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RESUMO - O objetivo do presente estudo foi avaliar as condigées microbioldgicas de amostras de
agua mineral comercializadas no Estado de S&o Paulo, Brasil. De 11 marcas avaliadas, seis (54%)
apresentaram pelo menos uma amostra em desacordo com a Resolugdo RDC n° 275/2005, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Noventa e cinco amostras foram analisadas de
acordo com as metodologias oficiais para as determinagbes de bactérias do grupo coliformes
totais, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, enterococos e clostridios sulfito redutores.
Considerando a legislacdo vigente, concluiu-se que, do ponto de vista microbiolégico, nove

amostras (9,5%) estavam imprdprias para o consumo humano.

Palavras-chaves: 4gua mineral, microbiologia, bactérias

ABSTRACT - The aim of the present study was to provide an overall evaluation of the
microbiological conditions of bottled mineral water samples commercialized in the State of Sao
Paulo, Brazil. Of the 11 brands evaluated, six (54%) had at least one sample which did not follow
Resolution RDC no. 275/2005 of the National Agency of Sanitary Surveillance (ANVISA). Ninety-
five samples were analyzed according to the official methodologies for bacterial determinations for
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bacterial determinations of total coliforms, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, enterococci
and sulfite reducing clostridia. Considering the current legislation, it was concluded that, from a
microbiological point of view, nine (9.5%) evaluated samples proved to be unfit for human

consumption.

Keywords: mineral water, microbiology, bacteria.

INTRODUGCAO

A &gua é essencial em todos os segmentos da vida, sendo considerada um recurso
insubstituivel. A sua oferta para abastecimento tem sido apontada como um dos grandes
problemas do século XXI, uma vez que 95,1% da agua do planeta é salgada, e dos 4,9% restantes,
apenas 0,1% estao aptos para o consumo humano (PORTO et al., 2011). Atualmente cerca de 1,2
bilhbes de pessoas nao dispdem de agua apropriada para uso domeéstico (VIEIRA et al., 2011).
Embora a qualidade da agua tenha se tornado uma questao de interesse para a saude publica a
partir do final do século XIX (DANTAS et al.; 2010), ainda cerca de 80% de todas as doencas que
acometem os paises em desenvolvimento provém de dgua de méa qualidade (PORTO et al., 2011).

As doencas de veiculacdo hidrica sdo causadas principalmente por micro-organismos
patogénicos de origem entérica, animal ou humana, transmitidos basicamente pela rota fecal-oral,
e compreendem uma gama variada de patologias gastrintestinais como: disenteria, salmonelose,
shigelose, poliomelite, hepatite A, rotaviroses, verminoses, amebiase e giardiase, além das
infeccdes epidémicas classicas como a célera e a febre tiféide (GOMES et al., 2008). Dentre as
bactérias patogénicas possiveis de serem encontradas na agua, destacam-se as dos géneros:
Salmonella, Streptococcus, Shigella, Vibrio, Yersinia, Campylobacter, Escherichia e Pseudomonas
(VIEIRA et al., 2011). A preocupagao com a qualidade da agua de rede publica e, principalmente, a
busca do bem-estar proporcionado pelos sais minerais naturais provocou, nos ultimos anos, uma

continua demanda por agua mineral em todos os paises (CASTRO et al., 2010).

A &gua mineral ou potavel de mesa € obtida diretamente de fontes naturais ou por extragéo
de aguas subterraneas. Caracteriza-se pelo conteudo definido e constante de sais minerais,

oligoelementos e outros constituintes, considerando-se as flutua¢des naturais (ASSIRATI, 2014).

A industria de agua mineral est4 presente em todas as grandes regides geograficas do
mundo. De acordo com ASSIRATI (2014), o consumo mundial de 4gua engarrafada em 2013 foi
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estimado em 266 bilhdes de litros, 7% maior que em 2012. No Brasil, o consumo per capita de
agua mineral foi de 90,0 a 90,3 litros/ano no periodo de 2012- 2013.

O Brasil é um pais privilegiado por possuir uma das maiores reservas de agua doce do
planeta e, especialmente, agua subterrénea, fato que lhe que lhe confere um importante
posicionamento geoestratégico mundial no mercado de agua mineral (SEBRAE, 2016). Segundo
ROSA et al.(2008), existem mais de 1300 nascentes naturais de agua no territorio brasileiro, das
quais sao retiradas e comercializadas 180 marcas diferentes de agua mineral (ROSA et al., 2008).

O consumo nacional de agua mineral envasada tornou-se popular somente na década de
80, em funcdo da crescente preocupacdo da populacdo com a saude, decorrente da poluicao
progressiva das aguas (COELHO et al., 1998).

A Norma vigente no Brasil que estabelece os padrées microbiolégicos para agua mineral é
a Resolucdo RDC n° 275 de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2005b) que determina a auséncia de Pseudomonas aeruginosa, enterococos, clostridios
sulfito redutores, coliformes totais e Escherichia coliem 100mL de dgua mineral e agua natural.

As Pseudomonas sao bactérias cuja principal caracteristica € a extrema versatilidade
metabdlica e nutricional, que permite a utilizacdo de uma enorme variedade de compostos
organicos como fonte de carbono e energia. Em funcdo dessa versatilidade, ocupam nichos
ecologicos muito diversos, sendo amplamente distribuidas na natureza, na agua e nos alimentos
(SILVA et al., 2017).

Os Enterococcus sao bactérias lacticas Gram positivas, ndo esporogénicas, catalase e
oxidase  negativas.  AnaerObios  facultativos, fermentam  carboidratos  produzindo
predominantemente &cido lactico, sem produgdo de CO, (metabolismo homofermentativo). A
morfologia é de cocos, que ocorrem predominantemente aos pares ou pequenas cadeias (SILVA et
al., 2017).

Clostridios sulfito redutores, como diz 0 nome, sdo os clostridios que reduzem o sulfito a
sulfeto de hidrogénio (H.S) a 46°C. Na andlise de &agua comumentemente é realizada a
enumeragao dos esporos de clostridios sulfito redutores e C. perfringens (SILVA et al., 2017).

As bactérias do grupo coliformes (coliformes totais) sdo formadas principalmente pelos
géneros: Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Serratia e Enterobacter, e sdo consideradas 0s
principais indicadores biolégicos de contaminagédo de agua de origem fecal (ALESSIO et al., 2009).
Sao caracterizadas como bacilos Gram negativos, anaerébios facultativos, nao formadores de
esporos, oxidase negativos, fermentadores de lactose com producao de &cido e gas a 35-37°C/24-

3



C\ONAL,
O RPUCINRE

112 Congresso Interinstitucional de Iniciacao Cientifica — CIIC 2017
02 a 04 de agosto de 2017 — Campinas, Sao Paulo
ISBN 978-85-7029-141-7

48h (FORTUNA et al., 2007). Devido ao fato desses micro-organismos possuirem seu habitat no
intestino de homens e animais, a sua presenga indica a possibilidade da ocorréncia de outros
micro-organismos patogénicos relacionados a varias outras enfermidades gastrointestinais, bem

como extra-intestinal, veiculadas por agua contaminada (ALESSIO et al., 2009).

A Escherichia coli, uma das bactérias mais estudadas em todo o mundo, € considerada o
principal representante do grupo coliformes termotolerantes (subgrupo do grupo coliformes) e
indicador especifico de contaminacao fecal (PONGELUPPE et al, 2009). Pode ser isolada de
diversas partes do corpo humano, e as linhagens patogénicas dessa espécie possibilitam a
ocorréncia de diversas patologias, como: pneumonia, meningite, infecgdes intestinais e diarréias
moderadas a severas, podendo levar o individuo a 6bito quando o tratamento nao for eficaz
(ALESSIO et al., 2009). A Escherichia coli apresenta capacidade de fermentar a lactose e manitol,
com producgéo de acido e gas a 45°C em 24 horas. Produz indol a partir do triptofano, é oxidase
negativa, nao hidroliza a uréia e apresenta atividade das enzimas B galactosidase e B
glucoronidase (PONGELUPPE et al, 2009). A Os métodos mais modernos diferenciam E. coli
através da verificagdo da atividade da enzima B-glicuronidase, produzida por 96% das cepas,
incluindo as anaerogénicas. Um dos substratos para verificar a atividade B-glicuronidase é o MUG
(4-metilumbeliferil-B-D-glicuronideo), que quando é degradado pela B-glicuronidase, resulta em 4-
metilumbeliferona, fluorescente sob luz UV. Outro é o BCIG (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
glicuronideo), também chamado de X-B-D-Glicuronideo, que quando é degradado pela enzima,

forma um produto de reagéo azul (SILVA et al., 2017).

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas amostras de agua mineral natural ndo carbonatada de 11 marcas mais
comercializadas no Estado de S. Paulo, envasadas em diferentes volumes e tipos de embalagem
(200mL, 300mL, 500mL, 1,5L, 5L, 10L e 20L, totalizando 95 amostras. Cada amostra foi
submetida a pesquisa (em 100mL) de bactérias do grupo coliformes totais, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, enterococos e clostridios sulfito redutores, conforme estabelecido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, através da Resolugdo RDC n° 275 de 22 de setembro de
2005 (BRASIL, 2005b).

As determinagbes de coliformes totais e de Escherichia coli foram realizadas através da
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adicao de um meio de cultura cromogénico e fluorogénico (COLILERT) nas amostras (100mL),
seguida de incubacdo a 35+1°C/24 h. O desenvolvimento de cor amarela é confirmativa da
presenca de coliformes totais e a ocorréncia de fluorescéncia azulada, sob lampada de luz
ultravioleta (4 a 6w), ondas longas (366 nm), confirmativa da presenga de Escherichia coli. A
pesquisa de Pseudomonas aeruginosa foi realizada pelo método dos tubos multiplos, com a
adicao de 10 porgées de 10 mL da amostra de agua em 10 tubos contendo 10 mL de Caldo
Asparagina, em concentragdo dupla. Os tubos com crescimento e producdo de um pigmento
verde fluorescente sob luz ultravioleta (365 nm, luz negra) apés 35-37°C/24h-48h, seguiram para
teste confirmativo, através da transferéncia de 0,1mL do caldo asparagina contendo a amostra
para o caldo acetamida, seguida de incubacédo a 35-37°C/24-36 h. A alteracdo da cor deste meio
de vermelho palido para purpura/magenta (“pink”) é caracteristica confirmativa de Pseudomonas
aeruginosa. Na determinagdo de enterococos foi utilizado o método cultural de filtragdo das
amostras (100mL) com a transferéncia das membranas para uma placa com Agar m-Enterococos.
Membranas com colénias tipicas (vermelhas, marrons ou réseas) desenvolvidas apds
36+2°C/44+4h foram transferidas para uma placa de Bile Esculin Azide Agar (sem inverter) e
incubadas a 44+1°C/2h. Aquelas que apresentarem escurecimento do meio em seu redor (cor
castanha a preta) devido a hidrélise da esculina sao consideradas confirmativas como
enterococos. A pesquisa de clostridios sulfito redutores (em 100mL) foi realizada pelo método dos
tubos multiplos, com a adicdo de 10 por¢des de 10 mL da amostra de agua (previamente
submetida a choque térmico a 75+5°C/15min para destruicdo de células vegetativas e ativacdo dos
esporos) em 10 tubos contendo 10 mL de Caldo Diferencial Reforgado para Clostridios (DRCM)
desaerado, em concentracdo dupla. O escurecimento do meio apds 37+1°C/44+4h de incubacgao é
confirmativo para clostridios sulfito redutores. Todos os ensaios microbioldgicos foram realizados
no laboratério de microbiologia do Instituto de Tecnologia de Alimentos (Campinas, SP), de acordo
com as metodologias preconizadas pela AOAC 991.15 (2012) para a pesquisa de coliformes totais
e Escherichia coli (em 100mL); HUNT (2012) para a pesquisa Pseudomonas aeruginosa (em
100mL); ISO 7899-2:2000 para a pesquisa de enterococos (em 100mL) e ISO 6461-1:1986 para a
pesquisa de clostridios sulfito redutores (em 100mL).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de agua mineral envasadas em diferentes tipos de embalagens (Figura 1)
foram avaliadas dentro do prazo de validade (dois meses para agua envasada nos galdes de
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polipropileno retornaveis de 10 e de 20L, e 1 ano para aquelas envasadas em copos e garrafas
descartaveis).

A Norma atual que estabelece os padrées microbiolégicos para agua mineral é a Resolugéao
RDC n° 275 de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2005b) que determina a auséncia de Pseudomonas aeruginosa, enterococos, clostridios sulfito
redutores, coliformes totais e Escherichia coliem 100mL de agua mineral e agua natural.

FIGURA 1. Amostras de agua mineral avaliadas de diferentes tipos de

embalagens
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De acordo com os resultados obtidos no presente estudo (Figura 2), verificou-se que, de um
total de 95 amostras analisadas, nove (9,5%) estavam em desacordo com os padroes
estabelecidos pela legislagéo vigente.
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Duas (2%) amostras apresentaram (em 100mL) clostridios sulfito redutores e em trés (3,1%)

amostras foram evidenciadas bactérias do grupo coliformes totais (em 100mL) (Figura 3).

A

Pseudomonas aeruginosa foi detectada em 100mL de quatro (4,2%) amostras. A presenca de

enterococos (em 100mL) néo foi evidenciada em nenhuma amostra analisada.

FIGURA 3. Percentual de amostras com presenga de micro-organismo
alvo, conforme a RDC n° 275/2005 (ANVISA)
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Dentre as 11 marcas de agua mineral avaliadas, seis (54,5%) apresentaram pelo menos
uma amostra em desacordo com os padrdes microbiolégicos estabelecidos pela Resolugdo RDC n°
275/2005, da ANVISA (Figura 4).

FIGURA 4. Micro-organismos alvo encontrados em amostras de dgua
mineral de diferentes marcas
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As marcas B e C apresentaram cada uma, 1 amostra contaminada por clostridios sulfito
redutores, em embalagens de 300mL (marca B) e 1,5L (marca C). Os relatos de pesquisa de
clostridios sulfito redutores em &aguas minerais sd0 muito escassos, uma vez que poucos 0S
autores realizaram esse tipo de trabalho. Diferentemente dos resultados obtidos no presente
trabalho, SANT ANA et al. (2003) nao encontraram clostridios sulfito redutores em nenhuma das 44
amostras de agua mineral, de diferentes marcas comercializadas no municipio de Vassoura (RJ).

A presenca das bactérias do grupo coliformes totais foi verificada em duas amostras de
agua mineral da marca D (galées de 5 e 20L) e em uma amostra da marca G (galdao de 10L).
Essas bactérias também foram confirmadas por ROSA et al. (2008), em sete (7%) amostras de
agua mineral (de um total de 100) comercializadas no municipio de Porto Alegre, RS. Resultado
semelhante também foi obtido por Resende & Prado (2008) durante a avaliagdo do perfil
microbiolégico da agua mineral comercializada no Distrito Federal. Nesse trabalho, os autores

evidenciaram presenca de coliformes totais em uma marca, no total de 10 avaliadas.
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Com relacdo a pesquisa de Pseudomonas aeruginosa neste presente trabalho, verificou-se
que duas amostras de agua mineral da marca H (galdes de 10L e 20L) e mais duas outras da
marca K (garrafas PET de 1,5L) estavam contaminadas por essa bactéria. Resultados semelhantes
foram obtidos por SANTOS et al. (2012) ao avaliarem 15 amostras de agua mineral
comercializadas no municipio de Alfenas, MG. Nesse estudo os autores determinaram 3 amostras
(20%) contaminadas por Pseudomonas aeruginosa e portanto, consideradas impréprias para o
consumo humano. SABIONI & SILVA (2006) também evidenciaram a presenga dessa bactéria em
14% de um total de 50 amostras de 4gua mineral analisadas e comercializadas no municipio de
Ouro Preto, corroborando portanto, na premissa de que nem sempre 0 consumo de agua mineral
natural representa uma seguranga a saude publica, visto que a Pseudomonas aeruginosa se
multiplica em aguas com poucos nutrientes, e é considerada uma bactéria oportunista sendo capaz

de causar infec¢des em individuos imunocomprometidos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que, de um total de 95
amostras de dgua mineral analisadas, 2,1%, 3,1% e 4,2% estavam respectivamente, contaminadas

por clostridios sulfito, coliformes totais e Pseudomonas aeruginosa.

A presenga desses micro-organismos revelou a necessidade de aplicagcéo efetiva das boas
praticas nas industrias de envasamento de agua mineral, visando o atendimento aos padrdes

microbiol6gicos estabelecidos pela legislagao vigente.
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