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Significato qualitativo e quantitativo della flora microbica nelle 

acque minerali naturali durante la loro commercializzazione 

G. BIFFI GENTILI c A. BELU 

Ueparto f\!fedico-Nficrogmfico , Lllboratorio Provinciale d' fgier&e e Profila.•si, Firer&ze 

INTRODUZIONE 

La presenza e il comportamento dei b atteri nt·lle acque min<>rali con­
ser vate in contenitori è stato oggetto da molti anni di numt·rosc osser va -
7.Ìoni e ricerche, ma anche di impr<'cise t'd t>rronee interpret a7. ioni . 

.Malgrado che il problema, nelle linee generali, sia s tato nrrna i abba­
stanza ben puntualizzato, tanto dal lato qualitativo che quantitati vo. pur­
tuttavia con frequente ricorrenza - ci riferiamo a l nostro Paes~: - vengono 
avanzate, talvolta anche dagli st essi operatori sanitari. nitiche, riservf' o 
addirittura condanne d i un'acqua mine rale naturale del commercio in base 
ad un singolo esam e, magari effettuato su di un solo campione, dal quale 
risulti una carica microbica elevata. E ciò con tinua a vrrificarsi an<·he dopo 
che una circolare dell972 del Ministero della Sanità (l ] ha richi amato l'atten­
zione degli interessati s ull 'argomento ammettendo esplicitamente la possi­
bili tà di un aum ento anche sensibile della carica mirrohi ca n ... lle acque uon 
gasate. Tale circolar e così si esprime: « P oiché è dato riscontra re, soprat tutto 
nelle acque non gasate e particolarmente in quelle imbottigliate in rllcipicnti 
di materiale plastico , che il numero totale di colonit> può subire un au mento 
anche sensibile, deve essere accertato easo per caso e su un nurncrn signi­
ficativo d i campioni, il motivo dell'aumento st l'SSO al fint> di 1listinguerc se 
esso è dovuto a moltiplicazione di baltcri autotrofi o a <·ontanainazione 
dall 'est erno ». 

Talvolta la polemica raggiunge la s tampa d'informazione dove puù 
:>ubire involontariamente deformazioni t ali da conferire al fatto un as petto 
scandalis tico, o addiri ttura il magis trato che dovrà <· nwt t ere un giudizio 
scegliendo fra npinioni contrast an ti di periti. 

Noi riteniamo di aver individuato tre d1~ i mnli vi dlC possono ri portare 
in discussione il problema. Il primo riguarda l'adozione di limiti batteriolo­
gici seguendo un criterio scolastico riportato sui classici trattati d'igiene 
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(;•s. carini mi crohicn in agar 11011 !'U IH'rion· a 50 1nd e in gt·latill a non !'llpf'rinrl' 
a SOOjml). st'nza cnrl:-itlt·rar;· dH' tali lim it i. p er altro 111olto permi,.:;.i, i. l'Ono 

indicati JWr l'aciJIIil di u,.:to potaltik all'origini'. 
L n ahro moli v o ;:. c t'TI a m t·nle rappn•,.:t•ot nt o d alla sosti lu ziont> all' a~ar 

nutriti\ o. rcluti,·amt•nlt• fHl\ t•ro. u;;a tu linu a IJUalclu· annu fa per l'es:un e 
Lattf'riulogico ddlt· at'illH'. l'Oli agar più ri<'cu a IJ:.ISC di tripto,;io e di t•;; trallo 

di lieYÌ io clw rons;•nt•· la cro'i'rita di 1111 nnmero di coloni" di gran lun:rn mag­
gion·, rispt•tlo al prt·<·cdenlt·. 

li l!'rzo moti\ u i- t•orn·lato all'equi,·oco chl• puù ingi'llt'ran· in pt·rsn•w 
11011 compf'lo·nti la didliara?.itlll<'. 1liriamolo pure un po' ambigua. riportata 

!'tdl'e tidH·Ua d;·lla bottiglia . di« a;•qua h a tteriologica nu·nte pura » o<< puri:-­

sin.a » , pNcht~ puù apparin· dw tale dichiarazio11r si rif•·ril"t' a all'acqua 

rontenuta in <JU<·Ua lwuiglia. mt·ntre. com'è noto. s i rifni ::;cc· ai risultati dt•gli 
esumi richil'>: li a suo tempo pt·r l'uutorizzaziorw alla n·ndita. 

A qut·sto riguardo. fr:wcamenll' , SI' fossimo chiamati ad esprimer!' 1111 

giudizio in quah,iasi sedt>. non ci sentiremmo disponibili a dichiarar!'« hattt•­

riologicamentc pura »un' a cqua minerali! con una enrica di migliaia di hatlPri / 
mi anche in compl1·ta a st<t•nza di ruicroorganis mi patogeni (' dì mouitori d i 
eu n tam i nazion1· fcca le. 

11 titolo che è ~tulo assl'~nato a lla nostra relazioni'. pr<'so così alln letLi·rn. 

ttppare molto impi·gnatin> t' non uhbiamo cPrto la pn·tt•!oa di n·curc un con t ri­
l!llto d c·finitivo all'arl:!omenl'o. Le nos tn· m;scrvazioni . anchl' in cousidt·ra­

zione dd hrrYc p eriodo di tl'rnpo a' uto :1 disposizion<'. s i limiteranno a una 

rupida rassegna tlt·lla lettl·ralura >; uJI'argomenln c alla produzione di risultati 
parziali già ottcnut i iu csperienz<' ch1· alJhiamo in corso su di un' arqua oligu­

minl'ral e. Prccii'ia mo che );· osst' r\'azìoni e le considt·razioni n ;rteranno sul 
comportamento di·lla sola cnricu microhica saprolita in cont('nitori di vetro 

;· di clorur o di p :!]ivini]e (P\.C). con escl usioni' quindi dei contl'nit ori nw­

lalliei ,. di <pwlli pnlistratili cati a basi' di carla. 
On•iamentt·. con!-idera to chi' gli argomenti oggetto d elli· nuint·roSI' ula­

zioni di CJUCstn rongrn:so non possono aYt·rt• confini ben d elimitali. è possibili' 

c·h e la nostra rdazinn<' pm.,.:a so\ ra pp()r;;i in parte a qudla di altro oratore, 

c di ciò ci scusiamo fin ùa ora. 

P\HTE HIBLIOC.HAFJ C \ 

Fino dal 1913 P t•rgula [2) a\'t'v a C'spn·~i'O cl•iaris:::i rni cunct lli sull'origine 

e sul <·omport amenlo della florn mi crobi ca dt•llt · a equt· mirwrali. 
« ùn contf'nuto l.attl'rico l]uantitati,·amcnt•: Las;;o d•~pmu· per uu im-

1Juttigliamento o molto r ccrnte (antccrdr nte alla uaturalr multiplicaziont• 

microhi ca) o molto lonta no (quando sia già in allo il procP;,so eli uutodl·­

purazionc ... ). l,;n conli·uuto batterico clt·Yato o indi ca trascuratl' zza nr ll'i m-
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bo ttigliamento o, pru prohahilmente, dr·ponc per un imbottigliamento fatto 
già da un lasso di tempo sufficiente a permettere la moltiplicazione 1lei mi­
croorganismi, es tranei o meno alla flora batteri ca dell'acqua, m a esist enti in 

essa a l momento della chiusura delle bottiglie » . 

Questo A., in drlìnitiva, forse per primo, puntualiz1.a che la flora batte­
rica ùell'ac•1ua minerale r onservata può essere rappresentata da b atteri 
propri dell' acqua, presrnti in essi fino d all'em ergenza, cd anche da batteri 
derivanti da contaminazione secondaria per trascura tezze igieniche connesse 
con le fasi che precedono l'imbottigliamento. Indipendentemente dall' origine, 
la carica batterica , scarsa all'inizio, va incontro a un processo di moltiplica­
zione al quale segue una fase di declino. Questi sem plici e fondamt•ntali con­
cetti sono tuttora v alidi. 

P er quanto si riferisce alle specie dci batteri dell'acqua all'origine, si è 
sp esso parla to, non del tutto appropriatamente, di« autotrofi ». 

Le acque profonde sono in genere particolarmente povere sia di sostanze 
nu trienti che di microorganismi. I batteri presenti sono per la massima parte 
« acquicoli » (il loro sviluppo o ttimale avviene cioè in ambiente idrico) ma 
sono presenti anche batteri che di norma v ivono e si moltiplicano nel terreno. 

Le ricerche che ordinariamente vengono condotte p er det erminare la 
,.. pecic e la ca rica microhica di un' acqua mettono in evidenza solo una parte 
di questi microorganismi. Infatti, gli autotrofi, che svolgono un ruolo esst>nziale 
nei cicli dei nutrienti, hanno richieste di coltura tali da non potersi, per la 
maggior parte, sviluppare nei comuni terreni organici (3] in quanto sono 
,.: pesso inibiti dalla presenza di peptone e, in genere, di aminoacidi . 

1 batteri aequieoli che vengono evidenziati in agar nutriti ' o sono ' luindi 
in genere et erotrofi o, se v ogliamo, oligotrofi la cui caratteristica saliente è 
la capacità di vivere e riprodursi in ambienti cht~ contengono basl'issime 
11uantità di sostanze organiche. Wright e Hobbie (4] hanno trovato che 
valori di 1-10 f).g/1 di gl ucosio sono sufficienti allo sviluppo dei battrri acqui­
coli. Essi sono saprofiti la cui deficienza me tabolica è l'incapacità di trasfor­
mare il C inorganico in C organico ma, avendo a disposizione un composto 
organico del carbonio, possono s intetizzare tutti gli tt ltri muteriali di cui 
necessitano. 

Per quanto attiene aHa flora battl'rìca ch e con maggior freque nza si 
isola dalle acque minerali all'c·mergenza riportiamo le osst·rvazioni èli But­
tiaux e Boudier [5) che si sono maggiormente interessati a ll 'argornf'nto. 
(_?uest i AA. annoverano, in ordine ~~~~crescente di frequenza i gruppi degli 
Xantlwmonas, Pseudomonas, Achromobacter c Flat:obacterium considera ndoli 
a utotrofi perché capaci di svilupparsi in acque nelle quali le sostanzf' orga­
niche non sorpassano i 0,1-0.2 mg/1. Osservano ancora che le Ps11udnmonas 
e le Xanthomonas si sviluppano lentamen t(• , rna abhondarlt.-mcnte, nelle 
acque « piatte » e che le Pseu.domona.s si sviluppano più attivamente nelle 

. lnn. t ~t .. 't'?Jpt'r .. '{rutifà (1~70) 12 . 129- l41 
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a cque molto mineraliz1.atc; inoltre la luce ha u na debole· azione· inibi t rice c 
la quant ità di a ria contenuta nel recipienti' svolg<' un ruolo fa vorente la 
moltiplicazione. 

La contaminazione secondar ia dell 'a cqua dopo l't'rnergcnza può dip~n­

dere da u na plura lit à d i cause: cattiYo stato di consen ·aziorw l' di rnanu t e·n­
zionc delle condotte r dei manufatti (pozzetti di decun tazimw C' ~<erhatoi) 

c· dci mac·chinari d i imhottigliamen to, incompleto r isanarne•nto industriai !' 
delle bottiglie, impiego di acqua non pura per i risciacqui . m ancata protc·-
7.Ìone dt•lh· bottiglie d a inquinan ti puh-isrolari prima d t·ll'apposi:t.ionf' dc·l 
ta ppo. im piego di tappi contaminati. e•rc. 

La contamim11.iorw secondar ia è piuttosto fn·quPHt•· t·omt· dinw;;; tranu 
con t rulli effdtuati da d in·rsi AA. Zimmermann [6] s u 3:> bottig lie vuot•· 
prdt·vale da fa bhriclw grrma11iclw dopo il trattamento. riscontrò iu 13 di 
r ><;;;e lu preseu:w d i colif.)rmi. in 6 d i P~Pudomonas, in altre cli mirl'ti e f; tafilo­
c·occlti: C:rem()ni e Fabio [7]. in hotti!!li•- vuotr p rete' :ttf' da 6 fabhriclw di 
hibitt· risc·ontraronu cariche ba ttf'r idw ell'\'<ttf' t' la prc·senza di eoliforrni in 
15 c•ampion i su 29 esamiuati ; Gdaring [8]. esaminando un numrro co!'lpit'uo 
di Lottigl i,- 'uote proYc'nirnti da di' c> rsc· fabb riche d t> ll' linionf' dt·llP Sor­
gl'n t i 1\lirwra li g'·rmaniclw la vatt· con p rocedimenti aut o ma t iri o tl t·mw 
twl 9 o;, dci casi cariche hattc·riclw d•:cisamenlc clt·vatt' . 

Lf' os:<ervazioni ch e i vari AA. r iportano sulla presenza di m icr11organism i 
nc>ll•- a<'qtu·. sull'anJamt•nto d c· llf' cur\'e d i crescita e sui valori numt>riei rrw;:­
simi raggiun t i, partono dall t· p iì.t disparatc> condi~ioui di sperimrntaziorw 
con grande varietà di t ipi di acqua esaminati. di Ja,·aggio deliP bolligli<·, di 
t t·m1wratun· di l"t occaggi11, di intc·rvall i di rsamt·. d i condizioni di luminosità. 
di t.-rn•ni colturali ~~ di tt:mp•·ra t ure di iucuhazimH· c, quindi. pur rerundn 
uu a pporto a lla conos cenza dell'argomento, sono difficilme nte confronta bili 
fra di loro. In quf•st i ultimi ann i, l' in troduzione' drl cloruro di poli' inik 
(P\'C) 111'1 ca mpo degli alimenti e delle hevand•• ha st imolato la ripn·sa delle· 
ricerdaf' basate fundamt>ntalrnentt• s ul confronto fra carica microbica cl i 
acqut· cou ,>erva t!' in bottiglie di vt~tro e acque consen·atc in hotti{.!;li•· d i quef;tu 
matt-rialt· plastico. 

l ,e Oi:iser vazioui ùi m aggiore spicco, q uantunque p c· r alcuni asp<'t ti con­
t rast an t i con quf'lle di altri AA. , risultano qucll t· di Buttiaux c d i Buttiaux P 

Roudier degli a nni 1959- 1960. Buttiaux [9] raccomanda innanzi tutto di 
ricercare fra la comune carica microhica alcuni micmnrganismi poten?.ialrnent•• 
patogeni " cioè la P seu.domorws aen tginosa. di provrnicnza « organica ». 

tli Aàenzinndnla dali•· P. jltwrescerls (sapmfita), c il Chrom obucteriwn Vl:o­
lfll:eum: ritiene ch•: alremcrgcn7.a il numero total t• dc·lle colonir dr>i lwttf'ri 
aerobi d· ·Lba essere co>"tante c se sorpassa i 10/ mL le specie in causa devono 
c·ssen- Il' nwflesime (' non avere alcun si:rnifica lo peggiorativo; le bottigli•·­
dopo il lavaggio, non dovrehhero cont•·nen: più di 100 batteri aerobi; nc>llt· 
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acque conservatr, una ··levata carica microhica p otrebbe ~~ sere attribuibile 
tanto n svilu ppo fli «autotrofi» quan to a insufficiente pulizia dei rrcipienti. 
Conclude richit·Jenùo il massimo rigore nell'esclusione di tutti i microorga· 
nismi tes timoni di contaminazione pericolosa invitando per altro le autorità 
responsabili ad interpretare p rudentemcnte il tenore totale in b atteri. 

Buttiaux e Boudier [5] a(rcrmano che n<:lle acc1ue minerali «piatte » 
il numero di batteri coltiv abili a 37 °C c a 20-22 °C è Fpcsso inferiore a l /mi 
alla fine J ell' imhottigliamento; dopo uno-sei mesi di conservazione a tempe· 
ratura arnhicnte il primo non è modifirato, ma si trovano da 1.000 a 200.000 
germi che si sviluppano a 20- 22° C; più raramente tali germi sorpassano il 
milione. In ricerche sperimentali condotte su campioni di acqua medio- mi· 
nerale e mineral e, s terilizzati e frazionati in fl aconi di vetro neutro e succes· 
sivamente insemenzati con stipiti eli P se1"lom onas e di Xanthomonas e 
conservati, parte al buio e parte a lla luce, ottengono valori massimi va· 
rianti da 2 " 107 a 2 x 1018

; osservano che la luce ha un' azione inibitrice 
c ipotizzano che gli altissimi valori della carica microbica che si raggiungono 
in queste condizioni sperimentali, rispetto a quelli che si ottengono nelle 
ordinarie bottiglie di acqua minerale, siano a ttribuibili al cospicuo quantita· 
tivo di aria contenuta nei flaconi. Concludono ch e, attenendosi alle prescri· 
zioni dell'attua le legislazione, è impossibile evitare il fenomeno della molti­
plicazione degli« autotrofi » nelle acque stoccate e che, consegu entemente, è 
impossibile fissare una norma valida per il numero tollerabile di batteri aerobi 
che si sviluppano a 20- 22 °C l' propongono pertanto un tra ttamento batte· 
ricida tale da non alterare le caratteristiche chimiche e fisiche delle acque 
minera li distribuite in recipienti Prrnctieamente chiu~;i. 

Aucora, Buttiaux [9,10], dopo aver confl'rrnato che in acque corretta· 
mente trattate possono .riscontrarsi cariche hatterichc superiori a 100.000/ml 
" che, allo stato attuale della legislazione, nessun rimedio e ffi cace può essere 
appor tato, propone un trattamento fisico che possa sopprimere questi batteri 
(generalmente Xmtthornorws, Pseudornorw.~ sp. e P. j lttorescens). All'erma che 
le acque minerali con tali cariche microbiche suno ' 'erolS imilmente non perico­
lose perché i germi in causa non posseggono alcun potere patogeno cono­
:;ciuto e, d 'altra par te, milioni di adulti c di hamhini le ingeriscono per lunghi 
anni S(·nza pret~cntarc alcun sintomo anormale. Tutt' a l più , la moltiplica­
zione batterie~' eccessiva può talvolta provoearc inconvenienti di ca rattere 
merccologico: gus to e odore un po' sgradevoli, lieve intorbidarnento di ori­
gine batterica peraltro avvertibile solo da un occhio molto csero.:itato. P er 
•tuanto a ttiene alla carica batterica a 37 °C con 24 h di incubazione, l'A. di­
chiara di avere f'Saminato 12.000 campioni di aCfJUe minerali francesi fra 
« pi a t lt> » e « gasate » , riscontrando una ca rica microbi ca poco elevata, 
inferiore a l jml nell 'ottanta per cento ùei casi e a l Ofml nel tredici per cento 
dei ca;,i c propone pertanto quest ' ultimo limite come norma. F ischietti [11-13) 

.dnn. 111. Super. Sunità (1976) IZ, 12~141 
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conducr un a seri«· di in tf'rcssanli of'SC'rvazioni sui fcnomt·ni di cresc ita c• di 
autodcpuraziout· di Yari tipi di acqua comwn ati in cont enitori forte ment t· 
coutarniuati «'O~Ì COHW si pn·srntano di ritorno allo st a iJilimPuto <li imlwtti­
gliam«' nlu . Comina1.1.ini (14 J conM·rva a 20- 22 °C l10ttigli<• in ' e tro di acqua 
mitwralt· esam inandmw al cun e ogni 3 giorni JH'l' 33 g iorni C'c l «'~t·guenclo 

colturr in agar (plat e c·ounL agar) a 31 °C per 48 h (' a 20 11C: pt'r 96 h r 
ottiene valori massimi di 5.900 nell e· coltun· a 20 oc intorno all5° giorno. 
c· semprr infe riori a 10 n ell t• colture a 31 oc. 

In questi ultimi anni si stmo sussc·guit C' numnru~r rict·rchc· comp arati' e 
sul comportamrnto dt·lla ·Aora microiJica in acqua contenut a in recipienti 
di vetro e di plastica. 

L n t•ditoriale del Bollettino dci l\lcdiri d <'Ila Svizz«' ra Ita lia na (15] 
affe rma che la proliferazionr d<·i germi è più rapid a nelle• hottiglie di plas t ica 
rispetto a quelle di vetro; k autorità Sv izzrre di controiJo dcii<' dt' rratr a li­
m rntari hanno fissato alcuni anni orsono a 10.000 (a 20 °C) il numero massimo 
di germ i/mi per le acque« piatte » , ma , cons tatato che tal t· dirl't tiva è diHi«il<· . . 
da applicare, propongono j l confronto degli stipiti riscontrati nei contenitori . 
con quelli dell 'acqua all'origine·. 

D t'l Vecchio c Fischie tti (16] esaminano il comportamrnto della flora 
microhicn di uu 'acqua oligomineralc, di una medio- minerale e di un a minerale 
propriamrnte detta alrimLottigliamento fino alla 25a settimana di eonser va­
zionc (non vie·ne indicata la t emperatura) con colture a 37 o(: in agar c a 
20 °C in gelatina c concludono che i processi di m oltipl icazione lla tterira 
sono pi it intensi e v ivaci rtei campioni di acqua ntantcnuti in contenitori di 
p lastica rispetto a quelli mantenuti in contenitori di vetro, mettendo in 
rdazionr il fenomeno con la migrazione di particelle di f;Ostanze plastificanti 
dalle pan~ti del conten itore all ' acqua. Al r iguardo descriYono a lteraziou i 
mi croscopiche dall'aspetto di piccoli avvallamenti rotondeggianti sull a s uper­
ficie in terna delle b ottig lie n ell«' quali era s tata conservata l' acqua per 25 
~ctt imane . I v alori massimi nelle colture a 37 oc da acqm· consrrvate in 
ve·tru sono di 1660 per la oligomincralc, 240 per la m edio- minerale c 20.500 
p er la minerale p.d. 

B aldini e Coli. [17] eseguono r iccrchr su di un' acqua oligomin crale lli­
carhonata distribuita in b ottiglil' di Ycl ro Ja,·atr in dustrialmrn l«' r tappa te 
alcune con tappo corona , altri' con t appo di sughero stNil<' r iu bottiglie 
di plast ica St l'rile conserv ando il tutto a 25 oc. Ossen ano che il massimo 

sviluppo si ottierw intorno a l 15° gioruo r aH'crmano _prudcntemente r h<' 
i dati da loro o tt<·nu t i S<>mbrano deporrr per una lien· s timolazinnP d r lla 
m oltiplicazione• nei conttmitori di plas t ica «' in quelli di vetro con un tappo 
corona munito di guarniz iom· interna di p lastica. f.: da rilnarsi che gli AA .. 
n«·lle colture a 37 oc. dal l 0° al 20° gio rno hanno ottrm• t o valori superiori 
alle 1.000 unit à. 

.A1111 . l~ol . .StiJWI. Sonifri ( 1H7Hl 12 . 12H J.&l 
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Pasquini c Coli. (18) sottopongono allr indagini rnicrobiologichr due 
acque, una oligominerale e una medio- minerale, imbottigliate entramht' sia 
in contenitori tli V<' tro che di plastica, prelevando i relativi campioni dal 
commercio e detrrminando, fra l' altro, la carica microbica su bito, dopo incu­
bazione a 35° C per tre mesi e a 20 °C pt' r· quattro mesi e concludono che la 
earica battt~ rica totale dell'acqua contenuta in recipienti di p lastica è co­
stantemente superiore a ttueHa delle medesime acque imbottigliate in ve tro. 

Savino c CoLI. [19] escludono, in base a ricerche sper imenta li, la penctra­
zione di microorganismi dall'esterno verso l' interno dei contenitori di plas tica 
ma non escludono, in via ipotetica, che l' aumento d!•l contenuto mierobico 
nei contenitori di plastica sia dovuto a lla presenza di microorganismi che si 
sviluppano (di preferenza a 20 °C) a sprse del materiale plastico, forse inse­
diandosi negli avvallamenti e nelle rugosità rilevate da alcuni AA. nelle bot­
tiglie di plastica. 

Ricerche sull'impermeabilità delle materie plastiche agli agenti patogeni 
vengono condotte anche da German e Panouse [20) che dimostrano l'imper­
meabilità al v irus Newcastle dei recipienti di plastica integri. 

Masson e Chauvin [21] in base a dati di numerose analisi effettuate in 
questi ultimi anni cons tatano che spesso il numero di germi delle acque 
minerali in bottiglie sorpassa i 10.000/ml, limite generalmente ammesso 
(Svizzera) per questo prodotto e che la cifra di l milione viene raggiunta e 
sorpassata abbastanza frequentemente. Secondo questi AA. l'acqua conser­
vata in bottiglie di plastica presenta una carica microbica inferiore a quella 
conservata in vetro. 

PARTE SPERIMENTALE 

Accenniamo a ricerche batteriologiche su campioni di ac(1ua oligomine­
rale conservati in hottiglie di vetro c di PVC in varie condizioni. Poiché 
tali ricerche sono tutt'ora in corso e sono a m·he correlate con indagini bio­
farmacologiche svolte da altro ricercatore, ci limitiamo in questa sede ad 
ant icipare qualche sintetica osservazione, riserv andoci, in prosieguo di trmpo, 
al termine di' Ile ricerche, di riferire in rlct taglio sui risultati definitivi e di 
trame le debite conclusioni. 

V cngono stoccate al buio rispettivamente alla temperatura di 20 oC 
e di 37 °C numerose bottiglie riempite meccanicamente con la stessa acqua 
oligominerale c precisamente: 

l) bottiglie di vetro da l 1,5 (lavate indus trialmente); 
2) bottiglie di vetro da l 1,5 (st!'rili); 
3) bottiglie di PVC da l 1,5 {prodotte indus trialmPn t!'): 
4) bottiglie di P VC da l 1,5 (st <' rili). 

Parte di'Ile bottiglie s terili è stoccata anche a lla luce. st'mprl' a 20 oc 
e a 37 oc. T lotti stoccati sono quindi co m plrssivamcnte 12 . 

. 11111. f , (, S uper. Sfou tri ( IHiO) 12 . l2U · l4l 



136 UATTEHIOI.OGIA VJ; LI.E .-\CQl E MIN ER AI, ! NATI.: R ALI 

La s tc·rilizzaziont· dellt• houiglit· di 'ctro t' di P\'C è s tata l'fl't· Ltuat a 
a mezw di raggi gam nHI (0.5 nw~arad) d a istitulu spt·cializl':atn . 

Allo scopo di p ott·r nwglio t'\ idenzian· I'C'\"t'll t ualt· di' Pr:-iti't tl i comport a­
mento di'Ila t·arira mierohica Jt·Jr at·q ua const·n a t a in l w t tig li t· d i '<·tro 
«lava t P indu,.;t rialmt•Jilt ». rispetto a qul'lla comwn ala in lmttig liC' « l"t t·rili ». 

il pror,•dimr nt o di hl\ aggio e di r i,;ciartpw indu ~ trialt· d<·ll·· prinH· i· s t ato 

opportuJHirn ent t• ridotto, i n 111odo da ott<:nen· che in qut·stt· la Rora k1t11•ril'a 

al t ewpo O non fnss<· rappn·sentata esrlu..- ivarnentt· dai lw ttni d i origint· 
acqui cula. IDi! HllC'ht' da b atteri ri l- ultanti dalramiJientc• non idri co. 

Al t l'mpo «O» ,. dopo 2 - 1- 1.1 - 16- 30 4 .)-60- 90 120- 150 180 gg (la ri­
cerca t:ontinua) vengono prel('\·a L t• 10 h utt.iglil' d a ciascun lotto ,., p n• via 

opportuna dilui?.inne, &i c ll't' ttua no semin e' in agar (pla tt· rount agar Difco) 

che suno po!'tt' acl incubare sia a 20 oc (96 h) clw a 3i oc (41.1 h). Viene• quindi 
effe ttuata la media d1·i risultati ottenuti dalle 10 bottiglie di ciascun lotto . 

l risultati ottenuti sino ad o ra possono essere così sintrtizzali : 

Carin1 microbita al tempo « O ». 

Si ottient· una carica microhit~a m ed ia dell ' acqua di 42 unità/ mi per le· 

bottiglie d i Yl' t ro « industriale » m entre p <'r le bottiglie di vetro e· di PYC 
steril i la carica è nulla o irrilt>vantc• (< l j rnl); ne·ll r hotti~lit• PVC « indu­

s tri~tli » (prodotte con proeediml'nto cii fo rmazione t' ùi eslrttAiont· chr l'nm­
porta l ' impiego ùi clf'va tc· t emper a ture:) la carica microhi ca mt>dia ri >< ulta 
bassa (< 1t rnl a 37 oc e 4·/ml a 20 oq. 

Colturl' 11 20 oc du bottigli e di t'l'tro l' di PVC « incfi, strit,/i » e « stc•rili » 

COTISf'r i'OII' Il 20 O(: ,, uf brtio. 

n) .1\'elll' ho ttigli•· di v Nro «industriali » (con discre ta ca rica m it·ro b ica 

al punto O) Ei \'('rifica. risp r tto a quelle« sterili». un più r apido e co~piruo 
accrest•imrn t o flt•i primi giorni (12.200 contro 1.5001 mi dop n qua tlro giorni): 

in amh<'due J,. l>f'riP v it!ll l' raggiunto un valore· ma s:-imo (40.000/ ml) d i t•gualt· 

l'ntità dopo tn·nta g iurni: ne·lla l't' I'O!Hla , la fal'e' di d rl'l ino appan• p itt ra pida. 

b) In amiH'dtw le ~~· ric d i lJottiglic d i P\ C t< industriali» c· « !;!f' ril i » 
si notano com porta n w n ti molto :;i 111 ili fra loro e cioè ra pi d o c· ro~pi<'uo a 11 nwnt o 

clelia carica rwi prim i giurni di consen azion t> (rispetti' a nwntc: 16.000 e 

13.000im1 dopo 4 gg). raggiungirn(•nto dei Yalori m a ... s imi dopo 30 gg (ri­

spetti\ arnt' ntf' 28.000 r 20.000/ ml pr r )p incluRt riali e lf' s tr· rili ). fa~ c· s tazionaria 
fino a 60 gg, quindi rapida fasP di dt·dino. 

Colture a 20 oc dn bottiglie di t·etro e di PVG « ind!!Siriali » e « Sll'rili » 
cons(•rvate a :37 oc e al buio. 

L'andamento delle curve di crc·scita è analogo a qudlo d elle corri!'p un­
denti ser ie conser vate a 20 oc rna ì Yalori ottenuti sono costantl'nwnt e· ,. 
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p roporzional m en te nt••noJ .. leva t i. \[en o ri (e , ·ahili a p paiono 1~ ,( jfferenze fra 

, ••tro « i ndu!'triale » ,. 'dm « :-l..rilt> » r ispetto allo• l'llrri,:pondenti bottiglie 

t'OII!'t'rval t• a ~0 oc. 

Coltufl• tl 37 oc da bottigliP llt t't'lro P PVC t'OIISt'rt·ltle 1t :w oc t? 37 °C al buio. 

[ n L(lH'Ste pro, ·e il dal•l p iì• salil'n t l' •" co:-:li t u ito 1la 1:urvl' cnn valor i p ro­

porziunal ml'nte meuo t' ll' vati ri ~ petto a tpH·Jii ill'll C eoltu n· a 20 uC; innltn·, 

i 'al ori massi m i wngono ra;!giunti piì1 p recurt·mcntt• (2- fl gg per le botti~ l ic 
,·on)<<•rvate a 20 oc ,. :! ~ gg per tp11·ll•• cnns!'rvatc a :~7 oq; infine, la fa~c 
di di'dino appan· piì1 arcl'nluata. Tu nc!:'sun caso il 'alorr• rna:"s imo ottt·nutu 

t' inferiore a 1.000. 

Coll.frunto fm prO!'(' ('Ofldotle da bottiglie i Il ~·(•/ro e p ve ('IIIISer·wte ul b!liO 

e ulln lufe n 20 oc " tJ 37 oc. 
l'ron s i r ileva no difl'rrf•nzt: :- ignifìca tive. 

Confronto fw cultnre rlfl bouigli1• i 11 L'dr o P in P VC con servate nelle identiche 

condizioni. 

Allo stato a ttuale d i qut·stl" ricerche non ;:;ono docum('n t abili s ignificat ive 

d ifferen ze t ra i ' a lori m<IH!' Ìmi ch·lla rarica m icrobica ral!giu ngihiJe in vt'tro t' 

in PVC. a p part>n do ques t i lt>ggermt·n te sup('riori ora nf' ll' u no. ora ndl' altro 

t•aso, a secon da dPIIa t••mpl:' ra tura Ji C'IHISI'rYazinm• ,Jf' lll · h ott iglie c della 

t t'm p e ra tu ra d i coltura. H i s p e tto alla c n n a 1l i •·rt•;w i la da hottigl i t> in vt>tro. 

•tue ll a o l tt·nih ile d a ll t· bottiglit· in PVf. d t>nota un a fmw di c r t·sc ita pii:• 

rapid a e una fas1: staziona r ia pi tr prolunga t a . 

l:Ot~ffìcien t i di rariabilitiÌ. 

In tutt1! l1• pro,·•· alt l, ia m o nttt·nuto r1wffieif'nli d i n1riuhi lità pf'r l'l"rlto 

molto t'lt·vati. ma~giori pt•r il 'l'lro (fra 3.) <' :!00 " .. ) rispl'lto al P V f. (fra 

il 16 e 90 ° 
11

); lt· difft>rl'rtzt• di t•omporU\mt'rtlO fra hntti:.dit· intlustriali ('l'l m 

l' P \ f.) t' tjllt'llf' " tt•rili 11011 !-111111 ~tat f' ,.:il!nifiralÌ\ o• . 

.'i[WCÌ e bolieri clw isnlute. 

~ · ·i control li dell'acq ua a ll'1·m ergcn za ,;i ,., ido•Jk z iarw solo tre :-! pceit: 

IJa ttf' ridw dw. in o rd ine a llt· caratteri~< ti elw colt u rali c• lt io r h imidw. possono 

a:,t·ri v n:; i ai gerwri f.'/m;obul'l.ai um, l chromobartrr l' .\" untlwmonas. 
Nello> lwtti~lie. nltn• allt· p n ..!CI'dl'nt i specil', s i soniJ rinvf'nuti a n che hat­

lt'ri m·romo~t·n i o,.: ... idasi l'Oil lo·ght•fa prod nzioue di pigmento fl uorescf'n tc 

1'111• dj, t·n ta b runo do l'n I(Haldtt· giorno, c p ert anto •tu e ' li ul timi microorga­

ui~mi :-uno p rohahilnwnlt• da iu,.crirsi nd gerw re P:;t>!lJomotws. 

Dopo 180 giorni pn·' algono m uncricamcn tc i h a tt1·ri acromogcni . 

• hm. 111. ::i·~tptr. Sa11ilù ( J llòO) 12, l~ll-IH 
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fn bai't' ai dati forniti ripe lnla mPn ll' dallt· espe riPn zt· di nuu•t•ro.-:i 

A .\ .. appan· orrn111 <'hiarnnwnll- do('U nH'nlato eh(• nellt• aCCJUI' minf'rali 

natural i consPn a lt· s i vPrilica un processo di moltiplienziont· mieml1ica la 

cui viYaeità .. d intPnsità puù variare· a srcund n dt'lla quantito't di battni 

pn·sen ti. del tipo di aetJIIa. d ella qu<tli t iì e dt• lla lt:'mpcratura e dt·l l f' rupo di 

inrubazione. dPlla prest· n za di aria, dell'espo~>izione alla luce. dt·l tipo di 
i.:ontrniton·. I' ('C. 

A CJU PSla l'a;.,• di Crt'RI'ita JH' S('J.:UI' un a di dt•el ino, piìr o menu acct·lltuata 

e p iìt o m eno prolungata. a rHiando incontro l'nt:'qua s tessa acl un vero t• p ro­

prio proct·sso di au todepu razionl'. Si tra tta di un l'enom1•no naturaiP non I'Yi­

tabilt• e in un t'l'rl:o senso uon riducihil«:> p er chl> 1111 eontc•nitorl' di arqua mi­

n erale' appena rltiuso conlit·rw un Cl'rto quantitati,·o di microorganismi di 

o rigine acquicola o t elluricn. pn'RI'uti nell'acqua s tessa fino d a lrcm l' rgrn za , ._ 

sovcnt«:>, in qunntità t' l]u a lità variaJ.il i, altri mi eroorganis mi che sfuggnnn ai 

più arcu rati proel'ssi di risanamento dei contenitori e d ell'ambiente di irn­
hnttigliamen t.o. 

Ciù prem ess<t. riteniamo irrealizzahilt· una C\'en tuale prop osta di fi 1-1san· 

limiti della cari<·a micrnhi<'a. alm1·uu n elle colture a 20 oC. sembrandt~<' i as­

surd a, o quantomcno JlriYn di realis 111u, la prctt~sa di imbrigliare con norrnt· 

un fenomeno t a nto complc·sso . Basti pensan • au che a s ituazioni paradossal i 

chr pntrehiH·ro scaturire da c\·cntuale applicazione di norrnP d el gen c· re: 

sarebbero infatti a ccetta tt· a cquP n r lle quali la scarsa en ri ca microhiea o. 

addirittura, l'ass<'n:ta della mt·drsima potrehlll' ÙNivar(• du un forte· in vec· 

<:hiam1·nto con processo di autodepurazione g ià completato. oppun• da trat­

tamento chimico o fis ico esrguito fraucloll'ntc·mentl', oppu n • ancora d a tracct• 

<li antisettici sfugg iti ai lwgni di risciacquo, m1:ntr«:> potr1•hlw essere scartata 

una Luona acqua imbotti gliata da pochi giorni n r lla quale è in atto una fa st' 

di moltiplicazion e batterica molto atti,·a. Nei n •cipienti in PVC il processo 

di m oltiplicazion e appare accelt·rato l' protratto n el tempo e, secondo alcu ni. 

pii1 intenso; ma se anrlw così foss(', non t'I semhra che il problema di fondo 
possa rarnlJiart·. 

D t'\' t• r;;sl•rt• poi I'Ons idt•r::t to cJw trll 'e;;perienza ormai pJuridccennale l!Oil 

attriLuiH'f' alcun significato di patogt•niri t à ai mieroorganil-inti ch P qual-i co­

s tantl' llll:ntc sono JH'CSt·n ti udl .. acqur mitwrali nnturali cons t•n·att' . Sia p erò 

chiaro che. llH' IILrt' ritt·niarno ;;i dt>ltlta e;;srn· IH' rllt i;;s iyj JWÌ confronti dt·ll a 

cari<·a mil'roiJica !-aprofì t a. l-ii d i'\,. I'S,..t' rt' estreiiHtiiH'Ill l' rigorosi nt·ll't·sdu­

Òt•n ·, II PJia m a ni na più t w-~ati\ a. in f'o;.pinri quantita ti \ i di arqua prPit•ntti 

con niteri di eampionalllt1nto sta ti:-l it·allll'lllt· attrndihili . la pn'SI' II :t.a di 

mnnilori di cuutarnina ziorw fpf'al l' .. dl'llt• ;;lweil' ballnidu• p otcn zialn11·ntP 
patogrrw (P. aPruginosa. C. l 'io/acrum . t't-c.). 
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f.: altrf•sì aul'>pi cabile d11 ~ ogni sorgiva u tili;-.zata pl'r la produzione di 
aequ a rninNal~ s ia sottoposta ad accurato c prulungato stutlio battPriologico 
a l line d i ca talogare le "pccic microbiche iYi pn·scu ti JWr potPrne ,;tahilirc 
l' idrntità o meno con quelli' isolate dall ' acqua dopo l' imhottigliamr nto. 

Per quanto ri~t~arda le coltu re a 37 °C, ~wmpre nclraequa conservata, 
i dati forn iti dalla lt'ltcratura ci lasciano molto perplesfli: di fronte a cnriclw 

di poche unità segnalate da alcuni AA. a nche dopo prolungata conserva­
zione, si oppongono quelli di migliaia di unità riscontrate da altri. Le raul"e di 
questa grande difformità di ris ultati possono essere solo in parte attribuibili 
a lle metodologic e alle t ecniche impiegati': in par ticolare, la durata di incu­
bazione delle colture ~ la scelta dei terreni colturali . . i!: noto infatti ch4~ alcuni 
ricercatori adollano l' incubazione per 24 h, altri (specialmente gli Ltaliani) 

per 18 h. 
Orbene, i risultati che si ottrngono per uno stesso campione di acqua 

a 370 dopo 24 h sono compll'tamcnte divt>rsi da quelli che si ottengono dopo 
~8 h, essendo i secondi spesso superiori di oltre ùieci volte rispetto ai primi. 
Ana loghi risultati possono aversi nelle colture in agar povNo (a base d i .-stratto 
di carne e di peptone) rispetto a ll'agar più ricco (a base di triptosio e di 
estratto di lievito) . 

Appare p<•rtunto auspi cabile che i metodi per l'esame batteriologico 
ddl'acqua vengano opportuna mente definiti ed unificati, almeno a livdlo 
d4' 1la CEE. 

Per altro, i motivi tecnici sopra accennati non sono sufficienti a spi<·gare 
tanta diversità di risulta ti a nche perché, almeno secondo la nostra esperienza, 
i batteri acquicoli, normalm ente in causa nelle acque minerali, possono crc­
sct·re anche in agar a 37 °C dopo 48 h di incubazione. 

Ciò premesso, ri teniamo che le ricerche a ques to riguardo debbano essere 
opportuna mente a mpliate cd a pprofondite sui vari t ip i di acque minerali 
a ll 'origine e conservate in Yarie <'ondizioni, S<>condo un programma prcst a­
hilito e seguendo una metodologia uniforme prima di gi ungere ad eventuali 
proposte di limiti della carica microbica a 37 °C. Raccomandiamo, qualora 
fossero proposti limiti alle cariche microbichc delle aCfJUC minerali naturuli, 
che si tenga debito conto degli a lti \'alori d(•i coefficiPnti di variabilità che si 
ollrn~ono nl' lla conta dell<' colonie e pertan to dovrà I'SSere prPsrritto un 
ca mpionamento che possa fornire medie att.-udibili dei risultati. 

ln ogni caso resta più che valida la raccomandazione di PSclutlrn• la 
presenza di monitori di con taminazione fecale c d i batte ri potcnzialmentr 
p a tog1·ni. 

Per IJUaHlO atti1·ne alla dichiarazione Ji « aCI{Ua hatteriologicamente 
pura » pos ta ~oli' Nit'hetta ti t'Ila bottig lia, riteniamo che fp~esta possa rs>~1~r~~ 

couservata purrhé ri~ulti r biaramPntc che si riferisce a l co11trollo eli qualità 
(documentabi11·) ddla partita alla quale appartiene la llottiglia st1·ssa . 

• 11111. ! .. t. SIIJ>tr. 'ittnita (tu76) 12. 1~0-IH 
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Summary. - (Qualiu,titJI' ami qumllitatirf• SÌf!,n~ficanct' of micrnbic .flora 
in natu.ra.l miltl•ral water.:;). - On t ht• IHtsi" of data reportcd in litcraturc con­
Ct'rniug tbc saprophytie· bactc' ri al Il ora of nn turai minc:ral wa ters bottlf'd in 
glass or in PVC contairwrs and in vie·" of thr rc•sults ohtainc•d clu ring thcir 
own Ìll\·cstigatioM. thc AA. considl' r i t impossihle to cstablislt a limi t to 
the charge of bactc·rial flora in ag~t r al 20 oc and lwliew· that auy p ossilllf' 
proposal concerning rules limiting tlw bac lPrial cltarge at 37 oc rt'quirc•s 
more· detailcd s tudy ancl prc·limiu ar~ <'ontrob. 

lu any case. they propose to appl~- t Ili' s t ri<'lc·:<t 'igilance iu excluding 
tbe prc•sence of any sign whatcvcr of ft•cnl <' tmt a minatitHI or of potentially 
pathogeni<' bact erial t ypcs (f.i. P. (l('ruginosa) in a li watf·r sampl('o;; th('~ 
also suggest to requir(' Ùlat t h(' pPrforrm u H·e· of compara ti' c· tests lw extend ed 
lo tbc· s t agf's preceding hottling. 

Curren t expcrimen tal in vestigation!' l'l'\ <·al that th e multiplying process 
sccms to l1c accelerated and mnn· prnlntctc•d in tiru(' in watcrl' bottled in 
PVC containers than in those k r pt in glass t:ontaint•n;. 

Rés umé. - (Significatz:on quali tal in! et qu.rmtitatil'(' de la jlon• microbique 
des eaux minerales naturelles p enda111 h>tu commf'rcialization). - Sur la hase 
dcs donnécs décritcs par la Jittératun' s<·ic·ntifiqul' concemant la fiorf' dcs 
microbcs saprofitcs des caux minera les na turcll!'s collst·rvées daus dcs con­
tcniteurs cn verrc e t en P V C et sur la base d<·s résultats dc leur~< propres 
rcchc~rches, Ics Auteurs penscnt qu'i l rw ~;o it pas possiiJIP d 'éta!Jiir un(' 
limite à la chargc• dcs bacté1·ics en agar à 20 oc cl qu' uu c éwn tuelle proposi­

tion dt' normes puur limitcr la charg<· microbi cpll' it 37 oc; nécessite des é tudf's 
plus approfondies et dcs co n lr61rs prc'limin H irl'~. 
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