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RESUMEN

En Venezuela, en los ultimos afios se ha incrementado el consumo de agua
mineral envasada saborizada. Se trata de un producto novedoso en el
mercado, que constituye una alternativa a las bebidas gaseosas, cuya
calidad microbiolégica se presume que es adecuada y su consumo no
representa ningun riesgo para la salud. El presente trabajo de investigacion
tuvo como objetivo analizar la calidad sanitaria de las aguas minerales
envasadas saborizadas expendidas en un Automercado del municipio
Libertador del estado Mérida. Para realizarlo, se seleccionaron al azar en un
automercado tres muestras de aguas minerales saborizadas de toronja,
mandarina y jamaica y una muestra de agua mineral natural, todas
pertenecientes a una misma marca. A las muestras seleccionadas se les
realiz6 la determinacién de Bacterias Aerobias Mesofilas (BAM) en agar Plate
count (PC), Coliformes Totales y Fecales en agar Eosina Azul de Metileno
(EAM), Pseudomonas aeruginosa en agar Cetrimide y Mohos y Levaduras en
agar Saboraud. Los resultados obtenidos evidenciaron la presencia de
bacterias aerobias mesofilas igual a 6UFC/100mL en una de las muestras de
agua saborizada, no hubo crecimiento de coliformes ni de Pseudomonas
aeruginosa en ninguna de las muestras, se observd crecimiento de Mohos y
Levaduras igual a 1JUFC/100mL en dos de las muestras de agua saborizada
analizadas. Las aguas minerales saborizadas cumplen con los requisitos
microbiologicos establecidos en la Norma COVENIN 1431-82 Agua Potable
envasada, por lo que se considera que su calidad sanitaria es aceptable.

Palabras claves: Agua mineral, agua saborizada, calidad sanitaria,
indicadores de calidad sanitaria, microorganismos, Venezuela.
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INTRODUCCION

El agua es un componente de la naturaleza que ha estado presente en
la tierra desde hace mas de tres mil millones de afos, ocupando tres cuartas
partes de la superficie del planeta. Existen reservas acuosas en formaciones
geoldgicas profundas que almacenan el agua de lluvia que ha sido filtrada a
través de piedras y suelos. En este recorrido a las profundidades, las aguas
se cargan de minerales, que las transforman en fuentes de nutrientesy
elementos quimicos provechosos para la salud de quienes las consumen
(Fortunecity, 2000; Richards y col., 1992).

El agua mineral se encuentra ampliamente disponible de forma
embotellada tanto en paises industrializados como en desarrollo. Los
consumidores pueden comprar agua envasada por diversos motivos, por su
sabor, por la comodidad o por moda; no obstante, para muchos
consumidores son importantes su inocuidad y posibles propiedades
saludables (OMS, 2006).

Las aguas saborizadas embotelladas son aguas minerales
adicionadas de saborizantes naturales o artificiales, que se han convertido en
una alternativa para la ingesta de agua por parte de las personas a las que
les resulta desagradable el agua natural. Este tipo de aguas, son un producto
innovador dentro del mercado y estan siendo aceptadas por los
consumidores sustituyendo a aquellas bebidas carbonatadas o bebidas

azucaradas gue resultan perjudiciales a la salud (Bonilla y Henriquez, 2014).

En los ultimos afios, la preocupaciéon sobre la calidad del agua que se
consume se ha generalizado entre la poblacion. El sabor desagradable y la
aparicion de diarreas asociadas al consumo de agua potable han sido la

causa del aumento en el consumo de agua embotellada. Segun un estudio



de mercado realizado por Beverage Marketing Corp, en muchos paises, el
valor comercial del agua embotellada es mil veces mayor que el agua
potable. Debido a esto, diariamente se incrementa el numero de interesados
en la produccion de agua embotellada. Paralelo al aumento del consumo, se
encuentra la preocupacion por la calidad microbiolégica de este producto,
considerando que la informacion al respecto es muy limitada (Chaidez,
2002).

Respecto a las patologias de origen bacteriano asociadas al consumo
de agua, las salmonelosis y la fiebre tifoidea han descendido
espectacularmente debido al tratamiento, distribucién y control del agua. Las
shigellosis presentan un origen hidrico importante. Asimismo, ha quedado
demostrada la accion de algunos Escherichia coli enterotoxicos en las
epidemias de diarrea de los viajeros, asi como su origen hidrico. Actualmente
se consideran las especies Campylobacter jejuni y Campylobacter coli como
agentes frecuentes de gastroenteritis y diarreas. También cabe destacar la
frecuencia con la que Yersinia enterocolitica esta implicada en la etiologia de

las gastroenteritis hidricas (Larrafiaga y col., 1999).

Entre los virus patdégenos de mayor relevancia transmitidos por el
agua se encuentran los Rotavirus y Virus de la Hepatitis A (APHA, 2001,
Mims y col., 1999). Su tamafio microscopico les permite pasar, sin ser
afectados, a través de las plantas de tratamiento de aguas residuales (Gray,
1996). Adicionalmente, su baja concentracion, su gran variedad de tipos, su
inestabilidad como entidad biolégica y las limitaciones en sus métodos de
identificacion y estimacién en el agua, hacen que su deteccién sea dificil
(APHA, 1981; Payment, 1991).

Por otra parte, el agua embotellada muy pocas veces se encuentra
completamente libre de microorganismos. Después del embotellado, la
cuenta bacteriana en el contenedor aumenta rapidamente gracias al

contenido de materia organica presente. Este aumento tiende a ser mayor en



aguas no carbonatadas y en contenedores plasticos. Las bacterias
predominantes en aguas envasadas incluyen Pseudomonas spp., algunas de
las cuales son oportunistas, lo que resalta la importancia de realizar un
adecuado control de calidad y un constante monitoreo durante la produccion

de agua mineral envasada (Diaz y col., 2007).

Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo principal del presente
trabajo de investigacion consistié en analizar la calidad sanitaria del agua
mineral envasada saborizada que se expende en un Automercado del

Municipio Libertador del estado Mérida.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

A través de la historia de la humanidad, la busqueda de un agua clara,
limpia, fresca y potable ha sido una prioridad. Durante las dltimas décadas,
se han llevado a cabo una serie de esfuerzos para servir a las comunidades
con suficiente agua potable, pero sélo durante las dos Ultimas décadas, se
han desarrollado criterios de calidad tanto quimicos como microbiol6gicos

para el agua de consumo (Andueza, 2010).

Lafuente y col. (2000), definen el agua como un compuesto quimico,
incoloro, inodoro e insipido, cuya molécula esta constituida por dos atomos
de hidrégeno unidos a uno de oxigeno, separados entre si aproximadamente
105°. El agua representa un elemento esencial para la vida. Entre el 60 y
65% del peso del cuerpo se debe al agua, distribuida en 50.000 millones de
células. El consumo de este liquido, por lo tanto, resulta indispensable para
el buen funcionamiento del cuerpo, asi como para el cumplimiento de sus
funciones vitales. En el agua estan disueltas casi todas las sustancias que
forman y nutren el cuerpo, por esto se le conoce como el solvente universal.
Sus funciones en el organismo son tan mdultiples como indispensables:
hidrata, limpia y drena el intestino y los rifiones, es un efectivo diurético;

ademas regula la temperatura corporal (Jacome y col., 2010).



La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1969, consider6 como
agua mineral natural, aquella bacteriologicamente incontaminada,
procedente de fuentes subterraneas, con un minimo de mineralizacion de 1g
por kilogramo de agua y 250 mg de CO: libre, con propiedades favorables
para la salud, segun criterios admitidos por el Comité Coordinador de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO) (Armijo y col., 1994).

En la Norma Venezolana COVENIN (1982), se define el agua
envasada o embotellada como aquella que es apta para el consumo
humano, contenida en recipientes apropiados, aprobados por la autoridad
competente y con cierre hermético inviolable, el cual debera permanecer en

tal condicién hasta que llegue a manos del consumidor final.

El agua la podemos encontrar en diferentes presentaciones, desde
recipientes con voliumenes mayores contenidos en galones, hasta botellas y
bolsas de 600 mL del liquido. El agua envasada es producto de un largo
procedimiento que inicia desde la eleccion de la fuente apropiada,
continuando con el abastecimiento, tratamiento hasta llegar al envasado
(Macias, 2015).

Como casi todos los productos alimenticios, el agua envasada no es
un producto libre de microorganismos, especificamente de bacterias que se
encuentra en forma natural en los suministros de agua. Se tiene la
percepcion de que una vez que el agua es embotellada, el producto es
estéril, pero en realidad, el agua que es usada para envasado puede
contener grandes cantidades de cuenta total bacteriana, que puede alcanzar
nameros de hasta 105 unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL). Si no se toman las precauciones sanitarias adecuadas, el agua
embotellada puede contener bacterias, las cuales se originan antes del

envasado, y que después de haberse envasado, éstas se reproducen a



concentraciones que podrian representar un riesgo a la salud (Chaidez,
2002).

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), son en su
mayoria de origen microbiano y constituyen uno de los problemas mas
comunes en salud publica a nivel mundial, donde los alimentos y el agua
contaminada son fuentes importantes de transmision segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) (Fuentes
y col., 2005).

Cuando se establecieron las relaciones entre enfermedad y consumo
de agua, las tecnologias para su tratamiento y desinfeccién se desarrollaron
rapidamente. Paralelamente las autoridades de salud de cada pais
elaboraron estandares de calidad para el agua potable. De esta manera
Instituciones como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), agencia
especializada en asuntos de salud de la Organizacién de Naciones Unidas
(ONU), en el aflo 1984 publica una guia para el control del agua potable
(WHO, 1984). De igual forma la Comunidad Econémica Europea (EEC)
promulga en el afio 1980 unas directrices sobre la calidad y los estandares
de calidad quimica y microbiolégica del agua de consumo, asi como también

lo hizo el Codex alimentario internacional (Andueza, 2010).

La calidad del agua de consumo humano estriba en que sea salubre y
limpia. Se considera agua apta para el consumo aquella que no contenga
ningan tipo de microorganismo, parasito o sustancia, en tal cantidad que
pueda implicar un riesgo para la salud humana y que cumpla con las
determinaciones de la norma respectiva en su calidad microbiolégica y

quimica (Martinez y Pérez., 2010).

Algunas empresas utilizan agua potable como materia prima principal,
y las bacterias que residen en el agua pueden aparecer en el producto final
una vez que el agua es procesada. Ademas, las practicas higiénicas
deficientes del personal que participa en el procesamiento del agua, aunado



al manejo inadecuado de los envases, dan como resultado un aumento de la

poblacion bacteriana en el producto final (Chaidez, 2002).

Particularmente en Venezuela, la infraestructura para la distribucion
del agua potable estd bien desarrollada, sin embargo, la falta de
mantenimiento de la red de distribuciébn permite que esta agua pueda
albergar contaminantes de origen quimico y microbiolégico. Por esta razén, y
por la erronea idea de que el agua de las tuberias es de mala calidad, en las
areas urbanas del pais se ha venido observando un sostenido aumento el

consumo de agua mineral envasada (Andueza, 2009.; OPS-OMS, 1998).

De esta manera, Di Nucci (2011), expresa que desde la década de los
noventa han surgido una gran cantidad de marcas nuevas muy econémicas
en bebidas gaseosas elaboradas por empresas con distinta escala de
mercados locales, regionales y hasta nacionales. Recientemente, uno de los
cambios mas notables para las bebidas sin alcohol y las gaseosas fue la
aparicion de un nuevo producto en el afio 2003: el agua saborizada, creado
por la empresa multinacional francesa Danone, para ser producida y
consumida en Argentina. Este producto surge como una manera de
aumentar en el pais el consumo de agua mineral, en este caso saborizada a

un precio accesible, a diferencia de otros paises del mundo.

La produccion de aguas saborizadas tiene un mercado con forma de
oligopolio concentrado, donde un reducido nimero de vendedores, controlan
y acaparan las ventas. El explosivo crecimiento en el consumo de aguas
saborizadas es resultado de un cambio de habitos de consumidores de
gaseosas, de consumidores de aguas minerales y de nuevos compradores

gue no consumian las bebidas mencionadas (Di Nucci, 2011).

Ademas del aumento y la aceptacion del agua envasada, esta
industria es una de las de mayor auge, con tasas de crecimiento anuales por
encima del 7% a nivel mundial (Naddeo y col., 2007; Pérez, 2011), lo que a

su vez podria incrementar el riesgo de afectar la salud de un mayor nimero



de consumidores, en caso de que el agua envasada no cumpla con los

estandares microbioldgicos y fisicoquimicos de calidad (Reyes y col., 2008).

Debido al incremento considerable de diferentes marcas de agua
mineral saborizada, nace la inquietud que muchas veces tienen los
consumidores por saber el estado real de las aguas embotelladas que son
vendidas como libres de microorganismos. La importancia de conocer sobre
la calidad del agua embotellada, radica en saber si el producto cumple con
las expectativas tanto de los consumidores como de los requisitos que debe
obedecer el producto de acuerdo a la normatividad para su calidad sanitaria
(Skoog y col. 2001).

La contaminacién microbiolégica en el agua envasada se ha
reportado por diferentes autores alrededor del mundo. Jeena y col (2006),
reportaron que mas del 40% de muestras procedentes de seis estados de la
India presentaron bacterias heterotroficas (BHT) con mas de 100 UFC/mL y
de éstas el 44% presentaron coliformes totales. Asimismo, Kassenga (2007),
establecio que el 92% de las muestras de agua envasada procedentes de
diferentes sitios de expendio en Tanzania, presentaron BHT y coliformes
fecales en una proporcion de aproximadamente 3.6%. Por otro lado, en
Londrina, Brasil, Da Silva y col. (2008), determinaron que la presencia de
coliformes totales y fecales, Escherichia coli, Enterococcus fecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp. y bacterias heterotréficas en
agua, aumentaba 42.2% debido al proceso inadecuado de envasado. En
Colombia, Gomes y col. (2001), reportaron coliformes fecales en el 27% del
agua envasada y en el 81% de las bolsas de empaque del producto
expendido de manera ambulante en la ciudad de Cartagena (Vidal y col.,
20009).

Diversos autores afirman que las bacterias crecen cuando el cloro o
el ozono afadidos al agua envasada se han disipado, y predominan sobre

todo los bacilos Gram negativos. El porcentaje de bacterias pigmentadas es



muy variable, pero en el agua embotellada puede llegar a ser la poblacion
dominante, encontrandose con frecuencia los géneros Flavobacterium vy
Pseudomonas pigmentadas, en ocasiones Chromobacterium, Mycobacterium
entre otros. Ocasionalmente Pseudomonas aeruginosa coloniza las
instalaciones de la planta embotelladora. El agua mineral natural embotellada
suele contener proteobacterias (97%), actinobacterias (2%) y otras (1%). El
género Legionella puede sobrevivir en agua de bebida asi como también los
géneros Aeromonas Yy Asai, este Ultimo agrupa bacterias acéticas que han
sido aisladas de agua con sabor frutal (Downes y col., 2001; Kuhn y col.,
1997; Moore y col., 2002; Statesy col., 1987).

Se ha establecido que el nUmero de bacterias puede incrementarse
durante el proceso de almacenaje hasta que es consumida. Se han
encontrado patégenos como Escherichia coli, Pseudomonas spp. Y
Salmonella spp; capaces de sobrevivir y multiplicarse en el agua
embotellada, representando un riesgo potencial en el desarrollo de

enfermedades en los consumidores (Hunter y col., 1990; Tobin, 1984).

La cuenta total bacteriana en diversas aguas de consumo humano ha
generado gran preocupacién con respecto a la salud humana. En este
sentido, las bacterias heterotréficas frecuentemente encontradas en aguas,
se definen como bacterias que utilizan el carbono organico como fuente de
nutrientes. Generalmente, la mayoria de estas bacterias no son patdgenas;
sin embargo, algunos miembros de este grupo, incluyendo Legionella spp.,
Micobacterium spp., Pseudomonas spp, y Aeromonas spp., pueden ser
patdgenas oportunistas (Chaidez, 2002; Rusin y col., 1997).

En Galapagos-Ecuador, se presentd un brote de diarrea que afect6 a
60 personas, debido al consumo de agua embotellada. Tras una inspeccion
sanitaria, las autoridades suspendieron a cinco envasadoras porque no
realizaban buenas practicas en el proceso de manufactura (Macias y col.,

2010). La industria venezolana del agua embotellada, no se encuentra



exenta de sufrir de muchos de los problemas de contaminacién que hasta
ahora se han presentado en diversos lugares del mundo. Por esta razon, es
necesario alertar e informar sobre las caracteristicas microbiologicas de la

misma.

Tomando en cuenta que la ingesta de aguas minerales envasadas
saborizadas se ha incrementado en la poblacion venezolana en los dltimos
anos, debido a que éstas se consideran de mejor calidad para el consumo
humano, surge la siguiente interrogante de investigacion: ¢ Cual es la calidad
sanitaria de las aguas minerales envasadas saborizadas expendidas en un

Automercado del municipio Libertador del estado Mérida?

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

A pesar de la existencia de sistemas de potabilizacion del agua para
consumo humano en la mayoria de los paises del mundo, la calidad
microbiol6gica de ésta no siempre es adecuada, razén por la cual el agua
embotellada se ha vuelto una opcién para el consumo. El agua es uno de los
elementos naturales que se encuentra en mayor cantidad en el planeta
Tierra, es una necesidad fundamental, donde cada persona requiere al
menos veinte a cincuenta litros de agua potable limpia y segura al dia para

beber, cocinar y simplemente mantenerse limpios.

Ademas el agua es una sustancia quimica natural abundante formada
por moléculas de hidrogeno y oxigeno, que constituye aproximadamente el
55-60% de la masa corporal de una persona adulta y en el cuerpo humano
se encuentra en los fluidos, las células, y por lo tanto los tejidos. A pesar de
gue las aguas minerales envasadas son tomadas directamente desde

manantiales y acuiferos libres de cualquier tipo de contaminacion vy
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elementos quimicos, su composicién microbiana puede variar una vez que

ingresan en la planta envasadora.

Su importancia radica en que constituye un elemento basico en
cualquier industria, ya que puede ser empleada como materia prima, por esta
razon se requiere que la disponibilidad y uso de los sistemas de suministro
de agua potable sean apropiados, asi como el acatamiento de las medidas

de higiene para consumo humano en la mayoria de los paises del mundo.

No obstante, los consumidores de agua envasada desconocen el
hecho de que en ocasiones y de acuerdo a la marca que consuman, estan
ingiriendo la misma calidad de agua que si la tomaran directamente del grifo
0 incluso de la calle. Por esta razon es preciso analizar la calidad
microbioldgica de las aguas envasadas para consumo humano, teniendo en
cuenta que las bacterias que se encuentran con mayor frecuencia en el agua
son bacterias entéricas que colonizan el tracto gastrointestinal del hombre y
son eliminadas a través de la materia fecal por su capacidad de soportar

temperaturas mas elevadas.

En relacion con las aguas saborizadas envasadas, éstas son aguas
minerales complementadas con saborizantes naturales o artificiales, que se
han transformado en una opcién para la ingesta de agua por parte de las

personas a las que les resulta insipido el agua natural.

La presente investigacion se considera relevante para la poblaciéon en
general ya que se trata del estudio de la calidad sanitaria de un producto
ampliamente consumido por personas de todas las edades y cuya
manipulacién sanitaria inadecuada podria desencadenar problemas

gastrointestinales entre otros sintomas.

Por otra parte, los aportes teéricos de la presente investigacion,
podrian constituir basamentos para las personas involucradas en la gestion

de los servicios de salud, a su vez, podran ser fuentes de inspiracion a
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futuras investigaciones para ampliar el conocimiento en esta area de estudio

en particular, como lo es la microbiologia de aguas.

En cuanto al aspecto metodoldgico, esta investigacion constituye un
aporte en la identificacion de los microorganismos que eventualmente
pueden estar presentes en aguas embotelladas y pudiese constituir un
aporte para los organismos competentes, respecto a la creacion de una

normativa especifica para agua mineral saborizada que actualmente no
existe en Venezuela.
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

Analizar la calidad sanitaria de las aguas minerales saborizadas

expendidas en un Automercado del Municipio Libertador del Estado Mérida.

Objetivos Especificos

v" Recolectar muestras de agua mineral y agua saborizada

v Cuantificar las bacterias aerobias mesoéfilas presentes en las muestras de
agua mineral y aguas minerales saborizadas.

v Detectar coliformes totales y fecales en las muestras de agua mineral y
aguas minerales saborizadas.

v' Identificar la presencia de Pseudomonas aeruginosa, como indicador de
calidad sanitaria en las muestras de agua mineral y aguas minerales
saborizadas investigadas.

v Cuantificar la presencia de mohos y levaduras en las muestras de agua
mineral y aguas minerales saborizadas estudiadas.

v' Determinar qué cantidad de microorganismos presentan el agua mineral y
las aguas minerales saborizadas.

v' Conocer cuales son los microorganismos de importancia sanitaria que se
encuentran con mayor frecuencia en el agua mineral y las aguas

minerales envasadas.
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Alcances y Limitaciones de la Investigacion
Alcances de lainvestigacién

El presente estudio abarca exclusivamente una marca de agua
saborizada expendida en un Unico automercado del municipio
Libertador del estado Mérida.

La proyeccion del estudio servira de base para determinar la calidad
microbioldgica de agua saborizada para futuros estudios.

Limitaciones de la Investigacion

Ausencia de una norma especifica para aguas saborizadas.

Falta de referencias bibliografias sobre estudios microbiolégicos
realizados en aguas saborizadas.

Escasez de marcas del producto en estudio.

Recursos econémicos escasos para adquirir los materiales de
laboratorio.

No se realiz6 siembra de las muestras por duplicado ni triplicado por

limitaciones econdémicas y falta de material.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Trabajos Previos

Delgado y Morales (2015), realizaron un trabajo de investigacion cuyo
objetivo principal fue la deteccion de Pseudomonas aeruginosa y bacterias
heterotrofas de aguas destinadas al consumo humano, envasadas en
botellas y bolsas plasticas, comercializadas en la ciudad de Managua en
Nicaragua. Para esto utilizaron como muestra diez marcas de agua
envasada obtenidas en distintos puntos de ventas de la ciudad y cada
muestra se ensayO por el método del Niumero Méas Probable (NMP) para
Pseudomonas aeruginosa los resultados evidenciaron que un 8% de las
muestras pertenecientes a una misma marca de agua presentaron un indice
del NMP para Pseudomonas aeruginosa por encima de lo establecido (1,2
NMP/100mL). Respecto a las bacterias heterdtrofas los resultados
demostraron que el 24% de las muestras sobrepasan el rango de referencia
segun la norma venezolana COVENIN (100 UFC/mL), las cuales

corresponden a doce muestras de cuatro marcas analizadas.

Por su parte, Bonilla y Henriquez (2014), desarrollaron un estudio
cuyo objetivo fue determinar la calidad microbiologica y fisicoquimica que
presentan las aguas saborizadas embotelladas comercializadas en los
supermercados Metrocentro y Metrosur de San Salvador, en El Salvador. La
investigacion fue de tipo prospectivo y disefio experimental, el muestreo que
se empled fue dirigido y puntual, y se seleccionaron 30 muestras de aguas
saborizadas embotelladas de diferentes sabores. A cada muestra de agua
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saborizada se le realizaron andlisis microbiolégicos tales como determinacion
de Aerobios Mesdfilos Heterotrofos, Coliformes totales, Escherichia coli, y
Pseudomonas aeruginosa; asi como analisis fisicoquimicos: pH, temperatura
y turbidez. Como resultado se obtuvo que la totalidad de las muestras
analizadas resultaron conforme para todos los parametros microbiologicos;
en cuanto a los analisis fisicoquimicos, se obtuvo para temperatura, olor,
sabor, turbidez y sélidos totales disueltos que la totalidad de las muestras
cumplen con las especificaciones de las Normas Salvadorefias obligatorias
NSO 13.07.02:08, por lo tanto los autores concluyeron que las muestras de
agua saborizadas embotelladas cumplen con la normativa Salvadorefia,

siendo estas aptas para el consumo humano.

De manera similar, Dugarte y Rojas (2012), realizaron una
investigacion denominada —Microbiota bacteriana heterétrofa de aguas
minerales envasadas de consumo en los municipios Libertador y Campo
Elias del estado Meéridall. Dicho estudio consisti6 en la evaluacion
microbiologica de once marcas de agua mineral envasada seleccionadas al
azar, determinando para cada muestra la microbiota bacteriana heterétrofa
presente. Los resultados de dicho estudio evidenciaron la presencia de
bacterias aerobias mesofilas (90,90%), coliformes totales y fecales (72,72%)
y presencia de Pseudomonas (18,18%). A su vez las especies aisladas
fueron Hafnia alvei, Pseudomonas fluorescens, Chromobacterium violaceum,
Burkholderia cepacia, Pantoea spp. y Escherichia coli, con valores entre <1
UFC/mL hasta >2.0x10°UFC/mL. Razén por la cual los autores recomiendan
a las envasadoras de agua mineral, establecer sistemas de control
microbiologico antes, durante y después del envasado a fin de obtener un

producto con una calidad sanitaria aceptable.

Por su parte, Aragque (2012), realiz6 un estudio microbiolégico de las
aguas minerales envasadas, con el objetivo de conocer la calidad

microbiologica, los patrones de resistencia antimicrobiana de la microbiota
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presente y los indices de biodiversidad microbiana de las principales marcas
de agua minerales envasadas expendidas en diversas ciudades de
Venezuela. La investigacion fue de tipo descriptivo y disefio experimental,
para ello se llevaron a cabo los siguientes procedimientos: determinacién del
pH, la temperatura y tratamiento de la muestras, cuantificacién, recuento,
aislamiento e identificacion de microorganismos, identificacion de bacterias
heterotrofas; realizando diferentes pruebas bioquimicas, identificacion de
hongos, criterios de clasificacion, determinacion de perfiles de resistencia
antimicrobiana, determinacion de los indices de biodiversidad y finalmente
tratamiento estadistico de los resultados. Los resultados de la autora
evidenciaron la presencia de un gran numero Yy diversidad de
microorganismos tanto saprofitos como oportunistas, asi como variados

patrones de resistencia antimicrobiana.

De manera similar, Martinez y Pérez (2010), realizaron estudios sobre
la calidad bacteriologica del agua potable envasada comercialmente en
Ciudad Bolivar en Venezuela. El procesamiento de las muestras fue llevado
a cabo por los autores siguiendo las normas establecidas por COVENIN
(2614-94, 1126-89, 902-87) para la calidad de agua de consumo, utilizando
como indicadores de contaminacion la presencia de coliformes totales y
fecales, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp. y Clostridium sp., asi
como el recuento de bacterias aerobias mesofilas. Las muestras fueron
adquiridas en distintos establecimientos de venta, estudiando 5 marcas

comerciales y 5 botellas de cada marca comercial analizada.

Dichas muestras fueron procesadas en el Laboratorio Bacteriolégico
de Aguas de la Universidad de Oriente, Nucleo Bolivar. Como resultado se
obtuvo un recuento de menos de 100 UFC/mL de aerobios mesofilos en las
muestras analizadas. En relacion a los coliformes totales y fecales en el agua
potable el hallazgo fue de < 2,2 NMP/mL. Todas las muestras analizadas por

los autores fueron negativas para Escherichia coli, Pseudomonas
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aeruginosa, Enterococcus spp. y Clostridium sp. Por lo tanto se concluy6 que
el agua potable envasada comercialmente para el periodo evaluado por los
autores resulté apta para el consumo humano. Esta investigacion coincide
con este estudio ya que estudiaron la presencia microorganismos patégenos

en agua potable envasada comercialmente.

Carrero y Morales (2010), efectuaron un trabajo similar en el que
evaluaron la microbiota de las aguas minerales envasadas. Para esto
estudiaron cinco marcas de agua mineral que se expenden en la zona
fronteriza Colombia, Venezuela (especificamente entre Cdcuta y San
Cristobal). Los resultados de los analisis demostraron la presencia de
bacterias aerobias mesdfilas en cuatro de las marcas estudiadas,
confrmando ademas la presencia de Pseudomonas fluorescens vy
Pseudomonas putida, ambas especies en dos de las muestras estudiadas.
Mediante el sistema de identificacion Api 20 NE V60, Api CORYNE V2.0 y
Api STAPH V4.0, se pusieron en evidencia los géneros Weeksella virosa
(32%), Arthrobacter spp. (17%) y Kocuria rosea (17%). El presente estudio
arrojo que el 80% de las muestras de aguas minerales envasadas analizadas

presentan bacterias potencialmente patdégenas para el consumidor.

En Colombia, Vidal y col. (2009), ejecutaron una evaluacion de la
calidad microbiologica del agua envasada en bolsas producida en Sincelejo,
Colombia con destino al consumo humano. Para la estimacion de
organismos coliformes totales y fecales, Pseudomonas aeruginosa Yy
aerobios mesdfilos en el agua envasada de 13 marcas, utilizaron el método
de filtraciobn por membrana. Se obtuvo como resultado que el 92% de las
marcas de agua envasada en bolsas producidas en la ciudad de Sincelejo
presentaron bacterias aerobias mesdfilas en su producto, mientras que en el

33% de las mismas se encontraron coliformes totales.

Los autores destacaron que una marca presentd coliformes fecales,

otra Pseudomonas aeruginosa y que el reporte microbiano fue mayor en las
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envasadoras que poseian el registro sanitario del Instituto Nacional de
Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA). De esta forma dedujeron
que gran parte del agua envasada en bolsas de la ciudad de Sincelejo
genera un riesgo a la salud de los consumidores, debido a la presencia de
microorganismos patdégenos, lo que estad relacionado con inadecuados
procesos de produccion y a la intermitencia del suministro del agua utilizada

como materia prima.

Antecedentes Histéricos

El origen de las aguas minerales envasadas podemos ubicarlo en los
inicios de la civilizacion, cuando nuestros antepasados se vieron en la
necesidad de transportar el agua de un sitio a otro, o cuando necesitaron
almacenarla. Es importante sefalar que desde el principio, el agua mineral
ha estado asociada con el desarrollo de formas terapéuticas 0 medicamentos
para restituir la salud de las personas. Hipdcrates en su tratado sobre aires,
aguas Yy lugares alude a las aguas minerales estableciendo su uso y
contraindicaciones. Los griegos desarrollaron toda una escuela de cémo
utilizar las aguas minerales como recursos terapéuticos para curar multiples
dolencias (Jackson, 1990; Tampo, 2004).

Los romanos fomentaron el uso de las aguas minerales como
medicamentos e hicieron muchas aportaciones que conllevaron a lo que se
ha denominado la doctrina romanica. Esta ideologia consideraba como un
producto natural, especifico de cada manantial y que debia observar normas
relativas a la estabilidad y constancia de su composicidon quimica, sus
caracteristicas fisicoquimicas y la conservacion de su pureza original, a fin de
ejercer su influencia benéfica y medicinal sobre el organismo del ser humano

(Lamoreaux y col., 2001).
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En América también el agua mineral estuvo asociada a la cura de
enfermedades. Asi se tiene que en el afilo 1767 se da inicio a la venta del
agua mineral proveniente de manantial Jackson en Boston, dada a la gran
demanda que tenian estas aguas por su poder curativo en diversas
enfermedades. En el afio 1800 aguas provenientes de manantiales cercanos
a Albania en New York fueron envasadas para su uso comercial. De igual
forma en 1820 aguas de manantiales ubicados en Saratoga fueron
envasadas para la venta. En América del Sur, en Brasil, en el afio 1890 se
tiene informacién de envasado del agua de manantial de Sao Lourenco, con

fines comerciales (Chapelle, 2005).

En Europa, especificamente en Francia, durante el afio 1873 se
instala la primera planta envasadora de agua mineral. Esta planta se instala
para envasar agua de los manantiales de Saint Galmier en Badoit.
Posteriormente, ese mismo afio se instala la envasadora Perrier, asi como
otras plantas de diversos paises europeos. En un principio el agua era
envasada en recipientes de vidrio y las botellas de plastico no fueron

utilizadas sino hasta mediados del siglo XX.

Las aguas envasadas saborizadas son un producto relativamente
nuevo, y comenzaron a desarrollarse en el afio 2006, a fin de implantar
nuevos mercados y a su vez incrementar las ventas; fueron introducidas por
Embotelladores de Agua Internacional (IWBA) con su marca Alpina, quien
lanzo6 al mercado —Alpinita Magicll, una botella de agua con un toque de sabor

dirigido al mercado infantil (Bonilla y Henriquez., 2014).

Posteriormente se lanza al mercado, otra marca con agua saborizada
llamada Salvavidas, por una empresa Guatemalteca que se une con la
Asociacion Nacional del Café (ANACAFE) en el afio 2002 para combinar el
café con el Agua Pura Salvavidas, y hacer una bebida un tanto mas atractiva
para el consumidor, asi se fue desarrollando la incorporacion a El Salvador
con sus presentaciones de agua potable, para el afio 2013 lanza al mercado
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su producto Agua Salvavidas Saborizada siendo esta otra opcion para el
consumidor (Cantizzano, 2006; ICONTEC, 2012).

Para el afilo 2007 Pepsi-Cola Venezuela incorpora en el mercado
venezolano la primera agua saborizada Minalba Flavor, un producto sin gas,
sin color y sin calorias de diferentes sabores (limén, toronja rosada y
naranja). Pretendiendo de esta manera crear un nicho de las saborizadas,
con diferentes opciones para diferentes consumidores (Camel, 2007). Hoy en
dia la cultura del agua mineral envasada se ha diseminado por todo el
mundo y constituye una floreciente industria que moviliza billones de dolares
en todo el planeta (Chapelle, 2005).
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BASES TEORICAS

Microbiologia

Es la rama de la biologia que estudia seres vivientes de tamafo
microscopico que existen como células aisladas o asociadas y también
incluye el estudio de virus (microscopicos no celulares). En general, los
microorganismos a diferencia de los macroorganismos, son capaces de llevar
a cabo procesos de crecimiento, generacion de energia y reproduccion,
independientemente de otras células sean del mismo tipo o diferentes (Apella
y col., 2012).

Microbiologia de las aguas

Estudia la estructura y vida de los microorganismos que se encuentran
circulantes en el agua, esta ciencia esta relacionada con ciertas
especializaciones hidrolégicas como la hidroquimica, hidrobotanica y la
hidrozoologia. La flora bacteriana de las aguas no es uniforme en modo
alguno, sino que es muy variable segun la clase de aguade la que se trate.
En el agua se encuentran microorganismos que se alimentan de compuestos
organicos, dichos microorganismos ademas presentan diferentes tamafios y
formas, particularmente la mayoria de bacterias que predominan en las
aguas son del tipo Gram negativas. Cabe destacar ademas, que la mayor
parte de las bacterias del agua son méviles y pueden vivir libremente en ella
(Rheinheimer, 1987).

El agua contiene suficientes sustancias nutritivas para permitir el
desarrollo de diferentes microorganismos. Muchas de las bacterias del agua
provienen del contacto con el aire, el suelo, animales o plantas vivas o en

descomposicion, fuentes minerales y materias fecales (APHA, 1992).

22



Calidad sanitaria del agua

Desde el punto de vista microbiologico, el examen de la calidad
sanitaria del agua tiene por objeto determinar la presencia de ciertos grupos
de bacterias, que revelen una contaminacion reciente por materia fecal o
materia organica, siendo el criterio mas utilizado la determinacion de la clase
y el nimero de microorganismos que esta contiene. Tradicionalmente se han
usado ensayos de microorganismos indicadores que permiten estimar la
presencia de microorganismos patdégenos. El grupo de bacterias coliformes
(figuras 1 y 2) ha sido siempre el principal indicador de calidad sanitaria de
distintos tipos de agua, el nimero de coliformes en una muestra, se usa
como criterio de contaminacién y, por lo tanto, de calidad sanitaria de la

misma (Martinez y col., 2010).

Las Bacterias Aerobias mesdfilas (figura 3) constituyen un indicador
de calidad sanitaria para estimar la efectividad del tratamiento de
desinfeccion de las aguas. La presencia de microorganismos pertenecientes
al género Pseudomonas (figura 5) sefiala deterioro en la calidad del agua o
una recontaminacion. Desde el punto de vista bacteriol6gico, para definir la
potabilidad del agua, es preciso investigar bacterias aerobias mesdfilas v,
coliformes totales y fecales. La gran sensibilidad de las bacterias aerobias
mesofilas a los agentes de cloracién, las ubica como indicadoras de la
eficacia del tratamiento de potabilizacion del agua. Las normas bacteriologica
de calidad de las aguas de consumo humano establecen que el agua debe
estar exenta de patdgenos de origen entérico y parasitario intestinal que son
los responsables de transmitir enfermedades como salmonelosis, shigelosis,

amebiasis, entre otras (Apella y col., 2005).
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Indicadores de Calidad Sanitaria

1. Coliformes

1.1 Coliformes totales

Son un grupo de microorganismos que comprenden varios géneros
de la familia Enterobacteriaceae. Este grupo de microorganismos se
encuentra ampliamente difundido en la naturaleza, agua y suelo, ademas,
son habitantes normales del tracto intestinal del hombre y animales de
sangre caliente (Aurazo, 2009). El grupo de bacterias coliformes totales
comprende todos los bacilos Gram negativos aerobios o anaerobios
facultativos, oxidasa negativa, no esporulados, que fermentan la lactosa con
produccion de gas en un lapso méaximo de 48 h a 35°C + 1°C (figura 1). Este
grupo estd conformado por cuatro géneros principalmente: Enterobacter,
Escherichia, Citrobacter y Klebsiella, también en algunos casos se puede

considerar a Serratia (Gruber y Mata 2010).

Figura 1. Crecimiento de bacterias coliformes totales en agar EMB
Fuente: Baggini (2014).
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1.2 Coliformes fecales

También denominados coliformes termotolerantes, son llamados asi
porque fermentan la lactosa con produccién de acido y gas a 44.5+ 0.2°C en
24 horas. Comprenden un grupo muy reducido de microorganismos, los
cuales son indicadores de calidad sanitaria, ya que son de origen fecal. En
su mayoria estan representados por el microorganismo Escherichia coli, pero
se pueden encontrar, entre otros menos frecuentes, Citrobacter freundii y

Klebsiella pneumoniae, tal como se observa en la figura 2 (Hayes, 1993).

Los coliformes fecales integran el grupo de los coliformes totales, pero
se diferencian de los deméas organismos que hacen parte de este grupo, en
gue son indol positivo, su rango de temperatura optima de crecimiento es
muy amplio (hasta 45°C) y son mejores indicadores de higiene en alimentos
y en aguas, la presencia de estos indica presencia de contaminacion fecal de
origen humano o animal, ya que las heces contienen dichos
microorganismos, presentes en la flora intestinal y de ellos entre un 90% y un
100% son E. coli mientras que en aguas residuales y muestras de agua

contaminada este porcentaje disminuye hasta un 59% (Gémez y col., 1999).
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Figura 2. Crecimiento de coliformes fecales en agar bilis rojo violeta glucosa

Fuente: Baggini (2014).
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Bacterias Aerobias Mesofilas (BAM)

En este grupo se incluyen todas las bacterias capaces de
desarrollarse a 30°C en las condiciones establecidas. En este recuento se
estima la microflora total sin especificar tipos de microorganismos. Refleja la
calidad sanitaria de un alimento, condiciones de manipulacion, las
condiciones higiénicas de la materia prima (Figura 3). Un recuento bajo de
aerobios mesofilos no implica 0 no asegura la ausencia de patdégenos o sus
toxinas, de la misma manera un recuento elevado no significa presencia de

flora patégena. Un recuento elevado puede significar:

v' Excesiva contaminacién de la materia prima

v Deficiente manipulacion durante el proceso de elaboracion
v La posibilidad de que existan patdgenos
v

La inmediata alteracion del producto (Bonilla y Henriquez., 2014).

Figura 3. Crecimiento de Bacterias Aerobias Mesofilas en agar Plate Count
Fuente: Baggini (2014).

Las Bacterias Aerobias Mesdfilas pueden encontrarse en los alimentos
y aguas, ellas crecen en un rango de temperatura 6ptima de 30 a 37°C. Para
su determinacion se incuban a 30°C empleando agar nutriente o plate count
para realizar el contaje (Ballester, 2002). Las bacterias aerobias mesofilas

presentes en los alimentos ocasionan alteraciones en los mismos,
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desencadenando cambios organolépticos en la mayoria de los casos
(excepto en alimentos fermentados) cuando su crecimiento sobrepasan el
orden de 10° - 10® bacterias aerobias meséfilas por gramo o mililitro,
manifestando deterioro evidente del producto o préximo a su manifestaciones
(Diaz, 2000; Ramirez y col., 2011).

Mohos y Levaduras

Los hongos pueden ser unicelulares o multicelulares. Los
multicelulares grandes, como las setas, pueden asemejarse a las plantas,
pero a diferencias de estas, no tienen capacidad de fotosintesis. Los hongos
verdaderos tienen paredes celulares compuestas sobre todo por una
sustancia denominada quitina. Los hongos son multiformes en comparacion
con las bacterias y se diferencian de estas por el mayor tamafio de sus
células. Los mohos crecen como blancos, delicados, mullidos, similares a

masas algodonosas suspendidas en las bebidas.

Las esporas de hongos o conidias fragmentadas de micelio pueden
contaminar las bebidas en las diferentes etapas del proceso de produccion.
La disponibilidad de agua y la alta acidez son condiciones propicias para los
hongos en los refrescos. EI maximo y el minimo valor de pH para el
crecimiento dependen de otros factores tales como la actividad del agua, la
temperatura o el tipo de acido utilizado. Por ejemplo, los &cidos citrico,
fosforico y tartarico promueven crecimiento a pH méas bajo. Las esporas de
moho no pueden crecer en presencia de carbonatos pero pueden sobrevivir
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Cladosporium y Fusarium se detectan a
menudo en refrescos y en entornos de fabrica (Jay, 2000; Filtenborg y col.,
2004; Swanson, 2011).

Los hongos inferiores (Ficomicetos) son los hongos acuéticos

propiamente dichos. Sin embargo, entre los primeros hay también algunos
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gue viven en el agua, como es el caso, por ejemplo, de diversas especies del
genero Ancylistes. Entre los hongos superiores presentes en las aguas se
hayan principalmente representantes de los ascomicetos y de los
deuteromicetos u hongos imperfectos (Rheinheimer, 1987).

Las formas unicelulares de los hongos, las levaduras, son
microorganismos ovales mas grandes que las bacterias. Los hongos
filamentosos forman una masa denominada micelio, que esta compuesta por
filamentos (hifas) que se ramifican y entrelazan. Se reproducen de forma
sexual o asexual. Obtienen su nutricion mediante la absorcion de materia
organica de su entorno (Tortora y col., 2007). Las levaduras se consideran el
principal deterioro en productos carbonatados, principalmente por su

capacidad para resistir altos niveles de carbonatacion y bajo pH.

En especial el género Zygosaccharomyces y la levadura Bailii pueden
tolerar moderadamente alta carbonatacion y también son capaces de crecer
a temperaturas de refrigerador. Otras levaduras fermentativas aisladas de
bebidas suaves incluyen los géneros Saccharomyces, Brettanomyces,
Hanseniaspora, Hansenula y Pichia. La mayoria de las especies crecen en
un rango de pH de 1,5 a 8,5 teniendo un crecimiento 6ptimo en el rango de
pH de 3,0 - 6,5 (Lawlor y col., 2009; Sperber 2009).

Algunas levaduras pueden servir como indicadores de una mala
higiene en las plantas de fabricacion, pero no causan deterioro del producto
final. Estos incluyen levaduras aerobias rojas tales como Rhodotorula,
Sporidiobolus, Sporobolomyces y el género productor de pigmento negro
Aureobasidium. Estas levaduras suelen predominar en las fabricas de
bebidas artificiales y se encuentran tipicamente en superficies y lugares

dificiles de limpiar y desinfectar (Davenport, 2005; Stratford y col., 2006).

Particularmente en alimentos, los mohos y levaduras son un indicador
de calidad sanitaria que refleja las condiciones higiénicas de la materia

prima, ambientes y limpieza de los equipos utilizados durante el proceso de
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fabricacion de los alimentos. Para su determinacion se emplea el recuento en
placa, utilizando diversos medios de cultivo como el agar sabouraud, agar
papa dextrosa, agar extracto de malta, agar micosel, entre otros e incubando
durante 5 a 7 dias a temperatura ambiente (figura 4).

Figura 4. Crecimiento de Mohos y Levaduras en agar Sabouraud
Fuente: Baggini (2014).

Patégenos

Como resultado de una mala higiene durante el procesamiento, el
agua para consumo humano puede contener un alto nimero de bacterias
patdgenas. Los patdégenos entéricos no pertenecen a los microorganismos
de las frutas. Por el contrario, la contaminacion resulta directa o
indirectamente contacto con las heces. Los patégenos bacterianos pueden
permanecer viables en refrescos carbonatados por diferentes periodos
(Tribst y col., 2009).

Los Coliformes tales como Klebsiella, Citrobacter y Enterobacter, asi
como otros miembros de la familia Enterobacteriaceae son generalmente

poco tolerantes al cido, aunque algunos son capaces de proliferar en jugos
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con valores de pH por debajo de 4,3 (Lawlor y col., 2009). Por su parte, las
especies Pseudomonas aeruginosa Yy Staphylococcus aureus son

considerados indicadores de calidad sanitaria en ciertos grupos de alimentos.

Caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa

El género Pseudomonas se incluye dentro del grupo general de
microorganismos quimioheterétrofos aerébicos Gram negativos. Son Bacilos
flagelados, su tamafio oscila entre 0,5 - 1 um de ancho por 1,5 - 4 um de
largo. Debido a que no fermentan la glucosa, se les conoce como no
fermentadores. Las especies del género Pseudomonas puede multiplicarse
en aguas que contengan tan solo cantidades minimas de nutrientes, y son
capaces de utilizar una amplia variedad de fuentes de carbono y nitrégeno
para crecer en diversos ambientes P. aeruginosa pertenece a la familia
Pseudomonadaceae y es un bacilo con un flagelo polar (Castillo y col.,
20009).

El agar Cetrimide, es el medio de cultivo utilizado para el aislamiento
selectivo de Pseudomonas aeruginosa. El agar Cetrimide permite el
crecimiento selectivo de Pseudomonas aeruginosa y estimula la formacién de
pigmentos. Contiene peptona que sirve como fuente de nitrégeno y glicerol
qgue se utiliza como fuente de carbono y energia. La produccion de
piocianina, pioverdina y piorrubina son estimuladas mediante el cloruro de
magnesio y el sulfato potasico en el medio. La cetrimida (bromuro de cetil
trimetil amonio) es un compuesto de amonio cuaternario que inhibe una
amplia variedad de otros organismos, incluidos otras especies de
Pseudomonas y organismos relacionados. El crecimiento microbiano se
observa en el medio por la aparicion de colonias caracteristicas y la
produccién de pigmentos. La presencia de color verde-azulado corresponde

a la produccion de piocianina, mientras que un color verde corresponde a la
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produccion de pioverdina y un color rosa claro, rojizo o marrébn oscuro

corresponde a la produccion de piorrubina (Mafas, 2009).

Las colonias de Pseudomonas aeruginosa en agar cetrimide, luego
de 18 a 24 horas de incubacion a 42 °C, son grandes, de superficie plana e
irregular, de coloracion verde grisaceo (figura 5). El pigmento verdoso se
difunde en el medio. Los cultivos de este microorganismo en caldo

asparagina y caldo acetamida son de color azul verdoso (APHA, 1992).

Esta especie es capaz de formar dos pigmentos, piocianina vy
fluoresceina; ambos son hidrosolubles, aunque solamente la piocianina es
soluble en cloroformo. Estos microorganismos suelen ser muy resistentes a
los antibidticos, salvo a la polimixina, gentamicina y carbenicilina (APHA,
1992).

Figura 5. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en agar cetrimida
Fuente: Baggini (2014).

La importancia de Pseudomonas como indicador se incremento,
cuando se comprobd su capacidad de inhibir los coliformes, siendo los
indicadores de contaminacién de agua mas usados en el mundo, se corre un

gran riesgo de consumir agua con indice de coliformes cero, los cuales
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podrian estar inhibidos por Pseudomonas (Soares y col., 1996; Vaconcelos y
col., 2010).

Staphylococcus aureus

Su presencia en alimentos se interpreta como indicador de
contaminacion por microorganismos provenientes de la piel, boca y fosas
nasales de los manipuladores de alimentos asi como falta de higiene en
materiales y equipos utilizados en el procesamiento de alimentos. Son
células esféricas, Gram positivas, que suelen estar distribuidas en grupos
irregulares a manera de racimos de uva; su diametro es de aproximadamente
una micra, son microorganismos inmoviles y no esporulados (figura 6).
Crecen en condiciones aerobias, producen catalasa, fermentan carbohidratos
con lentitud y producen acido lactico pero no producen gas. A la temperatura
de 37 °C pueden crecer con mayor rapidez, pero su pigmentacion es mas
intensa a temperatura ambiental, de 20 a 25 °C; sus colonias son de color
gris a amarillo dorado intenso. Se han identificado varios tipos seroldgicos
que se denominan A, B, C, D, E, F, G y H. La intoxicacion por
Staphylococcus aureus se produce al encontrarse en los alimentos las
toxinas que segrega, con el inconveniente de que no alteran el sabor ni el
olor del alimento. Estas toxinas son termoestables, soportando hasta una
hora a 100 °C; se ven poco afectadas por la deshidrataciéon y las radiaciones
gamma. En general, los tipos mas resistentes son las toxinas A y la B. La
enterotoxina A es la que se asocia mas frecuentemente con brotes de
intoxicacion alimentaria, por lo que las toxinas pueden resistir aunque la
bacteria haya muerto durante el proceso de preparacién del alimento. Para
prevenir las enfermedades transmitidas por alimentos, tanto la higiene
personal de los manipuladores de alimentos como la temperatura de
almacenamiento de los mismos debe ser adecuada (menor a 6,6 °C o
superior a 60 °C) (Calderon, 2009).
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Figura 6. Crecimiento de Staphylococcus aureus en agar Baird parker
Fuente: Baggini (2014).

Existen diversos factores que influyen en la calidad del agua que
consume una poblacion. Entre éstos se encuentran la presencia o ausencia
de fuentes de abastecimiento naturales de agua; la infraestructura de redes
de almacenamiento y distribucion de agua; los aspectos culturales y
socioecondmicos que condicionan la aceptacion o rechazo a ciertas formas
de abastecimiento y potabilizacion de agua y, por ultimo, factores politicos
que afectan la normatividad relativa a la inversion en el desarrollo y
mantenimiento de sistemas de abastecimiento de agua potable (Sanchez y
col., 2000).

Agua embotellada

Tradicionalmente se ha considerado que el agua embotellada puede
ser cualquier fuente de agua potable que recibe tratamientos fisicos y
quimicos, y que esta libre de agentes infecciosos. En el mercado existen
diferentes presentaciones de agua embotellada, en envases de materiales

diversos (figura 7). Las fuentes de las que provienen estas aguas pueden ser
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pozos profundos, deshielos de las montafias o bien el suministro municipal
de agua. Como cualquier otro producto alimenticio, debe ser procesada,
empacada y almacenada de manera sanitaria y libre de contaminacion.
Ademas de su uso general, ésta puede ser utilizada para la preparacién de
férmulas infantiles, en los asilos de ancianos, para reconstituir alimentos en
hospitales, para la limpieza de lentes de contacto y el llenado de los
humidificadores del ambiente (Chaidez, 2002; Warburton y col., 1994).
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Figura 7. Diferentes presentaciones de agua embotellada
Fuente: Chiappe (2017).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establece que el agua
debe estar libre de Pseudomonas aeruginosa, debido a la vulnerabilidad que
presentan nifios y personas de la tercera edad a esta bacteria. La Asociaciéon
Internacional de Agua Embotellada (IBWA) es la autoridad que normatiza la
industria del agua embotellada, y la Fundacion Nacional para la Ciencia (NSF
International) es el organismo auditor mas reconocido mundialmente,
designado por la IBWA para verificar el cumplimiento de sus normas entre

agua embotellada y su calidad bacteriolégica (Chaidez, 2002).

La calidad del agua embotellada puede alterarse en cada paso del
proceso, desde la produccion hasta la distribucion a los consumidores. Estos

cambios pueden tener su origen en el crecimiento de bacterias sometidas a
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condiciones de estrés debido a factores del medio ambiente (temperatura,
oxigeno y niveles de nutrientes). Otros puntos criticos donde puede ocurrir la
contaminacion son el equipo y material usado para el envasado tal como
columnas, filtros, botellas y tapaderas (Chaidez, 1999; Chaidez, 2002). En la

figura 8, se explica paso a paso como es el proceso de produccion de agua

embotellada.
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Figura 8. Proceso de produccion de agua embotellada

Fuente: Shen Zhen J&D Machinery Co., Ltd. (2006).

Durante el almacenamiento del agua embotellada en bodegas de la
fabrica 0 en supermercados, el crecimiento bacteriano puede aumentar a
nidmeros mayores de 10° UFC/mL. Dicho crecimiento microbiano
probablemente se deba a que el tratamiento del envase no es el adecuado,
existiendo diversos factores por los cuales puede llegar a contaminarse el

recipiente, tales como el manejo inadecuado del personal, una desinfeccion
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inapropiada, o bien almacenamiento prolongado. Aun pequefas cantidades
de bacterias pueden sobrevivir en agua, multiplicarse y afectar la calidad
microbiol6gica de la misma (Bischofberger y col., 1990; Chaidez, 2002,

Gonzalez y col., 1987).

Existe mucha controversia sobre el efecto que pueda tener la
microflora del agua para consumo humano. La mayoria de estos organismos
no son patogénicos en condiciones normales, pero han sido responsables de
infecciones oportunistas en pacientes hospitalizados, siendo los de mas alto
riesgo aquellos con tratamiento de antibioticos e inmunodeprimidos (Chaidez,
2002; Rusin y col., 1997).

Agua mineral natural

Se conoce como agua mineral a aquellas aguas bacteriol6gicamente
sanas que tienen su origen en un estrato o yacimiento subterraneo, y que
brota de un manantial en uno o varios puntos de alumbramiento, naturales o
perforados (lglesias y Martinez, 2006). En la figura 9 se observa como es la
obtencién del agua mineral natural desde el agua de lluvia hasta el momento

en que es envasada.
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Figura 9. Proceso de formacion del agua mineral natural
Fuente: Instituto de Investigacion Agua y Salud (2008).

Caracteristicas microbioldgicas de las aguas minerales

Segun las directrices generales, para que un agua lleve en la etiqueta
la palabra mineral, debe provenir de un manantial o fuente reconocida y no
ser tratada, a excepcion de la necesaria oxigenaciéon que se realiza luego del
filtrado y decantacion. El agua que no pretende ser mineral si puede ser
tratada, siempre que cumpla con las normas que se rigen para el agua
potable (Andueza, 2009).

Las aguas minerales no son estériles y poseen una poblacién
microbiana variable y escasa que depende basicamente de sus condiciones
fisicoquimicas y ambientales. Las condiciones ecoldgicas son similares a las
de las aguas subterrdneas e incluso al agua de mar, ya que todas ellas son
aguas oligotroficas, es decir, muy pobres en nutrientes. Pero en la microbiota
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de las aguas minerales influyen de manera importante, sus caracteristicas
fisicoguimicas, principalmente la temperatura y la composicién en sales por
lo que cada agua mineral tendra una poblaciébn microbiana tipica y distinta
(Armijo, 2001; Leclerc y col., 2004; Senior y col., 2005).

Los productores de agua embotellada han tenido la exitosa idea de
promover este producto como saludable para el consumo humano y por otro
lado, el agua embotellada, ha sido sugerida, por el mercado, como un
producto ideal para la preparacion de férmulas de infantes y particularmente
para personas inmunosuprimidas. Las personas que pertenecen a este grupo
de riesgo, deben consumir agua embotellada, la cual debe estar libre de
patégenos para evitar consecuencias potencialmente mortales (Walker,
1992).

Aguas minerales envasadas

La Comisién Venezolana de Normas Industriales (COVENIN 1982),
presenta una clasificacion sobre el agua potable envasada que se resume en
la tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion del agua potable envasada

Tipo de Agua Definicion

Agua potable La procedente directamente o no de fuentes
superficiales o profundas que cumplen con los
requisitos establecidos y que son aptas para el

consumo humano.

Aquella que procede directamente de aguas de
Agua mineral origen profundo o endbgeno, que broten
naturalmente o se obtengan por perforacion y sin

contaminacion.

Agua mineral natural Es la misma agua mineral de esta norma pero que

no ha sido sometida a tratamiento alguno.

Agua potable gasificada | Es la definida como agua potable de esta norma y
debera contener anhidrido carbédnico libre natural o

adicionado.

Agua mineral gasificada | Aquella agua mineral que debe contener anhidrido
carbénico libre natural o adicionado y establecido

segun la norma.

Aquella agua apta para el consumo humano,
contenida en recipientes apropiados, aprobados por
Agua envasada la autoridad competente y con cierre hermético
inviolable, el cual debiendo permanecer en
condiciones hasta que llegue a manos del
consumidor final. Para ofrecer una mayor garantia
de calidad es importante que durante la venta del
producto para el consumidor inmediato en cualquier
lugar publico o privado destaparse en presencia del

consumidor.

Fuente: COVENIN, (1982).
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Bebidas refrescantes modernas

Constituyen un grupo diverso de productos, estos pueden clasificarse
de muchas maneras, por ejemplo, en base a su contenido en azucar o jugo
de frutas, sabor, nivel de carbonato, ingredientes sin agua y funcionalidad.
Aparte del agua potable, los tipos mas frecuentes de refrescos son los

siguientes:

v' Bebidas saborizadas a base de esencias listas para tomar.
v' Bebidas listas para tomar que contengan frutas o zumo de frutas.
v' Bebidas listas para tomar después de diluidas.

Las bebidas funcionales son un subsector en rapido crecimiento del
mercado e incluyen bebidas enriquecidas con jugos, vitaminas y minerales,
bebidas deportivas y energéticas. Muchas de estas bebidas han sido
desarrolladas para proporcionar beneficios médicos o de salud especificos.
Su mercado es diverso, y los productos a menudo se adaptan mas a los
consumidores, por ejemplo, segun la edad, el género, para nifios, mujeres y
adultos mayores (Canadean Beverage Categories Definitions, 2008; Tenge y
col., 2001). En la tabla 2 se reflejan las caracteristicas de estos tipos de

refrescos.
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Tabla 2. Tipos de refrescos

Tipo de refresco

Descripcion

Agua embotellada

Agua potable, agua con sabores minerales y/o vitaminas.

(1) Agua al natural: agua de mesa mineral no carbonada,
con o sin sabores vitaminas/minerales

(2) Agua carbonada: agua mineral o de mesa, aguas bajas
en carbon, gasificada naturalmente o por inyeccion de CO2.
(3) Agua saborizada: agua sin azlcar, con esencias y
sustancias aromaticas.

Agua caliente

Agua potable vendida en envases de 10 litros o0 mas para
usar en dispensadores.

Bebidas endulzadas con diéxido de carbon, sirope para

Carbonados consumo en el hogar y refrescos carbonados para fuera del
hogar
Jugos 100% de frutas o vegetales sin ingredientes, excepto
Jugo minerales y vitaminas permitidas con agentes edulcorantes
(menos del 2%)
Néctares Jugo y pulpa de frutas o vegetales diluidos, con agentes
edulcorantes, minerales y vitaminas.
Bebidas no Bebidas no carbonadas saborizadas listas para tomar,
carbonadas conteniendo o no sabor a frutas o jugo
Productos no listos para tomar vendidos como concentrados
Siropes para consumo del hogar incluyendo productos y sabores

basados en frutas o no.

Frutas en polvo
Te frio listo para

Productos en forma de polvo no listos para tomar.

Bebidas a base de té o café y concentrados o liquidos para

tomar/café diluir no listos para tomar.
Bebidas Productos descritos como —isotonicol, —hipertonicoll o
deportivas —hipoténicoll, carbonadas o natural lista para tomar, bebidas
en polvo o concentradas no listas para tomar; también
bebidas con sabor 0 no a frutas.
Bebidas Bebidas energizantes principalmente carbonadas que

energizantes

contienen guarand, glucosa, cafeina, hierbas y substancias
exoticas, minerales y vitaminas.

Fuente: Kregiel (2013)
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Agua mineral saborizada

El agua saborizada o agua aromatizada (figura 10) es una bebida no
alcohdlica, cuyo contenido de agua en fraccion de masa es igual o superior al
99,0 %, que se comercializa envasada y sellada, apta para el consumo
humano y que cumple con los requisitos de la norma establecida (NTC,
2012).

Figura 10. Diferentes clases de aguas saborizadas
Fuente: Rivera (2009).

La descomposicion microbiana de agua mineral con sabor a fruta
usualmente se origina durante el proceso de produccion. Las materias
primas, ambiente de fabrica, el equipo y los paquetes, asi como falta de
higiene del proceso, son posibles fuentes de contaminacién, el deterioro se
debe a los procesos metabdlicos de las bebidas que se conviertan en
indeseables o inaceptables para consumo, debido a cambios en sus

caracteristicas sensoriales (Ju y col., 2009).
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Caracteristicas del agua saborizada

Segun la norma técnica de Colombia (NTC, 2012), el agua saborizada
se caracteriza por lo siguiente:

a) El 1,0 % en fraccion de masa restante del agua saborizada corresponde a
aromatizantes/saborizantes y puede contener ingredientes y aditivos
permitidos por el Codex Alimentarius y la legislacion nacional vigente.

b) El agua utilizada para la elaboracion de este producto debe cumplir con la
NTC 3525 o la legislacion nacional vigente para agua potable envasada.

c) Puede o no ser carbonatada (gasificada con diéxido de carbono).

Materias primas del agua saborizada

El agua saborizada contiene sabores artificiales, colorantes vy
sustancias quimicas conservantes, cuyo uso esta regulado por requisitos
legales y es esencial cumplir con estas normas para evitar dafios al
consumidor (FAO, 1997).

Por lo general, tanto refrescos como bebidas saborizadas y una
enorme lista de alimentos procesados contienen —aditivos alimentariosll. Es
decir, sustancias sin valor nutricional que se afaden a los productos en
porciones minimas para modificar algunas de sus caracteristicas; como, por
ejemplo, potenciar el sabor, mejorar su apariencia o, incluso, aumentar su

tiempo de vida en anaqueles.

En las bebidas de sabor y en los refrescos podremos encontrar,
ademas de agua, el mayor componente de estos productos, algunos de los

siguientes aditivos:
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a. Sabor artificial o natural

Son sustancias definidas quimicamente, obtenidas por procedimientos
fisicos microbiolégicos o enzimaticos a partir de materias primas de origen
vegetal, animal o microbiolégico, que se presentan de forma natural o

transformada. Dentro de esta clase de sabores se encuentran:

e Sustancias aromatizantes o saborizantes artificiales: Son los compuestos
guimicos obtenidos por sintesis que no han sido identificados en
productos de origen animal o vegetal.

e Sustancias aromatizantes o saborizantes idénticos a los naturales: Son
las sustancias quimicamente definidas obtenidas por sintesis o las
aisladas por procesos quimicos a partir de materias primas de origen
animal o vegetal, que presentan una estructura quimica idéntica a la de
las sustancias presentes en dichas materias primas naturales procesadas

o no (Bonillay col., 2014).

b. Azucares y Edulcorantes

Con la excepcion de cero calorias, los refrescos y algunas bebidas
saborizadas contienen normalmente entre 1% y 12% (p/p)de azucar. La
sacarosa, la glucosa o la fructosa, son utilizadas como edulcorantes
naturales. La sacarosa, puede conservar y realzar el sabor de una bebida. La
isomaltulosa, como la sacarosa, es un disacarido de glucosa y fructosa, facil
de usar, debajo indice glucémico, y confiere un dulce ligero el polisacaridoD-
Tagatose, es casi tan dulce como la sacarosa y tiene propiedades que
mejoran el sabor (Ashurst y col., 2009; Hausmann, 2009; Mortensen, 2006).
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La mayoria de las bebidas bajas en calorias contienen edulcorantes
intensos, que han sido aprobados para su uso dentro de niveles de ingesta
diarias aceptables (IDA) y de conformidad con las disposiciones
reglamentarias. Los edulcorantes mas utilizados son aspartame,
acesulfamekK, sucralosa y la sacarina. El aspartame es 200 veces mas dulce
gue la sacarosa y no deja ningun regusto desagradable. El acesulfame K es
200 veces mas dulce que la sacarosa, estable a los cambios de temperatura
y pH (Fitch y col., 2012).

La sucralosa es 600 veces mas dulce que la sacarosa, pero no tiene
calorias. La sacarina es 300 veces mas dulce que la sacarosa pero deja un
regusto amargo/metalico (Fitch y col., 2012; Stratford y col., 2003).0Otros
edulcorantes menos comunes incluyen la taumatina, que es el mas poderoso
edulcorante, 2000 veces mas dulce que el azucar, se utiliza en los alimentos
como edulcorante seguro y modificador de sabor y el estevidsido, otro
edulcorante intenso, 200 veces mas dulce que sacarosa, extraida de las
hojas de la planta de stevia (Stevia rebaudiana Bertoni). Otros edulcorantes
utilizados méas raramente en bebidas incluyen ciclamato, eritritol, y el
neotame (Ashurst y col., 2009; Fitch y col., 2012).

c. Aromas y Colorantes

Los aromas y colorantes se utilizan en bebidas para:
v" Hacer productos mas atractivos estéticamente.
v" Ayudar a corregir variaciones naturales de color u olor que puedan ocurrir
durante el procesamiento o almacenamiento de las bebidas.
v" Contribuyen al mantenimiento de las cualidades por las que se reconoce
la bebida.
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Existen tres categorias basicas de colorantes: colores naturales,
colores artificiales, y caramelos. Los colorantes naturales se pueden extraer

de las plantas, frutas y hortalizas y comprenden dos categorias principales:

a. Carotenoides de color amarillo a naranja, extraidos de las plantas
Antocianinas de color rojo brillante a parpura obtenidas comercialmente
de una gama de frutas y verduras. Los colorantes naturales también se
afiaden a los refrescos por sus propiedades antioxidantes (Gruenwald,
20009).

Los aromas, en contraste con los colorantes, se utilizan en cantidades
comparativamente pequefias para intensificar el aroma de las bebidas. La
legislacion de la Union Europea define los diferentes aromatizantes como

naturales, naturales-idénticos y artificiales (EFSA, 2009).

d. Di6xido de Carbono

La carbonatacion de los refrescos varia de 1,5 a 5 g/L. El diéxido de
carbono es suministrado por los fabricantes de refrescos en forma sélida
(como hielo seco) o en forma liqguida mantenida a alta presién en
contenedores de acero pesado. Este proceso hace que la bebida sea mas
acida, contribuyendo a intensificar el sabor y preservar los refrescos durante
mas tiempo (Korzeniewska y col., 2005; Taylor, 2006).

e. Reguladores de Acidez

Se utilizan en bebidas artificiales para mejorar su sabor equilibrando la
dulzura de las mismas. La saliva humana es casi neutra (pH
Aproximadamente 6.8), y cuando nuestros receptores gustativos interactian
con acidos en los alimentos o bebidas esta sensacion es percibida como
acidez. Los acidos también juegan un papel importante en la preservacion de

los refrescos (Chaudhari y col., 2010; Glevitzky y col., 2009).
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En la mayoria de las bebidas, el acido citrico es el primero en
utilizarse como regulador &cido, ya que tiene varios beneficios, como el
aumento de la actividad de los antioxidantes y afadiendo aroma. Se utiliza
acido malico cuando se requiere una fuerte mejora del sabor y combinacién
con acido citrico. El acido fosférico tiene un fuerte efecto sobre el pH y se
utiliza comunmente para dar un sabor especifico a bebidas tipo cola (Taylor,
2006).

f. Conservantes

Esta clase de aditivos sean de origen natural o artificial, se utilizan con
el objetivo de prevenir el deterioro que provocan los microorganismos
presentes en los alimentos. El &cido citrico es un buen ejemplo de
conservador de origen natural, Los tipos de conservantes quimicos que
pueden utilizarse dependen las propiedades quimicas y fisicas tanto del
conservante como del pH del producto, la presencia de vitaminas, el envase

y las condiciones de almacenamiento.

Los sorbatos y los benzoatos son otra clase de conservantes que se
usan en combinacion, especialmente en bebidas muy Aacidas,
especificamente a bebidas industriales tales como refrescos y aguas
saborizadas. Su funcién es retardar el crecimiento de mohos, levaduras y
bacterias, estos son conservantes muy eficaces. Suelen utilizarse en
combinacion con otras sustancias, como el propionato de calcio (Battey y
col., 2002).

g. Otros ingredientes

Varios hidrocoloides, tales como guar y goma de algarroba, pectina y

xantano, se usan como estabilizadores y espesantes, especialmente en
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bebidas dietéticas (para mejorar la sensacion en la boca) y bebidas de zumo
de frutas (para reducir la separacion de fases). Los antioxidantes, mas
comunmente acido ascorbico, se utilizan para evitar el deterioro de los
sabores y colores (Gruenwald, 2009).

Tabla 3. Accidn quimica de las materias primas en aguas saborizadas
embotelladas

MATERIA PRIMA

ACCION QUIMICA

Agua Natural

Agua potable para el consumo.

Acido citrico

Acidulante, Agente acidificante,
Antioxidante, potenciador del

sabor, Conservante

Sabor artificial o natural

Correctivo de sabor a fresa, uva,
manzana, tamarindo, mandarina

y lima-limoén

Hexametafosfato de sodio

Reforzadora de sabor

Vitamina E acetato

Agente solubilizante

Sucralosa

Edulcorante

Citrato de sodio

Regulador de pH

Citrato de potasio

Regulador de pH

Vitamina C Regulador de pH
Vitamina B3 Energético
Vitamina B5 Energético

Acesulfame K

Edulcorante

Vitamina B6 Energético
Vitamina B12 Energético
EDTA Agente quelante.

Benzoato de sodio

Agente conservante

Sorbato de potasio

Agente conservante

Propilenglicol

Agente conservante

Fuente:

Bonilla y col. (2014).
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Pardmetros microbiolégicos para agua saborizada

Todas las aguas embotelladas deben ser aptas para su bebida y por
consiguiente, deben cumplir con una serie de requisitos microbiol6gicos tales
como la ausencia de cualquier microorganismo patdogeno (causante de
enfermedades). Existen ademas una serie de microorganismos indicadores
que permiten conocer la calidad sanitaria del agua envasada y cuyos limites
estandar son establecidos por la legislacion de cada pais. Es necesario
resaltar que algunas aguas embotelladas son sometidas a un tratamiento
previo para eliminar cualquier bacteria presente y hacerlas seguras para el

consumo (Gunter y col., 2006).

Deterioro microbiano

La multiplicacion de microorganismos puede ser causa de que en la
bebida gaseosa se forme nata, nebulosidad, sedimento, etc. Las bebidas
gaseosas debidamente preparadas no fomentan la multiplicacion de
bacterias, pues al desarrollo de éstas se oponen el gas carbdnico y el acido

del liquido.

La fermentacion de bebidas gaseosas es debido a la multiplicacién de
levaduras, que se alimentan del azlcar y se calcula son la causa del 90% de
la inutilizacion de las bebidas gaseosas. Las poco acidas o que contiene
poco gas o0 no lo contienen son mas susceptibles, pues los acidos inhiben su
desarrollo. Las que se preparan con agua muy alcalina fermentan facilmente

a la causa de la neutralizacién del acido (Calderén, 2009).

Tal como se menciond anteriormente, es posible que exista
crecimiento microbiano aun durante el almacenamiento del agua

embotellada. Por esta razén para compensar la falta de tecnologia en las
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grandes empresas en la elaboracion de aguas saborizadas, utilizan mas
azucar, gas Yy otros aditivos, mediante los cuales evitan que esa
microbiologia se desarrolle. Es por esto que se asemejan mas a una
gaseosa que a un agua saborizada de primera marca (el sabor cambia y
tiene otros elementos ya no tan saludables para quien los consume). Las
gaseosas son mas robustas desde el punto de vista del producto, no se
contaminan, no le crecen levaduras, porque tienen mas gas. Las —aguas
saborizadasll, al contener también azucar (a un nivel mucho menor que las
gaseosas), necesitan indefectiblemente una estricta limpieza de sus lineas
de produccion, ya que de no estarlo creceran hongos, levaduras y

microorganismos, y el producto ya no serviria (Alonso, 2016).

Envases

La contaminacion microbiana de los refrescos suele originarse durante
el proceso de produccion, la materia prima, el ambiente de la fabrica, estado
microbiol6gico del equipo y de los paquetes, y la falta de higiene son todos
los factores posibles. Los materiales de envasado como latas y botellas
también pueden ser fuentes de contaminacion (Stratford y col., 2006; Park y
col., 2009).

El tipo de envases utilizados, tales como latas y botellas, también
pueden afectar el desarrollo de la microflora, pueden influir en el nimero y el
tipo de células que crecen y se adhieren a la superficie de la botella, la
capacidad de las células que se adhieran y se acumulen en los materiales de
embalaje puede exacerbar la contaminacion de la bebida, reduciendo su
calidad y seguridad microbioldgica (Horsakov y col., 2009; Sedla’chov y col.,
2011).

Los materiales de embalaje varian en términos de permeabilidad al

oxigeno. El vidrio es aun el material de embalaje preferido para fruta de alta
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calidad en bebidas, aunque el proceso de llenado en caliente-espera-
enfriamiento debe ser aplicado con cuidado, para evitar la rotura del
contenedor. El crecimiento de las bacterias también mejora
significativamente con la superficie interna de las botellas (el llamado efecto
botella). El poliestireno (PS) es uno de los materiales plasticos mas
utiizados comunmente en recipientes, tapas y botellas, es barato, flexible,
duradero y quimicamente resistente (Ahmad y col., 2007; Kokare y col.,
2007; Wegelin y col., 2001).

Pardmetros Fisicoquimicos

Sabor y Olor

Se aplica por contaminantes del agua potable que afectan de forma
negativa a las cualidades estéticas del agua, como el olor y apariencia. No se
conocen efectos adversos para la salud y por tanto estas normas
secundarias no son obligatorias. Sin embargo la mayor parte de los sistemas

de agua cumplen con los limites (Answers Corporation, 2014)

El olor y sabor no son por lo comdn un problema hasta que saltan las
guejas del consumidor. Por experiencia de los especialistas del agua potable
han aprendido los inconvenientes de olor y sabor son la primera sefal de
alarma de un posible riesgo a la salud. La queja mayoritaria del consumidor
de agua es el sabor a cloro, cuando el umbral del olor es algunas veces de
tan solo de 0,2 a 0,4 mg/L, a un nivel normal de pH. En general, los
contaminantes del agua son atribuibles a la naturaleza o al uso humano. El
sabor y olor en el agua se deben a una gran variedad de sustancias, como
son los minerales, metales y sales del suelo, los constituyentes de aguas

residuales y los productos finales de las reacciones biologicas (APHA 1992).
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El Sabor es una prueba organoléptica la cual se utiliza el sentido del
gusto, el sabor abarca un complejo de sensaciones olfativas, gustativas y
tactiles, originadas por el estimulo de terminaciones nerviosas situadas en la
lengua y en la cavidad nasal y bucal. Fisiologicamente, los sentidos del gusto
y el olfato estan intimamente relacionados ya que las papilas linguales y las
olfativas detectan estimulos simultaneos y complementarios. Prueba
organoléptica, el agua es un medio neutro, en su forma pura el agua no
produce sensaciones olfativas y gustativas. Estos sentidos proporcionan el
primer aviso de riesgos ambientales (si existe mal olor o un color no

caracteristico al agua ya sea turbidez o coloracion) (Carvajal, 1998).

Temperatura

El agua posee muchas cualidades térmicas importantes. La
temperatura del agua cambia gradualmente como consecuencia de cambios
estacionales. La temperatura del aire circulante influirhA mas en las masas
pequefias de agua, que en las grandes. Un abastecimiento ideal de agua
tendra, en todo momento, una temperatura casi constante o una variacién de
temperatura minima. Las condiciones reales, no siempre son las
recomendadas. La contaminacion térmica se cita a menudo como causa de
grandes variaciones en los suministros de agua (Answers Corporation,
2014).

La temperatura no se utiliza normalmente para evaluar el agua mas
alld de la preferencia de la mayor parte de las personas por el agua de
bebida fria; la temperatura tiene poca importancia directa en los suministros
publicos de agua. Las variaciones de temperatura afectan a la solubilidad de
sales y gases en agua y en general a todas sus propiedades, tanto quimicas
como a su comportamiento microbiolégico. La medida de la temperatura de

un agua es un método muy simple y solo requiere la inmersiébn de un
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termometro convencional o electronico en el fluido, un tiempo corto
(generalmente, menos de 1 minuto) hasta lograr el equilibrio térmico. Debe
efectuarse en el momento de la toma de muestra (Answers Corporation,
2014).

pH

Aunque el pH no suele afectar directamente a los consumidores, es
uno de los parametros operativos mas importantes de la calidad del agua. Se
debe prestar mucha atencién al control del pH en todas las fases del
tratamiento del agua para garantizar que su clarificacion y desinfeccion sean
satisfactorias. Para que la desinfeccion con cloro sea eficaz, es preferible
qgue el pH sea menor que 8; no obstante, el agua con un pH mas bajo sera
probablemente corrosiva. Si no se reduce al minimo, la corrosion puede
provocar la contaminacion del agua de consumo y efectos adversos en su
sabor y aspecto. El pH 6ptimo necesario variara en distintos sistemas de
abastecimiento en funcién de la composicion del agua y la naturaleza de los
materiales empleados en el sistema de distribucidén, pero suele oscilar entre
6,5y 8 (OMS, 2006).

Método de la Membrana Filtrante

Segun el Comité Venezolano de Normas Industriales (COVENIN,
2409-86), el meéetodo consiste en filtrar un volumen determinado de una
muestra representativa del agua a ser analizada, a través de una membrana
fitrante de porosidad adecuada. Después de la filtracibn se coloca la
membrana en un medio de cultivo apropiado, luego se incuba y al finalizar el
periodo de incubacion, se cuentan las colonias caracteristicas del

microorganismo en estudio (COVENIN, 1986). En el siguiente apartado se
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describe en detalle la constitucion del equipo de filtracion utilizado para

efectuar el mencionado procedimiento.

Equipo de filtracion

1. Unidad de filtracion: consta de un embudo receptor y un portafiltro,
esterilizables con o sin pinza sujetadora
Matraz kitasato
Bomba de vacio

4. Filtros de membrana: deben ser planos, circulares, reticulados, con un
diametro de 47mm, un espesor uniforme, esterilizables, fabricados a partir
de una mezcla pura y bioldégicamente inerte de derivados de celulosa,
libre de sustancias quimicas que inhiban el desarrollo de los
microorganismos, que tengan una velocidad de filtracion satisfactoria, que
no influyan significativamente sobre el pH del medio y que permita el paso
de nutrientes desde el medio de -cultivo, en forma ascendente
(COVENIN,1986).

Figura 11. Membranas de filtracion Millipore®

Fuente: Vargas y Garcia (2017).
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Figura 12. Equipo de filtracién utilizado para el procesamiento de las muestras
Fuente: Vargas y Garcia (2017).

Ventajas del uso del método de membrana filtrante

v' Rapidez en la obtencion de resultados.

v" Ahorro de mano de obra, medios, material de vidrio y costo de los
materiales si el filtro se lava y se vuelve a utilizar.

v' La muestra puede filtrarse in situ si se pone el filtro en un medio de
transporte y se envia por correo al laboratorio, evitando asi retrasos en la
recepcion de la muestra.

v' Pueden exponerse los organismos a medios de enriqguecimiento muy
facilmente durante un corto tiempo y una temperatura conveniente
(Collins, 1990).
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Limitaciones del método de membrana filtrante

v Las muestras que contengan un alto nimero de bacterias no coliformes,
capaces de crecer en un medio de cultivo como el Endo, presentan las
siguientes dificultades.

v' La alta concentracion de bacterias no coliformes puede inhibir la
produccion del brillo verde metalico caracteristico de las bacterias
coliformes o incluso suprimir el crecimiento de las mismas.

v En muestras con un recuento bajo de coliformes pero con un gran
contenido de sélidos suspendidos, las colonias bacterianas pueden crecer
como una pelicula continua en la superficie de la membrana impidiendo
de esta manera el desarrollo del brillo verde metalico caracteristico de los
coliformes.

v" En algunas muestras que contengan cantidades de hasta 1mg/L de cobre
0 zinc o ambos, se obtienen recuentos irregulares de bacterias coliformes.

v/ Ocasionalmente, algunas cepas bacterianas que presentan crecimiento
con el método de membrana, con produccién de brillo metalico; al ser
confirmadas segun la Norma Venezolana COVENIN1104, presentan
produccion de acido sin gas, lo cual es un indicador falso de la poblaciéon
real de coliformes presentes en la muestra. En caso de encontrarse estas
limitaciones no debe usarse el método de membrana filtrante sino el
método de tubos multiples de dilucion (NMP) (COVENIN 1986).

Preparacion y conservacion de las muestras

La muestra a ensayar consiste en una muestra representativa del

agua a analizar (100mL), bien homogeneizada.
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Definicion Operacional de Términos

Agua mineral natural: Es agua de origen subterraneo que brota a la
superficie en uno o0 varios puntos naturales o perforados.
Microbiol6gicamente sana, envasada en la fuente de origen, rica en sales

minerales lo que le confiere propiedades saludables (Cruz, 2015).

Calidad Sanitaria: Conjunto de condiciones higiénico- sanitarias necesarias
para que un producto no afecte negativamente a la salud del consumidor
(Ramos, 2009).

Cepa: Es una poblacion de células de una sola especie descendientes de
una Unica célula, usualmente propagada clonalmente, debido al interés en la
conservacion de sus cualidades definitorias. De una manera mas basica
puede definirse como un conjunto de especies bacterianas que comparten, al

menos, una caracteristica (Madigan y col., 2009).

Coliformes: bacilos gran negativos, no esporulados, oxidasa negativos,
aerobios o anaerobios facultativos, que pueden multiplicarse en presencia de
sales biliares y que son capaces de fermentar la lactosa, con produccion de
acido y de gas en cuarenta y ocho horas a una temperatura de 35°C a 37°C.
Las especies son Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Klebsiella
oxytoca, Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes, Citrobacter
fecundii, Citrobacter diversus y Citrobacter amalonatica (Larrafiaga y col.
1999).

Colonia: Es una masa visible de células microbianas que se originan a partir
de una célula o de un grupo de los mismos microorganismos (Tortora y col.
2007).

57



Levadura: Son hongos microscopicos unicelulares que son importantes por
su capacidad para realizar la fermentacion de hidratos de carbono,

produciendo distintas sustancias (Bermudez, 2007).

Moho: ElI termino moho se suele utilizar para designar el desarrollo de
hongos de color negro, azul, verde y rojo en una superficie (Bermudez,
2007).

Potabilizacién: Conjunto de operaciones y procesos, fisicos y/o quimicos
gue se aplican al agua a fin de mejorar su calidad y hacerla apta para uso y

consumo humano (Norma Oficial Mexicana, 1994).
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Operacionalizacion del Evento de Estudio

Proceso mediante el cual se transforma la variable de conceptos

abstractos a términos concretos observables y medibles, es decir,
dimensiones e indicadores (Fidias, 2004).
Tabla 4. Operacionalizacion del Evento de Estudio
Variable DEAEET Deflnlglon Dimensiones Indicador
Conceptual Operacional

Calidad La calidad del |La calidad | . -Bacterias

o : o Tipo de .
sanitaria de | agua de | microbiologica Aerobias
las aguas | consumo de las aguas | microorga- Mesofilas
envasadas humano estriba | saborizadas se | . -Coliformes

: o nismos
saborizadas | en que sea | determinara Totales
expendidas | salubre y limpia. | mediante -Coliformes
en un | Y lo sera cuando | analisis Fecales
Automercad | no contenga | microbiolégicos. -Pseudomonas
o] del | ningun tipo de aeruginosa
municipio microorganismo, -Mohos y
Libertador parasito 0 Levaduras
del estado | sustancia, en tal Control -Adecuado
Mérida cantidad que - -Inadecuado
pueda implicar sanitario

un riesgo para la
salud humana y
cumpla con las
determinaciones
de la norma en
su composicion
microbiolégica y
guimica.

Fuente: Vargas y Garcia (2017).
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HIPOTESIS

Las aguas minerales envasadas saborizadas que se expenden en un
Automercado del municipio Libertador del estado Mérida presentan una
calidad sanitaria adecuada y no representan un riesgo para la salud de los

consumidores.
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CAPITULO 1l

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

La presente investigacion es de tipo descriptivo debido a que su
objetivo central es lograr la descripcion o caracterizaciébn de un evento de
estudio dentro de un contexto particular (Hurtado, 2010). En este estudio en
particular, se analizo la calidad sanitaria de las aguas minerales saborizadas

expendidas en un Automercado del Municipio Libertador del Estado Mérida.

Disefio de la Investigacién

El disefio de investigacion esta relacionado con el como y dénde se
recolectaran los datos del evento de estudio. Para Fidias (2004), es la
estrategia general que adopta el investigador para responder al problema
planteado. En el presente estudio el disefio de investigacion, es un disefio no
experimental ya que el investigador no altera ni manipula los resultados. Esta
investigacion solo se limita a observar los acontecimientos sin intervenir en
los mismos. A su vez es una investigacion transeccional descriptiva debido a
gue solo recolecta datos en un momento y tiempo Unico y pretende conocer
la calidad sanitaria de las aguas minerales saborizadas expendidas en un

Automercado del estado Mérida en un momento Unico en particular.
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Poblacion y Muestra

Ubicacién Geografica de la zona a estudiar

El espacio seleccionado para este estudio es un Automercado,
ubicado en avenida Las Américas, en el municipio Libertador del estado
Mérida, en Venezuela. Las coordenadas geogréficas del sitio de estudio son
Latitud Norte: 7°35'39ll Longitud Oeste: 71° 32'15ll y la altitud del lugar es de
1456 m.s.n.m.

Figura 13. Mapa del municipio Libertador del

estado Mérida
Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (2015); Gonzalez
(2009), modificada por Vargas y Garcia (2017).
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Poblacién

Estuvo representada por el total de aguas minerales envasadas
saborizadas de una marca en particular (N= 12) que se expenden en un

Automercado del municipio Libertador del estado Mérida.

Seleccién del Tamafo de la muestra

Se tomaron cuatro muestras al azar n=4 (33,33%) de un total de N=
12 (100%) que cumplieran con los siguientes criterios de inclusion: la
muestra debe estar conservada en envases de plastico, de 600 cm? de
capacidad y deberia estar almacenada en la nevera bajo condiciones de
refrigeracion.

Recoleccion de las Muestras

Las muestras fueron recolectadas en un Automercado del Municipio
Libertador del Estado Mérida, al momento de su recoleccién la temperatura
era de 4°C. Una vez recolectadas las muestras (100%) agua mineral natural
y aguas minerales saborizadas, se transportaron en una cava con hielo al
laboratorio de Microbiologia de los Alimentos y Aguas de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis y posteriormente se mantuvieron almacenadas en una

nevera a 4°C hasta el momento de su procesamiento en el laboratorio.

En la siguiente tabla se describen las caracteristicas de las muestras
recolectadas, teniendo en cuenta que todas las aguas son de una misma

marca, de 600 mL de capacidad y su envase es de plastico.
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Tabla 5. Identificacion de las muestras seleccionadas para el estudio

Muestra Sabor Composicion nutricional Colorantes
Energia Okcal
1 Natural Grasas 0Og Ninguno
Carbohidratos Og
Proteinas Og
2 Toronja Amarillo # 6
i Rojo # 40
Energia Okcal
Grasas Og
3 Mandarina Carbohidratos Og Amarillo # 6
Proteinas Og
Sodio 22mg ROjO # 40
4 Jamaica Amarillo #5
Azul# 1

Fuente: Vargas y Garcia (2017).

Figura 14. Muestras recolectadas
Fuente: Vargas y Garcia (2017).
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Procedimientos de la Investigacion

MATERIALES

Es conveniente recordar que para

la realizacion de la parte

experimental son necesarios una serie de materiales y equipos que fueron

utilizados para el procesamiento de las muestras y obtencion de resultados

los mismos se describen en la tabla 6.

Tabla 6. Materiales utilizados para el procesamiento de las muestras y

obtencioén de resultados

Material de Vidrio Equipos Otros
Capsulas de Petri Autoclave Guantes
Vasos precipitados Equipo de filtracion Termometro

Pipetas Serolégicas de 1mL
Varilla de vidrio
Varilla acodada

Fiolas para la preparacién de

los medios de cultivo

Matraz kitasato

Envases de vidrio con tapa

Bomba de vacio
Cuentacolonias
Estufa

Refrigerador

Unidad de filtracion

Agua destilada
Cintas de pH
Tapaboca

Membranas filtrantes

estériles Millipore® de 0,45
micrémetros de diametro

Acido Clorhidrico 0,1N
Mecheros
Pinzas estériles

Balanza

Fuente: Vargas y Garcia (2017).
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Medios de cultivo comerciales deshidratados

®
e Agar Cetrimide (HI-MEDIA) para el aislamiento selectivo de Pseudomonas

aeruginosa de muestras clinicas.

®
e Agar Plate Count (agar de métodos estandar) (HI-MEDIA) para la

determinacion del recuento de microorganismos en alimentos, agua, aguas
residuales y muestras clinicas.
®
e Agar Eosina azul de metileno (E.A.M) (HI-MEDIA) utilizado para el

aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y
escasas exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de todas las especies
de la familia Enterobacteriaceae.

® . .
e Agar Saboraud Dextrosa (OXOID) medio de cultivoque por sus

caracteristicas funciona como medio de enriquecimiento para hongos.

®
e Agar Agua Peptonada (MERCK) wusado como diluyente y para

enriquecimiento bacteriano a partir de alimentos y otros materiales de interés

sanitario.

Los medios de cultivo utilizados se prepararon a partir de las formas
deshidratadas suministradas por las casas comerciales 0 mezclando los
constituyentes del medio, de acuerdo a la féormula correspondiente. Se
reconstituyeron con agua destilada y posteriormente se esterilizaron en

autoclave a 121° C y 5 Lb de presion durante 15 minutos.

Metodologia

1. Procesamiento de las muestras de agua saborizada

Para el procesamiento de las muestras de agua saborizada se utilizd

el método oficial para andlisis microbiolégico de las aguas, conocido como el
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meétodo de la membrana filtrante (COVENIN 2409-86), de la siguiente

manera.

v" Con una pinza esterilizada por flameo, se coloc6 la membrana sobre la
rejilla del portafiltro (con el lado cuadriculado hacia arriba).

v Se colocé con mucho cuidado el embudo.

v' Se agregaron 100 mL de la muestra de agua (este paso se realiz6 para el
agua saborizada sabor a mandarina y para una muestra de agua mineral
natural) en el embudo y por medio de un vacio parcial creado por la
bomba de vacio, se procedio al filtrado de la muestra.

v' Una vez terminada la filtracion de la muestra, se lavé el embudo con
aproximadamente 100mL de agar agua peptonada estéril.

v' Se removio la parte superior del portafiltro y con una pinza esterilizada por
flameo, se transporté la membrana a la capsula de Petri que contenia el
medio de cultivo correspondiente al microorganismo que se iba a
identificar. La membrana debid ser colocada lentamente para evitar la
formacion de burbujas de aire entre el medio de cultivo y la membrana,
comenzando por el extremo opuesto de la pinza.

v Una vez colocada la membrana en la placa de Petri, se esper6
aproximadamente 20 min para permitir la adhesion de la membrana al
medio, luego se invirtié e incubo.

v Paralelamente, se efectué un ensayo en blanco sin la muestra, utilizando
solucion de agar agua peptonada estéril en lugar de la muestra.

v' Al final de la incubacién se seleccionaron aquellas placas que contenian
colonias caracteristicas segun el recuento en proceso. Se contaron el
namero de colonias que se desarrollaron y se calculéo el nimero de

bacterias viables.
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2. Determinacion de indicadores de calidad sanitaria

2.1 Recuento de Bacterias Aerobias Mesofilas

Para la deteccion de Bacterias Aerobias Mesofilas se utilizdO Agar Plate
Count previamente fundido y temperado a 45-50°C. Se mezcld por rotacidén
suave y se dejo solidificar sobre una superficie plana. Una vez solidificado el
agar se procedio a realizar la filtracion del agua mineral y agua saborizada,
como se indica en la norma COVENIN (2409-86). Seguidamente se sembro
la membrana millipore® (teniendo cuidado de no formar burbujas entre el
medio y la membrana sobre el agar) y se incubd a 37°C por 48 a 72 horas.
Finalizado el tiempo de incubacién se contaron las colonias de aspecto
caracteristico presentes (pequefias, con bordes definidos, de color crema) y

el resultado se expresé en UFC por 100 mL de agua (UFC/100 mL).

2.2Recuento de Coliformes Totales y Fecales

En la determinacién de coliformes totales y fecales se utiliz6 agar
eosina azul de metileno. Una vez que la muestra fue filtrada y pre-
enriquecida con 100mL de agua peptonada, se procedi6 a sembrar la
membrana millipore® evitando formar burbujas entre el medio y la membrana
sobre el agar. Se incubaron a 37°C por 48 horas la mitad de las placas
sembradas para detectar coliformes totales, y la otra mitad se incub6 a
44,5°C por 24 horas para detectar coliformes fecales. Finalizado el tiempo de
incubacion se contaron las colonias caracteristicas de coliformes, como
aguellas de pequeiio tamafio, con un punto negro centrado, con presencia o
ausencia de brillo verde metalico, y el resultado se expresé en UFC por 100

mL de agua.
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2.3Determinacién de Pseudomonas aeruginosa

El aislamiento de Pseudomonas aeruginosa se realizé por la técnica
de filtracibn de membrana tal como se indica en la norma COVENIN 2409-86.
Se colocaron 100mL de la muestra en el equipo de filtracion, seguidamente
se realizdé un lavado con agua peptonada estéril, finalizada la filtracion se
colocé la membrana millipore® en el centro de la placa con agar cetrimide, y
se incub6 a 37° C durante 24 horas. Se consideraron como colonias
caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa, aquellas que presentaran

tamano pequefo y pigmento verde azulado alrededor.

2.4Determinacién de Mohos y Levaduras

Se realiz6é por la técnica de filtracion de membrana, para esto, se
afadieron 100mL de la muestra, luego se puso en marcha el sistema de
vacio. Una vez filtrada toda la muestra, se realizé un lavado con 100mL de
agua peptonada estéril. Se detuvo la bomba de vacio y se separ6é el embudo
de la base del filtro retirando con pinza estéril la membrana filtrante, la cual
fue colocada en wuna placa de petri preparada previamente con
aproximadamente 10 mL de agar Saboraud Dextrosa solidificado. Finalmente
se incubaron las placas a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C)
por 7 dias. Finalizado el tiempo de incubacién se procedio al recuento de
colonias caracteristicas, expresando el resultado en UFC/100 mL. Las
levaduras son colonias pequefias con bordes definidos, varian de color rosa-
tostado a azul-verdoso y pueden aparecer alzadas. Los mohos son colonias
grandes, con bordes difusos, de color variable mayormente negruzcos las

colonias son planas y generalmente con un foco en el centro de la colonia.
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3. Determinacién de parametros fisicoguimicos

3.1Determinacién de pH

Se realizo la determinacién del pH de las muestras con una tira de
papel indicador de pH, para esto se afiadieron en un vaso de precipitado 20
mL de la muestra, se introdujo una porcion de la tira de pH y se procedio a
realizar la lectura en comparacion con la escala de pH suministrada por el

fabricante.
3.2 Determinacion de Temperatura
Para medir la temperatura de cada muestra de agua saborizada, se

afadieron 20 mL de muestra en un vaso precipitado y con ayuda de un

termémetro de mercurio se realiz6 la lectura.
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Disefio de Andlisis
Se determinaron la media (X), desviacion estandar (DE), valor

maximo y valor minimo de los datos obtenidos en relacion al crecimiento de

colonias, utilizando el programa Excel 2010 de Microsoft®.
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Agua

saborizada
envasada

Método de
filtracion de
membrana

Bacterias aerobias
mesofilas

DISENO EXPERIMENTAL

Método de

filtracion de

membrana

Coliformes Totales y Fecales

e |

mL
Agua peptonada

—
Método de

Agar Plate Count

Agar Eosina Azul
de metileno

L

L

Incubar a 35°C
Por 72 horas

Incubar a 37°C
y a44,5°C
por 24-48 horas

Fuente: Vargas y Garcia (2017).
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72




CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

El consumo de agua mineral envasada es popular en la mayoria de
los paises incluyendo Venezuela, debido a la creencia de que su calidad es
superior al agua de grifo y no contiene microorganismos, ademas de no
presentar sabores y olores desagradables. De hecho, la ausencia de cloro
residual y su sabor caracteristico es una de las estrategias promocionales

que utilizan las industrias envasadoras (Iriarte, 2009).

Todas las aguas embotelladas deben ser seguras para su bebida y
por consiguiente, deben encontrarse exentas de cualquier microorganismo
patégeno, razon por la cual se someten a tratamientos quimicos para
eliminar cualquier microorganismo que pudiese representar un riesgo para la

salud, y hacerlas seguras para su consumo (Senior, 2001).

En la presente investigacion se analizdé la calidad de las aguas
minerales saborizadas que se expenden en un Automercado del Municipio
Libertador del Estado Mérida, encontrandose en las muestras analizadas,
crecimiento de Bacterias Aerobias Mesofilas y presencia de mohos,
demostrandose de esta manera que este tipo de productos no se encuentran
libres de microorganismos y de ahi la importancia de realizar analisis

microbiologicos que garanticen una adecuada calidad para su consumo.

En este sentido, el recuento de Bacterias Aerobias Mesodfilas es
importante porque permite evaluar la calidad microbiol6gica y las préacticas de
manufactura que estén implementando las empresas procesadoras del agua
envasada, cuyo producto final debe cumplir con el limite establecido por la
norma COVENIN 1431-82 para Agua Potable Envasada, cuyo valor para
aerobios mesofilos deber ser <100UFC/mL. Este recuento provee un
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estimado del numero total de bacterias viables y da informacion acerca de la
calidad sanitaria del agua, ademas permite juzgar la eficiencia de los
tratamientos quimicos empleados o la recontaminacion de las botellas de
agua mineral por flora bacteriana (Spino, 1985; Rheinheimer, 1987; Rodier y
col., 1990).

En la tabla 7 se resumen los valores obtenidos en la presente
investigacion respecto a la determinacion de Bacterias Aerobias Mesofilas en

las muestras de agua mineral analizada:

Tabla 7. Cuantificacion del nimero de Bacterias Aerobias Mesoéfilas en

las muestras de agua mineral y aguas minerales saborizadas analizadas

Limite
permitido BAM : Porcentaje
Muestra COVENIN  UFc/ioomL  Frecuencia (%)
(1431-82)
1 <1x10 1 25
2 <100 <1x10 1 25
3 UFC/100mL 6 x 10 1 25
4 <1x10 1 25
Total = = 100

Fuente: Vargas y Garcia (2017).

Tal como se observa en la tabla anterior, se evidencio crecimiento de
Bacterias Aerobias Mesofilas Unicamente en la muestra de agua mineral
saborizada de mandarina, igual a 6x10 UFC/100mL. Al comparar este
resultado con las Normas COVENIN 1431-82 para agua potable, se observo
gue las muestras analizadas cumplen con las medidas exigidas por la norma

en cuanto a este indicador de calidad sanitaria.

Por otra parte, al comparar dicho resultado con las normas Oficiales

para la Calidad del Agua Argentina se observa que el recuento maximo
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permitido para Bacterias Mesofilas es de 500 UFC/mL, siendo este namero
mayor que el valor reportado en nuestra investigacion. Por tal motivo se
podria sefialar que las aguas minerales saborizadas estudiadas cumplen con
este requisito inclusive en comparacion con las normativas de calidad

argentinas.

De manera similar, Martinez y Pérez (2010), en el laboratorio
bacteriolégico de aguas de la Universidad de Oriente, nacleo Bolivar,
analizaron cinco marcas de agua mineral envasada, obteniendo como
resultado del contaje de Bacterias Aerobias Mesdfilas un valor de 11
UFC/mL. Por lo tanto concluyeron que el agua potable envasada
comercialmente para el periodo evaluado resulté apta para el consumo
humano. Dichos resultados coinciden con los encontrados en el presente
estudio ya que se considera que las aguas saborizadas analizadas resultan

aptas para ser consumidas.

Por otra parte, Dugarte y Rojas (2012), efectuaron un estudio sobre la
microbiota bacteriana heterétrofa de aguas minerales envasadas, de
consumo en los Municipios Libertador y Campo Elias del estado Mérida,
evidenciando la presencia de Bacterias Aerobias Mesofilas en el 90,90% de
las muestras analizadas. No obstante, a pesar de la elevada frecuencia de
aparicion en las muestras, los investigadores afirmaron que las bacterias
heterotroficas por si mismas no representan ningun riesgo para los
consumidores. Los recuentos altos en un sistema de distribucion pueden
representar una contaminacién o algun otro problema de calidad del agua;
sin embargo, esto no puede relacionarse cuantitativamente a un riesgo de

enfermedad en particular (Rusin y col., 1997).

A diferencia de las investigaciones anteriores, Benitez y col. (2013),
analizaron diez marcas de agua mineral envasadas en bolsas y botellas
comercializadas en la ciudad de Maracaibo. Dichos investigadores

obtuvieron como resultado que la mitad de las aguas analizadas, arrojaron
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valores promedio de aerobios mesofilos que exceden los estandares
establecidos por la Norma Oficial venezolana para estos microorganismos en

aguas envasadas de consumo humano.

En este sentido, es pertinente resaltar que dos de las marcas que
analizaron dichos autores presentaron contajes muy altos (270 UFC/mL y
277 UFC/mL), por encima del valor permitido por la norma COVENIN (<100
UFC/mL), mientras que una de las marcas de agua envasada evidencié un
contaje minimo de aerobios mesdfilos igual a 5,0 UFC/mL, valor similar al
recuento de aerobios mesofilos obtenido en la muestra de agua saborizada

de mandarina, analizada en el presente trabajo.

Otro estudio realizado por Vidal y col. (2009), en diferentes marcas de
agua mineral provenientes de Sincelejo, Colombia, dio como resultado que el
92% de las marcas estudiadas mostraron crecimiento de Bacterias Aerobias
Mesofilas. Este elevado porcentaje de marcas que presentaron estos
microorganismos en sus productos, indica que probablemente en la
elaboracion del agua envasada en las empresas locales, estan fallando los
procesos de higiene y manipulacion de la bebida. Asimismo, el desarrollo de
aerobios mesdfilos en botellas y bolsas plasticas puede estar relacionado al
grado de limpieza e integridad del sistema de distribucion. Como se
menciono6 anteriormente, dicho crecimiento determina si el agua es adecuada
0 no para consumo humano, indicando ademas, las condiciones higiénicas
de la materia prima, la forma como fueron manipuladas, el procesamiento,

empagque, distribucion, entre otros (Vilanova, 2004).

En relacion a los resultados de Coliformes totales y Coliformes fecales

en las muestras de agua saborizada analizadas en este trabajo de

investigacion, tal como se refleja en la tabla 8, se evidencié que las mismas no

presentaron crecimiento alguno de estos microorganismos finalizado el tiempo
de incubacion. La Norma COVENIN 1431-82 para Agua Potable Envasada

establece un limite permisible de coliformes totales que va desde 0 hasta 10
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UFC/mL, de modo que al comparar los resultados obtenidos con dicha Norma,
se pude afirmar que las muestras de agua saborizada analizadas cumplen con
las especificaciones establecidas y por tanto no representan un riesgo para la

salud de los consumidores.

Cabe destacar, que la contaminacion fecal del agua potable puede
incorporar una variedad de patdégenos intestinales de tipo bacteriano cuya
presencia estd relacionada con enfermedades que pueden ir desde una
ligera gastroenteritis hasta casos graves y a veces fatales de disenteria,
cOlera o fiebre tifoidea (Mossel, 1976; Payment, P. 1994; Payment y col.,
1991).

Tabla 8. Cuantificacion del nimero de Coliformes Totales y Coliformes

Fecales en las muestras de agua mineral y aguas minerales saborizadas

analizadas
Limite Coliformes
permItIdO '[Ota|es y i Porcenta'e
e COVENIN fecales Frecuencia %)

(1431-82) UFC/100mL

1 <1x10 1 25

2 <100 <1x10 1 25

3 UFC/100mL <1x10 1 25

4 <1x10 1 25

Total - - 100

Fuente: Vargas y Garcia (2017).

De manera similar, las Normas Oficiales para la Calidad del Agua
Argentina establecen para bacterias coliformes investigadas en 100 mL de
muestra que su valor sea igual o menor de 3 UFC/100mL, mientras que la
propuesta de Norma de Argentina NSO 67.18.02:10 Bebida a Base de Agua
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Saborizada, establece como limite maximo de coliformes fecales que el
recuento sea <OUFC/100mL. En otras palabras, las muestras de agua
saborizada estudiadas resultan aceptables desde el punto de vista
microbiol6gico en cuanto al cumplimiento de a este pardmetro segun lo

establecido en normativas internacionales.

Por otra parte, Dugarte y Rojas (2012), realizaron una investigacion
denominada Microbiota bacteriana heterotrofa de aguas minerales
envasadas de consumo en los municipios Libertador y Campo Elias del
estado Mérida, en la que a diferencia de los trabajos de investigacion
anteriores, obtuvieron como resultado presencia de Coliformes totales y
fecales en un 72,72% de las aguas minerales que estudiaron. Los
investigadores afirmaron que la presencia de Coliformes fecales en las
muestras de agua mineral eran indicativos de una contaminacion
microbiolégica de origen fecal, mientras que la presencia de Coliformes
totales, solo indicaba la existencia de contaminacion microbiana, sin informar
sobre su origen. En este sentido, cabe destacar el hecho de que a pesar de
tratarse de muestras de agua mineral envasada, no se encuentran exentas
de presentar crecimiento microbiano y su consumo podria resultar riesgoso

para la salud.

En un estudio realizado por Zavalaga (2013), sobre la calidad
microbiologica y fisicoquimica del agua embotellada comercializada en la
ciudad de Tacna, en Per(, se estudiaron muestras de agua mineral de
diferentes marcas, adquiridas en diferentes distritos de la ciudad. Al realizar
el analisis el autor observo que en seis de las once marcas analizadas hubo
presencia de Coliformes totales quedando en evidencia que las mismas no
cumplieron con la norma que establece los criterios microbiolégicos de
calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo
humano (NTS N° 071 — MINSA/DIGESA-V.01), la cual indica ausencia de

coliformes totales/100 mL en aguas envasadas no carbonatadas.
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En el trabajo de investigacion anterior resalta una vez mas el hecho de
gue a través del consumo de aguas envasadas se puede lesionar la salud de
los consumidores. La evidencia de Coliformes Totales y Fecales en las
muestras analizadas en dicho estudio pudo haber llevado a las personas que
consumieron estas aguas a patologias gastrointestinales propias de estas
bacterias, situacidon que muchas veces no se relaciona con el agua envasada
por cuanto los consumidores suelen tomar el agua embotellada con

confianza, convencidos de su calidad (Carrillo y col., 2008).

En una investigacion similar, Benitez y col. (2013), encontraron
coliformes totales y fecales, en diferentes marcas de aguas envasadas
obtenidas de diversos expendios de la ciudad de Maracaibo. Los resultados
mostraron, que de las diez marcas comerciales de agua envasada
estudiadas, la mayor parte de ellas, evidenciaron crecimiento microbiano de
coliformes totales superior a los valores permitidos por la norma COVENIN
1431-82, que como se menciond anteriormente, establece para estos
microorganismos un limite permisible de 0 hasta 10 NMP/100mL en el agua

potable envasada.

Segun los nombrados investigadores, la presencia de coliformes en
las muestras de agua que estudiaron probablemente fue debido a que las
fuentes de agua mineral se encontraban contaminadas por agua superficial o
agua que drenaba de superficies contaminadas; revelando por tanto, un
deficiente control del medio ambiente que rodea el lugar donde se obtiene y
envasa el agua, e indicando ineficiencia durante el tratamiento de las
mismas, asi como falta de higiene durante el proceso de envasado,

almacenamiento, distribucion y filtracion (Tornero y col., 2009).

En relacion a la determinacion de Pseudomonas aeruginosa en las
aguas saborizadas de la presente investigacion, tal como se muestra en la
tabla 9, en ninguna de las cuatro muestras analizadas hubo presencia de

este microorganismo. Al confrontar este resultado con la Norma COVENIN
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para agua potable envasada (1431-82) se evidencia que las muestras
cumplen con los lineamientos exigidos ya que el limite permitido es de
OUFC/100mL. De igual forma, las Normas Oficiales para la Calidad del Agua
Argentina establecen para Pseudomonas aeruginosa ausencia en 100 mL de
muestra, en tal sentido los resultados obtenidos en cuanto a este indicador
de calidad sanitaria para las aguas saborizadas analizadas se encuentran

conformes inclusive frente a la normativa argentina.

Tabla 9. Cuantificacion de Pseudomonas aeruginosa en las muestras

de agua mineral y aguas minerales saborizadas analizadas

s Pseudomonas
Muestra permitido aeruginosa Frecuencia Porcentaje

SOASNIN UFC/100mL (%)

(1431-82)
1 <1x10 1 25
2 <1x10 1 25

OUFC/100mL

3 <1x10 1 25
4 <1x10 1 25
Total - - 100

Fuente: Vargas y Garcia (2017).

Estos resultados son similares a los resefiados por Bonilla y
Henriqguez (2014), en su analisis microbiolégico de aguas saborizadas
comercializadas en supermercados de San Salvador. Estos investigadores
obtuvieron resultados negativos para las treinta muestras recolectadas en los
supermercados, es decir no hubo presencia de Pseudomonas aeruginosa
cumpliendo asi con las especificaciones de la Norma Salvadorefa
Obligatoria NSO 13.07.02:08 Agua: Agua envasada. De este modo se podria
sugerir que las aguas saborizadas constituyen un producto que goza de una
calidad microbioldgica adecuada, pudiendo inclusive resultar mas seguro su
consumo en comparacion con otra clase de bebidas, sin embargo se

requieren estudios adicionales para sustentar esta propuesta.
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Debido a que la mayoria de normas sanitarias referente a la calidad
microbiologica de las aguas minerales embotelladas, elaboradas por los
distintos paises, establecen la ausencia total de Pseudomonas aeruginosa,
pocos autores reportan una cuantificacién de esta bacteria (Hunter, 1993).
No obstante, algunos autores sefialen que ciertas especies de Pseudomonas
se han aislado en el agua del enjuague final de maquinas lavadoras de
botellas, lo que advierte el riesgo de contaminacion antes del proceso de
llenado y comercializacion, pues su posterior multiplicacion durante el
almacenamiento, representa un peligro para los consumidores. Es necesario
destacar que estas bacterias son capaces de colonizar ambientes humedos
ocasionando infecciones en el tracto pulmonar, tejidos y heridas (Payares y
col., 2013).

En este sentido, Vidal y col. (2009), en un estudio de aguas minerales
envasadas en bolsas de polietileno, con destino al consumo humano,
concluyeron que de un total de trece marcas estudiadas, una de ellas
presentd Pseudomonas aeruginosa. Segun los investigadores, la presencia
de este patdégeno es posiblemente debido a la acumulacién de biopeliculas
en los equipos de procesamiento, donde estas bacterias pueden permanecer
por un largo periodo en razén a su alta resistencia, y en caso de existir
condiciones favorables, dicho microorganismo es capaz de multiplicarse en
las redes y conexiones del sistema de aguas en el proceso de envasado, lo
gue resulta preocupante debido a que es un germen oportunista del sistema

respiratorio y tejidos blandos.

Por otra parte, en relacion a la determinacion de mohos y levaduras en
las muestras de agua saborizada, en la tabla 10 se puede apreciar que luego
de la incubacion se observo crecimiento de mohos en dos de las muestras,

especificamente en el agua saborizada de mandarina y agua mineral natural.
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Tabla 10. Determinacién de mohos y levaduras en las muestras de

agua mineral y aguas minerales saborizadas analizadas

Limite

s Mohos y _
Muestra S Levaduras Frecuencia Raicentale
COVENIN UFC/100mL (%)
2182-95

1 1x10 1 25

2 10 a 100 <1x10 1 25

3 UFC/100mL 1x10 1 25

4 <1x10 1 25
Total - - 100

Fuente: Vargas y Garcia (2017).

A pesar de que en Venezuela no existe una normativa especifica
para aguas saborizadas y en la norma COVENIN 1431-82 para agua potable
no se especifica la determinacién de mohos y levaduras, se sugiere su
comparacion lo establecido en la norma COVENIN 2182-95 para bebidas
gaseosas, dada la similitud de algunos de los ingredientes utilizados en la

elaboracion de aguas saborizadas.

Esta normativa COVENIN para bebidas gaseosas establece como
limite maximo para el recuento de mohos entre 10 a 100 UFC/100mL y
levaduras de 1 a 10 UFC/100mL, es decir, que las muestras de agua
saborizada de mandarina (1 UFC/mL) y agua mineral natural (1 UFC/mL)
cumplen con lo establecido por los estandares nacionales en cuanto a este

indicador de calidad sanitario.

Por otra parte, al comparar los resultados de mohos y levaduras
obtenidos en este estudio, con la Norma Salvadorefia para Bebidas a Base
de Agua Saborizada (NSO 67.18.02:10) que establece como limite
permisible de 10 hasta 100UFC/mL, puede afirmarse que las muestras de

agua saborizadas expendidas en un Automercado del municipio Libertador

82



del estado Mérida, se encuentran dentro de este rango y su calidad sanitaria

es aceptable.

En general, el bajo recuento de microorganismos resultante del
analisis de las muestras de agua saborizadas en la presente investigacion,
probablemente se deben a que para otorgarles sabor y color a las aguas
minerales saborizadas, se le agregan sustancias naturales y/o artificiales que
las acidifican, lo que podria inhibir el crecimiento y desarrollo de ciertos

microorganismos en el producto.

En el Grafico 1 presentado a continuacién, se resume el crecimiento
microbiano resultante tras el analisis microbiologico de las diferentes

muestras de agua saborizada mediante el método de filtracion en membrana.

6
B Bacterias Aerobias Mesofilas
1
d M Coliformes Totales
Coliformes Fecales
4 4
B pseudomonas aeruginosa
3 W Mohos y Levaduras
2+ Eje X: Numero de las muestras
Eje Y: UFC/100mL
14 9 o |
0 . r . = S
1 2 3 4

Grafico 1. Distribucion de crecimiento bacteriano en las muestras de

agua mineral y aguas minerales saborizadas analizadas

Fuente: Vargas y Garcia (2017).
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Como se puede observar en el grafico anterior, la muestra nimero 3
(agua mineral envasada saborizada sabor a mandarina) fue la que presento
mayor crecimiento de microorganismos, especificamente Bacterias Aerobias
Mesdfilas y Mohos. Seguidamente la muestra nimero 1 (agua mineral
envasada natural) so6lo presentd crecimiento de Mohos, mientras que las
muestras numero 2 y namero 4 (agua mineral envasada saborizada sabor a
toronja y sabor a Jamaica respectivamente) no demostraron crecimiento
microbiano alguno al momento del estudio. Por tal razén se podria decir que
las aguas minerales saborizadas poseen una calidad microbiolégica

aceptable para su consumo.

Es necesario destacar que las aguas saborizadas por ser un producto
innovador en el mercado de las bebidas, han contado con gran aceptacion
por los consumidores gracias a sus atributos, combinando asi el agua, la
fruta y otros ingredientes que probablemente contribuyen a mejorar su
calidad microbioldgica, tal es el caso de los agentes conservadores o
conservantes que suelen afiadirse a los jugos, refrescos y bebidas

artificiales.

Por otra parte, los parametros fisicoquimicos de esta clase de
productos también ejercen una influencia en el desarrollo de
microorganismos. La acidez es el factor mas importante en la preservacion
de refrescos. El pH bajo aumenta en gran medida los efectos del tratamiento

térmico y acta como un barrera para el crecimiento de microorganismos.

A continuacion se resumen en la tabla 11, los resultados de las
determinaciones de pH y temperatura de las muestras de agua mineral

estudiadas:
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Tabla 11. Determinacién de pH y Temperatura en las muestras de agua

mineral y aguas minerales saborizadas analizadas

Muestra pH Temperatura
0
1 5,0 4
2 3,0 4
3 4,0 4
4 3,0 4

Fuente: Vargas y Garcia (2017).

Como puede observarse en la tabla anterior, los valores de pH de
todas las muestras de agua mineral se encuentran en el rango de pH acido.
La muestra 1 (agua mineral natral) tiene un pH de 5,0. La muestra 3 (agua
mineral saborizada de mandarina) su pH es 4,0. Para las muestras 2 y 4
(agua mineral saborizada de toronja y Jamaica) el pH es mas acido con un
valor de 3,0. Segun Stratford y col. (2003), el valor de pH de la mayoria de
los refrescos esta por debajo de 4.0 y la gran mayoria de las bacterias
heterotroficas no pueden crecer a un pH tan bajo, mientras que el
crecimiento de hongos es posible a bajos niveles de pH. Dichas afirmaciones
coinciden con lo encontrado en esta investigacion, en la que solo se
obtuvieron recuentos de Bacterias Aerobias Mesofilas en una de las
muestras y crecimiento de mohos en dos de ellas, evidenciando su mayor

capacidad de supervivencia frente a pH acido.

Por otra parte, la temperatura también influye en el crecimiento de
microorganismos, el almacenamiento refrigerado se usa a menudo para
extender la vida util después de abierto el envase en bebidas artificiales o

pasteurizadas, tales como las bebidas a base de zumos de fruta. Por esta
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razon, al momento de la recoleccion se comprobd que las muestras se
encontraban almacenadas en una nevera a una temperatura de 4°c y se
mantuvieron refrigeradas hasta su andlisis. Posiblemente esta practica
adecuada de almacenamiento refrigerado de las aguas saborizadas,
contribuy0 a que los recuentos microbianos obtenidos fueran poco
abundantes y se encontraran dentro de los limites establecidos por las

normas venezolanas.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

= Se observo crecimiento de bacterias aerobias mesofilas (BAM), en la
muestra de agua mineral saborizada de mandarina con un recuento
de 6 UFC/100mL.lgual se mantiene dentro del rango de aceptacion de
la Norma Nacional e Internacional.

* En ninguna de las muestras se evidencio crecimiento de coliformes
totales y coliformes fecales.

» Todas las aguas minerales envasadas saborizadas estan libres de
Pseudomonas aeruginosa.

= Las muestras 1 y 3 (agua mineral natural y agua saborizada de
mandarina) presentaron crecimiento de mohos igual a 1 UFC/100mL.

= Las cuatro muestras de agua mineral envasada analizadas resultaron
conformes a los pardmetros de las Normas venezolanas COVENIN
1431-82 para agua potable envasada y COVENIN 2182-95 para
bebidas gaseosas, considerandose seguras para consumo humano.

= Se confirma la hipétesis propuesta en la que se afirma que las aguas
minerales envasadas saborizadas que se expenden en un
automercado del municipio Libertador cumplen con los requisitos
establecidos para las normas venezolanas COVENIN y es apta para el

consumo humano.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda a la Comision Venezolana de Normas Industriales
(COVENIN), disefiar normas que establezcan pardmetros de analisis
fisicoquimicos y microbioldgicos, especificos para aguas saborizadas,
gue permitan contar con una referencia oficial al momento de realizar
el control de calidad de estos productos.

Ampliar el muestreo de aguas minerales envasadas saborizadas, de
diferentes marcas con la finalidad de obtener resultados mas
representativos de la calidad microbioldgica de los productos.

Realizar estudios donde se utilicen medios de cultivos enriquecidos ya
gue los microorganismos que pueden existir en las aguas saborizadas
posiblemente necesiten mAas nutrientes para su crecimiento y
desarrollo en condiciones experimentales.

Complementar el estudio utilizando galerias api o herramientas de
biologia molecular para identificar los microorganismos aislados en

aguas saborizadas.
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