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Com o intuito de monitorar alterages no indice de
contaminagdo durante o armazenamento, foram
avaliadas quanto a contaminagéo por Pseudomonas
aeruginosa setenta e cinco amostras, de cinco
marcas distintas, de dgua mineral envasadas em
copos ou garrafas plasticas de 500 mL e 1500 mL.
Os ensaios foram efetuados em dois periodos
diferenciados, o primeiro um dia ap6s aquisi¢édo das
amostras no ponto de venda e o segundo quando
as amostras completaram seis meses de
armazenamento. Segundo os padrdes
determinados pela RDC n. 275/05 do Ministério da
Saude, 53% dos lotes foram rejeitados. O
monitoramento da contamina¢do durante o
armazenamento revelou que, independente da
elevacdo ou reducdo nas contagens, P.aeruginosa
foi detectada mesmo ap6s 180 dias de estocagem,
confirmando que se trata de micro-organismo que
se adapta em ambientes com baixo teor nutricional.
O percentual de rejeicdo das amostras revelou a
necessidade de praticas de higiene mais efetivas a
serem adotadas durante o envase, garantindo a
comercializacdo de produtos seguros e que
atendam aos rigorosos padrdes microbiolégicos
estabelecidos pela legislacdo brasileira.
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1INTRODUCAO

Agua mineral natural consiste na agua obtida diretamente de fontes naturais ou por extragio
de 4guas subterraneas (BRASIL, 2005a).

Devido a preocupacao com a qualidade dos mananciais e por acreditarem que a agua mineral
apresenta melhor qualidade, a preferéncia de muitos consumidores por esse tipo de agua tem aumentado
em detrimento a agua tratada. Com isso, o consumo de agua mineral envasada aumentou
consideravelmente (SANT ANA et al., 2003). Em 10 anos, a producédo de agua mineral no Brasil
aumentou 4,1 bilhdes de litros (ABINAM, 2007).

Doengas causadas pelo consumo de dguas envasadas sao raras, no entanto surtos causados
pelo consumo de aguas envasadas contaminadas vém sendo rastreados. O incidente mais conhecido
ocorreu durante o surto de célera em Portugal em 1974, quando o Vibrio cholerae foi isolado de duas
nascentes que forneciam agua para uma indUstria envasadora. Embora a agua fosse originaria de
fonte considerada limpa, aparentemente foi contaminada pela infiltracdo de esgoto através do estrato
calcario (ROSENBERG, 2003).

A ocorréncia de disturbios gastrintestinais seguintes ao consumo de aguas minerais tem
revelado que amostras coletadas diretamente do aquifero apresentam populacdo bacteriana de
aproximadamente 10-102 UFC/mL e que essa populacdo aumenta para aproximadamente 102 a
108 UFC/mL ap6s o envase (JAYASEKARA et al., 1998).

O rapido crescimento bacteriano apos o envase pode ser causado pela oxigenagao da agua,
pelo aumento da superficie de contato (frasco), pela elevagao da temperatura durante o armazenamento
e pelos vestigios de nutrientes liberados pela garrafa (VENIERI et al., 2006).

Levantamentos realizados em aguas minerais envasadas em diferentes paises tém demonstrado
gue P.aeruginosa é o micro-organismo predominantemente encontrado. Essa espécie, patbgeno em
potencial, contamina a &gua tanto por ser autéctone e estar largamente distribuida no ambiente, como
por falhas no processo de envase (JAYASEKARA et al., 1998).

AP.aeruginosa tem sido encontrada em aguas minerais originarias do Brasil, Canada, Franca,
Alemanha, Espanha, Estados Unidos e outros paises. Sua presenca pode indicar contaminagéo
associada a infiltragao natural, matéria fecal humana, efluentes domésticos e agroindustriais ou falhas
no processo de higienizac¢éo. As contaminac¢des durante o envase podem ser resultado de colonizagéo
dos equipamentos devido a defeitos nas vedacdes de borracha ou arruelas, graxa contendo compostos
organicos e emprego de sabéo por fornecer nutrientes para esse contaminante (WARBURTON, 1993).

Ranhuras presentes na face interna de embalagens retornaveis de agua mineral e equipamentos
destinados a sua higienizagdo e envase podem ser locais propicios para o desenvolvimento de biofilmes
e a consequente contaminacao da dgua (FARD, 2007).

A aderéncia as superficies internas das embalagens pode explicar a longa sobrevivéncia de bactérias
autéctones na agua mineral e com isso a producdo de defeitos como odor e manchas. Esses
micro-organismos podem sobreviver em aguas envasadas por varios anos (JAYASSEKARA et al., 1999).

Apreocupacéo com a presenca de P.aeruginosa nas aguas minerais reside no fato de serem
patdgenos oportunistas, causadores de infeccdes em individuos imunocomprometidos, recém-nascidos
e idosos. Além disso, muitas linhagens de P.aeruginosa sao resistentes a antibioticos (SANT ANA et
al., 2003).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade da agua mineral envasada comercializada
nas redes de distribuicao da cidade de Curitiba (Parand) quanto a presenca de P. aeruginosa conforme
parametros estabelecidos pela RDC n. 275/05 do Ministério da Salde e monitorar as contagens de
P.aeruginosa durante o periodo de sua validade, avaliando-se a influéncia do armazenamento.

2 MATERIAL E METODOS

Foram selecionados trés tipos de embalagens de agua mineral (copos plasticos, garrafas
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plasticas de 500 mL e 1500 mL) provenientes de cinco marcas distintas, sendo trés da regido de
Curitiba, uma de Morretes e outra do estado de Santa Catarina. Todas as unidades da mesma marca
foram adquiridas no mesmo ponto de venda e as do mesmo tipo de embalagem de cada marca com a
mesma data de envase. Para cada marca e embalagem foram adquiridas cinco unidades.

As contagens de P.aeruginosa foram realizadas em duas etapas, denominadas de tempo zero
(T,) e tempo um (T,). No tempo zero, os ensaios foram realizados um dia apos a aquisi¢éo das
amostras no ponto de venda e no tempo um, quando as mesmas completaram seis meses de
armazenamento. Esse periodo corresponde ao prazo de validade das garrafas de 500 mL e 1500 mL
da Marca A, dos copos da Marca C e da metade do periodo de validade das demais amostras.

As contagens de P.aeruginosa foram realizadas segundo a técnica dos tubos multiplos com
diluicdo, descrita no Standard methods for the examination of water and wastewater (APHA, 2005).

Efetuou-se a avaliacéo da qualidade da agua mineral segundo padr8es microbioldgicos presentes
na RDC n° 275 (BRASIL, 2005b), sendo a avaliacao do periodo de armazenamento realizada pela
diferenca logaritmicaentre T1 e To.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A contagem de P.aeruginosa (NMP/100mL) nos tempos T e T, esta apresentada no Quadro 1.

QUADRO 1 - CONTAGEM DE Pseudomonas aeruginosa NMP/100 mL NOSTo ET1

Em;—;‘l’a"gem AMOSTRA  ETAPAS MARCAA MARCA B MARCA C MARCA D MARCA E
1 T, <18 <18 2,4x10° <18 <18
T <18 <18 3,5x10° <18 <18
5 T, <18 <18 9,2 x10? <18 <18
T, <18 <18 2,2x10° <18 <18
o 3 To <1,8 1,8 1,6 x10° <1,8 1,6 x10°
o}
© T, <18 <18 9,2 x10° <18 3,5 x 10
. T, <18 <18 9,2 x10° 2,4x10° <18
T, <18 <18 1,6 x10° 1,7 x10° <18
5 T, <18 <18 2,4x10° <18 <18
T, <18 <18 1,6 x10° <18 <18
1 T, <18 <18 7.8 <18 9,3
T, <18 <18 7.8 <18 5,4 x10°
2 ) To <18 <18 2,0 <18 4,0
§ T <18 <18 <18 <18 2,2x10?
=] 3 T <18 <18 <18 <18 <18
<
L T, <18 <18 <18 <18 1,6 x10°
@
[ 4 To <18 <18 2,0 <18 45
© T, <18 <18 <18 <18 2,4x10°
5 To <18 <18 4,0 <18 45
T, <18 <18 3,3x10 <18 4,9 x10
1 To <18 <18 45 23 5,4 x10°
T <1,8 <18 2,4x10° 48x 10 9,2x10°
2 s T, <18 <18 2,0 1,6 x10° 9,2 x10°
S T, <18 <18 2,4 x10° 1,6 x10° 2,4 x10°
-
W 3 To <18 <18 <18 17 5,4 x10°
; T, <1,8 <18 1,7x10° 21x 10 1,3x10°
’3.(:‘ . T, <18 <18 <18 20 7,9x10
© T, <18 <18 <18 34x 10 4,9x10
5 To <18 <18 <18 24 7.8
T, <1,8 <18 7,9 x10 1,3x10° 1,6 x10°
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Oito dos quinze lotes analisados foram reprovados, representando indice de rejeigédo de 53%.

Deve-se ressaltar que trés das cinco marcas testadas foram rejeitadas. As marcas C e E
apresentaram contagens superiores ao limite estabelecido pela legislac&o brasileira nos trés tipos
de embalagens e a marca D, apesar de néo ter apresentado crescimento em nenhuma das garrafas
de 500 mL, foi rejeitada nos outros dois tipos de embalagens (garrafas de 1.500 mL e copos). Tal
fato indica que a contaminacao das trés marcas de dgua mineral independe do tipo de embalagem.

Quanto a dinamica populacional, os resultados demonstraram que nos copos houve reducéo
do crescimento de P.aeruginosa entre a primeira analise (T,) e a analise posterior (T,). No entanto,
as garrafas de 500 mL e de 1500 mL apresentaram acréscimo nas contagens entre os T, e T,
(Figura 1).

FIGURA 1- DINAMICA POPULACIONAL DE P.aeruginosa
NO TEMPO ZERO (To) E TEMPO UM (T1)-log 10
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As analises dos copos no T, foram realizadas entre 70 e 95 dias ap0s a data de envase, e
nesse periodo a concentragdo bacteriana poderia estar passando da fase de crescimento para a fase
de declinio. Ja nas amostras das garrafas de 500 e 1500 mL, as analises foram realizadas entre 30 e
60 dias da data de envase, podendo-se supor que 0s micro-organismos ainda estavam em fase de
crescimento lento, aumentando suas contagens apoés esse periodo.

LEGNANI et al. (1999) em 5 anos de estudo sobre a curva de crescimento de duas estirpes de
P.aeruginosa relataram que as duas cepas apresentaram curta fase exponencial e rapido crescimento
no periodo logo apds sua inoculagédo, com tempo de duplicacéo de aproximadamente 48 horas.
Evidenciaram ainda que o periodo das contagens mais altas ocorreu entre 7 e 70 dias apds a inoculagéo,
seguido por fase de gradual declinio.

A importancia dos resultados das comparages reside no fato de que mesmo apds 180 dias
de armazenamento, sob condi¢Bes adequadas, foram observadas contagens de P.aeruginosa em
niveis bastante preocupantes para a saude e integridade do consumidor em trés das marcas de agua
mineral adquiridas em Curitiba.
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Segundo JAYASSEKARA et al. (1999), as bactérias autéctones podem sobreviver em aguas
envasadas por varios anos, havendo a possibilidade de ocorrer ainda crescimento secundario porque
algumas espécies morrem e fornecem nutrientes para outras espécies.

TAMAGNINI E GONZALEZ (1997) observaram que ap6s 30 dias de armazenamento a
P.aeruginosa tornou-se predominante sobre a microbiota aerdébica acompanhante nas amostras de
aguas testadas. Estudos sugerem também que contaminantes organicos associados ao plastico
(PVC, PET) no qual séo fabricadas as embalagens, podem constituir fonte de nutrientes para esses
microrganismos (JAYASSEKARA et al., 1998). Além disso, WARBURTON (1994) evidenciou em seus
estudos que a presenca desse micro-organismo em aguas minerais envasadas potencializa a
sobrevivéncia de Aeromonas, salmonelas e possivelmente outros patégenos, aumentado a preocupacao
referente a presenca dessas bactérias em aguas engarrafadas.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na avaliacéo da qualidade da agua mineral envasada revelaram que pelo
menos quanto ao parametro da P.aeruginosa, o periodo de armazenamento torna-se irrelevante. I1sso
se deve aos rigidos limites estabelecidos pela legislacdo, em que as aguas analisadas, mesmo
apresentando grandes variagdes nas contagens entre os T e T, foram rejeitadas nas duas etapas da
andlise. Mediante essas afirmac0es, fica evidente que a legislagédo brasileira prima pela implantacao
de praticas adequadas de higiene com a consequente comercializagdo de aguas minerais envasadas
de boa qualidade.

O monitoramento das altera¢®es que ocorreram nas contagens de P. aeruginosa revelou que
dependendo da época em que as analises séo realizadas podem ser encontradas concentracdes
variaveis. No entanto, independente da reducéo ou crescimento entre T e T, as amostras ainda
apresentaram contagens elevadas apos 180 dias de armazenamento, representando preocupacao
referente a salde e integridade do consumidor.

ABSTRACT

EVALUATION OF BOTTLED MINERAL WATER MICOBIOLOGICAL QUALITY —POPULATION

DYNAMICS OF Pseudomonas aeruginosa
Aiming to monitor alterations in the contamination index during storage seventy-five samples, of five distinct
brands, of mineral water bottled in cups or plastic bottles of 500 mL and 1500 mL have been evaluated for
contamination by Pseudomonas aeruginosa. This assessment was conducted in two different periods; the
first period was one day after acquiring the samples and the second when the samples completed six
months of storage. According to the standards determined by RDC n 275/05 of the Health Ministry (Brazil),
53% of the lots were rejected. The monitoring of the contamination during storage revealed that regardless
of some samples have shown growth and other reduction in counts, the Pseudomonas aeruginosa was
present, even after 180 days of storage, confirming that it is a microorganism that can fit in nutritionally poor
environments.These rejection rates of the samples revealed the need to adopt more appropriate hygiene
practices, in order to get safe products which attend to the strict microbiological standards established by
the Brazilian legislation.

KEY-WORDS: MINERAL WATER; MICROBIOLOGY; Pseudomonas aeruginosa.
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