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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado a qualidade microbiol6gica em amostras de agua mineral
natural, envasadas em garrafdes de 20 litros. Foram analisadas trés marcas
comercializadas na regido de Picos-Pl, coletadas no comércio varejista local. As amostras
foram analisadas quanto a presenca de Coliformes totais e Coliformes termotolerantes,
segundo 0 método do NUmero Mais Provavel para 100 mL. Para os resultados das
amostras analisadas, foram encontradas a presenca de coliformes totais nas amostras A e
B tanto para o primeiro lote como para o segundo lote, assim como para Coliformes
termotolerantes. Com relacdo a amostra C houve contaminagdes positivas para a presenca
de Coliformes totais e termotolerantes apenas para o primeiro lote analisado, na
contraprova (segundo lote) ndo houve contagem para Coliformes totais e auséncia para
Coliformes termotolerantes. Pode-se, inferir a partir dos resultados desse estudo que a
contaminagdo para Coliformes em garrafées de 20 litros de dgua mineral natural pode
ocorrer desde o processo de envase até 0 momento de armazenamento e distribuigao.

Palavras-chave: Controle de qualidade, analise microbioldgica, &gua mineral.
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ABSTRACT

In this work, the microbiological quality of natural mineral water samples, filled in 20
liter bottles, was evaluated. Three treadmark commercialized in the region of Picos-PI
were analyzed, collected in the local retail trade. The samples were analyzed for the
presence of total coliforms and thermotolerant coliforms, according to the Most Probable
Number method for 100 mL. For the results of the analyzed samples, the presence of total
coliforms was found in samples A and B for both the first and second lots, as well as for
thermotolerant coliforms. Regarding sample C there were positive contamination for the
presence of total and thermotolerant coliforms only for the first batch analyzed, in the
control (second batch) there was no count for total coliforms and absence for
thermotolerant coliforms. It can be inferred from the results of this study that
contamination for coliforms in 20-liter bottles of natural mineral water can occur from
the filling process to the time of storage and distribution.

Keywords: Quality control, microbiological analysis, mineral water.

1 INTRODUCAO

A 4gua é a condicdo béasica para a manutencdo da salde humana, segundo a
Declaracdo Universal dos Direitos da dgua (1992). Dessa forma, torna-se imprescindivel
que esta quando consumida e/ou utilizada para fins alimenticios esteja isenta de
microrganismos e substancias que possam representar perigo para a saude humana
(BRASIL, 2014; PONTARA et al.,, 2011). Constitui-se como uma prioridade nos
programas de Saude Publica, que o abastecimento de agua em quantidade suficiente para
assegurar a higiene e o conforto da populacdo deve ocorrer com qualidade compativel
com os padrdes de potabilidade (BRASIL, 2006; PIMENTA et al., 2020). Porém, devido
a problemas de origens diversas fazem com que ndo tenhamos tal prioridade cumprida,
ocasionando internacGes em hospitais de pacientes vitimas de doencas de origem hidrica
(MACEDO, 2001).

Diante desse cenario de preocupacao com a qualidade da agua, principalmente a
ingerida, faz com que grande parte da populacdo mundial procure consumir agua
proveniente de fontes minerais na esperanca de esta ingerindo algo mais saudavel
(LECLERC; MOREAU, 2002; MAVRIDOU, 1992). Esta mesma tendéncia do aumento
de consumo de agua mineral, observa-se também no Brasil, devido principalmente a
desconfianga da qualidade microbiologica da dgua ofertada pelas empresas de tratamento
de 4gua (RESENDE; PRADO, 2008).

Agua mineral natural é considerada alimento, apds o envase em recipientes
comerciais, sendo regulamentada pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), pela Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 274/2005 que dispde sobre

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.2, p. 15487-15499 feb. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

15489

o0 regulamento técnico de boas praticas para industrializacdo e comercializacdo de agua
mineral natural ou agua natural, definindo as terminologias e fixando a identidade e as
caracteristicas minimas de qualidade das aguas envasadas destinadas ao consumo humano
(BRASIL, 2005). Dessa forma, a qualidade e preservacédo das carateristicas da &gua estdo
diretamente relacionadas com a seguranca alimentar, ou seja, a garantia do consumo
humano de agua potavel, livre de microrganismos patogénicos, de substancias e
elementos quimicos prejudiciais a satde (BRASIL, 2005).

O estabelecimento industrial que produz agua mineral natural ou agua natural
deve obrigatoriamente seguir os padrfes de qualidade fisico-quimica e microbioldgicas
estabelecidos por legislacdo especifica da ANVISA (BRASIL, 2005). A resolucdo de
diretoria de colegiado (RDC) n° 274, de setembro de 2005, que fixa as caracteristicas
minimas de qualidade de &guas envasadas, estabelece os limites para substancias
quimicas que podem causar danos a saude humana. Logo, € imprescindivel a realizacdo
de estudos sobre a qualidade da 4gua consumida pela populagdo, bem como os motivos
que leva a tomada de decisdo por qual fonte de agua usar (DA SILVA et al., 2007;
CUNHA et al., 2012; CARDOSO et al., 2003).

Diante do aumento do consumo de dgua mineral, seja em residéncias a 6rgaos
publicos e privados, torna-se necessario garantir e fiscalizar a qualidade final do produto
(Cunha et al., 2012), ja que se esta tiver contaminada, seja com patdgenos ou substancias
quimicas, pode trazer graves prejuizos a saude humana (BRASIL, 2009).

Dessa forma, torna-se necessario realizar analises microbiol6gicas que
contribuirdo para ampliar o conhecimento da qualidade mineral. Assim, neste estudo
buscou analisar a qualidade microbiologica da agua mineral das principais marcas
comercializadas em embalagens retornaveis de 20 litros no municipio de Picos, Piaui,

Brasil.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCALIZACAO E AMOSTRAGEM

Durante a realizacdo das anélises microbiologicas foram utilizadas amostras de
agua mineral natural envasadas em garrafdes de 20 litros, proveniente das principais
marcas comercializadas em estabelecimentos comerciais da macrorregido da cidade de
Picos, Piaui, Brasil. As amostras foram adquiridas aleatoriamente, em épocas e
estabelecimentos comerciais diferentes para que se pudesse obter lotes diferentes,

coletadas conforme especificacdo da resolugdo RDC 275, da ANVISA de 2005. Foram
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avaliadas trés marcas de agua mineral, comuns na maioria dos estabelecimentos
comerciais da cidade, sendo designadas por letras A, B e C. As anélises de cada marca de
agua analisada foram conduzidas em triplicata.

Depois de adquiridas, as amostras foram conduzidas ao laboratorio na embalagem
original e assim mantidas em temperatura ambiente até o momento da analise.
Inicialmente, foram coletadas amostras de cada marca (garrafdo de 20 litros) para a
primeira andlise laboratorial. Semanas depois, outras amostras das referidas marcas,
resultantes do lote da primeira andlise e de um segundo lote de amostras, foram
novamente coletadas e analisadas para a contraprova. O estudo se encontra devidamente
cadastrado (A75FE74) no Sistema Nacional de Gestdo de Patriménio Genético do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

2.2 PROCEDIMENTO DE ANALISE

As analises microbioldgicas foram realizadas nos laboratérios do Campus
Senador Helvidio Nunes de Barros (CSHNB) da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
localizado em Picos — PI, no periodo de Maio a Novembro de 2019. Os parametros que
foram avaliados séo os seguintes: Coliformes fecais/E. Coli. e Coliformes totais. Para a
avaliacdo de Coliformes Totais e Termotolerantes foi utilizada a técnica dos NUmeros
Mais Provaveis (NMP), tal como sugerida na American Public Health Association
(APHA), descritas na 32 edicdo do Manual de Métodos de Analise Microbiologica de
Alimentos (2007).

As amostras foram conduzidas aos laboratorios, onde inicialmente foi realizado
uma avaliacdo geral dos estados dos garrafdes analisados, sempre observando o prazo de
validade destes, assim como, a aparéncia da dgua envasada. Apos esta etapa, procedeu-se
com a assepsia do dos garrafdes a partir do gargalo, bem como de toda parte externa dos
mesmo com alcool (70%). No momento da realizacdo da analise, no ato de abertura do
garrafdo, foi realizado uma nova assepsia na tampa deste com alcool (70%), sendo
realizado o rompimento do lacre com lamina flambada. As amostras de &gua mineral
foram devidamente transferidas para recipientes menores de 500 mL, devidamente
esterilizados em Autoclave, para assim evitar uma possivel contaminacdo e manter a
integridade das amostras. Apos a transferéncia das amostras de dgua dos garrafes de 20
litros para os recipientes de 500 mL foi dado inicio a preparacéo dos tubos de ensaios que
foram usados na analise pelo método do NMP para determinar e quantificar coliformes

totais/coliformes fecais.
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2.2.1 Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes totais e
Coliformes fecais/E. coli.

Para determinacdo da presenca de coliformes totais e coliformes fecais/E. coli foi
usado o método do numero mais provavel (NMP) descrito no Manual de Métodos de
Anélise Microbiol6gica de Alimentos, seguindo as orientacdes da American Public
Health Association (APHA) (DA SILVA, et al. 2007).

2.2.1.1 Métodos de Andlises
O método classico de contagem de coliformes totais, termotolerantes em agua e
alimentos é o do Numero Mais Provavel em 100mL (NMP/100mL), que inclui trés etapas

ao todo (Figura 1).

Figura 1: Esquema da metodologia para analise de agua pelo método do Nimero Mais Provavel (NMP).
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Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a) (2019).

A primeira etapa compreende o teste presuntivo, que consiste na inoculagéo de 10
aliquotas de 10 mL da amostra de 4gua em cada um dos 10 tubos de ensaio contendo 10
mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), previamente preparado em laboratorio e
esterilizado. O LST contém lactose e a evidéncia para a presenca de coliformes é tida com
a evolucdo de gés a partir de 24-48h de incubacdo a 35°C. Assim, foram realizadas dez
dilui¢Bes, com auxilio de uma pipeta esteril para cada amostra, ou seja, foram dez tubos
contendo 10 mL de caldo LST, cada um desses tubos contendo um tubo de Durham
invertido. Como a analise foi feita em triplicata, ao todo, foram utilizados trinta tubos
para cada amostra de agua, cada tubo contendo 10 mL de Caldo e 10 mL da amostra de

agua, numa concentra¢do dupla. Apos as diluicBes, os tubos devidamente fechados
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hermeticamente foram incubados na estufa a uma temperatura de 35°C. Assim, durante
as primeiras 24h foram registrados os nimeros de tubos com aparecimento de gas e apés
as 48h foi separado os tubos com producédo de gas para a segunda etapa, consistindo no
teste confirmativo.

Para a confirmacdo dos coliformes totais e termotolerantes, uma al¢ada de cada
tubo suspeito, isto &, os que apresentam producdo de gas no teste presuntivo, € transferida
para tubos de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo E. coli (EC), meios seletivos
que contem lactose, devidamente esterilizados e com o pH verificado, conforme mostrado

nas Figuras 2a e 2b, respectivamente.

Figura 2: (a) Preparacdo do Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) e (b) do Caldo E. coli (EC) com as
respsctivas verificacfes de pH com papel tornassol.

Fonte: Acervo pessoal do autor (a).

Ap0s o0 semeio e incubagdo a 35°C, a observacdo de crescimento com a producgéo
de gés nos tubos VB, apos 24-48h de incubacdo a 35°C, é considerada confirmativa da
presenca de coliformes totais. Crescimento com a producao de gas nos tubos de EC, apds
24h de incubacdo a 44,5°C, é considerada confirmativa da presenca de coliformes
termotolerantes. A partir dos tubos positivos na prova confirmatéria foi verificado o
namero de tubos de VB e EC com crescimento e producdo de gas, confirmativos da
presenca de coliformes totais e coliformes termotolerantes, respectivamente. Logo em
seguida utilizou-se a Tabela de NMP para determinar o numero mais provavel de
coliformes totais e coliformes termotolerantes (NMP) /100 mL, conforme a orientacdo do
capitulo 4 do Manual de Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos (2007). Os
valores obtidos das andlises foram contrastados com as recomendacGes da RDC n°
275/2005.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Na andlise foram determinados os valores de Numero Mais Provavel (NMP) para
Coliformes totais e Coliformes termotolerantes, todas em 100 mL. Sendo assim, para a
determinacdo numérica dos valores encontrados foi utilizado a tabela para inoculacao de
10 aliquotas de 10 mL de cada amostra, seguindo o método de Numero Mais Provéavel
(NMP/100mL) descrito no manual de métodos de analise microbioldgica de alimentos
(DA SILVA, et al., 2007). Para as marcas analisadas, todas as amostras foram avaliadas
como indicativas, seguindo as normas estabelecidas pela Resolugcdo Diretoria de
Colegiado (RDC) n° 275/2005, que fixa as caracteristicas microbioldgicas para agua
mineral natural e dgua natural. Desse modo, para a comparacdo dos resultados das
contagens de NMP comparou-se com as caracteristicas microbioldgicas descritas no
ANEXO C para Coliformes totais e termotolerantes. O valor maximo permitido de
Coliformes totais e termotolerantes pela legislacdo vigente a RDC n° 275/2005, que fixa
para a amostra indicativa tem de ser menor que 1,1 NMP/100 mL para coliformes totais,
e para Coliformes termotolerantes o padrdo é a auséncia.

A Tabela 1 demonstra os resultados para as trés marcas de agua mineral natural
analisadas no periodo de Marco a novembro de 2019. Para o primeiro lote analisado todas
as marcas apresentaram contaminagao positiva, tanto para Coliformes totais como para
Coliformes termotolerantes, indicando que sao improprias para o consumo. Visto que, as
amostras que apresentaram valores iguais ou maiores que 1,1 NMP em 100mL foram

consideradas inaptas para a ingestdo (BRASIL, 2005).

Tabela 1: NMP de Coliformes totais e Coliformes termotolerantes encontrados em garrafdes de 20 Litros
de 4gua mineral comercializada na regido de Picos — PI.

Amostras Resultado das analises (NMP/ 100ML)
Coliformes totais Coliformes termotolerantes
Marca A =23 =23
g Marca B =23 =23
= Marca C =23 =23
Marca A’ =23 23
E Marca B’ =23 > 23
& Marca C° <1,1 <1.1

Fonte: Elaborada pelo autor (a).

Na inspecgéo visual, todas as amostras obtidas dos garrafdes de 20 litros estavam
na embalagem original, lacradas e, dentro do prazo de validade estipulado pelo fabricante.
N&o tendo sido correlacionado a uma possivel contaminagdo. Na andlise do primeiro lote,

das trés marcas escolhidas para o estudo, todas apresentaram resultados positivos para a
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presenca de coliformes totais e coliformes termotolerantes, como apresentado na Tabela
1 e ilustrado na Figura 3. De acordo com Sant"ana et al. (2003), a presenca de coliformes
a 35°C ndo significa necessariamente contaminacdo fecal, sendo, entretanto, um
indicativo das condigBes sanitarias do processo. Uma vez que, a presenca do grupo de
bactérias coliformes denota que ocorreu uma interferéncia externa na agua mineral, pois
esse grupo de bactérias ndo faz parte da composicao natural dessas aguas (ALVES, et al.,
2012).

Figura 3: Resultados para Coliformes totais e termotolerantes, obtidos do primeiro lote de amostras para as
trés marcas analisadas.
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Como pode ser observado na Figura 3, os resultados obtidos para as trés marcas
analisadas foram positivos para a presenca de Coliformes totais e Coliformes
termotolerantes, tendo como evidencias a producdo de gas e a turvacao aparente nos tubos
a partir da fermentacdo da lactose em meio contendo Caldo Verde Brilhante Bile 2%
(BV), assim como para o Caldo E. coli (EC), o que caracteriza a presenca desses
microrganismos.

Dessa forma, o Manual Pratico de Analise de Agua (BRASIL, 2009) afirma que
agua potavel € aquela cujos pardmetros microbiol6dgicos, fisico, quimicos e radioativos
atendam ao padrédo de potabilidade e que ndo ofereca risco a saude, ou seja, uma agua
isenta de microrganismos patdégenos que possam conferir prejuizos a salude humana.
Conforme a resolucdo da ANVISA (RDC n°275/ 2005), que estabelece as caracteristicas
microbioldgicas para agua mineral, amostras de agua envasada com valores iguais ou
superiores ao valor maximo permitido pela legislacdo para coliformes totais e/ou presenca
de termotolerantes sdo consideradas inadequadas para 0 consumo.

Para o segundo lote (contraprova), como mostra a Tabela 1, apenas as amostras
da marca “C” ndo apresentaram resultados positivos para Coliformes totais (Figura 4) e
coliformes termotolerantes (Figura 5), ressaltando a possibilidade deste lote ndo ter sido

contaminado. Dessa forma, somente a amostra da marca C’ do segundo lote atende ao
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padréo para coliformes totais (< 1,1 NMP, 100mL) e ao padrdo de coliformes fecais, ou
seja, a auséncia deste grupo microbiano. Esses resultados para coliformes fecais também
foram observados em estudos realizados por Farache Filho et al. (2003) e Nascimento et
al. (2000).

Figura 4: Resultados obtidos para Coliformes totais no caldo Verde Brilhante 2% (BV) para o segundo lote
(contraprova) das trés marcas de agua mineral nalisadasp.

]

| i
Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a) (2019).

Por outro lado, para as marcas “A e B” a contagem de coliformes totais esta acima
do valor aceito pela legislacdo, assim como, para a presenca de coliformes
termotolerantes. 1sso demostra que pode ocorrer contaminagao por estes microrganismos
em diversos momentos do processo de producdo da agua mineral, desde a captacao até a
etapa de envase (LIMA, 2007).

Figura 5: Resultados obtidos para Coliformes termotolerantes no caldo E. coli (EC) para o segundo lote
(contraprova) das trés marcas analisadas. . .
L] T KR 3
—— i 1 :“ @ £ (
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Fonte: Elaborado pelo(a) autor() (2019).

Como podemos observar nas Figuras 4 e 5, as amostras da marca “C” ndo
presentaram caracteristicas para a presenca de Coliformes (auséncia de turvacéo e gases),
demostrando que essa marca esta em consonancia com as caracteristicas microbiologicas
gue uma agua ideal para consumo deve apresentar. Em contrapartida as marcas “A e B”,
assim como as analisadas no primeiro lote, apresentaram evidéncias de contaminagéo
para Coliformes. Alves et al. (2002), analisaram dezoito marcas de agua mineral
comercializadas na cidade de Marilia-SP, no qual observaram a presenca de coliformes
totais em todas as marcas analisadas, porém sem indicacdo positiva de coliformes fecais,
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onde concluiram que a contaminacédo das amostras poderia ter sido durante o processo de
captacao e/ou processamento do produto.

Por outro lado, Farache Filho et al. (2009) e Sant” Ana et al. (2003) que realizaram
estudo semelhante em amostras de aguas minerais diferentes, constataram também em
suas analises a presenca de coliformes fecais, sugerindo como possivel fonte de
contaminacdo a reutilizacdo dos garrafées sem adequada limpeza e desinfeccdo. Essa
concluséo desses autores corrobora com a percepgéo de que a reutilizacdo de garrafdes
de 20 litros para a comercializacdo da &gua mineral esta sujeita a contaminagoes.

Yamaguchi et al. (2013), analisaram vinte e uma marcas de agua mineral
comercializadas na cidade de Maringa-PR, e constataram a presenca de contaminagdo
positiva para treze marcas para coliformes totais. Dessas treze amostras, duas marcas de
agua mineral, também apresentaram contaminagdo positiva para coliformes fecais,
sugerindo os autores que esse fato pode ser justificado pelas caracteristicas in natura
dessas amostras, que ndo passam por qualquer processo que modifique suas
caracteristicas bacteriologicas e fisico-quimicas desde o processo de captacdo até o
momento de envase.

Uma fonte propicia para a contaminacgdo dessas aguas, segundo Stickler (1989),
seria contaminac@es na propria fonte abastecedora ou durante o engarrafamento, ou seja,
desde os equipamentos utilizados durante as fases de engarrafamento e reservatérios, a
forma de estocagem e transporte até o local de comercializacdo, bem como as condicBes
de armazenamento dos garrafdes de 20 litros no varejo.

Avista disso, a presenca de Coliformes totais em duas amostras de uma mesma
marca demonstra a possibilidade de ocorréncias de problemas em uma determinada fonte
e/ ou industria engarrafadora, indicando a necessidade de cuidados na protecdo da fonte
e/ou melhoria do processo (DIAS, 2008). Dessa forma, a presenca de Coliformes totais
na dgua mineral pode indicar auséncia de cuidados sanitarios, problemas nas operacoes
de envasamento ou outros que possam alterar as propriedades e a composi¢do das mesmas
(COELHO etal., 1998). Para a presenca de Coliformes termotolerantes/fecais no primeiro
lote terem sido positivas para a maioria das amostras analisadas, como também para as
amostras da contraprova (segundo lote) ter sido positiva apenas para as marcas “A ¢ B”,
e ndo para a marca “C”, isso seria um indicativo que a contaminagdo poderia estar
relacionada ao lote, ou seja, em algum momento do processo houve fonte de

contaminacgdes por esses microrganismos.
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4 CONCLUSOES

Das trés marcas de agua mineral analisadas no primeiro lote, todas foram
consideradas improprias para 0 consumo por apresentarem resultados positivos, com
contagem do NMP/100 mL acima do permitido pela legislacdo vigente. Para o segundo
lote, inicialmente apenas duas marcas “A e B” apresentaram Coliformes totais acima do
valor maximo permitido (<1,1 NMP/100 mL). Entre essas amostras, as duas apresentaram
contaminagdo positiva para Coliformes termotolerantes. Na contraprova (Segunda
andlise), apenas a marca “C” ndo apresentou irregularidade microbioldgica. A presente
pesquisa demonstrou contaminacGes para as principais marcas de agua mineral
comercializadas na regido de Picos-Pl, sendo assim, evidenciando a presenca de bactérias
aléctones. Esses microrganismos, como citados ao logo do trabalho, podem ter acesso ao
produto em diversos momentos durante as etapas de producao, desde a captacédo, até o
envase. Dessa forma, propde-se aos fabricantes a verificacdo das instalacbes do processo
de captacdo, os locais de armazenamento, sendo realizada periodicamente limpeza e
desinfeccdo dos reservatdrios, com produtos que ndo interfiram na qualidade natural da
agua. Além da qualificacdo dos funcionérios, capacitados que garantam a manutengédo
das condigdes higiénico-sanitarias. Assim como, a area de envasamento deve ser efetuada
estritamente por maquinas automaticas minimizando o risco de contaminagdo da agua.
Os locais destinados ao armazenamento da agua mineral devem ser limpos, secos e
ventilados, sendo os garrafées sempre protegidos da incidéncia direta da luz solar para
evitar alteracdo da 4gua envasada.
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