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Resumen

El Sawyer All in One Filter fue probado por su capacidad para eliminar tres
microorganismos - Raoultella terrigena, Bacillus subtilis y Micrococcus luteus - usando
los procedimientos aprobados por la USEPA. Los organismos se a~nadieron al agua de
ensayo para alcanzar una concentracion inicial de 107 - 108. El agua de ensayo siguio los
criterios establecidos por la USEPA 1987, siguiendo las condiciones para "agua de
ensayo # 3". Todos los tres filtros probados cumplieron con la reduccién objetivo de 6
unidades de registro, 0 99,9999% para todas las ejecuciones. El filtro Sawyer All in One
cumple con el estandar de USEPA para bacterias.

Tabla 1. Valores medios de remocion de registros (LRV) con error estandar para tres
ensayos de filtro replicado Sawyer All in One. Se recogi6 agua y se analiz
microbioldgicamente después de pasar 100, 500 y 900 mililitros a través del filtro.

Passed through filter

Organism 100 500 900
M. luteus 7.370 (0.300) 7.370 (0.300) 7.170 (0.434)
B. subtilis 7.343 (0.171) 7.113 (0.393) 7.183 (0.324)
R. terrigena 8.178 (0.185) 8.137 (0.232)  8.3374 (0.0488)
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Introduccidn

La filtracion es "un proceso de separacion accionado por presion o vacio en el que una
materia particulada mayor de 1 um es rechazada por una barrera disefiada
principalmente a través de un mecanismo de exclusion de tamafio y que tiene una
eficacia de eliminacién medible de un organismo objetivo que se puede verificar
mediante la aplicacion de Una prueba de integridad directa "(40 CFR 141.2). Los
filtros Sawyer se sometieron a pruebas de desafio con microorganismos especificos
para determinar si el filtro actué como una barrera. Se siguieron los procedimientos
aprobados por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA).

Un minimo de tres filtros Sawyer All in One se probaron por triplicado. Los filtros se
acondicionaron con una solucion de cloro al 5% y agua de ensayo estéril a 20 psi.
El microorganismo de desafio (Tabla 2) se mezcl6 con agua de ensayo para obtener
una concentracion de 107 células / 100 ml y se forzo a través de los filtros Sawyer a 10
psi. Se recogieron 100 ml de filtrado en un bafio de giro estéril después de que 100,
500 y 900 mililitros pasaron a traves del filtro Sawyer All in One y se analizaron para
el crecimiento microbiano utilizando la técnica de filtracion por membrana siguiendo
los métodos estandar 9222. (APHA et al., 2012).

Se utilizaron organismos suplentes de tamafio similar, aprobados por la USEPA, en
lugar de los organismos patdgenos objetivo para evitar riesgos innecesarios para la
seguridad.

Tabla 2. Organismos de prueba de desafio y sustitutos aprobados por la USEPA
(USEPA, 2005 y NSF 2005)

Target Organism Surrogate Size range (um)
Fecal Coliform (bacteria) Raoultella terrigena (ATCC 33628) 2-4
Cryptosporidium Bacillus subtilis 5-7
Giardia Micrococcus luteus 10-12

En la Guia de la USEPA, Norma y Protocolo para Ensayos de Purificadores
Microbiologicos de Agua (1987), se establece una reduccion minima para los parasitos
protozoarios de las unidades log 3 y un minimo de 6 unidades log para las bacterias.
Todas las reducciones de registro dirigidas para sustitutos se fijaron en unidades de 6
log, o reduccion de 99,9999%.

Page 2 of 7




Meétodos

Los cultivos de reserva se marcaron en cuadrante sobre placas de agar de soja
Trypticase (TSA) y se incubaron a 32°C durante 24 horas. Se seleccion6 un cultivo
puro de la placa. El cultivo puro se inoculé en un matraz de 250 ml que contenia 100
ml de caldo de soja Trypticase (TSB). El matraz se coloc6 en un agitador
multiplataforma y se incub0 a 32 ° C durante una noche para hacer crecer las células a
fase estacionaria. Las células se contaron usando una camara de recuento de Petroff-
Hauser. El agua de ensayo se inoculé para obtener una densidad final en el intervalo de
107-108 células / 100 ml.

Agua de Prueba y soluciones:

Agua de Prueba: El agua utilizada para las pruebas se obtuvo de Yellow Breeches
Creek, que es la fuente de agua potable municipal en los condados de Cumberland y
York en Pennsylvania. El agua se recogi6 en una garrafa de 20L y se sometio a
autoclave a 121 ° C (15 libras de presion) durante 35 minutos para obtener agua de
ensayo estéril. 1 L del agua de ensayo se ajustd asépticamente para las siguientes
condiciones para "agua de ensayo # 3" (USEPA 1987).

e pH ajustado a 9 usando HCI o NaOH, SM 4500 - H'B

e Minimo de carbono organico total de 10 mg/L ajustado con &cido himico, SM
5310C

e Turbidez 30 NTU (Unidad de Turbiedad Nefelométrica) o mayor, ajustada con
caolin o polvo de Calles de Arizona, SM 2130B / Método 2

e El total de sélidos disueltos fue de 1.500 mg/L £ 150 mg/L, medidor TDS
ensayado

e Latemperatura del agua de ensayo se enfrio a 4°C + 1°C, SM 2550 B

Se siguieron los métodos estandar (APHA et al., 2012) para asegurar las condiciones
del agua de ensayo.

Se dispusieron 1,1L de agua de ensayo de desafio en botellas de vacio de 2L (Nalgene) y
se sometieron a autoclave a 121°C (15 Ib de presion) durante 30 minutos. EIl pH final fue
9,0 £ 0,2, turbidez 100 NTU, TOC 15,5 mg/L y TDS 1400 mg/L. Las botellas de agua de
prueba de desafio se colocaron en un refrigerador para alcanzar una temperatura de 4°C
antes de la prueba.

Caldo de Soya Trypticase (TSB) (sistemas de diagnostico BD)

En 1 L de agua destilada de grado reactivo, se disolvieron 30g de TSB deshidratada. El
medio se dispenso luego en tubos de cultivo y matraces de 250ml, se cubrié con tapones
/ aluminio y se sometié a autoclave a 121°C (15 Ib de presion) durante 15 minutos.
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Trypticase Soya Agar (TSA) (sistemas de diagndstico BD)

A 1L de agua destilada de grado reactivo, se disolvieron 40g de TSA deshidratada en un
matraz y se calentd hasta ebullicion con agitacion hasta que los ingredientes se
disolvieron. El medio se autoclave entonces a 121°C (15 Ib de presién) durante 15
minutos y se enfrié en un bafio de agua a 50°C. El agar se vertid luego asépticamente en
placas de Petri de 50x9 mm a una profundidad de 4-5 mm (7 ml) y se dejé solidificar. Las
placas se pueden almacenar hasta dos semanas en el refrigerador.

Preparacion del Agua para Prueba Bacteriana

Los cultivos saturados de cada cepa bacteriana se prepararon inoculando 10mL de TSB
con los organismos de ensayo y se incubaron en un rollodrum durante la noche a 32°C.
Al dia siguiente se contaron los cultivos usando una cdmara de recuento de Petroff
Hausser y se diluyeron apropiadamente de manera que la concentracion final de bacterias
en la muestra de ensayo de 1,1L fue 1 x 107 - 108 células/L.

Dispositivo de presurizacion

Todos los tubos, botellas, tapas y cristaleria se lavaron y se sometieron a autoclave
antes de cada ensayo. El acondicionamiento inicial del filtro Sawyer All in One se
consiguid pasando 1 L de solucién de blanqueador al 5% seguida de 2 L de agua de
ensayo (sin organismos) a traveés del filtro a 20 psi (figura 1). EI tltimo litro de agua
de ensayo se recogié como controles negativos a 100, 500 y 900 mililitros en picos de
giro estériles. El agua de ensayo de desafio (con organismos) se forz6 a través del filtro
Sawyer All in One a 10 psi. La recoleccion de filtrado se realiz6 a 100, 500 y 900
mililitros en picos de giro estériles.

Figura 1. Dispositivo de presurizacion para forzar el agua de prueba a través del filtro Sawyer.
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Analisis Microbioldgico
Se siguieron los métodos estandar 9222 (APHA et al., 2012), se abrevio la siguiente
descripcion. Agitar vigorosamente la muestra de 100ml. Verter 100ml de muestra en el
embudo y aplicar el vacio. Filtrar la muestra y enjuagar las paredes del embudo tres
veces con 20-30 ml de agua destilada estéril desionizada. Apague la méaquina de vacio y
levante la parte superior del embudo. Usando forceps estériles, transfiera el filtro a la
placa petri preparada. Con un ligero movimiento de balanceo, coloque el lado de la rejilla
del filtro sobre la superficie del agar. Asegurese de que el filtro toque toda la superficie
del agar. Incubar a 35 + 0,5°C durante 48 horas, contar las colonias a las 24 y 48 horas.
Los recuentos iniciales de semillas se confirmaron mediante dilucion en serie,
utilizando 99ml de destilados estériles de agua destilada en blanco. La dilucion final
para el chapado fue 10°y 107

Calculos:

Unidades formadoras de colonias (ufc)

Cfu/100ml = 100 x (nimero de colonias)/ volumen de la muestra filtrada
en el valor de eliminacion de la muestra de mL (LRV), el objetivo es la
reduccion de la unidad de 6 log.

LRV = log (C¢) - log (Cp)

Cs = concentracion de alimentacion
(cfu / 100ml)

Cp = concentracion de filtrado (cfu /
100ml)

Resultados

Todos los ensayos tuvieron resultados comparables de cero o de ufc minimo/100 mL (Tabla
3). Todos los ensayos alcanzaron reduccion de 6 unidades logaritmicas o superior. (Tabla 4)

Tabla 3. Ensayos de prueba de filtracion de desafio en el Sawyer All in One HFM. El
filtrado recogido a 100, 500 y 900 mililitros se sometid a filtracion microbiologica por
membrana, los valores se expresan como unidades formadoras de colonias por 100
mililitros (cfu/ 00 ml).

Trial Organism Initial seed 100 500 900
1 M. luteus 9.3 x 10’ 0 0 0
B. subtilis  4.17 x 10’ 0 0 0
K. terrigena  2.72 x 10° 0 0 0
2 M. luteus 1.2 x 10’ 0 0 4
B. subtilis 2.4 x 10’ 0 0 1
K. terrigena  1.98 x 10° 3 0 0
3 M. luteus 1.15 x 10’ 1 0 0
B. subtilis 1.09 x 10’ 1 5 3
K.terrigena 1.91 x 10° 0 4 0
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Tabla 4. Valores de eliminacion de registros (LRV) en los ensayos de prueba Sawyer All
in One HFM. 6 log unidad de reduccion o mayor era el rango objetivo.

Trial Organism 100 500 900
1 M. luteus 7.97 7.97 7.97
B. subtilis 7.62 7.62 7.62

K. terrigena 8.43 8.43 8.43

2 M. luteus 7.08 7.08 6.48
B. subtilis 7.38 7.38 7.38

K. terrigena 7.82 8.30 8.30

3 M. luteus 7.06 7.06 7.06
B. subtilis 7.03 6.34 6.55

K. terrigena 8.28 7.68 8.28

Se realizé un lavado posterior para demostrar la eficacia del filtro que actia como
barrera. El lavado posterior mostré una recuperacion de las bacterias que coinciden con
los niveles iniciales. La reduccion de dos logs observada después de los primeros 100 mL
de agua que paso a través del filtro indica que la gran mayoria de las bacterias se
recupero dentro de los primeros 100 mL (Tabla 5). Esta prueba de retrolavado demostro
gue el Sawyer All in One HFM realmente es una barrera.

Tabla 5. Pruebas de recuperacion de la prueba de recuperacion en el Sawyer All in One
HFM. El filtrado recogido a 100, 500 y 900 mililitros se someti0 a filtracion microbiologica
por membrana; Los valores se expresan como unidades formadoras de colonias por 100
mililitros (cfu/ 00 ml).

Retro Lavado

Trial Initial 100 500 900
1 4.1x 10° 1.6 x 10° 8.6 x 10° 3.1x10°
2 2.3x10° 2.0 x 10’ 7.7 x 10° 1.2 x 10°
3 2.1x 10° 3.0x 10’ 6.8 x 10° 1.4 x 10°

Discusion

Los tres filtros All in One analizados mostraron una reduccién de 6 veces 0 mas de los
organismos de prueba, indicando que los filtros eliminan con éxito los organismos del agua de
desafio. Si los organismos sustitutos, M. luteus y B. subtilis, se mantuvieron con el estdndar de
EPA para Giardia y Cryptosporidium, respectivamente, entonces solo se necesitaria una
reduccion de 3 log. Por lo tanto, el filtro habria cumplido con el estandar EPA para bacterias y
protozoos. Estas pruebas muestran que el filtro Sawyer All in One cumple con el estdndar de
USEPA para la eliminacion de bacterias
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