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Contritiucion al estudio de la micropoblacion de aguas
minerales envasadas

Isabel MORO" y M.? del Carmen de la ROSA JORGE"*

RESUMEN

Se ha estudiado durante un afio, la micropo-
blacién de un agua envasada y de la procedente
del punto de emergencia de las mismas. El nu-
mero de bacterias aerobias es bajo, < 400/ml.,
siendo mayor en el agua envasada.

No se han encontrado bacterias patdgenas ni
indicadores de contaminacién fecal. El nimero
de Pseudomonas ha sido alto en el punto de
emergencia, identificdndose como P. pseudoal-
caligenes, y bajo en el agua envasada, en la que
se aislaron P. aureofaciens y P. mendocina. No
se han encontrado celuloliticos, sulfato-reducto-
res, actinomicetos ni bacterias del hierro. Los
amiloliticos se han detectado en todas las mues-
tras en nimero alto. Los proteoliticos aparecen
en verano en el manantial y en invierno en el
agua envasada. Los hongos se encuentran en
ndmero bajo, < 400 por 100 ml., predominando
en verano. Los microorganismos heterétrofos
mas frecuentes han sido: Pseudomonas, Xantho-
monas y Alcaligenes.

RESUME

Nous avons étudié, au cours d'une année, la
micropopulation de l'eau de a source minero-
medicinale ainsi que des échantillons de la
méme eau embouteillée. Le nombre de bactéries
aerobiennes es bas < 400/ml tout en presentant
una concentration superienne pour 'eau embou-
teillée.

Nous n’avons pas trouvé de bactéries patho-
génes ni d’indicateurs de contamination fécale.
Le nombre de Pseudomonas est relativement
important & pied de source, appartenant a |'es-
péce P. pseudoalcaligenes. Dans |'eau embou-
teillée ce nombre est beaucoup moindre ayant

eté identifiées les espéces de P. aureofaciens et
P. mendacina.

Nous n'avons pas trouvé de celulotitiques, sul-
fato-réducteurs, actinomicetes ni de bactéries
du fer.

Les amilolitiques ont eté detectés dans tous
les échantillons en nombre important. Les pro-
teolitiques sont présents en été a pied de source
et en hiver dans I'eau embouteillée. Les cham-
pighons se trouvent en faible concentration
< 400/100 ml, en particulier en été.

Les microorganismes heterotrophes les plus
fréquents ont eté les Pseudomonas, Xanthomo-
nas et Alcaligenes.

SUMMARY

We have studied for one year the microbial
population in spring water at the fountainhead
and also in water bottled from it. The number of
aerobic bacteria was low, less than < 400 cells/
ml, with the highest values being obtained in
bottled water. No pathogenic bacteria nor bac-
teria indicating a fecal contamination wert found.
Pseudomonas pseudoalcaligenes was found in
high levels in the spring whereas low levels of
P. aureofaciens and P. mendocina were detected
in bottled water. Neither cellulolytic, sulphate-
reducing, actinomycetes nor ferric bacteria were
detected in any of the samples.

Amylolytic microorganisms were detected in
high number in all samples. Proteolytic bacteria
increassed in the spring during summer, whereas
in bottled water they peaked during winter. Fungi
were found in low number, less than < 400 cells/
100 ml, mainly during summer. The heterotro-
phic microorganisms most frequently isolated
were Pseudomonas, Xanthomonas and Alcalige-
nes.
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Introduccion

Es necesario conservar las aguas envasadas
minerales en las condiciones mds andlogas a su
emergencia pero, ademds, si se emplean como
aguas de mesa, deben cumplir las exigencias
de los consumidores en cuanto a sabor, carencia
de olor, color y materias en suspension, unido
a una buena presentacién y envasado.

En los manantiales de aguas minerales en ge-
general, existe siempre una micropoblacion que
suele ser numéricamente pequefia, pero muy
constante. Cuando el agua se envasa las bacte-
rias autéctonas pueden multiplicarse en la bo-
tella y alcanzar un nimero mayor que en el
punto de emergencia. Este hecho plantea una
de las cuestiones més polémicas en la proble-
matica de estas aguas, pues aln se conoce muy
poco sobre la influencia de esta micropoblacion
en la calidad de las aguas y de su efecto nocivo
o beneficioso (22). La legislacién actual (4) dis-
pone que deberia realizarse un estudio microbio-
l6gico de las aguas mineromedicinales durante
varios ciclos estacionales con el fin de aislar
e identificar la micropobacion autéctona que pro-
porciona junto a otros componentes de natura-
leza fisico-quimica las cualidades organolépticas
especificas de cada una de ellas.

En este trabajo se ha estudiado a lo largo de
un afo, la distribuciéon de la micropoblaciéon del
agua envasada y la del punto de emergencia de
un determinado manantial de agua mineral, con
el fin de determinar la influencia de las varia-
ciones estacionales. La investigacién se ha rea-
lizado desde un punto de vista sanitario estu-
diando los microorganismos al6ctonos que la
reglamentacién técnico-sanitaria exige, y desde
un aspecto ecoldgico estudiando los principales
grupos de microorganismos autéctonos que se
pueden encontrar en las aguas naturales.

Materiales y métodos

Muestras.—Se ha estudiado el agua envasada y la to-
mada del punto de emergencia del manantial en condi-
ciones estériles, en los meses de enero, febrero, abril
junio, julio y septiembre del mismo afio.

Por las caracteristicas fisico-guimicas, estas aguas eran:
oligometélica, silicatada, sulfatada calcica, bicarbonatada,
radioactiva y mesotermal; siendo la temperotura media
de surgencia de 34° C y el pH 6,7. Las aguas procedentes
de este manantial, se filtran a través de filtro de membra-
na de 045 micrometros de poro, se embotellan aytomd-
ticamente, se tapan y se etiguetan.

Estudio microbiolégico.—Se realizaron los siguientes re-
cuentos: bacterias aerobias viables a 22°C, 37°C y 45°C,
coliformes totales y estreptococos fecales, siguiendo los
métodos de la legislacién espafiola (3). El recuento de
las esporas de clostridios sulfito-reductores se hizo a
37°C y 45°C en agar sulfito de hierro (14). El recuento
de Pseudomonas se realizé por el método del nimero mas
probable (NMP) en caldo asparragina y posterior aisla-
miento en agar cetrimida (9). El ndmero de bacterias pro-
teoliticas, amiloliticas y celuloliticas se determiné por el
método del NMP en los medios citados por Pochon vy
Tardieux {20). El de bacterias sulfato-reductoras por el
mismo método en el medio de Starkey (14). El nimero de
actinomicetos se determiné por siembra en superficie en
medio agar glicerol-asparragina-cicloheximida (11) y el de
mohos y levaduras por filtracién empleando filtros de 0,45
micrometros que se incubaron a 22°C sobre agar Sabou-
reaud oxitetraciclina (9). Asi mismo se investigé la pre-
sencia en 100 ml. de bacterias del hierro en el medio
Duchon-Miller (14) y de Staphy lococcus aureus en caldo
triptona soja a doble concentracion aislando en agar
Baird-Parker (2).

La identificaciéon de las bacterias aerobias heterétrofas
se hizo siguiendo el esquema de Chevalier et al. (10)
utilizando las siguientes pruebas: morfologia, tincién de
Gram, movilidad, oxidasa, catalasa, utilizacion de la glu-
cosa, tipo respiratorio, producciéon de pigmentos y forma-
cion de esporas. A las cepas de Pseudomonas se les
hicieron ademds las pruebas de: produccion de piocianina
y fluoresceina, crecimiento a 42° C, reduccién de nitratos,
hidrélisis de gelatina, produccién de arginina dehidrola-
sa (12) y utilizacion de trehalosa (14). Todas las pruebas
con excepcion de las que se especifican se realizaron
siguiendo los métodos de Buttiaux et al. (7) y las cepas
se clasificaron segin el Manual de Bergey (5).

Resultados

Bacterias aerobias.—E|l nimero de estas bac-
terias en el punto de emergencia es muy peque-
fio predominando las de 22° C y sélo han apare-
cido bacterias terméfilas en una muestra. El
agua envasada presenta un nimero mayor de
estos microorganismos en todas las muestras,
predominando también las de 22° C. Las bacte-
rias termdéfilas se aislaron en dos muestras (ta-
bla 1, gréficos I y II).

BACTERIAS AEROBIAS EN EL MANANTIAL Y AGUA ENVASADA EN LAS DIVERSAS TOMAS DE MUESTRA

Bacterias Muestra FECHA TOMA DE MUESTRAS
aerobias E* F A J JI S
22°C Manantial ... ... ... ... 33 2 17 47 —_ 100
Envasada ... ... ... ... ... ... 46 11 62 360 119 —
3rc Manantial ... ... 14 — — 52 18 2
Envasada ... .. ... ... ... ... 25 — 19 104 3 2
45°C Manantial .. ... ... ... ... —_— e 12 - s _
Envasada ... ... ... ... ... ... — s — 4 180 _

* E: enero, F: febrero, A: abril, J: junio, JI: julio, S: septiembre.

Tabla 1
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Microorganismos de interés sanitario (Gréafi-
cos | y I1). No se han encontrado indicadores fe-
cales ni S. aureus en ninguna muestra tanto en
el punto de emergencia como en el agua enva-
sada. El nimero de Pseudomonas ha sido alto
en el punto de emergencia en comparacién con
el agua envasada donde ha sido baja en los dos
meses en que se han detectado. No se ha en-
contrado P. aeruginosa. Las cepas aisladas se
han identificado como P. pseudoalcaligenes en el
punto de emergencia y P. aureofaciens y P. men-
docina en el agua envasada.

Microorganismos de interés ecoldgico (Grafi-
cos Il y IV). No se han encontrado celuloliticos,
sulfato-reductores, actinomicetos ni bacterias
del hierro en ninguna época del afio, en ambas
muestras. Los microorganismos amiloliticos se
han detectado en todas las muestras, en nime-
ro en general alto, mientras que los proteoliticos
aparecen en la época calurosa en el punto de
emergencia y en la época fria, en nimero mas
alto, en el agua envasada.

Los hongos se encuentran en nimero peque-
fio, siendo en general mayor las levaduras. El
agua envasada presenta menor nimero que el
manantial aunque en este Ultimo no se detec-
taron hongos en invierno.

Identificacion de bacterias heterétrofas.—Los
microorganismos heterdtrofos méas frecuente-
mente aislados han sido bacilos Gram negativos,
no fermentadores, pertenecientes a los géneros:
Pseudomonas, Xanthomonas, Alcaligenes, Acine-
tobacter y Flavobacterium. En algunas muestras
se islaron también cocos Gran positivos del gé-
nero Micrococcus (tabla 2).

DISTRIBUCION DE LOS GENEROS DE BACTERIAS
HETEROTROFAS EN EL MANANTIAL Y EN EL AGUA
ENVASADA

Manantial

Géneros Envasada

Pseudomonas ... ... ... ... 5* 2
Xanthomonas ... ... ... ... 3 2
Eceinetobacter... ... ... ... 1 —
Flavobacterium s 1 —
Alcaligenes 1

1

2
Micrococcus ... ... ... ... 2

*: Nimero de muestras.
Tabla 2

Discusion

Hemos estudiado el nimero de bacterias ae-
robias viables (aunque la normativa espafola no
lo exige para las aguas mineromedicinales), por-
que expresa el indice de contaminacién general
de las aguas y es Gtil para controlar la protec-
cién de un agua profunda de las posibles conta-
minaciones exdgenas.

En el punto de emergencia el nimero de pac-
terias aerobias ha sido bajo a lo largo del afo
lo que indica una puena proteccién, siendo ma-
yor los recuentos obtenidos a 22° C que a 37°C,
lo que estd de acuerdo con los resultados obte-
nidos por otros autores (6, 8, 15) ya que las
bacterias autéctonas crecen a temperaturas ba-
jas. También hay que tener en cuenta que mu-
chos microorganismos quedan excluidos de este
recuento por sus especiales exigencias nutricio-
nales o de cultivo,

En las muestras de agua envasada ha variado
significativamente el nimero de bacterias, pu-
diendo tener relacién estas oscilaciones, ade-
mas de otros factores, con la limpieza del filtro
empleado antes del embotellado. Schmidt-Lorenz
(26) también ha observado un incremento en el
nimero de bacterias después del tratamiento
por filtracién. Pero como esta permitido el sis-
tema de filtracion por membrana y no se consi-
dera por la legislacién vigente como indice de
contaminacion el ndmero de bacterias aerobias,
desde el punto de vista sanitario es un agua que
retne las condiciones aptas para el consumo.

En cuanto a los microorganismos de interés
sanitario no se han aislado bacterias patdgenas
ni indicadores de contaminacién fecal ni en el
manantial ni en el agua envasada, por lo que to-
das las muestras pueden considerarse como po-
tables desde el punto de vista microbioldgico.

El género Pseudomonas ha sido el microorga-
nismo més frecuente, observandose una cierta
relacién estacional ya que predominan en otofio-
invierno. Resultados semejantes obtuvimos en
el estudio de manantiales frios de Caldas de
Bohi (25) asi como Mosso et al. (17) en agua de
Carabafia. No se han encontrado especies paté-
genas, observandose con mas frecuencia espe-
cies no pigmentadas, lo que coincide con otros
autores (13, 15, 21). Asi, P. pseudoalcaligenes,
aislado en el punto de emergencia, también ha
sido encontrado en otros manantiales (18, 19,
23) y P. mendocina, que fue aislado en el agua
envasada, fue encontrado por Mosso et al. en el
agua envasada de Carabafa (18).

Los otros géneros de bacilos Gram negativos
no fermentadores han sido aislados también en
aguas mineromedicinales: Xanthomonas (6, 18,
19, 25), Acinetobacter (15, 18, 19, 22, 23, 25, 27),
Flavobacterium (13, 18, 22) y Alcaligenes (18, 22,
23). En menor proporcién se aislaron Microco-
ccus que ha sido encontrado por otros autores
como constituyente de la flora autéctona de las
aguas de manantial (1, 19, 22, 23, 24, 25, 26).

Con respecto a los microorganismos de inte-
rés ecolégico sélo se han encontrado proteoliti-
cos y amiloliticos en nimero alto, lo que indica
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que estas aguas poseen capacidad autodepura-
dora ya que estos microorganismos pueden de-
gradar la materia orgdnica. Suelen ser frecuen-
tes estos tipos de microorganismos en las aguas
naturales y se han encontrado cifras semejantes
en otros manantiales mineromedicinales (17, 23,
24, 25). Incluimos en este grupo los mohos y le-
vaduras ya que tanto las legislaciones extranje-
ras como la espafnola no los consideran de in-
terés desde el punto de vista de la potabilidad.
Las aguas de manantiales mineromedicinales
suelen tener un nimero muy bajo de hongos
porque al ser organismos heterotrofos necesitan
materia organica y dichas aguas carecen précti-
camente de ella (19, 23, 24). Se observa un au-
mento en el verano ya que por ser mesdfilos, en
esta época se desarrollan en todos los ambien-
tes. Resultados semejantes encontraron Mosso
et al. (17) en el agua de Carabafa.
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