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Evolucion del crecimiento bacteriano en aguas envasadas
J. SAN MARTIN. Catedrética de Hidrologia Médica. Madrid

Introduccién

Esta comunicacién es parte de un trabajo en
el que hemos pretendido estudiar la evolucién
que sufren las bacterias de aguas minerales en-
vasadas. Para ello se ha seguido la evolucién,
durante varios meses, analizdndose periédica-
mente las aguas y observando la variacion del
crecimiento de las bacterias contenidas en el
agua y la posibles diferencias entre los distintos
medios de conservacion (frio, calor, luz, oscuri-
dad) y de embotellado (vidrio, plastico), y combi-
nados.

Material y métodos

Las muestras de agua fueron tomadas de las
embotelladas recientemente en unos casos y, en
otros, de las aguas embotelladas que se encuen-
tran en el mercado,

En todos los casos se trata de aguas minera-
les de débil mineralizacién que se consumen, or-
dinariamente, como de mesa.

En las aguas embotelladas recientemente se
ha realizado el estudio del crecimiento a lo lar-
go del tiempo, desde el momento del embotella-
do vy, en las adquiridas en el mercado, se estudia
la posible influencia en el desarrollo de los mi-
croorganismos de las distintas formas de con-
servacién y envasado,

En ambos grupos se hicieron determinaciones
del grado bacteriolégico de contaminacién y el
estudio del desarrollo de microorganismos aero-
bios para conocer las bacterias existentes en las
aguas, utilizando los métodos habituales de es-
tudio.

Grado bacteriolégico de contaminacién

Se ha llevado a cabo en ambos grupos:

— Estudio cuantitativo de bacterias colifor-
mes cultivadas en caldo lactosado (Difco), incu-
bados en estufa a 37° C durante 24 - 48 horas.

— Estudio cuantitativo de coliformes fecales
cultivados en medio LEVINE (Difco) en placas de
Petri a 37° C, durante 24 - 48 horas.

— Estudio cuantitativo de enterococos, prac-
ticada la siembra en medio azida-sédica EVA
Broth (Difco), en estufa a 37° C durante 48 horas.

— Estudio cuantitativo de bacterias sulfitorre.
ductoras por siembra en medio WILSON-BLAIR
y llevado a estufa a 37° C durante 92 horas.

La lectura de los resultados se llevé a cabo
con lupa de 10 aumentos.

Cultivo de aerobios

Las siembras se realizaron en ambos grupos,
en placas de Petri de 10 cm de didmetro sobre
agar nutriente, incubadas en estufa a 37° C.

En el estudio sobre el desarrollo de los gér-
menes se hizo también la incubacién a 20° C.

Las lecturas se llevaron a cabo con lupa a las
24, 48 y 72 horas y a la semana de la siembra,
utilizando una lupa de cuatro aumentos.

De las muestras recientemente embotelladas
se practicaron siembras en el momento de la re-
cogida, cada hora en las cinco primeras horas,
a las 24, 48 y 72 horas y a la semana del embo.
tellado.

En el grupo en el que se intenta ver diferen-
cias en la forma de conservacién y envasado se
ha practicado la determinacién de gérmenes ae-
robios cada semana.

Resultados

En el analisis bacteriolégico para conocer el
grado de contaminacién se observé en algunos
tubos, crecimiento de colonias tipicas de coli-
formes, pero la prueba de confirmacién en tubos
de fermentacién en caldo lactosado, dieron fal-
sas reacciones.

En el resto de los gérmenes investigados (co-
liformes fecales, enterococos y clostridium) el
resultado fue negativo en todos los casos.

Por lo que respecta al cultivo de aerobios en
el grupo de siembra inmediata al embotellado,
hemos observado un aumento del crecimiento de
colonias del 300 % de las 24 a las 48 horas y de
un 10.000 % de las leidas a las 72 horas con res-
pecto a las 48 horas, y de un 100 % de las de
siete dias respecto a las leidas a las 72 horas.

Podemos afirmar que las bacterias de las
aguas estudiadas que crecen a 20° C tienen el
méximo desarrollo a las 72 horas cultivadas en
agar nutriente.
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En las incubadas a 37° C se observa también
un aumento importante del ndmero de colonias
habiéndose también podido comprobar que en el
caso del crecimiento a 20° C, tienen un perfodo
de latencia practicamente nulo. mientras que las
que crecen a 37°C su periodo de latencia es
aproximadamente de 72 horas.

La interpretacion de este hecho puede ser que
la temperatura a la cual se desarrollan estas bac-
terias en el manantial estd mas préxima a 20°
que a 37° C. Ademds, el crecimiento global del
nimero de colonias es mayor en el caso de los
cultivos a 20° C que en los de 37° C.

Por lo que respecta a las variaciones en el
crecimiento bacteriano en los distintos medios
de conservacién (temperatura y luz) y de enva-
sado (vidrio, pldstico) podemos sefialar que no
hemos encontrado diferencia apreciable en el nu-
mero de colonias en las distintas circunstancias,
si bien, puede apreciarse una coloracién verdosa
que cubre las placas que corresponden al agua
de las botellas conservadas a 20°C y en la os-
curidad, tanto en las de vidrio como en las de
plastico.

Se han estudiado las colonias bacterianas y
han podido ser identificadas como especies de
los géneros Achromobacter y Flavobacterium, le-
vaduras saprofitas del tipo Saccharomyces y al-
gin hongo perteneciente a los géneros penici-
llum y Aspergillus también saprofito, que se en-
cuentran muy frecuentemente en el medio am-
biente, suelo y agua. Entre la abundante flora
bacteriana existen pseudomonas fluorescens,
correspondientes a las colonias amarillo verdo-
sas que aparecen en las placas con agua de las
botellas conservadas en la oscuridad a 20° C.

Todas las especies encontradas son saprofitas
y propias del agua estudiada, como hemos podido
comprobar en la constancia de aparicién en los
distintos analisis practicados.

Para terminar tenemos que sefalar que las
aguas mineromedicinales no tienen que cumplir
las normas dadas para las aguas potables, en
relacion con los gérmenes aerobios que le sean
propios, aunque en ningin caso se admite la
existencia de gérmenes patdgenos o de conta-
minacién.

RESULTADOS EN LAS PLACAS

Placa 1a:
1. Achromobacter liquefaciens (colonias blan-
co-hueso).
2. Chromobacterium aurescens (colonias
amarillas).

3. Levaduras tipo Saccharomyces (colonias
amarillas y rosas).
4. Nocardia ssp. (colonias amarillo y oro).

Placa 2a:
1. Levaduras tipo saccharomyces.

Placa 3a:
1. Levaduras tipo Saccharomyces (colonias
amarillas y rosas).
2. Nocardia ssp. (colonias amarillo oro).
3. Achromobacter liquefaciens (colonias blan-

co-hueso).
Placa 4a:
1. Levaduras tipo saccharomyces (colonias
amarillas).

2. Bacillus subtilis (colonias blancas).

Placa 1b:
1. Levaduras tipo Saccharomyces (colonias
amarillas y rosas).
2. Nocardia ssp. (bacterias amarillo-oro).
3. Penicillum y aspergillus.
4. Achromobacter liquefaciens (colonias blan-
co-hueso).

Placa 2b:

1. Pseudomonas fluorescens (colonias ama-
rillo-verdosas).

Placa 3b:
1. Levaduras tipo saccharomyces (colonias
amarillas y rosas).
3. Penicillum y Aspergillus.

Placa 4b:

1. Penicillum y Aspergillus (colonias blancas).

2. Levaduras tipo Saccharomyces (colonias
amarillas y rosas).

3. Achromobacter liquefaciens (colonias blan-
co-hueso).
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