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Resumen

Se presenta un estudio desarrollado en un establecimiento productor de aguas y sodas que cumplen
estandares de calidad internas, acordes al CAA, comercializadas como “Agua de mesa tratada” en
bidones. Estas se elaboran en su planta industrial en Chubut, Argentina, utilizando ésmosis inversa
con un tratamiento por ozonizacion y/o diéxido de cloro, previo al envasado.

Actualmente se liberan lotes a la venta mediante control fisicoquimico de cloro residual libre en
producto por control fotométrico con DPD, asegurando ademas su calidad mediante control
microbioldgico. Dicho control se realiza, con frecuencia establecida, en el laboratorio de la Direccién
de Salud Ambiental de Bromatologia de Chubut.

Debido a la alta demanda y la limitada capacidad de produccion disponible en fabrica, es necesario
disponer de un método rapido y econémicamente viable que permita aprobar o no la liberacion en
24 hs de la produccion diaria. Se suma a ello la falta de laboratorio microbioldgico propio y personal
para siembra y cultivo para deteccién de Pseudomona aeruginosa.

Dicho patogeno es utilizado como indicador indirecto de calidad bacteriolégica, su presencia
produce una adherencia caracteristica sobre las superficies inertes del envase mediante formacion
de biopeliculas facilitando su desarrollo y reduciendo la efectividad de la cloracién.

Como alternativa se evalua la factibilidad de implementar un test de deteccién rapida como opcién
para el control de calidad que permitiria la liberacion de lotes en un tiempo reducido respecto del
método convencional, y con garantia de inocuidad. Esta resultaria factible y valido de aplicar a corto
plazo, requiriendo minimas necesidades de infraestructura.

Resulté ausencia de Pseudomona aeruginosa en las muestras evaluadas variando concentracion
de cloro residual, de dioxido de cloro y tiempo de almacenamiento.

Se concluye la transferencia efectiva a la empresa pues, se logra optimizar el proceso de liberacion,
minimizando tiempos para expedicion, garantizando la calidad bacteriologica del producto.
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Introduccion

El agua es uno de los recursos imprescindibles para la vida, por lo cual es necesario mantener su
calidad tanto fisico-quimica como microbioldgica, asegurando asi que su distribucion no conlleve la
presencia de contaminantes patdégenos que puedan generar la transmision de enfermedades de
transmisién hidrica (Cajamarca Berrezueta B. E., 2011; De La Cruz A., 2018).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en las Guias de calidad del agua de bebida define agua
de consumo como “adecuada para el consumo humano y para todo uso doméstico habitual incluida
la higiene personal”, por lo tanto, el agua no debe presentar ningun tipo de riesgo que pueda
perjudicar la salud humana. Esta inocuidad puede lograrse seleccionando fuentes de agua de buena
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calidad, tratando efectivamente el agua contaminada y preservarla para que no se contamine
durante la distribucion hasta llegar al usuario (OMS, 2004).

El agua que circula por las plantas de tratamiento puede contaminarse a través de: conexiones,
tuberias rotas, conexiones, reservorios; y con algunos factores secundarios como nutrientes,
oxigeno, temperatura pH, concentracién de desinfectante se hace viable la presencia de
microorganismos. Por tal motivo, el control microbiolégico a través de microorganismos indicadores,
es un principio indispensable en la vigilancia y evaluacion de la seguridad microbiana en los
sistemas de suministro de agua. Por todo lo mencionado es que se establecen criterios para
determinar si el agua es apta para su uso y normar su calidad (Galarraga E., 1994).

Diversas normas establecen limites permisibles para coliformes totales y fecales; sin embargo,
estos indicadores no garantizan la ausencia de contaminacién microbiana, debido a que otros
patdogenos pueden encontrarse aun cuando no se detecten los sefialados. La presencia de otros
microorganismos en la red de distribucion, puede deberse a una mayor capacidad de supervivencia,
por factores como: mayor resistencia a las concentraciones de cloro libre residual utilizado
habitualmente para desinfectar, o a una interferencia en el crecimiento de los microorganismos
indicadores (Ontiveros, M., 1983).

El Codigo Alimentario Argentino (CAA), en su capitulo Xll dedicado a aguas, establece que debe
haber ausencia tanto de coniformes fecales como de Pseudomona aeruginosa por 100 ml de agua
para que sea apta para el consumo humano.

Pseudomona aeruginosa es una de las especies mas reportadas en aguas envasadas. Esta especie
sobrevive en agua destilada y agua desionizada. Su presencia en agua potable esta relacionada
con la capacidad de colonizar biopeliculas (Delgado Calderén S. J., 2015).

Pseudomona aeruginosa es un patégeno oportunista, responsable de gran cantidad de infecciones.
Fue aislada por primera vez en 1882 por Gessard en cultivo de heridas cutaneas. Las cepas de esta
especie presentan un color verde brillante caracteristico, debido a la produccion de los pigmentos
piocianina (azul), y pioverdina (amarillo fluorescente), los cuales juntos le proporcionan dicha
coloraciéon. Esta bacteria es un bacilo muy versatil, es oxidasa positiva y puede crecer a
temperaturas superiores a 42 °C. Es un habitante comun de agua, suelos y plantas. Es
intrinsecamente resistente a diversas clases de antibidticos que no guardan relacion estructural
entre si, debido a la disminucion de la permeabilidad de su membrana externa, a la expresion
constitutiva de varias bombas de expulsién y a la produccién de enzimas que inactivan a los
antibiéticos. Ademas, posee la capacidad de adquirir nuevos mecanismos de resistencia via
mutaciones (Lujan Roca D. A., 2014).

Este microorganismo es capaz de sobrevivir y multiplicarse en aguas tratadas, se adhiere faciimente
a superficies inertes de diferentes materiales formando biopeliculas que facilitan su establecimiento.
Esto debido a una densa capa polisacarida la cual establece una barrera no solo fisica sino quimica
capaz de proteger a la bacteria de las moléculas e iones de cloro libre residual. Es decir, la
biopelicula constituye una proteccién contra la cloracion, y es por ello que se lo considera un
indicador de eficiencia del tratamiento (Rodriguez, S.C. y otros, 2018; Delgado Calderén S. J., 2015;
Cajamarca Berrezueta B. E., 2011; Torres, Y., 1991).

Entre los métodos de analisis mas usados para detectar P. aeruginosa en agua potable estan NMP
(Numero Mas Probable) y filtracion por membrana (FM). Actualmente en el mercado existen
métodos rapidos que se ofrecen en “kits” y por mecanismos de deteccién mas rapidos y de mayor
costo. Pseudalert es un dispositivo que detecta la presencia de P. aeruginosa en muestras de agua
embotellada, de piscinas o balnearios. Otro método que permite la deteccidén rapida de P.
aeruginosa es el inmunoensayo visual 3M™ Tecra™, que es una prueba rapida de ELISA que
detecta la presencia de Pseudomonas spp. en aguas, productos alimenticios y cosméticos (IDEXX
2013, TECRA2013). Este Gltimo detecta Pseudomonas spp. en sblo 2 horas después del
enriquecimiento.
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El presente estudio es desarrollado en un establecimiento productor de aguas y sodas que cumplen
estandares de calidad internas, acordes al CAA, comercializadas como “Agua de mesa tratada” en
bidones. Su elaboracién, en su planta industrial en la provincia de Chubut, Argentina, se realiza por
O6smosis inversa con un tratamiento por ozonizacion y/o diéxido de cloro, previo al envasado.

La fuente de agua empleada, es agua potable de red, la cual es sometida a diversos tratamientos
de acondicionamiento. Primeramente, se somete a sucesivas filtraciones a los efectos de retener
impurezas tales como: polvos, finos, particulas en suspension en general e incluso microorganismos.
El nivel de retencion de cada etapa sera progresivo, hasta llegar al filtrado nominal de 1um. Las
sucesivas etapas se cumplen con el uso de rellenos filtrantes (grava-arena, garnet, etc.), mallas
filtrantes de acero inoxidable y cartuchos descartables en las instancias mas exigentes. Previo a la
desmineralizacién, se incorpora al proceso un filtro de carbén activado para descartar la presencia
de oxidantes en linea (cloro, ozono, etc.) u otros elementos. Se controla la efectividad de la carga
de carbdn midiendo la concentracién de oxidantes antes y después de la unidad. La retencion debe
ser completa.

En el caso que la calidad quimica del suministro se encuentre fuera de especificacion segun Art.
983 de CAA debe acondicionarse la carga de minerales disueltos del mismo. Para ello se cuenta
con un equipamiento de desmineralizacion por: Osmosis Inversa. El proceso consta de una etapa
de desmineralizacion del suministro para luego adicionar a la corriente agua cruda hasta los niveles
de mineralizaciéon adecuados. La unidad debera contar con medicion en linea de conductividad del
agua tratada con alarmas de maximo y minimo nivel de mineralizacién. El tratamiento microbioldgico
constituye el ultimo paso del proceso previo al envasado, mediante el proceso de Diéxido de Cloro.

En la actualidad, los lotes son liberados a la venta mediante control fisicoquimico de cloro residual
libre en el producto por control fotométrico con DPD, asegurando ademas su calidad mediante
control microbiolégico con frecuencia establecida, en el laboratorio externo de la Direccidén de Salud
Ambiental de Bromatologia de Chubut.

Debido a la alta demanda y la limitada capacidad de produccion disponible en fabrica, es necesario
disponer de un método rapido y econdémicamente viable que permita aprobar o no la liberacién en
24 horas de la produccion diaria. Se suma, la falta de laboratorio microbioldgico propio y
disponibilidad de personal para realizar siembra y cultivo para deteccién de P. aeruginosa.

Por todo lo anteriormente mencionado, es que se evalla la factibilidad de implementar un control
rapido de calidad microbiolégica de Agua De Mesa Tratada, mediante el indicador P. aeruginosa,
como parametro de inocuidad bacteriolégica, que permita la liberacion de lote de produccion en
agua potable tratada por osmosis inversa y diéxido de cloro, para su posterior comercializacion.

Materiales y métodos

La prueba Pseudalert detecta la presencia de P. aeruginosa en muestras de agua, utilizando tecno-
logia de deteccion de enzimas bacterianas que senala dicha presencia mediante la hidrélisis de un
sustrato presente en el reactivo Pseudalert.

Las células de P. aeruginosa crecen rapidamente y se reproducen utilizando el suministro rico en
aminoacidos, vitaminas y otros nutrientes presentes en el reactivo Pseudalert. Las cepas de dicho
microorganismo que crecen activamente tienen una enzima que se adhiere al sustrato del reactivo
para producir la fluorescencia azul con luz ultravioleta.

A continuacion, se detallan los materiales y equipamiento utilizado para desarrollar la técnica:
Recipientes estériles de 100mL
Estufa de cultivo, marca FAC, industria argentina.
Lampara UV.
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Lentes proteccion UV

Kit pseudoalert IDEXX

Fotémetro MD 100 Lobivond

Tabletas de DPD

O-Tolidina

Kit de alcalinidad (fenolftaleina y HCI 1N)

La secuencia del procedimiento de presencia/ausencia se describe inmediatamente:

1. Anadir el contenido de la dosis Snap adecuadamente dispersada a una muestra de 100mL en
un recipiente estéril transparente, no fluorescente.

2. Tapar y agitar el recipiente

3. Incubar a 38 + 0.5 °C durante 24-28 horas.

4. Leer los resultados de acuerdo con la tabla de interpretacion del proveedor del kit (Ver Tabla 1).

Tabla 1. Interpretacién de los resultados segun el instructivo del kit
Interpretacién de resultados

Apariencia Resultado
Sin fluorescencia azul Muestra negativa para Pseudomona aeruginosa
Con fluorescencia azul * Muestra positiva para Pseudomona aeruginosa

*Intensidad de la fluorescencia azul superior a la de la fluorescencia del control negativo.

Fig. 1. Interpretacion de los resultados mediante imagen segun el instructivo del kit.
La validacién del kit se realiza haciendo un negativo o blanco y un positivo.

Control negativo: Se toma como referencia una muestra de agua de un tanque de acopio de la
empresa, verificado en laboratorio externo la ausencia de Pseudomona aeruginosa.

Control positivo: Se mantuvo una muestra de agua de red durante 4 meses para asegurar el
crecimiento de P. aeruginosa. Se verificd su presencia con analisis en laboratorio externo.

El muestreo se realizé a lo largo de 2 meses, de la siguiente manera:
e 2 muestras de control de positivo y negativo para validacion del kit.
e 3 muestras de agua posterior al ultimo filtro del proceso previo al tratamiento bacteriolégico.
e 11 muestras de agua variando la concentracion de hipoclorito de sodio en agua de lavado y
de diéxido de cloro en agua filtrada.
e 4 muestras de agua de botellones a los 2 y 3 meses de su fecha de envasado.
Cada muestra se trato segun las indicaciones del proveedor del kit.

Variables de proceso estudiadas:
e Concentracion de hipoclorito de sodio en agua de lavado.
e Concentracion de didxido de cloro (cloro residual) en etapa de tratamiento bacteriolégico.
e Control presencia/ausencia de P. aeruginosa.

Variables del proceso que se mantuvieron sin modificacion durante el ensayo:
e Valor de 5 ppm de cloracion inicial del agua de red previo a almacenamiento.
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e Dosificacidon de limpiador alcalino en agua de lavado de botellones.
e Concentracion de acido peracético en agua de lavado.
e Temperatura, tiempo y ciclos de lavado.

Resultados y discusién
Del analisis de 20 muestras se obtienen que 19 han arrojado resultados negativos de fluorescencia,
correspondientes a AUSENCIA de P. aeruginosa. En las Tablas 2 a 6 se exponen los resultados

obtenidos. Los ensayos arrojaron resultados en 24 hs.

La unica muestra que arrojo resultado positivo fue aquella definida como “patrén para control de
prueba”, validado con analisis externo (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del kit de control negativo y positivo.

Muestra | Punto de Muestreo | Hipoclorito de sodio | Dioxido de cloro Resultado Kit rapido

M-01 CERO- NEGATIVO no aplica no aplica

M-02 CERO-POSITIVO no aplica no aplica

Se analizaron 3 muestras en un punto posterior al filtro previo al tratamiento de desinfeccioén. Los
resultados fueron negativos en fluorescencia, es decir AUSENCIA de P. aeruginosa, indicado en
Tabla 3.

Tabla 3. Resultados de punto de muestreo posterior a ultimo filtro
previo a tratamiento bacterioldgico.

Muestra | Punto de Muestreo H&‘;O:clgigo Diéé(li:rz €e Resultado Kit rapido
M-03 Post filtro 1 micra no aplica no aplica 2
M-04 Post filtro 1 micra no aplica no aplica
M-05 Post filtro 1 micra no aplica no aplica

Se evidencia que aun reduciendo a 5 ppm el valor de cloro residual en el agua de lavado de bidones
retornables y reduciendo por debajo de 0,15 ppm el didéxido de cloro en el agua de mesa tratada,
los resultados arrojan AUSENCIA de P. aeruginosa (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados en producto terminado con variaciones en Diéxido de cloro manteniendo
minima concentracidon de Hipoclorito en lavadora.

Muestra | Punto de Muestreo Hcijzosccl)c&rii(’;o Diéxido de cloro Resultado Kit rapido
M-06 Producto terminado 5 ppm 0,15 mg/L
M-07 Producto terminado 5 ppm 0,15 mg/L
M-08 Producto terminado 5 ppm 0,10 mg/L
M-09 Producto terminado 5 ppm 0,10 mg/L

Las muestras de agua de proceso, previo al envasado y tratamiento bacterioldgico también arrojan
resultados negativos (Tabla 5 y Tabla 6).

Tabla 5. Resultados en producto terminado con variaciones de Hipoclorito de sodio
y de Diéxido de cloro.

Hipoclorito | Di6xido de

Muestra | Punto de Muestreo <5 ol cloro

Resultado Kit rapido

M-10 Producto terminado 20 ppm 0,15 mg/L

M-11 Producto terminado 20 ppm 0,15 mg/L

M-12 Producto terminado 5 ppm 0,30 mg/L

M-13 Producto terminado 5 ppm 0,30 mg/L

M-14 Producto terminado 20 ppm 0,30 mg/L

M-15 Producto terminado 20 ppm 0,30 mg/L

M-16 Producto terminado 5 ppm 0,00 mg/L
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Tabla 6. Resultados de producto terminado luego de 2 y 3 meses de envasado.

Muestra | Punto de Muestreo H(;poclor_lto LIZEDER Resultado Kit répido
e sodio cloro

Producto terminado

M-17 |(2 meses de enva- 5 ppm 0,15 mg/L
sado)
Producto terminado

M-18 |(2 meses de enva- 5 ppm 0,15 mg/L
sado)
Producto terminado

M-19 |(3 meses de enva- 5 ppm 0,15 mg/L
sado)
Producto terminado

M-20 |(3 meses de enva- 5 ppm 0,15 mg/L
sado)

Conclusiones

Como conclusion se establece que es factible y recomendable la implementacion, de un método
rapido, tal como el kit Pseudoalert, en el proceso de control de proceso vy liberacion de lotes de
agua de mesa tratada envasada para consumo, permitiendo la liberacién en 24 hs - 28 hs,
incluyendo un indicador de calidad bacteriologica del lote, manteniendo las concentraciones
minimas definidas por la empresa para el desinfectante en el lavado de bidones (cloro residual en
5 ppm), bactericida en 0,15 ppm como diéxido de cloro en agua de mesa tratada.

Debido a que ninguna muestra arrojé valores positivos, excepto el cero de control, no puede
evaluarse la efectividad de reducir la concentracion de hipoclorito de sodio en aguas de lavado de
botellones retornables, como asi tampoco la reduccion del bactericida en el agua tratada.

Asi mismo se sugiere evaluar la posibilidad de incluir indicadores complementarios y extender la
prueba con mayor numero de muestras, ya que el estudio se vio limitado por la cantidad de ampollas
Pseudoalert disponibles, y por el costo asociado.

Se indica, ademas, la transferencia efectiva de resultados a la empresa ya que, se logra optimizar
el proceso de liberacién, minimizando los tiempos de almacenaje para expedicion, garantizando la
calidad bacterioldgica del producto.
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