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Qualidade microbioldgica e influéncia da
carbonatacao em agua mineral engarrafada
de diferentes marcas com e sem gas
comercializado na cidade de Varginha em
Minas Gerais

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica e verificar a influéncia da
carbonatagdo em dgua mineral natural, engarrafada e industrializada que sdo
comercializadas no municipio de Varginha em Minas Gerais. Para o estudo, foram
selecionadas 18 marcas de garrafas de dgua mineral natural, com e sem gds, de 500 a 510
mL, totalizando 36 amostras adquiridas no comércio local. A contagem de bactérias
heterotréficas foi realizada pela técnica de cultivo em profundidade, utilizando o meio Plate
Count Agar. As contagens de coliformes totais e termotolerantes foram realizadas pelo
método do numero mais provavel, utilizando uma série de 5 tubos, em triplicatas, contendo
os meios Caldo Lauril Sulfato Triptose, Caldo de Lactose Bile Verde Brilhante 2% e caldo
Escherichia coli. Dentre as 36 amostras analisadas, ndo houve crescimento de coliforme
termotolerantes sendo este resultado satisfatério, entretanto, em 4 amostras houve
presenca de coliformes totais. Em relacdo as bactérias heterotroéficas, foram encontradas
em 10 amostras uma contagem superior a 500 UFC/mL. Embora exista uma percepcdo de
que o consumo de agua mineral natural representa um estilo saudavel de vida, esses
produtos ndo sdo totalmente seguros e requerem atengdo ao consumo.

PALAVRAS-CHAVE: consumo comercial de dagua; padrdo de potabilidade da agua;
coliformes; bactérias heterotroficas; qualidade da agua.
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INTRODUCAO

A 3gua é um bem natural valioso e insubstituivel. O seu fornecimento em
guantidade e qualidade é fundamental para a perfeita manutencdo da vida
humana (FERREIRA; SILVA; SOUZA, 2018). Sendo um elemento essencial para a
vida, a dgua também pode se tornar um importante veiculo de muitas doencas
infecciosas (FRANCO; CANTUSIO NETO, 2002). Em condi¢des inadequadas, a dgua
pode conter além de uma série de substancias nocivas, micro-organismos
causadores de doencas que em condicGes favoradveis ao seu crescimento,
contribuem para o aparecimento de doengas (PHILLIPPI JR.; SILVEIRA, 2004).

Com a duvida e a preocupagdo com a qualidade da dgua de abastecimento
que se consome, o cidaddo passou a utilizar a 4gua mineral natural com maior
intensidade e tem provocado uma continua demanda em todos os paises (JEENA
et al., 2006; SABIONI; SILVA, 2006). O sabor e odor desagradavel causado pela
adicdo de fluor e cloro nas aguas de abastecimento publico também contribuem
para esse aumento pela procura por agua mineral natural (AMARAL; GIACOMETTI;
MUTTON, 2005).

Agua mineral natural é considerada como aquelas obtidas diretamente de
fontes naturais ou artificialmente captadas de origem subterrdnea (BRASIL, 2005).
Tradicionalmente as aguas minerais emergiam naturalmente de uma fonte
subterranea sendo consumidas no lugar de origem, entretanto atualmente sao
engarrafadas, vendidas e distribuidas em lugares distantes do seu sitio de origem
(CABRINI; GALLO, 2001).

A 4dgua mineral natural deve ainda apresentar qualidade que garanta auséncia
de risco a saude do consumidor, devendo ser captada, processada e envasada
obedecendo as condi¢des higiénico-sanitarias e as boas praticas de fabricacdo
(BRASIL, 2005).

Ainda de acordo com a definicdo de 4gua mineral natural no Brasil, os
tratamentos que poderiam ser aplicados de forma a reduzir ou eliminar os micro-
organismos como os métodos quimicos (cloragcdo, ozonizagdo) ou agentes fisicos
(temperatura elevada, por exemplo) ndo sdo permitidos (SANT'ANA et al., 2003).

Como a d4gua mineral natural engarrafada é consumida sem nenhum
processamento térmico, a ocorréncia de altas quantidades de possiveis patégenos
oportunistas, podem representar riscos definitivos para a saude de individuos
imunossuprimidos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi de avaliar a
qualidade microbioldgica e verificar a influéncia da carbonatagao em agua mineral
natural engarrafada industrializada que sdo comercializadas no municipio de
Varginha em Minas Gerais, determinando a presenca de bactérias heterotréficas,
coliformes totais e coliformes termotolerantes observando se as mesmas atendem
aos padrdes de potabilidade em portarias vigentes.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Pesquisas Basicas da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade do Vale do Sapucai na cidade de Pouso Alegre
MG, no periodo entre junho a setembro de 2019. Para o estudo foram selecionadas
18 marcas de agua natural mineral carbonatada e ndo carbonatada, embaladas em
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garrafas plasticas com volume de 500 a 510 mL totalizando 36 amostras adquiridas
no comércio local da cidade de Varginha em Minas Gerais. As amostras foram
transportadas em uma caixa isotérmica contendo gelo e a realizacao dos testes
ndo excedeu 24 horas apds a aquisicao.

As andlises foram realizadas segundo os protocolos da American Public Health
Association descrita no Compendium of methods for the microbiological
examination of foods (APHA, 2015).

CONTAGEM DE BACTERIAS HETEROTROFICAS

Foi realizada pela técnica de cultivo em profundidade (pour plate) utilizando o
meio Plate Count Agar (PCA). As amostras foram diluidas em séries de 1:10, 1:100
e 1:1000.

Aligquotas de 1 mL da amostra sem diluir e de cada diluigdo foram distribuidos
em placas de Petri estéril e em triplicatas e em seguida foi adicionado o meio PCA
fundido e resfriado a 45 °C. As placas foram homogeneizadas com movimentos em
forma de “oito” em torno de dez vezes consecutivas. Apds solidificacdo, as placas
foram incubadas em posicdo invertida por 48 + 3 horas a 35 + 0,5 °C (FUNASA,
2013).

Apds esse periodo, foi calculada a média da contagem das col6nias quando
presentes e em seguida, o nimero de UFC/mL foi calculado multiplicando o
numero encontrado pelo fator de diluicdo correspondente.

CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS

Foi realizada pelo método do niumero mais provavel (NMP). Inicialmente foi
realizada a prova presuntiva para coliformes totais utilizando a técnica dos tubos
multiplos com uma bateria de 5 tubos em triplicatas contendo 10 mL de Caldo
Lauril Sulfato Triptose e tubo de Durhan invertido. Nos primeiros 5 tubos a
concentracdo do meio estava duplamente concentrada e cada um recebeu 10 mL
da amostra. Nos outros, foram dispensados 1 mL e 0,1 mL da amostra em 5 tubos
respectivamente. Os tubos foram incubados por 24-48 horas a 35°C + 2°C e ap6s
esse periodo foi verificada a presenca de turbidez do meio com formacao de gas
sendo este o resultado positivo presuntivo. A partir dos tubos positivos, foi
transferida uma aliquota de 10 pL para tubos com o meio Caldo Verde Brilhante
de Bile 2% Lactose contendo tubo de Durhan invertido. Os tubos foram incubados
por 24-48 horas a 35°C = 2°C e apds esse periodo foi verificada a presenga de
turbidez do meio com formagdo de gas sendo este o resultado positivo
confirmativo para coliformes totais.

COLIFORMES TERMOTOLERANTES

Simultaneamente ao teste confirmativo para coliformes totais, a verificacao
da presenca de coliformes termotolerantes foi realizada através da repicagem dos
tubos positivos em Caldo Lauril Sulfato Triptose em Caldo Escherichia coli,
contendo tubo de Durhan invertido. Depois de homogeneizados, os tubos foram
incubados em banho-maria a 45°C durante 24 horas. A turvac¢do e formagao de gas
nos tubos de Durhan confirma a presencga de coliformes termotolerantes.
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ANALISES DOS DADOS

A partir do nimero de tubos positivos estimou-se o nimero mais provavel de
coliformes totais e termotolerantes (NMP/100 mL) empregando-se a tabela
apropriada disponivel no Manual Prético de Analise de Agua (FUNASA, 2013). A da
influéncia da carbonatacdo sobre a qualidade microbiolégica foi verificada através
das médias obtidas nas avaliagcdes de cada tratamento comparadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade (p = 0,05) utilizando-se o Software R 2.5.1 2007.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para verificacdo da qualidade microbiolégica da dgua mineral engarrafada,
foram seguidos os padrGes estabelecidos pela RDC n2 274 que dispde sobre o
Regulamento Técnico para Agua Envasada e Gelo (BRASIL, 2005) e também RDC n2
331 que dispGe sobre os padrées microbiolégicos de alimentos e sua aplicacdo
(BRASIL, 2019a) junto com a Instrucdo Normativa n2 60 que estabelece as listas de
padrées microbioldgicos para alimentos (BRASIL, 2019b).

Das 36 amostras analisadas, em nenhuma houve crescimento de coliforme
termotolerantes sendo este resultado satisfatério, entretanto, em 4 amostras
houve presenca de coliformes totais sendo duas amostras de dgua carbonatada e
duas amostras de agua nao carbonatada como destacado na tabela 1.

Tabela 1. Resultado das andlises de coliformes totais e termotolerantes de agua natural
mineral engarrafada carbonatada e ndo carbonatada.

PO v O Z2<rrR—-—ITOTTmMOOO W™

Agua nio carbonatada Agua carbonatada
Coliformes totais Coliformes  Coliformes totais Coliformes
(NMP/100 mL) termotolerante (NMP/100 mL) termotolerante
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. 8 Aus.
4 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
4 Aus. 4 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.
<2,0 Aus. <2,0 Aus.

Pagina | 17

NOTA: Destaque cinza para resultados positivos.
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Para a conformidade do padrdo microbiolégico a RDC n2 331 (BRASIL, 2019a)
junto com a Instrucdo Normativa n? 60 (BRASIL, 2019b) torna obrigatéria a
auséncia de coliformes totais e termotolerantes em 250 mL de amostra, sendo
assim, neste estudo, trés marcas estariam em desacordo com a resolugao vigente.
E necessdrio e importante, realizar novas analises das marcas de &gua
contaminadas a fim de monitorar a qualidade da dgua que, por hipdtese, vier
apresentar novamente resultado positivo para coliformes totais, mesmo em
ensaios presuntivos, a¢Bes corretivas deverdo ser adotadas.

Além de fornecer riscos ao consumidor, a presencga de coliformes totais sugere
que o produto foi preparado e manipulado de maneira imprépria para o consumo
(CUNHA; SILVA; PAIVA, 2020). Segundo Dias e Farache Filho (2007), a presenca de
micro-organismos do grupo coliforme total sugere problemas na industria
engarrafadora, indicando que necessita de cuidados na protecdo da fonte e/ou
melhorias nas condi¢des higiénicas durante as etapas do processo de captagao
e/ou envasamento do produto.

Com relagdo a presenca de bactérias heterotréficas, neste estudo foi
observada uma maior contaminagdo das aguas minerais engarrafadas por este
grupo de microrganismo que totalizou 61,11% de todas as amostras positivas,
sendo que 10 amostras tiveram contagem bacteriana superior a 500 UFC/mL
(Tabela 2).

Tabela 2. Resultado das andlises de bactérias heterotréficas de dgua natural mineral
engarrafada carbonatada e nao carbonatada.

Agua n3o carbonatada Agua carbonatada

Bactérias heterotréficas (UFC/mL)  Bactérias heterotréficas (UFC/mL)
30000 320
32000
1380
1280

205

35000
2160
33700
0
0
8,5
980
33500
59,5
1440

PO v O Z2<rrR——IGOTTMOUOm®>D>
O r OO0 FrRrR OFRr NOOONMPMOOODOoO

A maior concentragdo de bactérias heterotréficas estava presente em
Pagina | 18 amostras de dgua ndo carbonatada que totalizou 83,33% sendo que 55,55% (Figura
1) destas amostras estavam com limites superiores a 500 UFC/mL. Nas amostras
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de dgua carbonatada a presenca de bactérias heterotréficas foi observada em
38,88% das amostras e em nenhuma delas houve valores que excedem os limites
estabelecidos pela portaria vigente. Apds andlises estatisticas, verificamos uma
diferenca estatistica significante entre a quantidade de micro-organismos
heterotroficos encontrados na dgua carbonatada da ndo carbonatada, com o valor
de p=0,0104.

A Portaria n? 2.914/2011 (BRASIL, 2011) estabelece que seja verificada, na
agua para consumo humano para garantir sua potabilidade, a auséncia de
coliformes totais e E. coli e estabelece limite de 500 UFC/mL de bactérias
heterotroficas, entretanto, ela ndo se aplica a 4gua mineral natural, a 4gua natural
e as daguas adicionadas de sais, destinadas ao consumo humano apds o
envasamento.

O manual de perguntas e respostas da Portaria n? 2914/11(BRASIL, 2011)
informa que a contagem de bactérias heterotréficas tem como objetivo principal
trazer informacgGes da qualidade da dgua de forma genérica, servindo apenas como
um mecanismo auxiliar na indicacdo de falhas do seu tratamento. Sendo assim,
guando as contagens se apresentam elevadas, o cendrio ideal é que se repitam as
andlises a fim de confirmar que ndo houve falhas durante este processo e ir
eliminando quais as possiveis possibilidades de contaminagao, de acordo com o
local e material avaliado.

(UFC/mL)

1 1 ! I

10000 15000 20000 25000 30000 35000

5000
L

]
1

T T
Agua carbonatada Agua nio carbonatada

Figura 1. Influéncia da carbonatagdo sobre a qualidade microbioldgica da agua para
bactérias heterotrdficas (p = 0,0104).

A presenga do didxido de carbono (CO,) pode efetivamente influenciar esses
resultados e reduzir o crescimento de micro-organismos deteriorantes em
alimentos e bebidas. O CO; é soluvel em agua e lipidios sendo seu efeito inibidor
proporcional a quantidade do gas dissolvido no alimento (JAKOBSEN; BERTELSEN,
2006; MARTIN; WERNER; HOTCHKISS, 2003).

Os mecanismos responsaveis pelo efeito inibidor do CO, sobre as bactérias
foram resumidos por Sivertsvik e colaboradores (2002), em quatro sendo eles: A
alteracdo da funcdo da membrana celular, inibicdo direta das enzimas ou influéncia
na taxa das rea¢Oes enzimaticas, penetragdo nas membranas bacterianas levando
a mudangas de pH intracelular e mudancas diretas nas propriedades fisico-
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guimicas das proteinas. Para Sant’ana e colaboradores (2003), o CO, apresenta
efeito bactericida por reduzir o pH da dgua e a carbonatacado pode ser aplicada em
agua mineral natural desde que no rétulo conste de forma clara a expressao "com
gas", entretanto, apesar de a carbonatagdo reduzir significativamente o nimero
de micro-organismos contaminantes, ela ndo pode ser considerada como um meio
de melhorar a qualidade microbioldgica de aguas minerais contendo elevadas
populagdes de micro-organismos (EIROA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1996), desta
forma, os resultados deste estudo condizem com a literatura pesquisada.

A contagem de bactérias heterotrdficas € amplamente utilizada como um
indicador de qualidade da 4gua para consumo humano. A alta densidade de
bactérias heterotroficas pode comprometer a detecgao de micro-organismos do
grupo coliformes. Apesar da grande maioria ndo ser patogénica, pode apresentar
determinados riscos a salde e causar degradacdo sensorial como alteracdes de
sabores e odores (DOMINGUES et al., 2007).

Segundo Ramalho e colaboradores (2001), a qualidade microbioldgica de 4gua
mineral natural engarrafada é de grande interesse ja que muitos consumidores a
usam como uma alternativa para a dgua de abastecimento publico. A agua
engarrafada deve ser de boa qualidade microbioldgica, especialmente se o uso for
destinado a populacdo vulnerdvel, tais como doentes, idosos ou criancas
(WARBURTON, 1993).

Existe a percepgao de que o consumo de agua mineral natural representa um
estilo saudavel de vida e que esses produtos sdo relativamente seguros,
entretanto, pode ndo ser verdadeira a afirmacdo de que a 4gua mineral natural
apresente qualidade microbioldgica superior a das aguas de abastecimento
publico (WENDPAP; DAMBROS; LOPES, 1999).

Os tratamentos que poderiam ser aplicados de forma a reduzir ou eliminar os
micro-organismos seriam os métodos quimicos (cloragdo, ozoniza¢do) e processos
ou agentes fisicos (temperatura elevada, por exemplo), que ndo sdo permitidos no
Brasil, de acordo com a definicdo de agua mineral disponivel na RDC n2 274
(BRASIL, 2005).

Hirai (2013), ressalta a importancia do conhecimento dos biofilmes e sua
influéncia na qualidade da dgua. Para o autor, os biofilmes sdo constituidos por
uma complexa populagdo de micro-organismos e podem estar presentes em
sistemas de purificagao de agua ou em sistemas de envase. Tendo principalmente
sua formag¢do na superficie dos equipamentos, o biofilme além de disseminar
células microbianas planctonicas, pode impedir a a¢do de compostos
antimicrobianos incluindo o cloro utilizado no tratamento de dgua.

Trazendo esta informagdo e aplicando aos resultados encontrados neste
estudo, que verificou alto numero de micro-organismos heterotroéficos,
encontramos fortes suspeitas que os equipamentos de envase possam ser uma das
possiveis fontes destas contaminagdes, uma vez que ndo ha cloragdo neste
produto podendo haver a presenca de biofilmes e justificar os altos valores
encontrados.

A alta contagem de micro-organismos heterotréficos em agua engarrafada
industrializadas traz fortes suspeitas de possiveis fontes de contaminacdo durante
o processo de envase, assim torna-se necessaria maior atengdo na limpeza e a
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manuteng¢do dos equipamentos de forma a minimizar a contaminagao da agua e
garantir maior qualidade do produto ao consumidor.

CONCLUSAO

Das 36 amostras analisadas provenientes de 18 marcas, 4 apresentaram se
contaminadas por coliformes totais estando em desacordo com a RDC n2 275 e 10
amostras apresentaram se contaminadas por bactérias do grupo heterotrdéficos
com contagem acima de 500 UFC/mL, sendo todas estas de dgua mineral natural
nao carbonatada, demonstrando qualidade duvidosa para consumo humano. As
amostras de agua mineral natural carbonatada apresentaram os melhores
resultados sendo esta de boa qualidade e segura para o consumidor.

Embora exista uma percep¢do de que o consumo de agua mineral natural
representa um estilo saudavel de vida, esses produtos ndo sdo totalmente seguros
e requer atengdo ao consumo.
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Microbiological quality and influence of
carbonation in bottled mineral water of
different brands with and without gas sold
in the city of Varginha in Minas Gerais

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the microbiological quality and verify
the influence of carbonation in natural, bottled and industrialized mineral water
that are commercialized in the municipality of Varginha in Minas Gerais. For the
study, 18 brands of bottles of natural mineral water, with and without gas, from
500 to 510 mL, were selected, totaling 36 samples acquired in the local market.
The counting of heterotrophic bacteria was performed by the technique of deep
culture, using the Plate Count Agar medium. Counts of total and thermotolerant
coliforms were performed by the most probable number method, using a series of
5 tubes, in triplicates, containing the media Lauryl Sulfate Tryptose Broth, Lactose
Broth Bile Verde Brilhante 2% and Escherichia coli broth. Among the 36 samples
analyzed, there was no growth of thermotolerant coliforms and this result was
satisfactory, however, in 4 samples there was the presence of total coliforms.
Regarding heterotrophic bacteria, a count greater than 500 CFU/mL was found in
10 samples. Although there is a perception that the consumption of natural
mineral water represents a healthy lifestyle, these products are not completely
safe and require attention to consumption.

KEY-WORDS: commercial water consumption; water potability standard; coliforms;
heterotrophic bacteria; water quality.
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