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INTRODUCCION

Nicaragua es un pais que cuenta con importantes recursos hidricos naturales
como: rios, lagos y lagunas los cuales pueden considerarse como grandes

potenciales de obtencidon de agua en nuestro pais.

En los ultimos afios se ha incrementado considerablemente el surgimiento de
empresas purificadoras de agua logrando de esta manera la industrializacion y
comercializacion de la misma. EL agua envasada tiene un alto consumo por la
poblacion, por lo cual se debe garantizar su inocuidad, y que cumpla con lo

descrito en la etiqueta “agua purificada”.

En las revisiones bibliograficas consultadas encontramos que hasta el momento
se ha realizado un estudio acerca de la calidad de este vital liquido y de los
ensayos microbioldégicos para asegurar el consumo adecuado, como el
desarrollado por la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua (UNAN-LEON),
sobre el diagnostico de la calidad del agua de consumo en las comunidades del
sector rural de la ciudad de ledn, por un colectivo de profesionales entre ellos
podemos mencionar Oscar Gonzalez (Vicerrectoria de Investigacion y Postgrado
UNAN-LEON) y Lyli Orozco (Laboratorio de Microbiologia de Agua Dpto. de
Biologia UNAN-LEON).

El proposito de realizar esta investigacion sera dejar en claro las cualidades
microbiologicas que debe de tener el agua de consumo humano que es
comercializada al publico en general de la ciudad de Ledn, que en este caso es el
agua purificada (Envasada en botellas y bolsas) la cual debe de cumplir normas
de salud establecidas por el ente regulador (MINISTERIO DE SALUD-MINSA) en

aras de asegurar la salud de la poblacion.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya ‘
Oscar Alberto Jirén Ruiz
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OBJETIVOS

Objetivo General

» Realizar el ensayo microbioldgico al agua purificada de consumo humano
que se comercializa ambulatoriamente tanto en bolsas y de botellas. Ledn,
2008.

Objetivos Especificos

» Verificar la calidad microbiolégica mediante la identificacion de coliformes

fecales y totales.
» Cuantificar Bacterias Aerobias Mesofilas en la muestras de agua purificada.

» Comprobar el cumplimiento de requisitos de empaque para agua envasada
de consumo humano que determina el MINSA (nombre del producto, fecha
de elaboracion, fecha de vencimiento y su debido numero de registro

sanitario).

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya a
Oscar Alberto Jirén Ruiz
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GENERALIDADES SOBRE EL AGUA
1.- ;Qué es el agua?

El agua pura es un liquido inodoro e insipido. Tiene un matiz azul, que solo puede
detectarse en capas de gran profundidad. A la presion atmosférica (760 mm de
mercurio), el punto de congelacién del agua es de 0° C y su punto de ebullicién de
100° C. El agua alcanza su densidad maxima a una temperatura de 4° C y se
expande al congelarse. Como muchos otros liquidos, el agua puede existir en
estado sobre enfriado, es decir, que puede permanecer en estado liquido aunque
su temperatura este por debajo de su punto de congelacién; se puede enfriar

facilmente a unos -25° C sin que se congele.

El agua es fuente de vida, toda la vida depende del agua. El agua constituye el
70% de nuestro peso corporal. Necesitamos agua para respirar, para lubricar los
ojos, para desintoxicar nuestros cuerpos y mantener constante su temperatura.
Por eso, aunque un ser humano puede vivir por mas de dos semanas sin comer,
puede sobrevivir solamente tres o cuatro dias sin tomar agua. Las plantas serian

incapaces de producir su alimento de crecer sin el agua.

El agua por si misma es incolora y no tiene olor ni gusto definido. Si embargo,
tiene unas cualidades especiales que la hacen muy importante, entre las que se
destacan el hecho de que sea un regulador de temperatura en los seres vivos y en
toda la biosfera, por su alta capacidad caldrica (su temperatura no cambia tan

rapido como la de otros liquidos).
2.-Propiedades bioquimicas (parametros biologicos)

Los seres vivos se han adaptado para utilizar quimicamente el agua en dos tipos

de reacciones:

En la fotosintesis en la que la enzimas utilizan el agua como fuente de atomos de

hidrogeno.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya a
Oscar Alberto Jirén Ruiz
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En las reacciones de hidrdlisis, en que las enzimas hidroliticas han explotado la
capacidad del agua para romper determinados enlaces hasta degradar los

compuestos organicos en otros mas simples, durante los procesos digestivos.

En el agua viven de manera natural multitud de organismos. Lo que se intenta en
las aguas de consumo publico es la eliminacion de aquellos microorganismos que

pueden ser perjudiciales para la salud, los llamados microorganismos patégenos.

Por otro lado hay también muchos organismos que sirven como indice de calidad

del estado de un agua.
3.-Propiedades organolépticas

El agua pura es incolora, inodora e insipida. No obstante, en el medio natural el
agua dista mucho de ser pura y presenta unas propiedades especificas que
afectan a los sentidos. Estas propiedades se denominan organolépticas y afectan
al gusto, al olor, al aspecto y al tacto, distinguiéndose: temperatura, sabor, olor,

color y turbidez.

La temperatura es unas de las constantes fisicas que adquiere gran importancia
en el desarrollo de los fenbmenos que ocurren en el agua, ya que puede
determinar la variacion de sus propiedades fisicas, quimicas o bioldgicas. Asi, una
variacion de temperatura afecta a parametros tales como la solubilidad de los

gases en agua, tension superficial, viscosidad, densidad, solubilidad de sales, etc.

La temperatura puede indicarnos el estado y los antecedentes de un agua residual
o industrial. La temperatura normal de estas aguas es ligeramente superior a la de
abastecimiento y, en algunos casos, como centrales nucleares o destilerias, muy

superior, lo que origina alteraciones en los equilibrios ecoldgicos.

La eliminacién o reduccion del color se hace normalmente mediante coagulacion,
sedimentacion y filtracion. En algunos casos, también se emplean la cloracion y el
carbén activo. El color debe eliminarse en las aguas de bebida y en las de uso

industrial. El color, a veces aumenta entre la planta de tratamiento y el

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya °
Oscar Alberto Jirén Ruiz
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consumidor, debiéndose probablemente a la existencia de corrosiones en el

sistema de distribucion.

El olor y el sabor estan relacionados desde el punto de vista fisiolégico. Son
muchas las fuentes de de olores y sabores en el agua, pudiendo clasificarse del
siguiente modo: Fuentes naturales, compuestos organicos e inorganicos y

organismos acuaticos.

4.-Propiedades fisicoquimicas del agua

e Accion disolvente. El agua es el liquido que mas sustancia disuelve
(disolvente universal), esta propiedad se debe a su capacidad para formar
puentes de hidrogeno con otras sustancias, ya que estas se disuelven
cuando interaccionan con las moléculas polares del agua. La capacidad
disolvente es la responsable de dos funciones importantes para los seres
vivos: es el medio en que transcurren la mayoria de las reacciones del
metabolismo, y el aporte de nutrientes y la eliminacion de desechos se
realizan a través de sistemas de transportes acuosos.

e Fuerza de cohesién entre sus moléculas. Los puentes de hidrogeno
mantienen a las moléculas fuertemente unidas, formando una estructura

compacta que la convierte en un liquido casi incompresible.

e Elevada fuerza de adhesiéon. De nuevo los puentes de hidrogeno del agua
son los responsables, al establecerse entre estos y otras moléculas polares,
y es responsable, junto con la cohesion de la capilaridad, al cual se debe,

en parte, la ascension de la sabia bruta desde las raices hasta las hojas.

e Gran calor especifico. El agua absorbe grandes cantidades de calor que
utiliza en romper los puentes de hidrogeno. Su temperatura desciende mas

lentamente que la de otros liquidos a medida que va liberando energia al

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya °
Oscar Alberto Jirén Ruiz
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enfriarse. Esta propiedad permite al citoplasma acuoso servir de proteccion
para las moléculas organicas en los cambios bruscos de temperatura.

Elevado calor de vaporizacion. A 20° C se precisan 540 calorias para
romper los puentes de hidrogeno establecido entre las moléculas del agua
liquida y, posteriormente, para dotar a estas moléculas de la energia
cinética suficiente para abandonar la fase liquida y pasar al estado de

vapor.

Elevada constante dieléctrica. Debido a que posee moléculas bipolares el
agua es un gran medio disolvente de compuestos idnicos, como las sales

minerales, y de compuestos covalentes polares como los glucidos.

Las moléculas de agua, al ser polares, se disponen alrededor de los grupos
polares de soluto, llegando a desdoblar los compuestos idnicos en aniones
y cationes, que quedan asi rodeados por moléculas de agua. Este

fendmeno se llama solvatacion idnica.

Bajo grado de ionizacion. De cada 107 moléculas de agua, solo una se
encuentra ionizada. H20 H30" + OH™ . Esto explica que la concentracion
de iones hidronios (H30") y de los iones hidroxilos (OH") sea muy baja.
Dado los bajo niveles de H30" y de OH’, si al agua se le afiade un acido o

una base, aunque sea en poca cantidad, estos niveles varian bruscamente.

CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LAS SOLUCIONES ACUOSAS

El pH indica la medida de la concentracion de los cationes hidronios, H, libres en

el agua. En funcion de las sustancias presentes y de su afinidad por los H, el agua

tendra un pH u otro. El pH del agua en su estado natural de los rios esta entre 6,5

y 8.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya
Oscar Alberto Jirén Ruiz
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El agua se auto ioniza segun el equilibrio siguiente:
H,O «—» H' + OH

El producto de las concentraciones del ion H;O" y del ion OH" es constante, y se

denomina producto ionico del agua, Kw.
a 25% Kw.= [H" [OHT] + 10 x 10

En una disolucion neutra ambos iones tienen una concentracion de 107 mol/l.
Para evitar numeros demasiados pequefios Sorensen, un bioquimico danés ideo

la escala del pH. Asi, en una disolucion neutra.

OH= Log [H"' - Log [1x 107] - 7

Por tanto tenemos que el pH oscila de 0 a 14, y que:

En disoluciones neutras pH=7

En disoluciones acidas, (H*)>107, luego pH<7

En disoluciones basicas, (H*) <107luego pH>7

El pH es importante ya que influye en los procesos de potabilizacion.

El potencial Redox unicamente se emplea cuando se quiere saber el estado de
oxidacion de las especies que contiene el agua. En analisis de agua no se suele
emplear el potencial Redox pues para evaluar la calidad se utilizan otros
parametros indicadores. Unicamente se emplea cuando se quiere saber el estado

de oxidacion de las especies que contiene el agua.
AGUAS NATURALES
1.-Origen

Aguas superficiales: son en general dulces, poco mineralizadas y con

abundante materia organica.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya e
Oscar Alberto Jirén Ruiz
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Aguas de pozo de perforacion: suelen ser duras, ricas en calcio y en
magnesio en especial, con gran cantidad de minerales y poca materia
organica ya que las rocas hacen la funcién de filtro.

Aguas de arroyo: pueden contener plaguicidas, detergentes,
hidrocarburos, etc., por la contaminacién humana, principalmente por las

aguas superficiales.

2.-Composicién de las aguas naturales
Las aguas naturales comprenden:

Sales organicas disueltas, siendo las principales:

e (Cationes: calcio, magnesio, sodio, potasio, hierro.

e Aniones: bicarbonatos, cloruros, sulfatos, nitratos, silicatos.

e Sales organicas disueltas,

e Gases disueltos: oxigeno, dioxido de carbono,
e Particulas en suspension,

e Materia organica,

e Materias coloidales,

e Microorganismos.

CLASIFICACION DE LAS AGUAS

e Aguas continentales superficiales

La mayor parte del agua del planeta, que cubre el 72% de su superficie, se haya
en los océanos. El resto se encuentra en los continentes en forma de grandes

masas de hielo y nieve en los casquetes polares y en campos de hielo; en menor

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya °
Oscar Alberto Jirén Ruiz




; t— Analisis Microbiolégico del Agua Purificada gue se Comercializa en Bolsa y Botella
en la Ciudad de Leén 2008

proporcion en lagos, rios y capas del subsuelo y en forma de vapor en la

atmosfera.

La siguiente tabla muestra la desigualdad de distribucién del agua en la tierra:

Fuente Porcentaje
Océanos 97,39%
Icebergs, glaciares 2,01%

Capas, humedad del suelo 0,58%

Lagos y rios 0,02%
Atmosfera 0,001%

Aproximadamente el 2,6% del agua del planeta es agua no salada o "dulce" y de
esta solo el 10% se encuentra en lagos, rios y subsuelo que es practicamente el
agua disponible en los continentes. Por lo tanto, el agua dulce es un recurso
sumamente escaso y desgraciadamente para muchas poblaciones su distribucion

en los continentes es muy heterogénea.

El agua dulce proviene de dos fuentes; el agua superficial que se origina en la

precipitacién que no se infiltra en el suelo y el agua subterranea que se infiltra.

El agua superficial es captada y llevada a través de las cuencas hidrolégicas hacia
los cuerpos de agua superficial. EI agua subterranea o freatica, ocupa todos los
poros del subsuelo, dando lugar a una zona de saturacidn. Bajo esta zona hay un
estrato rocoso impermeable. El transporte de agua en el subsuelo se realiza a
través de napas o acuiferos, que son conductos saturados de agua a través de los
cuales esta escurre lentamente por gravedad. Los acuiferos se recargan

naturalmente por precipitacion infiltrada en el suelo.

La alcalinidad, que es la capacidad de aceptar protones, es importante en las
reacciones en los medios geoldgicos y bioldgicos rodeados por el agua. Las aguas

con elevada alcalinidad tienen pH elevados y generalmente contienen gran

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya °
Oscar Alberto Jirén Ruiz




% Analisis Microbiolégico del Agua Purificada gue se Comercializa en Bolsa y Botella
. en la Ciudad de Leén 2008

cantidad de sdlidos disueltos. Las principales especies quimicas responsables de

la alcalinidad son los aniones hidroxilo, bicarbonato y carbonato:

e

HO® + _H' H,0
COs; +H H,O + CO,

CO;2 +H'— HCO5

2.-Aguas de rios

Aquellas areas de la superficie que captan el agua que escurre y la conducen
hasta los sitios donde se almacenan, cuerpos de agua, se denominan cuencas

hidrologicas.

A los cuerpos de agua tales como lagos, lagunas o embalses, el agua de

escurrimiento llega tanto por la misma superficie como por los rios.

La composicion de las aguas de los rios esta condicionada, principalmente pero

no exclusivamente, por los aportes de sustancias que entrega el cauce.

Propiedades quimicas de aguas fluviales duras y blancas

Componente Aguas calcareas Aguas igneas ( blandas)
STD Muchos Pocos

PH 7-9 6-8

Cationes Ca®*, Mg™ Na* K*, Mg®*

Aniones HCO:s. HCOs., HsiOs.

Sélidos Suspendidos Ninguno Arcillas

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya °
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3.-Aguas de lagos

La mayoria de los lagos reciben sus aguas de los rios, lluvias y subsuelo. La
composicion quimica del agua de los lagos no solo se debe al tipo de agua que los
alimenta, sino que también a los cambios de composicion que ocurre durante el
periodo de residencia del agua, tiempo en el cual se puede producir la decantacion
de sodlidos suspendidos, la aglomeracion de particulas finas de caracter organico y
otros fendbmenos. Debido a que los lagos suelen ser mas profundos que los rios,

se hace mas dificil la restitucion del oxigeno disuelto desde la atmosfera.

4.-Agua estancada

El agua transportada la materia de tres modos: por arrastre, por suspension o por
disolucion. Como materias en suspension se denomina a las particulas insolubles
presentes en el agua. Las particulas que estan en suspension segun su tamafo
pueden formar suspensiones estables, llamadas soluciones coloidales, o bien,
estar en suspension solo cuando el agua esta en movimiento. Se pueden
determinar filtrando un volumen determinado de agua y pesando lo que queda en
el filtro. Por otro lado, la turbidez es un fendmeno éptico producido por particulas

en suspension que absorben la luz que inciden sobre el agua.

El agua pura tiene una conductividad eléctrica muy débil mientras que el agua
natural sera mas conductora cuanta mayor cantidad de cationes y aniones tenga
disueltos hasta llegar a una cantidad limite en la que por mas que aumenta la
conductividad no varia. El valor de la conductividad varia con la temperatura de tal

modo que al subir la temperatura la conductividad aumenta.
5.-Agua de pozo

Es el agua extraida de una fuente de formacion de rocas.
6.-Agua destilada

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya Q
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Es el agua purificada que ha sido evaporada y luego condensada en la cual se
eliminan materiales toxicos e inorganicos rechazados por nuestras células y

tejidos del cuerpo.
7.-Agua purificada

Se distingue por un sabor marcadamente distinto limpio debido a que los
contaminantes, los sélidos y el cloro son reducidos significativamente en el

proceso de purificacion.

TRATAMIENTOS PARA POTABILIZAR LAS AGUAS NATURALES

El agua natural puede someterse a diferentes tratamientos que van desde un
simple bombeo hasta toda una cadena compleja en la que las etapas principales

son:

e El pre tratamiento que consiste en filtrado, desarenado y sedimentacion de
lodos.

e La pre-cloracion para impedir que se forme plancton y ciertas bacterias en
las tuberias.

e La coagulacion que consiste en coagular los coloides por neutralizacion de
sus cargas eléctricas. Los principales coagulantes son a base de aluminio
(sulfato de aluminio, polimeros de aluminio) o de hierro (sulfato y cloruro
férrico).

¢ La floculacion que consiste en formar un precipitado aglomerando las
particulas neutralizadas por coagulacion permite la clarificacion. Los
principales coagulantes son la silice activada y los alginatos.

¢ La decantacion cuya finalidad es permitir el depdsito de particulas en

suspensién en el agua mediante el uso del lodo.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya G
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e La filtracion sobre arena que permite eliminar los precipitados formados por
decantacion.

e La desinfeccion por accion de diferentes productos: cloro, didxido de
carbono, ozono y rayos ultravioleta.

¢ Lafiltracion sobre carbon activado que garantiza la eliminacion de la mayor
parte de los contaminantes y micro contaminantes organicos, reduce al

minimo la concentracion de metales pesados y elimina el cloro del agua.

Particularidades de la potabilizacion del agua

Clarificacion: La clarificacién elimina la materia organica, turbidez y color
del agua. Incluye esta operacién a la coagulacién, sedimentacion y

filtracion.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya @
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Coagulacién: Mediante esta operaciéon se separan del agua las finisimas

particulas que originan turbidez y color.

El coagulante casi universalmente utilizado es Sulfato de Aluminio.
Mediante la adicion de cantidades conocidas de una solucion de esa sal,
puede calcularse la cantidad necesaria para coagular las particulas en

suspension en una gran pileta.

Sedimentacién: Cuando no es necesario utilizar coagulantes, se deja
reposar el agua y por accion de la gravedad sedimenta en el fondo del

recipiente todas las particulas en suspension.

Decantacién: Una vez logrado el coagulo por la adicion de Sulfato de
Aluminio, esta es la etapa siguiente. Un decantador consiste en un
recipiente generalmente rectangular con un volumen suficiente como para
permitir que el agua permanezca el tiempo necesario para que los
coagulos se depositen en el fondo, formando lo que comunmente se
denominan barros. Posteriormente el agua limpia se elimina por la parte

superior del recipiente.

Filtracion: Al igual que en la operacion de laboratorios, la filtracién en gran

escala consiste en separar un solido de un liquido por un método fisico.
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El agua limpia conserva aun algunos materiales en suspension y es

necesario filtrarla para producir una clarificacion completa.

Filtro lento de arena: este sistema, fue el primero en utilizar a gran escala.
Consiste en un lecho de arena que descansa sobre uno de grava. El agua
ingresa por la parte superior y se filtra lentamente por la arena fina,
operacion que se acelera cuando llega a la grava, por la que atraviesa mas

rapidamente.

Desinfeccién: Aunque la carga microbiana puede haber quedado retenida

en el filtro de arena fina, es necesario desinfectar el agua.

A partir de la cloracion de las aguas, se han podido controlar la mayoria de
las enfermedades de transmision hidrica como el cdlera y las disenterias

bacterianas.

El desinfectante utilizado casi universalmente es el gas Cloro, pudiéndose

utilizar también el método de la ozonacion.
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PROCESO DE POTABILIZACION DEL AGUA EN NICARAGUA

La medida de la concentracion de Cloro activo residual en el final de la linea
de provision (grifo domiciliario), garantiza la correcta desinfeccion del agua.
El ministerio de salud (MINSA) estipula un minimo de 0,30-0,60 mg/L (o
ppm) de Cloro.

Clasificacion y designacién de las aguas envasadas destinadas para el

consumo humano

Agua purificada
Agua fluorada
Agua de manantial

Agua mineral

o~ 0w Dd P

Agua desmineralizada

Consideraciones Generales

¢ La fuente de abastecimiento de agua debe estar autorizada por la autoridad

sanitaria correspondiente.
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e Ellavado y desinfeccién de envases debera realizarse con soluciones
sanitizantes que no alteren las caracteristicas del producto y evitando la

contaminacion por el arrastre de las mismas.

e Las plantas purificadoras de agua deben estar disefiadas y establecidas en
instalaciones que permitan cumplir correctamente con el Reglamento
Técnico Union Aduanera Centroamericana de Buenas Practicas de

Manufactura.

e Los medios de transporte, recipientes, tuberias y tanques deberan
construirse de manera que:
e No contaminen el agua destinadas al envasado
e Pueden lavarse y desinfectarse eficazmente
e Proporcione una proteccidon eficaz contra la contaminacion,

incluidos el polvo, humos

e Las instalaciones tendran un abundante suministro de agua potable para la
limpieza y desinfeccion. El agua debera conducirse por tuberias
completamente separadas del agua de operaciones para imposibilitar la
contaminacion del producto con tuberias distintas o con valvulas para

prevenir el flujo inverso.

e La planta debera tener sistema e instalaciones adecuados de desague y
eliminacion de desechos. Estaran disefiadas, construidas y mantenidas de

manera que se evite el riesgo de contaminacion del agua.
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EL AGUA EMBOTELLADA NO SIEMPRE ES MEJOR QUE LA DEL GRIFO

Respecto a la seguridad sanitaria del agua envasada respecto a la de la red de
abastecimiento por tuberias, puede indicarse que si bien el agua del grifo puede
estar contaminada por distintos elementos quimicos, fisicos y microbioldgicos, es
mas facil de controlar en los sistemas de distribucidén y de reducir el riesgo de toda
la poblacion que cuando algunas sustancias estan presentes en las botellas. El
agua en las botellas se almacena durante periodos de tiempos mas largos y a
mayores temperaturas que en el caso de las instalaciones de un sistema de
abastecimiento, lo cual puede favorecer el crecimiento de algunos

microorganismos.

Hay una gran variedad de marcas de agua embotellada y muchos consumidores la
compran, pensando que su calidad es mucho mejor que la del agua que pueden
obtener del grifo. Esta clase de agua cuesta mas y, en ocasiones, puede estar
contaminada. El riesgo de enfermedad por contaminantes en el agua es
relativamente pequefio para la mayoria de los consumidores, pero es mayor para

quienes, por su edad o condicion fisica, son mas susceptibles a enfermarse.

El agua embotellada es mucho mas costosa que el agua municipal. "En ocasiones
el agua embotellada esta mas contaminad que el agua regular". "Un nombre

original y una etiqueta atractiva no garantizan que el agua sea pura".

Legalmente, el agua embotellada puede contener cierta cantidad de la bacteria E.
coli u otra bacteria fecal, a diferencia del agua municipal. Otras diferencias se
encuentran en el tratamiento y pruebas que se realizan en ambos tipos de agua.
Los distribuidores de agua municipal deben tratar el agua para matar patégenos,
cosa que no se requiere a los embotelladores de agua. Los niveles de bacteria en
el agua municipal se miden cientos de veces al mes; en el agua embotellada, sélo

una vez a la semana. Los distribuidores de agua municipal hacen pruebas
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trimestrales para ver el contenido de sustancias quimicas sintéticas; los de agua

embotellada, sélo una vez al afno.

En la mayoria de los adultos, la mayoria de los contaminantes microbianos que se
encuentran en el agua pueden causar solo problemas de salud pasaderos. Si
provocan alguna enfermedad microbiana, tiende a durar un dia o dos y, por sus

sintomas, muchos la consideran "influenza estomacal".

Los bebés, las mujeres embarazadas y lactantes, las personas mayores o que
toman medicamentos que suprimen el sistema inmunoldgico o quienes tienen
limitado el funcionamiento de este sistema por enfermedad corren un riesgo

mayor.

No es necesario tomar una actitud alarmista, pero se cree que los consumidores
deben comprender el riesgo. No hay manera de eliminar los microorganismos del
agua a menos que se hierva y, sin realizar pruebas costosas no hay manera de
asegurarse de que el agua se encuentra libre de sustancias quimicas

posiblemente dafinas.

Requisitos Sanitarios de las plantas y Proceso de las Envasadoras de Agua

1. La planta debera ser construida de manera tal que los pisos, paredes y
techos puedan ser limpiados adecuadamente y mantenidos en buenas
condiciones sanitarias.

2. La planta debera contar con espacio suficiente para almacenamiento de
equipos, envases Yy otros materiales, asi como también deben estar
alejados de las paredes.

3. La planta debe ser ventilada para minimizar los olores, gases o vapores
toxicos y condensacion en el procesamiento, embotellamiento y en los
recintos para el lavado y el saneamiento de recipientes, impidiendo la
entrada de humo, polvo, vapores u otros.

4. Con iluminacion adecuada, protegidas sobre las areas de procesamiento.
El alumbrado no debera alterar los colores.
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5. La planta debera tener mallas milimétricas de manera tal que impida la
entrada de animales, insectos, roedores y/o plagas.

6. Las instalaciones para lavarse las manos, deberan disponer de medios
adecuados y en buen estado para lavarse y secarse las manos
higiénicamente, con lavamanos y abastecimientos de aguas calientes y/o
frias (o con la temperatura debidamente controlada).

7. Los vestidores y comedor para los trabajadores se ubicaran separados de
las operaciones de la planta y areas de almacenamiento.

8. Elllenado, tapado, cerrado, sellado y empacado de los envases deben ser
hechos de manera higiénica para no producir contaminacién del agua
envasada.

9. Los tanques de almacenamiento deben estar provistos de tapas para
evitar la introduccién de cualquier materia extrafia. Las conexiones hacia
las tuberias deberan estar provistas de filtros facilmente limpiables o
reemplazables.

10. La limpieza y sanitizacion de los utensilios y equipos deberan ser
conducidos de tal manera que protejan contra la contaminacion del agua,
superficies de contacto o material de empaque.

11. Se usaran envases y tapones no toxicos. Todos los depdsitos y tapones
deben ser inspeccionados para asegurarse de que estan libres de
contaminacion.

12. Efectuar monitoreos de llenado, tapados y sellados por inspeccién visual
o electronica de los recipientes.

13. La planta debe registrar y mantener la informacién en cuanto a producto,
volumen de produccion de lote y distribucion del producto terminado, para
asegurarse que la produccion de agua envasada esta conforme a las
especificaciones de calidad descrito en la presente norma.

14. No debera depositarse ropa, ni objetos personales en la zona de
procesamiento.

15. Efectuar monitoreos de la calidad del agua envasadas después del

procesamiento y antes del embotellamiento, para asegurar la uniformidad y
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efectividad del proceso de tratamiento de acuerdo a los métodos

establecidos en la norma (NTON 03 040 03).

16. Todos los recipientes defectuosos o no higiénicos deberan ser

descartados.

17. Los recipientes utilizados como envase primario deberan ser lavados,

saneados e inspeccionados antes de comenzar a ser llenados, tapados vy

sellados.

18. El personal que labora en las plantas envasadoras de agua debera cumplir

con la NTON 03 026-99 Norma Sanitaria de Manipulacion de Alimentos.

Requisitos para Manipuladores.

PROCEDIMIENTOS MICROBIOLOGICOS

Generalidades:

La presencia de coliformes totales y fecales en el agua es signo determinante de

contaminaciéon la cual resulta un inconveniente en el procesamiento ya que al

proliferar, podria causar intoxicaciones. Este método permite conocer la calidad

sanitaria del agua a través de medios de cultivos.

Normas que fijan la calidad de las aguas potables (purificadas)

Las normas de potabilizacién de las aguas en vigor son multiples en el mundo y

sus niveles de referencia son sensiblemente diferentes. Como ejemplo se puede

citar:

e Norma técnica obligatoria nicaragiense.

Organismos coliformes (total de coliformes)
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Desde hace tiempo se reconoce que los organismos del grupo coliformes son un
buen indicador microbiano de la calidad del agua de bebida. Se denominan
organismos coliformes las bacterias Gram negativo, en forma de bastoncillos, que
pueden formarse en presencia de sales biliares u otros agentes tensioactivos con
propiedades de inhibicion del desarrollo similares y fermentan la lactosa a 35 —
37°c produciendo acido, gas y aldehidos en el plazo de 24 — 48h. Son también

oxidadas Gram negativas y no forman esporas.

Tradicionalmente se consideraba que las bacterias coliformes pertenecian a los
géneros Escherichia coli, Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella. No obstante, el
grupo es heterogéneo comprende bacterias que fermentan la lactosa como
Enterobacter cloacae que pueden hallarse tanto en las heces como en el medio
ambiente (aguas ricas en nutrientes, suelos, materias vegetales en
descomposicién) y también en el agua de bebida con concentraciones de
nutrientes relativamente elevadas y comprende especies que nunca o casi nunca
se encuentra en las heces y que pueden multiplicarse en agua potable de calidad

relativamente buena.
Calidad bacterioldgica

El agua destinada a la bebida no debe transmitir patégenos. Como el indicador
bacteriano mas numeroso y especifico de la contaminacion fecal, tanto de origen
humano como animal, es Escherichia coli en las muestras de 100 ml de cualquier
agua de bebida no se debe detectar esa bacteria ni organismos coliformes termo

resistente.

PARAMETROS BACTERIOLOGICOS Y ORGANOLEPTICOS DEL AGUA
ENVASADA
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Parametros Bacterioldgicos

_ ] Valor Valor maximo _
Origen Parametro o observaciones
recomendado admisible
A. Todo tipo _
Coliforme
de agua de
. fecal Neg Neg
bebida
B. Agua que | Coliforme
Neg Neg
entra en el fecal
sistema de
distribucion | Coliforme En muestras no
Neg <4 _
total consecutivas
Coliforme
Neg <4 En muestras
total
puntuales
C. Aguaen el
. No debe ser
sistema de
o detectado en el
distribucion
95% de las
. muestras anuales
Coliforme
Neg Neg
fecal

Parametros organolépticos

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya
Oscar Alberto Jirén Ruiz




¢ t— Analisis Microbiolégico del Agua Purificada gue se Comercializa en Bolsa y Botella
(O en la Ciudad de Le6n 2008

Parametro Unidad Valor Valor maximo
recomendado admisible

Color verdadero mg/L (Pt-Co) 1 15
Turbiedad UNT 1 5
Olor Factor dilucion 0 2 a12 °C

3 a25 °C
Sabor Factor dilucion 0 2 a12 °C

3 a25 °C

Envase y Etiquetado

El producto objeto de esta norma se debe envasar en recipientes de tipo sanitario,
elaborado con materiales inocuos, que no transmitan ninguna sustancia toxica, ni
olores ni sabores desagradables, que tengan tapa inviolable, sello o banda de
garantia y resistente a distintas etapas del proceso, de tal manera que no
reaccionen con el producto o alteren sus caracteristicas fisicas, quimicas y

organolépticas.

Cuando se utilicen para el envasado de agua bolsas u otras formas no rigidas
(envase flexible) estos deben ser de material virgen, de color blanco lechoso, de
alta o baja densidad, su densidad sera entre 0.91 y 0.96 g/cm®. Por ejemplo el
Polietileno, PEBD admite facilmente el termo sellado. Este material no debe liberar
olores desagradables. No debe reaccionar con el producto o alterar con sus

caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas.

Se debe cumplir con la Norma de Etiquetado para alimentos pre envasados
NTON 03 021-99 Norma de etiquetado de alimentos pre envasados para consumo

humano.

Almacenamiento y Transporte
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Las condiciones de almacenamiento y transportaciéon deberan cumplir con las

normas higiénicas sanitarias vigentes.

NMP

Investigacién y recuento en medio liquido

Para la deteccion de Enterobacteriaceae lactosa-positivas (coliformes), se
aprovechan ciertas caracteristicas que la diferencian de otras
Enterobacteriaceae como por ejemplo, su capacidad para fomentar la

lactosa con produccion de acido y gas en presencia de sales biliares.

Material:

e Tubos de ensayo de 16x160 mm
e Gradillas
e Pipetas estériles de 10y 1ml

e Estufa de cultivo
Medio de cultivo:

Caldo lactosado biliado verde brillante (brilliant green bile lactose: BGBL)

Composicion:
e Lactosa 109
o Bilis de buey 20g
e Verde brillante 0,0133g
e Agua destilada 1,000 ml
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Disolver. Ajustar el pH a 7.4. Distribuir en tubos de ensayo con campana
Durham a razén de 121 °C durante 20 minutos.
Fase presuntiva

Técnica: se preparan en una gradilla tres series de tres tubos cada uno, cada
tubo contendra 10 ml de BGBL. En cada uno de los tubos de la primera serie, se

vierte 1ml de la dilucion de la muestra al 1:10.

En cada uno de los tubos de la segunda serie, se vierte 1ml de la dilucion de la

muestra al 1:100.

En cada uno de los tubos de la tercera serie, se vierte 1ml de la dilucién de la

muestra al 1:1000.
Incubar las tres series a 31+ 1°C, haciendo lecturas a las 24 y 48 horas.

La reaccién es positiva cuando se produce desprendimiento de gas en la campana
Durham, por lo menos 1/10 parte de su volumen, como consecuencia de la
fermentacion de la lactosa con formacion de acido y gas en presencia de sales
biliares a una temperatura comprendida entre 30-37 °C.

Interpretacion: la aparicion de gas o acido en los tubos a las 48 + 3 horas,
constituye una presunta reaccion positiva. Los tubos con este tipo de
reaccion deben ser estudiados en la fase confirmativa.

La ausencia de crecimiento acido o de formacion de gas al finalizar las 48 +
3 horas de incubacién indica una reaccidén negativa. El limite arbitrario de
48 horas para la observacion excluye sin ninguna duda a los miembros

ocasionales del grupo Coliforme que crecen de manera muy lenta.
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Fase confirmatoria

Procedimiento: llévese a la fase de confirmacion todos los tubos primarios

en los que haya aparecido cualquier cantidad de gas o de crecimiento acido
a las 24 horas de incubacion. Si se observa una fermentacién activa o un
crecimiento acido antes de las 24 horas, los tubos llevaran el medio de
confirmacion sin esperar a que transcurran las 24 horas. Si hay otros tubos
primarios con crecimiento acido después de 48 horas de incubacion

también se llevaran a la fase confirmativa.

Agitar suavemente los tubos primarios que muestren gas o crecimiento
acido suficiente para que se produzca una resuspension de los
microorganismos. Con un asa estéril de 3mm de diametro, pasese un asa
completa de cultivo al tubo de fermentacion que contiene el medio verde
brillante de lactosa bilis o introduzcase un aplicador de madera estéril en el
cultivo, de al menos 2,5cm, retirese rapidamente e introduzcase hasta el
fondo en el tubo de fermentacion con el medio mencionado. Retirese
rapidamente y deséchese el aplicador. Repitase esta operacion en todos

los tubos posiblemente positivos.

Incubese el medio verde brillante de lactosa bilis a 35 + 0,5°C durante 48 +

3 horas.

La formacion de cualquier cantidad de gas en el vial invertido en el medio
de fermentacion verde brillante de lactosa bilis a las 48 + 3 horas constituye
un resultado positivo en la fase confirmatoria. Calculese el valor del NMP a

partir del numero de tubos positivos.
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Procedimiento alternativo: utilicese unicamente en aguas contaminadas o

residuales que se sepa presenten sistematicamente resultados positivos.

En caso de que todos los tubos sean positivos en dos o mas diluciones
consecutivas durante 24 horas, llévese solo a la fase confirmatoria aquellos
con diluciones mas altas (menor muestra de inoculo) y todos los que

presenten gas o crecimiento acido después de las 48 horas.

Pruebas para Coliformes Fecales (medio EC)

La prueba para coliformes fecales permite diferenciar entre los coliformes
de origen fecal (intestino de los animales de sangre caliente) y los

procedentes de otras fuentes.

a) Medio EC:
Triptosa o tripticasa 20,0 g
Lactosa 50¢g
Mezcla de sales biliares o sales biliares n° 3 159
Fosfato de hidrogeno dipotasico, K, HPO4 40 g
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Fosfato de hidrogeno potasico, K, HPO4 1,5 g
Cloruro de sodio, NaCl 50 g
Agua destilada 1L

Anadase los ingredientes deshidratados al agua, mézclense

cuidadosamente caliéntese para disolverlos.

El pH debe ser de 6,9 + 0,2 después de la esterilizacion. Antes de
esterilizar, coléquese la mezcla en los tubos de fermentacién, cada uno con
un vial invertido y con una cantidad de medio suficiente para que cubra al

menos parcialmente al vial después de la esterilizacion.

Ciérrense los tubos con tapones de metal o de plastico resistente al calor.

b) Procedimiento: estudiense todos los tubos de fermentacién presuntivos
que hayan mostrado alguna cantidad de gas o un fuerte crecimiento en

la prueba de confirmacién.

1) Agitese suavemente o girense los tubos de fermentacion que
muestran gas o un fuerte crecimiento. Con un asa estéril de metal de
3mm de diametro o un aplicador de madera estéril, pasese el cultivo

de cada tubo de fermentacion al medio EC.
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2) Incubese los tubos con medio EC inoculados en un bafio de agua
44,5 £ 0,2°C durante 24 + 2 horas.
Depositense todos los tubos con EC en un bafio de agua antes de
que transcurran 30 min de la inoculacion y manténgase a una
profundidad suficiente como para que el agua del bafio este a un

nivel superior al que tiene el medio en los tubos.

c) Interpretacion: se considera como reaccion positiva la aparicién de gas
en un medio EC a las 24 horas o menos de incubacién. La falta de gas
(a veces se produce crecimiento) constituye un resultado negativo, que
indica que el origen de los microorganismos no es el aparato digestivo

de los animales de sangre caliente.

Analisis microbiolégico de rutina

Los procedimientos para la deteccidon y enumeracion rutinaria de los
coliformes y otros microorganismos indicadores estan cuidadosamente
prescritas por la American Public Health Association (Asociacion de Salud

Publica) y sociedades afiliadas, y son puestas diariamente en practica.

1. Recuento de una placa estandar: Prueba ideada para enumerar la
poblacion viable "total" y no para detectar los microorganismos o
patdégenos que puedan estar presentes. El procedimiento se emplea

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya @
Oscar Alberto Jirén Ruiz




s t— Analisis Microbiolégico del Agua Purificada gue se Comercializa en Bolsa y Botella

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya
Oscar Alberto Jirén Ruiz

en la Ciudad de Ledn 2008

como guia para determinar la eficiencia del tratamiento. Se acepta
generalmente que el agua correctamente tratada debe contener menos
de 100 colonias por ml.

Prueba para Coliformes: Una serie de pruebas, la de presuncion, la de
confirmacion y la terminada, se llevan a cabo en su orden sistematico y
de acuerdo con los resultados de cada paso.

Enumeracion de los coliformes: la prueba de presunciéon se puede
utilizar para estimar el numero de microorganismos coliformes presentes

en una muestra determinada.

Enumeracion por el procedimiento del numero mas probable (NMP). Se
inoculan multiples tubos que contienen caldo de lauril-triptosa con
volumenes diferentes de la muestra (por ejemplo 5 tubos con 10 ml, 5

tubos con 1 mly 5 tubos con 0.1 ml).

Si se conoce el numero de tubos positivos y negativos en cada dilucion,
es posible calcular el numero mas probable de coliformes presentes en

un volumen dado de agua.

La combinacion de los numeros de tubos positivos y negativos
proporciona un indice de la solucion que habitualmente se expresa
como el "numero mas probable (NMP) de bacterias coliformes por 100ml
de muestra". La cantidad de microorganismos presentes no es absoluta,
es decir, el indice representa el numero de coliformes que mas
frecuentemente que cualquier otro numero, dara el resultado abordado

en la tabla.
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Aplicacion al agua no contaminada

A continuacion se describe el procedimiento aplicable para analizar
agua relativamente exenta de contaminaciéon, como el agua tratada de

las centrales depuradoras.

A) Destapar el frasco de la muestra.

B) Con el tapdén en posicidon, agitar energéticamente el frasco para
conseguir una dispersidon homogénea de las bacterias. (Si el frasco
esta completamente lleno, retirar el tapon y tirar unos 20-30 ml de
agua; después, volver a tapar y agitar. De esta manera se asegura
una mezcla homogénea).

C) Con una pipeta estéril de 10ml, inocular 10ml de la muestra en cada
uno de cinco tubos que contengan 10ml de caldo presunto (doble
potencia). Anadir 50ml de caldo presunto. Se aconseja agitar
suavemente los tubos para distribuir uniformemente la muestra por
todo el medio.

D) Incubar los tubos a 35 °C o 37 °C durante 24 horas.

E) Al final del periodo de incubacién de 24 horas, examinar cada tubo
para comprobar la posible presencia de gas. Si esta presente el gas
puede verse en el tubo de Durham; si no se ve gas, agitar
suavemente el tubo; si se observa alguna efervescencia (pequefias
burbujas), el tubo debe considerarse positivo.

F) En un cuadro como el que se presenta aqui, anotar el numero de

tubos positivos a las 24 horas.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya @
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G) Volver a incubar los tubos negativos durante otro periodo de 24
horas. Al final de este periodo, observar de nuevo los tubos en busca
de la posible presencia de gas, como en el apartado.

H) Se presume que la produccién de gas después de 24 o0 48 horas de
incubacion se debe a la presencia de coliformes en la muestra.

I)  Anotar el numero de tubos positivos después de 48 horas.

J) Para confirmar la presencia de coliformes termo tolerantes, incubar
los tubos de subcultivo procedente de cada tubo presuntamente
positivo durante 24 horas a 44+0.5°C.

K) Después de las 24 horas de incubacion, examinar cada tubo de
caldo para observar si hay crecimiento y presencia de gas en el tubo
de Durham. Anotar los resultados en el cuadro.

L) Anfadir a cada tubo de agua de triptona aproximadamente 0.1 ml de
reactivo de Kovacs y mezclar suavemente. La presencia de indol
viene indicada por un color rojo en el reactivo de Kovacs, formando
una pelicula sobre |la fase acuosa del medio.

M) Las pruebas confirmatorias positivas para el indol, el crecimiento y
la produccién de gas muestran la presencia de E.coli. El crecimiento
y la produccion de gas en presencia de indol confirman la presencia

de coliformes termos tolerantes.

DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: experimental.
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Universo: Bolsa y botellas de agua purificada de consumo humano
comercializada en la ciudad de le6n para un total de 3 marcas de agua en bolsa y

4 marcas de agua en botella

Area de estudio: El presente trabajo fue desarrollado en el laboratorio de control
de calidad microbiolégica de la carrera de Farmacia, Facultad de Ciencias

Quimicas.

Muestra: 5 bolsas por marca y 5 botellas por marca, de agua comercializadas de
las de mayor demanda en el departamento de Leon ; para lo cual se tomo un
total de 7 marcas A,B,C,D,E, F, G, respectivamente correspondiendo 4 marcas

para botella y 3 marcas para bolsas..

Para su determinacién utilizamos un tipo de muestreo no probabilistico, a

conveniencia del investigador.

Criterios de Seleccién: Accesibilidad geografica, marcas reconocidas y frecuencia

en el comercio.
Unidad de analisis: cada botella y cada bolsa.

Variables: En el caso de nuestra investigacion el factor a determinar y estudiar
sera la identificacion de coliformes fecales y totales, Bacterias Aerobias Mesofilas

y las normas de etiquetado en el agua purificada de libre comercializacién.

MATERIALES Y EQUIPO

En el desarrollo de la parte experimental se utilizo el siguiente equipo de

laboratorio.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya @
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Cristaleria

e Cocina

e |ncubadora

e Balanza

e Autoclave

e Horno

¢ Mechero

Equipo metalico:

o Espatula

e Gradillas metalicas

Material de laboratorio descartable:

Algodén

Papel de aluminio

Guantes

Boquillas

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya @
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e Zapatos quirurgicos
e (Gorros quirurgicos
Reactivos:

e Caldo lactosado

e Caldo tripti caseina soja
e Agar verde brillante
e Caldo E. coli
PROCEDIMIENTO

Para iniciar nuestro ensayo hicimos uso de las referencias bibliograficas para
constatar si existia algun estudio sobre el analisis de agua purificada realizada en
nuestro pais por parte de alguna organizacién a fin a la salud, encontrando solo un
estudio relacionado a esta investigacion.
1. Recoleccién de la muestra: para realizar este proceso iniciamos seleccionando
las marcas de agua purificada de mayor consumo en la poblacion
correspondiendo a 3 marcas de bolsa y 4 de botella, las que fueron compradas y
recolectadas por los investigadores en los puntos de mayor venta de las mismas;
que en el caso de las marcas correspondiente a botellas fue el supermercado,
mientras tanto las de bolsa fueron tomadas de tres diferentes puntos: terminal de
buses, mercado la estacion y mercado central. Después de recolectar las
muestras se procedio a la verificacion de las especificaciones de etiquetado para

cada muestra.
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2. Preparacion de medios de cultivo: EI medio utilizado fue el caldo de Lauril —
Triptosa preparandose a dos concentraciones diferentes tanto simple como doble,
realizandose los calculos respectivos para cada uno de ellos pesando para la
primera concentracion 3.25 g y para la segunda 6.40 g. Luego de esto se
transfirio cada concentracién a un distinto erlenmeyer de 250 ml, afiadiéndole 20
ml de agua destilada para disolver el caldo con ayuda de agitacién para después
aforar hasta 250ml. Después se transfirié el caldo a los tubos de ensayos de cada
muestra, para la concentracion doble 1:10 se tomaron tres tubos afadiéndole 10
ml de caldo y para la concentracion simple 1:100 y 1:1000 correspondiendo a tres
tubos para cada una se afadid 5 ml a cada tubo; procediendo después a
esterilizacién del medio por medio de autoclave en calor humedo a 121 °C de 15-

20 minutos.

3. Esterilizacion de materiales: Los materiales a esterilizar fueron las gabachas,
guantes, boquillas, gorros, pipetas de 5, 10 ml, erlenmeyer de 250 ml y placas

petri. Para dicha esterilizacion se utilizo la autoclave a 121° C por 15min.
4. Técnica: realizamos el analisis en el area esteéril.

4.1 Se lavaron las bolsas con agua destilada, luego se desinfectaron las muestras
limpiando las roscas de las botellas y las orillas de las bolsas con un trozo de
algodén empapado de alcohol al 70%. Para obtener la muestra de las bolsas se

utilizo una tijera pequena estéril.
4.2 Fase Presuntiva:

El método a utilizar fue el NMP, se crea un pool esto se realiza vertiendo una
cantidad representativa (aprox. 50%) de 4 de las 5 unidades de cada muestra en
un erlenmeyer de 250 ml, luego se descartan 150ml del mismo hasta obtener
100ml que es la solucidn de trabajo. La unidad restante se utiliza como muestra de
referencia, del pool se tomaron 10 ml los que se agregaron a la tubos con
concentracion 1:10, 1ml a los tubos con concentracion 1:100 y 0.1ml a los tubos

de concentracién 1:1000, luego se transfirid 1ml de la solucion a las placas petri
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una temperatura de 37°C. Pasado el tiempo de incubacion en las placas petri se
observa la formaciéon de colonias y se realiza el recuento de las mismas. En los
tubos si presentan gas en la campana Durham, se presume presencia de

coliformes y se realiza la fase confirmativa.
4.3 Fase Confirmativa:

Se procedid a la realizacion de la fase confirmativa, preparando los medios
selectivos como es el agar verde brillante para detectar coliformes totales y caldo

E. Coli para coliformes fecales.

Después con ayuda de pipetas de 1 ml transferimos 0.1 ml de la muestra que
contienen gas: A, B, y G, a los tubos conteniendo agar verde brillante y caldo E.
Coli. Finalmente se incubo en bafio Maria el caldo E. Coli a 45 °C por 48 horas y
el agar verde brillante en incubadora a 37°C por 48 horas. Al cumplirse el tiempo

de incubacion se procedio a la lectura de resultados.

ESQUEMATIZACION DE PROCEDIMIENTO
Con cada una de las siete muestras realizar un pool.

A B C D E F G

AR

v .
Inocular en los tubos que contienen caldo lactosado

Oscar Alberto Jirén Ruiz @




Analisis Microbiolégico del Agua Purificada gue se Comercializa en Bolsa y Botella
en la Ciudad de Le6n 2008

0.1ml del pool en los

10ml del pool en los Iml del pool en los
tubos con

tubos con
concentracion 1:100

tubos con
concentracién 1:10

concentracién

Todos estos se incuban a una temperatura de 37 °C por 48 horas.

« Si al momento de lectura de resultados, a los tubos que presentan

formacién de Gas se realizara la fase confirmativa.

Fase Confirmativa

A I

Agar verde brillante Caldo E.coli Se

Esta fase se realiza inoculando 0.1ml de los tubos que presentaron
formacién de Gas, en Agar verde brillante para detectar coliformes Totales
este se incuba en horno 37 °C por 48 hrs y Caldo E.coli para detectar

coliformes Fecales en bafio Maria 45 °C por 48hrs .

RESULTADOS
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TABLAN°1

Comprobacion de especificaciones de etiquetado.

Muestras Nombre del Fecha de Fecha de Numero de
producto elaboracién | vencimiento | registro sanitario
A + + + +
B + + + +
C + + + +
D + + + +
E + + + +
F + + + +
G + + + +
+: Cumple
TABLA N° 2
Fase Presuntiva
Muestr Concentracion doble Concentracion simple
as de 1:10 1:100 1:1000
bolsas
A Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo2 | Tubo 3
1 2 3 1 2 3 1 Gl- G/-
G/+ G/+ G/+ G/- G/- G/- G/-
B G/- G/- Gl- G/+ G/- G/- G/- Gl- G/-
GI- GI- Gl- G+ GI- Gl- Gl- Gl- Gl-
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G: gas +: presencia -l ausencia

TABLA N°3
Fase confirmativa
Deteccién de coliformes Totales y Fecales en agua purificada.

Tipo de analisis: Numero mas probable (NMP)

Muestras CT CF BAM
A Ausencia Ausencia >300 UFC/ ml
B Ausencia Ausencia >300 UFC/ ml
C Ausencia Ausencia <10 UFC/ ml
D Ausencia Ausencia >300 UFC/ ml
E Ausencia Ausencia <10 UFC/ ml
F Ausencia Ausencia <10 UFC/ ml
G Ausencia Ausencia >300 UFC/ ml
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TABLA N°4

en la Ciudad de Ledn 2008

Comprobacion de resultados.

Tipo de analisis: Numero mas probable (NMP)

Muestras CT C.F BAM
A Ausencia Ausencia >300 UFC/ ml
B Ausencia Ausencia >300 UFC/ ml
G Ausencia Ausencia >300 UFC/ ml
Fuente: Primaria: obtenidos de investigacién y resultados de la practica.

CT: coliformes totales
CF: coliformes fecales

BAM: bacterias aerobias mesofilas
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ANALISIS DE RESULTADOS
Analisis N°1:
Resultados de las muestras en bolsas

Al finalizar el analisis microbiologico a las tres muestras de agua purificada en
bolsa en el cual se realizo la fase presuntiva con las muestras y terminado el
tiempo de incubacion, se procedid a la lectura de resultados encontrandose que
en los tres tubos de la concentracion 1:10 correspondiente a la muestra A
presentaban formacion de gas en la campana Durham al igual que en un tubo de
la concentracion 1:100 de la muestra B, dicha formacion de gas se presume
presencia de coliformes totales y fecales, es por ello que se procedio a realizarle la
prueba confirmativa unicamente con las muestras que presentaban gas. Las
muestra C no presento gas en la campana Durham, por lo que no se le realizaron

las pruebas confirmativas.

Pasado el tiempo de incubacion el agar selectivo verde brillante (prueba
confirmatoria) no mostro formacion de gas en ninguna de las concentraciones lo
que indica la ausencia de coliformes totales, pero probablemente si otro tipo de
bacterias. En el caldo para E. coli no se formo gas a ninguna concentracion, lo
cual indica la ausencia de coliformes fecales, por lo que podemos decir que
cumple con los parametros bacteriolégicos para agua envasada, para coliformes

pero no para otro tipo de bacterias.

A todas las muestras de bolsas se les realizo el recuento de bacterias aerobias
mesofilas encontrandose que en las muestras A y B, se encontré mayor de 300
UFC/ ml ,que interpreta como con presencia de este tipo de bacterias a esa
concentracion ;y en la muestra C menor de 10 UFC/ ml, que indica como resultado
aceptable para este tipo de bacteria, quedando como la unica muestra de bolsa
que cumple con las especificaciones de la USP 30 correspondiente a no mas de
100 UFC/ ml.
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Resultados de las muestras en botellas

Al igual que las muestras en bolsas, se observo presencia de gas en un tubo de
la concentracion 1:1000 de la muestra G que permite presumir la presencia de
coliformes en esta muestra, estas ademas presentaban turbidez que es

indicativo probable de la presencia de otro tipo de bacterias y levaduras.

En las tres muestras restantes (D, E, F) no se observo la presencia de gas ni
turbidez en ninguna de las concentraciones, por lo que interpretamos como

ausencia de coliformes o de otro de bacterias.

Al mismo tiempo observamos el crecimiento de Bacterias Aerobias Mesofilas en
las placas petri de las muestras D y G con un recuento mayor de 300 UFC/ml por
lo cual no cumple con las especificaciones de la USP 30 que corresponde a no
mas de 100 UFC/ml.

Posterior a la prueba presuntiva, parala muestra G como lo indica el método ,se
llevo a cabo la fase confirmativa unicamente debido a que encontré gas en la fase
presuntiva(mencionada anteriormente) transfiriéndose 0.1ml del tubo que contenia
gas al tubos con agar selectivos, luego este se incubo por 48 horas. Transcurrido

el tiempo de incubacién se obtuvieron los siguientes resultados:

El agar selectivo verde brillante no mostro formacion de Gas lo que indica
ausencia de coliformes Totales en las tres muestras, pero probablemente si otro
tipo de bacterias, y al igual en el caldo selectivo E. Coli no se formo gas
mostrando ausencia de coliformes fecales por lo cual podemos decir que cumple

con los parametros bacteriolégicos para agua envasada.

Analisis N°2: comprobacion de resultados

En esta fase de comprobacién, el procedimiento se realizo solamente con las
muestras A, B y G (muestras de referencia de analisis N°1), que en dicho analisis
presentaron formacion de gas en la fase presuntiva. En este analisis los resultados
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fueron iguales a los encontrados en el primer analisis por lo que podemos decir
que aunque en la fase presuntiva hubo aparicion de gas, no se confirma las
presencia de coliformes en las muestras A, By G; por lo que cumple con los
parametros bacterioldgicos del agua envasada correspondiente a coliformes, pero
no cumplen con las especificaciones de calidad microbioldgica por la presencia de

Bacterias Aerobias Mesofilas (Farmacopea USP 30).
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CONCLUSION

Terminado el ensayo microbioldgico del agua purificada que se comercializa tanto

en bolsas como de botellas llegamos a la siguiente conclusion:

e En las muestras analizadas tanto en bolsas como de botellas, no se
encontrd presencia de coliformes totales y fecales, lo cual significa que este

aspecto cumple con los estandares establecidos por el MINSA.

e En el caso de la cuantificacion de Bacterias Aerobias Mesofilas las
muestras C, E, y F, cumplen con las especificaciones de la farmacopea
USP 30, mientras que las muestras A, B, D y G, no cumplen con las

especificaciones anteriores.

e En la comprobaciéon de las especificaciones de la etiqueta todas las

muestras cumplen con este requerimiento.

Por tanto podemos decir que las muestras A, B, D y G de agua purificada
no cumple con los estandares requeridos por el érgano de salud y las
muestras C, E, y F son aptas para el consumo de la poblacion, ya que estas
cumplen con las especificaciones de calidad microbioldgica para Bacterias
Aerobias Mesofilas segun la farmacopea USP 30 y con los parametros

bacteriolégicos para coliformes fecales y totales.
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RECOMENDACIONES

Al Minsa como ente regulador de agua envasada para consumo
humano:

¢ Realice este analisis por lo menos cada seis meses e investigue su debido
registro sanitario.
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e Aplique la ley 182 para proteccion de los consumidores.

¢ Que realice inspecciones a los locales donde se envasa y procesan estos

productos.

¢ Verificar, mediante un estudio si estos productos tienen registro sanitario a

los que los obliga la ley de proteccién de los consumidores.
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indice NMP y 95% de limites de fiabilidad para varias combinaciones de
resultados positivos y negativos cuando se emplean tres porciones de 10
ml, tres de 1 ml, tres de 0.1 ml. (segun OPS y OMS)

Limites de confianza del 95%
N° de tubos con reaccién positiva NMP
Por Mas bajos Mas altos
3de10ml 3 de 1ml 3de 0.1ml | 100ml

0 0 1 3 <1 9

0 1 0 3 <1 13
0 0 0 4 <1 20
1 0 1 7 1 21

1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 49
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 149
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 379
3 1 0 48 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
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0 240 36 1300
1 460 71 2400
3 2 | 1100 | 150 4800

FOTOS DE RESULTADOS

1. Verificacion de etiquetado
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2. Fase presuntiva
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GLOSARIO

Segun la Norma de Especificacion de Calidad Sanitaria de Agua Envasada
NTON 03 040-03, existen definiciones sobre los diferentes tipos de agua.

Definiciones:

Aquas subterraneas: aguas como el agua de manantial, el agua de pozo artesiano

y el agua de pozo que se originan en acuiferos subterraneos. Las aguas
subterraneas pueden clasificarse de manera amplia como protegidas o aguas no
protegidas. Las aguas subterraneas protegidas no estan directamente
influenciadas por el agua de superficie o las condiciones ambientales de la

superficie y por lo tanto son adecuadas desde el punto de vista microbiolégico.
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Aqua artesiana: agua obtenida de un pozo que perfora el manto acuifero ubicado

por encima del nivel freatico. El agua artesiana debe cumplir con los requisitos de

agua natural.

Agqua de pozo: agua de un orificio perforado, excavado o de alguna manera

construido en la tierra para obtener agua de acuifero.

Aqua potable: es aquella que satisfaciendo las especificaciones de calidad, no

causa efectos nocivos al ser humano.

Aqua purificada: el nombre del agua que ha sido producido por destilacion,

deionizacion, osmosis inversa u otros procesos adecuados apropiados.

Aqua desmineralizada: agua tratada, que no contiene minerales.

Aqua destilada: agua purificada, que ha sido evaporada y luego condensada.

Agua fluorada: agua envasada que contiene fluor, la etiqueta debe especificar si la

fluoracion es natural o agregada, ademas debe cumplir con la norma de esta

normativa.

Aqua tratada: agua potable que ha pasado por un tratamiento posterior, como

filtracion, para ser envasada en empaques adecuados.

Agua envasada: es aquella apta para el consumo humano, contenida en

recipientes herméticamente cerrados, de materiales, formas y capacidades
diversas, aprobadas por las autoridades competentes y que es adecuada para el
consumo directo sin que sea necesario tratamiento ulterior y con cierre inviolable
el cual debera permanecer en tal condicidon hasta que llegue a manos del

consumidor final.

Agua de manantial: es al agua procedente de una formacién subterranea, donde el

agua fluye naturalmente hasta la superficie de la tierra se conoce como agua de

manantial, ademas debe cumplir con la norma de calidad de esta normativa.
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Agua mineral: el agua que contiene no menos de 250 partes por millon (PPM) de
sélidos totalmente disueltos (TDS) provenientes de un recurso aprovechado o
manantial. El agua mineral debe distinguirse de los otros tipos de agua por su
constante nivel y proporciones relativas de elementos minerales. No se pueden

afiadir minerales a esta agua.

Envase primario: es todo recipiente que tiene contacto directo con el producto, con

la misién especifica de protegerlo de su deterioro, contaminacion o adulteracion y

de facilitar su manipulacion.

Envase secundario: cualquier recipiente que contiene alimentos para su entrega

como un producto unico, que los cubre, total o parcialmente y que incluye los
embalajes y envolturas. Un envase puede contener varias unidades o tipos de

alimentos previamente envasados cuando se ofrece al consumidor.

Etiqueta: es todo rotulo, marbete, inscripcién, imagen u otra forma descriptiva o
grafica ya sea que este impreso, marcado, gravado en relieve, adherido al

empaque o envase del producto.

Flujo inverso: salida de un liquido en direccidon o en el sentido contrario.

Definiciones de algunos términos

Coliformes fecales: Los microorganismos que tienen las mismas propiedades de
los Coliformes totales, a una temperatura de 44 6 44.5°C. También se les asigna

Coliformes termo resistentes o termo tolerantes.

Coliformes totales: Bacilo Gram negativo no esporulado, que puede desarrollarse
en presencia de sales biliares u otros agentes tensoactivos con similares
propiedades de inhibicion de crecimiento, no tiene citocromo oxidasa y fermenta la
lactosa con produccion de acido, gas y aldehido a 35 6 37°C, en un periodo de 24

a 48 horas.

Mario Jeronimo Espinoza Zelaya @
Oscar Alberto Jirén Ruiz




% Analisis Microbiolégico del Agua Purificada gue se Comercializa en Bolsa y Botella
en la Ciudad de Leén 2008

E. Coli: Son presuntos E. Coli, las bacterias Coliformes fecales que fermentan la
lactosa y otros sustratos adecuados como el manitol a 44 6 44.5 °C con producto
de gas, y que también producen indol a partir del triptéfano. La confirmacién de
que en verdad se trata de E. Coli se logra mediante el resultado positivo en la
prueba con el indicador rojo de metil y la comprobacion de la ausencia de sintesis
de acetilmetil carbinol y de que no se utiliza el citrato como unica fuente de

carbono. La E. Coli es el indicador mas preciso descontaminacion fecal.
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