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RESUMO

A preocupacao com a qualidade da &gua, decorrente da progressiva polui¢ao hidrica, € um dos
motivos que levam grande parte da populagdo mundial ao consumo de &gua proveniente de
fontes minerais. Assim, a percepcdo de que a ingestdo desta dgua remete a um estilo de vida
saudavel tem aumentado seu consumo no Brasil e no mundo. Em vista disso, a avaliagdo
microbiol6gica da &gua, principalmente daquela destinada ao consumo humano, é de
fundamental importéncia, pois assim se pode ter garantia que aquela 4gua é boa para consumo.
A inferéncia indireta da qualidade da agua mineral se da, por meio de analises microbioldgicas
de contaminag&o, como os coliformes totais e termotolerantes. Dessa forma, este trabalho tem
como objetivo avaliar a qualidade microbiolégica em amostras de agua mineral natural,
envasadas em garrafdes de 20 litros comercializada na cidade de Picos-Piaui. Durante o estudo
foram analisadas trés marcas comercializadas na regido de Picos-PI, coletadas no comercio
varejista local. As amostras foram analisadas quanto a presenca de Coliformes totais e
Coliformes termotolerantes, segundo o 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 relagdo a amostra C houve contaminacgdes 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 garraf6es de 20 litros de agua mineral natural pode ocorrer desde o processo de
envase até 0 momento de armazenamento e distribuicao.

Palavras-chave: Qualidade. Avaliacdo. Consumo.



ABSTRACT

Concern about water quality, due to the progressive water pollution, is one of the reasons that
lead most of the world's population to consume water from mineral sources. Thus, the
perception that ingestion of this water leads to a healthy lifestyle has increased its consumption
in Brazil and worldwide. In view of this, the microbiological evaluation of water, especially
that destined for human consumption, is of fundamental importance, since it can be guaranteed
that the water is good for consumption. The indirect inference of mineral water quality is
through microbiological contamination analysis, such as total and thermotolerant coliforms.
Thus, this work aims to evaluate the microbiological quality in samples of natural mineral water,
bottled in 20-liter carboys marketed in the city of Picos-Piaui. During the study were analyzed
three brands marketed in the region of Picos-Pl, collected in the local retail trade. Thesamples
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 forColiforms in 20-
liter carboys of natural mineral water can occur from the filling process to thetime of storage
and distribution.

Keywords: Quality. Evolution. Consumption.
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1 INTRODUCAO

A &gua constitui um dos elementos fundamentais para a existéncia do ser humano. Em
seu estado natural é um dos componentes de maior pureza que se conhece, no entanto torna-se
cada vez mais dificil encontrar uma fonte de &gua doce que ndo tenha suas carateristicas
alteradas (NASCIMENTO et al.,2000). A Declaragio Universal dos Direitos da Agua (1992)
anuncia que “A agua ¢ a condi¢do essencial de vida humana”. Além disso, ¢ considerada
solvente universal e um dos elementos fundamentais para a manutencdo da salde, “pois sem
ela, ndo sobrevivemos mais do que poucos dias. Uma vez que, o total de 4gua existente no corpo
dos seres humanos corresponde a 75% do peso na infancia e a mais da metade na idade adulta.
A &gua que ingerimos deve vir predominantemente do consumo de 4gua como tal e da adgua
contida nos alimentos e preparagdes culinarias. Dessa forma, é essencial que tanto a agua bebida
quanto a agua utilizada nas preparacgdes culinarias sejam potaveis para 0 consumo humano, ou
seja, estejam isentas de micro-organismos e de substancias quimicas que possam constituir
potencial de perigo para a saude humana (BRASIL, 2014).

Segundo o relatério da Conferéncia Pan-Americana sobre Salde e Ambiente no
Desenvolvimento Humano Sustentavel (COPASAD) a caréncia de abastecimento de agua esta
entre os problemas ambientais que mais afetam a populacéo brasileira urbana, considerando
que mais de trés quartos dessa populacédo residem em areas urbanas. O abastecimento de agua
deve ocorrer em quantidade suficiente para assegurar a higiene e o conforto, com a qualidade
compativel com os padrfes de portabilidade sdo considerados prioritarios em programas de
saude publica (BRASIL, 1995). De acordo com Alves (2007), conforme citado por Yama Gucht
(2013, p. 313) “A relacdo entre agua, higiene e a saude é um conceito que acompanha o género
humano desde o inicio da civilizagdo”.

Assim, vista a importancia da dgua para a vida humana, ha que se levar em conta o
papel dos cursos d'dgua na veiculacdo de inimeras enfermidades, tais como as parasitoses
intestinais, a esquistossomose, a malaria, a febre amarela, a célera, a hepatite e a filaliose. Além
disso, intervencdes no campo dos aproveitamentos hidraulicos, como barragens, hidrovias,
aducbes e projetos de irrigacdo acarretam riscos de incremento na incidéncia de algumas
doencas (BRASIL, 1995). No Brasil, cerca de 60% das interacdes anuais é em virtude da falta
de saneamento bésico, além de 30% das mortes de crian¢as com menos de um ano ocorrem por
diarreia e no mundo, sdo quatro milhdes de casos por ano enquanto 72% das internagoes em

hospitais s&0 de pacientes vitimas de doencas de origem hidrica (MACEDO, 2001).
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A preocupacdo com a qualidade da &gua, decorrente da progressiva poluicdo hidrica,
é um dos motivos que levam grande parte da populacdo mundial ao consumo de &gua
proveniente de fontes minerais (LECLERC; MOREAU, 2002). A percepcao de que a ingestdo
desta agua remete a um estilo de vida saudavel tem aumentado seu consumo no Brasil e no
mundo (MAVRIDOU, 1992). “O mercado mundial de agua envasada vem apresentando
constante expansao, verificando-se, nos Gltimos anos, um crescimento de ordem de 20% ao ano,
segundo estatisticas do Departamento Nacional da Producdo Mineral (DNPM) e Associagdo
Brasileira da Industria de Agua Mineral (ABINAM)” (UNIAGUA, 2008). A regido Nordeste é
a segunda regido em produgdo, com um aumento na producdo em 40%, respondendo por
25,10% da producéo nacional (RAMIRES, 2004).

O aumento no consumo de agua mineral no Brasil tem ocorrido em fungdo de uma
possivel desconfianca da qualidade microbiologica da agua ofertada. A avaliagédo
microbioldgica da agua para consumo se da pela inferéncia indireta da qualidade, por meio de
analises microbiologicas de contaminagdo, como os coliformes totais e termotolerantes.
(RESENDE; PRADO, 2008). Dessa forma, a 4gua potavel ndo deve conter microrganismos
patogénicos e deve estar livre de bactérias indicadoras de contaminacdo fecal, o principal
representante desse grupo de bactérias chama-se Escherichia coli (BRASIL, 2009).

A operac¢do que compreende 0 enchimento e a vedacdo comtampa da embalagem com
agua mineral natural ou a agua natural é estabelecida como envase, sendo o produto denominado
como ‘“agua envasada”. Depois do envase, a agua passa a ser considerado alimentoe €
regulamentada pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pela Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 274/2005 que dispde sobre o regulamento técnico de boas
praticas para industrializacdo e comercializacdo de &gua 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).

A qualidade e preservacdo das carateristicas da dgua 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 salde,
constitui-se em acdo e eficaz de prevencdo das doencas causadas pela dgua. O estabelecimento
industrial que produz dgua mineral natural ou agua natural deve estabelecer e executar plano de
amostragem (incluindo: nimero de amostras, local de coleta, pardmetros analiticos e
frequéncia), envolvendo as diversas etapas da industrializacdo e prevendo, obrigatoriamente,
coletas de amostras no ponto de captacdo e no reservatério de armazenamento. Deve, ainda,

definir os limites de aceitacdo a serem determinados nas amostras coletadas, segundo o plano
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de amostragem estabelecido. Os limites que definem as caracteristicas fisicas, quimicas e
microbioldgicas (BRASIL, 2005) estdo definidos em legislacBes especificas da ANVISA. A
resolucdo de diretoria de colegiado (RDC) n° 274, de setembro de 2005, que fixa as
caracteristicas minimas de qualidade de dguas envasadas, estabelece os limites para substancias
quimicas que podem causar danos a salde humana. Assim, estudos que contribuam para o
conhecimento da qualidade da agua consumida pela populacdo e os motivos que leva a tomada
de decisdo por qual fonte de agua utilizar sdo significativos para o0s servicos de saude, em
especial a vigilancia da qualidade da 4gua (SILVA; ARAUJO, 2003).

Considerando o aumento do consumo de &gua mineral em residéncias, hospitais,
6rgédos publicos e reparticdes particulares e a necessidade de garantia da qualidade final do
produto ofertado ao consumidor, assegurando a auséncia de riscos de seu consumo para a saude
humana. A avaliacdo da agua, principalmente daquela destinada ao consumo humano, € de
fundamental importancia. Por ele pode-se ter certeza de que a agua distribuida é de confianca e
se esta isenta de microrganismos ou substancias quimicas que podem ser prejudiciais a saude
humana (BRASIL, 2009). Segundo Cunha et al. (2012) “No geral, a populagao considera a dgua
mineral benéfica para a satde, porém, ndo existem muitos estudos que comprovem esta hipotese
para a maioria das cidades brasileiras".

Assim, torna-se necessario realizar analises para garantir a qualidade mineral. Desse
modo, neste estudo buscou analisar a qualidade microbioldgica da &gua mineral das principais

marcas comercializadas em embalagens retornaveis de 20 litros no municipio de Picos-PI.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a qualidade microbioldgica de agua mineral natural, envasadas em garrafées
de 20 litros comercializada na cidade de Picos-Piaui.

2.2 Objetivos Especificos

e Quantificar coliformes totais, coliformes termotolerantes (fecais) presentes nas
amostras analisadas por meio de analises microbioldgicas;

e Comparar os resultados obtidos com os estabelecidos pelo ministério da satde —
Brasil;

e Propor estratégias/instrumentos, no caso de comprovado alguma irregularidade na

agua comercializada, que sanem possiveis contaminagoes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Agua e Doengas

A &gua é a condicdo basica para a manutencdo da salde humana, assim afirma a
Declaracdo Universal dos Direitos da agua (1992). As acdes do homem na busca por um
processo de desenvolvimento tém trazido prejuizos enormes ao meio ambiente, sobre tudo aos
corpos d’aguas. Este recurso hidrico cada vez mais escasso em nosso planeta tem assumido
papel importante na vida dos mais variados seres (GOMES et al., 2016). Dessa forma, é
essencial que tanto a agua bebida quanto a agua utilizada nas preparagdes culinarias sejam
potaveis para o0 consumo humano, ou seja, estejam isentas de micro-organismos e de substancias

quimicas que possam constituir potencial de perigo para a saide humana (BRASIL,2014).

Este recurso hidrico pode veicular um elevado nimero de enfermidades e essa
transmiss@o pode se dar por diferentes mecanismos. O mecanismo de transmissédo de doencas
mais comumente lembrado e diretamente relacionado a qualidade da &gua € o da ingestdo, por
meio do qual um individuo sadio ingere agua que contenha componente nocivo a saude e a
presenca desse componente no organismo humano provoca o0 aparecimento de doenca
(BRASIL, 2006). E relevante destacar que as doengas de transmissao hidrica sio aquelas que a
agua atua como veiculo do agente infeccioso e as doencas de origem hidrica sdo aquelas
causadas por substancias quimicas presentes na agua em concentracGes inadequadas
(MACEDO, 2001).

Segundo Silva (2003), a seguranca do consumo humano de agua potavel, livre de
microrganismos patogénicos, de substancias e elementos quimicos prejudiciais a salde,
constitui-se em acdo eficaz de prevencédo das doencas causadas pela agua. Por ser um solvente
universal, essencial nas preparacdes de alimentos, a qualidade da &gua esta diretamente
relacionada com a seguranca alimentar (SILVA, 2003). E primordial que a seguranca alimentar
seja apoiada no direito de todos ao acesso adequado a alimentos de qualidade em quantidade
suficiente, além de promover a satde (BRASIL, 2010). “Todas as pessoas, em quaisquer
estagios de desenvolvimento e condicdo tem o direito de ter acesso a um suprimento adequado
de 4gua potavel e seguro” (OPAS, 2001). E indispensavel cuidar, preservar e planejar o uso
correto dos recursos hidricos, além de, ficar atento aos constantes foros internacionais sobre a
escassez e mau uso além da perspectiva recorrente de altos indices de contaminacdo desses

recursos o que pode comprometer o desenvolvimento sustentavel (BRASIL, 2004).
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3.2 Aguas Minerais

Agua Mineral Natural é aquela obtida diretamente de fontes naturais ou por extragio
de 4guas subterraneas. E caracterizada pelo contetdo definido e constante de determinados sais
minerais, oligoelementos e outros constituintes considerando as flutuagdes naturais. E que
atendam aos parametros quimicos, fisico-quimico e microbioldgico para 0 consumo humano
(BRASIL, 2005). A agua mineral natural deve apresentar qualidade que garanta auséncia de
risco a saude do consumidor, devendo ser captada, processada e envasada obedecendo as
condi¢cdes higiénico-sanitarias e as boas praticas de fabricacdo, a integridade fisica de
embalagens utilizadas para o envase de &gua mineral devera sofrer inspecdo individual
(CARDOSO et al., 2003) .

Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 274/2005 que além de fixar a
identidade e as caracteristicas minimas de qualidade das aguas envasadas destinadas ao
consumo humano, define as terminologias. Segundo essa resolugdo, “agua mineral natural” é
aquela obtida diretamente de fontes naturais ou por extracdo de é&guas subterraneas. E
caracterizada pelo contetdo definido e constante de determinados sais minerais, oligoelementos
e outros constituintes considerando as flutuag¢des naturais. Ja a “4gua natural” é a agua obtida
diretamente de fontes naturais ou por extracdo de aguas subterraneas. E caracterizada pelo
conteldo definido e constante de determinados sais minerais, oligoelementos e outros
constituintes, em niveis inferiores aos minimos estabelecidos para agua mineral natural. O
conteudo dos constituintes pode ter flutuacdes naturais. Assim como define, a “agua adicionada
de sais” como sendo a agua para consumo humano preparada e envasada, contendo um ou mais
dos compostos previstos no item 5.3.2 deste Regulamento. Ndo deve conter agUcares,

adocantes, aromas ou outros ingredientes (BRASIL, 2005).

A potabilidade da agua compreende um severo processo, obedecendo aos padrdes de
qualidade impostos pela portaria 2.914/2011 do Ministério da Saude (MS). Essa portaria foi
revogada no ano de 2017 pelo Ministério da saude, o qual criou o codigo do SUS (Sistema
Unico de Satde) que engloba o contetido normativo da antiga Portaria. No momento presente,
ela esta inserida na PRC (Portaria de Consolidacdo) n° 5, no anexo xx (BRASIL, 2017).
Segundo a portaria incluida a PCR n° 5 do Ministério da salde, padrdo de probabilidade é um
conjunto de valores permitidos como parametro da qualidade da dgua para consumo humano,
conforme definido nesta portaria n°® 2. 914 (BRASIL, 2011).
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A percepcao de que a &gua proveniente de fontes naturais € benéfica para a salde acaba
levando muitas pessoas a consumirem, aumentando o consumo no Brasil que considera dgua
mineral segura, A populacdo em geral considera a agua mineral segura, mas ndo existem estudos
que comprovem esta hipétese para a maioria das cidades brasileiras. Pesquisas realizadas em
etapas curtas podem ser inadequadas para avaliar fontes de agua (ALVES, et al., 2002;
MORGANDO, et al., 2002; PONTARA, et al., 2011). Assim, a &gua mineral passou a seradotada
entre as familias como liquido seguro, aumentando o numero de consumidores, no entanto, com
crescimento exacerbado para atender essa demanda, fez com que fossem abertas atividades
irregulares resultando na contaminacao dessas aguas e como consequéncia acarretando riscos a
salide dos consumidores. Nos Ultimos anos a agua mineral vem se mostrando como um produto
alimentar natural em expansdo, cujo consumo e comercializagdo mais cresce entre as familias
brasileiras, inclusive, apontada como agua terapéutica ou purificada e livre de contaminagdes
(FERNANDES, 2016).

O aumento do consumo de agua mineral € uma tendéncia observada em varios paises,
incluindo o Brasil e, acompanhando o consumo, a producdo de agua mineral no Brasil também
apresenta aumento nos ultimos anos (LIMA, 2007). A exploracdo de agua mineral no Brasil é
regulamentada pelo Departamento Nacional de Producdo Mineral (DNPM), segundo
estatisticas desse departamento do Ministério de Minas e Energia e da Associacdo Brasileira da
Inddstria de Agua Mineral (ABINAM) houve um crescimento de ordem de 20% ao ano
(BRASIL, 1977). A producdo e consumo mundial de &gua mineral, em 2001, foram estimados
em 107,5 bilhdes de litros, com destaque para a lideranca da Europa com 42,3 bilhdes de litros,
seguida pela América Latina, América do Norte, Asia e Australia e Norte da Africa e Oriente
com consumo de 22,9; 20,4; 18,6 e 6,2 bilhdes de litros, respectivamente (RESENDE; PRADO,
2009). O consumo per capita brasileiro evoluiu de 15,13 litros por ano, em 1995, para 23,8, em
2001. A regido Sudeste é responsavel pela maior producéo do pais (53%), sendo que 36,9% se
ddo no Estado de Séo Paulo. A regido Nordeste € asegunda regido em producdo, sendo que este
aumentou sua producao em 40%, respondendo por 25,10% da producdo nacional (RAMIRES,
2004).

Como foi visto, 0 mercado de agua mineral estd em crescimento, condicionado pela
insatisfacdo da populacdo com a agua dos sistemas publicos de abastecimento e a proliferacdo
de redes de distribuicdo que popularizaram a utilizagéo dos garrafoes de 20 litros (CARDOSO
et. al., 2003). Segundo CORREIA, et. al., (2007, p. 6).
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“O garrafdo de 20 litros possibilitou a ampliacdo do mercado, nele
inserindo um novo consumidor. A 4gua mineral engarrafada deixava de
frequentar apenas casas, bares, lanchonetes e restaurantes para estar
também presente em industrias, lojas e escritérios. O ritmo de
crescimento ganhou velocidade com a producédo do garrafdo de plastico
(policarbonato) pela Van Leer, em 1979. O novo garrafdo sinalizou o
desenvolvimento da indUstria plastica, que passou a oferecer os mais
diversos produtos (PVC, PP, PS e PET) com diferentes capacidades,
abrindo novas possibilidades ao setor de dgua mineral e potavel de
mesa. Os garraftes de 20 litros respondem hoje aproximadamente por
55% do volume total de &guas minerais, comercializadas no pais,
devido a sua praticidade ganhou espaco em residéncias, empresas e
escolas.”

3.3 Qualidade Microbioldgica das Aguas Minerais

A qualidade microbioldgica desse recurso da natureza tem uma grande influéncia sobre
a saude. Se ndo for adequada, pode ocasionar surtos de doencas e causar serias epidemias(OPAS,
2001). Por ser um bem apreciavel e necessario a vida torna-se necessario o constante
monitoramento microbiolégico da agua mineral comercializada, como forma de assegurar a
qualidade do produto (RESENDE; PRADO, 2003). A agua potavel ndo deve conter
microrganismos patogénicos e deve estar livre de bactérias indicadoras de contaminacéo fecal.
Os indicadores de contaminacdo fecais tradicionalmente aceitos pertencem a um grupo de
bactérias denominadas coliformes. O principal representante desse grupo das bactérias chama-
se Escherichia coli. Os microrganismos presentes nos alimentos podem representar um risco a
saude. Estes microrganismos sao genericamente denominados “patogénicos”, podendo afetar
tanto 0 homem como animais. As caracteristicas das doencas que esses microrganismos causam
dependem de uma série de fatores inerentes ao alimento, ao microrganismo patogénico em
questdo e ao individuo a ser afetado. Os microrganismos patogénicos podem chegar até o
alimento por inumeras vias, sempre refletindo condi¢cdes precarias de higiene durante a

producdo, armazenamento, distribuicdo ou manuseio em nivel doméstico (FRANCO, 2005).

A avaliacdo microbioldgica da agua de consumo se da pela inferéncia indireta da
qualidade, por meio de analises microbioldgicas que busquem grupos indicadores de
contaminacdo, como os coliformes totais e termotolerantes (RESENDE; PRADO, 2008).
Denomina-se de bactérias do grupo coliforme bacilos gram-negativos, em forma de bastonetes,
aerobios ou anaerdbios facultativos que fermentam a lactose a 35-37°C, produzindo &cido, gas
e aldeido em um prazo de 24-48 horas. Sdo também, oxidase-negativos e ndo formam esporos.
A razdo da escolha desse grupo de bactérias como indicador de contaminagdo da dgua deve-se

aos seguintes fatores: estdo presentes nas fezes de animais de sangue quente, inclusive os seres
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humanos; sua presenca na agua possui uma relacdo direta com o grau de contaminacao fecal,
sdo facilmente detectaveis e quantificaveis por técnicas simples e economicamente viaveis, em
qualquer tipo de &gua; possuem maior tempo de vida na agua que as bactérias patogénicas
intestinais, por serem menos exigentes em termos nutricionais e incapazes de se multiplicarem
no ambiente aquéatico; sdo mais resistentes a acdo dos agentes desinfetantes do que os germes
patogénicos (BRASIL, 2009).

Segundo o manual de métodos de analise microbioldgica de alimentos (DA SILVA, et
al., 2007) a definicdo para coliformes fecais totais € que o grupo desses organismos € um
subgrupo da familia enterobacteriaceae, no grupo dos coliformes totais estdo apenas as
enterobacterias capazes de fermentar a lactose com producédo de gas, em 24 a 48 horas a 35°C.
Mais de 20 espécies se encaixam nessa definicdo, dentre as quais se encontra tanto bactérias
originarias do trato gastrintestinal de humanos e outros animais de sangue quente (Escherichia
coli). Coliformes termotolerantes, comumente chamados de coliformes fecais, € um subgrupo
dos coliformes totais, restrito aos membros capazes de fermentar a lactose em 24 horas a 44,5-
45,5°C, com producéo de gas. A E. coli esta incluida tanto no grupo dos coliformes totais quanto
no dos coliformes termotolerantes. Seu habitat natural é o trato intestinal de animais de sangue
quente, embora também possa ser introduzida nos alimentos a partir de fontes fecais. A presenca
de micro-organismos patogénicos, especificamente os coliformes, em agua, acarreta

principalmente em doencas gastrointestinais (ALVES, 2012).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de Estudo

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-PI. A cidade de Picos-PI (Figura 1), esta localizada a cerca de
310 km da capital Teresina, com populacdo estimada de 73.414 mil habitantes de acordo com
0 ultimo censo (2010), conforme o perfil dos municipios brasileiros (IBGE, 2010). Que
compreende uma area irregular de 816 km?, tendo como limites os municipios de Santana do
Piaui e Sussuapara ao norte, ao sul com Itaindpolis, a oeste com Dom Expedito Lopes e Paqueta,
a leste com Sussuapara e Geminiano (BRASIL, 2004).

Figura 1- Localizacdo do Municipio de Picos (PI).
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Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a) (2019).

4.2 Coleta das amostras

As amostras foram adquiridas aleatoriamente, em épocas e estabelecimentos
comerciais diferentes para que se pudessem obter lotes diferentes, coletadas conforme
especificacdo daresolucdo RDC 275, da ANVISA de 2005. Trés marcas de dgua mineral foram
avaliadas (Figura 2), comuns na maioria dos estabelecimentos comerciais da cidade de Picos,

sendo designadas por letras (A, B e C).
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Figura 2- Amostras de &gua mineral em garrafes de 20 litros, apos a abertura para a
realizacdo das analises, devidamente identificadas.

Fonte: Acervo pessoal do autor(a).

Depois de adquiridas, as amostras foram conduzidas ao laboratério na embalagem
original e assim mantidas em temperatura ambiente até 0 momento da analise. Inicialmente,
foram coletadas amostras de cada marca (garrafdo de 20 litros) para a primeira analise
laboratorial. Semanas depois, outras amostras das referidas marcas, resultantes do lote da
primeira analise e de um segundo lote de amostras, foram novamente coletadas e analisadas
para a contraprova. O estudo se encontra devidamente cadastrado no Sistema Nacional de

Gestdo de Patrimbénio Genético do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

4.3 Procedimento de Analise

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia Geral
do curso de Ciéncias Biologicas e no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do curso de
Nutricdo 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 sdo os seguintes: Coliformes fecais/E. Coli. e Coliformes totais. Para a
avaliagdo 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 edigdo do Manual de Métodos de Anélise Microbioldgica de Alimentos (2007).

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 detoda

parte externa dos mesmo com alcool (70%). No momento da realiza¢do da analise, no ato
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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 agua 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 agua dos garrafdes de 20 litros para os
recipientes de 500 mL foi dado inicio a preparacéo dos tubos de ensaios que forma usados na
analise pelo método do NMP para determinar e quantificar coliformes totais/coliformes fecais.

4.3.1 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 niumero mais provavel (NMP) descrito no Manual de Métodos de Anélise
Microbioldgica de Alimentos (Kornacki, Johnson, 2001), seguindo as orientagdes da American
Public Health Association (APHA) (DA SILVA, et al. 2007).

4.3.1.1 Métodos de Anélises
O método classico de contagem de coliformes totais, termotolerantes em agua e
alimentos é o do Numero Mais Provavel em 100mL (NMP/100mL) (ANEXO A), que inclui

trés etapas ao todo (Fluxograma 1).
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Fluxograma 1- Esquema da metodologia para analise de &gua pelo método do Numero Mais
Provavel (NMP).
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Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a) (2019).

A primeira etapa compreende o teste presuntivo, que consiste na inoculagdo 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 evolugdo de gas
a partir de 24-48h de incubacédo a 35°C. Assim, foram realizadas dez dilui¢bes, com auxilio de
uma pipeta estéril 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 concentracao dupla. Apds as diluicdes, 0s
tubos devidamente fechados hermeticamente foram incubados na estufa a uma temperatura de
35°C. Assim, durante as primeiras 24h foram registrados os numeros de tubos com
aparecimento de gas e apds as 48h foi separado os tubos com producéo de gas para a segunda

etapa, consistindo no teste confirmativo.

Para a confirmagéo dos coliformes totais e termotolerantes, uma alcada de cada tubo
suspeito, isto é, 0s que apresentam producdo de gas no teste presuntivo, é transferida para tubos
de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo E. coli (EC), meios seletivos que contem
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lactose, devidamente esterilizados e com o pH verificado, conforme mostrado nas Figuras 3 e

4, respectivamente.

Figura 3- Preparacdo do Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) e verificagdo do pH com papel
tornassol.

Fonte: Acervo pessoal do autor ().

Figura 4- Preparacdo do Caldo E. coli (EC) e verificacdo do pH com papel tornassol

Fonte: Acervopssoal do autor (@).

Ap0s 0 semeio e incubacgdo a 35°C, a observacao de crescimento com a producgéo de
gés nos tubos VB, apds 24-48h de incubagédo a 35°C, é considerada confirmativa da presenca
de coliformes totais. Crescimento com a producdo de gas nos tubos de EC, ap6s 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 nimero de tubos de VB e EC

comcrescimento e producdo de gas, confirmativos da presenca de coliformes totais e coliformes
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termotolerantes, respectivamente. Logo em seguida, utilizou-se a Tabela de NMP para
determinar o nimero mais provavel de coliformes totais e coliformes termotolerantes (NMP)
/100 ml (ANEXO B), conforme a orientacdo do capitulo 4 do Manual de Métodos de Analise
Microbioldgica de Alimentos (2007). Os valores obtidos das analises foram contrastados com
as recomendacdes da RDC n° 275/2005 (ANEXO C).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados das amostras

A Tabela 1 demonstra os resultados para as trés marcas de &4gua mineral natural
analisadas no periodo de marco a novembro de 2019. No primeiro lote todas as marcas
apresentaram contaminacdo, tanto para Coliformes totais como para Coliformes
termotolerantes, indicando que sdo improprias para 0 consumo. Visto que, as amostras que
apresentaram valores iguais ou maiores que 1,1 NMP em 100mL foram consideradas inaptas
para a ingestdo (ANVISA, 2005).

Tabela 1 — NMP de Coliformes totais e Coliformes termotolerantes encontrados em garrafoes
de 20 Litros de agua mineral comercializada na regi&o de Picos — PI.

Amostras Resultado das analises (NMP/ 100ML)
Coliformes totais Coliformes termotolerantes
Marca A >23 >23
E Marca B >23 >23
= Marca C >23 >23
Marca A’ >23 23
E Marca B’ > 23 >23
& Marca C’ <11 <11

Fonte: Elaborada pelo autor (a)

Na inspec¢do visual, todas as amostras obtidas dos garrafées de 20 litros estavam na
embalagem original, lacradas e, dentro do prazo de validade estipulado pelo fabricante. Nao
tendo sido correlacionado a uma possivel contaminacdo. Na analise do primeiro lote, das trés
marcas escolhidas para o estudo, todas apresentaram resultados para a presenca de coliformes
totais e coliformes termotolerantes, como apresentado na Tabela 1 e ilustrado na Figura 6. 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 condi¢des sanitarias
do processo. Uma vez que, a presenca do grupo de bactérias coliformes denota que ocorreu uma
interferéncia externa na &gua mineral, pois esse grupo de bactérias ndo faz parte da composicédo
natural dessas aguas (ALVES, et al., 2002).
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Figura 5 - Resultados para Coliformes totais e termotolerantes, obtidos do primeiro lote de
amostras para as trés marcas analisadas.
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Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a) (2019).

Como pode ser observado na Figura 5, 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 turvacdo 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), 0 que caracteriza a presenca desses microrganismos.

Dessa forma, o Manual Pratico de Analise de Agua (2009) afirma que &gua potavel é
aquela cujos parametros microbiolégicos, fisico, quimicos e radioativos atendam ao padrdo de
potabilidade e que ndo ofereca risco a salde, ou seja, uma agua isenta de microrganismos
patdgenos que possam conferir prejuizos a saude 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 6) e coliformes
termotolerantes (Figura 7), ressaltando a possibilidade deste lote ndo ter sido contaminado.
Dessa forma, somente a amostra da marca C’ do segundo lote atende ao padréo para coliformes
totais (< 1,1 NMP, 100mL) e ao padrao 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).
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Figura 6 - Resultados obtidos para Coliformes totais no caldo Verde Brilhante 2% (BV) para
0 segundo lote (contraprova) das trés marcas de &gua mineral analisadas.

N

te: Elaborado pelo(a) autora) (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. Isso
demostra que pode ocorrer contaminacgao por estes microrganismos em diversos momentos do
processo de producdo da dgua mineral, desde a captacao até a etapa de envase (LIMA, 2007).

Figura 7 - Resultados obtidos para Coliformes termotolerantes no caldo E. coli (EC) para o
segundo lote (contraprova) das trés marcas analisadas.

1
Fonte: Elaborado pelo(a) autor(a) (2019).

As amostras da marca “C” ndo presentaram caracteristicas para a presenca de
Coliformes (auséncia de turvacdo e a ndo producdo de gas), demostrando que essa marca esta
em consonancia com as caracteristicas microbioldgicas que uma agua ideal para consumo deve
apresentar. Em contrapartida as marcas “A e B”, assim como as analisadas no primeiro lote,
apresentaram evidéncias de contaminacdo para Coliformes. Alves et al. (2002), analisaram
dezoito marcas de agua mineral em estudos desenvolvidos na cidade de Marilia-SP, no qual
observaram a presenca de coliformes totais em todas as marcas analisadas e concluiram que a

contaminacdo das amostras poderia ter sido durante o processo de captagdo e/ou processamento
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do produto. Entretanto, para nenhuma das marcas houve indicacdo positiva da presenca de
coliformes fecais (ALVES, et al., 2002). Porém, para Farache Filho et al. (2009) e Sant”Ana et
al. (2003) que realizaram estudo semelhante em amostras de &gua mineral diferente,
constataram em suas analises a presenca de coliformes fecais. Segundo Farache Filho et al.
(2009) a reutilizacdo dos garrafdes sem adequada limpeza e desinfec¢do seria uma possivel
fonte de contaminag&o, corroborando com a percepgéo de que a reutilizacdo de garrafbes de 20
litros para a comercializacdo da &gua mineral esta sujeita a contaminaces. A limpeza do
garrafdo de agua antes do uso, os procedimentos para higienizacdo do suporte do bebedouro e
as condicBes adequadas de estocagem sdo medidas que podem contribuir para que a agua
mineral natural continue inalterada até o seu consumo (YAMAGUCHI et al., 2013). Como
afirma a Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) n°® 274, de setembro de 2005, da Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que se refere ao regulamento técnico para aguas
envasadas e gelo para consumo humano, fixando identidade e caracteristicas minimas de
qualidade, a agua mineral natural “é caracterizada pelo contetdo definido e constante de
determinados sais minerais, oligoelementos e outros constituintes considerando as flutuactes
naturais. E que atendam aos parametros quimicos, fisico-quimico e microbiologico para o
consumo humano” (BRASIL, 2005).

Yamaguchi et al. (2013), analisaram vinte e uma marcas de agua mineral
comercializadas na cidade de Maringa-PR, e constataram a presenca de contaminacao positiva
para treze marcas para coliformes totais. Dessas treze amostras, duas marcas de agua mineral,
também apresentaram contaminacéo 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 bacterioldgicas e fisico-quimicas

desse o processo de captacdo até o momento de envase.

Farache Filho et al. (2009) destaca em sua pesquisa que a utilizacdo do padrdo para
bactérias heterotroficas igual ao recomendado para dguas de sistemas de abastecimento publico
classificaria a maioria das amostras analisadas como ndo préprias para o consumo da populacao.
Estes pesquisadores atentando para a indispensabilidade de novos estudos minuciosos que
estabelecam padrdes para a presenca dessas bactérias em dguas minerais envasadas, avaliando
0S riscos gque aguas minerais naturais envasadas contaminadas podem ocasionar a saude dos
consumidores e a qualidade das mesmas. Uma fonte propicia para a contaminacao dessas aguas,
segundo Stickler (1989), seria contaminacfes na propria fonte abastecedora ou durante o

engarrafamento, ou seja, desde 0s equipamentos utilizados durante as fases de engarrafamento
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e reservatorios, a forma de estocagem e transporte até o local de comercializacdo, bem como as

condicdes de armazenamento dos garrafdes de 20 litros no varejo.

Auvista 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 agua
mineral pode indicar auséncia de cuidados sanitarios, problemas nas operacdes de envasamento
ou outros que possam alterar as propriedades e a composi¢do das mesmas (COELHO et al.,
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 e B”, e ndo para a marca “C”, isso
seria um indicativo que a contaminacdo poderia estar relacionada ao lote, ou seja, em algum

momento do processo houve fonte de contaminacGes por esses microrganismos.
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6 CONCLUSAO

Das trés (03) marcas de &gua 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 contaminacdo para
Coliformes termotolerantes. Destacando-se que entre as bactérias que compdem o grupo de
Coliformes, aquelas que fermentam lactose a 45°C — Coliformes termotolerantes - séo
representantes mais seguros de contaminacdo de origem fecal. Na contraprova (segunda
analise), apenas a marca “C” ndo apresentou irregularidade, isto €, apontou resultados negativos
para Coliformes totais e evidenciou a auséncia para Coliformes termotolerantes indicando que
na referida amostra os resultados foram negativos para possiveis contaminagdes. Apesar das
amostras da marca “C” ndo apresentarem contaminacdes para o referido lote, as demais marcas
(A e B) demostraram contaminagdo evidentes para Coliformes totais e, portanto, estdo
improprias para o consumo, conforme os padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente. Com
isso, sugere-se uma maior eficiéncia para as condi¢cfes higiénico-sanitarias do processo de
producdo, transporte e armazenamento da agua mineral. Assim, torna-se essencial um
acompanhamento constante por parte dos érgéos fiscalizadores, que deveriam monitorar 0s
processos de producéo e as condicdes de revenda desse recurso vital, para garantir assim que o
produto final que chega a mesa dos consumidores possa ser de qualidade e que nao confira risco
a saude, além de que eles tenham acesso a agua de boa qualidade que atenda as suas

necessidades basicas.
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7 CONSIDERAQC)ES FINAIS

A presente pesquisa demonstrou contaminagdes para as principais marcas de agua
mineral comercializadas na regido de Picos-Pl, sendo assim, evidenciando a presenga de
bactérias aléctones, as quais constituem potencial perigo para a satde dos consumidores por
serem bactérias indicadoras de contaminagdo fecal. Esses microrganismos, como citados ao
logo do trabalho, podem ter acesso ao produto em diversos momentos durante as etapas de
producdo, desde a captacdo, até o envase demostrando que pode ocorrer falhas de higienizacdo
durante os processos de producdo, armazenamento ou até mesmo no manuseio em nivel
doméstico. Dessa forma, propde-se aos fabricantes a verificacdo das instalagbes do processo de
captacdo, os locais de armazenamento, sendo realizada periodicamente limpeza e desinfecgédo
dos reservatdrios, com produtos que nao interfiram na qualidade natural da dgua. Alem da
qualificacdo dos funcionarios, capacitados que garantam a manutencdo das condicGes
higiénico-sanitarias. Assim como, a area de envasamento deve ser efetuada estritamente por
maquinas automaticas minimizando o risco de contaminacdo da agua. Os locais destinados ao
armazenamento da agua mineral devem ser limpos, secos e ventilados, sendo os garrafGes
sempre protegidos da incidéncia direta da luz solar para evitar alteracdo da agua envasada. Por
fim, para titulo de complementacdo, deve ser realizado pelo estabelecimento industrial
monitoramento constante da qualidade da 4gua envasada em seus diversos pontos de producao
por meio de analises laboratoriais para assim investigar excepcionalmente pontos de origem de
contaminacdo do produto. Assim seguindo o regulamento técnico de boas préaticas para
industrializacdo e comercializacdo da d&gua mineral natural definido pela Resolucdo da Diretoria
Colegiada RDC n°.173, de setembro de 2006, que define os procedimentos de boas praticas
para a industrializacdo da dgua mineral envasada destinada ao consumo humano. Portanto,
conforme os resultados obtidos sugere-se que deve ocorrer uma maior eficiéncia para as
condicdes higiénico-sanitarias do processo de producdo, transporte e armazenamento da agua
mineral. Além do fortalecimento de Leis para o monitoramento da qualidade da agua mineral,

além da necessidade de fiscalizacdo por parte dos 6rgdos do governo e do estado.
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ANEXO A - Esquema de andlise de Coliformes totais, termotolerantes e E. coli em agua
pelo método do NMP.

Manual de Métodos de Anilise Microbiologica de Alimentos
Manua )

Agua (100mi)

[

10m! 10m!

10m! 10ml 10ml 10m| 10mi 10mi

10ml 10m!

Caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST)

Concen\racao dupla (1 Omly

3510,5°C/24-4812h

Tubos de LST
Crescimento e produgdo de gas
1 algada ’

1 algada
E. coli
E. aerogenes
3 opgdes:
Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB)
Caldo E Coll (EC) ou Caldo E. Coll o
™ Ao-n\etﬁ\:mbel)-l::h;[)qhwmnm 35£0,5°C/24-4812h
(EC-MUG) ou Caldo Triptona 1%
- 415‘10,";‘6323,2" Banho-maria
Tubos confirmados
CONTAGEM DE
COLIFORMES TOTAIS
—I NMP/m|
Caldo EC Caldo EC-MUG Caldo Triptona 1%
Crescimento e gas Teste de Indol +
CONTAGEM DE CONTAGEM D
COLIFORMES LEM D
TERMOTOLERANTES
NMP/m|

NMP/m|
Crescimento c/ gas

Fluorescéncia sob 1uz uv

CONTAGEM DE CONTAGEM DE
COLIFORMES E. coli

TERMOTOLERANTES NMP/m|

NMP/m|

Fonte: Hunt & Rice, 2005.
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ANEXO B - Quadro que relaciona o Numero Mais Provavel (NMP) e intervalo

38

desconfianca a nivel de 95% de probabilidade, para diversas combinagdes de tubos

positivos e negativos na inoculacdo de 10 aliquotas de 10 g ou mL da amostra por tubo.

Intervalo de confianga (95%)
NUmero de tubos positivos NMP/ 100 mL

Minimo Maximo
0 <11 - 3,3
1 1,1 0,05 5,9
2 2,2 0,37 8,1
3 3,6 0,91 9,7
4 51 1,6 13
5 6,9 2,5 15
6 9,2 3,3 19
7 12 4.8 24
8 16 59 33
9 23 8,1 53
10 >23 12 -

Fonte: Bacteriological Analytical Manual ( Blodgett, 2003).
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ANEXO C - Quadro das caracteristicas microbiologicas para Agua Mineral Natural

Agua Natural.

Microrganismo em

Amostra indicativa

Amostra representativa

redutores ou Clostridium
perfringens

NMP ou auséncia

100 mL limites m M

Escherichia coli ou Auséncia Auséncia

coliforme (fecais)

termotolerantes

Coliformes totais <1,0UFC; <11 <1,0 UFC; <11 2,0 UFC ou 2,2

. NMP ou auséncia NMP

NMP ou auséncia

Enterococos <1,0 UFC; <11 <1,0 UFC; <11 2,0 UFC ou 2,2
NMP ou auséncia NMP ou auséncia NMP

Pseudomonas aeruginosa (<1,0 UFC; <1,1 <10 UFC; <11 2,0 UFC ou 2,2
NMP ou auséncia NMP ou auséncia NMP

Clostridios sulfito|<1,0 UFC; <1,1 <1,0 UFC; <11 2,0 UFC ou 2,2

NMP ou auséncia NMP

Fonte: ANVISA, 2005.

n: € o numero de unidades da amostra representativa a serem coletadas e analisadas

individualmente.

C: € 0 nimero 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 qualidade satisfatoria de
qualidade marginal do produto. Valores abaixo do limite "m" sdo desejaveis.

M: € o limite superior (maximo) aceitavel. Valores acima de "M" ndo sdo aceitos.
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