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RESUMO

O consumo de dgua mineral tem sido associado a um estilo de vida saudavel e a crenga, por parte dos
consumidores, de que esse produto é relativamente seguro. A RDC n. 275/05 determina os padroes
microbiolégicos para dgua mineral natural e dgua natural no Brasil. Este trabalho teve como objetivo
comparar as técnicas de filtragio em membrana e de nimero mais provavel (NMP) pela avaliagdo da
qualidade microbiolégica de amostras de dgua mineral natural envasilhadas em garrafées de 20 litros,
comercializadas no Municipio do Rio de Janeiro, Brasil. Das 31 amostras representativas (no total de
155 unidades amostrais) analisadas, 22 (70,97%) apresentaram-se insatisfatérias em virtude de ocorréncia
de coliformes termotolerantes em duas (6,45%) amostras, independentemente da técnica utilizada. A
contagem de coliformes totais acima do limite especificado foi evidenciada em trés amostras (9,68%), de
enterococos em uma amostra (3,23%), de P. aeruginosa em 21 (67,74%) e de clostridios sulfito redutores
em duas amostras (6,46%). A técnica do NMP apresentou maior sensibilidade na detec¢do dos grupos
de micro-organismos relacionados na resolugdo supracitada. Portanto, esta técnica demonstrou ser mais
eficiente para executar o controle da qualidade microbiologica de agua potavel.

Palavras-chave. dgua mineral, qualidade microbioldgica, filtragio em membrana, nimero mais provavel.

ABSTRACT

Mineral water consumption has been associated with a healthy lifestyle, and many consumers believe
that this is a relatively safe product. In Brazil, the RDC no. 275/05 regulates the microbiological standards
for mineral and natural waters. This study aimed at comparing the membrane filtration and the most
probable number (MPN) techniques for analyzing the microbiological quality of natural mineral water
samples bottled into 20-liter containers, commercialized in Rio de Janeiro, Brazil. Of 31 representative
samples (a total of 155 units), 22 (70.97%) were unsatisfactory. Among these noncompliant samples, fecal
coliforms were detected in two (6.45%). Total coliforms count above the established limit was observed
in three samples (9.68%), being enterococci in one sample (3.23%); P. aeruginosa in 21 (67.74%) and
sulfite-reducing clostridia in two (6.46%). The MPN technique showed highest sensitivity for detecting the
microorganisms groups specified in the above mentioned regulation. Thus, the MPN technique proved to
be mostly efficient and suitable for monitoring the microbiological quality of potable waters.
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INTRODUCAO

A agua mineral natural é obtida diretamente de
fontes naturais ou por extragdo de dguas subterraneas,
caracterizada pelo contetido definido e constante de
determinados sais minerais, oligoelementos e outros
constituintes considerando-se as flutua¢cdes naturais'.
Durante a penetra¢do no solo, a agua perde parte da
carga bacteriana e matéria orgénica em suspensdo. Ao
emergir ou ap0ds captagdo, apresenta composi¢ao fisico-
quimica distinta, além de uma microbiota autdctone,
em niveis baixos®. Os micro-organismos predominantes
sdo bacilos Gram-negativos, como as bactérias dos
géneros Pseudomonas, Flavobacterium e Moraxella/
Acinetobacter®.

O consumo de dgua mineral estd associado
a um estilo de vida saudavel e a crenga, por parte
dos consumidores, de que se trata de um produto
relativamente seguro*’. O aumento do consumo deste
produto no Brasil se deu principalmente pela insatisfagdo
do consumidor com a agua dos sistemas publicos de
abastecimento e pela falta de suprimentos de d4gua potavel
segura durante viagens*®’.

Com isso, a produgdo brasileira de 4gua mineral
envasada passou de 3,73 bilhdes de litros em 2001 para
4,37 bilhoes de litros em 2008. Neste mesmo ano, o Brasil
foi o quarto consumidor mundial de 4guas engarrafadas®.

No Brasil, entre 1999 e 2008, foram notificados
343 surtos ocasionados por égua contaminada, com
a ocorréncia de oito dbitos. Desses surtos, em 314 nio
houve especificagdo da origem da dgua, e outros 15 foram
ocasionados devido ao consumo de dgua mineral’.

Agua mineral natural ndo deve representar
risco a saude do consumidor'®. Neste sentido, as
esferas governamentais tém desenvolvido padroes de
regulamentagao para proteger a populagdo de doengas
de origem hidrica. Em 2005, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria publicou a RDC n° 275, que passou
a determinar as caracteristicas microbioldgicas para agua
mineral natural e agua natural. Este regulamento prevé,
para amostras representativas, a auséncia de Escherichia
coli ou coliformes termotolerantes em cinco unidades
amostrais e o limite de até 2,0 UFC/100 mL ou 2,2
NMP/100 mL em uma das cinco unidades para coliformes
totais, enterococos, Pseudomonas aeruginosa e clostridios
sulfito redutores e/ou Clostridium perfringens'.

A RDC n° 275, de 22 de setembro de 2005,
possibilita a utilizacdo das técnicas de filtragio em

membrana e do nimero mais provavel (NMP) para a
quantificagdo das bactérias citadas. As referidas técnicas
sao descritas no Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater'' e nas normas publicadas pela
International Standartization Organization (ISO).

De acordo com o exposto, este trabalho teve
como objetivo comparar duas técnicas de ensaio:
a técnica de filtracio em membrana e a técnica do
NMP para os diferentes micro-organismos citados
na legislacio de agua mineral, a partir da avaliagio da
qualidade microbiolégica de amostras comercializadas
em garrafoes de 20 litros no municipio do Rio de Janeiro.
Os resultados obtidos neste estudo poderao indicar uma
técnica mais sensivel para a analise microbiologica de
agua mineral natural segundo os parametros legais.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram analisadas 31 amostras representativas de
agua mineral natural, ndo gaseificadas, comercializadas
em garrafes retornaveis de 20 litros, de 15 marcas
distintas (codificadas pelas letras “A” até “O”), entre os
meses de abril a dezembro de 2006, segundo os critérios
preconizados pela RDC n° 275, de 22 de setembro de
2005, Foram analisadas 7 amostras da marca “A”, 4 da
marca “B”, 2 das marcas “C,D,E,F H,J e L’ e 1 das marcas
“G, L K, M, N e O”. A escolha das marcas foi de acordo
com a disponibilidade no comércio do municipio do Rio
de Janeiro durante o periodo de analises. Cada amostra
era composta de 5 garrafoes com a mesma data de envase,
sendo considerados do mesmo lote, perfazendo um total
de 155 garrafées. As andlises foram realizadas no Setor
de Alimentos do Departamento de Microbiologia do
Instituto Nacional de Controle e Qualidade em Saude -
INCQS/Fiocruz.

Analises microbioldgicas

Para cada grupo de micro-organismos, foram
realizados ensaios utilizando as técnicas de filtracao
em membrana e NMP. Os ensaios de enumeragdo de
coliformestotais, coliformes termotolerantes, enterococos
e Pseudomonas aeruginosa foram realizados segundo
a descrigdo no Standard Methods for Examination of
Water and Wasterwater (APHA, 2005)"". A contagem de
clostridios sulfito redutores foi realizada de acordo com a
norma ISO 6461:1986".
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Enumeragao pela técnica de filtragio em membrana

Aliquotas de 100 mL de cada unidade amostral
foram filtradas em sistema de filtragdo (Millipore)
utilizando membrana estéril de acetato de celulose com
47 mm de didmetro e 0,45 pm de porosidade. Apds a
filtragdo, cada membrana foi transferida para a superficie
do meio de cultura sélido especifico para cada micro-
organismo citado. Para coliformestotais e termotolerantes,
foi utilizado o agar M-Endo (Difco), incubado a 35 +
0,5 °C por 24 horas. As colonias caracteristicas foram
semeadas em caldo verde brilhante bile 2% lactose
(VBBL-Merck), incubados a 35 + 0,5 °C por 48 horas e
em caldo EC (Merck), incubados em banho-maria a 44,5
+ 0,2 °C por 24 horas, para a confirmagado de coliformes
totais e termotolerantes, respectivamente. Os resultados
foram expressos em numero de unidades formadoras
de colonias (UFC) em 100 mL, conforme o calculo:
C=2% (Z * K/ n), onde: C = concentragdo de células
em UFC/mL; Z = contagem das colonias separadas por
caracteristicas; K, = total de colOnias confirmadas de cada
grupo caracteristico; n. = total de colonias testadas de
cada grupo caracteristico.

Para a contagem de enterococos, foi utilizado o
agar mE (Difco) incubado a 41 £ 0,5 °C por 48 horas.
Apés o periodo de incubagdo, a membrana foi transferida
para uma placa contendo meio EIA, incubado a 41 + 0,5
°C por 20 minutos. As colonias caracteristicas foram
submetidas aos testes de produc¢ao de catalase, coloragio
de Gram, utilizagdo da esculina (Merck) e crescimento
em caldo infusdo cérebro-coragdo (BHI) com 6,5% de
NaCl (Merck) a 45 + 2 °C. O resultado foi expresso em
numero de UFC em 100 mL.

Para a enumerac¢ao de P. aeruginosa, foi utilizado
o agar M-PA (Difco) incubado a 41,5 £+ 0,5 °C por 72
horas. As coldnias caracteristicas foram semeadas em
agar Milk (Difco) e incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas.
O resultado foi expresso em numero de UFC em 100 mL
conforme o calculo descrito anteriormente.

Para clostridios sulfito redutores, foi utilizado o agar
sulfito-ferro (Merck) incubado a 37 + 1 °C por 48 horas em
atmosfera de anaerobiose com uso de gerador especifico
para este fim (Merck). Foram selecionadas para contagem
as colonias negras. O resultado foi expresso como nimero
de UFC de clostridios sulfito redutores em 100 mL.

Técnica de NMP

Foram semeadas aliquotas de 10 mL de cada
unidade amostral em 10 tubos contendo 10 mL de caldo
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especifico, em dupla concentragao, para cada micro-
organismo.

Para o teste presuntivo de coliformes, foi utilizado
o caldo Lauril Sulfato Triptose (Merck), incubado a 35
+ 2 °C por 48 horas. Os testes confirmatérios foram
realizados da mesma forma que na técnica de filtragdo
em membrana. O numero de coliformes totais e
termotolerantes foram obtidos na tabela de NMP, baseado
no namero de tubos positivos do caldo VBBL e de caldo
EC respectivamente, sendo os resultados expressos em
NMP/100 mL.

Para enterococos, foi utilizado o caldo azida
dextrose (Difco), incubado a 35 + 2 °C por 48 horas. Os
tubos que apresentaram crescimento foram semeados,
pela técnica de esgotamento, em agar PSE (Difco). As
placas foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas. A
confirma¢ao da presenca de enterococos foi realizada
com as mesmas provas descritas na técnica de filtragdo
em membrana. O resultado foi expresso em NMP/100
mL, baseado no nimero de tubos de caldo azida dextrose
que apresentaram resultado positivo nos ensaios
confirmatdrios.

Para o NMP de P. aeruginosa, foi utilizado o
caldo asparagina, preparado por formulagdo', incubado
a 35+ 2 °C. Apds 48 horas de incubagio, os tubos foram
avaliados em aparelho gerador de luz ultravioleta a 365
nm (Spectroline”, Westbury, Nova York, EUA). Os tubos
que apresentaram producdo de pigmento fluorescente
foram submetidos ao teste confirmatério em caldo
acetamida, preparado por formulagao', incubado a 35 +
2 °C por 36 horas. O resultado foi expresso em NMP/100
mL conforme o nimero de tubos positivos que foram
confirmados no caldo acetamida.

O NMP para clostridios sulfito redutores foi
realizado a partir da semeadura em caldo differential
reinforced clostridial medium (DRCM) (Fluka). Os tubos
foram incubadosa 37 + 1 °C em atmosfera de anaerobiose.
Apds o periodo de 48 horas, foram considerados positivos
os tubos que apresentaram escurecimento do meio. O
resultado foi expresso em NMP/100 mL, baseado no
nimero de tubos positivos.

Avaliacdo da sensibilidade

Os resultados obtidos pelas técnicas de filtragdo
em membrana e NMP na detec¢ao de cada grupo de
micro-organismo foram avaliados em rela¢ido a sua
sensibilidade, como proposto por Greenhalgh'. Nesta
avaliacdo, os resultados positivos obtidos por unidade
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amostral em cada uma das técnicas empregadas foram
considerados como resultados verdadeiros positivos.

O resultado da sensibilidade em percentual foi
determinado conforme o calculo:

S(%) =a/ (a+b) x 100, onde: S = sensibilidade em
percentual; a = verdadeiros positivos; b = falso negativos.

RESULTADOS

De 31 amostras analisadas, 22 (70,97%)
apresentaram qualidade microbioldgica insatisfatoria e
4 (12,90%), qualidade microbiolégica marginal, segundo
os critérios da RDC n. 275/05' (Tabela 1). Em relacio as
marcas analisadas, 7 (D, E, I, K, L, M e N) estavam em
desacordo em 100% das amostras; 1 (A), em 85,71%; e
5B, C, F HelJ), em 50% das amostras. As marcas G e
O e 1 amostra das marcas H e J apresentaram qualidade
marginal, ou seja, apenas uma unidade amostral revelou-
se entre os limites inferior (< 1,0 UFC ou 1,1 NMP) e
superior (2,0 UFC ou 2,2 NMP) estabelecidos na RDC
ne 275/05'° (Tabela 1).

A Tabela 2 apresenta a caracterizagao das amostras
de diferentes marcas de agua mineral natural segundo os
pardmetros microbioldgicos da RDC n. 275/05". Foram
consideradas insatisfatorias as amostras que apresentaram
resultados acima dos limites estabelecidos na legislacdo
supracitada em pelo menos uma das técnicas utilizadas.
Duas amostras foram insatisfatérias (6,45%) devido
a presenca de coliformes termotolerantes, sendo uma
analisada pela técnica do NMP e outra por filtracio em
membrana, porém com auséncia de E. coli em ambas.
Trés amostras (9,68%) apresentaram contagem acima do
limite especificado para coliformes totais pela técnica do
NMP, e, destas, apenas uma foi detectada por filtragao em
membrana. Uma amostra (3,23%) foi insatisfatoria devido a
enterococos detectados apenas por filtragdo em membrana.
Um total de 21 amostras (67,74%) apresentou contagem
acima do limite especificado para P, aeruginosa, 17 (54,84%)
pela técnica do NMP e 16 (51,61%) por filtragdio em
membrana. Duas amostras (6,46%) foram insatisfatorias
devido a clostridios sulfito redutores, detectados apenas
pela técnica do NMP (Tabela 2).

Quanto ao desempenho das técnicas utilizadas, a
filtracdo em membrana apresentou menor sensibilidade
em relacio a técnica de NMP na enumeragdo de
coliformes totais, P. aeruginosa, enterococos e clostridios
sulfito redutores; e igual sensibilidade na deteccdo de
coliformes termotolerantes (Tabela 3). A sensibilidade

da técnica de NMP foi duas vezes maior que a da
técnica de filtracgdo em membrana na quantificagdo de
coliformes totais e clostridios sulfito redutores, e quatro
vezes maior na quantificacdo de enterococos (Tabela 3).
A sensibilidade da técnica de NMP para P. aeruginosa
(71,2%) também foi maior que a da técnica de filtracao
em membrana (64,4%) (Tabela 3).

A Tabela 4 apresenta os micro-organismos
detectados nas amostras de agua mineral natural,
analisadas pelas técnicas do NMP e/ou filtragdo em
membrana. As demais unidades amostrais apresentaram
resultado “< 1,1 NMP/100 mL” e “Auséncia”’ ou “< 1,0
UFC/mL”

DISCUSSAO

A presenga de coliformes, que podem ocorrer
naturalmente em solos, dguas e vegetais, indica a possivel
contaminagdo por fontes aéreas, infiltragao do solo com
aguas pluviais ou contato do produto com superficies
que ndo foram sanificadas corretamente devido a falhas
nas Boas Praticas de Fabrica¢do (BPF)®. Os coliformes
termotolerantes, quando presentes, apontam deficiéncia
higiénico-sanitaria e possivel presen¢a de patdgenos®.

Os resultados obtidos neste estudo apontam
para a importancia do continuo controle da qualidade
microbioldgica desses produtos. Das amostras analisadas,
5 (A2, A6, A7, D2 e J2) (16,13%) apresentaram-
se contaminadas por coliformes totais, sendo que 2
destas (A2 e J2) (6,45%) estavam contaminadas com
coliformes termotolerantes. O resultado encontrado foi
similar ao de outros autores que avaliaram a qualidade
microbioldgica de dgua mineral comercializada em
garrafoes de 20 litros. Silva et al.'¥, ao analisarem 22
amostras, encontraram coliformes totais em 5 (22,7%) e
coliformes termotolerantes em 1 amostra (4,5%). Farache
Filho e Dias', em 84 amostras analisadas, encontraram
coliformes totais e termotolerantes em 13 (15,5%) e
em 2 amostras (2,4%), respectivamente. Coelho et al.'®
verificaram que, de 120 amostras analisadas, 46 (38,33%)
apresentavam coliformes totais acima dos limites
permitidos na legislagdo vigente, enquanto 12 (10%)
estavam insatisfatorias devido a presenca de coliformes
termotolerantes.

Os enterococos, quando presentes, podem indicar
contaminag¢do fecal recente. Estas bactérias tém sido
utilizadas junto com os coliformes termotolerantes para
diferenciar a contaminagdo de origem fecal de humanos
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Tabela 1. Caracterizagdo microbioldgica de amostras de 4gua mineral natural envasadas em garrafoes de 20 1L, segundo a RDC n° 275/05 -
ANVISA/MS

Qualidade insatisfatoria

Marca e n. da amostra Qualidade satisfatoria (%) %) Qualidade marginal (%)

Al, A2, A3, Ad, A5, A6, A7 Al (14,29%) A2, A3, A4, A5, A6, A7
(85,71%)

B1, B2, B3, B4 B1, B2 (50%) B3, B4 (50%) -

Cl1,C2 C1 (50%) C2 (50%) -

D1, D2 - D1, D2 (100%) -

El, E2 - E1, E2 (100%) -

F1, F2 F1 (50%) F2 (50%) -

G - - G (100%)

HI1, H2 . H2 (50%) HI (50%)

I - 1(100%) -

J1,72 . 12 (50%) J1 (50%)

K - K (100%) -

L1, L2 : L1, L2 (100%) -

M - M (100%) -

N - N (100%) -

0 - - 0 (100%)

Total (n = 31) 5 (16,13%) 22 (70,97%) 4 (12,90%)

% ndo detectada.

Tabela 2. Caracterizagdo microbioldgica de amostras de agua mineral natural segundo os parametros estabelecidos na RDC n° 275/05 -
ANVISA/MS, analisadas pelas técnicas do nimero mais provavel (NMP) e filtracdo em membrana (FM)

N. de amostras

. . Técnica X N. de amostras com qualidade N. de amostras com qualidade
Micro-organismos L. com qualidade . ) L. . ) N ) ) i ~
de andlise X L. insatisfatoria [identificagao] (%) marginal [identifica¢ao](%)
satisfatoria
Coliformes termotolerantes NMP* 30 1[A2] (3,23%) NAS
FMP 30 1[J2] (3,23%)
Coliformes totais NMP 27 3 [A6, A7, D2] (9,68%) 1 [A2] (3,23%)
FM 29 1 [A6] (3,23%) 1 [J2] (3,23%)
Enterococos NMP 27 K 4 [B3, D2, 12, J2] (12,90%)
FM 30 1 [D2] (3,23%) -
17 [A2, A3, A5, A6, A7, B3, B4,
NMP 13 D1, D2, E2,H2, I, K, L1, L2, M, N] 1 [H1] (3,23%)
P. aeruginosa (54,84%)
16 [A3, A4, A5, A6, A7, C2, D1, D2,
FM 14 E1,E2, F2,, K, L2, M, N] (51,61%) 101 (3.23%)
Clostridios sulfito redutores NMP 2 2 [E1, F2] (6,:46%) 4[D2, £2, G, K] (12,90%)
FM 27 - 4 [E2, G, J1, K] (12,90%)

*- nimero mais provével; *- filtragdo em membrana; ©- ndo se aplica; ¢- ndo detectada.

Tabela 3. Sensibilidade das técnicas de filtragdo em membrana e nimero mais provavel na detec¢do de cada grupo de micro-organismo em
amostras de d4gua mineral natural

.. Coliformes ) ) . Clostridios sulfito
Técnica Coliformes totais P. aeruginosa Enterococos
termotolerantes redutores
. B Verdadeiro Positivo® 1 2 38 1 4
Filtragao em i
Falso Negativo® 1 3 21 3 8
membrana
Total 2 5 59 4 12
S =a/(a+b) x 100 S =50,0% S =40,0% S =64,4% S =25,0% S =133,3%
i ) Verdadeiro positivo® 1 4 42 4 8
Numero mais .
) Falso negativo® 1 1 17 0 4
provavel
Total 2 5 59 4 12
S = a/(a+b) x 100 S =50,0% S =80,0% S=71,2% S =100,0% S =66,7%

a= numero de verdadeiro positivos; b= niimero de falso negativos; S= sensibilidade
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Tabela 4. Carga microbiana detectada em amostras de dgua mineral natural (20 L), pelas técnicas do nimero mais provavel e/ou filtragao em
membrana, conforme RDC n. 275/05 - ANVISA/MS

Unidade Numero mais provavel

Filtracao em

Unidade Ntumero mais provavel

Filtragdao em

Amostra . membrana Amostra L. membrana
analitica (NMP/100 mL) (UFC/100 mL) analitica (NMP/100 mL) (UEC/100 mL)
Coliformes totais F2 5 <11 3,0
A2 2 2,2 < 1,0 H1 5 2,2 <1,0
A6 4 >23 > 300 4 1,1 <10
A7 5 3,6 <10 H2 5 1,1 <10
D2 1 3,6 < 1,0 1 2,2 11
]2 1 <11 2,0 I 2 <Ll 58
Coliformes termotolerantes 4 >23 93
A2 2 1,1 Auséncia 5 >23 93
]2 1 <11 2,0 1 16,1 100
Pseudomonas aeruginosa K 4 2,2 <10
A2 4 5,1 <10 5 23 <10
5 >23 <10 1 1,1 <10
1 <11 3,0 Ll 4 1,1 <1,0
2 1,1 <10 3 >23 48
A3 3 2,2 < 1,0 L2 4 1,1 5,0
4 <11 5,0 5 >23 50
5 2,2 <10 M 4 >23 118
Ad 3 <1 4,0 5 >23 <10
5 <11 5,0 1 2,2 19
2 9,2 137 2 <11 14
A5 3 2,2 13 N 3 <11 15
4 5,1 11 4 <11 31
5 <L1 72 5 23 35
1 2,2 3,0 O 3 <11 1,0
A6 2 23 <10 Enterococcus
3 9,2 < 1,0 B3 5 2,2 <10
1 5,1 34 D2 1 1,1 5,0
A7 2 >23 > 300 J2 5 2,2 <10
3 2,2 > 300 L2 5 2,2 <10
5 <11 272 Clostridios sulfito redutores
B3 4 3,6 <10 D2 2 1,1 <10
3 12 < 1,0 1 2,2 <1,0
B4 4 1,1 <10 131 3 3,6 <10
5 12 < 1,0 5 2,2 <1,0
1 <11 24 1 1,1 <10
€2 4 <L1 18 E2 5 <11 2,0
3 1,1 41 F2 2 16,1 <10
D1 4 1,1 > 300 1 1,1 <10
5 3,6 <10 G 5 <11 2,0
1 >23 < 1,0 J1 5 <11 2,0
D2 4 <L1 4,0 K 4 2,2 <10
5 <11 5,0 5 <11 2,0
El 4 <11 8,0
0 3 2,2 124
5 16,1 160
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com a de outros animais de sangue quente'’. Bactérias do
grupo enterococos foram detectadas em 4 amostras (B3,
D2, ]2 e L2) (12,90%), sendo que apenas a amostra D2
apresentou valores acima do limite permitido pela RDC
n. 275/05 '° (Tabela 2). Este resultado foi semelhante ao
relatado por Silva et al.'*, que, ao analisarem 22 amostras,
encontraram estreptococos fecais em apenas uma (4,5%).
Ja Ritter e Tondo’, ao analisarem 15 amostras de garrafoes
de 20 L de uma industria localizada na Cidade de Novo
Hamburgo-RS, ndo detectaram enterococos.

Os esporos de clostridios estao amplamente
distribuidos no ambiente, podendo estar presentes em
material fecal de seres humanos e animais, em dgua
residudria e no solo. Diferentemente das bactérias do
grupo coliforme, os esporos sobrevivem na dgua por
longos periodos, por serem mais resistentes que as formas
vegetativas a agdo de fatores quimicos e fisicos, sugerindo
contaminacéo fecal remota'?. Esporos de clostridios sulfito
redutores foram encontrados em 7 amostras (D2, E1, E2,
F2, G, J1 e K) (22,58%), sendo que apenas 2 (E1 e F2)
(6,46%) apresentaram-se fora dos padrdes descritos na
legislacao'*(Tabela 2). Outros autores obtiveram resultados
inferiores. Silva et al." nao detectaram clostridios sulfito
redutores em 22 amostras analisadas. Ritter e Tondo?,
ao analisarem 15 amostras de garrafoes de 20 L de uma
industria localizada no municipio de Novo Hamburgo-
RS, nao detectaram clostridios sulfito redutores.

O elevado indice de amostras contendo P
aeruginosa acima dos limites permitidos (67,74%) revela
o risco do consumo desses produtos. Outros autores ja
relataram contaminagao por P. aeruginosa neste mesmo
tipo de produto. Silva et al.', ao analisarem 22 amostras,
encontraram P. aeruginosa em 11 (50%). Farache Filho
e Dias' constataram que, de 84 amostras analisadas, 8
(9,5%) apresentavam contaminagdo por P. aeruginosa
acima dos limites estabelecidos na RDC n. 275/05".
Coelho et al.'®, ao analisarem 120 amostras, encontraram
22 (18,33%) contaminadas com P. aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa ¢é considerado um
micro-organismo oportunista, podendo apresentar
capacidade invasiva e toxigénica, com grande potencial
de desenvolvimento de multipla resisténcia aos
agentes antimicrobianos. O consumo de agua mineral
contaminada com P. aeruginosa pode representar risco
para determinados grupos com maior suscetibilidade a
infecgdes, como criangas, idosos e imunosuprimidos'.

A caracteristica de encapsulamento por P
aeruginosa lhe confere a capacidade de formar biofilmes
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em equipamentos e embalagens plasticas'’. Sua presenca
nas amostras analisadas sugere provavel contaminagdo
durante o engarrafamento e 0 armazenamento, visto
que as embalagens sdo reutilizaveis, podendo, assim,
contribuir em parte na carga microbiana do produto
final, principalmente quando as etapas de lavagem e
desinfeccao sao deficientes'. Dessa forma, 4gua mineral
em garrafio reutilizavel de 20 litros apresenta maior risco
de contaminacdo®.

As embalagens plasticas retornaveis devem ser
submetidas a pré-lavagem antes da etapa de higienizagao
automatica (limpeza e desinfeccdo)'. A higienizagdo
dessas embalagens tem sido um fator preocupante
na industria de aguas envasadas’. Neste contexto, o
Departamento Nacional de Produ¢ao Mineral (DNPM)
publicou a Portaria n. 358, de 21 de setembro de 2009'¢,
que disciplina o prazo de validade de embalagens
reutilizaveis de 10 e 20 litros, que passou a ser de trés
anos, prazo no qual a embalagem suporta os desgastes
decorrentes de sua manutengao e transporte.

Em relagdo as técnicas analiticas empregadas na
rotina de analises, a técnica de filtragio em membrana
¢ altamente reprodutivel; pode ser utilizada para anélise
de grandes volumes de amostra, no caso de amostras
suspeitas de apresentarem agrupamentos celulares
bacterianos, e geralmente necessita de um tempo de
analise menor que o procedimento de NMP. O limite
de detecao desta técnica é de 1,0 UFC por volume
inoculado, sendo indicada para amostras com contagens
abaixo do limite de detec¢do por outros procedimentos''.

A técnica de NMP é um método estatistico,
e os resultados sdao geralmente mais elevados que os
provenientes de contagens em placas. Mesmo esta
técnica ndo sendo muito precisa, ela permite uma
melhor recuperagio de micro-organismos pelo uso
de meios liquidos seletivos ou diferenciais'®. Os dados
obtidos corroboram essa afirmativa, pois neste estudo foi
observada maior sensibilidade da técnica na enumeracio
de coliformes totais, P aeruginosa, enterococos e
clostridios sulfito redutores em relacdo a técnica de
filtracio em membrana.

CONCLUSAO

A técnicado NMP apresentou maior sensibilidade
do que a técnica de filtragao por membrana para quatro
dos grupos de micro-organismos (coliformes totais,
enterococos, P. aeruginosa e clostridios sulfito redutores)
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relacionados na RDC n. 275/05'" e igual sensibilidade na
deteccdo de coliformes termotolerantes. Sendo assim,
esta técnica demonstrou ser mais eficiente para o controle
da qualidade microbioldgica de 4gua mineral natural.

O estudo apresentou um elevado indice de
amostras com qualidade insatisfatoria (70,97%).
Dentre estas, 21 (67,74%) foram devido a presenca de
P aeruginosa. Atencgdo deve ser dada a reutilizacao dos
garrafoes de 20 litros, que, quando ndo higienizados de
forma correta, podem acarretar contaminagéao bacteriana
e facilitar a formagédo de biofilmes por P. aeruginosa.

Considerando-se o alto consumo de agua mineral
natural, acbes de monitoramento devem ser adotadas a
fim de garantir produtos seguros ao consumidor.
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