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RESUMO

A constante preocupacdo com a qualidade da agtinatksao consumo, a presen 1 de
sabores e odores desagradaveis decorrentes da adicliior e cloro nas aguas de
abastecimento publico e a falta de suprimentos ustkxrs de agua potavel, tem
provocado uma continua demanda por agua mineraklativa escassez de estudos
envolvendo a qualidade microbiolégica da agua mingorincipalmente na agua
mineral gaseificada artificialmente, gerou estagpess que tem por objetivo, avaliar e
comparar a qualidade bacteriolégica de aguas nénesam gas e gaseificadas
artificialmente, em embalagens descartaveis, de piarcas comercializadas em
supermercados das cidades de Ribeirdo Preto eqierea- SP. As duzentos e quarenta
amostras analisadas foram divididas em trés |lates @nco unidades gaseificadas e
cinco sem gas de cada marca. Foram realizadasemnplra determinacdo de bactérias
do grupo coliforme, bactérias heterotroficaBseudomonas aeruginosa. Para analise de
coliformes totais eE. coli utilizou-se a técnica de substratos cromogénicasa p
Pseudomonas aeruginosa utilizou-se a técnica de tubos mdltiplos especiicpara
contagem de bactérias heterotrdficas foi utilizadécnica de cultivo em profundidade.
Para as cento e vinte amostras ndo gaseificaddisaalaas (100%), verificou-se a
presenca de coliformes totais em oito amostrasy¥)6presenca dE. coli em seis
amostras (5%), presenca lBesudomonas aeruginosa em cinco amostras (4,2%), e 102
amostras (85%) apresentaram contagem de bactétasotnoficas maior que 500
UFC/mL. Para as cento e vinte amostras gaseificatiadisadas verificou-se que
nenhuma delas apresentou contaminagcdes para o golifmme (totais eE. coli) e
para Pseudomonas aeruginosa. Apenas trés amostras (2,5%) apresentaram comstagen
superiores a 500 UFC/mL para bactérias heterof®ficTodas as marcas nao
gaseificadas analisadas (100%) apresentaram asdsteados padrdes estabelecidos
pela legislagdo em um ou mais parametros avalimésta pesquisa. Apenas duas
marcas das amostras gaseificadas (25%) apresensmnastras fora do padréo para

bactérias heterotréficas.

Palavras chave: dgua mineral; qualidade bacteriol6gica; coliformdsactérias
heterotréficasPseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

The constant concern with the water quality resgrte@ human consumption, the
presence of tastes and odors caused by the addititnoride and chlorine in public
water supplies and the destitution of adequatelmgopf potable water has challenged a
continuous demand for mineral water. The relativevgbion of studies on the
bacteriological quality of mineral water, mainly antificially carbonated mineral water
generated this project that purpose to value armbmopare the microbiological quality
of mineral water without gas and carbonated atdlliz, in dismissible tacking, of eight
types, sold in supermarkets in the cities of Araeag/SP and Ribeirdo Preto/SP. The
two hundred forty analyzed samples were divideshares with five unities carbonated
mineral water and five without gas. There were mib practice analysis for
determination of coliform bacteria, heterotrophicacteria and Pseudomonas
aeruginosa. To analysis of total coliform ané. coli it was used the chromogenic
substrates technique, for Pseudomonas aerugingsd the multiple tube specific
technique and to counting heterotrophic bactetiajas used the technique of growing
in depth. To the one hundred twenty samples noocated water analyzed (100%),
was checked the presence of total coliforms intesgimples (6,67%), presence Ef
coli in six samples (5%), presenceRseudomonas aeruginosa in five samples (4,2%),
and one hundred two samples (85%) was with coubtsvea 500 CFU/mL for
heterotrophic bacteria. To the one hundred tweatpanated water samples analyzed
(100%), was checked that no samples analyzed wdaromated to the coliform group
(total andE. coli) and toPseudomonas aeruginosa. Just three samples (2,5%) present
counts above 500 CFU/mL for heterotrophic bacteklathe brands of the samples no
carbonated water tested (100%) presents out of siecifications of Brazilian
legislation in one or more parameters analyzedhia project. Just two brands of
carbonated water samples (25%) presents out agfbeifications to the heterotrophic

bacteria.

Key words: mineral water, bacteriological quality, coliforpteterotrophic bacteria,
Pseudomonas aer uginosa.



INTRODUCAO

A abundancia de agua no planeta gera uma falsaag@Ensde recurso
inesgotavel; no entanto, a agua é um recurso feitdo tdo abundante quanto parece.
Esse fato fica evidenciado considerando que 97,8%gla existente no planeta e
salgada (oceanos e mares) e 2,493% da agua dateemstgeleiras ou regides
subterréaneas de dificil acesso, restando apen@g%,8a agua doce disponivel para o
consumo em rios, lagos e atmosfera. O Brasil date@Po da agua doce superficial do
mundo; desse total, 70% esta na regido Amazonica b da populacdo brasileira
enquanto os 30% restantes estdo distribuidos d@disignte para atender a 93% da
populacao.

A cultura das aguas minerais, data da era dos msnaue eram amantes de
banhos. No século XVII na Franca, o comércio dadguinerais foi regulamentado por
Henrique IV, em maio de 1605. Ao longo do séculX X que realmente nasceu a
industria de envasamento de 4gua mineral, em futggisuas propriedades medicinais.
Com a expanséo dos meios de transportes, princpénas ferrovias, houve a abertura
do comércio para os paises vizinhos. No século &&,0 ano de 1968, a producao
brasileira de agua engarrafada manteve-se estapaltir dai iniciou-se uma nova fase
no mercado, com langamento do garrafdao de 20,lpassibilitando sua ampliagdo. Em
1970, outra novidade da industria de aguas minegais conquistou o consumidor,
foram as garrafinhas plasticas de polietileno deabdensidade (PEBD). Em 1979, o
crescimento do mercado aumentou ainda mais comnaalirgdo do garrafdo de plastico
de policarbonato.

A agua mineral natural € obtida diretamente decfonaturais ou artificialmente
captada de mananciais subterraneos, caracterizda@ntetdo definido e constante
de sais minerais e pela presenca de oligoelemenagos constituintes; pode também
ser gaseificada artificialmente. Para que apresempealidade que garanta auséncia de
risco a saude do consumidor, deve ser captadagegzada e envasada, obedecendo as
condicdes higiénico-sanitarias e boas praticagliechcao.

A constante preocupacdo com a qualidade da agui@matks ao consumo tem
provocado uma continua demanda por agua minerab@os os paises. Além disso, o
sabor e odores desagradaveis decorrentes da atdkcdidor e cloro nas aguas de
abastecimento publico e a falta de suprimentogyda potavel segura, durante viagens,

tém também resultado em um aumento na demandaidevéigeral.
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A vigilancia rotineira da qualidade bacteriologda agua € indispensavel, tendo
em vista a necessidade de proteger a saude dognudoses, uma vez que a agua de
consumo humano é um importante veiculo de enfedeilale natureza infecciosa.
Observando o aumento no consumo de agua mineifigada e nao gaseificada; bem
como 0 aumento no numero de estabelecimentos guercializam o produto, a falta
de estudos com aguas minerais gaseificadas, etiadeaestudos anteriores realizados
no Laboratdrio de Saude Publica da Faculdade decia® Farmacéuticas do Campus
de Araraquara — UNESP, com aguas minerais em gardgaf volumes maiores, optou-se
pela continuidade a pesquisa da qualidade de &guna&sais, com o objetivo de avaliar
a qualidade bacteriologica de 4guas minerais, sene gaseificadas artificialmente, em
embalagens descartaveis de 300 a 510ml provenidatef#o marcas comercializadas

em supermercados das cidades de Ribeirdo Pretaragara - SP.
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CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA
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1.1 - Agua mineral

Aguas minerais s&o definidas como aquelas prontssiede fontes naturais ou
de fontes artificialmente captadas, de mananciaibtegdneos que possuem
composic¢des quimicas e propriedades fisicas awoftgiimicas, capazes de Ihe conferir
uma acdo medicamentosa (BRASIL, 2000; BRASIL, 2005)

Palhares, 2004, define agua mineral como a ageacgatém substancias
minerais e gasosas dissolvidas e, conforme o nhimksaolvido, a agua pode ser,
alcalina, sulfurosa, salobra, acidula ou magnesideeorrendo dai suas propriedades
medicinais.

Ramireset. al., 2004 considera como agua mineral a que conseagingir
profundidades maiores e, dessa forma, se enriqueoeusais, adquirindo novas
caracteristicas fisico-quimicas.

Cada agua mineral tem sua composicao fisico-quimiteda ao longo de
centenas ou milhares de anos, decorrente dos osvéis de rochas por onde séo
filtradas, assim como radioatividade e temperaderaada fonte (ZAMPERO, 2008).

Durante muito tempo, acreditou-se que as aguasramsngnham uma origem
diferente da agua subterrédnea; sabe-se hoje quasad a mesma origem. Sao aguas
de superficie que infiltram no subsolo e cujo cddte em sais esta diretamente
relacionado com o calor pois a capacidade de d@msolinerais e de incorporar solutos
aumenta com a temperatura (RAMIR&Sal., 2004).

Tradicionalmente aguas minerais eram aquelas qeegam naturalmente de
fonte subterr@nea sendo consumidas no lugar denorigtualmente sdo engarrafadas e
comercializadas em lugares distantes do seu stiorigem (COELHOet. al., 1998;
CABRINI e GALLO, 2001).

Sendo a agua um dos elementos fundamentais paist@neia do ser humano,
em seu estado natural € um dos componentes de paieza que se conhece;
entretanto torna-se dificil encontrar uma fonte &pia doce que nao tenha suas
caracteristicas alteradas (NASCIMENE&Dal., 2000).

Esse setor se tornou o mais dinamico do mercadodiaue bebidas,
representando um total de 35% desse mercado. Porld8 bilhdes de litros sdo
consumidos no planeta - média de 22 litros porgaesa venda de agua obteve, na
tltima década, o maior crescimento anual e temaajprea de permanecer em alta de 7
a 9%. Em 2010, é esperado que esse mercado ddbife,(2009).
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Um levantamento apresentado no 3° Congresso Mutelidguas, realizado em
setembro de 2006, na lItalia, revelou que, da p@uugtal de aguas envasadas no
mundo, 58% foi de produtos naturais e 42% de Aaguasessadas. As aguas
gaseificadas representaram 16% em volume e 28%tenafmento (CRESPO, 2007).

A agua mineral natural pode ser classificada enma &pum gas, que € a agua
mineral natural a qual ndo foi adicionada de dioxdé carbono e em agua gaseificada
artificialmente, que é a 4gua mineral natural d fpiadicionada de di6xido de carbono
(BRASIL, 2000).

A grande maioria das marcas encontradas a vendgseéificada
artificialmente em um processo industrial idéntmo dos refrigerantes; retira-se o
oxigénio presente no liquido e injeta-se, em sgarlwgas carbdnico. A agua tem de ser
resfriada para absorvé-lo. A carbonatacdo conssteacao quimica entre €® HO
através do borbulhamento de diéxido de carbono gua &iquida, cujo produto desta
reacdo o acido carbdnico {E10;) — um acido fraco que é o responsavel pela reddigdo
pH da agua (LIRA, 2010). Ja o processo naturalodmdcdo de 4gua carbogasosa ou
carbonatada, surge do aquecimento subterraneoomissf estdo situadas em regides
onde ocorreram vulcdes ou onde a camada de madéneass proxima da superficie.
Existe ainda outra possibilidade: "O gas carbérimmbém pode ser formado pela
oxidacdo da matéria organica presente no aquifafoma o hidrogedlogo Ricardo
Hirata, da USP. De qualquer forma, muitas aguassgasnaturais podem apresentar
teor de gas carbbnico baixo para as convencdesrciaisee, nesse caso, recebem
artificialmente um reforco de GMORAES, 2002).

Sendo um produto nobre, a agua mineral deve saedmionada em embalagem
que, acima de tudo, proteja de contaminacdes, gasialidade microbiolégica do
produto é o que mais se preza. A embalagem néao jperdeatir que haja interacédo da
agua com elementos externos ou que haja vazamenassdeve também apresentar
uma boa imagem do produto junto ao consumidor.vArdidade dentro desse segmento
das embalagens plasticas é grande; os tipos eestedio o polietieno (PE), o
polipropileno (PP), o policarbonato (PC), polietbetereftalato (PET) e o PVC. Essas
embalagens apresentam baixo custo, evitam ferrugessuem leveza, facilidade no
manuseio e transporte, sdo reciclaveis e pratddasEuropa, em funcdo do preco, a
embalagem PVC tem diminuido e o PET esta sendpaatd, sendo essa uma tendéncia
em todo o mundo (MACEDO, 2001).
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No Brasil, 70% da agua envasada utiliza PVC, m&E® ja esta tendo sua
participacdo, especialmente em agua com gas qge egse tipo de embalagem, pois,
além do acabamento, transparéncia, brilho e flid#lnle de moldes, o PET também
apresenta resisténcia interna a pressdo, alémtalelae a perda de gas carbbnico,
permite lavagem a quente e aceita pigmentacdo (MXT2001).

Acompanhando a tendéncia mundial, 0 mercado birasitee 4guas minerais
continua em ascensao, consolidando-se como umedoses da economia que mais
crescem no pais (ABINAM, 2005). Em 2005 o Brasibti em 8° lugar em producéo,
com 7,7 bilhdes de litros, e 9° em faturamento, de8nbilhdes de euros (ABINAM,
2006%). Em 2007, a producéo cresceu 6%, chegarifi® dilhdes de litros, fazendo
com que noanking dos dez maiores produtores internacionais, o Bfigasse na 72
posicdo, com producdo de 10 bilhdes de litros, regua Zenith International. A
lideranca continuou com os Estados Unidos, queuaicam 34 bilhdes de litros em
2007. Em relacdo ao consumo mundial de aguas nmenergrojecdo da consultoria
para 2011 é de 250 bilhdes de litros, superandmlome global de refrigerantes,
estimado em cerca de 220 bilhdes de litros. Mastaksas projecdes, 0 consumo de
agua assinalara, entre 2001 e 2011, crescimentb2d& contra 36% das bebidas
carbonatadas. No mesmo periodo, os chas terdoidoes@0%, os leites, 58%, as
cervejas, 34% e os sucos, 11%. O levantamento nithZevelou que, no segmento de
embalagens descartaveis, as aguas carbonatada&sergpram 14% da producdo
mundial e as sem gas, 49%. Os garrafdes ficaranB3Z&m(ABINAM, 2010).

1.2 Qualidade microbiolégica da dgua mineral

A qualidade microbiolégica da dgua mineral engadafé de grande interesse,
pois, pode tornar-se um importante veiculo de méssio de parasitas e doengas
infecciosas, ja que muitos consumidores a usam aome alternativa para a agua de
abastecimento publico (RAMALHG@t. al., 2001; FRANCO e CANTUSIO NETO,
2002). A agua engarrafada também deve ter boa dadali microbioldgica,
especialmente se o0 uso for destinado a populagéeramnel, como no caso de pessoas
doentes, idosos, gestantes e criancas (WARBURTO9B)1

16



Doencas infecciosas relacionadas a agua sao a weisa de morbidade e
mortalidade em todo o mundo e causa de mais ded@0¥das as mortes nos paises em
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006).

Além dos microrganismos de importancia para saliddiqa € necessario que
seja observado, em especial, os microrganismos pgaem deteriorar 0 produto
(alterando sabor e/ou coloracdo) e aos indicadates condicbes higiénicas
(SANT ANA et. al., 2003).

Acredita-se que maior numero de microrganismos agbréerado em aguas de
garrafas plasticas devido a caracteristica do ipthste permitir a passagem deg, O
proporcionando superficie de crescimento adequadags bactérias (COELHE. al.,
1998).

Para que a agua mineral natural apresente a gdelglze garanta auséncia de
risco a saude do consumidor, deve ser captadeggzada e envasada obedecendo as
condi¢des higiénico-sanitarias e boas préaticasadechcdo (BRASIL, 2000; BRASIL
2005). Portanto, devem ser realizadas periodicaramlises microbiolégicas na fonte
e no produto final envasado, tanto pelo produtomaopelo 6rgdo fiscalizador
(BUZZETTI, 1998).

Os padrbes de identidade e caracteristicas mirdmagialidade para aguas séo
estabelecidos de acordo com o uso pretendido dégsa. No Brasil, o érgdo
responsavel pela determinacdo desses padrdes éridgNacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2000; BRASIL, 2005).

Os possiveis tratamentos aplicados de forma a ireduz eliminar os
microrganismos sdo os métodos quimicos (cloragazmipacdo) e processos ou agentes
fisicos como no caso de temperatura elevada, pn@e, que ndo sao permitidos no
Brasil, de acordo com a definicdo de agua mindratarbonatacdo pode ser aplicada

desde que no rétulo conste de forma clara a exésem gas" ja que o C2@presenta

efeito bactericida por reduzir o pH da agua. Naetat, ndo pode ser considerado um
meio de melhorar a qualidade microbiolégica dasadgminerais que contenham
populacdes elevadas de microrganismos (SANT ANAIl., 2003).
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1.3Doencas transmitidas por agua e alimentos (DTAA)

A mudanca nos habitos alimentares, principalmeatepopulacées urbanas em
areas industrializadas, permitiu o aumento da dipglmlade de alimentos em boa parte
do globo e uma substancial elevacao dos riscosioekdos a doencas transmitidas por
agua e alimentos (DTAA) (KAFERSTEIN, 2003).

Doengas transmitidas por agua e alimentos sdoaxjoalisadas por alimentos e
agua contaminados com microorganismos e/ou suagig por outros contaminantes
quimicos e fisicos. Os principais patdgenos emeegddentificados nas ultimas cinco
décadas sadCampylobacter sp, E. coli enterohemorragica e @ryptosporidium, assim
como cepas resistentes de enterobactérias entjgaasdestaca-seSalmonella sp. A
principal manifestacédo das DTAA é a diarréia, ntaeto, ha patégenos ou substancias
quimicas que podem afetar outros Orgdos, causamdtomsis neurolégicos ou
comprometimento hepatico, renal e respiratorioreemtutros (EDUARDO, 2005;
KAFERSTEIN, 2003).

Até vinte anos atras, os surtos de DTAA estavaroces3$os a eventos sociais,
com inicio rapido e restrito as pessoas presentesevento, freqientemente a
investigacao identificava um erro na manipulacé@lduento e as medidas de controle
eram de ambito local. No entanto, atualmente, sdwmente identificados surtos com
distribuicdo espacial difusa, envolvendo muitos itipios e estados, alterando de
forma expressiva as caracteristicas dessas epglem&vido a contaminacdo de
alimentos industrializados distribuidos pelo conwérem ampla area geografica
(WALDMAN, 2010).

A avaliacdo de dados sobre as causas e vias dgenissdo de surtos de diarréia,
no periodo de 1992 a 2002, no estado de S&o Raokirou que dos 1.143 surtos de
diarréia, 124 surtos (10,9%) estavam associadosagua. Uma analise mais detalhada
para os surtos de diarréia notificados no peric@@D0 a 2002 apontou 0s seguintes
resultados: dos 728 surtos de diarréia envolvedb81 casos, 36 (5%) foram devido
exclusivamente a exposicdo a agua, com 2.338 cag0s1%) por agua e transmissao
pessoa a pessoa, 32 (4,4%) por agua e alimentogpeNodo em questdo foram
identificados ainda 69 surtos de diarréia envoleerdposicdo a agua (9,5%), 384
(52,7%), devido exclusivamente a alimentes;em 275 (37,7%) ndo foi possivel
identificar a via de transmissdo (ignorada). Emtse69 surtos associados a agua, 13

(18,8%) foram atribuidos a falhas no sistema pabtie abastecimento de agua; 6
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(8,7%), devido ao uso de fontes alternativas (pogoa, agua mineral etc.); 1 (1,4%)
por agua recreacional; 49 (71%) devido a caixgutadoméstica com problemas. Os
agentes etioldgicos encontrados nos surtos asssciadagua foramCyclospora
cayetanensis, Cryptosporidium, Giardia, Norwalk, rotavirus,Salmonella, Shigella
sonnel, E. coli enteropatogénica e adenovirus. Entre 2000 e 2088 foegistrados, em
média, 400 mil casos de doencas diarreicas poean8ao Paulo (EDUARDO, 2005;
HADDAD, 2010).

A hepatite A, freqientemente associada a veiculdgéoca nos paises em
desenvolvimento, tem no alimento, nas areas debeéda&s, a principal via de
transmissdo. Em S&o Paulo, os dados da vigilam@demiolégica mostram que a
doenca se apresenta em picos ciclicos de surtoada 3 ou 4 anos, e sua maior
ocorréncia é registrada em creches, escolas esegpacos fechados, afetando o grupo
de 1 a 4 anos de idade. Entre 1999 e 2004, foraificados 1.379 surtos relacionados a
doencas transmitidas por agua e alimentos; de®165,(16%) foram diagnosticados
como de hepatite A. Entre os surtos de hepatitée/Afdram associados @gua, 2%
pessoa a pessoa, 3% contato cesgoto e em 90% ignorado, isto é, a investigacao
epidemiologica ndo conseguiu determinar a via desmissdo. Outra patologia
importante, a febre tiféide, € causada pgdhamonella Typhi, e veiculada por agua e
alimentos contaminados com esgoto/dejetos humartamleém por falta de higiene
adequada de portadores assintomaticos. Provocatdmaos abdominais (cdélicas,
constipacao) e febre alta, e nos casos mais gre&eas complicacdes que podem levar
ao 6bito. (CVE-SES-SP, 2004; BASSHT al., 2004).

Entre os anos de 2000 e 2008 no Brasil ocorrerarauttos de febre tifdide,
sendo 8 casos no Estado da Bahia, 3 no Estadoad@&do, 1 no Amazonas, 1 no
Maranh&o, 1 em Sergipe e 1 no Rio Grande do Sulumetotal de 128 pessoas
enfermas, uma foi a Obito. Dos 15 surtos, 14 fodmrorigem alimentar, sendo 64%
relacionados a ingestdo de agua, 14% com o condarsanduiche, 7% com a ingestéo
de maionese e 7% com a ingestao de multiplos alosdB8VS, 2010).

Quando a agua para o consumo humano é o fatosateidentificado devem ser
rastreadas todas as etapas de sua producdo, dedmapb domicilio, ou 0 uso de fontes
alternativas pela populacédo, assim como a utilzagiaguas recreacionais (parques de

aguas, lagos, rios, mar, piscinas, pocas). Essasg| além de diarréias, podem causar
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dermatites, conjuntivites, meningoencefalites e uissgssomose, entre outras
(EDUARDO, 2005).

1.4 Microbiota autéctoneem aguas minerais

As aguas minerais naturais ndo sao estéreis, apaage microrganismos que
Ihe séo préprios, isto é, existentes antes de geatgatamento ou processamento. Esses
microrganismos sao conhecidos como autéctones erangermanecam num nivel
baixo em termos populacionais enquanto a aguassteu ambiente natural, logo apos
o engarrafamento comecam a se multiplicar rapideen@@OELHO et. al., 1998).
Pertencem a esse grupo de microrganismos as bactiws géneroBPseudomonas,
Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, Micrococcus e Bacillus (SANT ANA et.
al., 2003). Juntamente com as bactérias autoctonssndavem-se as indigenas,
principalmente em aguas com alto contetdo minenaleenperaturas proximas a 20 °C
(COELHOet. al., 1998).

Para a saude publica, o impacto das bactérias eima$ég tem sido muito
discutido. Alguns autores sugerem que essas a0 incapazes de colonizar o trato
digestivo, possivelmente devido a sua inabilidaahe sebreviver em potencial redox
baixo e em temperatura de 37°C; no entanto, algiengsse tem sido expressado sobre
a habilidade dessas bactérias em converter o ittas aguas minerais em nitrito
(COELHOet. al., 1998).

A preocupacédo esta na possivel e ocasional presiengatdgenos comdbrio
cholerae, Shigella SP, Aeromonas hidrophilla, Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas
aeruginosa, virus entéricos e protozoarios (VARNAM al., 1994).

Normalmente a qualidade da &agua mineral é avalipela presenca de
microrganismos indicadores e patogénicos; no emtamtudancas na populacao
bacteriana apés o engarrafamento ou durante aagstoc pode também indicar
alteracdes na agua da fonte ou modificacbes dumargagarrafamento; por isso a
necessidade de se examinar e caracterizar a papubacteriana na fonte e na agua

engarrafada como uma adicdo ao controle do pro¢PESRAES, 2002).

20



1.5 Microbiota al6ctone

A microbiota al6ctone é outro grupo de microrgamsrmgue pode surgir na agua
mineral. Ao contrario da microbiota autdctone, esta é encontrada preferencialmente
na agua, mas pode surgir durante as etapas prviangarrafamento ou durante o
processamento. O aumento significativo da populagéesas bactérias € raro,
principalmente devido a seus requerimentos nutraeg Os tipos mais persistentes de
bactérias al6ctones apresentam caracteristicagdofigias semelhantes as espécies
autoctones. Essas incluem espécies mesofilas Gegativas, tais comd?seudomonas
cepacia, Pseudomonas multivorans, Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas
aeruginosa. As espécies patogénicas de interesse primaricAguas minerais Sao:
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Vibrio cholerae, Shigella sp, Pseudomonas
cepacia, virus entéricos e alguns protozoarios. Esses @ges podem chegar até a
agua por contaminacao fecal ou outras vias. Isso@diretamente na fonte ou durante
o engarrafamento. As caracteristicas de multiplicag sobrevivéncia desses
organismos nas aguas minerais requerem mais egtD@&d_HOet. al., 1998).

As bactérias contaminantes apresentam pouca seéneia em aguas
engarrafadas e podem se tornar fisiologicamenjadicadas com a exposicdo ao meio
aquético por ndo se adaptarem bem as condi¢cescgaimfisicas da dgua. Apesar das
condi¢cdes desfavoraveis, os patdgenos, podem peceramidveis em agua e causar

varias doencas entéricas ap0s serem ingeridos (RANMDAet. al., 2001).

1.6 Microrganismos indicadores e sua ocorréncia eagua mineral

S&0 grupos ou espécies de microrganismos que, guarasentes em um
alimento, podem fornecer informacdes sobre a ogoiaéde contaminacdo de origem
fecal, provavel presenca de patdégenos, deteriordgdaimento ou indicar condicbes
sanitérias inadequadas (FRANCO e LANDGRAF, 2003).

A avaliagdo da qualidade e a higiene empregadacuwegsamento da agua sao
determinadas na presenca ou auséncia de um orgamsiicador e sua respectiva
populacdo. O isolamento e a identificacdo de cgmade microrganismo exige uma
metodologia diferente e a auséncia ou presencandpgatbgeno nao exclui a presenca
de outros (BETTEGA. al., 2006; SANT ANAet. al., 2003).
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Os microrganismos considerados indicadores de momag@do em aguas
minerais s&o: coliformes totais, coliformes fecdarshotoleranteskscherichia coali,
clostridios sulfito redutores a 46°C, enterococBseudomonas aeruginosa e a
contagem de bactérias heterotroficas (SANT AdtiAal., 2003).

Para gque um microorganismo seja considerado ingiicalkve apresentar
algumas caracteristicas como: ser aplicavel a toddgpos de agua, ter uma populacao
mais numerosa no ambiente que outros patdgenaevear melhor que os possiveis
patdgenos, possuir resisténcia aos processos delepuracdo equivalente a dos
patogénicos e ser detectado por uma metodologiglesme de baixo custo.
Infelizmente, ndo existe um indicador ideal de iglaale sanitaria da agua, mas sim
alguns organismos que se aproximam das exigénefasidas (BETTEGAet. al.,
2006).

Para Franco e Landgraff (2003) o indicador ideacoletaminacdo fecal deve
preencher os seguintes requisitos: 1. Ter comddtabiclusivo o trato intestinal do ser
humano e de outros animais; 2. Ocorrer em numen@eb nas fezes do ser humano e
de animais domésticos; 3. Apresentar alta resisté ambiente extra-enteral; 4. Ser

detectado através de técnicas rapidas, simplescesas.

1.7 Escherichia coli

Enterobacteriaceae é uma familia de bactérias Gram negativas, forrpadaeis
géneros e inUmeras espécies de microrganismosp spredalguns sdo habitantes do
trato intestinal de animais de sangue quente cornisclerichia coli, a Klebsiela
pneumoniae e o Proteus mirabilis, enquanto outros sdo agentes causadores de
toxinfecgbes, febre entérica e desinterias c&atmonella typhi, Shigella sp e Yersinia
pestis (GONCALVES,et. al., 2002).

A Escherichia coli € a espécie mais frequientemente isolada de amdstfages
por pertencer a microbiota intestinal normal daviiios saudaveis. Geralmente nao
esta associada a efeitos prejudiciais a saudentaate, sob certas circunstancias, pode
provocar doencas graves. Cepas patogénicas samsaspis por infecgbes do trato
urinério, sistema nervoso e sistema digestivo emamos. Quatro grupos de coli
causadoras de diarréia sdo conhecidfscoli enterohemorragica (EHECE. coli

enterotoxigénica (ETEC)E. coli enteropatogénica (EPEC) Ee coli enteroinvasiva
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(EIEC). Outros grupos dé=. coli associados a diarréia existentes d#o0 coli
enteroagregativa (EAEC) E. coli aderente (DAEC), mas seu significado ndo est4,
ainda, bem esclarecido (WORLD HEALTH ORGANIZATIORDO3).

Alguns sorotipos de EHEC, particularmeiiiecoli O157:H7, causam doencas
que podem incluir desde diarréia moderada a cdlgenorragica e/ou sindrome
urémico-hemolitica. AE. coli O157:H7 €, atualmente, considerada uma séria andeaca
saude publica, com formas de infeccdo que provosé@rnas complicagdes clinicas
(GUIMARAES e SERAFINI, 2006).

ETEC produz enterotoxinas termolabeis ou termoesay € importante causa
de diarréia em paises em desenvolvimento, espemiédnem criangcas de pouca idade.
Os sintomas da infec¢éo por ETEC incluem disturatmominais, com ou sem diarréia
aguosa moderada, nauseas e dor de cabeca. A mfpocE&PEC tem sido associada
com severa diarréia ndo sanguinolenta, vomito eefedm criancas que ocorre
freqientemente em paises em desenvolvimento, abpeaie em criangas desnutridas,
com perda de peso ou retardo no crescimento. A EiBGsa diarréia aquosa e
ocasionalmente sanguinolenta (WORLD HEALTH ORGANT&N, 2003).

Os bovinos séo o principal reservatorio Elecoli patogénica, mas a bactéria
pode também ocorrer em suinos, caprinos e aves stica® como galinhas. A
transmissdo ocorre principalmente através da iageste alimentos ou &gua
contaminados, no entanto, pode ser transmitidalaaipor contato com animais ou
individuos contaminados (GONCALVES al., 2002).

A transmisséao dE. coli patogénica através da agua tem sido documentaia tan
para aguas recreacionais quanto para agua de corsumano. Um surto envolvendo
E. coli O157:H7 ocorreu em um sistema de suprimento de dgeamunidade agricola
de Walkerton, em Ontario, no Canada, em 2000, tesgld na morte de sete pessoas e
mais de 2300 ficaram doentes (WORLD HEALTH ORGANIAAN, 2003).

O impedimento da contaminacdo da agua mineraEpooli é importante uma
vez que alguns pesquisadores ja documentaram doi@vs@ncia no produto.
Pesquisadores verificaram que o microrganismo azcdp aderir a superficie interna
das garrafas e consideraram que este fato podepkca seu longo tempo de
sobrevivéncia na dgua mineral (GUIMARAES e SERAFRIO6).

Estudos demonstraram qué&.acoli 0157:H7 é capaz de sobreviver de 50 a 300

dias em agua engarrafada. Portanto, supfe-se tpudatéria € capaz de sobreviver
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por mais tempo em agua mineral que outras cepds dai (GONCALVES «t. al.,
2002).

1.8 Microrganismos pesquisados na agua

A sequir serdo abordados os microrganismos erdadwieste trabalho para

avaliacdo bacteriolégica da agua mineral.

1.8.1 Coliformes

O grupo coliforme é dividido em coliformes totaisaiformes termotolerantes.
Os coliformes totais sdo todas as bactérias aer@viaanaerobias facultativas, Gram
negativas, ndo esporuladas e na forma de bastanetefermentam a lactose com
formacao de gés dentro de 48h a 35°C e séo cagezestabolizar o nitrofenip-D-
galactopiranosideo (ONPG). Neste grupo estdo mmtuicerca de 23 espécies, que
diferem em suas caracteristicas bioquimicas, sgical® e no seu habitat, dentre as
quais se encontram tanto bactérias originariasrato gastrintestinal como diversos
géneros e espécies de bactérias ndo entéricas, @@moatia por exemplo (APHA,
2005; CETESB, 1997; CONSOLé. al., 2006).

Os coliformes termotolerantes que séo originarimgrdto gastrointestinal tém
praticamente a mesma definicdo que os totais; tememn se diferem na capacidade de
fermentar a lactose com producéo de gas, em 24h5a-445,5°C. Nesse grupo estao
incluidos pelo menos 4 géner&scherichia, Enterobacter (multiplica-se em ambiente
livre), Citrobacter e Klebsiella, dos quais os 3 Ultimos ndo sdo de origem
exclusivamente fecal; por este motivo, a enumera@@&ba deEscherichia coli como
indicacdo de contaminacdo fecal é mais represeatagie os demais (MACEDO,
2001).

Para enumeracdo das bactérias do grupo coliforroe pséconizadas trés
técnicas. Destas técnicas, duas quantificam og$oouks através do uso de tubos
multiplos e revelam a densidade bacteriana atrdodsimero mais provavel (NMP). A

terceira, conhecido como membrana filtrante, permitsualizacdo do numero de
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coldnias de microrganismos existentes e o resutagpresso em unidades formadoras
de colbnias (UFC) (COELH®@:. al., 1998).

O uso da técnica do substrato cromogénico perreterminar simultaneamente
os coliformes totais eEscherichia coli presentes em uma determinada amostra,
reconhecendo como coliformes totais as cavidades bactérias que alteram a
coloracdo do meio, de incolor para amarelo, porabwdizar o nitrofenilB-D-
galactopiranosideo (ONPG), e corischerichia coli, quando as cavidades positivas
apresentam além da coloracdo amarela, fluorescémgiaob luz ultravioleta (360 nm),
por metabolizar a ONPG e o0 MUG (COELHOal., 1998; CONSOLLI, let.al., 2006).

Somente aEscherichia coli, ou seja, o principal componente do grupo dos
coliformes termotolerantes € produtor da enzimdubegonidase que cliva o b-D-
glucoronido-4-metil-mbeliferona (MUG) no qual sesb& 0 método cromogénico,
caracterizado pela sua velocidade em fornecertag®d simultdaneos para coliformes
totais (ONPG positivas) Escherichia coli (ONPG e MUG positivas). De fato, o uso
deste teste significa considerar os coliformes doharantes como sendo todos
Escherichia coli (SOARES&t. al., 2000).

1.8.2Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa esta presente no solo, na agua e em alimentos ae@mo
vegetais; no ser humano pode ser encontrada na ¢elisando diversos tipos de
doencas, principalmente em individuos imunologigamelebilitados, por produzirem
substancias téxicas. Provoca manifestacfes clinitoaso meningite, infeccdes nos
ouvidos, olhos, em ferimentos, queimaduras e o tnanario, pneumonia necrosante e
até mesmo necrose hemorragica da pele (MACEDO, ;200RABULSI e
ALTERTHUM, 2005).

S&o bacilos Gram negativos, moveis através de Iflageolares, oxidase e
catalase positivos, ndo esporulados, aerObiostosste, geralmente, produzem
pigmentos verdes, azuis ou amarelo-esverdeadoapyasentam fluorescéncia sob luz
ultravioleta. Sua temperatura 6tima de crescimesta entre 37°- 42°C; a 55°C séo
completamente inativadas. As propriedades fisiolgimais notaveis sédo a tolerancia a

valores relativamente altos de pH, a sobrevivéagissubstratos com poucos nutrientes
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e a capacidade de metabolizar uma grande variattadempostos (GUILHERME.
al., 2000; MACEDO, 2001).

A presenca de altos niUmeros REeudomonas aeruginosa em agua engarrafada
pode estar associada a alterac6es no paladaredddoidez, por produzirem diversas
substancias (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a; FRA e LANDGRAF,
2003).

1.8.3 Bactérias heterotréficas

As bactérias heterotroficas sdo microrganismos rggeierem carbono como
fonte de nutriente, sdo mesofilas, aerébias oulttdouas, estdo presentes em grande
namero e sado indicadoras da qualidade bacteri@oggc agua de uma forma ampla
(DOMINGUESEt. al., 2007; COELHCHt. al., 2010).

A maioria dessas bactérias, geralmente, ndo é émttag no entanto, alguns
membros desse grupo, incluintdegionella spp., Mycobacterium spp., Pseudomonas
spp.,Aeromonas spp., podem ser patdégenos oportunistas (QUIROZ)200

Mesmo que a maioria das bactérias heterotroficanidabiota natural da agua
ndo seja considerada patogénica é importante gaepspulacdo seja mantida sob
controle, pois populacbes muito elevadas dessdértzcna agua podem causar riscos
a saude do consumidor. A contagem padrdo de lextéeterotroficas para agua
potavel ndo deve exceder a 500 unidades formaderaslénia por mililitro (UFC/mL)
(BRASIL, 2004; DOMINGUE&t. al., 2007; COELHGCHt. al., 2010).

A presenca dessas bactérias também pode indicadete@oracao na qualidade
da agua de consumo ou um processo de desinfece@lequado no sistema de
producédo, entretanto, essas bactérias ndo séradéB como parametro de qualidade

pela legislagéo brasileira para agua mineral (QUIRZD02).
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RESUMO

A escassez de estudos envolvendo qualidade mitdglia da dgua mineral,
principalmente gaseificada artificialmente, geraieeestudo que tem por objetivo,
avaliar e comparar a qualidade bacteriolégica desginerais sem gas e gaseificadas
artificialmente. Foram avaliadas oito marcas comeradas nas cidades de Ribeirdo
Preto/SP e Araraquara/SP. As duzentos e quarerdstras analisadas foram divididas
em trés lotes com cinco unidades gaseificadaso® gem gas de cada marca. Foram
realizadas andlises para determinacdo de bactddagrupo coliforme, bactérias
heterotréficas @’seudomonas aeruginosa. Para analise de coliformes totai€.ecoli
utilizou-se a técnica de substratos cromogénic@sa Pseudomonas aeruginosa
utilizou-se a técnica de tubos multiplos especificgpara contagem de bactérias
heterotrdficas foi utilizada a técnica de cultiva profundidade. Para as cento e vinte
amostras ndo gaseificadas analisadas (100%), ceeriie a presenca de coliformes
totais em oito amostras (6,67%), presenck.am®li em seis amostras (5%), presenca de
Pseudomonas aeruginosa em cinco amostras (4,2%), e 102 amostras (85%)
apresentaram contagem de bactérias heterotrofiedsr mue 500 UFC/mL. Para as
cento e vinte amostras gaseificadas analisada®4)10@rificou-se que nenhuma das
amostras apresentaram contaminacdes para o grlifinge (totais eE. coli) e para
Pseudomonas aeruginosa. Apenas trés amostras (2,5%) apresentaram costagen
superiores a 500 UFC/mL para bactérias heterot®fitodas as marcas das amostras
nao gaseificadas analisadas (100%) apresentarémnasgos padroes estabelecidos pela
legislacdo em um ou mais parametros avaliados pestpuisa. Apenas duas marcas das
amostras gaseificadas (25%) apresentaram-se fargatiroes apenas para bactérias

heterotroéficas.

Palavras chave: dgua mineral; qualidade bacteriol6gica; coliformdsactérias

heterotroficasPseudomonas aeruginosa.
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ABSTRACT

The privation of studies on the microbiological bjysof mineral water, mainly
in artificially carbonated mineral water generatieid study that purpose to value and to
compare the microbiological quality of mineral watsithout gas and carbonated
artificially, of eight types, sold in the cities éfraraquara/SP and Ribeirdo Preto/SP.
The two hundred forty analyzed samples were dividedghares with five unities
carbonated mineral water and five without gas. &lveere put into practice analysis for
determination of coliform bacteria, heterotrophacteria and Pseudomonas aeruginosa.
To analysis of total coliform and E. coli it wasedsthe chromogenic substrates
technique, for Pseudomonas aeruginosa used thelauitbe specific technique and to
counting heterotrophic bacteria, it was used tlo@rigjue of growing in depth. To the
one hundred twenty samples no carbonated wateyzath(100%), was checked the
presence of total coliforms in eight samples (6,57%esence of E. coli in six samples
(5%), presence of Pseudomonas aeruginosa in fivgplea (4,2%), and one hundred
two samples (85%) was with counts above 500 CFUfonlheterotrophic bacteria. To
the one hundred twenty carbonated water sampldgzaaa(100%), was checked that
no samples analyzed was contaminated to the awmlifpoup (total and E. coli) and to
Pseudomonas aeruginosa. Just three samples (2r88&npcounts above 500 CFU/mL
for heterotrophic bacteria. All the brands of ttemgles no carbonated water tested
(100%) presents out of the specifications of Braaillegislation in one or more
parameters analyzed in this project. Just two lwafic¢darbonated water samples (25%)
presents out of the specifications to the hetepbiimbacteria.

Key words: mineral water microbiological quality, coliformbgterotrophic bacteria,

Pseudomonas aeruginosa.
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1- INTRODUCAO

A abundancia de agua no planeta gera uma falsaag@Ensde recurso
inesgotavel; no entanto, a agua é um recurso fenmdo tdo abundante quanto parece
(MACEDO, 2001). Esse fato fica evidenciado considdp que 97,5% da agua
existente no planeta é salgada (oceanos e mads 8% restantes, 2,493% da agua
doce estd em geleiras ou regides subterraneasicieatiesso, restando apenas 0,007%
da agua doce disponivel para o consumo em riogs lagatmosfera (ALVESt. al.,
2002).

O Brasil detém 11,6% da agua doce superficial dodoudesse total, 70% esta
na regiao Amazonica com 7% da populagao brasigicauanto os 30% restantes estéao
distribuidos desigualmente para atender a 93% @alagio (UNIVERSIDADE DA
AGUA, 2004).

A cultura das aguas minerais, data da era dos msnajue eram amantes de
banhos. No século XVII na Franga, o comércio dasguinerais foi regulamentado por
Henrique, em maio de 1605. Ao longo do século XIXjue realmente nasceu a
industria de envasamento de agua mineral, em fullggisuas propriedades medicinais.
Com a expansao dos meios de transportes, prin@pénas ferrovias, houve a abertura
do comércio para os paises vizinhos. No século &&,0 ano de 1968, a producédo
brasileira de agua engarrafada manteve-se estapeltir dai iniciou-se uma nova fase
no mercado, com lancamento do garrafdo de 20 lipossibilitando a ampliacdo do
mercado. Em 1970, outra novidade da industria desagninerais, que conquistou o
consumidor, foi a garrafinha plasticas de poliatlele baixa densidade (PEBD). Em
1979, o crescimento do mercado aumentou aindacuoaisa introducéo do garrafao de
plastico de policarbonato (MACEDO, 2001).

A constante preocupacdo com a qualidade da agtiaatks a0 consumo tem
provocado uma continua demanda por agua minerab@os os paises. Além disso, o
sabor e odores desagradaveis decorrentes da adkcdldor e cloro nas aguas de
abastecimento publico e a falta de suprimentogyda @otavel segura durante viagens
tém também resultado em um aumento na demandaudenéigeral (AMARAL,et. al.,
2005; COELHOst. al., 1998; JEENA&t. al., 2006; LIMA, 2003).

A agua mineral natural é obtida diretamente desfonaturais ou artificialmente

captada de mananciais subterraneos, caracteriza@ntetdo definido e constante
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de sais minerais e pela presenca de oligoelememaosos constituintes; pode também
ser gaseificada artificialmente (BRASIL, 2000).

Para que a agua mineral natural apresente a gdelglze garanta auséncia de
risco a saude do consumidor, deve ser captadegegzada e envasada, obedecendo as
condicbes higiénico-sanitarias e boas préaticas aericacdo (BRASIL, 2000;
MACEDO, 2001).

A vigilancia rotineira da qualidade bacteriol6gaaagua é indispensavel, tendo
em vista a necessidade de proteger a saude dasnudoses, uma vez que a agua de
consumo humano € um importante veiculo de enfedeilale natureza infecciosa.
Observando o aumento no consumo de agua minegifigada e ndo gaseificada; bem
como o0 aumento no numero de estabelecimentos quercializam o produto, a falta
de estudos com aguas minerais gaseificadas, etiadeaestudos anteriores realizados
no Laboratorio de Saude Publica da Faculdade deciag Farmacéuticas do Campus
de Araraquara — UNESP, com aguas minerais em gardaf volumes maiores, optou-se
pela continuidade a pesquisa da qualidade de aguasrais em embalagens
descartaveis com volumes menores, gaseificadas oe gadeificadas, geralmente

consumidas individualmente.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Amostragem

Foram utilizados trédotes de &aguas minerais, sem gas e gaseificadas
artificialmente, comercializadas em embalagens at&seis em volumes de 300ml a
510ml. Para cada lote foram utilizadas cinco uredade agua mineral gaseificada
artificialmente e cinco unidades néo gaseificadaygnientes de mesma fonte, para
cada marca; as amostras utilizadas foram proversiede oito marcas diferentes
adquiridas bimestralmente em supermercados dasdesdale Ribeirdo Preto e
Araraquara-SP, totalizando 240 amostras que foraitidhs em trés lotes de 80, sendo
40 amostras com gas e 40 sem gas

As amostras adquiridas foram conduzidas ao lahdvaté mantidas em

temperatura ambiente até 0 momento da analiseitasgo-se os prazos de validade.

35



2.2- Analises bacterioldgicas

As andlises bacteriologicas foram realizadas no otabrio de Saude
Publica/Analise de Agua do Departamento de CiénBiadgicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas do Campus de AraraguaraESBNonde foram avaliados os
seguintes parametros: coliformes tot&scoli, bactérias heterotroficasRseudomonas

aeruginosa.

2.2.1 Determinacdo do numero mais provavel (NMP/104L) de coliformes totais e
E.coli nas amostras de agua.

Para determinacdo da presenca e NMP/100mL (numaisoprovavel em 100 mL
de amostra) de coliformes totais Ecoli utilizou-se a técnica de substratos
cromogénicos (definidos), seguindo as orientac@e®RHA (2005) e do fabricante.
Parte da amostra (100 mL), preservada na embalagiimal até o momento da
andlise, foi transferida para frasco descartaveéries em condigcbes assépticas,
adicionando-se o contetudo de um flaconete contersistrato do TSD-C (Técnica de
substratos cromogénicos-definidos). Apds fechaflaszo foi agitado vagarosamente,
até gue todos os granulos se dissolvessem. Conioadeiuma pipeta estéril, transferiu-
se 10mL da amostra de agua mineral com substrato qaala um dos 10 tubos de
cultura com tampa de rosca, estéreis, posterioemeotibados a temperatura de 35-
37°C por 24 h.

Apés esse periodo foram realizadas as leiturasapavecimento de coloracao
amarelada nos tubos indicou positividade paraarotiés totais. A partir do nimero de
tubos positivos em cada amostra estimou-se o numeis provavel de coliformes
totais (NMP/100mL) empregando-se Tabela apropriAtEXO A).

Para a determinacdo do numero mais provavel (NOOPHL) deE.coli, os tubos
positivos para coliformes totais (com coloracdo ratad foram expostos a luz
ultravioleta (360nm de comprimento de onda) pavardicacdo de fluorescéncia azul,
o que indicou positividade patacoli. A partir dos tubos positivos, foi estimado o
NMP/100mL utilizando-se a tabela apropriada (ANEXO
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2.2.2 Contagem de bactérias heterotroficas.

Para contagem de bactérias heterotréficas foizatlh a técnica de cultivo em
profundidade empregando-se placas em duplicatainggas orientacdes da American
Public Health Association (2005) e Companhia de ndlgia de Saneamento
Ambiental (1978).

Em cada placa foi distribuido 1,0mL da amostraiadando em seguida cerca de
12 a 15mL do meio Plate Count Agar (PCA) fundidesriado (44 — 45°C); as placas
foram homogeneizadas e, apds solidificacdo do nmedopadas em posicao invertida
por 48 +3 h a 35 - 37°C.

ApOs a incubacgéo, foi realizada a leitura do nungereolénias nas duas placas e
calculada a média das contagens obtidas. O resufi@dexpresso em unidades

formadoras de colbnias/mL (UFC/mL).

2.2.3 Determinacdo do numero mais provavel (NMP/106L) de Pseudomonas
aeruginosa.

Para determinacdo do NMP/100mL Peeudomonas aeruginosa foi utilizada a

técnica de tubos multiplos especifica, seguindari@mntacées do APHA (2005).

Para o teste presuntivo inocularam-se aliquotddd. da amostra em cada um
dos dez tubos contendo caldo asparagina em coac@atdupla. Os tubos inoculados
foram incubados em estufa a temperatura entre835CG. Apos 24h e novamente apés
48hs de incubacdo, os tubos foram examinados sobullwavioleta (360nm de
comprimento de onda) em uma camara escura. O apargo de pigmento esverdeado

fluorescente constituiu teste presuntivo positivo.

Para o teste confirmatdrio, inoculou-se 0,1mL wléuca dos tubos positivos em
tubos contendo caldo acetamida. A reacdo confimaatpositiva deu-se pelo
desenvolvimento de pH elevado indicado pela cofmrggirpura do meio em 24 — 36h
de incubacéo a 35 — 37°C.

A partir dos tubos positivos na prova confirmat@simou-se o numero mais
provavel dePseudomonas aeruginosa (NMP/100mL), empregando-se tabela apropriada
(ANEXO A).
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3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a verificacdo da qualidade da agua minerantquaos parametros para
coliformes totais,E. coli e Pseudomonas aeruginosa, foram adotados os padrdes
estabelecidos pela Resolucdo n°275 de 22 de setatat#005 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria que aprova o Regulamento Taxnide Caracteristicas
Microbiologicas para Agua Mineral Natural e Aguatidal. (BRASIL, 2005)Como a
legislacdo especifica para agua mineral ndo fazewetia a bactérias heterotroficas, foi
adotado como padrao o limite de 500UFC/mL citad®odaria n°518 de 25 de marco
de 2004, que estabelece a qualidade da agua pasanco humano e seu padrdo de
potabilidade (BRASIL, 2004).

De acordo com a Resolucdo n° 275, a agua mineoatiede apresentar risco a
saude do consumidor, isto €, ser ausente de m&nsrYos patogénicos, seja na fonte,
poco ou local de origem e na sua comercializac&sta em conformidade com as
caracteristicas microbiologicas descritas no quadios critérios microbioldgicos
(ANEXO B). Quanto a impropriedade para consumo mona amostra indicativa sera
condenada quando for constatada a presenEaaté ou coliformes termotolerantes ou
guando o numero de coliformes totais eRseudomonas aeruginosa for maior que o
limite estabelecido para amostra indicativa, quee@or que 1 UFC (unidade formadora
de colonia)/100mL. A amostra representativa forna@t®rmacdo a respeito da
qualidade de um lote ou partida. Assim, um lotepartida sera rejeitado quando for
detectada a presenca &e coli em qualgquer uma das cinco unidades da amostra
representativa, ou quando a contagem de colifortoéss e/ou P. aeruginosa
ultrapassar o limite superior permitido que € d¢FZ/100 mL em pelo menos uma das
unidades amostrais, ou, ainda, quando ultrapasdemite inferior permitido que é
menor que 1 UFC/100 mL em mais de uma das unidadestrais (BRASIL, 2005).

Os resultados obtidos nas andlises microbiologmas 120 amostras nao
gaseificadas (100%) estdo apresentados na TabdlNEXO D), que expressa
respectivamente o numero mais provavel de bact@\ilsk*/100mL) coliformes totais,
E.coli, Pseudomonas aeruginosa e a contagem de bactérias heterotroficas, expesssa
UFC/mL. Observa-se a presenca de coliformes tagais oito amostras (6,67%),
referentes a trés marcas (37,5%) analisadas, geeskek. coli em seis amostras (5%)
referente a duas marcas (25%), presencaPsi#idomonas aeruginosa em cinco

amostras (4,2%), referente a quatro marcas (50%Peamostras (85%) apresentaram
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contagem de bactérias heterotréficas maior que BBG/mL. Ja os resultados das
analises bacterioldgicas para as amostras gaskificastdo relacionados na Tabela 6
(ANEXO E), observa-se que nenhuma das 120 amamt@sadas (100%) apresentou
contaminacgfes para o grupo coliforme (totaik. eoli) e Pseudomonas aeruginosa.
Apenas trés amostras (2,5%) apresentaram contagpasores a 500 UFC/mL.

Nas Tabelas 1, 2 e 3 sdo apresentados o0s resultiatitbss referentes ao niumero
e porcentagem de amostras ndo gaseificadas eigadad estudadas em cada um dos
trés lotes, que atenderam ou ndo aos padrdes lesidbe pela legislacdo vigente, em
relacdo a coliformes totaigscherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e bactérias

heterotréficas.

A Tabela 4 relaciona o nUmero de amostras pordatearca que apresentaram

contaminacgao pamdseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

O Graéfico 1 demonstra o nimero de amostras porasa@yge nao atenderam aos
parametros estabelecidos pela legislacdo brasifgra coliformes totaiskE. coli,
Pseudomonas aeruginosa e Bactérias Heterotroficas.

Na Tabela 1 verifica-se a distribuicdo de amosiéas gaseificadas bem como a
de amostras gaseificadas analisadas no primegoDats 40 amostras nao gaseificadas
analisadas, todas nao apresentaram contaminacga@qldormes totais e paia coli.

Do total de 40 amostras analisadas para o0 paranieodomonas aeruginosa
verificou-se que 38 amostras (95%) ndo se apresemtzontaminadas, enquanto que, 2
amostras (5%) apresentaram contaminacéo. Par@ametno de bactérias heterotroficas
foi constatado que apenas 11 amostras (27,5%)eatandao padrao estabelecido por
legislacdo, enquanto que 29 amostras (72,5%) apiegaen contagens superiores a 500
UFC/ml. Para as amostras gaseificadas foi verificguke todas as amostras analisadas
nao apresentaram contaminacdo para coliformesstoEai coli e Pseudomonas
aeruginosa, atendendo aos padrdes estabelecidos pela |€gistigcaguas minerais. No
entanto, verificou-se que apenas 2 amostras (5%&saptaram contagens acima de
500UFC/mL para heterotroficos, estando em descondade com a legislacdo para

potabilidade de agua de consumo humano.
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Tabela 1: Namero e porcentagem de amostras nadicgdas e gaseificadas de aguas
minerais em embalagens individuais de 300 a 510mprimeiro lote que atenderam e
nao atenderam aos padroes estabelecidos pelat&gidbrasileira, comercializadas nas
cidades de Araraquara - SP e Ribeirdo Preto - SP.

Amostras Nao Gaseificadas Amostras Gaseificadas
Parametros Atenderam  N&o Atenderam Atenderam N&o Atenderam
N % N % N % N %
Coliformes Totais 40 100 0 0 40 100 0 0
Escherichia coli 40 100 0 0 40 100
Pseudomonas Aeruginosa 38 95 2 5 40 100 0
Bactérias Heterotroficas 11 27,5 29 72,5 38 95 2 5

A Tabela 2 mostra a distribuicdo de amostras n&eifjgadas e gaseificadas
analisadas no segundo lote. Das 40 amostras nadicgdas analisadas, verificou-se
que 32 amostras (80%) nao apresentaram contaminacd® amostras (20%)
apresentaram contaminagdo para coliformes tota#) atendendo ao padrao
estabelecido na legislacdo. Pdta coli verificou-se que 34 amostras (85%) né&o
apresentaram contaminagcdo, enquanto que 6 amogitd%) apresentaram
contaminacédo. Todas as 40 amostras analisadaspné&eataram contaminagado para
Pseudomonas aeruginosa, atendendo aos padrbes estabelecidos pela |€gisiBara
bactérias heterotréficas, apenas 4 amostras (1pféyentaram-se adequadas quanto a
legislacdo, enquanto que 36 amostras (90%) apezaemtcontagens elevadas para
heterotroficos. Para as amostras gaseificadas doficado que todas as amostras
analisadas n&o apresentaram contaminagdo paraorcwg totais, E. coli e
Pseudomonas aeruginosa, atendendo aos padrdes estabelecidos pela |&gisi@caguas
minerais. No entanto, verificou-se que apenas 1 saa® (2,5%) apresentaram
contagens acima de 500UFC/mL para heterotrofigiando em desconformidade com

a legislagéo para potabilidade de agua de consumaut.
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Tabela 2: Namero e porcentagem de amostras nadicgdas e gaseificadas de aguas
minerais em embalagens individuais de 300 a 510m&egundo lote que atenderam e
nao atenderam aos padroes estabelecidos pelat&gidbrasileira, comercializadas nas
cidades de Araraquara - SP e Ribeirdo Preto - SP.

Amostras Nao Gaseificadas Amostras Gaseificadas
Parametros Atenderam  N&o Atenderam Atenderam N&o Atenderam
N % N % N % N %
Coliformes Totais 32 80 8 20 40 100 0 0
Escherichia coli 34 85 6 15 40 100
Pseudomonas Aeruginosa 40 100 0 0 40 100
Bactérias Heterotroficas 4 10 36 90 39 975 1 2,5

Na Tabela 3, verifica-se a distribuicdo de amostéasgaseificadas bem como a
de amostras gaseificadas analisadas no terceieo Taidas as 40 amostras nao
gaseificadas ndo apresentaram contaminacao paupo cpliforme (coliformes totais e
E. coli). ParaP. aeruginosa, verificou-se que 37 amostras (92,5%) estavamcdeda
com o padrdo determinado pela legislacdo, enquap® 3 amostras (7,5%)
apresentaram contaminacdo. Das 40 amostras aralipatda bactérias heterotroficas,
verificou-se que apenas 3 amostras (7,5%) atende@rpadrdo, enquanto que 37
amostras (92,5%), estavam inadequadas. Para adrasngaseificadas foi verificado
que todas as amostras analisadas nédo apresentardammacdo em nenhum dos

parametros analisados nesta pesquisa.

Tabela 3: Nimero e porcentagem de amostras nadicgsas e gaseificadas de aguas
minerais em embalagens individuais de 300 a 510mterceiro lote que atenderam e
nao atenderam aos padrdes estabelecidos pelat&gidbrasileira, comercializadas nas
cidades de Araraquara - SP e Ribeirdo Preto - SP.

Amostras Nao Gaseificadas Amostras Gaseificadas
Parametros Atenderam  N&o Atenderam Atenderam N&o Atenderam
N % N % N % N %
Coliformes Totais 40 100 0 0 40 100 0 0
Escherichia coli 40 100 0 0 40 100
Pseudomonas Aeruginosa 37 92,5 3 7,5 40 100 0 0
Bactérias Heterotroficas 3 7,5 37 92,5 40 100 0 0
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Resultados semelhantes aos encontrados nesta qzespaia auséncia de
coliformes totais foram descritos por Resende (Rafi& em 10 marcas de aguas
minerais avaliadas (100%), nenhuma apresentouaedssl positivos para a presenca de
coliformes totais e por Farache Filbb al. (2008) que néo constataram contaminacao
para coliformes totais em 110 amostras de 1,5ldeagua mineral provenientes de 22
marcas diferentes. Para o param&iragoli, resultados semelhantes foram descritos por
Alves et. al. (2002) em garrafdes de 20 litros, Resende (2@8pr Farache Filhet.
al. (2008) em amostras de 1,5 litros, Dias (2008)aemostras de aguas minerais em
volumes de 330 a 600mL, Cabrini; Gallo (2001); Goet. al. (1998) e Nascimente.
al. (2000). O valor de 20% para presenca de colifertomis desta pesquisa foi inferior
aos encontrados por Coelleb al. (2010) que constatou a presenca de bactérias do
grupo coliformes totais em 38,33% das amostras, T@orcredi; Marins (2003) em
57,14%, Sant’Anat. al. (2003) em 25% das amostras, Cabrini; Gallo (2@0126,7%

e superior aos encontrados por Farache Filho; 2@88) em 15,3%, Alvest. al.
(2002) que constatou presenca de coliformes tetai,5% das amostras analisadas,
Resende (2008) em 10% das amostras e por Dias)(2@0& 2,9% das amostras
positivas.

A ocorréncia de coliformes totais em agua mine@epestar relacionada a
auséncia de cuidados sanitérios, problemas nasgdes de captagdo, canalizagao,
filtracdo, envasamento ou outros, que possam rlergoropriedades e composicao
destas (COELHQ. al., 1998). Isso revela a vulnerabilidade do setdustrial frente
as contaminagoes.

A presenca de coliformes totais em 8 amostras deraumarcas (50%)
analisadas demonstra a possibilidade de ocorr@élecigoblemas em uma determinada
fonte e/ou indUstria de envasamento, o que sugeee@ssidade de cuidados na fonte
e/ou melhorias nas condigdes higiénicas durant¢apss do processo.

Para o parametr&. coli, o valor de 15% de contaminacao, foi superior ao
descrito por Farache Filho; Dias (2008) que coasdat presenca de coli em apenas
2,4% e inferior aos achados por Sant’Asaal. (2003) em 20,4% das amostras
analisadas em volumes de 20 litros.

A enumeracdo dE. coli € importante, pois sua presenca indica poluicéal fec
possibilidade da presenca de outros microrganisnt&ricos. Entretanto, o resultado
negativo ndo implica em auséncia de risco de canta@o fecal, pois este pode ser

influenciado pelo nimero e tamanho da amostrajtskaade da metodologia utilizada,
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quantidade presente de coliformes e a interacdé@rgsta com Pseudomonas
aeruginosa, através da producdo de uma substancia denomfRagaidocin” (PLS),
que tem efeito bacteriostatico sobreEa coli, Aerobacter aerogenes, Citrobacter
freundii e Klebsiella sp., podendo dificultar o isolamento destes, altiwaos resultados
laboratoriais (COELHOet. al, 2010; TANCREDI, 2002), aléem de haver cepas de
Salmonella mais resistentes do que os coliformes (COEL#Gil, 2010 e FRANCO;
LANDGRAF, 2003).

A interacao sinérgica entie coli e Pseudomonas aeruginosa pode ter ocorrido
nesta pesquisa como mostra a Tabela 5, de formasguenostras que apresentaram-se
contaminadas poE. coli ndo estavam contaminadas frseudomonas aeruginosa e

vice versa.

Tabela 4: Relagdo das amostras ndo gaseificadaxatdo com lote e marca que
apresentaram contaminacao pRsaudomonas aeruginosa e paree. coli.

Pseudomonas Escherichia
Marca Amostra Lote aeruginosa coli
(NMP/100mL) (NMP/100mL)

2,2 0
0 > 23
0 9,2
0 > 23
0 23
0 > 23
0 > 23

S5dl 0

> 23 0
1,1 0

'r|
QUWOAaORANEDNRO
WRWNNNNNN PR

Este mesmo efeito sinérgico foi descrito por Fagaétilho et. al., 2008,
avaliando a qualidade microbiol6gica de aguas raisarao carbonatadas em volumes
de 1,5 litros e por Dias; Farache Filho, 2007, gmad minerais comercializadas na
cidade de Araraquara SP.

Os valores de 5% e 7,5%, encontrados nesta pesparsaPseudomonas
aeruginosa sao inferiores aos achados por Coadhal. (2010) com positividade em
18,33% das amostras, Farache Filho; Dias (2008),6%%, Guilhermest. al. (2000) em
22,7% e Nascimentet. al. (2000) em 50% das amostras analisadas e SuEeHOR
valores encontrados por Dias (2008) com 4,3% ecRarkilhoet. al. (2008) em 4,5%.
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A pesquisa de Cabrini; Gallo (2001) revelou que fofi@ncontrada a presenca
de Pseudomonas aeruginosa em nenhuma das amostras de agua mineral analisadas.
Guimaraes (2006) encontrou contaminacao Poraeruginosa em uma das cinco
unidades de uma das marcas analisadas.

A Pseudomonas aeruginosa tem aparecido freqientemente em exames
bacterioldgicos de aguas cloradas, ndo-clorad#&s miaerais naturais. Levando-se em
conta que esse microrganismo inibe o crescimenso cddiformes, temos que estar
alerta quanto a sua presenca em aguas de consumend(GUILHERME€t. al.,
2000). Este fato pode ter ocorrido nesta pesquigags cinco amostras que estavam
contaminadas pdPseudomonas nao apresentaram contaminacao por coliformes.

A presenca de elevados niumerosPdeudomonas aeruginosa em agua potavel,
principalmente em agua engarrafada, pode estarioetamla a mudancas no paladar,
odor e turbidez dessas aguas (WORLD HEALTH ORGANIEAN, 2006).

Em aguaengarrafadas, a presenca desse microrganismo poégmicada por
sua capacidade de aderéncia a superficie dasagggior sua grande capacidade de
proliferar em agua destilada e aguas minerais (TRAR; ALTERTHUM, 2005).

Por todas essas razbes, sdo necessarias medidamnadi de controle na
protecdo da fonte e na limpeza em todas as etapa&nghrrafamento para garantir
auséncia deseudomonas aeruginosa no produto final.

Em relacdo as bactérias heterotroficas, indicesa@éts de contaminacdo
também foram descritos por Coelleh,al. (2010) que detectaram contagens superiores
a 500UFC/mL em 65% das amostras; Domingetesl. (2007) em 53,5%; Farache
Filho, et. al. (2008) em36,4%; Dias (2008) em 58%; Cabrini; Gallo (2001) 889%;
Nascimentoet. al.. (2000) em 50%; e Farache Filho; Dias (2008) en®%ldas
amostras; no entanto, Guimaraes; Serafini, (2006%tatou que apenas quatro marcas
(26,7%) apresentaram bactérias heterotroficas, emasnumero inferior a de 500
UFC/mL.

Os achados nesta pesquisa para presenca de [sa&deeotroficas em amostras
gaseificadas é devido a auséncia do gas carb6nicoomento da analise para as trés
amostras, uma vez que o0 gas carbonico € um fatoprdecdo em relacdo a
contaminacgdo por bactérias heterotroficas (ANEXO C)

Mesmo que a maioria das bactérias heterotroficanidabiota natural da dgua
nao seja considerada patogénica, € importante gaedsnsidade seja mantida sob

controle, pois altas densidades dessas bactériaguaapodem causar riscos a saude do
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consumidor. Algumas dessas bactérias podem atuao quatdgenos oportunistas,
deteriorantes da qualidade da agua, ocasionandmesdo sabores desagradaveis e
produzindo limbo e peliculas, além de apresentargiméncia inibidora para alguns
microrganismos. Quando presentes em numeros eevaddem impedir a deteccéo de
coliformes (CABRINI; GALLO, 2001).

Leclerc; Moreau, 2002 e Sabioni; Silva, 2006, abgram a contagem total de
microrganismos heterotréficos de grande importaegisagua mineral natural, uma vez
gue ajuda a monitorar provaveis alteracfes deddeta até o produto final envasado,
isto €, permite avaliar as condi¢cdes higiénicotdéaas do sistema industrial. Além
disso, os mesmos autores relataram que esse tipandise pode auxiliar na
identificacdo de fontes de contaminacdo ou se dupoofoi adulterado por agentes
sanificantes, haja vista que a agua mineral natleaé apresentar contaminacao por
bactérias indigenas.

Estudos tém mostrado que as bactérias geralmenteem em maior nimero
em garrafas plasticas que nas de vidro (WORLD HEBAIORGANIZATION, 2006a;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000b). Para Coelra. al. (1998); Rosenberg
(2003) isso ocorre devido a caracteristica do iplagtm permitir a passagem de 02,
além dos nutrientes liberados pelo plastico sealigante um possivel contribuinte para
0 aumento da multiplicagdo bacteriana na agua.

Nesta pesquisa observou-se ainda que algumas rama mesma marca
apresentaram contagens elevadas de heterotrédicgsanto que, outras ndo; isso pode
ter ocorrido devido a um maior cuidado sanitariopnocesso, o que ndo possibilitou
gue 0s microrganismos presentes na fonte apésarrafgmento se multiplicassem ou
nao permitiu que ocorresse contaminacdo durantegarefamento, pois segundo
Leclerc; Moreau (2002) ndo se sabe exatamentessenadltiplicacdo das bactérias na
agua depois do engarrafamento € devido a ressiiwitde um grande numero de
células dormentes nao cultivaveis presente na faletedgua ou no sistema de
engarrafamento, ou se é resultado da divisdo ceadutaultiplicacdo de poucas células
cultivaveis inicialmente presente.

No Grafico 1 é possivel se verificar a porcentagenamostras ndo gaseificadas
de acordo com a marca, que ndo atenderam aos pashtabelecidos pela legislacdo
brasileira para aguas minerais (coliformes totisoli e Pseudomonas aeruginosa) e
ao padrao de potabilidade para agua de consumonourdas 15 amostras analisadas

(100%) para cada marca, a marca “A” apresentowwsedos padrdes utilizados nesta
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pesquisa apenas para bactérias heterotroficas 08mdas amostras com contagens
superiores a 500 UFC/mL. Este valor foi inferios @presentados pelas marcas “C” e
“D” que também apresentaram-se contaminadas appaes heterotroficos, cuja
contaminacdo foi em 100% e 80% das amostras, 1Bsmeente. A marca “B”
apresentou 7% de amostras contaminadas com caiformtais, 7% de amostras
contaminadas corRseudomonas aeruginosa e 100% de amostras com contagens para
heterotréficos acima de 500UFC/mL. Para a marca \€tificou-se que 13% das
amostras apresentaram contaminacdo para coliforot@s e Escherichia coli, 73%
para bactérias heterotroficas acima de 500UFC/mhbuséncia dePseudomonas
aeruginosa. A marca “F” apresentou contaminagdes para todgsmcametros avaliados
nesta pesquisa, sendo, 27% das amostras contasiimada coliformes totais e
termotolerantes, 7% das amostras desaudomonas aeruginosa e 87% de amostras
com contagens superiores a 500UFC/mL para bact@ewsotroficas. A marca “G”
apresentou 7% de amostras contaminadas por codifonotais, 13% de amostras
contaminadas poPseudomonas aeruginosa e 100% das amostras com contagens
elevadas de bactérias heterotroficas. A marca ‘pfésentou-se contaminada apenas
por Pseudomonas aeruginosa (7%) e com contagens elevadas para bactérias

heterotréficas em 100% das amostras analisadas.

Grafico 1: Porcentagem de amostras nao gaseifiopaasao atenderam aos padrées
para coliformes totais,Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e bactérias
heterotréficas estabelecidos pela legislacdo leiesilpara aguas minerais e para o
padrédo de potabilidade de agua para o consumo luman

120%
100% 100% 100% 100%
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P 7% 27%
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7% 7% i 9
0%
A B C D E F G H
m Coliforme Total m Escherichia coli =~ Pseudomonas aeruginosa W Bactérias Heterotroficas

46



Observou-se ainda nesta pesquisa que, do totadl@earBostras gaseificadas e
nao gaseificadas analisadas (100%), 105 amost@B%5%) de todas as 8 marcas
(100%) apresentaram-se fora do padrdo em um oudnaisndicadores especificados
pela legislacéo brasileira para aguas minerais gadcio de potabilidade para agua de
consumo humano adotado. Esse fato evidencia quearapla maioria das aguas
minerais analisadas estarem em acordo com os padi@degislacdo para aguas
minerais, tém qualidade duvidosa para consumo horpan apresentarem contagens
elevadas para bactérias heterotroficas.

A legislacdo para aguas minerais ndo considera raagem de bactérias
heterotréficas como um indicador de contaminacéogntanto a legislacdo para aguas
potdveis sugere que essa contaminacdo ndo ulteapa&®0 UFC/mL. Como que

podemos ingerir agua mineral sem ser potavel?
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4 — CONCLUSOES

Apenas as amostras nao gaseificadas apresentaratamatacdes para
coliformes totaisE. coli e Pseudomonas aeruginosa bem como maior contaminacgao

por bactérias heterotroficas.

A menor contaminacdo por bactérias heterotroficas auséncia dos demais
indicadores de contaminacdo avaliados nesta pasguisamostras de agua mineral
gaseificada artificialmente mostra que o gas cadodconstitui fator de protecdo para

contaminacéao bacteriol0gica nessas aguas.

As amostras gaseificadas que apresentaram contg@ninpara bactérias
heterotrdficas, estavam sem gas no momento dasandlgue pode ter contribuido para

contagens superiores a 500 UFC/mL.

Todas as marcas nao gaseificadas tiveram amoswasaminadas por um ou
mais dos indicadores de contamianacdo bacteria$gstabelecidos pelas legislacdes
de agua mineral ou apresentaram contagem pararibactéeterotroficas acima do
estabelecido pelo padrdo de potabilidade da agaacpasumo humano utilizados nesta

pesquisa.

As andlises realizadas mostraram que a marca “Atdosiderada a menos
contaminada e a marca “F” a que mais apresentolaroamacdes das dguas minerais

avaliadas.

O grande numero de amostras com contagem pararibacteeterotroficas
superior a 500UFC/mL evidencia a importancia dakedecimento de um padréo para

esse grupo de microrganismo como indicador de oonggdo para dguas minerais.
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ANEXO A

ANEXO A — Tahela dos indices de NMF e limites de 95% de confianga para varias

combinagdes de resultados positivos e negativos quando dez aliquotas de 10mL sdo usadas.

Limites de confianca

N° de tubos NMP/100mL Inferior Superior
positivos

0 <1.1 0 3.0

1 1.1 0,03 3.9

2 2.2 0.26 8.1

3 3.6 0.69 10.6
4 5.1 1.3 13.4
3 6.9 2.1 16.8
6 9:2 3.1 21,1
7 12,0 4.3 27.1

8 16,1 5.9 36.8
9 23,0 8.1 59.8
10 =23.0 13.5 Infinito

Fonte: AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2005



ANEXO B

Quadro dos Critérios Microbioldgicos definidos gagua natural mineral e

agua natural.

Amostra

Microrganismo indicativa limites

E. coli ou coliformes
(fecais) Auséncia

termotolerantes, em

100ml
Coliformes totais,

100mL < 1,0 UFC;
< 1,0 NMP ou

auséncia

Enterococos, 100mL < 1,0 UFC;
< 1,0 NMP ou

auséncia

Pseudomonas < 1,0 UFC;

aeruginosa, em 100 < 1,0 NMP ou
mL auséncia
Clostridios sulfito
redutores oC. < 1,0 UFC;
perfringens, em < 1,0 NMP ou

100mL auséncia

Amostra representativa

M

< 1,0 UFC;
<1,0 NMP ou

auséncia

M

Auséncia

2,0 UFC ou
2,2 NMP

2,0 UFC ou

2,2 NMP

2,0 UFC ou
2,2 NMP

2,0 UFC ou
2,2 NMP

Fonte: BRASIL, 2000.

(n): € o numero de unidades da amostra representatierem coletadas

e analisadas individualmente.

(c) é o numero aceitavel de unidades da amostraseqtativa que pode
apresentar resultado entre os valores "'m" e "M".

(m) é o limite inferior (minimo) aceitavel. E o valque separa uma
qualidade satisfatoria de uma qualidade marginalnés abaixo do

limite "m" séo desejaveis.

(M) é o limite superior (maximo) aceitavel. Valowsma de "M" ndo séo aceitos.
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ANEXO C

Célculo do Teste Q-Quadrado para verificagdo darseca do gas carbonico
frente a contaminacao para bactérias heterotréficas

Hipotese HO (nulidade):

O gés carbbnico ndo apresenta-se como fator decfmpara as amostras gaseificadas
em relacdo a contaminagdo por bactérias heteragofi

Hipotese H1:
O gés carbbnico apresenta-se como fator de profeg@oas amostras gaseificadas em

relacdo a contaminacéo por bactérias heterotroficas

Atendeu N&o Atendeu Total
Sem gas 18 102 120
Com gas 117 3 120
Total 135 105 240

X2=165,95

Oa=5% e 1 grau de liberdade
X? tabela = 3,841.

Como X > ¥ tabela, aceita-se H1. Portanto o gas carboniasapta-se como fator de
protecdo para as amostras gaseificadas em relagémntaminacdo por bactérias
heterotrdéficas.
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ANEXO D

Tabela 5 - NMP/mL de coliformes totais,coli, Pseudomonas aeruginosa e UFC/mL
de bactérias heterotrdficas, por marcas e amodgadgua mineral nao
gaseificadas em garrafas de 330 a 510mL, comeai#s nas cidades de
Ribeirdo Preto - SP e Araraquara — SP.

Coliformes Pseudomonas Bactérias
Marca Lote Amostra Totais E. coli aeruginosa Heterotroficas
(NMP/100ml) (NMP/100ml)  (NMP/100ml) (UFC/mL)

A 1 1 <11 <11 <11 0

1 2 <11 <11 <11 2

1 3 <11 <11 <11 0

1 4 <11 <11 <11 0

1 5 <11 <11 <11 0

2 1 <11 <11 <11 0

2 2 <11 <11 <11 0

2 3 <11 <11 <11 0

2 4 <11 <11 <11 2.400

2 5 <11 <11 <11 10

3 1 <11 <11 <11 1.300

3 2 <11 <11 <11 3.100

3 3 <11 <11 <11 2.400

3 4 <11 <11 <11 3.200

3 5 <11 <11 <11 3.200
B 1 1 <11 <11 <11 720

1 2 <11 <11 <11 1.100

1 3 <11 <11 <11 710

1 4 <11 <11 <11 1.600

1 5 <11 <11 2,2 1.400

2 1 1,1 <11 <11 >6.500

2 2 <11 <11 <11 >6.500

2 3 <11 <11 <11 3.300

2 4 <11 <11 <11 >6.500

2 5 <11 <11 <11 3.200

3 1 <11 <11 <11 1.700
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<11
<11
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<11
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<11
<11
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<11
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<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
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<11
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<11
<11

<11
<11
<11
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<11
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<11
<11
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<11
<11
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>6.500
>6.500
2.100
>6.500
>6.500
>6.500
2.000
1.300
2.500
>6.500
2.600
2.500
>6.500
>6.500
2.700
2.300
3.700
3.000
2.500
124

2.200
2.400
92
3.100
1.500
1.600
1.500
1.700
1.800
2.700
2.600
2.100



PR, W WWWWNNNNNIERRR R P WOWWWWWNNNMNNNRRR R P W

N P O WODN PP OO A ODNPFP OO WODNPFP OGO MM WOWDNDPRFP OO P ODNFP OO P& WOWDNPEFEP O

<11
<11
<11
<11
<11
<11
>23
<11
<11
9,2
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
>23
>23
<11
>23
>23
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11

<11
<11
<11
<11
<11
<11
>23

<11
<11
9,2

<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
>23

23

<11
>23

>23

<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11

<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
5,1
<11
<11
<11
<11
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3.000
2.400
1.700

25

>6.500
>6.500
2.400
>6.500
>6.500

>6.500
3.200
3.000
2.200
1.300
1.400

>6.500

870

>6.500
1.800
1.900
1.600
1.300
1.100

1.600
>6.500
3.000

>6.500
>6.500
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<11
<11
<11
>23

<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11

<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11

<11
<11
>23

<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
11

<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
<11
9,2

2.600
2.300
1.600
>6.500
2.400
2.300
>6.500
>6.500
>6.500
1.400
2.100
>6.500
2.800
>6.500
>6.500
>6.500
>6.500
>6.500
>6.500
>6.500
>6.500
>6.500
>6.500
2.800
3.200
3.200
2.700
2.900
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ANEXO E

Tabela 6 - NMP/mL de coliformes totais,coli, Pseudomonas aeruginosa e UFC/mL
de bactérias heterotroficas, por marcas e amosteasagua mineral
gaseificadas em garrafas de 330 a 510mL, comeai#s nas cidades de
Ribeirdo Preto - SP e Araraquara — SP.

Coliformes Pseudomonas Bactérias
Marca Lote Amostra Totais E. coli aeruginosa Heterotroficas
(NMP/100ml) (NMP/100ml)  (NMP/100ml) (UFC/mL)

A 1 1 <11 <1,1 <1,1 0

1 2 <11 <11 <1,1 0

1 3 <1,1 <1,1 <1,1 0

1 4 <1,1 <1,1 <1,1 0

1 5 <1,1 <11 <1,1 0

2 1 <11 <11 <1,1 2

2 2 <1,1 <1,1 <1,1 0

2 3 <1,1 <1,1 <1,1 0

2 4 <11 <11 <1,1 0

2 5 <1,1 <11 <1,1 0

3 1 <11 <1,1 <1,1 21

3 2 <1,1 <1,1 <1,1 4

3 3 <1,1 <1,1 <1,1 0

3 4 <1,1 <11 <1,1 0

3 5 <1,1 <1,1 <1,1 0
B 1 1 <1,1 <1,1 <1,1

1 2 <11 <11 <1,1

1 3 <1,1 <11 <1,1

1 4 <11 <1,1 <1,1 11

1 5 <1,1 <1,1 <1,1 1

2 1 <1,1 <1,1 <1,1 23

2 2 <1,1 <1,1 <1,1 24

2 3 <1,1 <1,1 <1,1 0

2 4 <1,1 <1,1 <1,1 0

2 5 <1,1 <1,1 <1,1 0

3 1 <1,1 <1,1 <1,1 0
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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