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RESUMO

Garrafas de PVC, polipropileno e vidro adequadamente limpas e
sanificadas foram enxaguadas e enchidas com agua mineral de
uma fonte localizada no municipio de Linddia-SP, e a seguir arma-
zenadas a 30°C + 1°C. Foram enumerados os microrganismos
heterotréficos totais nos meios Agar Padréo para Contagem e Agar
R2A imediatamente apds engarrafamento. A variagdo da contami-
nagao foi seguida através de exames periddicos. A variagdo da
populagdo de Pseudomonas aeruginosa foi estudada inoculando
garrafas contendo agua mineral com uma suspenséo de P. aerugi-
nosa ATCC 10145 de maneira a se obter uma contaminagéo de
aproximadamente 10% UFC/ml. A populagéo da bactéria foi avaliada
periodicamente durante o tempo de armazenamento usando o meio
Agar Pseudomonas P. Houve aumento da populagdo dos micror-
ganismos heterotrdficos totais nos primeiros 30 dias de armazena-
mento para depois diminuir de maneira irregular e ficar aproxima-
damente constante até completar 6 meses de observagéo. As
contagens de P. aeruginosa aumentaram sensivelmente nas 2
primeiras semanas de estocagem diminuindo ligeiramente a seguir
até atingir niveis proximos ao inicial. Nao foram constatadas dife-
rengas entre os 3 tipos de materiais de embalagem comparados.

Palavras chave: Pseudomonas aeruginosa, agua mineral.

SUMMARY

NATURAL MICROFLORA AND Pseudomonas aeroginosas IN
NON CARBONATED MINERAL WATER BOTTLED IN DIFFE-
RENT MATERIALS DURING STORAGE AT 30°C % 1°C. PVC,
polypropilene and glass bottles properly cleaned and sanitized were
rinsed with mineral water from a spring located in Linddia, S&o Paulo
State. Immediately after the bottling of the water, total hetherotrophic
microorganisms were counted in Plate Count Agar and R2A agar.
The evolution of the contamination was followed trough periodical
examination. The changes of the population of Pseudomonas aeru-
ginosa was studied by inoculation of the bottles with a suspension
of P. aeruginosa ATCC 10145 in order to get a contamination of
approximately 10 UFC/ml. The population of the bacteria was
periodically evaluated during the storage time employing Pseudo-
monas P agar for counting. It was observed increasing of the
population of hetherotrophic microorganisms during the firt 30 days
of storage followed by lowering in an irregular manner. Then, the
population remained approximately constant up to 6 months of
observation. P. aeruginosa counts increased by during the 2 first
weeks of storage followed by slight decrease until reaching levels
similar to the initial counts. There were not differences when com-
paring the three types packaging material.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, mineral water.

! Recebido para publicagdo em 07/10/96. Aceito para publicagdo
em 14/5/97.

2 Pesquisadores Cientificos do Instituto de Tecnologia de Alimento.
ITAL, Caixa Postal, 139 - CEP 13073-001 - Campinas-SP.

1 — INTRODUCAO

De acordo com alguns pesquisadores as bactérias au-
téctones da agua mineral podem sobreviver nesta, apos a
embalagem, durante longos periodos de tempo (3) e, segun-
do algumas observagdes, apés o engarrafamento comega
uma réapida multiplicagcdo das mesmas que atingem uma
populacao maxima por volta de 1 a 2 semanas. O desenvol-
vimento microbiano caracteriza-se por uma alternancia de
aumentos e diminuigbdes da populagéo, cuja razao néo se
conhece exatamente. Para explicar o fato existem algumas
teorias que consideram que cada nova populagdo & com-
posta de varias espécies que se desenvolvem as expensas
da matéria organica da células mortas da populagao anterior
(9). O aumento inicial da microbiota autéctone pode ser
devido ao incremento na concentracédo de oxigénio dissol-
vido durante as operagdes de engarrafamento, & permeabi-
lidade das embalagens plasticas ao oxigénio e talvez &
migracdo de mondémeros do material da embalagem, con-
centrando-se compostos orgénicos nas paredes dos reci-
pientes (10). Porém cabe destacar que em geral considera-
se que quando h& migragdo de mondmeros do recipiente
para o alimento nele contido, isto acontece de uma vez e
logo apés a embalagem da agua.

Algumas pesquisas apontam que as populagdes de
microrganismos autdctones sdo mais elevadas na agua
mineral embalada em garrafas plasticas de PVC do que a
embalada em garrafas classicas de vidro, existindo a hipé-
tese de que os ftalatos presentes nas garrafas plasticas
poderiam estimular o desenvolvimento microbiano (3, 16).
Segundo BUTTIAUX & BOUDIER (2) a multiplicagao micro-
biana é mais intensa em dguas com elevado contetido de
minerais. SCHWALLER & SCHMIDT-LORENZ (15) estuda-
ram quatro marcas comerciais de aguas minerais francesas,
carbonatadas e nao carbonatadas e constataram popula-
cbes de microrganismos totais de 1,5 x 10° e 6,0 x 10?
UFC/ml apés uma semana e 3 semanas de engarrafamento,
respectivamente. Em &guas carbonatadas e em aguas néo
carbonatadas foram evidenciadas populagdes da ordem de
3,6 x 10*a 2,6 x 105 UFC/ml apos 1 semana de engarrafa-
mento, e de 1,8 x 10 a 8,5 x 10 ap6s 3 semanas respecti-
vamente. MORAIS & COSTA (13) estudaram o desenvolvi-
mento da microbiota de dguas minerais, em Coimbra (Por-
tugal), em garrafas de PVC armazenadas em temperatura
ambiente durante 360 dias e isolaram 316 cepas de Pseu-
domonas. CANTONI et al (3) estudaram a evolucdo da
populagdo microbiana em aguas minerais embaladas em
garrafas de PVC e em garrafas de vidro, e observaram que
microrganismos Gram negativos predominaram nas aguas
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contidas em garrafas de PVC ao passo que os microrganis-
mos Gram positivos predominaram nas garrafas de vidro.
SONCINI et al (16) compararam as contagens de microrga-
nismos aerébios, anaerébios e microaerdfilos em amostras
de agua mineral embalada em PVC e em vidro, e também
constataram predominio de microrganismos Gram negati-
vos nas aguas em garrafas de PVC sendo que os Gram
positivos constituiram a maior proporg¢do da microbiota da
agua contida em garrafas de vidro. O PVC pareceu também
influenciar as contagens de microrganismos aerdbios, anae-
robios e microaerdfilos que foram sempre mais elevadas
nas aguas contidas neste tipo de material. YURDUZEV &
DUCLUZEAU (17) investigando a multiplicagao da microbi-
ota total de Pseudomonas da agua mineral “Vittel” engarra-
fada em plastico e em vidro, observaram que as contagens
aumentaram durante as 2 ou 3 primeiras semanas, para
depois permanecerem constantes até o fim do periodo do
estudo. As contagens na agua engarrafada em material
plastico foram ligeiramente superiores s obtidas em aguas
embaladas em vidro. A multiplicagdo e sobrevivéncia de P.
aeruginosa em agua mineral ndo carbonatada esterilizada
por filtrag&o e por autoclavagem e sem nenhum tratamento
foi comparada por GONZALES et al (9) em diferentes tem-
peraturas de armazenamento. Foi demonstrado que P. ae-
ruginosa se multiplica bem em temperaturas de 20-30 °C e
37 °C, podendo atingir populagdes de até 10 UFC/ml em
presenca de outras bactérias que constituem a microbiota
natural da 4gua mineral, seguida de uma lenta diminuicao
com o decorrer do tempo. DUQUINO & ROSENBERG (5)
isolaram, a partir de 4gua mineral, cepas de Pseudomonas
que sao freqlientemente encontradas em pacientes que
apresentam infecgdes secundarias e observaram diferentes
graus de resisténcia aos antibiéticos.

Em geral existe pouca informagéo sobre a microbiologia
de aguas minerais nao-carbonatadas, engarrafadas, rece-
bendo sempre a maior atengdo a composigao quimica das
mesmas. Escassa também, é a informagéo existente sobre
0s aspectos microbiologicos das 4guas minerais engarrafa-
das, ja que teoricamente esta pode abrigar microrganismos
capazes de se desenvolverem no periodo médio entre a
embalagem e o consumo. Especial atencao merece a P.
aeruginosa pelo fato de estar freqlientemente presente em
aguas minerais ndo carbonatadas e ser uma bactéria pato-
génica oportunista (3) capaz de provocar doenca no ho-
mem, especialmente em criangas e individuos imunodepri-
midos. Na Europa a constatagéo da presenca de P. aerugi-
nosaem aguas minerais ja foi motivo para a retirada de lotes
contaminados dos locais de venda (11, 14).

Este trabalho teve por objetivo estudar a evolugéo da
microbiota heterotréfica naturalmente presente na 4gua mi-
neral, ndo-carbonatada, engarrafada em 3 tipos de materiais
e a evolugao da populagéo de P. aeruginosa em particular,
durante o armazenamento em temperatura de 30°C + 1°C
por um periodo de 6 meses.

2 — MATERIAIS E METODOS

Garrafas de PVC, polipropileno e vidro destinadas a
embalagem de &gua mineral, foram lavadas com agua e
detergente doméstico e enxaguadas sete vezes com agua
corrente e uma vez com agua destilada estéril. A seguir as

garrafas de vidro foram cobertas com um selo de papel
aluminio, colocado levemente frouxo e, a seguir, secas em
estufa de secagem e esterilizagio a 105°C durante 4 horas.
As garrafas de PVC e polipropileno foram colocadas em
local ao abrigo de poeira, sobre um pano estéril em posicéo
que permitisse a drenagem da agua e cobertas também com
pano estéril. As tampas foram lavadas com agua e deter-
gente, enxaguadas e secas com pano estéril. Uma vez
secas, as garrafas tampadas e bem protegidas em sacos
plasticos foram colocadas dentro de caixas de papelao e
transportadas até uma firma no municipio de Lindéia, onde
foram enchidas com agua mineral. Antes do enchimento, as
garrafas foram enxaguadas duas vezes com a agua mineral
em questdo. De volta ao laboratério as garrafas foram
colocadas em incubadora a 30°C + 1°C e mantidas nessas
condigdes durante o tempo do estudo.

Os microrganismos heterotréficos totais foram enume-
rados por inoculagéo em duplicata em placa, utilizando-se o
meio de agar-padrao para contagem (PCA), seguido de
incubagdo a 35°C durante 7 dias (1). A enumeragéo foi
realizada em 3 amostras de dgua mineral para cada tipo de
embalagem em estudo, no dia do engarrafamento da agua,
aseguir quinzenalmente no inicio do estudo e mensalmente,
na fase final.

A evolugdo da contaminag@o por P. aeruginosa foi
estudada inoculando garrafas de 4gua mineral (preparadas
como ja descrito) com uma suspenséo de P. aeruginosa
ATCC 10145. A cultura em crescimento ativo foi suspensa
em solucdo fisiolégica e a populagéo avaliada por inocula-
¢@o em superficie de placas com meio de Agar Pseudomo-
nas P, seguido de incubagio a 35°C durante 48h (4). O
indculo foi adicionado & 4gua mineral, de modo a obter uma
contaminagdo da ordem de 10° UFC/ml. Este nivel de
indculo foi escolhido porque nossa experiéncia anterior em
exames de amostras de dgua revelou que o Nimero Mais
Provavel (NMP) mais elevado, encontrado, de P. aerugino-
sa tem se situado, por volta de 16/100 ml. Portanto, foi
inoculada uma populagao superior & que normalmente ocor-
re, porém, ndo excessivamente elevada, de maneira a nio
ocasionar maiores alteragdes no que diz respeito ao equili-
brio com a microbiota natural.

A evolugao da populacao de P. aeruginosa foi avaliada
semanalmente no inicio da experiéncia e quinzenalmente
no fim do estudo, utilizando 3 amostras por vez de cada tipo
de embalagem contendo agua mineral. Cabe destacar que
as amostras de agua foram sempre retiradas das mesmas
garrafas durante toda a experiéncia. Antes da retirada das
amostras, foi colocado em cada garrafa, um agitador mag-
netico de barra esterilizado e realizada agitagéo sobre placa
magnética durante 5 minutos. A populagao de P. aeruginosa
foi determinada segundo a metodologia recomendada pela
AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION (1), comino-
culag@o em caldo asparagina e confirmacédo em agar ace-
tamida.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Nas Figuras 1 e 2 pode ser observada a variagio da
contaminagéo total por microrganismos heterotroficos totais
nos meios de Agar-Padrdo para Contagem (PCA) e Agar
R2A, para a 4gua mineral contida em garrafas de vidro e de
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polipropileno, respectivamente. A populagéo inicial foi em
ambos 0s casos superior a 10° UFC/ml. Em ambos os casos
também foi constatado aumento da populagéo nos primeiros
30 dias de armazenamento a 30°C e nos dois meios de
cultura utilizados, para depois diminuir de maneira irregular
e se manter aproximadamente constante até completar 6
meses de observacéo. A populagdo méxima alcangada foi
observada apds 30 dias de estocagem quando foram obser-
vados valores préximos a 108 UFC/ml na 4gua contida em
embalagens de vidro e de polipropileno.
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FIGURA 1. Heterotrdficos totais em agua mineral engarra-
fada em vidro durante seis meses de armazenamento a
30°C = 1°C.

Na Figura 3 esta registrada a evolugdo da contamina-
¢ao para agua mineral contida em garrafas de PVC. Nos
primeiros 15 dias de armazenamento, foi constatado um
aumento da populagéo de heterotréficos que atingiu valor
superior a 10° UFC/ml, diminuindo irregularmente a seguir,
para atingir ao cabo de 120 dias valores proximos ao da
populagéo inicial @ que se mantiveram aproximadamente
constantes até completar 180 dias. No meio de Agar RoA
foram sempre obtidas contagens ligeiramente superiores as
obtidas em PCA, provavelmente por ser aquele um meio
mais rico, que propicia maior recuperagéo dos microrganis-
mos.

Os valores obtidos para a contaminagdo por microrga-
nismos heterotrdficos totais estao de acordo com os resul-
tados das pesquisas de BUTTIAUX & BOUDIER (2),
SCHWALLER & SCHMIDT-LORENZ (15) e MANAIA et a/
(11).

No que diz respeito a evolugio da contaminacéo por P.
aeruginosa observou-se, de acordo com a Figura 4, um
aumento sensivel da populagéo durante as duas semanas
iniciais de armazenamento a 30°C, para todas as amostras
de agua embaladas nos trés tipos de materiais em estudo.
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FIGURA 2. Heterotréficos totais em agua mineral
engarrafada em polipropileno durante seis meses de
armazenamento a 30°C + 1°C.
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FIGURA 3. Heterotréficos totais em agua mineral engarra-
fada em PVC durante seis meses de armazenamento a
30°C £ 1°C.

Apcs 20 dias, foi constatada, para todos os tipos de
materiais, uma tendéncia & diminuigao da populagéo de P.
aeruginosa, chegando a atingir ao cabo de 180 dias, valores
médios de 4,4 x 102 UFC/ml, 3,9 x 10' UFC/ml e 1,7 x 102
UFC/ml nas embalagens de vidro, PVC e polipropileno,
respectivamente, que foram muito préximos ao valor da
contaminagao inicial.

Ciénc. Tecnol. Aliment., 17 (2):167-171, mai-ago. 1997 169



IE+5S

IE+4
IE+3
L
S 1Erz
S E aPpvC %
] * VIDRO
i s POLIPROPILENO
E+1
IE+0
IE+1

o

40 €0 120 160 200
Tempo de armazenamento (dias)

FIGURA 4. P. aeruginosa em dgua mineral engarrafada em
vidro, polipropileno e PVC, durante o armazenamento a
30°C £ 1°C.

N&o foram constatadas diferencas acentuadas entre os
3 tipos de embalagens estudadas, indicando que, nas con-
dicdes do presente trabalho, ndo houve influéncia do mate-
rial da embalagem sobre o desenvolvimento da microbiota
heterotrdfica da agua mineral e de P. aeruginosa.

O tipo de curva observado na evolugéo da contamina-
G&o por P. aeruginosa (Figura 4) é similar ao relatado por
GONZALES et al. (9) e poderia ser explicado, talvez, consi-
derando que a elevagéo da populagdo ocorre devido ao
desenvolvimento da bactéria as expensas de matéria orga-
nica de células mortas de outros microrganismos presentes
na agua mineral.

No caso particular das dguas minerais ndo carbonata-
das e de acordo com os resultados deste trabalho e das
pesquisas de outros autores j& mencionados, pode ser
esperada uma contaminag@o por microrganismos heterotré-
ficos totais logo apds o engarrafamento da ordem de
10%-10* UFC/ml ou maior ainda.

A legislacao brasileira ndo estabelece limites para estes
microrganismos, porém a Comunidade Econdémica Euro-
péia (6) estabelece limites para a contagem total a 20-22 °C
(100 microrganismos/ml) e a 37°C (20 microrganismos/ml)
exclusivamente para a agua na fonte ou 12 horas apés
engarrafamento e armazenamento a 4°C. Por outro lado a
Comisséao do Codex Alimentarius (8) considera que o valor
maximo para a contagem total por ml da 4gua na fonte ou
em pontos criticos de controle a 20-22°C e a 37°C depende
das caracteristicas da fonte ou da determinada pela autori-
dade local.

No que diz respeito a contagem de P. aeruginosa a
Comunidade Econémica Européia e a Comisséo do Codex
Alimentarius estabelecem auséncia em 250 ml ao passo que
a legislagdo brasileira vigente nada especifica. Cabe salien-
tar que ja existem sugestdes de revisdo e atualizagéo da
norma brasileira recomendando auséncia de P. aeruginosa
em 100 ml e um limite méximo para microrganismos hete-
rotréficos totais de 10° UFC/ml, mas até o momento nada

tem sido concretizado continuando em vigor a Resolugéo
25/76 da CNNPA (12). Cabe neste momento salientar que
EIROA et al. (7) evidenciaram a ocorréncia de P. aeruginosa
em diferentes fontes de dgua mineral , dependendo da
época de amostragem. Portanto a ocorréncia natural da
bactéria pode ser inevitavel, sendo necessarias medidas
adicionais de controle para garantir a auséncia de P. aeru-
ginosa no produto final. A carbonatacéo, o uso de filtros de
carvao ativado (desde que adequadamente mantidos), a
pasteurizagé@o ou a ozonizagdo (desde que devidamente
estudada a influéncia do ozdnio sobre o material de emba-
lagem) poderiam ser medidas alternativas a ser estudadas
para obter um produto final livre de P. aeruginosa.

4 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

(1) AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSQCIATION. American
Water Works Association — Water Pollution Control
Federation. Standart Methods for the Examination of
Water and Wastewater. 16" ed., 1985, 126 p.

(2) BUTTIAUX, R.; BOUDIER, A. Comportement des bactéries
autotrophes dans les eaux minerals conserveés en
recipients hermétiquement clos. Ann. Inst. Pasteur, Lille,
v. 11, p. 13-52, 1960. apud. 9.

(3) CANTONI, C.; D' AUBETT, S.; SONCINI, G.; BUOGO, A.:
CAZZOLA, G. Microrganismi nelle acque minerali.
Ristorazione Coletiva, v. 7 (11), p. 113-116, 1982.

(4) DIFCO LABORATORIES. Dehydrated culture media and
reagents for microbiology. Difco Manual, 10th ed., 1984,

(5) DUQUINO, H. H.; ROSENBERG, F. A. Antibiotic resistant
Pseudomonas in bottled drinking water. Can. J.
Microbiol., v.33, p.286-289,1987.

(6) EC-Council Directive of 15" july 1980 on the aproximation of
the laws of the member states to the exploitation and
marketing of natural mineral water (80/777/EEC). Offic. J.
Europ. Communities, 30.3. 1980, N°L 229/1.

(7) EIROA, M.N.U.; JUNQUEIRA, V.C.A.; SILVEIRA, N.F.A.
Avaliagdo microbiolégica de linhas de capatagéo e
engarrafamento de agua mineral. Ciénc. Tecnol. Aliment.,
16 (2): 91-178, jul-set. 19986,

(8) FAO/WHO Codex Alimentarius Commission (1985). Report of
the twentieth session of the Codex committee on food
hygiene. Washington D.C. 1-5 October 1984. Alinorm
85/13A.

(8) GONZALES, C.; RAMIREZ, C.; PEREDA, N. Multiplication
and survival of Pseudomonas aeruginosain uncarbonated
natural mineral water. Microbiologie Aliments -
Nutrition, v. 5 (2), p. 111-115, 1987,

(10) INTERNATIONAL COMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS (ICMSF). Natural
Mineral Waters. Vol. Il cap. 28, p. 834-837, 1980,997p.

(11) MANAIA, C.M; NUNES, O. C.; MORAIS, P.V.; DA COSTA,
M.S. Heterotrophic plate counts and the isolation of
bacteria from mineral waters on selective and enrichment
media. Journal of Applied Bacteriology, 69,871-878,
1990.

(12) MINISTERIO DA SAUDE. Comissao Nacional de Normas e
Padrdes para Alimentos. Resolugio 25/76. Portaria n°
14/BSB de 12-01-77. D.O. Segéo |, Parte |, 03-02-77.

(13) MORAIS, P.V.; DA COSTA, M.S. Alterations in the major
heterotrophic bacterial populations isolated from a still
bottled mineral water. Journal of Applied Bacteriology,
69, 750-757, 1990.

170 Ciénc. Tecnol. Aliment., 17 (2):167-171, mai-ago. 1997



(14) OGAN, M.T. Microbiological quality of bottied water sold in
retail outlets in Nigeria. Journal of Applied Bacteriology,
73,175-181, 1992,

(15) SCHWALLER, P.; SCHMIDT-LORENZ, W. Bacterial flora of
four different French non carbonated mineral waters in
bottle |. Colony counts, rough differenciation of the bacterial
flora, and characterization of the group of Gram negative
yellow pigmented bacteria. Zentralblatt fur Bakteriologie,
lc1(4), p. 330-347. 1981.

(16) SONCINI, J.; CANTONI, C.; BUOGO, A. Flora bactterica de
acque minerali naturali in plastico e in vitro. Industrie delle
Vevande, v. 11 (61), p. 345-348, 1982

(17) YURDUZEV, N.; DUCLUZEAU, R. Qualitative and quantitative
development of the microflora of Vittel mineral water in
glass or plastics bottles. Sciences des Aliments (Hors
Serie V), p. 231-238, 1985.

Ciénc. Tecnol. Aliment., 17 (2):167-171, mai-ago. 1997 171



