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V. RESUMEN

En este trabajo se realizd el analisis bacteriolégico a 40
marcas de agua potable embotellada que corresponden; 30
muestras de botellas desechables y 10 a la presentacién de
garrafén de 20 litros.

Para determinar su calidad bacterioldgica se realizaron las
siguientes determinaciones:

~ UFC/ml de m.,o0. mesofilicos por la técnica de vaciado en
placa, a 25°C y 37°C.

- Determinacién del nimero de coliformes totales y fecales
con la técnica del NMP en tubos de fermentacién miltiples en
serie de tres.

- Deteccién de Pseudomonas con la ayuda de medios de cullivo
selectivos para este género.

- ppp de cloro por titulacidn con Nitrato de plata.

Aungue la Norma Oficial no establece la identificacién de los
m.0o. mesofilicos en este estudio se . realizé dicha
identificacién utilizande un =~ sistema microestandarizado
(MERCK]} .

Los resultados obtenidoz se c¢ompararon c¢on los valores
establecidos por la Norma Oficial de la Secretaria de Salud
publicada en el Diario Oficial de la Federacidén de los
Estados Unidos Mexicanos, con clave: NOM-F-041-1993 y NOM-
112-SSA1-1994, '



Se realizé la validacién de los medios de cultivo utilizados
en la parte experimental para la obtencién de resultados
confiables y de elevada calidad.

En la parte experimental se obtuvieron los siguientes
resultados:

El 57% de las 40 muestras rebazé el nimero de m.o.
mesofilicos establecidos, no cumpliendo de esta manera con la
Norma, el 10% de las aguas andlizadas presentd coliformes
totales por arriba del valor permitido, ninguna de las
muestras presentd coliformes fecales por lo que todas cumplen
con este pardmetro.

El 25% de las muestras de agua potable embotellada contenfan
Pseudomonas, por lo que estas muestras no cumplieron con la
Norma; en cuanto a las ppm de cloro el 100% de las marcas
evaluadas se salen de especificacién.

La identificacién de los m.o. mesofilicos es un parametro
importante por considerar y que no se lleva a cabo, en este
trabajo como se mencioné anteriormente se identificarén estos
m.o., ademds de los coliformes totales aislados de las
muestras en estudio con la ayuda de un sistema de
microtitulacién automatizado.

Se alslarén un total de 64 cepas, de las cuales el material
disponible nos permitié analizar 54 y de estas solo se

identificaron 37, ya que el resto fueron m,o0. de vida libre.



De- las 37 cepas identificadas el 27.02% de las cepas aisladas
corresponden a Enterobacter cloacae, el 16.21% a Pseudomona
aeuroginosa y el 10.81% a Citrobacter freundii, aun cuando el
porcentaje del resto de m.o. es bajo no dejan de tener
importancia,

Como se menciona anteriormente adn cuando las UFC/ml no
rebasan la Norma Oficial se identificaron 1los m.o.
mesofilicos. »

La mayoria de los m,o. identificados son patdgenos al humano
directamente como es el caso de la Shigella, Enterobacter y
Klebsiella y algunos otros son patdgenos oportunistas
nosocomiales como Pseudomona y Citrobacter.

De lo anterior y desde el punto de vista bacterioldgico solo
el 43% de las muestras analizadas cumplen con la Norma
establecida y son consideradas de buena calidad para el
consumo humano.

Concluimos que es necesaria la identificacién de los m.o.
mesofilicos aun cuando no se rebase el valor establecido, ya
que en este trabajo al identificar dichos m.o. se encontrd
que la mayoria son patégenos,

Se ralizé un estudio estadistico tomando el total de marcas
analizadas como una muestra aleatoria escogida al azar para
inferir el comportamiento de esta muestra para una poblacién
de aguas potables embotelladas comerciales, utilizando

pruebas de hipotesis {(nula y alterna) de una distribucién



normal para cada uno de los parémetros analizados, comparando
sus valores con los establecidos en la Norma Oficial de la
Secretaria de Salud.

Con este andlisis estadistico establecemos que nuestra
muestra si es representativa para inferir en una poblacién de
aguas potables embotelladas y concluimos que esta poblacién

no cumple con la Norma Oficial.



1. INTRODUCCION

11 DEFINICION DE AQUA:

iquido incoloro, inoloro e insipido, con férmulé
Lmolecular H:0, unidos por enlaces covalentes. Se

encuentra en la naturaleza en los tres estados fisicos:
sdlido, liquido y gaseoso. Punto de fusién cero grados
centigrados, punto de ebullicidén cien grados centigrados.
Esencial para la vida animal y vegetal,
Frecuentemente se da por entendido, que el agua es un liquido
inerte, Sin embargo, en realidad se trata de una sustancia
que reacciona féacilmente y que posee propliedades

importantes.!:?

12. CICLO DEL AQUA:

Los mares del mundo estan expuestos a grandes cantidades de
radiacién solar, produciendo la evaporacién de sus aguas. La
radiacién solar es la fuente de energia para el ciclo del

agua.

El vapor de agua formado de los mares, lagos, rios y del
suelo por radiacién solar o que transpiran las hojas de las
plantas pueden recorrer grandes distancias hacia la

atmésfera,



Es interesante que la formacién de nubes se registra cuando
se produce una condensacién de pequefiisimas particulas de
polvo, humo y sal de mar en el aire, La precipitacién depende
de estas particulas. Cuando dichas particulas son lo
suficientemente grandes, caen a la tierra en forma de lluvia,
granizo o nieve.

Gran parte de la precipitacién tiene lugar en el mar y no
llega a la superficie terrestre; sin embargo, una parte de
las nubes evaporadas de los mares se deposita en la tierra
como agua dulce. El agua que llega a la litdsfera se puede
reevaporar casi de inmediato, o bien acumularse en lagos,
corrientes o rios, en forma de agua superficial.

La vida en los continentes es posible debido a que la gran
cantidad de agua que cae sobre de ellos no vuelve répidamente
al mar, sino que es retenida por diversas causas. Una de las
mis importantes es la filtracidén de los terrenos permeables,
que da origen a los llamados mantos acuiferos, verdaderas
reservas donde el agua regresa poco a poco a la superficie.
La vegetacidn, especialmente en los bosques que cubren el
suelo, tienen gran importancia en el proceso de retencién del
agua, pues facilita la filtracién de la misma.

Una porcién de la precipitacién queda capturada en las capas
de nieve de las montafas, los casquetes y glaciares polares.
Por ultimo, gran parte del agua dulce de la litdsfera fluye

de nuevo hacia los mares para completar el ciclo del agua.



Por supuesto, antes de que el aqua llegue a los mares, el
hombre puede utilizarla numercsas veces en actividades tales
como el riego agricola, las necesidades industriales, para

fines domésticos y para arrastrar desechos y aguas negras.>’

13. CLASIPICACION DEL AQUA SEQUN SUUSO:
El agua puede ser s6lida, 1liquida o gaseosa, incolora o
presentar color, con alta o baja concentracién de sales, apta

0 no para la vida biolégica.

El agua utilizable constituye uno de los recursos mas
importantes del hombre. El agua potable es fundamental para
la vida; las civilizaciones siempfe han florecido cerca de

abastecimientos adecuados de este liquido,

Las civilizaciones modernas han desarrollado técnicas para
transportar el agua a grandes distancias y lograr
administrarla de tal manera que se pueda usar y reutilizar en
forma adecuada. Sin embargo puesto que el agua es abundante
en ciertas regiones, se ha descuidado y usado mal, lo que ha

conducido a su contaminacién.? %S¢



Tabla 1: Clasificacién del agua de acuerdo a su uso,’

Se emplea en la alimentacién y
actividades domésticas.
Purificada Utilizada en la industria farmacéutica
para la elaboracién de productos no
estériles y cosméticos.
Inyectable En la industria farmacéutica para la
elaboracién de soluciones
intramusculares e intravenosas.

No potable No propia para el consumo humano, por su
alto contenido de sales, minerales y
sustancias téxicas. Siendo utilizadas en
industrias como transporte, alimentacién
de calderas, textiles, minas, etc.

PotableA

14. INPORTANCIA BEL AGUA:

Todas las grandes culturas de la antigtiedad florecieron cerca
del mar o de los rios.

El agua es un recurso esencial para la vida. Menos del 1% del
total del agua existente en el planeta estd disponible para
su emplec en todas las actividades del hombre, atin cuande la
disponibilidad de agua potable varia enormemente de acuerdo
con la localizacién geogrdfica. Tanto las condiciones
naturales como las actividades humanas afectan la cantidad y
la calidad del agua disponible.

La abundancia del agua y su amplia distribucién son factores
decisivos para el desarrollo industrial, econémico y social.
En algunas ocasiones, la calidad del agua es inadecuada
volviendo inservible el suministro de la misma para ciertos

usos humanos, incluyendo la potable.?!



15. 45035 T DEMANDA DEL A%A EN LA ACTTUALIDAD:

El agua es y ha sido un elemento esencial en las actividades
del hombre. Esta verdad toma mayor vigencia en nuestro
tiempo, cuando el desarrollo tecnolégico, la demanda de mas y
mejores productos y el explosivo aumento demogréafico motivan
que las principales actividades basicas que constituyen, asi
mismo, los principales satisfactores de necesidades, como son
la agricultura, la ganaderia, la pesca, la industria y los
servicios publicos y urbanos, demandan cada dia mayores
volumenes de agua con calidad adecuada para su uso.

Cualquier sociedad industrial utiliza enormes cantidades de
agua.,

La mayor parte del agua se emplea en riegos agricolas, como
medio en ciertos procesos industriales y para transportar
desechos domésticos e industriales. Aproximadamente 40% del
agua se emplea en el riego agricola.

Mas del 50% se usa en la industria, incluyendo las plantas de
generacién de energia eléctrica por medio de vapor, que
representan mas o menos 3/5 partes del uso industrial.
Aproximadamente el 10% se emplea para los abastecimientos
publicos municipales de agua.

S6lo un pequenio porcentaje del agua es para uso doméstico,
pero estas aplicaciones aumentan a una velocidad mucho mayor

que el indice de crecimiento de la poblacién,



México es un pais que en la actualidad confronta una
destacada escasez y contaminacién de sus fuentes naturales de
a;ua. Se estima que la disponibilidad de agua de la Reptblica
es de aproximadamente 410000 millones de m’/afio, de los
cuales actualmente se utilizan el 46% y que, hacia el afio
2000, debido al incremento previsto en la generacién de
energia eléctrica y la industrial se aprovechara el 95%.

Todo esto sin contar que algunas zonas de la Reptblica
Mexicana, han rebasado su disponibilidad regional y en
consecuencia sobre explotan el recurso, con la necesidad de

importar, adicionalmente agua de los lugares apartados.®®*S

16 CONTATURACION DEL AGUA:

Por estar el agua intimamente ligada a la vida, lo més
importante es su calidad, por lo que es alarmante el grado de
contaminacién que en la actualidad han alcanzado diversos
mantos acuiferos.

La contaminacidén del agua abarca un conjunto de fenémenos muy
diversos; se trata de una alteracién desfavorable de nuestro
medio ambiente, en gran parte debida a la civilizacidn, por
efectos directos e indirectos. La contaminacién afecta a un
conjunto de seres que forman un sistema ecoldgico, es decir,
un conjunto de organismos y sus relaciones reciprocas con el

medio ambiente.



La contaminacién puede deberse a sustancias nuevas
introducidas en un medio, o al aumento de algunas ohtras que
exceden la cantidad normal rompiendo el equilibrio vy
modificando la estructura y el funcionamiento del sistema
ecoldgico afectado.

La contaminacién tiene intima relacién con diversos factores:
1. Crecimiento demografico.

2. Desarrollo industrial.

3. Urbanizacién,

Los tres factores anteriores presentan una evolucién répida y
se suceden uno en funcién de otro.

Entre los problemas mis notables que produce la contaminacién
del agua destacan:

l.Falta de agua potable y utilizable en la industria.
2.Pérdida de importantes fuentes de proteinas, especialmente
del mar,

3.Condiciones favorables a las enfermedades y epidemias.
4.Aumento de enfermedades respiratorias y cardiovasculares en
los nicleos urbanos.

5.Aumento de sustancias toéxicas y radioactivas en la materia
viva,

En consecuencia, en algunas industrias se estdn disefiando
procesos mediante los cuales el agua se pueda reciclar
numerosas veces dentro de wuna misma planta, antes de

limpiarla y liberarla al medio ambiente.



Por su puesto, no todas las industrias estdn intentando

reciclar el agua y linpiar los afluentes de desecho.

Tipos de contaminantes:
A continuacién se describe la naturaleza de algunos
contaminantes del agua. En la siguiente tabla se indican los

principales tipos de contaminantes.

Tabla 2: Contaminantes comunes de tipo fisico, quimico y
biolégico.

Compuesﬁos ofganicos.
Iones inorgénicos.
Material radiactivo.

Biolégico Bacterias patégenas.
Virus.
Algas.
Maleza acuatica.
Fisico S6lidos flotantes, espuma,calor.

Liquidos insolubles.

Contaminantes quimicos: a) inorgénicos.

b) 6rganicos.
a) Los contaminantes inorgdnicos provienen de descargas
domésticas, agricolas e industriales que contienen diversas
sustancias disueltas. Entre estos contaminantes ' esté&n las
sales metdlicas solubles como cloruros, sulfatos, nitratos,
fosfatos y carbonatos. También los desechos de &cidos, bases

y gases téxicos disueltos, tales como bidxido de azufre,

amoniaco y cloro.



b) Los contaminantes orgdnicos son compuestos que contienen
carbono y provienen de desechos domésticos, agricolas e
industriales, Entre estos estan los desechos de seres humanos
y animales, procesamiento de alimentos, compuestos quimicos e
industriales y compuestos de tipo sintético como los

insecticidas.

Contaminantes biolégicos:

Incluyen bacterias, virus, algas y otras plantas acuéaticas,
Ciertas bacterias son inofensivas y otras participan en la
descomposicién de compuestos orgdnicos del agua. Las
bacterias y los wvirus indeseables son los que producen
enfermedades como la tifoidea, disenteria, cdlera, hepatitis,

poliomielitis, etc.

Contaminantes fisicos: a) liquidos.

b) sélidos.

a) Los contaminantes en forma liquida provienen de la
descarga de desechos domésticos, agricolas e industriales en
las vias acudticas, al igual que las fugas de fosas. sépticas,
terrenos de alimentacién para animales, tierras de relleno
sanitario. Estos liquidos contienen minerales disueltos,

desechos humanos y animales,



b) Entre los contaminantes sélidos se incluyen materiales
como arena, arcilla, tierra, cenizas, desechos s6lidos,
materia vegetal agricola, grasas, papel, basura, metales vy
pléasticos.

Los contaminantes fisicos afectan al aspecto del agua, vy
cuando se sedimentan en el lecho o flotan en la parte

superior del agua interfieren con la vida animal.®®

1.7. BACTERIAS DEL AQUA,

Todas las aguas naturales, dulces o saladas, tienen una
poblacién especifica de bacterias adaptadas al medio
ambiente, viviendo y reproduciéndose.

En general, el nimero de bacterias del agua  es
suficlentemente pequefioc para ser incospicuo y mas aun, la
mayoria de ellas no creceradn en los medios utilizados para
examinar la calidad sanitaria del agua. El nUmero de
bacterias oscila desde unas cuantas por mililitro hasta un
orden de elevada magnitud., Las cuentas altas son el resultado
de la presencia de otro tipo de materia orgénica, como son,
la descarga de aguas negras y desechos industriales.

Unos de los aspectos mds importantes en la calidad del agua
es el destino que tengan los patdgenos, provenientes de los

desperdicios humanos en el agua.



Lo que le suceda a las bacterias al invadir las aquas
naturales depende del tipo de condiciones ambientales que
prevalezcan en las aguas, como son:

a)alimento.

b) temperatura.

c)agentes téxicos.

d)luz,

a)Las bacterias sapréfitas se multiplican en el agua que
contiene materia orgdnica, pero las especies patégenas son
mis exigentes y no alcanzan a dividirse. Cuando las aguas
negras son descargadas en una corriente, se eleva la
concentracién de materia orgédnica ocasionando como respuesta,
el crecimiento de muchos sapréfitos y un incrementoc de
bacterias patégenas. La competencia en tales circunstancias
favorece a los saprofitos hasta el grado de nutrirse de los

patégenos.

b)Las bajas temperaturas disminuyen la velocidad de la
nayoria de las reacciones biolégicas y, a temperaturas
cercanas al punto de congelacién, 1la competencia es

précticamente nula.



c)Las sustancias quimicas de las fé&bricas, refinerias, minas
y molinos de pulpa son los agentes mds comunes que reducen la

actividad microbiana.

Estos contaminantes se consideran los mas nocivos, ya que no
son materiales naturales a los cuales las bacterias estén
adaptadas para utilizarlos como alimento, por lo que su

desaparicién es lenta y diffcil.

Algunos materiales que han causado dificultades en el medio
amblente son: el «cianuro, que es un inhibidor de la
respiracién, varios Acidos vy fenoles, que a su vez, Sse
utilizan como agentes antibacterianos; detergentes utilizados
en lavanderia, sulfitos que asi mismo destruyen algo de 1la
microflora acudtica y el mercurio que es un veneno del

metabolismo en general,

d)La luz tiene alguin efecto destructivo sobre las bacterias
que estdn en el agua y que se encuentran expuestas, sin
embargo, la luz ultravioleta que es la mis efectiva no
penetra a las profundidades como lo hacen los  rayos con

mayores longitudes de onda,®’



18, EL A4 COMO VERICULO TREASINIOR bE ERFCRMEDABE.:
Los organismos patégenos al hombre que se pueden transmitir
por ingestion de agua incluyen bacterias, virus vy

protozoarios,

Estos m.o. se desarrollan en el intestino y abandonan el
organismo en las heces. Entonces la contaminacién fecal de
los suministros de agua puede ocurrir y, si esta no es
tratada adecuadamente, los patégenos entran a un nuevo
huésped al consumir el agua, S8i ésta se ingiere en grandes
cantidades, puede ocasionar problemas gastrointes~ tinales
aun, si solamente contiene una baja cantidad de organismos

patégenos.

Las bacterias entéricas se deben eliminar en forma efectiva
del agua durante los procesos de purificacién de modo de que

no deben estar presentes en el agua potable.”'



Tabla 3: Enfermedades transmitidas por el agua contaminada
con microorganismos.®

REAS SRCHEY { G
Salmonella typh1 Flebre tlfoldea Heces humanas
Salmonella Fiebre paratifoidea Heces humanas
paratyphi
Otras Salmonelosis Heces humanas y
Salmonellas animales
Shigella Disenteria bhacilar Heces humanas
Vibrio cholerae Célera Heces humanas
E. coll Gastroenteritis Heces humanas
Yersinia Gastroenteritis Heces humanas y
enterocolitica ahimales
Campylobacter Gastroenteritis Heces humanas
jejuni
Legionela Legionelosis Aguas termales
pneumophila
Mycobacterium Tuberculosis Secreciones
tuberculosis humanas
respiratorias
Otras Enfermedad pulmonar Aire y agua
Mycobacterias
Bacterias Variable Agua natural
oportunistas
Poliovirus Poliomielitis Heces humanas
Coxsakie virus A| Meningitis aséptica Heces humanas
y B
Echo virus Meningitis aséptica Heces humanas
Otros Encefalitis Heces humanas
enterovirus
Reovirus Enfermedades Heces humanas y
gastrointestinales y animales
respiratorias
Rotavirus Gastroenteritis Heces humanas
Adenovirus Enfermedades Heces humanas
gastrointestinales y
respiratorias
Hepatitis A Infecciones Heces
hepaticas
Yirus Norwalk Gastroenteritis Heces Humanas
Acanthamoeba Menxngoencefalltls Tlerra y agua
castellani amoebica




Balantidium coli Balantidosis Heces humanas
Cryptosporidium Cryptosporidiosis Heces humanas y
animales
Entamoeba Disenteria amoebica Heces Humanas
histolytica
Giardia lamblia Gastroenteritis Heces humanas y
animales
Naegleria Meningoencefalitis Tierra y agua
fowleri amoebica primaria
ALGAS:
Anabaena flos- Gastroenteritis Agua natural
acuae
Microcystis Gastroenteritis Agua natural
aeruginosa
Alphanizomenon Gastroenteritis Agua natural
flos-acuae
Schizothriz Gastroenteritis Agua natural
calciola

19, POTADILIZACION DEL AQNA:

Es raro que el agua disponible tenga tal claridad y pureza
que no es necesaria su potabilizacién antes de su empleo. El
tratamiento del agua se realiza tanto para que sea segura
desde el punto de vista microbiocldgico, como para mejorar su
utilidad para los propdsitos domésticos e industriales. Los
tratamientos se efectuan para eliminar los agentes tdxicos y
los microorganismos patégenos en potencia y disminuir la
turbidez, eliminar sabor y olor y reducir o quitar quimicos
dafiinos como el hierro y el manganeso ademds de suavizar el
agua para hacerla mas dtil. Es una préactica comin el

tratamiento de las aguas publicas, antes de su distribucién.

15



El proceso de potabilizacién del agua incluye cinco pasos:
1.~ Sedimentacién

2.~ Floculacién.

3,- Filtracién.

4.~ Aireacién.

5.- Cloracién.

El agua primero es bombeada a tanques de sedimentacién donde
la grava y otras particulas son eliminadas.

Un tanque de sedimentacién deber4d emplearse si el
abastecimiento de agua es muy turbia ya que tiene la
desventaja de que puede ocurrir el crecimiento de algas en el
tanque, afadiéndose olores y sabores y la contaminacién del
agua por el aflujo,

Durante la floculacién se agrega al agua sulfato de aluminio
produciendo un sélido gelatinoso y esponjoso que atrapa
cualquier sé6lido suspendido Yy ayuda al ©proceso de
sedimentacién. Casi el 80% del material turbio, del color y
las bacterias son eliminadas con este tratamiento.

Estos dos procesos se usan para aglomerar y remover del agua
la materia suspendida y coloidal,*incluyendo a bacterias vy
virus, Varios estudios han indicado que con sistemas de
coagulacién y sedimentacién cuidadosamente operados se puede
consequir la remocién hasta del 90% de virus,

Después de la coagulacién el agua aclarada es filtrada para

quitar las restantes particulas y microbios suspendidos.

16



Los filtros pueden ser: a)Arena lenta.

b)Arena rapida.

a)Son ideales para instalaciones pequefas como los sitios de
refugio o rurales. El agua simplemente pasa através de una
capa de arena de 2 a 4 pies de profundidad. La filtracién

lenta es capaz de remover mas de un 99% de virus,

b)Se utilizan en grandes instalaciones. La velocidad de flujo
de agua se mantiene alta, permaneciendo una altitud
controlada de agua sobre el filtro.

Debido al gran tamaido del grano de la arena, los filtros
rédpidos sélo son relativamente eficaces para remover virus.
Sin embargo se usan generalmente en combinacién con procesos
de coagulacidén y sedimentaciédn,

De 98 a 99.5% de las bacterias totales del agua dura pueden
eliminarse por sedimentacién y filtracién adecuada.

La aireacién es la etapa en la que el agua se le rocia aire
por medio de bombas.

La <cloracién es el método mds comin para asegurar la
inocuidad microbiolégica en un abastecimiento de agua. En
dosis suficientes causa la muerte a la mayoria de 1los
microorganismos en 30 minutos. Ademis ya que los compuestos
que producen sabor y olor son orgédnicos por lo general, el

tratamiento con cloro los reduce o eliminan.

17



También oxida el hierro soluble y los compuestos de manganeso
y forma precipitados que pueden ser quitados.

El cloro puede afadirse al agua en forma de una solucidn
concentrada de hipoclorito de sodio o de calcio asi como de
un gas en tanques a presién. El dltimo método se utiliza con
mas frecuencia en grandes plantas de tratamiento de agua.
Después del tratamiento final es usual que el agua Sea
bombeada a tanques de almacenamiento, de los que fluye por

gravedad al consumidor,®’

140. PURIFICACION DEL AQMA:

Cloracién:

El agua entra de la red municipal pozo ¢ manantial, a la
cisterna, donde se efectla la adicién de cloro; esta
cloracién se mantiene entre 3.5 y 4.0 ppm durante un tiempo
de contacto de una hora, como minimo; tiempo suficiente para
eliminar la carga microbiana que se pueda encontrar en el

agua de entrada.

Filtracién:

El agua §ue entra al sistema de filtracién que proviene de
cisternas por sistema de bombeo, pasa por una serie de camas
de carbdén activado y arena-grava, camas que sirven para
elimina; el cloro que contiene el agua, asi como olores vy

sabores desagradables.



Ultravioleta:
El agua provenlente de filtros pasa por luz ultravioleta con
una longitud de onda de 150-250nm, actuando como un

bactericida de los gérmenes de arrastre.

Ionizacién:

El 12% del agua que proviene de filtros se envia a un
ionizador de plata mezclandose con el restante 88% del agua.
La plata se adiciona como proteccidén final a la contaminacién
microbiana, Esta adicién de plata se maneja en un rango de 25

a 40 ppb.

Osmosis inversa:

Este proceso no siempre se utiliza y consiste en hacer pasar
el agua a través de una membrana muy delgada que detiene los
minerales disueltos en ella, el agua tratada con este sistema

es de una excelente calidad.

Suavizacién:
Proceso mediante el cual se elimina la dureza de aqgua a

través de resinas de intercambio idnico.?



L0 ANALISES PACTERICLOGICO Pilkel PYALMAK Ll CAUIDAD DEL ANA POTABLE.
Debe reconocerse que la valoracién del riesgo de contraer
enfermedades transmitidas por el agua es un asunto
complicado. La probabilidad de ser wuna victima de wuna
enfermedad por ingerir aqgua contaminada es una pregunta
estadisticamente relacionada con diferentes variables, como
son: - El tipo y el numero de patdgenos ingeridos.
- La dosis requerida para la infeccidn.
~ Existencia de un amplio nimero de m.o. capaces de
causar infeccioén.
- La virulencia de la cepa especifica.
- La edad del individuo (nifios y personas de edad avan-
zada) .
- Estado general de salud del individuo.
- La medida en la cual el individuo pudo haber quedado
inmunizado al m.o. patdgeno mediante una exposicién

anterior.’

Desde el punto de vista infeccioso, el riesgo de consumir
agua contaminada con materia fecal radica en la presencia de
bacterias patdégenas, el razonamiento elemental sugiriria la
investigacién en el laboratorio de estos gérmenes para fines
de control. El agua libre de estos patégenos se considera

potable, caso contrario no se recomienda para su consumo.
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El empleo de microorganismos indicadores tiene su origen en
el caso de los coliformes, por la necesidad de llevar a cabo
el control de la potabilidad del agua. Estos se manejéron por
primera vez en 1893,

La validez de su uso como indicador de contaminacién fecal en
el agua se basa en los siguientes hechos:

1.Estos m.o., existen siempre en la materia fecal.

2.86lo una fraccién pequefla de todas las bacterias satisfacen
la definicién de organismo coliforme, no son huéspedes
normales del intestino.

3.No se multiplican en aguas limpias o relativamente limpias.
4.En el agua expuesta a contaminacién fecal siempre existe en
proporcién miles de veces superior a la de Dbacterias
patégenas eventualmente presentes.

5.Tienden a morir en el agua a un ritmo semejante a las
bacterias patbégenas intestinales.

6.Su recuento en el laboratorio no implica el uso de equipo y
material sofisticado, Tampoco se requiere de personal con
alta calificacién para ejecutar los andlisis; es suficiente
un nivel de adiestramiento de facil asimilaciédn,

Estas caracteristicas de los coliformes se han utilizado como
un recurso amplio y satisfactorio en todo el mundo para el
control de la potabilidad del agua desde principios del siglo

actual,®
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Grupos indicadores de contaminacidn:
* Coliformes totales,

* Coliformes fecales.

* Estreptococos fecales,

* Otros indicadores de contaminacién.

Coliformes totales:

Los principales indicadores de contaminacidén intestinal o por
aguas negras, son las bacterias del grupo coliforme.

El Standard Methods define al grupo coliforme como bacterias
aerobias y anaerobias facultativas, Gram negativas, no
esporuladas, que fermentan lactosa con formacién de gas y
acidez a las 48 hrs a 35°. Estas caracteristicas de su
cultivo son la base de las pruebas de rutina para determinar
la presencia del grupo en una muestra de agua.

Existen diferentes variedades individuales de bacterias
clasificadas dentro de este grupo, las cuales son huéspedes
habituales de los intestinos de los animales de sangre
caliente.

La E. coli es quizéds el miembro mas representativo de este
grupo. Asi como bacterias de los generos Citrobacter,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Edwarsiella, Arizona y

Providencia.
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Se ha estimado que el nimero de bacterias coliformes en las
descargas fecales, se encuentran en una concentracioén

promedio de aproximadamente 10’ organismos por gramo,''''

Coliformes fecales:

Los coliformes fecales se definen como bacilos cortos, Gram
negativos, aerobios y anaerobios facultativos, capaces de
fermentar lactosa con produccién de 4cido y gas en periodos
de 24 a 48 hrs a 44 % 0.5°C,

Las bacterias coliformes fecales constituyen un subgrupo de
todos los organismos coliformes en el que se piensa estén
incluidos organismos con mayor probabilidad de haberse
originado en el tracto intestinal del hombre y animales.
Incluye primeramente E. coli y algunas especies

termotolerantes de Klebsiella.'!

Estreptococos fecales:

El Ministerio Britédnico de la Salud (1956) les define como
cocos Gram positivos, que forman generalmente pares o cadenas
cortas, crecen en presencia de sales biliares, se pueden
multiplicar y desarrollar a 45°C, producen &cido pero no gas
cuando fermentan el manitol y la lactosa.

Estos m.o. se encuentran en las heces de los animales de

sangre caliente, indican una contaminacién reciente.
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Viven menos tiempo en el medio acudtico que el grupo de los
coliformes, excepto cuando el agua tiene un contenido de
electrolitos como son las aguas de riego, ho se reproducen
con tanta frecuencia como los coliformes. Desarrollan
resistencia a los procesos de cloracién del agua, mientras

que los coliformes son m&s susceptibles.

Otros indicadores de contaminacién:

Pseudomonas.

Generalmente aparecen como bastones delgados pequefios,
frecuentemente unidos en pares y en cadenas cortas. Presentan
flagelos polares, responsables de que tengan movimiento. Son
Gram negativos, oxidasa positivos y aerobias estrictas, se

incuban a 41.5°C, como Pseudomona aeuroginosa.

Bacterias enteropatdgenas,

Los géneros Salmonella y Shigella pertenecen a la familia de
las enterobacterias, son causantes de las ‘enfermedades
gastrointestinales como son fiebre tifoidea y disenteria

bacilar.!!
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2.0. JUSTIFICACION

ebido a los brotes diarreicos que se presentan con mayor
Dfrecuencia en los mes de verano, asi como la epidemia
colérica confirmada en el pais el 17 de Junio de
1991, la Secretaria de Salud ha implementado las medidas de
seguridad para la poblacién con respecto a medidas
sanitarias :
1.Consuma alimentos preparados higiénicamente, hervidos o
cocidos,
2.No se justifica eliminar del consumo los pescados Yy
mariscos procedentes de las costas Mexicanas.
3.Consuma agua potable o hervida,
4.Lavese las manos antes y después de ir al baiio.
5.Elimine sanitariamente el excremento.
Estas son las recomendaciones al piblico en general para
prevenir el célera y enfermedades diarreicas.
Puesto que el agua es una de las formas de trasmisiédn del
cbdlera y enfermedades diarreicas, ha de hacerse tode lo
posible por proporcionar agua con calidad para lavarse Y
cocinar asi{ como para beber y para el consumo humano.
Por lo anterior han surgido una gran vcantidad de plantas
industriales purificadoras de agua que envasan el producto y
en su publicidad garantizan al usuario un agua de calidad

optima.,



La comercializacién y elaboracién de éstas para consumo
humano se ha generalizado en todo el pais e inclusive han
entrado una gran cantidad de marcas extranjeras al mercado,
asi como diferentes presentaciones de éstas, que deben
ajustarse a las Normas (NOM-F-041-1993 y NOM-112-SSA1-1994)
establecidas con respecto al agua embotellada.

Existe una Norma Gubernamental que estd avocada a prevenir
todo lo concerniente en la poblacién en los problemas de
salud a la comunidad.

La pregunta para reflexionar es, ; las aguas embotelladas que
existen en el mercado pueden considerarse segquras y libres de
bacterias patdgenas y asegurar su consumo humano?

De lo anterior surge el haber desarrollado el presente
trabajo, que tiene como finalidad evaluar desde el punto de
vista bacteriolégico el agua potable embotellada comercial,
tomando una muestra al azar dentro de una poblacién de marcas

existentes en el mercado.
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3.0. OBJETIVOS

QENERAL:

- Demostrar si las aguas embotelladas potables que se
encuentran en el mercado, cumplen con las Normas Sanitarias
establecidas por la Secretaria de Salud en el Diario Oficial
de la Federacién de los Estados Unidos Mexicanos, para el
consumo humano, aplicando técnicas estandarizadas (AWWA) para

la evaluacién de los pardmetros establecidos en dicha Norma.

PARTICULARES:

- Cuantificar las UFC/ml de agua, de m,o. mesofilicos,

- Determinar la presencia y cantidad de coliformes totales y
fecales en las ruestras de agua.

~ Cuantificar las ppm de clorc presentes en lag muestras de
agua potable embotellada.

- Detectar la presencia de Pseudomona inoculande el agua en
medios selectivos.

- Identificar los m.o.(mesofilicos y coliformes)‘presentes en
las muestras de agua potable embotellada y determinar si se
encuentran clasificadas como m.o. patégenos, utilizando el

sistema microestandarizado SensIdent-Merck.
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4.0. MATERIAL

1 CRISTALERIA:

* Tubos de ensaye de 20 x 200 (50 ml) con tapdn de rosca.

* Tubos de ehsaye de fondo plano de 12 x 82 (20 ml) con tapétn

de rosca.
* Tubos de ensaye de 16 x 150 (20 ml) con tapdén de rosca.
* Tubos de ensaye de 10 x 85 (8 ml) con tapdén de rosca.
* Campanas de Durham de 5 cm.
¢ Pipetas graduadas de 1.0, 5.0 y 10 ml.
* Matraz Erlen Mayer de 250, 500, 1000 y 2000 ml.
* Vasos de precipitados de 250 y 400 ml.
* Pipetas Pasteur.
* Probeta graduada de 250 ml.
* Buretas de 50 ml.

* Termémetro de 250°C.

42.LQUIPC:

s Balanza analitica SARTORIUS.
* Balanza granataria digital SARTORIUS BASIC.
& Microscopio compuesto OLYMPUS.

* Agitadores magnéticos,
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‘Parrilla con agitacidén y calor CORNING.

Autoclave ALL AMERICAN Modelo # 1925X
Bafio Maria GRANT.

Horno Pasteur RIOS ROCHA.

Refrigerador AFRILATICA,

Estufa bacterioldgica RIOSSA.

Parrilla con agitacién CORNING.
Soporte universal y pinzas para bureta.
Mecheros Bunsen.

Asas bacterioldgicas calibradas y rectas.
Espectrofotémetro y celdas MERCK.
Espatulas.

Pipeteros.

Gradillas.

Micropipetas de 50, 100 y 200 mcl.
Puntas para micropipetas.

Contenedores de 2 y 4 divisiones.

Fotémetro lector de placas de microtitulacién (SCAN) MERCK.

Computadora cargada con el programa correspondiente a la

identificacién EM-Ident E y NF MERCK.

Cajas de Petri desechables estériles de 15 x 100.
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43. MEDIOS BE CULTIVG:

*

*

Caldo lactosado (MERCK).

Caldo bilis verde brillante al 2% (BIOXON).

Caldo Pseudomona.

Agar Letheen (DIFCO).

Agar cuenta estéandar (MERCK).

Agar dextrosa papa (MERCK).
Agar MacConkey (MERCK).

Agar cetrimida (MERCK).

Placas de EM~Ident E (MERCK).

Placas de EM-Ident NF (MERCK) .

44. REACTIVOS:

»

*

Cloruro de sodio.
Glicerol.

Irgazan,

Sulfato de potﬁsio.
Peréxido de hidrégeno.
Tiras reactivas de oxidasa
Nitrato de plata.

Cromato de potasio.

Cristal violeta,

(MERCK) .
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* ‘Alcohol.

* Acetona.

* Lugol.

+ Safranina.

* Reactivo de TDA (MERCK).

* Reactivo Spot-Indole 1,09155 (MERCK).
+ Aceite de inmersién.

* Bolsas con tiosulfato de sodio.

* Papel pH,.

45. MATERIAL DIOLOTICO:
Cepas ATCC. E. coli 8739,
S, aureus 6538,

P, aeuroginosa 27853.
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5.0. METODOLOGIA

Se recolectaron al azar 40 marcas de agua potable
.\_)embotellada que se encuentra comercialmente en el
mercado, de las cuales 30 corresponden a la presentacién

de botella desechable y 10 a la presentacién de garrafén.

Las marcas recolectadas se trabajaron por duplicado y se

presentan en la tabla 4.

El significado de las claves utilizadas para identificar las

marcas andlizadas se pueden consultar en el Anexo 1.
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Tabla 4: Relacién de marcas de agua potable embotellada

analizadas.
1 EA 340
2 Agqa 1500
3 Sa 500
4 Bot 330
5 EN 330
6 Lz 500
7 AA 500
8 Sia 250
9 Bt 240
10 Ma 500
11 RN 500
12 Cl 500
13 Bit 500
14 GA 500
15 Te 355
16 Tr 500
17 Mt 1500
* 18 Bot 20000
19 Hk 4000
* 20 Pz 20000
¥ 21 EA 20000
22 Cs 1500
23 Ala 1500
* 24 Kl 20000
25 Ps 500
26 Na 1500
27 Ha 500
28 Sy 500
29 Pm 1500
30 Ht 500
31 Prr 1500
32 Apa 1500
33 Pra 500
34 Gl 1500
* 35 Cla 20000
* 36 Wo 20000
* 37 Msa 20000
* 38 Aga 20000
* 39 Gr 20000
* 40 Hn 20000

* Agua potable embotellada presentacién de garrafon.



La parte experimental se plante6 de la siguiente manera:

* Preparacioén de material y medios de cultivo.

* Validacién de medios de cultivo.

* Preparaciéon de la muestra.

* Inoculacién de medios de cultivo sélidos y liquides e
incubacioén,

* Observaciones y lecturas.

* Aislamiento bacteriano y purificacion.

* Pruebas bioguimicas primarias.

* Conservacidn de las bacterias.

* Identificacién de las bacterias aisladas.

Los ocho primeros pasos experimentales se realizaron en las
insﬁalaciones de el laboratorio de Microbiologia (L-513) de
la FES~C Campo 1; y la identificacidon bacteriana se llevd a
cabo en el laboratorio de Bacteriologia de Laboratorios MERCK

de México.

54 PREPARACICH DE FATERIAL Y FIEDICS BE CULTIVO,
El material de cristaleria que se utilizé en la parte
experimental se lavé con detergente liquido neutro (Extran) y
enjuagd perfectamente con agua destilada.
Las pipetas utilizadas en la inoculacidon de los medios de
cultivo deben estar provistas de un tapdén de algoddédn en la

parte superior, y éstas se colocaron en pipeteros los cuales
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se esterilizaron en condiciones de calor seco en horno
Pasteur (180°% durante 2 hrs).

Los nedios de cultivo se prepararon segun las
especificaciones indicadas en los marbetes correspondientes a
cada frasco del medio (Anexo 2).

Los desechos que se obtuvieron se esterilizaron en autoclave
(121°%, 15 min) .

La parte experimental de este proyecto se realizé bajo
condiciones de esterilidad, restringiendo el A&rea a personas
ajenas y trabajando en un lugar cerrado para eliminar

corrientes de aire.

5.2 VALIbACION DE MEDIOS DE CULTIVOS , 1
Preparacién de medios de cultivo: La preparacion de los
medios de cultivo se realizé segin las - indicaciones
presentadas en los marbetes de los envases de cada medio sin
ninguna variacién (Anexo 2). Aclarando que el CL de doble
concentracién se prepard al 150%. A los medios CL
concentracién sencilla, doble y CBVB se les colocé una
campana de Durham.
Para validar los medios de cultivo se emplearon las cepas
tipo siguientes:

Cepas ATCC: P, aeuroginosa 27853

E. coli 8739

S. aureus 6538
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Estas cepas se mantuvieron durante el desarrollo del trabajo
en el medio de cultivo sélido Agar Letheen y en refrigeracion

a 4°c,

~ Preparaciétn de suspensiones bacterianas: Se realizaron
suspensiones en SSFE de cada una de las cepas ATCC antes
mencionadas ajustando a una concentracidén entre el 50 y 60%
de transmitancia con la ayuda de un espectrofoté4metro a una

longitud de onda de 580nm,

- Diluciones decimales: A partir de las suspensiones de cada
una de las cepas se hicieron diluciones decimales, las cunales
se realizaron utilizando tubos de ensaye cada uno con 9 ml de
SSFE, .pasando 1 ml de la suspensién a un primer tubo de
ensaye, mezclando perfectamente y a partir de éste se tomo 1
ml y se pasd al segundo tubo y asi sucesivamente hasta la

dilucién 107,

iml iml iml iml
ey PRREESEY B s 4 id
Suspensién
bacteriana 107 107 107 107
580nm
50~80% T
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5.3 VALIbACICN DE FMEDINS bE CULTIVO LIGWDOS.

Se validaron los siguientes medios:
-Caldo lactosado concentracién doble.
-Caldo lactosado concentracion simple,
-Caldo bilis verde brilante.

-Caldo Pseudomona.

Para cada uno de los caldos se trabajaron dos tubos para
probar las diluciones 10° y 10 de las suspensiones
bacterianas, colocande 1 ml de éstas en su tubo
correspondiente, los tubos se incubardn a 37°C durante 48

hrs. Después de este periodo se observaron los resultados.

54 VALIBACION BE NEDIOS E CULTIVO SOLIBOS.

Agar Cuenta Estandar:

Se utilizé una caja de medio para cada cepa y para cada
dilucién (10 y 10™); este tratamiento se realizd por el
método de vaciado en placa.

Para la dilucién 10°° se colocaron 0.lml de cada suspensién en
diferentes cajas.

Para la diluciéon 10" se colocd 1lml de cada suspensién en

cajas diferentes.
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Se agregaron 20 ml del agar previamente preparado (Anexo 2),
homogenizando perfectamente por rotacién, dejando solidificar
e incubando a 37°C por 24 horas, después de esto se contaron

las colonias desarrolladas en el medio.

Agar Mac Conkey y Cetrimida:

Se utilizd una caja de medio de cultivo para cada una de las
diluciones (107 y 107*), las cuales se dividieron en tres
partes, colocando en cada una de las partes del agar una
asada de las diferentes cepas, la cual se sembrd por

estriado, se incubaron a 37°C durante 24 hrs y se observo,
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5.5, FREPARACION DE LA NUESTRA,

Previo a la inoculacién de los medios de cultivo utilizados
fué necesaria la decloracién total de la muestra de agua ha
estudiar, utilizando bolsas estériles provistas de una

tableta de tiosulfato de sodio.

Diagrama 1: Homogenizacién y decloracion de la muestra
antes de la inoculacion.

Envase de agua

o5

Homogenizado del liquido
por agitacién e inversién

Desinfeccidn de
tapa y boca
del envase
con alcohol al 70 %

Pasar la muestra de agua a bolsas
estériles con tiosulfato de
sodio al 2%, hastala
marca final

Meazclar hasta disolver
la pastilla y dejar
reposar un minimo de
15 minutos
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5.6. TECHICA DE PERMENTACION EN TUDO MULTIPLE:

La prueba esténdar del grupo coliforme se realizé mediante la
técnica en tubo miltiple, con el propbésito de obtener un
indice del grado de contaminacién, por medio de la estimacién
del numero de bacterias presentes en un determinado voltmen

de agua.
El analisis se realizé en dos estapas: Prueba Presuntiva vy

Confirmativa, que deben practicarse obligatoriamente para

todos los tipos de agua.

Prueba Presuntiva:

e Se emplearon tres series de tres tubos cada wuna, con
campana de Durham,

e Una de las series de tubos contenfa 20m! de CL a
concentracién doble y dos series contenian 10ml de CL de
concentracién simple.

¢ Cada tubo de la primera serie se inoculd con 1l0ml de la
muestra.

e Los tubos de la segunda serie se inocularon con 1lml de
muestra.

e Los tubos de la tercera serie se inocularon con 0.lml de
nuestra.

e Los tubos se incubaron en una estufa bacteriol6égica a una

temperatura de 37°C, durante 48 hrs.
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e Cualquier indicio de formacién de gas dentro de la compana
de Durham al finalizar el periodo de incubacién indica la
presencia de bacterias ccliformes y se considera prueba

positiva.

Prueba Confirmativa:

e Para realizar esta parte de la prueba, s6lo se tomaron en
cuenta los tubos con prueba presuntiva positiva.

¢ Se utilizaron tubos de fermentacién con campana de Durham
con 10ml de CBVB al 2%,

e Los tubos se resembraron con una asa bacteriolégica y se
incuban a 37°C durante 48 horas.

e Cualquier indicio de formacién de gas dentro de la campana
de Durham al finalizar este periodo, indica la presencia
del grupc coliforme y se considera prueba positiva. Los
resultados se expresan como NMP/100ml,

Coliformes fecales:
e Debido a que los coliformes fecales forman parte de los

coliformes totales, su determinacién se realizé apartir de

los tubos considerados positivos para coliformes totales,

e Para realizar esta prueba se utilizaron tubos de
fermentacién con campana de Durham conteniendo 10ml de

CBVB.
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e Con el asa bacterioldgica se tranfirieron indculos de cada

uno de los tubos con prueba confirmativa positiva.

e Los tubos se incubaron a una temperatura de 45°C por un

periodo de 48 horas.

e Cualquier indicio de formacién de gas, dentro de la campana
de Durham se considera prueba positiva. Los resultados se

expresan como NMP/100ml.

En el caso de la técnica de fermentacién en tubos miltiples,
los resultados del estudio de los tubos y diluciones
replicados se reportan en términos de Nimero MAs Probable
(NMP) de m.o. existentes. Este nimero, basado en determinadas
férmulas de probabilidad, es un célcﬁlo de ‘la densidad media

de coliformes en la muestra.

Se obtiene una informacién mids satisfactoria cuando el mayor
inéculo de la muestra estudiado muestra gas en alguno o en
todos los tubos, y el mas pequeflo no muestra gas en ninguno o

en la mayoria de los tubos,

Las tablas de NMP se basan en la hipétesis de una
distribucién de Poisson (dispersién aleatoriaf. Sin embargo ,
sl la muestra no se ha agitado adecuadamente antes de hacer

las porciones o si existen agrupamientos de bacterias, el
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valor del NMP podrad resultar menor que el nimero real de

densidad bacteriana.

Para determinar el NMP/100 ml de muestra en la técnica
utilizada, Fermentacién en Tubo Miltiple en Serie de Tres,
después de la inoculacién e incubacién de los tubos fué
necesario anotar el nimero de tubos positivos (producclién de
gas) de cada serie y registrar este valor como una cifra de
tres digitos, 1los cuales se compararon con la tabla

presentada en el Anexo 3, para obtener el NMP/100 ml muestra.
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Diagrama 2: Técnica de Fermentacion en tubo mitiple
en setie de tres para determinar ef NMP/100mi

Muestra

Inocudar con pipetas estdriles

de 1y 10n1 como sigue

3tubos CL concentracidn doble, 10 mi da imuestra
Jtubos CL concentracidn simple, 1 mi de muestra
Itubos CL concentracién simps, 0.1 mi de muestra

Mezchr e incubar
a 37 grados centirados
durante 48 hrs.
I
I 1

prusba positva Prueba negativa
produccidn de gas Sin produccidn de gas
Prueba presuntiva con crecimiento

Pasar 3 asadas de muestra Pasar 1 asada de muestra
por cada tubo positivo amedia de AL
un tubo de CBVB
Incubar a 37 grados centlrados Incubar & 37 grados centigrados
durante 48 horas durante 24 horas
I
i 1 |
Positiva produccidnde gas Prueba negativa Observacknmorfoldgla colonial
Pruebe confirmative para Sin producciénde gas y purificar cada cepa
colformes lotales
De cada tubo positive Observar al microscoplo con tincidn
pasar una asada de Gram, reakizar prueba de colalasa,
& medio MC e incubar a 37° C/24hrs oxidasa y motiidad
T
I 1.
L Lactosa positvos I [ Lactosa negativas ] Identificacidn bioquiica
Pasara CBVB Identificacién bloquimica
incubar @ 45° Cldghes
Posiive produccifn da gas
‘colformes fecales.

Caldo lactosado; CBVB: Caldo bilis verde brillante; AL: Agar Letheen

Agar MacConkey.
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5.7. CUENTA DE NESORLICOS POR Ll TECHICA BE VACIBO BN PLACA,

Cuando se réquiere investigar el contenido de microorganismos
viables en el agua, la técnica comiunmente utilizada es el
recuento en placa, en medio de cultivo con un soporte
nutricional adecuado y libre de agentes inhibidores.

En realidad, esta técnica no pretende poner en evidencia
todos los microorganismos presentes en un tipo de agua
determinado, vya que la variedad de especies y tipos
diferenciables por sus necesidades nutricionales, temperatura
requerida para su crecimiento, oxigeno disponible, etc.,
hacen que el nimero de colonias contadas constituyan una
estimaciédn de la cifra realmente presente. No obstante,
cuando se siguen fielmente las condiciones que se seflalan en
la técnica para su desarrollo, pueden llegar a proporcionar
resultados 1lo suficientemente reproducibles para darle
significado a la prueba.

Cuando la temperatura de incubacién ha sido entre los 20 y
los 37°C se les designa como bacterias mesofilicas aerobias,
cuenta total viable, cuenta estdndar en placa viable general,
cuenta total aerdbica o cuenta en placa aerdbica.

Al grupo de bacterias mesofilicas aerdbicas pertenece una
gran variedad de microorganismos, de hecho, estdn incluidos
todos aquellos m.o. capaces de desarrollarse entre 20 y 37°C,

que son los extremos de las temperaturas a las cuales se

realiza este recuento, en condiciones de aerobiosis.



En la flora mesofilica aerobia se encuentran bacilos, y cocos
Gram positivos y Gram negativos,
La utilidad de las bacterias mesofilicas aerobias en la

microbiologia sanitaria se ha recomendado como:

a) Indicador de la posible presencia de m,o0. patdgenos.

b) Valorante comercial de un alimento.

¢) Indicador de las condiciones higiénicas en que ha sido

manejado este producto,

d) Indicador de la idoneidad de un ingrediente cuando se va a

incorporar a un alimento.

e} Sequimiento de la eficiencia de un proceso germicida o de

preservacién,

f)Para predecir la vida de anaquel de una alimento.’
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Diagrama 3:noculacidn de la muestra para conteo de mo
mesoficos aerobios a 25y 37 grados centigrados.

Muestra

Colocar 1 mide lamuestra en
4 cajas de Pelri estériles

l

]

Ados cajas agregar 20ml
de ACE en cada una

A dos cajas agregar 20ml
de ADP en cada una

Incubar a 37 grados centigrados
durante 24 horas

Incubar a 25 grados centigrados
durante 24 horas

Contar fas UFC/ml

Contar UFC/ml

ACE: Agar cuenta estandar; ADP: Agar dextrosa papa; UFC: Unidades

formadoras de colonia; ml: mililitro.
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5. DETERIUNACION BE FSEMbOMONA.S

El aislamiento de Pseudomonas a partir de una muestra de agua
se logra por la inoculacién de dicha muestra en medios
selectivos como son el CP y el AC, para este microorganismo
patdégeno, asi como realizar su identificacién bioquimica.

Diagrama 4: Determinacié n de Pseudomonas a partir de
muestras de agua potabls embotellada.

Muestra J

[

A un tubo con CP se le agregan
Sml de muestra con pipeta
estéril

Incubar a 37 grados centfgrados
durante 48 horas
T

1 )
Positivo Negativo
Formacién de un anilo verde Sin camblo

y crecimiento

l

Pasar una asada
a AC y sembrar
por diluclé n

l

Incubar a 37 grados centfgrados
durante 24 horas

T
I 1
Prueba posltiva con crecimiento Prueba negativa
Observar morfologfa bacterlana Sin crecimlento
al microscoplo

Pruebas primarias
Oxidasa, catalasa
y motitidad

{ dentificacién bloqufmica |

CP: Caldo Pseudomona; AC: Agar cetrimida; ml: mililitro.
Nota: Lo anterior debe realizarse por duplicado.



5.9, DETERMINACION b CLORO.

A la muestra conteniendo cloro se adiciona una pequefa
cantidad de cromato de potasio y se titula, con una solucién
valorada de nitrato de plata existiendo la tendencia a la
formacién de dos precipitados: el de cloruro de plata
(blanco) y el de cromato de plata (rojo). El primero es més
insoluble y en tanto existan iones cloro en la solucidn
tendrd lugar la formacién de cloruro de plata, cuando todo el
cloro ha precipitado, un ligero exceso de iones plata,
producira cromato de plata de color rojizo que indica el
final de la titulacién.

Diagrama 5: Cuantificacion en ppm de cloro en agua por la
técnica de titulacién con nitrato de plata.

Colocar en un vaso de pp. de 150ml
100 ml de muestra

Agregar 3 gotas del indicador
cromato de potasio

Titular con nitrato de plata
solucidn valorada
Aprox.0.1N
hasta coloracidn rojo ladrillo

Registrar el volumen gastado del
valorante

Determinar las ppm de cloro

pp: precipitados; ml: mililitro; N: Normal; ppm: partes por millén.



540, IDEHTIFICACION nowck

Se realizdé por medio de placas de microtitulacién para la
identificacién automatizada o manual de enterobacterias vy
otras bacterias Gram negativas, oxidasa negativas y oxidasa
positivas.

Las placas de microtitulacién listas para su uso, contienen
sustratos deshidratados al vacio. La adicién de la suspensién
bacteriana rehidrata los componentes.

La interpretacion automdtica se efectia via SensIdent Scan

conectado a una unidad PC con el Sensldent Software.

SensIdent EM-Ident E. MERCK:

Son placas de microtitulacién para realizar, manual o
automdticamente la identificacién de enterobacterias y otras
bacterias Gram negativas, oxidasa negativa.

Esta placa consiste en 21 reacciones bioquimicas las cuales

se evaluan e interpretan después de un tiempo de incubacién.
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Diagrama 6: Identificacion de m.o. Gram (-)

oxidasa (-)..

m.o puro en AN

Suspension bacteriana
igualada al tubo
0.5 Mc Farland

Inoculacidn de la placa

*kk

Sellar e incubar la placa
a 37 grados centigrados
de 18 a 24 horas.

Lectura e interpretacion
automética

*hk

AN: Agar nutritivo; m.o.: microorganismo.

*** Ver Anexo 3.
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SensIdent EM-Ident NF, MERCK.

La placa de microtitulacién para realizar, manual o
automaticamente, la identificacién de bacterias Gram
negativas no fermentadoras y algunas bacterias oxidasa
positiva, fermentadoras de glucosa.

Esta placa consiste en 27 reacciones bioquimicas las cuales

se evaluan e interpretan después de un periodo de incubacién,

Diagrama 7: ldentificacién de m.o. Gram (-)
oxidasa (+),F y NF.

Cultivo puro en AN

Suspensidn bacteriana
Igualada al tubo
0.5 de Mc Farland

l

Transferir 1 ml de la suspensidn bacteriana
a un tubo estéril con 5 ml de
EM-Ident NF- SM y mezclar

Inoculacion de la placa

L3

Sellar e incubar la placa
a 30 grados centigrados
de 22 a 24 horas

l

Lectura e interpretacidn automdtica

e

AN: Agar nutritive; m.o.: microorganismo.
**¢ Ver Anexo 4.
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6.0. RESULTADOS Y DISCUSION

ara asegurar el funcionamiento de los medios de cultivo
Putilizados en cualquier estudio, fué necesaria la previa
validaciéon de dichos medios.
En el presente estudio se evaluaron los medios de cultivo
tanto liquidos como sélidos (Anexo 2), utilizando la técnica
promocién de crecimiento® , usando cepas ATCC: E. coli 8739,
S. aureus 6538, P, aeuroginosa 27853,
La validacién mediante la promocién de crecimiento hace
necesaria la utilizacién de diluciones como 107 y 107, para
detectar la sensibilidad de los medios de cultivo.
La seleccién de las cepas ATCC se efectudé de acuerdo a las
diferentes caracteristicas que muestran en los medios de
cultivo usados en el trabajo; en la tabla 5 se observa que la
cepa de E. coli presentd las caracteristicas tipicas de los
m.o. coliformes, demostrando crecimiento y produccién de gas
en Caldo Lactosado a concentracién doble, concentracién
sencilla y Caldo Bilis Verde Brillante (37°C/48hrs).
Al mismo tiempo las dos cepas restantes tuvieron un
comportamiento util para la validacién tanto de: CL, como de
CBVB, debido a que presentaron crecimiento y no produjeron
gas; observando de esta manera que cualquier m,o. mesofilico
puede crecer en estos caldos y ser aislados a partir de ellos

(Diagrama 2).
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El CP y AC se evaluaron con P. aeuroginosa, debido a que los
medios son altamente selectivos para este género, y no

permitid el crecimiento de las otras dos cepas (Tabla 5).

El agar MC, por su composicién es un medio diferencial (Anexo
2), que nos permitié evidenciar bacterias Gram (-), Lactosa
(+) y Lactosa (-), con las cepas ATCC notamos el siguiente
comportamiento: E. «coli «crecié y es Lactosa (+), P,
aeuroginosa crecid6 y es Lactosa (-), y que §S. aureus por ser

un coco Gram (+) no crecid en este medio de cultivo.

El ACE permite el crecimiento de cualquier m.o., por ser un
medio nutritivo, en la tabla 5 se observa que las tres cepas

crecen en este atn en concentraciones bajas de m.o.

Analizando los resultados mostrados en la tabla 5 y lo
discutido anteriormente, nos permitié continuar con el
trabajo de investigacién debido a que las caracteristicas de
crecimiento y en su caso la produccibén de gas corresponden a
las esperadas para las cepas de m,o. ATCC en cada uno de los
diferentes medios evaluados por la técnica de promocién de
crecimiento, aprobando de esta manera sus optimas condiciones

de funcionamiento.
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Tabla 5:Resultados de la validacion de medios de cultivo
por promocién de crecimiento con cepas bacteria-
nas ATCC. )

E,coli
1077 + + + + + +
107 + - + - + -
P.aeuro
ginosa
1677 + - + - + -
107° + - + - + -
S.au-~
reus
107 + - = T -
Continuacién:
107 + +
E, coli
10™ - + + -
107 + + + +
P.aure-
ginosa
1077 + + + +
10° - ¥ - -
S.au-
reus
1677 - T - -

ATCC: Comisidn de Cepas Tipo Americanas; m.o.:microorganismos;

CL: Caldo lactosado; cd: concentracién doble; cs: concentracién sencilla;
crec: crecimiento; prod: produccién; CBVB: Caldo bilis verde brillante:
cP; Caldo Pseudomona; ACE: Agar cuenta estandar; MC: Agar MacConkey;

AC: Agar cetrimida,



Para poder determinar si un agua potable embotellada es
segura para el consumo humano es necesario que cumpla con la
Norma establecida por la Secretaria de Salud NOM-F-041-1993
sobre las aguas embotelladas publicada en el Diario Oficial
de la Federacién de los Estados Unidos Mexicanos.

La Norma estahlecida comprende:

1, Nimero de m.,o. Mesofilicos < 100 UFC/ml.

2. Nimero de m.o. Coliformes totales < 2.

3. Ausencia de Coliformes fecales,

4. Ausencia de Pseudomonas.

5. ppm de cloro < 2.

En este trabajo se hizo un estudio comparativo entre los
valores de los parametros establecidos en la Norma Oficial y
los resultados obtenidos de la evaluacién en las 40 marcas
(30 de botella desechable y 10 de garrafén) de agua potable
embotellada comercial escogidas al azar y trabajadas por

duplicado.

En la tabla 6 se observa el comportamiento que presentan las
nmuestras al cuantificar las UFC/ml a 25°C y 37°C de m.o.
nesofilicos, mediante ‘la técnica de vaciado en placa
(Diagrama 3), en la cual los valores representan el promedio

de las UFC/ml del estudio hecho por duplicado.
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Al utilizar la técnica de vaciado en placa para el conteo
directo de las colonias, nos permitié contar un maximo de 300
y que al tener un nimero incontable de colonias se representa

’

como 301, por la necesidad de obtener un ntmero.

En la grafica 1 se muestra en forma de barras los datos
presentados en la tabla 6, en la cual se ve el numero de
marcas que sobrepasan el limite establecido (<100QUFC/ml).

De las 40 marcas sometidas a la evaluacidén por duplicado en
la determinacién de m.o. mesofilicos, en la tabla 7
encontramos que a 25°C el 62.5% de las muestras cumplieron
con la norma establecida (<10QUFC/ml), y el 37.5%¢ no la

cumplen.

Por el contrario a 37°C el 47.5% cumplieron con la norma vy el
52.5% no lo cumplen.

Con estos resultados se determind que el aumento de
temperatura favorece la promocién de crecimiento de m.o. que
no se desarrollan a temperatura ambiente o a la temperatura
de almacenamiento ( vida de anaquel) de las aguas
embotelladas y que al umentar la temperatura las muestras que

cumplian con la Norma ya no lo hacen.
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En base a la tabla 8 en la cual se establecen las diferencias
de resultados entre botellas y garrafones, notamos que en las
muestras de botellas a 37°C se incrementd su porcentaje un
10% con respecto al de 25°C, saliéndose este porcentaje de la

Norma Oficial.

En cuanto a las muestras de garrafén la diferencia es aun mis
evidente, ya que de 25°C a 37°C hubo una variacién porcentual

de 30%.

Observamos que el 100% de muestras de garrafén a 37°C no

cumplen con la Norma Oficial.

Con los datos anteriores y comparando los resultados de ambas
presentaciones, se observé que el aumento de las UFC puede
ser debida a los contenedores posiblemente contaminados, ya
que la misma marca trabajada en presentaciones diferentes

muestran mayor contaminacién en la presentacién de garrafén.
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Tabla 6:Resultados promedio de UFC/ml de m.o mesofilicos a
25° y 37°C a partir de muestras de agua potable embotellada.

*Bot 301 301
HK 1.5 301
*pPag - 301
*EA 45 301
Cs 131 301
Ala - -
*K1 90 301
Ps 108.5 }150.5
Na - -
Ha 5.5 301
Sy 156.5 301
Pm . - -
Ht - -
Prr 4 159.5
Apa - -
Pra 301 301
GL - -
*Cla 301 301
*WQ 301 301
*Msa 301 301
*Aga 301 301
*Gr 301 301
*Hn 301 30
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Tabla 7:Andlisis de porciento de muestras de agua

embotellada representada en UFC/ml a 25°
y 37°C

50 17
42.5
1-100 5 12.5 2 5
101~-200 5 12.5 4 10
201-300 0 0 0 0
mas de 300 10 25 17 42.5
UFC/ml; Unidades formadoras de colonia por mililitro.

Tabla 8: Comparacién de porcentajes entre las
presentaciones en las que se encuentra
el agua potable embotellada en el mercado
de las UFC/ml a 25° y 37°C,

0 1 63.3 | 1 5

7 6.6 1.1 10 0 0

1~-100 2 6.6 2 6.6 2 20 -0 0

101~-200 5 ]16.6 4 13.3 0 0 0 0

201-300 0 0 0 0 0 0 0 0

mas de 300 3 10 7 123.3 7 70 10 100
UFC/ml: Unidades formadoras de colonias por mililitro; f#imcs: numexo de

marcas.
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El CL es un'medio'Qe cultivo el cual debido a sus componentes
de enriquecimiento (Anexo 2), permite el.crecimiento de una
gran variedad de m.o. y por la Lactosa contenida en su
formulaci6én permite evidenciar la presenéia presuntiva de
m.o. coliformes (37°C/48 hrs), ya que 5%1 utilizar este
carbohidrato como fuente de carbono el m.o. coliforme tiene
la capacidad de producir gas; observando este fendmeno por

desplazamiento del liquido dentro de la campana de Durham

contenida en el tubo de este medio.

De acuerdo a la metodologia establecida para determinar el
NMP/100ml en la prueba presuntiva para Coliformes totales
{Diagrama 2) en la que se especifica el uso de serie de tres
tubos, nos permiti6 analizar los resultados de la tabla 9, en
la cual se muestra el nimero de tubos positivos con
crecimiento y produccién de gas de cada serie por cada
muestra. De este an&lisis establecemos, que el 8.66% de las
muestras en estudio (40 marcas) son positivas a la prueba
presuntiva de Coliformes totales, nostrandose el NMP/100ml
respectivo en esta tabla (Ver Anexo 5).

Basandonos en los datos obtenidos de UFC/ml (Tabla 6) y los
resultados mostrados en la tabla 9, se pudo establecer que el
57% de las marcas en estudio presentaron crecimiento

mesofilico y el 43% fueron negativas (Grafico 2).
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En la Grafica 3 se observa que el 43% de las muestras en
presentacién de botella desechable (30) mostraron crecimiento
mesofilico y el 57% no mostréron este crecimiento.

En la Grafica 4 encontramos que el 100% de mnuestras en la
presentacién de garraféon (10) presentaron crecimiento
mesofilico y que el 50% del numero total de estas muestras
presentaron producciéon de gas en CL para la prueba presuntiva
de Coliformes totales.

Para confirmar que estos m.o. productores de gas en CL
corresponde a los Coliformes totales, fué necesario el uso
del CBVB (Diadgrama 2), el cual es selectivo gracias al
colorante verde brillante y a la bilis de buey que presenta
en su formulacién (Anexo 2), los cuales ayudan inhibiendo a
los m.o. Gram (+) y Gram (-) exigentes, asl como la Lactosa
como Unica fuente de carbono. Al incubar el CBVB a 37°C/48
hrs, favorece el crecimiento de los Coliformes totales
notando su presencia nuevamente por la formacién de gas en la
campana de Durham.

En el caso de los Coliformes fecales este medio se transforma
a un medio altamente selectivo por las condiciones de
incubacién 45°C/48 hrs (Diagrama 2).

A las 5 muestras que presentaron ser positivas a la prueba
presuntiva para Coliformes totales (Tabla 9), se les realizo

la prueba confirmativa para estos m.o.
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En la tabla 10 Mostramos el ngamero de tubos positivos con
produccién de 9as en CBVB a 37°C/48 hrs, de cada serie y para
cada muestra, determinando con los tres digitos obtenidos e]
NMP/100m1 para Coliformes totales (Anexo 5).

Otro dato importante mostrado en 1a tabla 10 es que el 100%
de las muestras Positivas para Coliformes totales pertenecen
a la presentacién de garrafon  (10), Y que ademis son
hegativas para 13 determinacién de Coliformes fecales sequn

la metodologia del Diagrama 2.

Tabla 9:Resultados de la prueba Presuntiva parg calcular
el NMP/100m] de coliformes totales.

Bot
EN
Lz

Hwlwiwl
Wi} g

Sia
Bt - - - - =
Ma
RN 3 3 3 - - -
Cl - - - - - -
Bit - - - ~ - -
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w1
Wit
!
i
i

*Pz
*EA
Cs

Wiwiwiw|r—]
W wfwimg ¢
Wl w]rsf ¢

1

1

t

64



Ala
*K1
Ps
Na
Ha
Sy
Pm
Ht
Prr
Apa
Pra
GL
*Cla
*WQ
*Msa
*Aga
*Gr
*Hn
* Presentacién de garrafén,

Nota: El valor del NMP/100ml se obtiene apartir de la tabla
correspondiente.'!'® (Anexo 5)
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Gréfica 2: Representacion porcentual de los resultados
obtenidos sobre el comportamiento mesofilico de las
muestras evaluadas,

No crecimiento
43%

Crecimlento
57%
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Gréfica 3: Representaci6n porcentual del crecimiento de
las muestras en presentacion de botella desechable.

Crecimierto
43%

No crecimiento
57%

Gréfica 4: Porclento de muestras de garrafén que
producen gas en CL.

Con gas
50%

Slhgas
50%

Nota: El 1008 de las muestras de garrafén presentan
crecimiento en CL.
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Tabla 10:Resultados de la prueba confirmativa para
NMB/100ml de coliformes totales y fecales.

*Cla 3 2 0 0 0 0
*WQ 1 0 0 4 0 0 0
*Msa 0 0 0 0 0 0 0
*Gr 3 3 1 460 0 0 0
*Hn 3 0 0 23 0 0 0

* Corresponden a la presentaciédn de garrafén

En la Grafica 5 se establece que de 23 muestras positivas con
crecimiento en CL el 17% de muestras presentaron crecimiento
y produccién de gas en la prueba confirmativa para Coliformes

totales y que el 83% solamente mostraron crecimiento.

Las cinco muestras positivas a la prueba confirmativa de
Coliformes totales correspondieron a la presentacién de agua
embotellada en garrafén (Tabla 10), y en esta misma tabla
observamos la ausencia de Coliformes fecales en el total de

las muestras trabajadas de ambas presentaciones.

Una forma m&s evidente de ilustrar los resultados con
respecto al comportamiento sobre la prueba presuntiva vy
confirmativa para Coliformes totales de los garrafones
andlizados, es observando lés gréficas 4 y 6, las cuales

muestran que todas las muestras en presentacién de garrafén
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tienen crecimiento en CL, y que el 50% son positivas a la
prueba presuntiva y que el 40% son positivas a la prueba
confirmativa.

En base a la utilizacién de la tabla presentada en el anexo 3
se encontrd que las 4 marcas positivas a la determinacién de
coliformes totales se encuentran por arriba del dato

permitido {< 2) por la Norma oficial.

Cabe recordar que estas 4 marcas corresponden a las muestras

de agua potable embotellada en garrafén.

Grifica 5: Porcentaje de muestras positivas para
Coliformes totales, apartir de 23 muestras que presentan
crecimiento en CL.

Congas
17%

Sin gas
a3%




Gréfica 6: Porcentaje de muestras de garrafén positiva para
la prueba confirmativa de Coliformes totales.

Positivas
4%

Negativas
60%

La selectividad del CP y del AC es debida a los componentes
en su formulacién (Anexo 2), permitiendo de esta manera hacer
un aislamiento seguro de Pseudomonas en este caldo, que
posteriormente se comprueba su crecimiento en AC.

Los resultados de la tabla 11 muestran que 10 de las 40
marcas analizadas son positivas en CP (Diagrama 4), el cual
coresponde al 25% del total de las muestras, asi mismo este

porcentaje representa al obtenido en el crecimiento en AC.
En el Gafico 7 se resume que del 25% de muestras positivas,

el 10.0% corresponde a la presentacion de botella desechable

y el 15.0% restante a la presentacién de garrafédn.
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Tabla 11: Muestras que presentan crecimiento en CP y AC,

Lz + +
Prr + +
Pra + +
Ha + +
*Pz + +
*Kl + +
*Msa + +
*Aga + +
*Cla + +
*Hn + +

CP: Caldo Pseudomona; AC: Agar cetrimida.

Griéfica 7: Porcentaje de muestras positivas para la detecclén
de Pseudomona en AC.

positivas
25%

negativas
76%
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La determinacién de ppm de cloro se realizd mediante una
técnica de titulacién (Diagrama 5), utilizando la formula
siguiente;

Las ppm de cloro fueron calculadas de la siguiente manera.

ppm C1° = V x N X 0.035%46 x (1 x 109

100

\

i

Volumen gastado de nitrato de plata (ml})
N

it

Normalidad de nitratc de plata (mol/lt)
0.03546 = Peso equivalente de cloro

100 = volumen de la muestra en {(ml)

La Normalidad del nitrato de plata utilizado en la valoracidn

fue de 0.1035 N

En la tabla 12 se muestra el volumen gastado de nitrato de
plata y las ppm correspondientes para cada muestra.

En la grafica 8, tabla 13 y 14 se presentan en una escala de
0 a 60 las ppm de cloro; ‘se demostrd que el 100% de las
muestras no cumplen con la Norma Oficial de la Secretaria de
Salud, ya que el valor obtenido en esta determinacidén se

encuentra por arriba de las 2 ppm de cloro permitidas.



No se establecid ninguna relacidn entre las ppm de cloro
contenidas en las muestras analizadas y el total de UFC/ml de
las mismas, ya que algunas presentan una gran cantidad de

cloro y pocas UFC/ml y otras presentan gran cantidad de cloro

y elevadas UFC/ml.

Tabla 12: Representacion del resultado promedio del
volumen gastado vy de las ppm de cloro.

i ppn il Clave si ViRET ppuG

Lot S SR

0.4 18.35 *Bot 0.39 | 14.68
Aga 0.37 13.76 Hk 0.37 113.76
Sa 0.34 12.84 *Pz 0.59 122,02
Bot 0.58 21.65 *YEA 1.39 1 51.38
EN 0.42 15.59 Cs 0.29 1 11.01
Lz 1.27 46.79 Ala 0.99 | 36.70
AR 1.72 63.30 *Kl 0.39 | 14.68
Sia 0.37 13.76 Ps 0.57 121,10
Bt 0.19 7.34 Na 0.49 | 18.35
Ma 0.37 13.76 Ha 0.49 | 18.35
RN 0.72 26,60 Sy 0.34 112,84
Cl 0,39 14,68 P 0,32 111.92
Bit 0.39 14.68 Ht 0.62 | 22,93
GA 0.47 17.43 Prr 0.42 | 15.59
Te 0.39 14.68 Apa 0,52 | 19,26
Ty 0,27 10,09 Pra 0.54 ] 20.18
Mt 1.27 46.79 GL 0.94.1 34.86
*Cla 0.49 18,35 *Aga 1.691 62.39
*WQ 0.34 12,84 *Gr 0.341 12,84
*Msa 1,59 58,72 *Hn 1.591 58,72

*Corresponden a la presentacion de garrafén,
V: Volumen; ppm: partes por millén; ml: mililitros.
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Gréfica 8: Presentacién de muestras estudiadas de
agua embotellada contra cantidad de cloro en
ppm
70
p p
60 T <ﬂ ¢
50 B o
40 E 3
ppm |
de 0T
cloro 20 T
< b @
107
0 . ,
0 10 20
Marcas

Tabla 13:Porciento de muestras en la determinacién
de ppm de cloro,

0-2 0 0
3-20 26 65
21-40 7 17.5
41-60 5 12.5

mas de 60 2 5

ppm: partes por millén; Cl': cloro; Hmcs: nimero de marcas.
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Tabla 14: Porciento comparativo entre muestras de

botella y garrafén en la determinacidn
de C1” en ppm,

3~20

21-40

41-60
mas de 60 .
ppm: partes por millén; Hmcs: nimero de marcas.

=1 o] PO OFISART

Con respecto al contenido de m.o. mesofilicos, la Norma
Oficial no establece un tipo de m.o. mesofilicos que puedan

o no estar presentes en las aguas potables embotelladas.

En el presente trabajo se llegd a la identificacién de los
m.o. mesofilicos aislados en las muestras mediante un sistema
de identificacién (Diagrama 6, 7), para conecer que tipo de
m.o. estaba presente en el agua que podria ser consumida por
individuos de los cuales se desconoce su predispodicidén a
este tipo de m.o., independientemente de su temperatura

corpaoral que como se menciona favorece su desarrollo.

De 23 muestras positivas con crecimiento de m.o. mesofilicos,
coliformes y Pseudomonas, se aislaron 64 cepas.

Con respecto a la identificacién, de las 64 cepas, el
material disponible solo nos permitié analizar un total de 54

y de éstas solo 37 se lograron identificar por el sistema
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micfoestandarizado SensIdent MERCK y el resto de las cepas
que son 17 no se lograron identificar debido a que se trataba
de m.o, de medio ambiente o vida libre.

De las cepas sometidas a identificacién 24 correspondieron a
la presentacién de botella desechable y 30 a la presentacién
de garrafoén,

Adn cuando algunas de las marcas no se salieron de la norma
establecida con respecto al nimero de UFC/ml se realizé la
identificacién de la cepa aislada para conocer el tipo de

m.,o.

En las tablas 15 (m.o. oxidasa negativa) y 16 {(m.o. oxidasa
positiva) se muestran el tipo de m.o. identificado y en la
tabla 17 ademas su frecuencia de aislamiento, destacando que
la bacteria con mayor aislamiento es Enterobacter cloacae
(27.02%), seguido por Pseudomona aeuroginosa (16.,21%), vy
Citrobacter freundii (10.81%), aun cuando el porcentaje del
resto de los m.o. es bajo no dejan de ser evidentes.

Algunos m.o. aislados no tienen una patogenicidad establecida
y de algunos otros no se reporta ningun dato en bibliografia.
De lo anterior es dificil poder establecer alguna relacidn
sobre la contaminacién del aqua y la patogenia que se
produzca en el caso de aquellos m.o., de los que no se tiene

ningin dato.
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Como se menciona anteriormente, aun cuando las UFC/ml no
rebasan la Norma Oficial se identifican los m.o. mesofilicos
aislados de estas muestras (Diagrama 2), como son :

EA - Citrobacter freundii.

EN - Shigella species.

Prr - Acinetobact Iwoffi,

Estos son algunos de los m.o. potencialmente patégenos al

humano.

Otro dato importante tomado de la relacién de las tablas 15 y
16 es que la mayoria de los m.o. identificados son patdgenos
al humano directamente como en el caso de Shigella,
Enterobacter y Klebsiella, y algunos otros son patdgenos

oportunistas nosocomiales como Pseudomona y Citrobacter.

Considerando que estos m.o. se encuentran en un producto de

consumo humano, debe establecerse un mayor control en el tipo

de m,o0. mesofilicos permitidos.
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Tabla 15: Identificacién de Bacilos Gram (-),

oxidasa

(=), aislados de muestras de

agua embotellada con el sistema -
SensIdent MERCK.

Citrobacter freundii

Escherichia hermanii
EN Shigella species
Hk Acinetobacter iwoffii
Ha Aclinetobacter iwoffii
Prr Acinetobacter iwoffii
*WQ Klebsiella pneumoniae
*Cla Enterobacter cloacae
*Gr Enterobacter cloacae

Citrobacter Freundii
*Hn Enterobacter cloacae

*Garrafén; m.o.: microorganismo.

Tabla 16:Identificacién de bacilos Gram (-)
Oxidasa (+),F y NF SensIdent MERCK

£ R0 yorn

Pseudomona aeuroginosa
Tr Como. Testosteroni
*Pz Pgeudomona aeuroginosa
*K] Pseudomona aeuroginosa
Ps Burkinella picketii
Ha Pseudomona alcaligenes
Sy Burkinella cepacia
Moraxella phenylpyruvica
Prr Pseudomona mendocina
Pra Pseudomona alcaligenes
Aeromona hydrophila
*Msa Pseudomona aeuroginosa
*Aga Pseudomona stutzeri
*Hn Pseudomona mendocina
Pseudomona alcaligenes
*Cla Pseudomona aeuroginosa.

*Garrafdn; m.o.: microorganismo.
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Tabla 17: Frecuencia y porciento de m,o. aislados
de muestras de aqua potable embotellada.

Enterohacter 10 26,31
cloacae

Pseudomona 6 15.78
aeuroginosa

Citrobacter 4 : 10.52
freundl i

Acinetobacter 3 7.89
Iwoffi

Pseudomona 3 7.89
alcaligenes

Pseudomona 2 5.26
mendocina

Aeromona 2 5.26
hidrophyla

Escherichia 1 2.63
hermanii

Shigella 1 2.63
species

Como. 1 2.63
testoteroni

Burkinella 1 2.63
picketil

Burkinella 1 2.63
cepacia

Moraxella 1 2.63
phenylpyruvica

Pseudomona 1 2.63
stutzeri

Klebsiella 1 2.63
pneumoniae
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De acuerdo a los resultados, andlisis e informacién realizada

en el presente trabajo sobre la calidad bacterioldgica del
agua embotellada comercial, es dificil de comparar con algin
otro trabajo sobre los pardmetros estudiados.

La informacién hemerografica encontrada es sobre los
siguientes temas:

- Desarrollo de metodologias para agilizar las determinacio-

nes, %3

- Comparacién de metodologias y técnicas.? '3

- Implementacién de equipo de muestreo y anadlisis.®® M

- Diseflo de diferentes medios de cultivo,®%3!

AnAlisis microbiolégicos realizados en diferentes poblacio-
nes de E.U. sobre aguas municipales.?®%1%12.15
- Relacién de determinaciones con otros parametros fisicoqui-

micos.'

La bibliografia encontrada trata de las diferentes técnicas
para el andlisis en aguas recicladas y aguas negras, pero no

sobre aguas embotelladas como el estudio que se realizd.

El Unico antecedente es el reportado en la Revista del
Consumidor (Noviembre 1995, Nam. 225}, en la cual el
laboratorio de pruebas de la PROFECO analiza aguas

embotelladas, estableciendo la calidad sanitaria de las
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marcas anadlizadas al comparar sus resultados con la Norma

NOM-F-041~1993 de la Secretaria de Salud.

La calidad sanitaria evaluada consisti6é en la medicidén de la
cantidad de mesofilicos aerobios, coliformes totales vy
fecales, y verificacién de gérmenes patbgenos  como
Pseudomona.

En el trabajo realizada por la PROFECO concluyen que: la
calidad de las aguas envasadas desde el punto de vista

sanitario fue poco satisfactoria.

Las técnicas utilizadas en la evaluacién del agua potable
embotellada son técnicas estandarizadas en el pals, asi como,
en Estados Unidos, establecidas por la AWWA y consisten en
determinar UFC/ml, NMP/100ml de muestra tantc para coliformes
totales como para coliformes fecales, cada una tiene
diferentes variantes en su realizacién como son:

~ UFC/ml por filtracidén en membrana y vaciado en placa.

- NMP en serie de 3, 5 y 10.

Los datos son confiables 51 cada una se sigue en forma
correcta y se ha validado previanwente.

En este trabajo se reallizaron las técnicas de vaciado en
placa para el conteo de UFC/ml de m.o. mesofilicés y NMP en

series de 3 para determinar coliformes totales y fecales.
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Para determinar la calidad sanitaria de las muestras
evaluadas de agua, los resultados obtenidos son comparados a
los valores establecidos en la Norma Oficial de la Federacidn
de los Estados Unidos Mexicanos y obligatoria en el
territorio Nacional para las personas fisicas como morales
que requieren de efectuar estas evaluaciones en productos
Nacionales o de importacién, y la cual no tiene concordancia
con Normas Internacionales y la vigilancia de su cumplimiento

corresponde a la Secretaria de Salud.

Por lo anterior diferimos de lo reportado por la Revista del
Consumidor, porque sus resultados no son muy especificos, asi
como no precisan en sus concluciones a que se refiere poco
satisfactorio desde el punto de vista sanitario, y no separan
en grupos las marcas de aguas embotelladas que no deberian
ser consumidas seqin su critério, tampoco describen en cada
caso cuando las aguas no son de buena calidad sanitaria el

tipo de m.o. encontrado en cada caso.
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7.0 ANALISIS ESTADISTICO.

Eiln el presente estudio se analizaron 40 marcas de agua

h\potable embotellada, las cuales corresponden:

- 30 a presentacién de botella desechable.

~ 10 a presentacién de garrafén.

Estas muestras fueron sometidas a las siguientes

determinaciones:

UFC/ml de agua para m.o. mesofilicos.

NMP/100ml de agua para coliformes totales,

NMP/100ml de agua para coliformes fecales,
- Determinacidén de Pseudomonas.

~ Cuantificacién de clorc en ppm,
Estudidndose estos pardmetros por duplicado.
Los resultados obtenidos se compararon con los datos
establecidos en la Norma Oficlal de la Secretaria de Salud

NOM~F-041~-1993 y publicada en el Diaric Oficial de la

Federacidén de los Estados Unidos Mexicanos.
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Los datos obtenidos se sometieron a un analisis estadistico
mediante pruebas de hipétesis para comparar los resultados
experimentales con los pardmetros establecidos, en los
cuales, estos resultados de marcas escogidos al azar, son
tomados como una muestra aleatoria para inferir sobre el
comportamiento de una  poblacién de aguas potables

embotelladas comercialmente.

En este estudio se plantearon:

Hi: g > Jo

Con un nivel de significacién o= 0.,1% (altamente

significativo), en todos los casos,

§3



TINICROORMANISNOS MESOPILICOS o 25 €.

N= o
Xy
. n=40
X1
. e .
Xn X140
po= 100 ¢ R = 96.475
S = 128.53

S* =16520.4737

Ho: B S 100 UFC/ml de agua (si cumple con la Norma)

Hy: > 100 UFC/ml de agua (no cumple con la Norma)
Regla de Decisién: Si %. < 2, entonces aceptar H,
o, = 128,53/ (40)™V* = 15,254

Zy = 3.09

Ze

96.475 - 100/ 15,254 = -0.231 (no significativo)

Ho cierto

oy= 15.254

0.001
= : 7 ~
96.4 100 X (UFC)
=0T75T ) KIE) »

(RECHAZAR H;:::>
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Justificacién: Como ~0,231 (Z¢) < 3.09 (Z.)
Decisién: Aceptar Hp
Respuesta: Las muestras de aguas embotelladas contienen < 100

UFC/ml de agua de microorganismos mesofilicos a 25°C,

La determinacién de microorganismos mesofilicos a 25°C nos
establece en el andlisis estadistico un valor de Z; < % vy
atraves de una curva de distribucién normal se encuentra en
la regi6on de aceptacién; y por lo tanto, la poblacién de

aguas potables embotelladas cumplen con la Norma Oficial.
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12 PICROORGANISFIOS MESOFILICOS 4 37 €

N=
X
. n=40
. X1
. e .
Xn X40
p = 100 —— R = 145,8375
S = 142,58
5% = 20330,6459

Ho: B € 100 UFC/ml de agua (si cumple con la Norma)
Hy: g > 100 UFC/ml de agua (no cumple con la Norma)
Regla de decisidén: Si Z. < 2 entonces aceptar H,

oy = 142,58/ (40)°Y? = 22,5438

2 = 3.09
Z: = 145,8375 - 100/ 22,5438 = 2,0332 (no significativo)
Ho cierto
Ox= 22,5438
Q0.001
| . 2774 X SRR
100 145,83 X (UFC)
" 3 »
0 2,033 3.09 Z

[RECHAZAR Hg

b
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Justificacién: Como 2.033 (Z¢) < 3.09 (Z)

Decisién: Aceptar Ho

Respuesta: Las muestras de aguas embotelladas contienen £ 100
UFC/ml de agua de microorganismos mesofilicos a 37°C,

La determinacién de nicroorganismos mesofilicos a 37°C nos
establece en el analisis estadistico un valor de 2¢ < Z: vy
atraves de una curva de distribucién normal se encuentra en
la regién de aceptacidén; y por lo tanto, la poblacién de

aquas potables embotelladas cumplen con la Norma Oficial.
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7.3CONMPARATION ENTRE DOTELLA T GAKRAPON BE PUICRCORGANISMOS
FESOPILICOS 4 25°C

Na = @
A X1 ny = 30
Botella . XA
. . Xa = 53.9
Xana Xa30 Sx = 99,1528
Ha S% = 9831.2827
T T r =% X
Nap =
B Ay n, = 10
Garrafén . Kot
. . Xy = 100
Xann X0 Sy = 125.4660
S% = 15741,733
Ha

Ho: M= 100 UFC/ml de agua (si cumple con la Norma)

Hi: pe# 100 UFC/ml de agua (no cumple con la Norma)

-

Regla de decisidén: si -t: § t; € t. entonces aceptar H,

t te= £ 3.57

r= 53.9 - 100= -46.1

Sr= (0,1333) (285107.1983) + (141675,597)

= 38.6924
38
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A N
\JESHRZAR H] [RecHAzar H%/;’

te= -46,1/ 38,6924 = -1,1914 (no significativo)

Ho clerto
Sr= 5.6141
0.0005 10,0005
WL/ /A N Ll Ll -
~46.1 0 ¥ (UFC/m1)
P - R BT 55T T

Justificacién: Como -1,1914 (t.) > =3,57 (t.)

Decisidn: Aceptar H,

Respuesta:u. = 0 ; y por lo tanto no se encuentra diferencia
en el contenido de microorganismos mesofilicos a 25°C entre
la presentacidn de botella y garrafén.

Es decir, las poblaciones de agua potable embotellada

comercial no presentan diferencia entre las presentaciones de

botella y garrafén.
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74 COMPARACION ENTRE POTELLA T QARRAFON DE MICROOCRGANISHOS

MESOFILICOS 4 37° €
Np = @
A XM Ny = 30
Botella . %A1
X nnn XA30
Ha
Be = fh = Py 4——— 1 =X
Np = @
B Xgy n, = 10
Garrafédn . X1
—
Xous Xmo
Ha

-}-(';,-—-
SA'-"-

94,1166
127.5619

S% = 16272.0635

Ky

%)
@aP

w Wom

oPw

Ho: W= 0 (No hay diferencia entre botella y garrafén)

-

Regla de decisiébn:

t te= & 3.57

si -te S te St

r= 94,1166 - 301 = ~206,8834

£

Hi: p.# 0 (Si hay diferencia entre botella y garrafén)

entonces aceptar H,

Sr

(0.1333) (4

71889.8415)

te

38

= 40,6858

-206.8834/40.6858 = - 5.0849 (altamente signific



Hy, cierto

Sr= 4,06858

0.0005 0.0005

< |Rechnzar ) [RECHAZAR Hq>

7z ////1//{ {
~206,8834 (¢} r (UFC/ml)
4— + N [
~-5.0849 -3,57 35Tt

Justificacién: Como ~-5.0849 (tc) < -3.57 (ki)

Decisién: Rechazar H,

Respuesta:jl, < 0 ; y por lo tanto si se encuentra diferencia
en el contenido de microorganismos mesofilicos a 37°C entre

la presentacién de botella y garrafdn.

Estableciendo que el contenido de microorganismos mesofilicos
a 37°C se encuentra mayor UFC/ml de agua en la presentacién
de garrafén que en las de botella, y este incremento se puede
estimar con el siguiente intervalo del 99.8% de confianza.

M. = -206.8834 £ (3.57) (40.6858)

-352.1317 £ p: S -61,63 (UFC/ml de agqua)

Es decir, en las poblaciones de agua potable embotellada
comercialmente si hay diferencia entre las presentaciones de

botella y garrafén.
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15 COLIFORIES TOVALES.

N=

Xy

. n=40

. Xy

. e

XN Xq0!

=2 L ae—— X = 14.5
s = 73.79

8% = 5445,7435

Hot MU £ 2 Coliformes totales/100ml(si cumple con la Norma)
Hi: p > 2 Coliformes totales/100ml (no cumple con la Norma)
Regla de decisién: 8i Z. < Z. entonces aceptar H,

oc= 73.79 / (40)°Y? = 11.6672

Zy = 3.09
Ze = 14.5 - 2 / 11.6672 =:1,071 (no significative)
Ho clerto
oyx=11.6672
0;001
A YL FsraVNi
2 14.5 "(UFC)
0 1.071 3o,

lRECHAZAR Hc>
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Justificacién: Como 1.071 (Zc) < 3.09 (Z)
Decisién: Aceptar Ho
Respuesta: La poblacién de aguas embotelladas contienen s 2

coliformes totales / 100 ml de agua.

La determinacién de microorganismos coliformes totales y el
andlisis estadistico nos establece un valor de Z:< %, y a
través de una curva de distribucién normal se encuentra en
la regién de aceptacién; y por lo tanto, la poblacién de

aguas potables embotelladas cumplen con la Norma Oficial.
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A
Botella

B
Garrafdn

He = Ha =

Np = @

My

Xp1

-’(BHH

Ha

e

Ha

r

Xmo,

1T QARBATOIT ¥Rl FICRSA
RIES TOTALES,

;('A = 0

SA = (
Sz;\"" 0

R

-S(‘B = 58

Sz = 20794.88
§%= 144.20

Ho: W= 0 (No hay diferencia entre botella y garrafén)

Hy: p.# 0 (Si hay diferencia entre botella y garrafén)

Regla de decisibn: si -ty € t. $ t,

+ ty= 4+ 3.57

r= 94,1166 -~ 301 =

-206.8834

Sr=

(30+10)

(30-1)

0+ (10-1) 20794.88

(30x10)

38

entornces aceptar H,

= 25,625
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te= ~58 / 25,625 = -2.26 (no significativo)

Hy, cierto

Sr= 25,625
——)
0.0005 . 5
’/ \\ 0.0005
/R Sy
. -58 0

™ = .
r (NMP/100ml)

. ~
-3.57 -2.26 0 3.57 ¢t

<RECHAZAR i [RECHAZAR Hj q>

Justificacidn: Como -2.26 (t.) > =3.57 (t.)

Decisién: Aceptar H,

Respuesta: i, = 0 ; y por lo tanto no se encuentra diferencia
en las poblaciones sobre el contenido de microorganismos
coliformes totales. entre la presentacién de botella vy

garrafén.
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7.7 PSCNBOTORAS.
Unidad experimental = una marca
Exito (favorable) = +

Fracaso
(No favorable) = -

N = «
n= 40 marcas
B = el nimero
de marcas PR b= 10
(+) en la el nimero
poblacién de marcas
(+) en la
muestra
P=0 ¢ p=10/40 = 0,25
Ho: P =0 (=)

Hl: P>0 (+)

Regla de decisidn: Si la Zc < a Z. entonces aceptar I,

Ze=0.25-0/0=
e = 3.0
Hy cierto
o = 0
0.001
:/f/////J P Y
0 0.25 p
b 3.09 w A

[RECHAZAR H, >
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Justificacién: como © > 3,08

Desicidn: rechazar H,

Respuesta: P > 0 ; No cumple con la norma oficial,

Por lo tanto se determina la presencia de
Pseudomonas en las muestras de aqua potable embotellada, de
las cuales solo se encuentran en la presentacidon de garrafédn
y por eso no se hace la diferencia entre anbas

presentaciones.

Para conocer el porcentaje de muestras escogidas al azar
dentro de una poblacién que presente Pseudomonas se establece

lo siguiente:

ge =\f {0.25) {0.75)

= 0.06846

40

P =0,25% (3.09) ( 0.,06846)

0SSP s 46,15 %

"



Ho falso

op= 0.06846
0.001
+ VA A 0 resmesn -
-0.0615 0.4615 p
' + + n
~3.09 0 3.09 Z

Por lo tanto, podemos asegurar que en la poblacién de aguas
embotelladas comercialmente con una confianza del 99.8% la

presencia de Pseudomonas, se encontrarad entre un 46,15 &.
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10 CLORO

N= o

Xy

. n=40

. X1

. [ .

X Xi0

p=2  e———— R = 23.889

‘ S = 16.02

s = 256.64

Ho: U £ 2 ppm de cloro.(si cumple con la Norma)
Hyt p > 2 ppm de cloro. (no cumple con la Norma)
Regla de decisién: Si 2. < Z. entonces aceptar H,

o= 16,02 / (40)°Y% = 2,533

Zt = 3-09
2. = 23,889 -~ 2 / 2.533 = 8.6415 (altamente significativo
Hy cierto
ox= 2.533
0.001
ol L. 2Ll -
2 23.889 X (ppm)
0 3.09 8.6415.2

RECHAZAR H, >
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Justificacién: Como 8,6415 (Z:) > 3.09 (%)
Decisién: Rechazar Hy
Respuesta: La poblaciéns de aguas embotelladas contienen > 2

ppm de cloro/ 100 ml de agua.

La cuantificacién de las partes por millon (ppm) de cloro /
100 ml de agua y el anédlisis estadistico nos establece un
valor de 2. > Z4. y atraves de una curva de distribucién
normal se encuentra en la regién de rechazo; y por lo tanto,
la poblacién de aguas potables embotelladas no cumplen con la

Norma Oficial.

Para establecer el intervalo de confianza de las ppm de
cloro/100 ml de agua en la poblacién establecemos lo

siguiente:
Ho= 23,889 & (3.09) (2.533)

16.02 < pu < 31.716 ppm de cloro / 100 ml de agua.

Ho falso

16.062 23,889 31.716 X

-3.09 0 3.09 2
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1.9 CONPARACION CRYRE POTELLA T GARRAFON BN L DETERIMNACION bE

CLORO,
N)\ = o
A X ny = 30
Botella . Xm
. . Xa = 20.96
Xnnn Xazo Sa = 12.649
Ha S = 482.529
He = Ha = Hp e i T -A - w
N;\ = o
B Xa1 ny = 10
Garrafén . Xa1
e
. . %o = 32.66
Xonp Xpio Sz = 21.966
Ha S% = 482,529

Ho:lu, = 0 (No hay diferencia entre botella y garrafdn)
Hi: e # 0 (Si hay diferencia entre botella y garrafédn)
Regla de decisién: si -t. < t. € t, entonces aceptar H,
t te= & 3,57

r= 20.96 - 32.66 = -11.7

Sr= (30+10) y (30-1)160 + (10-1) 482.529
= 5.,6141

(30%10) 38
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te= ~-11,7 - 0 / 5.6141 = -2.08 (no significativo)

Ho cierto

Sr= 5.6141
0.0005 0.0005
~ 7777 7 A 3 -
-11.7 0 r{ppm/100ml)
-3.57 -2,08 0 3.57 t

<RECHAZAR Hq |RECHRZAR Hi>

Justificacién: Como ~2.08 (t.) > =3.57 (t.)

Decisién: Aceptar H,

Respuesta: |, = 0 ; y por lo tanto no se encuentra diferencia
en el contenido de las ppm de cloro/ 100 ml de agua entre la

presentacién de botella y garrafén.
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8.0 CONCLUSIONES.

En cuanto al numero de m.o. mesofilicos el 57% de las 40

muestras estudiadas no cumplen con la Norma.

El 10% no cumple con la Norma en los especificado para

coliformes totales,

No se encuentraron coliformes fecales en la muestras, por

lo tanto, cumplen con este inciso.

De las muestras estudiadas 10 de las 40 no cumplen con la

Norma de ausencia de Pseudomona, representando esto el 25%.

El 100% de las muestras evaluadas para la determinacién de
cloro muestran un valor en ppm por arriba de lo

especificado.

Desde el punto de vista bacteriolégico y en comparacidédn con
los parémetros referidos a este punto en la Norma Oficial,
solo el 43% de las muestras trabajadas cumplen con la Norma

establecida.
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® Despues de las evaluaciones de las 40 muestras y siendo muy
estrictos al comparar los resultados obtenidos con los
valores mostrados en la Norma Oficial de la Secretaria de
Salud, se concluye que ninguna de las muestras analizadas
cumplen con estas especificaciones, ya que el 100% se
encuentran por arriba del valor permitido para las ppm de

cloro contenidas.

Se concluye que es necesaria la identificacion de m.o.
Mesofilicos aun cuando no se rebase el valor establecido

de la Norma Oficial.

El andlisis estadistico planteado sobre el valor de las
determinaciones de las muestras escogidas al azar (40
marcas) de agquas potables embotelladas, nos permitid
inferir sobre el comportamiento de una poblacién de aguas
potables embotelladas comerciales., Asi como establecer que
nuestra - muestra es representativa vy determinar que la
poblacién de aguas potables embotelladas comerciales no

cumple con la Norma Oficial de la Secretaria de Salud,
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VL. ANEXO 1

RELACION DE MARTAS ARALIZADAS.

1 EA Electro Puira
2 Aga Aqualexa.
3 Sa Santa Maria.
4 Bot Bonafoént.
5 EN Evian.
[ Lz La Paz.
7 AA Agua Inverpura.
8 Sia Sierra Fria.
9 Bt Baby Font.
10 Ma Montafieza.
11 RN Richardson.
12 Cl Comercial.
13 Bit Bidart.
14 GA AGA
15 Te Tlacote.
16 Tr The Sallor
17 Mt Mundet.
*18 Bot Bonatfént.
19 Hk Harmony-Brock.
*20 Pz Pureza,
*21 EA Electro Para.
22 Cs Cactus.
23 Ala Alpina
*24 Kl Kristal.
25 Ps Proplus.
26 Na Niagara.
27 Ha Hidroplra.
28 Sy Sydney.
29 Pm Premium
30 Ht Hidrovit.
31 Prr Premier.
32 Apa Alpura.
33 Pra Puriagua.
34 Gl Gabal.
*35 Cla Cristalina.
*36 WO Water Quality.
*37 Msa Mas Pura.
*38 Aga AGA
*39 Gr Glaciar.
*40 Hn Huracan.




VII. ANEXO 2

PEBIOS BE CULTIVO,
Agar cetrimida: 45.5g/lt
(MERCK) Peptona de gelatina 20.0g
Cloruro de magnesio 1.4q
Sulfato de potasio 10,09

N-cetil-N,N,N-trimetil

amonio bromuro 0.5q

Agar~agar 13.6g
pH del medio listo al usarse a 37°C  7.0-7.4

Afladir 10 ml de glicerina por 1lt.

Agar cuenta estandar: 22.5g/lt

(MERCK) Peptona de caseina 5.0g
Extracto de levadura 2.5¢g
D(+) Glucosa 1.0g
Agar-~agar 14.0g

pH del medio listo para usarse a 30°C 7.0 +/- 0.1

RAgar dextrosa papa: 39g/lt

(MERCK) Infusién de papa 4.0g9
D{+) Glucosa 20.0qg
Agar-agar 15,0q

pH del medio listo para usarse a 25°C 5.6 +/~ 0,1



Agar Letheen: 32g/lt

(DIFCO) Peptona de caseina 6.0g
Dextrosa 1.0g
Extracto de carne 3.0g
Lecitina de soya 1.0g
Tween 80 polisorbato 6.0g

Agar bacteriolégico “A” 15.0qg

pH final del medio 7.0 +/- 0.2

Agar Mc Conkey: 50g/1t

(MERCK) Peptona de caseina 17.0qg
Peptona de carne 3.0qg
Lactosa 10.0g
Cloruro de sodio 5.0g

Mezcla de sales biliares 1.5g

Rojo neutro 0.03g
Cristal violeta 0.001g
Agar-agar 13.5¢

pH del medio listo para usarse a 37°C 7.1 +/- 0.1

Caldo lactosado: 13g/lt

(MERCK) Peptona de gelatina 5.0qg
Extracto de carne 3.0qg
Lactosa 5,09

pH del medio listo para usarse a 25°C 6.9 +/- 0.1



Caldo Pseudomona:
Glicerol 4.0g
Irgazan 0.005g
Peptona de gelatina 4.0g
Sulfato de potasio . 2.0g

Agua destilada csp 100,0ml

Caldo bilis verde brillante al 2%: 40g/lt

(BIOXON) Bilis de buey deshidratada 20.0g

Lactosa 10.0g
Peptona de gelatina 10.0g
Verde brillante 13.3mg

pH final 7.2 +/- 0.2



VIIL. ANEXO 3

PLACAS EIVIDERTE
PLACH BE PICROTITULACION PARd REALIZAR, MARUAL O ATORAVICANCHTE,
IDENTIFICATION DE ENTERODACTERIAS T OIRAS DASTERIAD ARAM NEGATIAS,
OXibASA NETATIVAS.  (FIERCK)

ESC ctr ctr ctr
ctr GLU
ESC{IND{LDCIADH|CIT|VP [RHA{ADO{XYL ONPG | PGUR
H;S {URE|[ODC|DEC|MAL{S~ |SUC|{INO|SORB [ONPX |CS-~
ESC ctr ctr ) ctr
ctr GLU
ESC}IND|LDC|ADH|CIT|{VP |RHA|ADO|XYL ONPG | PGUR
H,S |URE|ODC|DEC|MAL|S- |SUC|INO|SORB |[ONPX |CS-
ESC ctr ctr ctr
ctr GLU
ESC|IND|LDC|ADH|CIT|VP |RHA|ADO|XYL ONPG |PGUR
H.S (URE|ODC[DEC|MAL{S~ |SUC|INO|SORB |[ONPX [CS-~
ESC ctr ctr ctr
ctr GLU

Abreviaturas:

TDA Triptofano desaminasa.

ESC Esculina.

IND Indol.

LDC Lisina descarboxilasa.

ADH Arginina deshidrolasa.

CIT Citratos.



VP

RHA

ADO

XYL

ONPG

PGUR
URE

obc
GLU-ctr
MAL

suc

INO

SOR

ONPX

Inoculacién:

Voges-Proskauer.
Rhamnosa.
Adonitol.

Xilosa.
o-Nitrofenil-f-galactopiranosidasa.

p-Nitrofenil-p-glucuronidasa.
Urea.

Ornitin descarboxilasa.
Control de glucosa.

Maltosa

Sucrosa.

Inositol.

Sorbitol.

o-Nitrofenil-Xilopiranosidasa.

¢ Sacar la placa de microtitulacién del paquete

{maximo 2

horas antes de la inoculacién) y marcarla. por un lado.

e Inocular dos filas para cada ldentificacién bacteriana,

pipeteando 100 pl de la respectiva suspencién en cada uno

de los 24 pozos (ej. filas A + B o C + D, etc.)

Dispensar 2 gotas de aceite mineral estéril en cada uno de

los sigulentes pozos: Prueba 1: Bl y B2

Prueba 2: D1 y D2



Prueba 3: Fl1 y F2

Prueba 4: Hl y H2

Sellado e incubacibdn:

Despues de inocular los pozos, sellar con las tiras
perforadas suministradas e incubar durante 18-24 horas a 37
°C. Evitar un periodo mas prolongado.
Lectura e interpretacion:
Retirar la tira adhesiva antes de leer.
Agegar 50 pl del reactivo de TDA y del reactivo spot-~Indol
en los siguientes pozos:
TDA: Al, Cl1l, El, Gl.

spot~indol: A3, C3, E3, G3.

Esperar al minimo dos minutos (mdximo 30) para permitir el

desarrollo completo de color, antes de iniciar la lectura.

Leer la placa con el sensldent Scan.



1X. ANEXO 4

FLACA EP-IENT P

PLACA BE PHCROTIVALACION PARA REALIZAR, MANGAL O ANTOMATICAMENTT,

IDENTIFICACION BE PACYERIAS GHAM KEGATVAS

ALGUNHAS BACTERIAS ONIDASH |
(FIERKK
1 J2 T3 T4
A [IN [SU [HBA |ONPG
D _|CF
B [ES |s [LAC [LIEC |
C -
ct
v
C |Es |[GL [aD |DIP
c |(u [IP
ct |a
L
D |UR |MA [SU [PRO
E_|N |BE
E [oD [MA |[MA |MLO
C_|LT |LA
F [AD |NA [PAA |CH
HO|G IT
G |[DE [MA [HI |APH
C |NT |sT
ct
r
H |GL |GL |ASS |CS
U [u fctr|ctr
F_|T

NO PERMENTAD

POSITIVAS, PERNTHTABORAS

B

QR4S 1

OLNCOS5H,

10

11

12

sucC

HBA

ONP

GLU

LAC

LIP

AD
Ip

DIP

SU
BE

PRO

MLO

NAG

PAA

CH
IT

NT

HI
ST

APH

GLU

ASS
Ctr

cs
Ctr




Abreviaturas:
IND

ESC

ESC Ctr
URE

one

ADH

DEC Ctr
GLUF
SUCF

S Ctr
GLUA
MANN
MALT
NAG
MANT
GLUT
HBA
LACT
ADIP
SUBE
MALA
PAA
HIST

ASS Ctr

Indol.

Esculina.

Esculina Control.

Urea.

Ornitina Descarhoxilasa.

Arginina Deshidrolasa.

Descarboxilasa control.

Fermentacién de glucosa.

Fermentacién de sacarosa.

Control de azucar.

Asimilacién de glucosa.

Asimilacién

Asimilacién

de manosa.

de maltosa.

N-acetil-glucosamina.

Asimilacién
Asimilacién
Asimilacidén
Asimilacion
Asimilacién
Asinilacién
Asimilasién
Asimilacioén

Asimilacién

de manitol.

de gluconato.

dcido hidroxi-butirica.
de lactato.

de adipafato.

de suberato.

de malato.,

acido fenilacética.

de histidina.

Control de asimilacién.,



ONPG o-Nitrofenil-fi~galactosidasa.

LIPC Fosfolipasa.

DIP 2,5~fosfodiesterasa.

PRO Prolina-amidasa.

MLO Maltosidasa.

CHIT Citinasa.

ADPH fosfatasa acida,

CS Ctr Control sustrato-cromogénico.
Inoculacién:

e Sacar la placa de microtitulacién del paquete (mdximo 2
horas antes de la inoculacién) y marcarla por un lado.

o Inocular 4 columnas por cada identificacién bacteriana,
pipeteando 100 pl de la respectiva suspencién en cada uno
de los 32 pozos { ej. columnas 1-4, 5-8, 9~12)

s Dispensar 2 gotas de aceite mineral estéril en cada uno de
los siguientes pozos:

Prueba 1; Bl a Hl y A2 + B2
Prueba 2: B5 a H5 y A6 + B6
Prueba 3: B9 a H% y A10 + Bl10

Sellado e incubacién de la placa:

e Despues de inocular los pozos, selar la placa con las tiras
perforadas suministradas e incubar durante 22-24 horas a 30

°C. Evitar un periodo de incubacién mas prolongado.



Lectura e interpretacién:

¢ Retirar la tira adhesiva de a placa.

e Agregar 50 pul del reactivo spot-Indol en los pozos Al,A5,A9

* Esperar al menos 5 minutos para permitir el desarrollo del

color, antes de iniciar la lectura.

e Leer la placa con el Sensldent Scan,



X. ANEXO 5

RURMERO MAS PROPADLE BE GRAANISHOS

Tubos inoculados: 3 con 10 ml de 1a muestra

3con 1mlde la muestra

3 con 0.1 ml de 1la muestra

0 0 1 3 0.5

0 1 0 3 0.5 13
1 0 0 4 0.5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 100
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 3 15 14 230
-3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
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