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RESUMO

Quarenta e quatro amostras de agua mineral envasadas, de diferentes marcas, foram examinadas quanto a contaminacao por
coliformes totais, E.coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococos, Clostridios sulfito redutores a 46°C, de acordo com o preconizado pela
RDC 54/00 do Ministério da Satde. Empregou-se a metodologia da membrana filtrante. Em nenhuma das amostras foi detectada a
presenca de clostridios sulfito redutores a 46°C, Pseudomonas aeruginosa e enterococos. A contaminacao por coliformes totais e E.coli,
detectada em 25% e 20,4% das amostras, respectivamente, sugere falhas higiénicas ao longo do processo e contaminacao fecal
recente. Tais amostras apresentam-se em desacordo com os padroes microbiologicos legais estabelecidos pela Legislacao Brasileira.
Devem-se adotar praticas higiénicas rigorosas em todo processamento, com o objetivo de obter-se produtos seguros, ja que tratamentos
nao podem ser utilizados visando a reducao/eliminacao da contaminacao.
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aeruginosa; enterococos.

SUMMARY

MICROBIOLOGICAL QUALITY OF MINERAL WATERS. Forty four samples of bottled mineral water, from different brands, were examined
for total coliforms, E.coli, Pseudomonas aeruginosa, enterococci and sulfide reducing clostridia, according to the Brazilian legal standard.
The membrane-filter was the metodology used. None of the samples showed contamination by sulfide reducing clostridia, enterococci
and Pseudomonas aeruginosa. Total coliforms and E.coli were detected in 25% and 20.4% of the samples respectively sugesting poor
hygiene along the process and recent faecal contamination. Such samples were in disaccordance with the Brazilian microbiological
specifications. The bottled mineral water must be produced under good manufacturing practices with the objective to obtain safe
products, since treatments can not be used to reduce/eliminate the contamination.

Keywords: bottled mineral water; microbiological quality; total coliforms; E. coli; sulfide reducing clostridia; Pseudomonas aeruginosa;

enterococci.

1-INTRODUCAO

Aguas minerais naturais, sdo dguas obtidas direta-
mente de fontes naturais ou artificialmente captadas,
de origem subterranea, caracterizadas pelo contetido
definido e constante de sais minerais e pela presencga de
oligoelementos e outros constituintes [4].

O Brasil se coloca atualmente como sexto maior
mercado mundial de agua mineral, com producao de
aproximadamente 3,5 bilhdes de litros em 2000. O con-
sumo per capita, que era de 13,2 litros saltou para 24,9
litros em 2001, registrando um aumento de 104% entre
1997 a 2001 [1].

Existe a percepc¢ao de que o consumo de agua mi-
neral natural representa um estilo saudavel de vida e
que estes produtos sao relativamente seguros [8]. En-
tretanto, a ocorréncia de distirbios gastrintestinais se-
guintes ao consumo destas aguas tém focado atencao
ao estudo de sua microbiologia [16, 27]. Em 1974, em
Portugal, agua mineral ndo carbonatada e engarrafada
foi considerada o veiculo de transmissao de colera.
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Nesta epidemia aproximadamente 3.000 pessoas foram
acometidas [13]. Tais fatos comprovam a exposicao da
saude da populacao a riscos provenientes do consumo
de aguas minerais com qualidade microbiologica duvi-
dosa.

Estudos sobre a ecologia das aguas minerais, tém de-
monstrado que amostras coletadas diretamente do aquifero
tém uma populacao bacteriana de aproximadamente 10-
100 UFC/mL, sendo que apos o envase, esta populacao
aumenta para aproximadamente 10%-10° UFC/mL [2, 14,
16]. Nao sao portanto produtos estéreis, apenas per-
dem grande parte de suas bactérias e matéria organica
em suspensao, ao atravessarem superficies de rochas
e terra até atingirem um determinado nivel [7, 15, 22].

Segundo VARNAM & SUTHERLAND [26], os micror-
ganismos presentes na agua engarrafada podem fazer
parte da microbiota inicial antes de sua captacao
(microbiota autoctone). Pertencem a esse grupo, as bac-
térias dos géneros Pseudomonas, Acinetobacter,
Alcaligenes, Flavobacterium, Micrococcus e Bacillus. Po-
rém a maior preocupagao € com a possivel e ocasional
presenca de patogenos, como: Vibrio cholerae, Shigella
sp, Aeromonas hidrophilla, Plesiomonas shigelloides, vi-
rus entéricos, protozoarios e patogenos oportunistas,
como Pseudomonas aeruginosa.

Além dos microrganismos de importancia para saude
publica, especial atencao deve ser dada aos microrganis-
mos que podem deteriorar o produto (alteram sabor e/ou
coloracgao) e aos indicadores de condigoes higiénicas. Tais
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microrganismos podem contaminar a agua, seja na fonte
ou processamento, por diversas vias. Segundo
BISCHOFBERGER et al. [22], a contaminagao microbiolo-
gica da agua mineral pode ser especifica de uma dada
fonte.

Os microrganismos indicadores sao rotineiramen-
te empregados para avaliar a qualidade do produto final
e a higiene empregada no seu processamento. O isola-
mento e identificacdo de patogenos especificos é ade-
quado para investigacao e controle de surtos, nao sen-
do pratica a sua aplicagdo em outras circunstancias, ja
que muitas vezes envolvem técnicas demoradas e ca-
ras.

Os microrganismos considerados indicadores de
contaminacdo em aguas minerais, sdo: coliformes to-
tais, coliformes fecais e/ou Escherichia coli, clostridios
sulfito redutores a 46°C, enterococos, Pseudomonas
aeruginosa e a contagem de bactérias heterotroficas.

No Brasil, os padroes de identidade e qualidade
da agua mineral e natural, sdo regulamentados pela
RDC 54/00 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanita-
ria. O controle microbiologico deve ser adotado em to-
das as industrias, no minimo, do produto final [3].

Apesar da preocupacao crescente com a qualidade
da agua para consumo humano, ainda sdo poucos os
dados disponiveis no Brasil sobre a qualidade microbio-
logica das aguas minerais. Este trabalho teve por objeti-
vo avaliar a qualidade microbiologica de aguas minerais
de diferentes marcas comercializadas em Vassouras-RJ,
além de discutir possiveis fontes de contaminacao, me-
didas de controle e o significado da presenca dos micror-
ganismos pesquisados na agua mineral.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 44 amostras de agua mineral de
diferentes marcas, originarias do Estado do Rio de Ja-
neiro e Minas Gerais, comercializadas em Vassouras, RJ,
dentre os meses de julho e agosto de 2002.

As amostras foram examinadas quanto a presencga
de coliformes totais, E. coli, clostridios sulfito redutores
a 46°C, Pseudomonas aeruginosa e enterococos, através
da técnica da filtracao por membrana.

Volumes de 100mL de amostra foram filtradas em
membranas de acetato de celulose (Millipore), de 0,45um
de porosidade. A seguir, as membranas foram colocadas
sobre os seguintes meios de cultura: agar Chromocult,
agar Cetrimide, agar seletivo para enterococos e agar
SPS. Ao agar SPS, apos a inoculacao da membrana, adi-
cionou-se uma sobrecamada com o mesmo meio de cul-
tura e incubou-se as placas em jarras de anaerobiose a
46°C/48h. Apos a incubacao, observou-se a presenca de
colonias negras que foram entdo enumeradas, expres-
sando-se o resultado como UFC/100mL de amostra.

Incubou-se as placas de agar Chromocult a 37°C/
24h, observando-se a presenca de coliformes totais (co-
lonias vermelhas) e de E. coli (colonias azuis), expres-
sando-se o resultado em UFC/100mL de amostra. O agar

seletivo para enterococos e agar Cetrimide, foram incu-
bados a 37°C/48h, sendo observada, respectivamente, a
presenca de colonias vermelhas e azuis-esverdeadas.
Os resultados foram expressos em UFC/100mL de amos-
tra analisada.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 44 amostras avaliadas, 11 (25%) apresentaram-se
contaminadas por coliformes totais e nove (20,4%) por
E. coli, estando portanto, em desacordo com os padroes
microbiologicos estabelecidos pela RDC 54/00. As con-
tagens obtidas estdo expressas na Tabela 1.

TABELA 1. Contagem de coliformes totais ¢ E. coli em amos-
tras de agua mineral comercializadas em Vassouras-RJ.

AMOSTRA Coliformes totais ( UFC/100mL) E.coli (UFC/100mL)
08 64 58
10 86 78
15 16 02
17 04 Ausente
21 >200 > 200
23 02 02
24 >200 > 200
25 05 Ausente
26 49 16
27 04 04
29 03 01

A presenca de coliformes totais, nao significa ne-
cessariamente contaminacao fecal, sendo contudo, um
poderoso indicador das condi¢des higiénicas do proces-
so. CABRINI & GALLO [5], avaliando a qualidade mi-
crobiologica de fontes de aguas minerais, observaram
que de 30 amostras coletadas diretamente do aquifero,
somente em duas foram detectados coliformes totais,
enquanto que de 30 amostras coletadas apos o engar-
rafamento (galoes de 10L) oito estavam contaminadas
por coliformes totais. Tal fato indica falhas nas boas
praticas de fabricacdo da planta de processamento, no
que concerne aos procedimentos de limpeza e sanifica-
¢ao, captagao e embalagem. Os galdes retornaveis sao
possiveis fontes de contaminacao do produto, quando
a sua inspecao, limpeza e desinfeccao sao negligencia-
das. Alguns controles podem ser adotados visando-se
reduzir a possibilidade de contaminacao da agua pelos
galdes, como: avaliacao individual das embalagens
retornaveis e rejeicao daquelas com defeitos que com-
prometeriam a qualidade ou seguranca do produto, de-
sinfecgcao das embalagens e tampas e cuidados no trans-
porte e armazenamento das embalagens. P. aeruginosa.
E. coli, Clostridium perfringens e estreptococos fecais nao
foram isolados em nenhuma das amostras.

WENDPAP, DAMBROS & LOPES [30], ao avaliarem
180 amostras de agua mineral em embalagens de 0,5L,
1,5L e 20L, detectaram contaminacdo por coliformes
totais em 21 delas, sendo que nao foi detectada a pre-
senca de E. coli em nenhuma das amostras, porém em
17, detectou-se coliformes fecais. A deteccdao de
coliformes totais na auséncia de E. coli pode indicar
que a fonte esta sendo contaminada com aguas super-
ficiais. A presenca de estreptococos neste caso, é
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sugerida como indicativo de que os coliformes conta-
minantes sao de origem fecal [25].

ANJOS et al. (2000), em pesquisa realizada sobre a
qualidade microbiologica de 32 amostras de agua mine-
ral, detectaram coliformes fecais e E.coli em somente uma
delas. A presenca de E.coli € indicativo de contaminacao
fecal recente da agua [26]. Apesar de nao ter se pesquisado
o potencial patogénico das cepas de E.coli isoladas, sabe-
se que algumas sao comprovadamente patogénicas ao ho-
mem e animais, podendo ser veiculadas pela agua. Além
disso, a presenca de E.coli, indica com maior seguranca a
possivel presencga de enteropatogenos.

WARBURTON, AUSTIN, HARRISSON & SANDERS
[28], verificaram em seu estudo que E.coli 0157:H7 ino-
culada em agua engarrafada podia sobreviver por mais
de 300 dias e que as células deste microrganismo aderi-
am a superficie interna das garrafas plasticas ou de vi-
dro. JAYASEKARA et al. [17], consideram que a aderén-
cia a superficie interna das garrafas pode explicar o lon-
go tempo de sobrevivéncia dos microrganismos na agua
mineral. Em seu estudo, constataram que as bactérias
podiam aderir a superficie das garrafas e alcancar densi-
dades de 107 células/cm?, com evidéncias de formacao
de microcolonias, mas nao de biofilmes visiveis.

Das 44 amostras analisadas no presente estudo,
nenhuma apresentou-se contaminada por clostridios
sulfito redutores a 46°C, enterococos € Pseudomonas
aeruginosa. EIROA, JUNQUEIRA & SILVEIRA [9], ao ava-
liarem as caracteristicas microbiologicas de 92 amos-
tras de agua mineral de diferentes pontos da linha de
envase de quatro industrias engarrafadoras no Estado
de Sao Paulo, nao detectaram a presenca de microrga-
nismos do grupo coliforme, clostridios sulfito redutores
a 46°C e estreptococos fecais. Esses autores observa-
ram que, dependendo da época de amostragem, P.
aeruginosa podia ou nao estar presente nas fontes e que
mesmo nao havendo a contaminacao da fonte por este
microrganismo, ocasionalmente a bactéria esteve pre-
sente nas enchedeiras e produto final. De acordo com
WARBURTON & DODDS [29], tal fato pode ser resulta-
do da colonizagao por P. aeruginosa nos equipamentos.
Desta forma poderia ser usada como indicadora das boas
praticas de fabricagao (no que se refere a limpeza e sa-
nificacao), uma vez que freqlientemente pode nao ser
detectada na fonte, mas ser detectada nos equipamen-
tos e produto acabado. P. aeruginosa € um microrganis-
mo capsulado, apresentando desta maneira a capacida-
de para formacao de biofilmes nos equipamentos.

NASCIMENTO et al. [21], avaliando a qualidade mi-
crobiolégica de 70 amostras de aguas minerais consu-
midas em Sao Luis-MA, observaram que trinta e cinco
(50%), apresentavam-se improprias para o consumo
humano devido ao NMP de P. aeruginosa e contagem de
bactérias heterotroficas acima dos padroes. FARIA &
REIS [10], isolaram Pseudomonas sp em 11% das amos-
tras avaliadas. Ja CAMARA & SILVEIRA [6], nédo detec-
taram a presenca deste microrganismo em 36 amos-
tras de agua mineral analisadas, sugerindo qualidade
satisfatoria quanto a sua pesquisa.

A preocupacao com a presenca de P. aeruginosa nas
aguas minerais, reside no fato de muitas espécies se-
rem resistentes a antibioticos [12], sua capacidade de
multiplicacdo em aguas com reduzido contetido de nu-
trientes [13, 19] e pelo fato de ser um patogeno oportu-
nista, tendo capacidade de causar infecgoes em indivi-
duos imunocomprometidos. Além disso, P. aeruginosa,
pode alterar cor, turbidez e sabor de aguas [25]. Algu-
mas espécies de Pseudomonas isoladas de aguas mine-
rais, sdo capazes de se multiplicarem e atingirem popu-
lagoes de 10*-10° UFC/mL quando inoculadas em agua
mineral esterilizada [23].

Os enterococos sobrevivem por mais tempo que os
coliformes e a maioria dos patdégenos entéricos em agua
€ proveniente de reservatorio [18]. Indicam contamina-
cao viral da agua [20], sendo mais resistentes as con-
dicoes ambientais adversas que os coliformes.

Os clostridios sulfito redutores a 46°C, séao
bastonetes esporulados e anaerdbios, apresentando
elevada resisténcia as condicoes ambientais adversas.
Sao encontrados no solo e intestino humano e de ou-
tros animais. Sua presenca indica contaminacao fecal
remota. Podem também indicar contaminagao por solo
do reservatorio ou fonte contaminada com aguas su-
perficiais, além de falhas nas boas praticas de fabrica-
cao [24].

Os tratamentos que poderiam ser aplicados de for-
ma a reduzir ou eliminar os microrganismos seriam os
métodos quimicos (cloracdo, ozonizacao) e processos
ou agentes fisicos (temperatura elevada, por exemplo),
nao sao permitidos no Brasil, de acordo com a defini-
¢ao de agua mineral. A carbonatacao pode ser aplicada
desde que no réotulo conste de forma clara a expressao
“com gas” [4], porém nao deve ser usada em substitui-
cao as boas praticas de fabricacdao. O CO, apresenta
efeito bactericida por reduzir o pH da agua.

Nos EUA, onde permite-se o engarrafamento de
aguas potaveis, distintas de aguas minerais, a pasteu-
rizacao e a ozonizagao sao utilizadas com sucesso. Para
aguas potaveis engarrafadas, pode-se aplicar de forma
isolada ou combinada, como barreiras multiplas, os tra-
tamentos citados, de modo que sera menos provavel
que a agua tratada pelo método combinado contenha
microrganismos patogénicos [11].

4 - CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitem con-
cluir que:

e 25% e 20,4% das amostras analisadas respecti-
vamente, estavam em desacordo com os padroes
microbiolégicos legais, por apresentarem conta-
minacgdo por coliformes totais e E.coli, sugerindo
condicdes higiénico-sanitarias deficientes;

e Todas as amostras apresentaram qualidade sa-
tisfatoria no que se refere a contaminacgao por
enterococos, clostridios sulfito redutores a 46°C
e Pseudomonas aeruginosa,
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e Deve-se conduzir a extracao, processamento, em-
balagem e estocagem da agua mineral sob rigoro-
sas praticas higiénicas (boas praticas de fabrica-
¢cao), de forma a prevenir ou minimizar quaisquer
fontes potenciais de contaminacao microbiologica
do produto, ja que os tratamentos visando a redu-
¢ao/eliminagao da contaminacao microbiologica nao
sdo permitidos;

e Sugere-se também a adogado do sistema APPCC,
como maneira de obter-se aguas minerais segu-
ras para o consumo humano, com a qualidade e
estabilidade desejadas.
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