UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE AGUAS MINERAIS EM
GARRAFAS INDIVIDUAIS COMERCIALIZADAS EM
ARARAQUARA-SP.

Maria Fernanda Falcone Dias

Orientador: Prof. Dr. Adalberto Farache Filho

ARARAQUARA-SP
2008



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CAMPUS DE ARARAQUARA

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE AGUAS MINERAIS EM
GARRAFAS INDIVIDUAIS COMERCIALIZADAS EM
ARARAQUARA-SP.

Dissertacao apresentada ao programa de
PoOs Graduacdo em Ciéncia de Alimentos e
Nutricdo — Area de Ciéncias dos Alimentos,
como requisito para obtencdo do titulo de
Mestre.

Mestranda: Maria Fernanda Falcone Dias

Orientador: Prof. Dr. Adalberto Farache Filho

ARARAQUARA-SP
2008



Ficha Catalografica
Elaborada Pelo Servigo Técnico de Biblioteca e Documentacao
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP — Campus de Araraquara

Dias, Maria Fernanda Falcone
D541q Qualidade microbioldgica de d&guas minerais em garrafas individuais
comercializadas em Araraquara-SP. / Maria Fernanda Falcone Dias. —
Araraquara, 2008.
66 f.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio de
Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de P6s
Graduagdo em Alimentos e Nutri¢cdo

Orientador: Adalberto Farache Filho

1.Agua mineral. 2.Contaminacéo bacteriolégica. 3.Coliformes. |.Farache
Filho, Adalberto, orient. Il. Titulo.

CDD: 628.161

CAPES: 50700006




Comissao examinadora

Prof. Dr. Adalberto Farache Filho
(orientador)

Profa. Dra. Maria da Penha Longo Mortati Catanozi
(membro)

Prof. Dr. Wellington Cyro de Almeida Leite
(orientador)

Araraquara, 25 de Janeiro de 2008.



DEDICO

A minha mée, pelo incentivo e
determinacao em tornar possiveis
meus ideais.

Aos meus avos e avos pelo amor e

confianca.



AGRADECIMENTOS

A minha mae Maria Laura, pelo incentivo na minha realizaco profissional e pessoal
Ao Prof. Dr. Adalberto Farache Filho, pela orientacdo, incentivo, apoio, e amizade.
Aos professores integrantes da banca do exame geral de qualificacdo, Profa. Dra.
Maria da Penha Longo Mortati Catanozi e Prof. Dr. Wellington Cyro de Almeida Leite
pelas sugestdes e consideragbes que muito contribuiram para o aperfeicoamento
deste trabalho.

A Joselma, técnica do laboratorio de Saude Publica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNESP-Araraquara, pela paciéncia, atencéo e amizade.

Aos meus amigos, “grandes irmdos”, que me incentivam a seguir a carreira
académica e cientifica e estdo sempre presentes na minha vida e alojados no meu
coragao.

Aos meus sobrinhos, pelo simples sorriso que torna minha vida mais feliz

A minha irm&, pelo carinho e incentivo

Aos funcionarios da Secretaria de POs Graduagdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara-Unesp, pela paciéncia e atencéo dedicadas

Aos funcionarios da Biblioteca de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-Unesp,
pelo auxilio e colaboracdo durante a fase de elaboragéo da dissertacao.

Por fim e na verdade por todas as coisas, a “Esse Grande Deus e Pai” que me
supriu, supre e suprird em todos os meus anseios. Obrigado!



“Agua que nasce na fonte
Serena do mundo
E que abre um
Profundo grotao
Agua que faz inocente
Riacho e desagua

Na corrente do ribeirao...

..Aguas que movem moinhos
S&o as mesmas aguas
Que encharcam o chao

E sempre voltam humildes

Pro fundo da terra

Pro fundo da terra...”

Guilherme Arantes



RESUMO

Com a davida sobre a qualidade da 4gua de abastecimento publico, o cidaddo passou a
utilizar a 4gua mineral com maior intensidade. Para atender a esta demanda as industrias
aumentaram a producdo, novas empresas surgiram e também os falsarios. Assim, é necessario
conhecer-se a qualidade esperada e paga pelo consumidor nesse produto, realmente existe. O
objetivo desta pesquisa foi avaliar aspectos de qualidade microbioldgica em amostras de agua
mineral natural, ndo carbonatada, em garrafas individuais de 330mL a 600mL, das diversas
marcas comercializadas em supermercados na cidade de Araraquara-SP. Foram utilizadas
sessenta e nove amostras provenientes de dezessete marcas. As amostras foram adquiridas
aleatoriamente, em épocas e estabelecimentos diferentes para que fossem originadas de lotes
diversos. Para analise de coliformes totais e coliformes fecais/E. coli utilizou-se a técnica de
substratos cromogénicos; para enterococos e Pseudomonas aeruginosa foram utilizadas as
técnicas de tubos multiplos especificas; para contagem de bactérias heterotroficas, foi
utilizada a técnica de cultivo em profundidade. Todas as amostras de todas as marcas (100%)
apresentaram auséncia de coliformes fecais/E.coli, duas amostras (2,9%) de uma marca
(5,9%) apresentaram contaminacdo por coliformes totais, duas amostras (2,9%), de duas
marcas (11,8%) apresentaram contaminagdo por enterococos, trés amostras (4,3%) de duas
marcas (11,8%) apresentaram Pseudomonas aeruginosa e quarenta amostras (58%) de doze
marcas (70,6%) apresentaram contagens acima de 500 UFC/mL para bactérias heterotroficas.
Verificou-se que, das sessenta e nove amostras analisadas (100%) apenas seis (8,7%)
apresentaram-se contaminadas com um ou mais dos indicadores especificados pela legislacdo
brasileira para dguas minerais. Entretanto, considerando os padrdes para agua mineral e o
padrdo para bactérias heterotréficas estabelecido pela legislacdo para dgua de consumo
humano, quarenta amostras (58%) de doze marcas (70,6%) apresentaram-se em desacordo

com um ou mais padroes.

Palavras chave: Agua mineral, contaminagao bacteriana, coliformes.



ABSTRACT

With the doubt on the water quality in public supplying, the citizen started to use the
mineral water with larger intensity. For attend this demand the factory had increased the
production, new companies had appeared and also the falsifiers. Thus, it’s necessary to know
if the quality waited and paid for the consumer in this product, really exists. The objective of
the research was to evaluate aspects of microbiological quality in natural mineral water
samples, not carbonated, in individual bottles of 330mL to 600mL, of the diverse marks
commercialized in supermarkets in the city of Araraquara-SP. Sixty nine samples proceeding
from seventeen marks had been used. The samples had been acquired aleatory, at different
times and establishments for that they were originated from diverse lots. For analysis of fecal
coliform/E. coli and total used it cromogenic substrate technique; for enterococcus and for
Pseudomonas aeruginosa was used the technique of multiple tube specific; for counting of
heterotrophic bacteria, was used the technique of culture in depth. All the samples of all the
marks (100%) had presented absence for fecal coliform/E.coli., two samples (2.9%) of one
mark (5.9%) had presented contamination for total coliform, two samples (2.9%), of two
marks (11.8%) had presented contamination for enterococcus, three samples (4.3%) of two
marks (11.8%) had presented Pseudomonas aeruginosa, and forty samples (58%) of twelve
marks (70.6%) had presented counting above of 500 CFU/mL for heterotrophic bacteria. It
was verified that, of the sixty nine analyzed samples (100%), only six (8.7%) had been
presented contaminated with one or more than the pointers specified for the Brazilian
legislation for mineral waters used in this research. However, considering the standards for
mineral water and the standard for heterotrophic bacteria established by the legislation for
water of human consumption, forty samples (58%) of twelve marks (70.6%) had been

presented in disagreement with one or more standards.

Key words: Mineral water, bacterial contamination, coliforms.
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1 INTRODUCAO

A agua constitui um dos elementos fundamentais para a existéncia do ser humano. Em
seu estado natural € um dos componentes de maior pureza que se conhece e atualmente torna-
se dificil encontrar uma fonte de agua doce que ndo tenha suas caracteristicas alteradas
(NASCIMENTO et al., 2000).

O novo século traz crise de falta de agua e a sociedade precisa discutir o futuro da
agua e da vida. A abundancia do elemento liquido causa uma falsa sensacdo de recurso
inesgotavel, mas a agua é um recurso finito e ndo tdo abundante quanto possa parecer
(MACEDO, 2001).

A utilizacdo dos recursos de agua doce é fonte de numerosos problemas, cuja
resolucdo necessita uma profunda reflexdo ética. A questdo é saber se o planeta pode suportar
o ritmo atual de exploragdo dos recursos de &gua doce. E preciso ressaltar a questdo da
equidade de acesso aos recursos hidricos, bem como a salubridade destes recursos que séo,
frequentemente, degradados por diversas formas de poluicdo, tanto em paises de pouca oferta
quanto naqueles abundantes em agua (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A
EDUCACAO, A CIENCIA E A CULTURA-UNESCO, 2001).

Considerando que 97,5% da agua existente no planeta é salgada (oceanos e mares) e
2,493% da agua doce esta em geleiras ou regides subterraneas de dificil acesso, sO resta
0,007% da &gua doce disponivel nos rios, lagos e atmosfera. O Brasil detem 11,6% da agua
doce superficial do mundo; desse total, 70% esta na regido Amazonica com 7% da populacéo
brasileira enquanto os 30% restantes estdo distribuidos desigualmente para atender a 93% da
populacéo (UNIVERSIDADE DA AGUA, 2004).

O Brasil possui a vantagem de dispor de abundantes recursos hidricos, porém possui
também a tendéncia desvantajosa de desperdica-los (MORAES; JORDAO, 2002).

Com o processo de urbanizacdo acelerada a partir da segunda metade do século XX, a
tal ponto que mais da metade da populacdo mundial vive atualmente em aglomeragdes
urbanas, técnicas foram sendo desenvolvidas tornando possivel o fornecimento de agua
potavel em grandes volumes para atender a milhdes de habitantes que se concentram nas
médias e grandes cidades espalhadas por todo o globo terrestre. No entanto, a 4gua potavel
ndo estd atualmente disponivel para todas as pessoas, em muitas sociedades (PONTES;
SCHRAMM, 2004).
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No ano 2000, em todo o mundo 1,1 bilhdes de pessoas ndo tinham acesso a um
adequado abastecimento de agua (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000a). Nos paises
da América Latina e Caribe, existiam 60 milhfes de pessoas sem abastecimento de agua
(ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE, 2006a). No Brasil, segundo Macédo
(2001) 54 milhGes de habitantes ndo tinham acesso a rede de distribuicéo de agua.

A preocupacdo com a degradacdo e a consequente escassez dos recursos hidricos
deixou de ser somente uma bandeira de luta de ambientalistas fervorosos, passando a
representar um sério problema de satde puablica (MORAES; JORDAO, 2002).

A 4gua poluida € um importante veiculo na transmissdo de grande variedade de
doengas, motivo pelo qual a preservacdo da sua qualidade microbiologica é um fator
indispensavel para a satde publica (GIOMBELLI et al., 1998).

Além do aspecto qualitativo € indispensavel que o homem disponha de agua nas
quantidades necessarias aos seus diversos usos. A escassez de agua tem reflexos sanitérios,
pois influird na higiene pessoal, dos alimentos e do ambiente, podendo trazer danos a saude
humana (ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 1999).

Os sistemas de saneamento basico adequado e agua tratada podem reduzir em 20% a
80% a incidéncia de doencas infecciosas, inibindo a sua geragdo e interrompendo a sua
transmissdo (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A EDUCACAO, A
CIENCIA E A CULTURA-UNESCO, 2001; ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE
SAUDE, 2006b).

A &gua tem influéncia direta sobre a saude, a qualidade de vida e o desenvolvimento
do ser humano. Para a Organizacao Mundial da Satude (OMS) e seus paises membros, “todas
as pessoas, em quaisquer estagios de desenvolvimento e condi¢des socio-econdmicas tém o
direito de ter acesso a um suprimento adequado de agua potavel e segura”. “Segura”, neste
contexto, refere-se a uma oferta de agua que ndo represente um risco significativo a salde,
que tenha quantidade suficiente para atender a todas as necessidades domeésticas, que seja
disponivel continuamente e que tenha um custo acessivel. Essas condicdes podem ser
resumidas em cinco palavras-chave: qualidade, quantidade, continuidade, cobertura e custo
(ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE, 2006b).

A qualidade do sistema de distribuicdo de agua refletida na qualidade da agua
distribuida para a populacdo, determina a confiabilidade no sistema e na seguranca do
consumidor em relacdo ao produto que recebe em casa. Quando isso ndo ocorre a populagado
passa a procurar alternativas para consumir agua segura (MACEDO, 2001).
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Com a davida sobre a qualidade da 4gua de abastecimento publico, o cidaddo passou a
utilizar a agua mineral com maior intensidade. Para atender a esse aumento na demanda as
industrias aumentaram a producdo; novas empresas surgiram e também os falsarios. Assim, é
necessario conhecer se a qualidade esperada e paga pelo consumidor nesse produto, realmente
existe (SABIONI; SILVA, 2006).

Apesar de Araraquara ter um sistema de abastecimento publico de agua de boa
qualidade, observa-se também na cidade o aumento do consumo de 4gua mineral e do nimero
de estabelecimentos que comercializam o produto, bem como a freqiiéncia de consumidores
portando pequenas garrafas de dgua mineral para consumo individual, principalmente no
periodo de verdo. Diante disso e a partir de estudos anteriores realizados no Laboratdrio de
Salde Publica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara - UNESP
com &guas minerais em garrafas com volumes maiores, optou-se por dar continuidade a
pesquisa da qualidade de &guas minerais em garrafas com volumes menores geralmente

utilizadas individualmente.
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2 OBJETIVOS

Avaliar aspectos de qualidade microbiol6gica de amostras de agua mineral natural,
ndo carbonatada em garrafas individuais de 330mL a 600mL, das diversas marcas

comercializadas em supermercados na cidade de Araragquara-SP.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Agua e doencas

A agua € essencial para a vida, mas também pode se tornar um importante veiculo de
muitos parasitas, doencas infecciosas e responsavel pela crescente freqiiéncia de doencas
cronicas (FRANCO; CANTUSIO NETO, 2002).

Tanto os agentes bioldgicos como os poluentes quimicos e radioativos podem alcancar
0 ser humano através da ingestdo direta da agua, pelo contato com a pele ou mucosas ou
através do seu uso em irrigacdo ou na preparacdo de alimentos. S&o as chamadas “doengas de
veiculacdo hidrica” em que a agua serve como meio de transporte de agentes patogénicos
eliminados pelo ser humano por meio dos dejetos, ou de poluentes quimicos e radioativos
presentes nos esgotos industriais (ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 1999).

E importante ressaltar a diferenca entre doencas de transmiss&o hidrica e doencas de
origem hidrica. A primeira é aquela em que a 4gua atua como veiculo do agente infeccioso e a
segunda é aquela causada por substancias quimicas presentes na agua em concentracoes
inadequadas (MACEDO, 2001). S3o exemplos de doencas de origem hidrica a fluorose,
devida ao excesso de fluor e o saturnismo causado pelo chumbo. Algumas substancias dédo a
agua propriedades laxantes, como sulfatos, ou a tornam toxicas como o zinco, arsénio, e
cianetos entre outras (ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 1999). Dentre as principais
doencas de transmissao hidrica pode-se citar a febre tifoide, colera, salmonelose, shigelose e
outras gastrenterites, poliomielite, hepatite A, verminoses, amebiase e giardiase (LESER et
al., 1988).

As principais fontes de contaminagdo dos recursos hidricos sdo: esgotos domesticos
sem tratamento lancados em rios e lagos; aterros sanitarios que afetam os lencois freaticos;
defensivos agricolas que escoam com a chuva e sdo arrastados para o0s rios e lagos e infiltram
no solo; garimpos que jogam produtos quimicos, como o mercurio, em rios e cérregos;
efluentes de industrias que utilizam os rios como carreadores de seus residuos toxicos
(MACEDO, 2001).

Os agentes bioldgicos sdo os fatores mais importantes de contaminagdo da gua, assim
como dos alimentos (GERMANO; GERMANO, 2001). Em termos gerais, 0 maior risco

microbiano esta associado com a ingestdo de dgua contaminada com fezes humana ou animal.
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As fezes podem ser fontes de patogénicos; como bactérias, virus, protozoarios e helmintos
(CSUROS; CSUROS, 1999; GERMANO; GERMANO, 2001; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2003).

A 4gua é, provavelmente, a principal via de transmissdo de agentes patogénicos, tanto
pelo consumo direto como pela contaminagao dos alimentos (FRAZIER; WESTHOFF, 1993;
HOBBS; ROBERTS, 1999).

Doencas infecciosas relacionadas a agua sdo a maior causa de morbidade e
mortalidade em todo o0 mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003) e causa de mais
de 80% de todas as mortes nos paises em desenvolvimento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006b).

As infeccdes pela agua e alimentos aumentam em climas quentes devido a rapida
multiplicacdo das bactérias nos alimentos e a necessidade da ingestdo de grandes volumes de
agua (HOBBS; ROBERTS, 1999).

Nos paises da América Latina e Caribe as enfermidades de veiculacdo hidrica
aparecem entre as trés principais causas de morte na regido. A epidemia mais significativa dos
ultimos anos, nesta area, foi a da célera originada no Peru em 1991 e que se estendeu por 21
paises da regifo, com mais de 1.200.000 casos registrados até 1997 (ORGANIZACAO PAN
AMERICANA DE SAUDE, 2006b).

No Brasil, doencas transmitidas pela dgua sdo as causas recorrentes da maioria das
internacdes de criancas e de 80% das consultas pediatricas na rede publica (COSTA E
SILVA, 2001). A média de notificacdes de casos de hepatites, no Brasil, nos ultimos quatro
anos foi de 50.000 casos, dos quais a maior porcentagem se refere a hepatite do tipo A
(MACIEL FILHO et al., 2007).

Os patogenos de humanos nos abastecimentos de &gua geralmente vém da
contaminacdo da dgua com material fecal (CSUROS; CSUROS, 1999). Trata-se, pois, de um
verdadeiro circulo vicioso, em que 0s patogénicos introduzidos nos mananciais a partir de
pessoas portadoras de doencas entéricas, retornam ao ambiente domiciliar através dos
sistemas de captacdo de agua potdvel, contaminando populagdes saudaveis (TUNDIZI et al.,
1999).

Aparentemente, com 0s conhecimentos que se tem e com 0s métodos disponiveis para
tratamento da agua e de destinacdo de excretas, altamente eficientes, a transmissdo por via
hidrica deveria ter perdido quase totalmente a importancia que tinha quando com ela se
relacionavam epidemias de grandes proporcdes (LESER et al., 1988). Entretanto, deficiéncias

de saneamento basico, especialmente nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento,
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fazem com que ndo s6 continuem a ocorrer epidemias, notadamente de febre tifoide, como
também que a via hidrica de transmissdo contribua acentuadamente para a morbidade e a
mortalidade por infec¢es intestinais (LESER et al., 1988; DAVID et al., 1999).

No ano 2000, em todo o mundo 2,4 bilhGes de pessoas (quase a metade da populacéo
do planeta) ndo viviam em condi¢Oes aceitaveis de saneamento (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000a).

Na regido da América Latina e Caribe em 2006, 137 milhGes de pessoas ndo tinham
acesso a um sistema adequado de esgotamento sanitario e desses um pouco mais que a
metade, concentram-se em areas rurais. Das populacdes urbanas servidas com sistema de
esgoto, apenas 14% tratam os seus efluentes. Os outros 86% das descargas, que representam
aproximadamente 516 m*/s de &guas residuarias sem tratamento, sdo lancados nos corpos
superficiais de 4gua, contaminando fontes potenciais para o consumo da dgua e degradando os
ecossistemas aquaticos (ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE, 2006a).

No Brasil até o ano 2000, apenas 8% dos municipios possuiam tratamento adequado
de esgoto o que representava mais de 100 milhdes de pessoas sem seus esgotos tratados
(MACEDO, 2001).

A falta de saneamento e de dgua de boa qualidade resulta no aumento do numero de
casos de doencas parasitarias e infecciosas, e consequente elevacdo dos gastos com a Saude
Publica (DAVID et al., 1999).

S6 no ano de 1996 o pais gastou R$ 78 milhGes com internacbes, ocasionadas por
doencas diarréicas e, segundo a Organizacdo Mundial da Salde, o atraso do Brasil na area da
saude é representado pelo recrudescimento de epidemias, algumas que ja haviam sido
erradicadas, como é o caso da colera. Este atraso tem um sentido de alerta sobre a condicéo de
miséria e auséncia de infra-estrutura sanitaria, uma vez que epidemias s6 ocorrem em areas
com precarias condi¢des de vida (NISHIARA et al., 1998).

A instalacdo de rede de agua e esgoto em todas as cidades constitui uma medida da
maxima importancia na erradicacdo de muitas doencas e, conseqlientemente, para a
salubridade urbana (SOUNIS, 1985).

N&o é surpresa que em cada novo estudo que se tém sobre o tema, sdo reforcadas as
conclusbes que mostram as vantagens da dgua segura na saude da populacdo em geral e das
criancas em particular, e que a agua segura reduz a mortalidade infantil, previne a diarréia,

melhora a nutricdo e a saude em geral (SOLSONA, 2001).
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3.2 A 4gua mineral

Agua mineral natural é considerada como a agua obtida diretamente de fontes naturais
ou artificialmente captadas de origem subterrénea, caracterizada pelo contetdo definido e
constante de sais minerais (composicao iénica) e pela presenca de oligoelementos e outros
constituintes (BRASIL, 2000).

Tradicionalmente aguas minerais eram aquelas que emergiam naturalmente de fonte
subterranea sendo consumidas no lugar de origem. Atualmente sdo engarrafadas e vendidas
em lugares distantes do seu sitio de origem (COELHO et al., 1998; CABRINI; GALLO,
2001).

Duas teorias classicas sobre a origem das aguas minerais se confrontaram durante
muito tempo: a teoria da origem metedrica, que admite ser a agua mineral proveniente da
propria agua das chuvas infiltradas a grandes profundidades e a teoria da origem magmatica,
que explica a origem dessas aguas a partir de fenémenos magmaticos como vulcanismo. Hoje,
com os conhecimentos sobre a distribuicdo da &dgua no planeta, a primeira teoria € a mais
aceita. A teoria da origem meteorica considera a agua mineral um tipo particular de agua
subterranea cuja formacéo resulta da ressurgéncia das aguas das chuvas infiltradas a grandes
profundidades, através de fraturas e falhas tectbnicas, em velocidade muito lenta. Ao
defrontar-se com descontinuidades de estruturas geoldgicas (falhas, diques, etc.),
impulsionadas pelo peso da coluna de 4gua superposta e, em certos casos, por gases e vapores
nelas presentes, essas aguas emergem a superficie sob forma de fontes (LIMA, 2003).

As aguas minerais e as aguas subterraneas tém a mesma origem. Sdo aguas de
superficie que infiltram no subsolo e cujo conteddo em sais guarda uma relacdo direta com o
calor, pois a capacidade de dissolver minerais e incorporar solutos aumenta com a
temperatura. Considera-se como agua mineral aquela que conseguiu atingir profundidades
maiores e, dessa forma, se enriqueceu em sais, adquirindo novas caracteristicas fisico-
quimicas (RAMIRES et al., 2004).

Dependendo da qualidade desses sais a agua pode ser benéfica para o tratamento de
determinados problemas de salde. Porém, na grande maioria dos casos, essas aguas tém
apenas discreto poder diurético ou alcalinizante e muitas vezes as campanhas promocionais é
que fazem a propaganda do poder medicinal dessas aguas (RIEDEL, 1992).

As aguas minerais foram batizadas como “diamante liquido”, “petr6leo”, “ouro”,

“remedio universal”, quer por suas virtudes terapéuticas, quer pelo potencial econémico que



19

representam para um pais e/ou uma regido. Elas foram frequentemente usadas desde a
antiguidade por varios povos e em torno de suas nascentes surgiram diversos ndcleos urbanos
com funcdes terapéuticas e ladicas (QUINTELA, 2004).

A cultura de utilizagdo das 4guas minerais teve origem na Roma antiga com os banhos
medicinais. O comércio de aguas minerais foi regulamentado na Franca, no século XVII
(MACEDO, 2001).

Durante o século XIX houve, por parte dos governos de alguns paises, interesse em
conhecer as aguas existentes nos seus territorios, como um recurso terapéutico e como
manancial econdémico em potencial (QUINTELA, 2004).

Ao longo do século XIX é que nasce realmente a industria de envasamento de agua
mineral. Inicialmente sua venda era feita em farmacias, pois essencialmente sua funcédo era
medicinal. A igreja reconhecia as qualidades terapéuticas “milagrosas” das aguas minerais e
colocava as fontes sob a protecdo de um santo, o que justifica a maioria do nome das fontes.
No seculo XX, até o ano de 1968, a producdo brasileira de agua engarrafada manteve-se
estavel, a partir dai iniciou-se uma nova fase no mercado, com o lancamento do garrafdo de
vidro de 20 litros, que possibilitou a ampliacdo do mercado. Em 1970, outra novidade da
indUstria de &guas minerais, que conquistou o consumidor, foram as garrafinhas plasticas de
polietileno de baixa densidade - PEBD. Em 1979, o crescimento do mercado aumentou ainda
mais com a introducdo do garrafdo de 20 litros de Policarbonato. (MACEDO, 2001).

Nos ultimos anos, a preocupagdo com a qualidade da agua que se consome, decorrente
da poluicdo progressiva das aguas, tem provocado uma continua demanda por dgua mineral
em todos os paises (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE AGUAS
MINERAIS, 2005; COELHO et al., 1998; JEENA et al., 2006). O sabor e odores
desagradaveis causados pela adicdo de fluor e cloro nas dguas de abastecimento publico
(AMARAL et al., 2005) e a falta de suprimentos de dgua potavel segura durante viagens tém
também resultado em um aumento na demanda de agua mineral (JEENA et al., 2006).

Acompanhando uma tendéncia mundial, o mercado brasileiro de aguas minerais
continua em franca ascensdo, consolidando-se como um dos setores da economia que mais
crescem no pais (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DE AGUAS
MINERAIS, 2005). Em 2005 o Brasil ficou em 8° lugar em producdo, com 7,7 bilhGes de
litros, e 9° em faturamento, com 1,9 bilhdes de euros (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS
INDUSTRIAS DE AGUAS MINERAIS, 20064a).
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3.3 Qualidade microbioldgica das aguas minerais

A qualidade microbioldgica de agua mineral engarrafada é de grande interesse ja que
muitos consumidores a usam como uma alternativa para a dgua de abastecimento publico
(RAMALHO et al., 2001). A agua engarrafada deve ser de boa qualidade microbioldgica,
especialmente se o uso for destinado a populacdo vulneravel, tais como doentes, idosos ou
criangas (WARBURTON, 1993).

A agua que se move abaixo da superficie, ou agua subterranea, passa por uma filtracéo
no préprio solo que remove a maioria dos microrganismos. Por essa razao, as aguas de fontes
e pocos profundos normalmente sdo de boa qualidade quando comparadas as aguas
superficiais (BURBARELLI, 2004).

Existe a percepcdo de que o consumo de agua mineral natural representa um estilo
saudavel de vida e que esses produtos sdo relativamente seguros (VILENA et al., 1996;
JEENA et al., 2006). Entretanto, pode ndo ser verdadeira a afirmacédo de que a agua mineral
apresente qualidade microbioldgica superior a das aguas de abastecimento publico, apesar de
sua origem em mananciais subterraneos (WENDPAP et al., 1999; EIROA et al., 1996;
HUNTER, 1993).

A ocorréncia de disturbios gastrintestinais seguintes ao consumo dessas aguas tem
focado atencdo no estudo de sua microbiologia (HUNTER, 1993; WARBURTON, 1993).

E importante considerar que, na epidemia de cdlera ocorrida em Portugal em 1974, a
agua mineral engarrafada ndo carbonatada foi incriminada como veiculo primario da doenca,
afetando 3.000 pessoas (EIROA et al., 1996; GONZALEZ et al., 1987). Outros casos de
enfermidades relacionadas com agua engarrafada incluem febre tiféide e diarréia de viajante.
Pesquisas também tém relatado o isolamento de ameba potencialmente patogénica na adgua
mineral (ROSENBERG, 2003).

Além dos microrganismos de importancia para saude publica, especial atencdo deve
ser dada aos microrganismos que podem deteriorar o produto (alteram sabor e/ou coloragao) e
aos indicadores de condicGes higiénicas (SANT ANA et al., 2003).

Os resultados obtidos pelo Programa Nacional de Monitoramento da Qualidade
Sanitéaria de Alimentos, no setor de aguas minerais, revelaram que quase 10% das analises
laboratoriais feitas no pais deram resultados insatisfatorios (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DAS INDUSTRIAS DE AGUAS MINERAIS, 2006b).
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A agua mineral natural deve apresentar qualidade que garanta auséncia de risco a saude
do consumidor, devendo ser captada, processada e envasada obedecendo as condicOes
higiénico-sanitarias e as boas praticas de fabricacdo (BRASIL, 2000).

Os tratamentos que poderiam ser aplicados de forma a reduzir ou eliminar os
microrganismos seriam os métodos quimicos (cloracdo, ozonizagdo) e processos ou agentes
fisicos (temperatura elevada, por exemplo), que ndo sdo permitidos no Brasil, de acordo com
a definicdo de agua mineral. A carbonatacdo pode ser aplicada desde que no rotulo conste de
forma clara a expressdo "com gas". O CO, apresenta efeito bactericida por reduzir o pH da
agua (SANT ANA et al., 2003). Apesar de a carbonatacdo reduzir significativamente o
numero de microrganismos contaminantes, ela ndo pode ser considerada como um meio de
melhorar a qualidade microbiolégica de aguas minerais contendo elevadas populagdes de
microrganismos (EIROA et al., 1996).

3.4 Microbiota autéctone.

As aguas minerais apresentam microrganismos que lhe séo proprios, isto &, existentes
antes de qualquer tratamento ou processamento (COELHO et al., 1998; ROSENBERG, 2003;
SCHMIDT-LORENZ, 1976).

A &gua mineral ao atravessar superficies de rochas tem suas moléculas organicas
filtradas. O resultado sdo aguas com baixo contedo de nutrientes organicos que s&o
necessarios para a multiplicacdo de microrganismos (STICKLER, 1989).

Entretanto, as aguas minerais ndo sdo produtos estéreis, apenas perdem grande parte
de suas bactérias e matéria organica em suspensdo ao atravessarem superficies de rochas e
terra até atingirem um determinado nivel (HILUY et al., 1994).

Leclerc e Moreau (2002) observaram que 0s microrganismos dominantes em aguas
subterraneas sdo bactérias heterotroficas, frequentemente chamadas de oligotroficas, mas
muitas delas sdo oligotroficas facultativas.

Schimdt-Lorenz (1976) cita que a microbiota autdctone consiste de psicrotréficos,
principalmente de bactérias Gram-negativas tais como 0s géneros: Achromobacter sp.,
Flavobacterium sp. e Pseudomonas sp., assim como Gram-positivas como Arthrobacter sp.
Para Urmeneta, Navarrete e Sancho (2000), a prevalente microbiota bacteriana consiste de
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Pseudomonas sp., juntamente com espécies de Acinetobacter, Achromobacter,
Flavobacterium e outros géneros Gram-negativos.

As caracteristicas das fontes influenciam a populacdo bacteriana das dguas minerais
(MORAIS; COSTA, 1990). Essas células bacterianas sdo geralmente menores, sendo cerca de
um terco ou um quarto do tamanho de células normais; isso € uma tatica para sobreviverem
abaixo das condicbes normais. E dificil determinar precisamente que proporcdes dessas
células ainda estdo vivas e capazes de se multiplicar (STICKLER, 1989).

Bischofberger et al. (1990) encontraram que na agua da fonte predominam as bactérias
Gram-negativas. Ap6s o engarrafamento 30% das bactérias da fonte ndo foram mais
encontradas e houve aumento do nimero de bactérias Gram-positivas. Ap0s uma semana de
engarrafamento ocorreu uma mudanca na composicdo da microbiota, Pseudomonas
fluorescentes, Flexibacter e Acinetobacter (aerdbios estritos e mesdéfilos) foram dominantes.

Para Morais e Costa (1990) o longo tempo de estocagem da dgua mineral tem um
profundo efeito na populacdo bacteriana. O grupo dominante na hora do engarrafamento nao
foi identificado depois disso, porque ele perdeu a viabilidade ou ndo pode se multiplicar e
durante o ultimo periodo de estocagem outros grupos aumentaram em ndmero. Esse fato pode
refletir mudancas nos nutrientes disponiveis, um decréscimo na viabilidade de algumas cepas,
competicdo, antagonismo ou outros fatores ainda nédo identificados.

Os produtores e as agéncias reguladoras normalmente avaliam a qualidade da agua
mineral em termos da presenga de indicadores e patdgenos. Mudangas na populacdo
bacteriana ap6s o engarrafamento ou durante a estocagem pode também indicar alteracdes na
agua da fonte ou modificaces durante o engarrafamento. Os produtores deveriam examinar e
caracterizar a populacdo bacteriana na fonte e na agua engarrafada como uma adicdo ao
controle do processo (MORAIS; COSTA, 1990).

3.5 Fatores que influenciam a multiplicacdo das bactérias em agua mineral.

Embora os microrganismos conhecidos como autoctones, ndo apresentem risco para a
salde publica e permanecam num nivel baixo em termos populacionais enquanto a agua esta
em seu ambiente natural, logo apds o engarrafamento comecam a multiplicar rapidamente
(COELHO et al., 1998; LECLERC; MOREAU, 2002; ROSENBERG, 2003; SCHMIDT-
LORENZ, 1976; STICKLER, 1989). Estudos sobre a ecologia das &guas minerais tém
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demonstrado que amostras coletadas diretamente do aquifero ttm uma populacdo bacteriana
de aproximadamente 10-100 UFC/mL sendo que, ap0s 0 envase, esta populacdo aumenta para
aproximadamente 10%-10° UFC/mL (BISCHOFBERGER et al., 1990; EIROA et al., 1996;
GONZALEZ et al.,, 1987; HUNTER, 1993; LECLERC; MOREAU, 2002; SCHMIDT-
LORENZ, 1976).

Varios autores estudaram o tempo de variacdo da microbiota bacteriana da agua
mineral apos o engarrafamento e encontraram que a populacéo inicial aumenta extremamente
logo apo6s o engarrafamento, até aproximadamente uma semana (BISCHOFBERGER et al.,
1990; DEFIVES et al., 1999; EIROA et al., 1997; LECLERC; MOREAU, 2002; LEGNANI
et al., 1999; URMENETA et al., 2000). Essa fase de multiplicacdo é geralmente seguida por
um peqgueno declinio (EIROA et al., 1997; STICKLER, 1989), depois mantém esse nivel até
70 a 100 dias, coincidindo com o tempo em que as aguas engarrafadas normalmente seriam
compradas e consumidas (EIROA et al., 1997; LEGNANI et al., 1999).

Essa multiplicacdo da populacdo bacteriana € considerada normal por varios
pesquisadores e ndo afeta a potabilidade da agua, a ndo ser que microrganismos aldctones
estejam também presentes (DAVID et al., 1999). A explicacdo para este fendbmeno ainda esta
sob debate (LECLERC; MOREAU, 2002).

Na fonte, a &gua mineral possui uma pequena populacdo de bactérias dormentes. O
processo de engarrafamento muda drasticamente suas condi¢cGes ambientais e favorece
multiplicacéo bacteriana (STICKLER, 1989; SCHIMDT-LORENZ, 1976).

Alguns autores tentaram explicar este fendmeno. Para Eiroa et al. (1996); Schimdt-
Lorenz, (1976); Eiroa et al. (1997), essa multiplicacdo das bactérias apos o engarrafamento
pode ser devido ao incremento na concentracdo de oxigénio dissolvido durante as operacdes
de engarrafamento e para Eiroa et al. (1996) essa multiplicacdo também é devido ao contato
com compostos organicos, que podem estar presentes em tubulagdes, reservatorios ou nas
embalagens e tampas.

Varios autores explicaram essa multiplicacdo das bactérias ap6s o engarrafamento
devido ao fato das bactérias aderirem a superficie das garrafas (BISCHOFBERGER et al.,
1990; JAYASEKARA et al., 1998; SCHIMDT-LORENZ, 1976; ZOBEL; ANDERSON,
1936). Para Bischofberger et al. (1990); Schimdt-Lorenz (1976) a explicacdo para isto é que
0s nutrientes presentes em baixas concentracdes sdo adsorvidos e concentrados na superficie,
estando mais disponivel para as bactérias que, provavelmente, fixam-se na superficie. Este
fato foi relatado pela primeira vez por Zobel e Anderson (1936) que concluiram que quanto

maior a area da superficie em relacdo ao volume da 4gua mais rapidamente a multiplicacéo de
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bactérias acontece; segundo os autores esse fato auxiliaria concentrando 0s nutrientes por
adsorcdo ou podem favorecer a atividade enzimatica das bactérias e a absorcdo de
metabolitos. Jayasekara et al. (1998) consideram que a aderéncia a superficie interna das
garrafas pode explicar o longo tempo de sobrevivéncia dos microrganismos na agua mineral.

Principalmente em ambientes com poucos nutrientes € uma tendéncia normal das
células microbianas, quando entram em contato com uma superficie solida, fixarem na
superficie para competir eficientemente com outras células microbianas por espaco e
nutrientes para resistir a qualquer condi¢cdo ambiental desfavorével, resultando assim em
formacéo de biofilme (JONES et al., 1999; RAY, 1996). Para Jones et al. (1999) a rugosidade
da superficie do frasco é muito importante na determinacdo da adesao da bactéria a superficie.

Este fato pode ser incrementado devido ao longo tempo que as garrafas ficam
estocadas. Uma vez a garrafa preenchida e selada, a agua engarrafada pode ficar nas
prateleiras dos mercados ou estocadas em casa por semanas ou meses. Assim a agua contendo
poucos organismos quando engarrafada pode apresentar um crescimento logaritmico no
namero de bactérias em um tempo relativamente pequeno. Este aumento continua em curva
de crescimento tipica até a matéria organica da agua ser esgotada. Esta matéria organica pode
variar entre marcas, dependendo da fonte. (ROSENBERG, 2003).

A temperatura também € um fator importante para a multiplicacao das bactérias apos o
engarrafamento, pois, durante o periodo de estocagem elas sdo geralmente maiores que na
fonte (SCHIMDT-LORENZ, 1976). Se a agua ¢ estocada em temperatura ambiente, como é
comum em mercados e, frequentemente, em casa, em apenas alguns dias as contagens
bacterianas atingirdo concentracdes altas como 10*a 10° UFC/mL. A refrigeracdo retarda esse
processo (ROSENBERG, 2003). Nsanze e Babarinde (1999) encontraram que a refrigeracéo
da agua (4°C) e a estocagem a altas temperaturas (42°C) preservaram a agua sem
multiplicacdo microbiana, entretanto a 25-37°C o0s microrganismos multiplicaram mais
facilmente.

A multiplicacdo bacteriana ocorre menos frequentemente em agua gaseificada
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2000b). O decréscimo no pH resultado da carbonatacdo age para previnir a multiplicacao
bacteriana (ROSENBERG, 2003).

Estudos tém mostrado que as bactérias geralmente ocorrem em maior nUmero nas
garrafas plasticas do que nas de vidro (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000b). Coelho et al. (1998); Rosenberg (2003)

acreditam que maior numero de microrganismos sdo encontrados em aguas de garrafas
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plasticas, devido & caracteristica do plastico em permitir a passagem de O;; 0s nutrientes
liberados dos plasticos sdo também um possivel contribuinte para o aumento da multiplicacéo
bacteriana na agua (EIROA et al., 1997).

Leclerc e Moreau (2002); Bischofberger et al. (1990) concluiram que a principal causa
das baixas contagens de colbnias da mesma agua mineral em garrafas de vidro
mecanicamente limpas comparadas com as garrafas plasticas se deve ao efeito bacteriostatico
dos agentes de limpeza residual.

O desenvolvimento microbiano em aguas engarrafadas caracteriza-se por uma
alternancia de aumentos e diminuic¢Ges da populacdo, cuja razédo ndo se conhece exatamente.
Para explicar este fato existem algumas teorias que consideram que cada nova populacao é
composta de varias espécies que se desenvolvem as expensas da matéria organica das células
mortas da populagdo anterior (EIROA et al., 1997). Os produtos da aut6lise das células mortas
sdo utilizados como nutrientes para as novas populacfes, que sdo compostas por espécies
quase sempre diferentes. (SCHIMDT-LORENZ, 1976).

Alguns autores estdo pesquisando se essa multiplicacdo das bactérias na agua depois
do engarrafamento é devido & ressuscitacdo de um grande nimero de células dormentes nédo
cultivaveis presente na fonte de &gua ou no sistema de engarrafamento, ou se ela € resultado
da divisdo celular e multiplicacdo de poucas celulas cultivaveis inicialmente presente, mas
ainda ndo chegaram a nenhuma conclusdo (LECLERC; MOREAU, 2002).

As caracteristicas de multiplicagdo dos microrganismos nas aguas minerais requerem
mais estudos (COELHO et al., 1998).

3.6 Microbiota aldctone.

Outro tipo de microbiota que pode surgir na dgua mineral, mas ndo proveniente da
fonte sdo as chamadas bactérias aldctones (COELHO et al., 1998; DEFIVES et al., 1999;
EIROA et al., 1996; RAMALHO et al., 2001; WARBURTON, 1993). Dentre essas bactérias
aloctones a maior preocupacdo € com a possivel e ocasional presenca de patdgenos como:
Vibrio cholerae, Shigella sp., Aeromonas hidrophilla, Plesiomonas shigelloides, virus
entéricos, protozoarios e patdgenos oportunistas, como Pseudomonas aeruginosa
(SANT"ANA et al., 2003).
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Estes organismos chegam até a agua por contaminacdo fecal ou outras vias, sejam
diretamente na fonte ou durante o engarrafamento (COELHO et al., 1998). Por isso &
importante proteger as fontes de agua mineral de infiltracdo de aguas de superficie ou aguas
de drenagem dos solos no lugar da fonte ou perfuragdo. Estas aguas podem conduzir grande
populacdo de organismos aquaticos e do solo até a &gua subterrdnea, mudando suas
propriedades fisicas e quimicas e fornecendo nutrientes para as bactérias (STICKLER, 1989).

Os equipamentos que sdo usados para conduzir a agua até os locais de engarrafamento,
equipamentos usados durante o processo de engarrafamento e reservatorios de estocagem
podem também abrigar populacGes de organismos contaminantes (STICKLER, 1989). Podem
ser adquiridos também do ambiente e das embalagens e tampas (EIROA et al., 1996;
RAMALHO et al., 2001).

A reutilizacdo das garrafas sem adequada limpeza e desinfeccdo € outra possivel fonte
de contaminagdo (STICKLER, 1989; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006g;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000b).

As bactérias contaminantes sobrevivem pobremente em agua engarrafada e podem se
tornar fisiologicamente prejudicadas com a exposi¢do aquéatica porque elas ndo estdo bem
adaptadas as condi¢Bes quimicas e fisicas da dgua. Apesar das condicbes desfavoraveis, 0s
patdgenos podem permanecer viaveis em agua e causar varias doencas entéricas apds serem
ingeridas (RAMALHO et al., 2001).

3.7 Microrganismos indicadores

Microrganismos indicadores vém sendo utilizados na avaliagdo da qualidade
microbiologica da agua e alimentos hd longo tempo. Eles sdo grupos ou espécies de
microrganismos que, quando presentes em um alimento, podem fornecer informacGes sobre a
ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenca de patdgenos ou sobre
a deterioracdo potencial do alimento, além de poderem indicar condi¢Ges sanitarias
inadequadas durante o0 processamento, producdo ou armazenamento (FRANCO;
LANDGRAF, 2003). Portanto, 0s microrganismos indicadores sdo rotineiramente
empregados para avaliar a qualidade do produto final e a higiene empregada no seu
processamento (SANT ANA et al., 2003).
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Para ser considerado como indicador da qualidade da dgua um microrganismo deve
obedecer a algumas caracteristicas importantes que séo: 1. Estar presentes em aguas poluidas
e ausentes em aguas potaveis; 2. Estar presentes na agua quando oS microrganismos
patogénicos estiverem presentes; 3. O nudmero de microrganismos indicadores esta
correlacionado com o indice de poluigdo; 4. Sobreviver melhor e por mais tempo na agua do
que 0s microrganismos patogénicos; 5. Apresentar propriedades uniformes e estaveis; 6.
Geralmente ser inofensivo ao ser humano e a outros animais; 7. Estar presente em maior
namero do que os patogénicos; 8. Ser facilmente evidenciado por técnicas laboratoriais
padronizadas; 9. Ser mais resistentes que os patdégenos as técnicas de desinfeccdo (PELCZAR
JUNIOR et al., 1997).

Para garantir auséncia de patdgenos entéricos a enumeracdo de organismos
indicadores apropriados é recomendada. Algumas controvérsias ainda existem quanto a qual
grupo de organismos seria mais apropriado, mas coliformes totais, coliformes fecais/E. coli
tem sido sugerido (SCHRAFT; WATTERWORTH, 2005).

Para Franco e Landgraff (2003) o indicador ideal de contaminacdo fecal deve
preencher os seguintes requisitos: 1. Ter como habitat exclusivo o trato intestinal do ser
humano e de outros animais; 2. Ocorrer em nimero elevado nas fezes; 3. Apresentar alta
resisténcia ao ambiente extra-enteral; 4. Ser detectado através de técnicas rapidas, simples e

precisas.

3.8 Microrganismos monitorados na agua mineral

A seguir serdo abordados os microrganismos envolvidos neste trabalho, na avaliagcdo

microbiologica da agua mineral.

3.8.1 Coliformes

O grupo coliforme ¢ dividido em coliformes totais e coliformes termotolerantes ou

fecais. Define-se coliformes totais como bastonetes Gram-negativos nao esporogénicos,
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aerobios ou anaerobios facultativos, capazes de fermentar a lactose com producao de gas, em
24 a 48 horas a temperatura de 35°C (MACEDO, 2001).

Pertencem a este grupo predominantemente, bactérias dos géneros Escherichia,
Citrobacter, Klebsiella e Enterobacter, (FRANCO; LANDGRAF, 2003; HUI et al., 1994;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a), mas o grupo é mais heterogéneo e incluem
uma ampla variedade de géneros, tais como Serratia e Hafhia (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006a). Dessas, apenas a Escherichia coli tem como habitat primario o
trato intestinal do ser humano e animais. Os demais, além de serem encontrado nas fezes,
também estéo presentes em outros ambientes como vegetais e solo, onde persistem por tempo
superior ao de bactérias patogénicas de origem intestinal como Salmonella sp. e Shigella sp.
Consequentemente, a presenca de coliformes totais ndo indica, necessariamente,
contaminacdo fecal recente ou ocorréncia de enteropatégenos (FRANCO; LANDGRAF,
2003).

O grupo dos coliformes totais € um indicador das condi¢Ges higiénicas do processo e
sua enumeracdo é muito utilizada em industrias alimenticias, indicando contaminacdo pos-
sanitizacdo ou pds-processo, evidenciando praticas de higiene e sanificacdo aquém dos
padrdes requeridos para o processamento de alimentos (SILVA et al., 1997).

O outro subgrupo dos coliformes sdo os coliformes termotolerantes ou fecais, que, sao
capazes de fermentar a lactose a 44 - 45°C (+0,2) em 24 horas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006a). Nessas condicdes, cerca de 90% das bactérias sdo Escherichia
coli, o restante pertence ao género Enterobacter e Klebsiella (AMERICAN PUBLIC
HEALTH ASSOCIATION, 1998; SILVA et al., 1997; FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Essa definicdo objetivou selecionar os coliformes originarios do trato gastrintestinal.
Portanto, a presenca de coliformes fecais € muito mais significativa do que a presenca de
coliformes totais, dada a alta incidéncia de E. coli dentro do grupo fecal (SILVA et al., 1997).

A E. coli esta presente em grande nimero na microbiota intestinal normal de humanos
e animais, onde ela geralmente ndo causa mal (CLIVER, 1990; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006a; SALYERS; WHITT, 2002). Muitas cepas de E. coli podem até
mesmo ser protetoras ja que elas previnem a colonizacéo intestinal de outras cepas virulentas
(SALYERS; WHITT, 2002).

Algumas cepas de E. coli, entretanto, tém adquirido a habilidade para causar infecc¢des
que variam de infeccBes intestinais, tais como diarréia até infecgdes extra-intestinais, tais

como infeccBes no trato urinario, meningite e septicemia (SALYERS; WHITT, 2002).
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A transmissao pela 4gua da E. coli enteropatogénica tém sido bem documentada para
aguas de recreacao e agua para beber. N&o existe indicacdo que a resposta de cepas de E. coli
enteropatogénicas para tratamento de dgua e procedimentos de desinfeccdo diferem daqueles
das outras E. coli. Portanto, teste convencional para E. coli (ou alternativamente, bactérias
coliformes termotolerantes) fornece indicacdo apropriada para os sorotipos enteropatogénicos
em agua para beber (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a).

Baudizsova (1997), também encontrou que coliformes totais e outros termotolerantes
foram capazes de multiplicar em aguas de rios ndo poluidas enquanto a E.coli ndo foi, e
manteve a recomendacdo para ela ser usada como indicador bacteriano unicamente para
contaminacéo fecal recente.

A ocorréncia de E. coli é considerada um indicador especifico de contaminacéo fecal e
a possivel presenga de patdgenos entéricos (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION, 1998; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a).

A presenca de coliformes fecais em agua potavel é o melhor indicador que a saude
humana possa estar comprometida (CONBOY; GOSS, 2001).

3.8.2 Enterococos

Essas bactérias, antes um subgrupo do género Streptococcus, a partir de 1984
passaram a constituir o género Enterococcus, com 16 espécies reconhecidas atualmente
(FRANCO; LANDGRAF, 2003). Sdo bactérias gram-positivas e relativamente tolerantes ao
cloreto de sddio e a pH alcalino; sdo anaerdbias facultativas e ocorrem de forma isolada, em
pares e em pequenas cadeias (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a).

Os enterococos sdo encontrados no intestino de animais de sangue quente (SALYERS;
WHITT, 2002), onde persistem mais que os coliformes (MASSA et al., 2001). Podem ser
usados como indicadores de poluicdo fecal e apresentam importantes vantagens como,
sobreviver mais tempo em ambientes aquaticos do que a E. coli (ou coliformes
termotolerantes), sdo mais resistentes a seca e ao cloro (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006a). McFeters et al. (1974) em seu estudo observaram que 0S
enterococos sobrevivem por mais tempo que os coliformes e a maioria dos patdgenos

entéricos em agua.
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Os enterococos sdo mais tolerantes as condi¢cdes ambientais que os coliformes, sendo
interessante seu uso como indicativo de possibilidade de enterovirus (LEITAO et al., 1988;
MOSSEL, 1976).

A utilizagdo dos enterococos como indicadores de contaminacdo fecal dos alimentos
apresenta algumas restri¢cdes, pois também sdo encontrados em ambientes diferentes do trato
intestinal. Além disso, apresentam uma sobrevida maior do que os enteropatdégenos no solo,
vegetais e em alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Os enterococos, em conjunto com os coliformes totais e fecais, séo geralmente
considerados como os indicadores mais Uteis de poluicdo fecal, e seu uso estd sendo
internacionalmente recomendado (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998).

Apesar das limitacbes do uso desses microrganismos como indicadores de
contaminacdo fecal, sua presenga em numeros elevados em alimentos indica praticas
sanitarias inadequadas ou exposicdo do alimento a condi¢Ges que permitiram a multiplicacao
de microrganismos indesejaveis (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

3.8.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa normalmente habita o solo, agua e vegetais. Pode ser encontrada na pele
e tem sido isolada das fezes e garganta de 3% a 5% dos individuos normais. Em pacientes
hospitalizados, a taxa de portadores pode ser bastante elevada (SILVA, 1999; TRABULSI,
ALTERTHUM, 2005).

Séo bacilos Gram-negativos, aerobios méveis por flagelos polares, oxidase e catalase
positivas e que se multiplicam a 37° - 42°C. A sua tolerancia a valores relativamente altos de
pH, a sobrevivéncia em substratos com pequenas quantidades de nutrientes e a capacidade de
metabolizar uma grande variedade de compostos, faz com que esta espécie mereca atencao
especial (GUILHERME et al. 2000), pois tém grande capacidade de proliferar em agua
destilada e &guas minerais (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Esta relacionada com infeccBes auditivas em usuarios de aguas recreativas
contaminadas e em surtos de gastrenterites veiculadas também pela agua, principalmente em
individuos debilitados (GUILHERME et al. 2000). Alguns episodios de doencgas de origem
alimentar foram aparentemente causados por algumas espécies de Pseudomonas (FRANCO;
LANDGRAF, 2003).
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A presenca de altos numeros de Pseudomonas aeruginosa em A&gua potavel,
notavelmente em agua engarrafada, pode estar associado com alteracdo de paladar, odor e
turbidez (STIKCLER, 1989; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a). Pseudomonas
aeruginosa tém capacidade de produzir diversas substancias que influem desfavoravelmente
no sabor dos alimentos. (SILVA, 2000). Além disso a P. aeruginosa produzem substancias
toxicas (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

A presenca da P. aeruginosa em agua mineral ndo é aceitavel porque é um patégeno
oportunista capaz de causar infec¢fes em individuos imunocomprometidos (HUNTER, 1993),
além de apresentarem maior resisténcia do que os microrganismos patogénicos, sendo capaz
de inibir as bactérias do grupo coliforme (GUILHERME et al., 2000).

A presenca de bactérias patdgenas oportunistas em agua de consumo humano
representa um problema latente para a populacdo em geral. Os mais afetados sdo 0s
imunodeficientes, recém nascidos e idosos (QUIROZ, 2002).

As aguas minerais sdo recomendadas para doengas do rim, assim como para
problemas urinarios e do coracdo. Assim ela € tipicamente consumida por individuos
imunocomprometidos para quem a ingestdo de bactérias oportunistas ndo é aconselhavel
(ROSENBERG, 2003).

Do ponto de vista higiénico a permanente contaminacdo da microbiota da agua com
Pseudomonas aeruginosa como principal representante € mais séria. Estas bactérias Gram-
negativas sdo oligocarbotolerante e podem, portanto, multiplicar em agua mineral com niveis
de nutrientes extremamente baixos apds uma certa adaptacdo (SCHMIDT-LORENZ, 1976).

Estudos tem encontrado ndmeros altos de Pseudomonas aeruginosa nos liquidos
usados para enxaguar as garrafas de vidro retornaveis apresentando um risco de contaminacéo
para dgua mineral (LEGNANI et al., 1999).

3.8.4 Bactérias heterotroéficas

Bacteérias heterotroficas sdo aquelas que utilizam a matéria organica ou compostos
organicos como fonte de carbono para seu crescimento e para a sintese de material celular
(TORTORA et al., 2000).

A contagem em placas é utilizada para se estimar a populacdo de bactérias

heterotrdficas aerdbias e anaerdbias facultativas presentes na agua, que tem a capacidade de
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se desenvolver nas condicdes de nutricdo, temperatura e tempo de incubacdo definidos para o
teste. (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 1978a).

A enumeracdo da contagem de heterotréficos € comumente usada como indicador da
qualidade microbioldgica (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998).

A maioria das bactérias heterotréficas, geralmente, ndo sdo patdgenas. Entretanto
alguns membros desse grupo, incluindo Legionella spp., Micobacterium spp., Pseudomonas
spp., Aeromonas spp., podem ser patdgenos oportunistas (QUIROZ, 2002). Populacdes
substanciais de tais organismos, ocorrendo em suprimentos de agua potavel, podem
representar riscos a saude dos consumidores, evidenciando a necessidade do controle da
populacdo microbiana geral em &gua potavel. (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE
SANEAMENTO AMBIENTAL, 1978a; JEENA et al., 2006).

Esses microrganismos presentes na agua, quando em grande ndmero, além de
representarem um risco a saude, podem ocasionar outros problemas, tais como: deterioracdo
da qualidade da &gua, com desenvolvimento de odores e sabores desagradaveis e producao de
limo ou peliculas (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL,
1978a).

A influéncia inibidora de alguns organismos pode impedir a deteccdo de coliformes,
seja devido a producdo de fatores de inibicdo, seja por um desenvolvimento mais intenso
destes organismos, sobrepujando uma menor populacdo de coliformes (COMPANHIA DE
TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 1978a). Estudos realizados revelaram
que quando o nimero de colbnias aumenta até um nivel de 500/mL, a freqliéncia na deteccao
de coliformes também aumenta; porém, quando a populacdo bacteriana excede a 1000/mL, a
freqliéncia na deteccdo de coliformes decresce. (BURBARELLI, 2004; COMPANHIA DE
TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 1978a).

A presenca destas bactérias na agua pode indicar uma deterioracdo na qualidade da
agua de consumo ou um processo de desinfeccdo inadequado no sistema de producdo
(NASCIMENTO et al., 2000).

Como as aguas minerais engarrafadas sdo consumidas sem qualquer tratamento, altas
contagens de heterotréficos com possivel presenca de patégenos, especialmente formas
resistentes a multiplos antibidticos, podem representar sério risco a saude de individuos
imunocomprometidos (JEENA et al., 2006).

A contagem de bactérias heterotréficas em aguas minerais deve ser realizada com o
objetivo de avaliar as condic¢des higiénico-sanitarias do sistema industrial (SABIONI; SILVA,
2006).
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3.9 Ocorréncia de microrganismos indicadores em &gua mineral

Coelho et al. (1998), ao avaliar a qualidade microbioldgica de seis marcas de agua
mineral envasadas e destinadas ao mercado consumidor de Curitiba, encontraram que duas
marcas (33%) estavam contaminadas com coliformes totais, mas apresentavam auséncia de E.
coli. A presenca de coliformes na agua mineral pode indicar auséncia de cuidados sanitarios,
problemas nas operacOes de captagdo, canalizacédo, filtracdo, envasamento ou outros que
possam alterar as propriedades caracteristicas e a composi¢ado das mesmas.

Alves et al. (2002), analisaram dezoito amostras de diferentes marcas de agua mineral,
em embalagens de diferentes tamanhos, comercializadas em Marilia-SP. Encontraram uma
amostra (5,6%) de dgua mineral contaminada por coliformes totais e nenhuma contaminada
por coliformes fecais. O fato de ser encontrada uma amostra de agua mineral contaminada
permite afirmar que sua contaminacdo pode ter sido durante a fase de captacdo e/ou
processamento do produto.

Wendpap et al. (1999) avaliaram 180 amostras de agua mineral em embalagens de
diversos tamanhos, da regido central de Cuiaba-MT. Detectaram contaminagéo por coliformes
totais em vinte e uma delas (11,7%), em dezessete (9,4%), detectou-se coliformes fecais.

Sant’Ana et al. (2003), analisaram quarenta e quatro amostras de agua mineral
envasadas, de diferentes marcas, originarias do Estado do Rio de Janeiro e Minas Gerais.
Encontraram 25% das amostras contaminadas por coliformes totais e 20,4% por E. coli,
sugerindo falhas higiénicas ao longo do processo e contaminacao fecal recente. Em nenhuma
das amostras foi detectada a presenca de Pseudomonas aeruginosa e enterococos.

Guilherme et al. (2000), pesquisaram a presenca de Pseudomonas aeruginosa em
quarenta e quatro amostras de agua mineral enviadas ao Laboratdrio de Saude Publica “Noel
Nutels” no Rio de Janeiro. Encontraram em dez (22,7%) amostras a presenca de
Pseudomonas aeruginosa.

Eiroa et al. (1996), ao avaliarem as caracteristicas microbiologicas de 92 amostras de
agua mineral de diferentes pontos da linha de envase de quatro industrias engarrafadoras no
Estado de Séo Paulo, ndo detectaram a presenca de microrganismos do grupo coliforme,
clostridios e estreptococos fecais, mas encontraram Pseudomonas aeruginosa em 60% das
amostras. Esses autores observaram que, dependendo da época de amostragem, P. aeruginosa

podia ou n&o estar presente nas fontes e que mesmo ndo havendo a contaminacgdo da fonte por
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este microrganismo, ocasionalmente a bactéria esteve presente nas envasadoras e produto
final.

Nascimento et al. (2000), avaliando a qualidade microbioldgica de 70 amostras de
aguas minerais comercializadas em Sao Luis-MA, observaram que trinta e cinco (50%) das
amostras, ndo apresentavam contaminacdo por coliformes totais, fecais, Pseudomonas
aeruginosa e bactérias heterotroficas, e os outros trinta e cinco (50%), ndo apresentavam
contaminacdo por coliformes totais e fecais, mas apresentavam-se improprias para 0 consumo
humano devido a contagem de P. aeruginosa e de bactérias heterotréficas acima dos padrdes,
colocando em risco a saude dos consumidores.

Farache Filho et al. (2003) analisaram cento e dez amostras de dguas minerais em
garrafas de 1500 mL, de vinte e duas marcas comercializadas na cidade de Araragquara-SP.
Encontraram 100% das amostras negativas para coliformes fecais e coliformes totais, cinco
amostras (4,54%) estavam contaminadas com Pseudomonas aeruginosa e quarenta amostras
(38,1%) apresentaram contagens para heterotréficos maior que 500 UFC/mL.

Farache Filho et al. (2005) realizaram um estudo para avaliar alguns aspectos de
qualidade microbioldgica de aguas minerais em galdes de vinte litros, e analisaram oitenta e
quatro amostras, sendo quatro de cada uma das vinte e uma marcas comercializadas no
mercado de Araraquara e Ameérico Brasiliense-SP. Encontraram duas amostras (2,4%)
contaminadas com coliformes fecais, treze amostras (15,5%) contaminadas com coliformes
totais, oito amostras (9,5%) contaminadas com Pseudomonas aeruginosa e cinglienta e duas
amostras (62%) apresentaram contagens de heterotréficos maiores que 500 UFC/mL.

Amaral et al. (2005) analisaram duzentos e vinte e cinco amostras de dguas minerais
de trés marcas, cinco lotes e trés volumes de embalagens (200mL, 1500mL e 20 litros)
comercializadas no municipio de Jaboticabal-SP. Foram encontradas quarenta amostras (18%)
contaminadas com enterococos.

David et al. (1999), avaliaram quatro amostras de aguas minerais, de diferentes
marcas, comercializadas em Recife-PE. Encontraram em duas amostras (50%) coliformes
totais e Pseudomonas. Todas as amostras apresentaram contagem de heterotroficos superiores
a 300UFC/mL, sugerindo possivel contaminacdo durante o engarrafamento e armazenamento.

Sabioni e Silva (2006) avaliaram cinqienta amostras de &guas minerais, em
embalagens de 500mL, 1500mL e 20litros, de diferentes marcas, comercializadas em Ouro
Preto-MG. Em sete amostras (14%) foi encontrada Pseudomonas aeruginosa e em vinte e
cinco amostras (50%) foi encontrada contagem de heterotréficos maior que 500UFC/mL. Em

nenhuma das amostras foram detectados coliformes totais, fecais e enterococos.



35

Guo-Jane Tsai e Shou-Chin Yu (1997), avaliaram a qualidade microbioldgica de cento
e trinta e seis amostras de agua mineral ndo carbonatada, em garrafas de 1500mL e 500mL,
comercializadas em Taiwan. Coliformes e enterococos ndo foram detectados nas amostras
analisadas, porém, quatro amostras (2,9%) estavam contaminadas com Pseudomonas
aeruginosa.

Cabrini e Gallo (2001) analisaram vinte e uma amostras de dgua mineral natural de
sete marcas comercializadas na cidade de Piracicaba-SP, em garraf6es de 10L, 1,5L e 500mL.
Das 21 amostras apenas duas (9,5%), apresentaram-se contaminadas por coliformes totais.
Em 71% das amostras foram encontradas contagens de heterotroficos maiores que
500UFC/mL; todas as amostras de 500 mL apresentaram altas contagens de heterotroficos, o
que sugere maiores cuidados com relacdo as condicdes higiénicas das unidades industriais, a
fim de assegurar a boa qualidade do produto. Coliformes fecais, enterococos e Pseudomonas
aeruginosa ndo foram encontrados nas amostras analisadas.

Reis et al. (2006), avaliaram amostras de aguas minerais envasadas de diferentes
marcas, vendidas em Sdo José do Rio Preto-SP. Nas vinte amostras analisadas néo
encontraram a presenga de coliformes totais, fecais e E. coli. Porem em quatro amostras
(20%) foram encontradas contagens de heterotréficos maiores que 500 UFC/mL.

Apesar da preocupacdo crescente com a qualidade da &gua para consumo humano,
ainda sdo poucos os dados disponiveis no Brasil sobre a qualidade microbiol6gica das aguas
minerais (SANT ANA et al., 2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

Foram utilizadas 69 amostras de agua mineral natural, ndo carbonatada, embaladas em
garrafas para uso individual com volume entre 330mL e 600mL, provenientes de 17 marcas
comercializadas em supermercados na cidade de Araraquara-SP. As amostras foram
adquiridas aleatoriamente, em épocas e estabelecimentos diferentes para que fossem
originadas de lotes diversos. Ocorreu variacdo entre 0 nimero de amostras provenientes das
diversas marcas estudadas, pois algumas nem sempre eram encontradas sistematicamente nos
supermercados; isso fez com que o nimero de amostras em cada marca variasse entre uma e
cinco considerando que algumas ndo foram mais encontradas para repetir as analises durante
0 periodo de estudo - Julho a Dezembro de 2006.

Depois de adquiridas, as amostras foram conduzidas ao laboratério na embalagem

original e assim mantidas em temperatura ambiente até 0 momento da anélise.

4.2 Analises microbiologicas

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratorio de Saude Publica/Anélise
de Agua do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do
Cémpus de Araraquara — UNESP. Foram avaliados os seguintes parametros: coliformes
totais, coliformes fecais/E.coli, Pseudomonas aeruginosa, enterococos e bactérias

heterotroficas.

4.2.1 Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e coliformes
fecais/E.coli.
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Para determinacao da presenca (NMP/100mL — ndmero mais provavel em 100 mL de
amostra) de coliformes totais e coliformes fecais/E. coli utilizou-se a técnica de substratos
cromogénicos (definidos), empregando-se o produto da marca comercial Colillert/IDEXX,
seguindo as orientagdes da American Public Health Association (1998) e do fabricante.

Parte da amostra (100mL), preservada na embalagem original at¢ o momento da
analise, foi transferida para frasco descartavel estéril, em condicdes assépticas, adicionando-se
o0 contetdo de um flaconete contendo o substrato do TSD-C (Técnica de substratos
cromogénicos-definidos). Apos fechado e lacrado agitou-se vigorosamente o frasco, até que
todos os granulos fossem dissolvidos. Com auxilio de pipeta estéril, transferiu-se 10mL da
amostra de dgua com substrato para cada um dos 10 tubos de ensaio com tampa de rosca,
estéreis, posteriormente incubados a 35-37°C por 24 h.

Apos esse periodo foram feitas as leituras e o aparecimento de coloracdo amarelada
nos tubos indicava positividade para coliformes totais. A partir do nimero de tubos positivos
em cada amostra calculava-se o0 niumero mais provavel de coliformes totais (NMP/100mL)
empregando-se Tabela apropriada (Anexo A).

Para a determinacdo do NUumero Mais Provavel (NMP/100mL) de coliformes fecais/E.
coli em 100mL de amostra, os tubos positivos para coliformes totais (com coloragcdo amarela)
foram expostos a luz ultravioleta (360nm de comprimento de onda) para a verificacdo de
fluorescéncia azul, o que indica positividade para coliformes fecais/E. coli. A partir dos tubos
positivos, ou seja com fluorescéncia, calculou-se o NMP/100mL utilizando-se a tabela
apropriada (Anexo A).

4.2.2 Determinacao do numero mais provavel (NMP) de enterococos.

Para determinacdo da presenca (NMP/100mL — ndmero mais provavel em 100 mL de
amostra) de enterococos foi empregada a técnica de tubos mdltiplos especifica, nas provas
presuntiva e confirmatoria, seguindo as orientacbes da Companhia de Tecnologia de
Saneamento Ambiental (1978b).

Para a prova presuntiva foi inoculada uma aliquota de 10 mL de amostra em cada um
de dez tubos contendo caldo azida dextrose preparado em concentragdo dupla. Os tubos
inoculados foram incubados em estufa a temperatura entre 35 - 37°C. Ap6s 24 h e novamente
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apos 48 h de incubacéo, os tubos foram examinados e o aparecimento de turbidez constituiu
teste presuntivo positivo.

Para o teste confirmatorio foi inoculado 0,1mL da cultura dos tubos positivos na prova
presuntiva em tubos correspondentes contendo caldo etil violeta azida. A presenca de
enterococos foi confirmada pelo aparecimento de precipitacdo roxa apos 48 h de incubacéo a
35 - 37°C.

A partir do numero de tubos positivos na prova confirmatéria calculou-se o niumero

mais provavel de enterococos (NMP/100mL) empregando-se tabela apropriada (Anexo A).

4.2.3 Determinacdo do numero mais provavel (NMP) de Pseudomonas aeruginosa.

Para determinacao da presenca (NMP/100mL — ndmero mais provavel em 100 mL de
amostra) de Pseudomonas aeruginosa foi utilizada a técnica de tubos mdltiplos especifica,
seguindo as orientagdes da American Public Health Association (1998).

Para o teste presuntivo foram inoculadas aliquotas de 10 mL, da amostra em cada um
de dez tubos contendo caldo asparagina em concentracdo dupla. Os tubos inoculados foram
incubados em estufa a temperatura entre 35 - 37°C. Apo6s 24 h e novamente apds 48 h de
incubacéo, os tubos foram examinados sob luz ultravioleta (360nm de comprimento de onda)
em uma camara escura. O aparecimento de pigmento esverdeado fluorescente constituiu teste
presuntivo positivo.

Para o teste confirmatorio foram inoculados 0,1mL da cultura dos tubos positivos em
tubos contendo caldo acetamida. A reacdo confirmatéria positiva é dada pelo
desenvolvimento de pH elevado indicado pela coloracdo purpura em 24 a 36 h de incubacéo a
35 - 37°C.

A partir dos tubos positivos na prova confirmatoria calculou-se o ndmero mais
provavel de Pseudomonas aeruginosa (NMP/100mL) empregando-se tabela apropriada
(Anexo A).

4.2.4 Contagem de bactérias heterotroficas.
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Para contagem de bactérias heterotroficas foi utilizada a técnica de cultivo em
profundidade empregando-se placas em duplicata, seguindo as orientacbes da American
Public Health Association (1998) e Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental
(1978a).

Em cada placa foi distribuido 1,0mL da amostra, em seguida adicionou-se 0 meio
Plate Count Agar (PCA) fundido e resfriado; e as placas foram homogeneizadas e incubadas
em posicdo invertida, por 72 +3 h a 35 - 37°C.

Apo6s a incubacéo, foi realizada a leitura do numero de colbnias nas duas placas e
calculou-se a média das contagens obtidas, o resultado foi expresso em unidades formadoras
de col6nias/mL (UFC/mL).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para verificacdo da qualidade microbiologica da dgua mineral, quanto aos parametros
coliformes totais e fecais/E. coli, enterococos e Pseudomonas aeruginosa, foram adotados os
padrdes estabelecidos pela Resolugdo RDC n° 54 de 15 de junho de 2000 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria que dispde sobre o Regulamento Técnico para Fixacdo de
Identidade e Qualidade de Agua Mineral Natural e Agua Natural (BRASIL, 2000). A Portaria
n° 518 de 25 de mar¢o de 2004, que estabelece a qualidade da dgua para consumo humano e
seu padrdo de potabilidade (BRASIL, 2004), foi adotada como base para o padréo referente a
bactérias heterotroficas que ndo é adotado pela legislacdo para &gua mineral.

De acordo com a Resolucdo n® 54, na fonte, pogo ou local de surgéncia e na sua
comercializacdo, a agua mineral natural ndo deve apresentar risco a saude do consumidor
(auséncia de microrganismos patogénicos) e estar em conformidade com as caracteristicas
microbioldgicas descritas no quadro dos critérios microbioldgicos (Anexo B), (BRASIL,
2000).

Os resultados das analises microbioldgicas estdo apresentados na tabela 1 que expressa
respectivamente 0 numero mais provavel de bactérias (NMP/100mL) coliformes totais,
coliformes fecais/E.coli, enterococos, Pseudomonas aeruginosa e a contagem de bactérias
heterotroficas, expressa em UFC/mL. Observa-se a auséncia de coliformes fecais/E. coli em
todas as amostras, 2 amostras (2,9%) apresentaram coliformes totais, 2 amostras (2,9%)
apresentaram enterococos, 3 amostras (4,3%) apresentaram Pseudomonas aeruginosa e 40
amostras (58%) apresentaram contagem de bactérias heterotroficas maior que 500 UFC/mL.

Nas Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6 sdo apresentados os resultados obtidos referentes ao nimero
e porcentagem de amostras e marcas estudadas que atenderam ou ndo ao padréo estabelecido,
em relacdo a coliformes totais, coliformes fecais/E. coli, enterococos, Pseudomonas

aeruginosa e bactérias heterotroficas.
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Tabela 1 - NMP/mL de coliformes totais, coliformes fecais/E.coli, enterococos, Pseudomonas aeruginosa e
UFC/mL de bactérias heterotréficas, por marcas e amostras de dgua mineral em garrafas de 330 a
600mL, comercializadas na cidade de Araraquara — SP. No periodo de jul. a dez. de 2006.

Marca  Amostra  Coliformes  Coliformes Enterococos  Pseudomonas Bactérias
Totais Fecais/E.coli  (NMP/mL) aeruginosa Heterotroficas
(NMP/mL)  (NMP/mL) (NMP/mL) (UFC/mL)
A 1 <11 <11 <11 <11 0
2 <11 <11 <11 <1,1 0
3 <11 <11 <11 <11 4300
4 <11 <11 <11 <1,1 0
5 <11 <11 <11 <11 0
B 1 <1,1 <11 <11 <11 910
2 <11 <11 <11 <11 3.000
3 <11 <11 <11 <11 250
4 <11 <11 <11 <11 260
5 <1,1 <11 <11 <1,1 3.600
C 1 <11 <11 <11 <11 0
2 <11 <11 <11 <1,1 0
3 <11 <11 <11 <11 0
4 <11 <11 <11 <1,1 0
5 <11 <11 <11 <11 0
D 1 <11 <11 <11 <1,1 0
2 <11 <11 <11 <11 0
3 <11 <11 <11 <1,1 0
4 <11 <11 <11 <11 >6.500
5 <1,1 <11 <11 <1,1 1.400
E 1 <11 <11 <11 <11 0
2 <11 <11 <11 <1,1 6
3 <11 <11 <11 <11 0
4 <11 <11 <11 <1,1 0
5 <11 <11 <11 <11 0
F 1 <11 <11 <11 <11 >6.500
2 <11 <11 <11 <11 1400
3 <11 <11 <11 <1,1 0
4 <11 <11 <11 <11 0
5 <11 <11 <1,1 <11 >6500
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Marca  Amostra  Coliformes  Coliformes Enterococos  Pseudomonas Bactérias
Totais Fecais/E.coli  (NMP/mL) aeruginosa Heterotroficas
(NMP/mL)  (NMP/mL) (NMP/mL) (UFC/mL)
G 1 <11 <1,1 <11 <11 0
2 <11 <1,1 <1,1 <11 2000
3 <11 <1,1 <11 <11 >6500
4 <11 <1,1 <1,1 <11 4800
5 <11 <11 1,1 1,1 1800
H 1 <11 <11 <11 <11 >6500
2 <11 <1,1 <1,1 <11 >6500
3 <11 <1,1 <1,1 <11 1100
4 <11 <11 <11 <1,1 5300
5 <1,1 <11 2,2 <11 3600
I 1 <11 <11 <11 >23,0 2100
2 <11 <11 <11 <11 >6500
3 <11 <11 <1,1 1,1 3700
4 <11 <11 <11 <1,1 0
5 <11 <1,1 <111 <11 >6500
J 1 <11 <1,1 <1,1 <11 2400
2 <11 <11 <11 <1,1 2200
3 <11 <11 <11 <11 >6500
4 <11 <1,1 <1,1 <11 >6500
5 <11 <1,1 <1,1 <11 3400
K 1 <111 <1,1 <1, <11 >6500
2 11 <1,1 <1,1 <1,1 >6500
3 <111 <1,1 <111 <11 >6500
4 9,2 <1,1 <11 <11 2400
5 <1,1 <11 <11 <1,1 1800
L 1 <11 <11 <11 <11 3200
2 <11 <11 <11 <11 >6500
3 <11 <11 <11 <11 540
4 <1,1 <11 <11 <1,1 1300
5 <11 <11 <11 <11 1100
M 1 <11 <11 <11 <1,1 0
N 1 <11 <11 <11 <11 0
2 <11 <11 <11 <1,1 0
0] 1 <11 <11 <11 <11 0
P 1 <11 <11 <11 <11 >6500
2 <11 <11 <11 <11 0
Q 1 <11 <11 <11 <1,1 0
2 <11 <11 <11 <11 >6500
3 <1,1 <11 <11 <1,1 3500
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5.1 Coliformes Fecais/E.coli

De acordo com a tabela 2 verifica-se que todas as amostras de todas as marcas (100%)
atenderam ao padrdo para coliformes fecais/E.coli, ou seja, auséncia deste grupo microbiano.
Esses resultados também foram observados nos estudos realizados por Alves et al. (2002);
Cabrini e Gallo (2001); Coelho et al. (1998); David et al. (1999); Eiroa et al. (1996); Farache
Filho et al. (2003); Nascimento et al. (2000); Reis et al. (2006); Sabioni e Silva (2006); Guo-
Jane Tsai e Shou-Chin Yu (1997); Wendpap et al. (1999). Entretanto, Farache Filho et al.
(2005) em 2,4% das amostras e Sant”Ana et al. (2003) em 20,4%, constataram a presenca de

coliformes fecais.

Tabela 2 — NUmero e porcentagem de amostras nas diferentes marcas de dgua mineral em garrafas de 330 a
600mL, que atenderam e ndo atenderam ao padrdo para coliformes fecais/E.coli, comercializadas na
cidade de Araraquara — SP. No periodo de jul. a dez. de 2006.

Resultados Amostras Marcas
N° % N° %
Nao
atenderam i i )
Atenderam 69 100 17 100
Total 69 100 17 100
Nota: Sinais convencionais utilizados:
- valor nulo

A enumeracdo de coliformes fecais/E. coli € importante, pois sua presenca indica a
possibilidade de ocorréncia de outros microrganismos patogénicos entéricos na agua e a
possibilidade de contaminacdo fecal. Por outro lado, alguns sorotipos de E. coli sdo
responsaveis por gastrenterites, tendo a diarréia como o principal sintoma. (SILVA, 2000).

Entretanto, resultado negativo de coliformes fecais ndo significa auséncia de
contaminacgdo fecal porque esse resultado é influenciado pelo nimero e tamanho da amostra,
sensibilidade da metodologia, quantidade presente de coliformes, interacdo sinérgica com
Pseudomonas aeruginosa, alem de haver cepas de Salmonella mais resistentes do que 0s
coliformes (FRANCO; LANDGRAF, 2003).
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5.2 Coliformes totais

Verifica-se na tabela 3 que 2 amostras (2,9%) de 1 marca (5,9%) foram positivas para
coliformes totais, ndo atendendo ao padréo da legislacdo. Esses resultados positivos em 2,9%
das amostras séo inferiores aos encontrados por Alves et al. (2002) em 5,6% das amostras;
Cabrini e Gallo (2001) em 9,5%; Coelho et al. (1998) em 33%; David et al. (1999) em 50%;
Farache Filho et al. (2005) em 15,5%; Sant”Ana et al. (2003) em 25%; Wendpap et al. (1999)
em 11,7%. Entretanto, em pesquisas realizadas por Eiroa et al. (1996); Farache Filho et al.
(2003); Nascimento et al. (2000); Reis et al. (2006); Sabioni e Silva (2006); Guo-Jane Tsai e

Shou-Chin Yu (1997), ndo foram encontradas amostras positivas para coliformes totais.

Tabela 3 - NUumero e porcentagem de amostras nas diferentes marcas de dgua mineral em garrafas de 330 a
600mL, que atenderam e ndo atenderam ao padrdo para coliformes totais, comercializadas na cidade
de Araraquara — SP. No periodo de jul. a dez. de 2006.

Resultados Amostras Marcas
N° % N° %
Nao ) 29 1 50
atenderam
Atenderam 67 97,1 16 941
Total 69 100 17 100

A presenca de coliformes nas &aguas engarrafadas evidencia que houve uma
contaminacdo de origem externa visto que estas bactérias ndo fazem parte da composicdo do
produto (WENDPAP et al., 1999; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a). Esta
contaminagédo pode ter ocorrido na fonte, no envase, no transporte ou armazenamento no caso
da embalagem néo ser absolutamente estanque (WENDPAP et al., 1999).

A presenca de coliformes totais na agua mineral pode indicar auséncia de cuidados
sanitarios, problemas nas operacbes de captacdo, canalizagdo, filtracdo, envasamento ou
outros que possam alterar as propriedades caracteristicas e a composicdo das mesmas
(COELHO et al., 1998). Isso demonstra certa vulnerabilidade do sistema industrial frente as
contaminacdes, o0 que ndo ¢ desejavel (CABRINI; GALLO, 2001).

A presenca de coliformes totais em duas amostras de uma mesma marca demonstra a

possibilidade de ocorréncia de problemas em uma determinada fonte e/ou industria
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engarrafadora, indicando a necessidade de cuidados na protecdo da fonte e/ou melhorias nas

condigdes higiénicas durante as etapas do processo.

5.3 Enterococos

De acordo com a tabela 4 observa-se que 2 amostras (2,9%), de 2 marcas (11,8%)
apresentaram enterococos, ndo estando, portanto, de acordo com a legislagcdo vigente. Esses
resultados positivos em 2,9% das amostras sdo inferiores aos encontrados por Amaral et al.
(2005) em 18% das amostras. Estudos realizados por Cabrini e Gallo (2001); Eiroa et al.
(1996); Sabioni e Silva (2006); Sant’Ana et al. (2003); Guo-Jane Tsai e Shou-Chin Yu

(1997), ndo encontraram a presenca de enterococos nas amostras de gua mineral analisadas.

Tabela 4 - NUmero e porcentagem de amostras nas diferentes marcas de agua mineral em garrafas de 330 a
600mL, que atenderam e ndo atenderam ao padrdo para enterococos, comercializadas na cidade de
Araraquara — SP. No periodo de jul. a dez. de 2006.

Resultados Amostras Marcas
N° % N° %
Né&o 5 29 2 o
atenderam
Atenderam 67 971 15 88.2
Total 69 100 17 100

A utilizacdo dos enterococos como indicadores de contaminacdo fecal apresenta
algumas restri¢bes, pois eles também sdo encontrados em ambientes diferentes do trato
intestinal (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Alem disso, apresentam uma sobrevida na &gua,
maior do que os coliformes e a maioria dos patdgenos entéricos (MCFETERS et al., 1974).

Apesar das limitacbes do uso desses microrganismos como indicadores de
contaminacdo fecal, sua presenca em numeros elevados em alimentos indica préaticas
sanitérias inadequadas ou exposicdo do alimento a condi¢Bes que permitiram a multiplicacdo
de microrganismos indesejaveis (FRANCO; LANDGRAF, 2003).
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Além disso, os enterococos sdao mais tolerantes as condi¢des ambientais que os
coliformes, sendo interessante seu uso como indicativo da presenca de enterovirus (LEITAO
etal., 1988; MOSSEL, 1976).

Portanto, a presenca de enterococos em aguas minerais como foi detectado nessas
amostras indica a necessidade de intensificacdo de cuidados nas industrias engarrafadoras
para evitar a presenca desses microrganismos no produto final, pois podem causar danos a

salde dos consumidores.

5.4 Pseudomonas aeruginosa

Tabela 5 — NUmero e porcentagem de amostras nas diferentes marcas de dgua mineral em garrafas de 330 a
600mL, que atenderam e ndo atenderam ao padrdo para Pseudomonas aeruginosa, comercializadas
na cidade de Araraquara — SP. No periodo de jul. a dez. de 2006.

Resultados Amostras Marcas
Ne° % N° %
Nao 3 43 2 11,8
atenderam
Atenderam 66 95,7 15 88,2
Total 69 100 17 100

Na tabela 5 observa-se que em 3 amostras (4,3%) de 2 marcas (11,8%) foi detectada a
presenca de Pseudomonas aeruginosa, estando fora do padréo estabelecido pela legislagéo.
Esses resultados positivos em 4,3% das amostras sdo inferiores aos encontrados por David et
al. (1999) em 50% das amostras; Eiroa et al. (1996) em 60%; Farache Filho et al. (2003) em
4,5%; Farache Filho et al. (2005) em 9,5%; Guilherme et al. (2000) em 22,7%; Nascimento et
al. (2000) em 50%; Sabioni e Silva (2006) em 14%; Entretanto, esses resultados sdo
superiores aos encontrados por Guo-Jane Tsai e Shou-Chin Yu (1997) em 2,9% das amostras;
na pesquisa de Cabrini e Gallo (2001) ndo foi encontrada a presenca de Pseudomonas
aeruginosa em nenhuma das amostras de agua mineral analisadas.

A presenca da P. aeruginosa em agua mineral ndo é aceitavel por ser um patégeno

oportunista capaz de causar infec¢des em individuos imunocomprometidos (HUNTER, 1993).
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Apesar do poder medicinal das dguas minerais muitas vezes ser apenas resultado de
campanhas promocionais (RIEDEL, 1992), segundo Rosenberg (2003) as aguas minerais séo
recomendadas para doencas do rim, assim como para problemas urinarios e do coracao,
portanto, sdo consumidas por individuos imunocomprometidos, para quem a ingestdo de
bactérias oportunistas ndo é aconselhavel.

A presenca de elevados numeros de Pseudomonas aeruginosa em agua potavel,
principalmente em agua engarrafada, pode estar relacionado a mudancas no paladar, odor e
turbidez dessas dguas (STICKLER, 1989; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a).

Pseudomonas aeruginosa apresenta maior resisténcia do que 0S microrganismos
patogénicos, sendo capaz de inibir as bactérias do grupo coliforme (GUILHERME et al.,
2000). Isto pode ter ocorrido nesta pesquisa, pois verificou-se que todas as amostras
contaminadas por Pseudomonas aeruginosa nao apresentaram contaminacao por coliformes.

A presenga de Pseudomonas aeruginosa em amostras de &gua mineral da mesma
marca pode ser explicada pela capacidade de aderéncia a superficies que este microrganismo
apresenta, pois de acordo com Hunter (1993); McFeters et al. (1974); Schimdt-Lorenz (1976),
no primeiro contato de Pseudomonas aeruginosa com a linha de engarrafamento, pode haver
colonizacdo dos tanques ou de outras partes, de modo a fornecer uma contaminagao constante
para as dguas que passem por esse ponto. Assim, podendo formar focos de contaminacdo em
diversos pontos da linha que, se ndo forem removidos por um programa adequado de limpeza
e sanitizacdo do sistema de aducdo e engarrafamento podem propiciar a presenca da bactéria
no produto final (EIROA et al., 1996).

O fato de que outras amostras da mesma marca nao estavam contaminadas, pode ser
explicado pela diferenca na época de amostragem e porque os focos de contaminacdo foram
eliminados através de limpeza correta. Eiroa et al. (1996), ao avaliarem as caracteristicas
microbioldgicas de 92 amostras de dgua mineral em diferentes pontos da linha de envase de
quatro industrias engarrafadoras no Estado de Sdo Paulo, observaram que, dependendo da
época de amostragem, P. aeruginosa estava presente ou ausente nas fontes e que mesmo nao
havendo a contaminacdo da fonte por este microrganismo, ocasionalmente a bactéria esteve
presente nas envasadoras e produto final.

A presenca desse microrganismo em aguas engarrafadas pode ser explicada por sua
capacidade de aderéncia a superficie das garrafas e por sua grande capacidade de proliferar
em 4gua destilada e aguas minerais (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Portanto, sdo
necessarias medidas adicionais de controle na protecdo da fonte e na limpeza do sistema de

aducdo e engarrafamento para garantir auséncia de Pseudomonas aeruginosa no produto final.
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5.5 Bactérias heterotroficas

Apesar da inexisténcia de padrdo na legislacéo brasileira para &guas minerais, no que
se refere a bactérias heterotroficas, as amostras foram submetidas a essa analise, para avaliar
as condicdes higiénico-sanitarias das aguas minerais que, muito provavelmente, poderdo
refletir as condi¢bes da matéria prima, do ambiente e do pessoal envolvido na producao.
Observou-se que varios outros autores também utilizaram esses microrganismos como
parametro de qualidade para &gua mineral em suas pesquisas.

Verifica-se na tabela 6 que 40 amostras (58%) de 12 marcas (70,6%) apresentaram
contagens elevadas (>500UFC/mL) para bactérias heterotroficas, estando em desacordo com
0 padrédo utilizado como base nesta pesquisa, que estabelece o limite de 500 UFC/mL para
agua de consumo humano proveniente de sistemas de abastecimento publico. Esses resultados
positivos em 58% das amostras sdo superiores aos encontrados por Cabrini e Gallo (2001) em
38% das amostras; Farache Filho et al. (2003) em 38,1%; Nascimento et al. (2000) em 50%;
Reis et al. (2006) em 20%; Sabioni e Silva (2006) em 50% e inferiores aos resultados

encontrados por Farache Filho et al. (2005) em 62% das amostras.

Tabela 6 — NUmero e porcentagem de amostras nas diferentes marcas de dgua mineral em garrafas de 330 a
600mL, que atenderam e ndo atenderam ao padrdo para bactérias heterotroficas, comercializadas na
cidade de Araraquara — SP. No periodo de jul. a dez. de 2006.

Resultados Amostras Marcas
N° % N° %
Nao 58 12 70,6
atenderam
Atenderam 29 42 5 29,4
Total 69 100 17 100

A maioria das bactérias heterotréficas, geralmente, ndo é patogénica. Entretanto
alguns membros desse grupo, incluindo Legionella spp., Micobacterium spp., Pseudomonas
spp., Aeromonas spp., podem ser patdgenos oportunistas (QUIROZ, 2002).

Como as aguas minerais engarrafadas sdo consumidas sem qualquer tratamento,

contagens elevadas de heterotroficos podem indicar a possivel presenca de patdgenos,
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especialmente formas resistentes a multiplos antibioticos, o que pode representar sério risco a
saude de individuos imunocomprometidos (JEENA et al., 2006).

Os microrganismos heterotréficos presentes na dgua, quando em grande numero, além
de representarem um risco a salde, podem ocasionar outros problemas, tais como:
deterioracdo da qualidade da agua, com desenvolvimento de odores e sabores desagradaveis e,
ainda, formacdo de Ilimo ou peliculas (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE
SANEAMENTO AMBIENTAL, 1978a).

Algumas bactérias heterotréficas podem exercer influéncia inibidora sobre alguns
organismos, podendo impedir a deteccdo de coliformes, seja devido a producdo de fatores de
inibicdo, seja por um desenvolvimento mais intenso destes organismos, sobrepujando uma
menor populacdo de coliformes (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO
AMBIENTAL, 1978a). Estudos realizados revelaram que quando a contagem deste grupo
aumenta até um nivel de 500UFC/mL, a freqiiéncia na deteccdo de coliformes também
aumenta; porem, quando a populagcdo bacteriana excede a 1000UFC/mL, a frequéncia na
deteccdo de coliformes decresce (BURBARELLI, 2004; COMPANHIA DE TECNOLOGIA
DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 1978a). A maioria das amostras analisadas neste
trabalho apresentaram contagem de heterotroficos acima de 1000UFC/mL, o que pode
representar a inibicdo da deteccédo de coliformes e consequentemente a possivel presencga de
contaminacao fecal e de enteropatdgenos.

A contagem de bactérias heterotréficas em aguas minerais deve ser realizada com o
objetivo de avaliar as condic¢des higiénico-sanitarias do sistema industrial (SABIONI; SILVA,
2006).

Devido aos problemas causados pelas altas contagens de heterotréficos em agua
mineral e para se avaliar as condi¢Ges higiénico-sanitarias do sistema industrial, seria
interessante a inclusdo desse parametro na legislacdo brasileira para &gua mineral de forma a
fornecer 4gua mais segura para o consumidor. No entanto, o fato da agua mineral apresentar
microrganismos autoctones que variam conforme a fonte e se multiplicam apds o
engarrafamento, dificulta o estabelecimento de limites.

De acordo com Morais e Costa (1990) as caracteristicas das fontes influenciam a
populacéo bacteriana das aguas minerais. No entanto, limites sugeridos de 500 UFC/mL para
agua mineral sdo problematicos, ja que a agua de diferentes fontes terdo diferentes
guantidades de matéria organica (ROSENBERG, 2003). A Comunidade Econdmica Européia
estabelece limites para a contagem a 20-22 °C de 100 microrganismos/mL e a 37°C de 20

microrganismos/mL, exclusivamente para a agua na fonte ou 12 horas ap0s o engarrafamento
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e armazenamento a 4°C. Por outro lado o Codex Alimentarius considera que o valor maximo
para contagem por mL da agua na fonte ou em pontos criticos de controle a 20-22°C e a 37°C
depende das caracteristicas da fonte ou dos limites determinados pela autoridade local
(EIROA et al., 1997).

Em nossa opinido o limite de 500 UFC/mL estabelecido pela legislacdo para dgua de
consumo humano, pode ser adotado também para as aguas minerais apds o engarrafamento,
pois independente da caracteristica da fonte, € um limite considerado seguro para nao causar
danos a saude humana e deterioracdo da agua.

Entretanto, para diminuir as elevadas contagens de heterotroficos e melhorar a
qualidade do produto que chega aos consumidores € preciso controlar a multiplicacdo dessas
bactérias autdctones e reduzir o risco de contaminacdo no processo de engarrafamento.

A primeira medida seria melhorar as condic¢des higiénicas do pessoal, das embalagens
e tampas e dos equipamentos usados no processo de engarrafamento, com isso além de
diminuir a quantidade de matéria organica que entra em contato com a agua e assim
possivelmente reduzir a populagdo dos microrganismos autdctones, também evita-se
contaminagfes. Para Eiroa et al. (1996) a multiplicagdo dos microrganismos em agua
engarrafada é devido ao contato com compostos organicos, que podem estar presentes em
tubulagbes, reservatorios ou nas embalagens e tampas.

A fotodegradacdo da matéria organica dissolvida € um fendmeno comum. Assim a
exposicdo & luz do dia estimula a multiplicacdo dos microrganismos, ja que substancias
complexas podem tornar-se biodisponiveis (LECLERC; MOREAU, 2002). E preciso estar
atento a este fato, ja que muitas vezes as garrafas de agua mineral sdo armazenadas em areas
ndo protegidas da luz do sol o que favorece esta multiplicacéo.

A temperatura também é um fator importante para a multiplicacdo das bactérias ap6s o
engarrafamento, pois a temperatura durante o periodo de estocagem é geralmente maior que
na fonte (SCHIMDT-LORENZ, 1976). Se a agua € estocada em temperatura ambiente, como
¢ comum nos mercados e residéncias, em apenas alguns dias as contagens bacterianas
atingirdo concentraces elevadas como 10* a 10° UFC/mL, a refrigeracdo retarda esse
processo (ROSENBERG, 2003). Outro problema da estocagem em temperatura ambiente é
que, todas as bactérias patogénicas s@o mesoéfilas (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Estudos
realizados por Eiroa et al. (1997) em amostras de dgua mineral em temperatura ambiente,
encontraram um aumento da populagdo dos microrganismos heterotroficos nos primeiros 30
dias de armazenamento para depois diminuir de maneira irregular e ficar aproximadamente

constante até completar 6 meses de observacdo. Uma medida para prevenir isso seria o
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armazenamento em baixas temperaturas nos mercados e nas casas, 0 que diminuiria a
multiplicacdo dos autoctones e impediria a multiplicacdo dos patogénicos; também poderia
ser utilizado o binémio tempo/temperatura, diminuindo a temperatura e o tempo de estocagem
podendo retardar a multiplicagédo microbiana.

Varios autores explicaram essa multiplicacdo apds o engarrafamento devido ao fato
das bactérias aderirem a superficie das garrafas (BISCHOFBERGER et al., 1990;
JAYASEKARA et al., 1998; SCHIMDT-LORENZ, 1976; ZOBELL; ANDERSON, 1936).
Para Bischofberger et al. (1990); Schimdt-Lorenz (1976), a explicacdo para isto € que 0s
nutrientes presentes em baixas concentracdes sao adsorvidos e concentrados na superficie,
assim estdo mais disponiveis para as bactérias que, provavelmente, fixam-se na superficie.
Jayasekara et al. (1998) consideram que a aderéncia a superficie interna das garrafas pode
explicar o longo tempo de sobrevivéncia dos microrganismos na agua mineral. Para Zobel e
Anderson (1936) as garrafas pequenas podem facilitar ainda mais a multiplicacdo das
bactérias devido ao maior contato da d&gua com a area superficial do recipiente. Nos estudos
feitos por Cabrini e Gallo (2001) foi observado que todas as amostras de 500 mL
apresentaram elevadas contagens de heterotréficos, o que sugere maiores cuidados com
relacdo as condicOes higiénicas das garrafas utilizadas principalmente as de pequeno volume,
a fim de assegurar a boa qualidade do produto.

Principalmente em ambientes com poucos nutrientes é uma tendéncia normal das
células microbianas, quando elas entram em contato com uma superficie sélida, fixarem na
superficie para competir eficientemente com outras células microbianas por espaco e
nutrientes para resistir a qualquer condicdo ambiental desfavoravel, resultando assim em
formacédo de biofilme (JONES et al., 1999; RAY, 1996). Para Jones et al. (1999) a rugosidade
da superficie do frasco é muito importante na determinacdo da adesdo da bactéria a superficie.
O uso de garrafas menos rugosas como o PET e o vidro poderiam diminuir essa adesdo a
superficie.

Estudos tém mostrado que as bactérias geralmente ocorrem em maior nUmero nas
garrafas plésticas do que nas de vidro (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000b). Para Coelho et al. (1998); Rosenberg (2003)
isso ocorre devido & caracteristica do plastico em permitir a passagem de O2. Os nutrientes
liberados do plastico sdo também um possivel contribuinte para o aumento da multiplicacéo
bacteriana na agua (ROSENBERG, 2003). Leclerc e Moreau (2002); Bischofberger et al.
(1990), concluiram que a principal causa das baixas contagens de col6nias da mesma &gua

mineral, em garrafas de vidro mecanicamente limpas do que nas garrafas plasticas foi devido
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ao efeito bacteriostatico dos agentes de limpeza residual. O uso de garrafas de vidro pode ser
uma alternativa para melhorar a qualidade das aguas minerais.

Quando um organismo muda de um ambiente para outro, ele pode sofrer
transformacgdes. Cada adaptacdo pode favorecer que o microrganismo sobreviva no novo
ambiente (ROSENBERG, 1998). Isso poderia explicar o longo tempo de sobrevivéncia dos
microrganismos apos o engarrafamento e sua grande capacidade de multiplicacéo.

Neste estudo foram encontradas algumas amostras da mesma marca com altas
contagens de heterotréficos e outras ndo, isso pode ter ocorrido devido a um maior cuidado
sanitario no processo, 0 que ndo possibilitou que os microrganismos presentes na fonte apds o
engarrafamento se multiplicassem ou ndo permitiu que ocorresse contaminacdo durante o
engarrafamento, pois segundo Leclerc e Moreau (2002) ndo se sabe exatamente se essa
multiplicacdo das bactérias na agua depois do engarrafamento € devido a ressuscitacdo de um
grande namero de células dormentes ndo cultivaveis presente na fonte de agua ou no sistema
de engarrafamento, ou se ela é resultado da divisdo celular e multiplicacdo de poucas células
cultivaveis inicialmente presente.

Nesta pesquisa observou-se que, das 69 amostras analisadas, apenas 6 amostras (8,7%)
de 4 marcas (23,5%) apresentaram-se contaminadas com um ou mais dos indicadores
especificados pela legislacdo brasileira para aguas minerais. Entretanto, considerando os
padrbes para agua mineral e o padrdo para bactérias heterotroficas estabelecido pela
legislagdo para &gua de consumo humano, 40 amostras (58%) de 12 marcas (70,6%)
apresentaram-se em desacordo com um ou mais padrdes. I1sto mostra que a maioria das aguas
apesar de estarem em acordo com os padrdes da legislagdo para &guas minerais, apresentaram
contagens elevadas para bactérias heterotroficas apresentando, portanto, qualidade duvidosa
para consumo humano.

Para garantir uma dgua mineral de boa qualidade é necessario proteger as fontes, ter
rigorosos cuidados higiénico-sanitarios com o ambiente e o pessoal envolvidos na producao,
com todos os equipamentos usados durante o processo de engarrafamento e dos reservatorios
de estocagem e também com as embalagens e tampas.

A implantacdo de sistemas de controle como, Boas Praticas de Fabricacdo (BPF’s) e
Analises de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) podem garantir que as
propriedades da agua mineral sejam mantidas, pois estes sistemas estabelecem pontos de
monitoramento em toda a producgédo (LIMA, 2003).

E também fundamental a conscientizaco do distribuidor quanto ao armazenamento, e

do consumidor quanto ao seu direito em adquirir um produto de boa qualidade (WENDPAP et
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al., 1999). E necessario também que se tenham fiscalizagcbes mais efetivas por parte dos

Orgdos responsaveis, tanto nas fabricas quanto nos pontos de distribuicao.
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6 CONCLUSOES

Todas as sessenta e nove amostras estudadas (100%) e todas as dezessete marcas
(100%) atenderam ao padrdo para coliformes fecais/E.coli.

Duas amostras (2,9%) de uma marca (5,9%) foram positivas para coliformes totais,
ndo atendendo ao padrdo da legislacdo em vigor.

Duas amostras (2,9%), de duas marcas (11,8%) foram positivas para enterococos, ndo
atendendo ao padréo estabelecido pela legislagdo em vigor.

Trés amostras (4,3%) de duas marcas (11,8%) apresentaram Pseudomonas aeruginosa,
estando fora do padréo estabelecido pela legislacao.

De acordo com o padrdo para bactérias heterotroficas utilizado nesta pesquisa,
quarenta amostras (58%) de doze marcas (70,6%) apresentaram contagens acima de
500UFC/mL.

Verificou-se que, das 69 amostras analisadas seis (8,7%) apresentaram-se
contaminadas com um ou mais dos indicadores estabelecidos pela legislagdo brasileira para
aguas minerais, utilizados nessa pesquisa.

Considerando os padrdes para agua mineral utilizados nessa pesquisa e o padrdo para
bactérias heterotroficas estabelecido pela legislacdo para &gua de consumo humano, guarenta

amostras (58%) de doze marcas (70,6%) podem estar inadequadas para consumo humano.
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ANEXO A - Tabela dos indices de NMP e limites de 95% de confianca para varias

combinag@es de resultados positivos e negativos quando dez aliquotas de 10mL sdo usadas.

Limites de confianca

N° de tubos NMP/100mL Inferior Superior
positivos

0 <11 0 3,0
1 1,1 0,03 59
2 2,2 0,26 8,1
3 3,6 0,69 10,6
4 51 1,3 13,4
5 6,9 2,1 16,8
6 9,2 3,1 21,1
7 12,0 4,3 27,1
8 16,1 5,9 36,8
9 23,0 8,1 59,8
10 >23,0 13,5 Infinito

Fonte: AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 1998.



ANEXO B - Quadro dos Critérios Microbioldgicos definidos para agua natural mineral e

agua natural.

Microrganismo Amostra Amostra representativa
indicativa m M
limites
E. coli ou Auséncia -.- Auséncia
coliforme
(fecais)
termotolerantes,
em 100 mL
Coliformes <1,0 UFC; <1,0UFC; | 2,0 UFCou
totais, em 100 | <1,1 NMP ou <1, 1NMPou| 2,2NMP
mL auséncia auséncia
Enterococos, <1,0 UFC; <1,0UFC; | 2,0 UFCou
em 100 mL <1,1 NMP ou <1, 1NMPou| 2,2NMP
auséncia auséncia
Pseudomonas <1,0 UFC; <1,0 UFC; | 2,0 UFC ou
aeruginosa, em | <1,1 NMP ou <1, 1NMPou| 2,2NMP
100 mL auséncia auséncia
Clostridios <1,0 UFC; <1,0UFC; | 2,0 UFCou
sulfito redutores| <1,1 NMP ou <1,1NMPou| 2,2NMP
ou C. auséncia auséncia
perfringens, em
100 mL

Fonte: BRASIL, 2000.

(n): € o nimero de unidades da amostra representativa a serem coletadas e
analisadas individualmente.

(c) é o numero aceitavel de unidades da amostra representativa que pode
apresentar resultado entre os valores "m" e "M".

(m) é o limite inferior (minimo) aceitavel. E o valor que separa uma qualidade
satisfatoria de uma qualidade marginal. Valores abaixo do limite "m" séo
desejaveis.

(M) é o limite superior (maximo) aceitavel. Valores acima de "M" ndo séo aceitos.
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