeados para la manipulación de los filtros de 

membrana, lograr este cometido sumergiendo las pinzas en alcohol y flameándolas.  

Procedimiento del análisis 

Preparación de las placas 3M Petrifilm 

1. Colocar las placas en la mesa de trabajo e hidratar con 1 mL de agua destilada 

asegurándose que no queden burbujas atrapadas.  

2. Dejar reposar la placa aproximadamente 3 minutos para que se solidifique el gel. 

3. Llevar a refrigeración (6°C) por el lapso de una hora. 

Preparación previa a la técnica   

1. Trabajar el análisis haciendo uso de las normas de bioseguridad (bata, gorro, mascarilla 

y guantes) 

2. Desinfectar la mesa de trabajo con alcoholo al 70 % y flamear la superficie de la misma 

para reforzar la zona de esterilidad. 

3. Hacer uso de un matraz Kitasato para recolectar el volumen de muestra filtrada, 

incorporarlo a la bomba de vacío por el extremo de extracción.  

Técnica de filtración por membrana  

1. Conectar el aparato de filtración a un sistema de vacío y verificar que las llaves de paso 

estén cerradas. 

2. Colocar los portafiltros sobre la base del manifold. 

3. Con pinza estéril colocar un filtro de celulosa con la cuadrícula hacia arriba en el disco 

poroso de la base de los filtros. 
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4. Colocar el embudo estéril en la base del filtro teniendo cuidado de no lesionar la 

membrana y logrando que quede centrada, fijarlos con las pinzas o abrazaderas que trae 

el equipo. 

5. Mezclar bien la muestra mediante agitación vigorosa y verter en el embudo 250 mL. 

6. Cubrir el embudo con papel aluminio, para evitar la entrada de partículas 

contaminantes.  

7. Abrir las llaves del manifold y dejar filtrar. 

8. Cerrar las llaves de paso tan pronto la muestra se haya filtrado. 

9. Parar el sistema de vacío y retirar, pinzas y embudo. 

10. Tomar las membranas con pinza estéril y colocarlas sobre la placa Petrifilm.  

11. Colocar las placas en la incubadora en posición horizontal con la superficie 

transparente hacia arriba a 35 °C.  

12. Realizar la lectura después de 24 +/- 2 horas para detectar Coliformes, hacerlo después 

de 48 +/- 2horas para E. coli. 

13. Expresar los resultados en UFC /250 mL 

Fuente: NTE INEN-ISO 9308-1: 2014, Calidad del agua. Detección y recuento de 

escherichia coli y de bacterias coliformes. Parte 1: método de filtración en membrana. 

Página 8-10 

ISO 8199:2005 Calidad del agua: Guía general para el recuento de microrganismos 

sobre medio de cultivo. Página 11-15 
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Anexo 6.- Registro de Resultados 

Primer muestreo 

 

Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

V1 0 0 

V2 0 0 

V3 1 0 

V4 0 0 

V5 2 0 

V6 0 0 

V7 0 0 

V8 0 0 

V9 0 0 

V10 0 0 

V11 0 0 

V12 0 0 

V13 0 0 

V14 0 0 

V15 0 0 

V16 0 0 

V17 0 0 

V18 0 0 

V19 0 0 
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Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

V20 0 0 

D1 0 0 

D2 0 0 

D3 0 0 

D4 0 0 

D5 0 0 

D6 0 0 

D7 0 0 

D8 0 0 

D9 0 0 

D10 0 0 

D11 0 0 

D12 0 0 

D13 0 0 

D14 0 0 

D15 0 0 

D16 0 0 

D17 0 0 

D18 0 0 

D19 0 0 

D20 0 0 
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Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

P1 0 0 

P2 0 0 

P3 0 0 

P4 0 0 

P5 0 0 

P6 0 0 

P7 0 0 

P8 0 0 

P9 0 0 

P10 0 0 

P11 0 0 

P12 0 0 

P13 0 0 

P14 0 0 

P15 0 0 

P16 0 0 

P17 0 0 

P18 0 0 

P19 0 0 

P20 0 0 

C1 0 0 
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Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

C2 0 0 

C3 0 0 

C4 0 0 

C5 0 0 

C6 0 0 

C7 0 0 

C8 0 0 

C9 0 0 

C10 0 0 

C11 0 0 

C12 2 0 

C13 0 0 

C14 1 0 

C15 0 0 

C16 0 0 

C17 0 0 

C18 0 0 

C19 0 0 

C20 0 0 

M1 0 0 

M2 0 0 
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Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

M3 0 0 

M4 0 0 

M5 0 0 

M6 0 0 

M7 0 0 

M8 0 0 

M9 0 0 

M10 0 0 

M11 0 0 

M12 0 0 

M13 0 0 

M14 0 0 

M15 0 0 

M16 0 0 

M17 0 0 

M18 0 0 

M19 0 0 

M20 0 0 
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Segundo muestreo 

Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

V´1 0 0 

V´2 0 0 

V´3 0 0 

V´4 0 0 

V´5 0 0 

V´6 0 0 

V´7 1 0 

V´8 0 0 

V´9 0 0 

V´10 0 0 

V´11 0 0 

V´12 0 0 

V´13 0 0 

V´14 0 0 

V´15 0 0 

V´16 0 0 

V´17 2 0 

V´18 0 0 

V´19 0 0 

V´20 0 0 
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Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

D´1 0 0 

D´2 0 0 

D´3 0 0 

D´4 0 0 

D´5 0 0 

D´6 0 0 

D´7 0 0 

D´8 0 0 

D´9 0 0 

D´10 0 0 

D´11 0 0 

D´12 0 0 

D´13 0 0 

D´14 0 0 

D´15 0 0 

D´16 0 0 

D´17 0 0 

D´18 0 0 

D´19 0 0 

D´20 0 0 

P´1 0 0 
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Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

P´2 0 0 

P´3 0 0 

P´4 0 0 

P´5 0 0 

P´6 0 0 

P´7 0 0 

P´8 0 0 

P´9 0 0 

P´10 0 0 

P´11 0 0 

P´12 0 0 

P´13 0 0 

P´14 0 0 

P´15 0 0 

P´16 0 0 

P´17 0 0 

P´18 0 0 

P´19 0 0 

P´20 0 0 

C´1 0 0 

C´2 0 0 
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Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

C´3 1 0 

C´4 1 0 

C´5 0 0 

C´6 0 0 

C´7 0 0 

C´8 0 0 

C´9 0 0 

C´10 0 0 

C´11 0 0 

C´12 0 0 

C´13 0 0 

C´14 0 0 

C´15 0 0 

C´16 0 0 

C´17 0 0 

C´18 0 0 

C´19 0 0 

C´20 0 0 

M´1 0 0 

M´2 0 0 

M´3 0 0 



54 

 

 

 

Identificación de la 

Muestra 

Recuento de Coliformes Totales 

(UFC/250 ml) 

Recuento de E. Coli 

(UFC/250 ml) 

M´4 0 0 

M´5 0 0 

M´6 0 0 

M´7 0 0 

M´8 0 0 

M´9 0 0 

M´10 0 0 

M´11 0 0 

M´12 0 0 

M´13 0 0 

M´14 0 0 

M´15 0 0 

M´16 0 0 

M´17 0 0 

M´18 0 0 

M´19 0 0 

M´20 0 0 
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Anexo 7.- Calculo de Resultados 

Placas de la muestra que contienen menos de 10 colonias 

Los recuentos desde 20 hasta el límite superior (práctico) de cada método se encuentran 

en el rango de precisión óptimo. La precisión es todavía aceptable para recuentos entre 10 

y 20. La precisión disminuye rápidamente a medida que el número de colonias disminuye, 

dependiendo del propósito de la prueba, se puede definir un límite inferior de 

determinación en un conteo inferior de 10 

De acuerdo con ISO / TR 13843, la definición de límite de determinación es la 

“partícula media más baja” concentración x por porción analítica donde la incertidumbre 

estándar relativa esperada es igual a un valor especificado (RSD) “. RSD es la desviación 

estándar relativa, que se calcula dividiendo la estimación de la desviación estándar s de una 

población de una muestra por la media x de esa muestra. En lugar de RSD, el símbolo w se 

usa para la desviación estándar relativa. Por lo tanto, w = s / x . 

     En el caso de una distribución de Poisson, x se calcula mediante la ecuación (4): 

X= 1/ w2 

Si w se establece en 0,50 (50%) como el límite de precisión relativa aceptable (que 

parece ser razonable en microbiología), el límite inferior de determinación estará en el 

número de colonia dado por 

X= 1/0,502=4 

Por lo tanto, los resultados basados en conteos de menos de cuatro deben ser tratados 

como una mera detección de la presencia del organismo. 
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Si todas las placas contienen menos de 10 colonias, pero el número total de colonias en 

todas las placas es 4 o más, el resultado se calcula como caso general (número estimado); 

es decir aplicando fórmulas. 

Si el total es de 1 a 3 colonias, la precisión del resultado es tan baja que es 

aconsejable informar el resultado como organismo presente en el volumen estudiado.  

Fuente: ISO 8199:2005 Calidad del agua: Guía general para el recuento de 

microrganismos sobre medio de cultivo. Página 19 
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Anexo 8.- Certificación de Haber Realizado el Procesamiento de Muestras en el 

Laboratorio de Análisis Químico del Centro de Investigación de la UNL 
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Anexo 9.-Norma INEN-ISO 9308-1: 2014 
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Anexo 10.- Certificación de traducción del resumen  

 

 


