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RESUMO

Agua envasada é bebida funcional, que em paises emergentes é usada para solucionar problemas de falta d agua
potavel. Bactérias heterotréficas podem estar presentes nestas aguas e atuar como deteriorantes da sua qualidade
ou, ainda, dificultando a deteccéo de coliformes. A contagem de bactérias heterotréficas ndo é adotada no Brasil no
controle de aguas envasadas, mas tem sido considerada indicadora de risco a satde. O objetivo deste trabalho foi o
de verificar a densidade de bactérias heterotroficas e a presenca de coliformes totais e E. coli em aguas minerais.
Foram avaliadas 25 amostras de diferentes embalagens, de quatro marcas comercializadas em Recife — PE. A
pesquisa de heterotrdficas foi realizada em meio R2A e a presencga/auséncia de coliformes totais e E. coli em meio
ONPG/MUG. A concentragéo de Bactérias heterotréficas variou de < 1 a 7 x 104, sendo verificado um aumento da
contagem bacteriana com o aumento do volume das embalagens. Garrafes retornaveis de 20 litros mostraram os
piores resultados, com elevadas contagens de bactérias heterotréficas e presenca de coliformes totais em todas as
amostras. Tais resultados demonstram a necessidade de inclusdo da contagem de bactérias heterotréficas na
legislacdo brasileira de controle de &guas envasadas em garrafGes retornaveis.

Palavras-chaves: aguas envasadas, bactérias heterotrdficas, coliformes totais, contaminacao.

ABSTRACT

Bottled water is a functional beverage that in emerging countries is used to solve problems of drinking water lack.
Heterotrophic bacteria may be present and act as deteriorating of quality or even hindering the detection of
coliforms. Currently the count of heterotrophic bacteria is not adopted in Brazil in control of bottled water, but has
been considered an indicator of health risk. The objective of this study was to determine the density of heterotrophic
bacteria and the presence of total coliforms and E. coli in mineral waters. Twenty five samples of different packages
of four brands sold in Recife - PE were evaluated. The heterotrophic count was conducted in R2A media and the
presence/absence of total coliforms and E. coli in the ONPG/MUG media. The concentration of heterotrophic
bacteria ranges from <1 to 7 x 104, being observed an increase in bacterial count with the increase of the volume of
packaging. Twenty liters returnable bottles showed the worst results, with high counts of heterotrophic bacteria and
the presence of coliforms in all samples. These results demonstrate the need for inclusion of heterotrophic bacteria
enumeration in the Brazilian legislation for bottled mineral water control on the returnable packages.

Keywords: bottled water, contamination, heterotrophic bacteria, total coliforms.

1.Introducéo porém apenas 3% sdo de dgua doce e, destas,
3 cerca de 98% sdo encontradas no subsolo
Agua é fonte de vida no planeta Terra onde (Gomes, 2011). Assim, menos de 0,01% desta
todos o0s seres vivos, indistintamente, agua doce encontrada é propria ou esta
dependem dela para viver. Levantamentos acessivel para consumo humano (World
geoambientais indicam que cerca de 70% da Resources Institute, 2014).

superficie do planeta sdo constituidos por agua,
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Segundo Endo et. al.(2009) a busca por
uma melhor qualidade de vida se estende aos
cuidados com a alimentacdo, e isto tem levado a
uma crescente demanda por produtos saudaveis e
com caracteristicas nutricionais e sensoriais
proximas a dos alimentos in natura, sendo este
um dos motivos para 0 aumento do consumo de
agua industrializada.

Em paises desenvolvidos a 4gua
envasada é considerada pela populacdo uma
bebida funcional, no entanto, em paises
emergentes a populacdo faz uso desta dgua para
tentar solucionar o problema da falta de agua
potéavel (Brasil, 2014).

Considerando dados apurados dos
Relatérios Anuais de Lavra - RAL do
Departamento Nacional de Producdo Mineral -
DNPM, valores declarados pelas empresas
detentoras de concessdo de lavras, o consumo
brasileiro de agua mineral em 2011 foi de 6,2
bilhdes de litros. Este valor é considerado ser
menos da metade do que tem sido estimado por
consultorias internacionais para 0 mercado
brasileiro. No entanto, ha uma tendéncia de
crescimento devido, em algumas condices, ser a
agua engarrafada considerada artigo de primeira
necessidade, sendo as embalagens de 10 e 20
litros as mais consumidas devido a qualidade ndo
satisfatoria da agua de abastecimento publico
(Brasil, 2012).

Agua mineral Natural e Agua natural,
obtidas diretamente de fontes naturais ou por
extracdo de &guas subterréneas, sdo produtos que
ndo possuem conservantes, e sdo caracterizadas
pelo conteldo constante de determinados sais
minerais, oligoelementos e outros constituintes
(Brasil, 2005). E considerada no Codex
Alimentarius um produto microbiologicamente
saudavel e ndo deve estar sujeito a nenhum
tratamento além da separacdo de constituintes
instaveis e a eliminagdo, introducdo ou
reintroducdo de dioxido de carbono (Falcone-

Dias & Farache Filho, 2008). Embora as aguas
minerais brasileiras encontrem-se, em sua
maioria, confinadas em aquiferos rasos e
apresentem baixo percentual de mineralizagéo,
estas possuem qualidade internacional (Oliveira,
2011). Os ambientes das 4guas minerais naturais
ndo sdo estéreis e possuem um ecossistema
complexo com elevada diversidade fenotipica e
genética de bactérias autdctones, bactérias estas
que permanecem em baixo nlimero populacional
no seu ambiente natural, mas que apo6s
engarrafamento comecam a se multiplicar
rapidamente. Com um longo tempo de
estocagem esta populacdo microbiana sofre uma
variacdo na populagdo bacteriana a qual pode
indicar mudancas na qualidade, associado ao fato
que membros de algumas espécies que podem
fazer parte desta microbiota também podem
causar doencgas, principalmente em individuos
vulneraveis, tais como 0s muito jovens, 0s
velhos, as gestantes e a populagdo
imunossuprimida  (Falcone-Dias & Farache
Filho, 2013).

Além das caracteristicas ambientais, as
dguas minerais tém uma facilidade de
contaminacdo resultante das negativas acdes
humanas ainda no meio ambiente onde € captada
(Oliveira, 2011), associado a precaria cadeia
logistica utilizada no Brasil. Dependendo de
como a agua é envasada, transportada ou até
instalada no bebedouro, pode ser contaminada
por agentes externos, alterando a composicéo
quimica da &gua, originalmente mineral
(Liesenberg, 2014).

Bactérias heterotrdficas sdo aquelas que
usam nutrientes organicos para o crescimento e
estdo universalmente presentes em todos os tipos
de 4gua, alimentos, solos, vegetacdo e ar. Sob
esta nomenclatura se incluem bactérias
patogénicas primarias e secundarias, tais como as
dos géneros Aeromonas, Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
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Pseudomonas e Serratia. Aeromonas, Klebesiella
e Pseudomonas também sdo consideradas
patogénicas oportunistas (Allen et. al., 2004).
Agravante também é o fato que alguns micro-
organismos oportunistas podem dificultar a
deteccdo de coliformes durante as analises
(Cabrini et. al., 2001).

Estabelecer um limite para bactérias
heterotréficas em agua mineral tem sido motivo
de discussdo desde a década de setenta e em
muitas situacdes considerado desnecessario. Em
1993 o FDA - Food and Drug Administration -
destacou que normalmente ndo haveria risco para
a salde a ingestdo de &guas envasadas que
contivessem a  presenga de  bactérias
heterotréficas cuja microbiota faz parte daquele
tipo de &gua, desde que estivessem livres de
micro-organismos de significancia clinica
(indicada pela auséncia de coliformes), e que
fossem engarrafadas sob condicdes sanitérias de
acordo com as boas préaticas de fabricacdo - BPF
(Allen et. al., 2004). Porém, ainda de acordo com
Allen et. al. (2004) em 1984 a agéncia ambiental
americana - EPA publicou documento que
considera a contagem de bactérias heterotrdficas
um indicador de risco aumentado a saude.

Questiona-se, entdo, se ndo € prudente a
inclusdo na legislacéo brasileira a verificagdo do
nimero de bactérias heterotroficas em aguas
envasadas. Em 2010 uma pesquisa em agua
engarrafada realizada em Montreal — Canada,
mostrou que 70% das amostras verificadas
excederam o limite de 500 UFCmL?, valor
limite adotado pela farmacopeia americana para
&gua potéavel (Biotec Week, 2010). Este valor
também é usado no Brasil no controle dos
sistemas de distribuicio de 4gua tratada,
reservatorios e redes (Brasil, 2011).

O presente trabalho teve como objetivo
verificar a densidade de bactérias heterotrdficas e
a presenca de coliformes totais e E. coli em

diferentes embalagens de agua mineral natural,
comercializadas na cidade de Recife — PE.

2. MATERIAL E METODOS

As andlises foram realizadas no
Laboratério de Microbiologia Geral e Aplicada
do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia de Pernambuco — IFPE, Campus
Recife, no periodo de 26/02 a 12/06/2013. Para
tanto, foram adquiridas amostras de agua mineral
natural no comércio da cidade de Recife-PE, em
embalagens de polietilenotereftalato - PET de 0,5
L e 1,5 L, embalagens de polipropileno - PP de
10 L e embalagens de PET e PP de 20 L,
totalizando 25 amostras. As diferentes marcas
foram identificadas como A, B, C e D, sendo esta
Gltima constituida unicamente de garrafoes de 20
L de PET e PP. As marcas foram escolhidas de
acordo com a disponibilidade no mercado e
adquiridas em quintuplicatas do mesmo lote,
formando  amostras  representativas, em
conformidade com a Resolu¢do n® 275/2005 da
ANVISA. As cinco unidades de cada marca
foram identificadas como Amostras 1, 2, 3,4 e 5.

2.1. Contagem de bactérias heterotroficas

Para a contagem de bactérias
heterotroficas foi utilizado o método de
inoculacdo em profundidade (pour plate), usando
meio de cultura Agar R2A (Scharlau®) em placa
descartavel estéril de 90 mm de didmetro, de
acordo com o0s pardmetros estabelecidos no
método n® 9215 - Heterotrophic Plate Count, do
Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, 2005).

Antes da coleta, todas as embalagens de
adgua mineral receberam prévia higienizacao
externa com 4agua e detergente seguida da
desinfeccdo com alcool 70% (m/m). A
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manipulacdo das amostras ocorreu em cabine de
fluxo laminar horizontal (Pachane 200)
previamente desinfetada com alcool 70% (m/m).
Todas as amostras foram submetidas a agitagdo
antes da retirada das aliquotas.

As amostras foram analisadas em sua
concentragdo  original, que recebeu a
identificacdo de 10° bem como em trés diluicBes
decimais (102, 102 e 10°). As placas foram
identificadas e inoculadas em duplicata para cada
diluicéo.

Com o auxilio de pipeta graduada estéril
retirou-se aliquotas de 1 mL da amostra original
para placa de Petri, identificada como 10° e 1
mL para tubos de ensaio contendo 9 mL de agua
destilada estéril (diluicdo 10?), realizando
diluicdo seriada sucessiva até 103 Todas as
diluicdes foram homogeneizadas em agitador
vortex (Phoenix P-56) seguido da distribui¢do de
1 mL, em duplicata, em placas de Petri de 90 x
15 mm descartavel estéril. Em seguida, foi
distribuido em cada placa cerca de 20 mL de
agar R2A esterilizado em autoclave (Eletrolab®
503/3) a 121 °C por 15 minutos e mantido em
banho aquecido (Solab SL-150/10) a temperatura
de 50 £ 1 °C. Como controle de esterilidade do
meio e do procedimento, foram preparadas,
durante cada ensaio, placas contendo apenas o
meio R2A e placas contendo 1 mL de agua
destilada estéril.

Apos solidificacdo do meio de cultura as
placas foram embalas em filme PVC e incubadas
em estufa microbiolégica (Quimis® Q316M4) a
35 °C +/- 0,5 °C por 48 horas. Decorrido o
periodo de incubagdo, as placas foram
observadas e 0 ndmero de unidades formadoras
de colénia — UFC determinado, utilizando
contador de coldnias manual (Phoenix CP 608).
Foram consideradas placas validas, aquelas com
contagens entre 30 e 300 UFC.

Os nimeros de UFCmL ™ dos diferentes produtos
foram comparados utilizando o teste “t” de
student do programa Excel® da Microsoft®.

2.2. Determinacdo de presenca de coliformes
totais - CT e Escherichia coli

Em paralelo a contagem de bactérias
heterotréficas, 100 mL de cada amostra de agua
mineral foram coletados em saco plastico estéril
(Nasco Whirl-Pak®) e analisados quanto a
presenca/auséncia de CT e E. coli pela adi¢do do

contetdo de um  saché de  meio
cromogénico/fluorogénico a base de
ONPG/MUG (Colilert®). Os sacos foram

fechados, o conteldo homogeneizado e em
seguida incubados em estufa a 35 °C +/- 0,5 °C
por 24-28 horas. Findo o periodo de incubagdo,
os sacos foram analisados visualmente para a
presenca de coliformes totais (cor amarela do
meio mais intensa do que a do comparador de
cor) e E. coli (fluorescéncia azul intensa sob luz
UV 366 nm).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Controle de esterilidade do meio de
cultura

Nenhuma das placas utilizadas como
controle de esterilidade do meio e dos
procedimentos  apresentaram  contaminacao
microbiana ap6s o periodo de incubacao.

3.2. Densidade de bactérias heterotroficas

Mesmo tratando-se de um produto sem
tratamento  convencional ou adicdo de
conservantes, a contagem de bactérias
heterotroficas ndo é contemplada entre o0s
pardmetros de qualidade estabelecidos pela
Resolugdo n° 275/2005 da ANVISA, que
regulamenta as caracteristicas microbioldgicas
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para agua mineral natural e agua natural. Assim,
tomou-se por referéncia o limite de 500 UFCmL"
1 preconizado pela Portaria n° 2.914/2011 do
Ministério da Salde que dispGe sobre os
procedimentos de controle e vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade (Brasil, 2011).

Das 25 amostras analisadas, dezesseis
(64%) apresentaram densidade bacteriana acima
do limite estabelecido para agua potavel. Apenas
nove amostras (36%) apresentaram densidade
<500 UFCmL?, mesmo assim, cinco das
embalagens (20%) pertenciam a uma Unica
marca (Marca A) e tipo material de embalagem,
ou seja, embalagem PET descartavel de 0,5 L
(Tabela 1).

A contagem de bactérias heterotréficas
apresentou uma densidade crescente associada ao
volume das embalagens, destacando-se na pior
condicdo as embalagens de PP retornaveis
(Tabela 1).

A contagem média de bactérias entre as
Marcas B e C e entre as Marcas D (20 L)
garrafdo PET e Marca C (10 L) garrafdo de PP
ndo mostraram diferenca significativa ao nivel de
5% (p = 0,28 e p = 0,29, respectivamente),
enquanto a Marca D (20 L) garrafdo PP e D (20
L) garrafio PET foram significativamente
diferentes pelo teste “t” de student (p = 0,009).

Tabela 1 — Densidade de bactérias heterotrdficas presentes em amostras de dgua mineral natural de quatro marcas

comercializadas em Recife/PE.

NUmero de UFC.mL (média de duas placas)

AMOSTRA 1 AMOSTRA2 AMOSTRA3 AMOSTRA4 AMOSTRAS

Marca A <1 <1 2,0 1,0 <1
(0,5L)*

Marca B 5x 102 5x 102 7 x 102 6 x 102 1,5 x 10?
(1,5L)

Marca C 6 x10°8 2 x 108 6 x 10* 9 x 102 1x103
(10L)?

Marca D 2 x 102 1x10° 2 x10° 7 x 102 1x10°
(20L)?

Marca D 4 x 104 4 x 104 2x10* 1x10* 7 x10*
(20L)?

Embalagens: 'Polietilenotereftalato - PET descartavel, 2Polipropileno - PP retornavel,

SPolietilenotereftalato - PET retornavel.

A observacdo de uma relacdo
diretamente proporcional entre o volume das
embalagens e o nimero de UFCmL?, além do
fato das maiores densidades de bactérias
heterotréficas encontradas terem ocorridos nas
embalagens retornaveis de 10 L e 20 L (marcas
C e D), que passam por processo de higienizacdo

para reuso, coloca sob suspeita as Boas Praticas
de Fabricacdo - BPF. A desinfeccdo dos
garrafées é uma etapa de risco no processo e
pode ndo ocorrer de maneira eficaz, o que
contribui para um aumento da populacdo
microbiana, o que pode ser verificado pelo
aumento das contagens totais (Jeena et. al., 2006,
Cabrini; Gallo, 2001).
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Coelho et al. (2010), ao analisarem
amostras de 10 marcas de aguas minerais
também comercializadas na cidade de Recife —
PE, observaram que o0s resultados de
heterotréficas variaram de 10! a 10* UFCmL? e
gue 65% das amostras excederam o limite de 500
UFCmL™. Apesar dos autores terem avaliado
apenas aguas contidas em garrafdes de 20 L, a
percentagem de amostras com densidade de
heterotréficas superior a 500 UFCmL? foi
semelhante a encontrada na presente pesquisa
(64%). Concordante com o relatado neste
trabalho, Cabrini e Gallo (2001) ao analisar
amostras de agua mineral em embalagens de 0,5
L, 15 L e 10 L, também verificaram
contaminagdo com maior densidade de
heterotréficas apenas nos garrafdes de 10 L,
Unicas embalagens do tipo retornaveis
pesquisadas. Reis et al. (2006) analisaram 20
amostras de agua mineral de diferentes marcas
comercializadas na cidade de S0 José do Rio
Preto — SP, das quais quatro apresentaram
contagem de heterotrdficas superior a 500
UFCmL™, demonstrando que ndo se trata de
achados isolados.

O fato das amostras, de &gua mineral,
analisadas neste trabalho terem apresentado alta
densidade de bactérias heterotroficas, ndo esta
necessariamente ligado a uma elevada
contaminagdo na fonte de &gua, mas que pode ser
oriunda de qualquer etapa do processo de
industrializacdo. Mesmo ap06s 0 envase, se ha
uma populacao de bactérias nesta agua associada
a condicdes ideais para crescimento, ainda que
minima, ocorrer4 a multiplicacdo desses micro-
organismos dentro da embalagem (Leclerc;
Moreau, 2002). Ainda segundo Leclerc e Moreau
(2002), o nimero de micro-organismos viaveis
na agua apds envase pode aumentar rapidamente,
atingindo de 10%-10° UFCmL™. Em outras
palavras, o que se afirma é que a dgua pode ser
oriunda de uma fonte de boa qualidade

microbiol6gica, porém, ao passar pelo processo
de industrializacdo, ser submetida a condic¢des
que propiciam o crescimento microbiano.

Para um mesmo fabricante (D), o0s
resultados obtidos com a embalagem de
tereftalato de polietileno - PET revelaram
diferencas em relacdo as amostras contidas em
embalagens de polipropileno — PP (Tabela 1). A
densidade de bactérias heterotroficas em
embalagens de PP foi superior a densidade
encontrada em embalagens PET. E importante
ressaltar que essas amostras foram retiradas de
vasilnames retornaveis de mesmo volume e
provenientes de mesma fonte natural e de mesmo
lote. Apesar dos resultados indicarem uma
relacio de menor densidade bacteriana em
embalagem PET verso PP, ndo se pode afirmar
categoricamente que isso ocorre via de regra,
considerando que as amostras foram resultantes
de datas de envase diferentes. Contudo nédo se
deve descartar a possibilidade dessa relacdo de
fato ocorrer, visto que embalagens PP sdo mais
propensas a manutencdo microbiana durante os
processos de desinfeccdo, principalmente por
serem processadas em temperaturas inferiores as
de outras embalagens devido a sua menor
resisténcia térmica (CMB, 2001).

Ainda que a maioria das bactérias
heterotréficas presentes na microbiota natural da
agua mineral ndo seja considerada patogénica, é

de fundamental importdncia manter sua
densidade controlada, pois, algumas dessas
bactérias podem atuar como patdgenos

oportunistas deteriorantes da qualidade da &gua.
Quando presentes em nameros elevados essas
bactérias podem também atuar como inibidores
da deteccdo de coliformes (Cabrini; Gallo, 2001).

3.3. Presenca/auséncia de coliformes totais e
E. coli

Das quatro marcas de agua mineral
natural analisadas, trés delas (A, B e D PET) néo
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apresentaram contaminacao por coliformes totais
nas quintuplicatas analisadas, enquanto que para
a marca D em garraffes de PP de 20 L todas as
amostras do lote (n = 5) apresentaram-se
contaminadas, bem como uma das embalagens

Tabela 2 — Presenga/Auséncia de coliformes totais em 100 mL de amostra de dgua mineral

marcas comercializadas em Recife/PE.

de 10 L de PP da marca C (Tabela 2).
Considerando o critério da RDC n° 275 da
ANVISA, o lote das embalagens de PP de 20 L
estaria interditado, no entanto foram adquiridos
no mercado para consumo.

natural de quatro

Presenca/Auséncia de Coliformes Totais

AMOSTRA1

AMOSTRA 2

AMOSTRA3 AMOSTRA4 AMOSTRAS

Marca A - -
(0,5L)*

Marca B - -
(1,5L)!

Marca C - +
(10L)?

Marca D - -
(20L)3

Marca D + +
(20L)?

Embalagens: + Presenca; - Auséncia; PET descartavel, 2PP retornavel, PET retornavel.

A contaminacdo de &gua mineral com
coliformes totais € de frequente constatacdo no
mercado brasileiro. Os resultados obtidos por
Coelho et al. (2010) ao analisarem 120 amostras
de aguas minerais comercializadas na Cidade de
Recife — PE, revelaram presenca de coliformes
totais em 46 delas (38%). Farrache Filho e Dias
(2008) apds analisar 84 amostras de aguas,
comercializadas nas cidades de Araraquara e
Américo Brasiliense — SP, verificaram que 13
delas (16%) ndo atenderam aos parametros
estabelecidos pela Resolu¢do n° 275/2005 da
ANVISA para coliformes totais. Wendpap et. al.
(1999) avaliaram 180 amostras de 4guas minerais
vendidas em embalagens de diversos volumes na
regido central de Cuiabd — MT, observando que
21 delas (12%) apresentaram coliformes totais.
Nenhuma das amostras analisadas apresentou
presenca de E. coli.

4. CONCLUSOES

Das amostras de aguas minerais naturais
analisadas, constatou-se que a densidade de
bactérias heterotréficas teve um aumento
relacionado com o volume das embalagens,
alcancando contagens elevadas, da ordem de 103
a 10* UFCmL™, quando os garrafdes foram de
polipropileno retornaveis. Elevados niveis de
heterotréficas (> 500 UFCmL') demonstrou a
susceptibilidade dos vasilhames retornéveis. Esta
baixa qualidade foi confirmada também pela
contaminagdo por coliformes totais, indicativo de
problemas no processo de higienizagdo. As
embalagens retornaveis de polipropileno de
maior volume (20 L) mostraram qualidade
higiénica insatisfatoria em todas as amostras
analisadas, com presenca de coliformes totais e
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as maiores contagens de heterotroficas. Embora a
contagem de bactérias heterotréficas por si so
ndo garanta a qualidade microbioldgica destes
produtos, a verificagdo de niveis elevados
demonstrou a inadequacgdo das Boas Praticas de
Fabricacdo que resultaram em garrafdes com
aguas impraéprias para o consumo humano.

A contagem de bactérias heterotroficas é uma
ferramenta auxiliar de verificacdo da qualidade
de agua que deveria ser incluida na legislacdo de
controle de qualidade de aguas envasadas em
embalagens retornaveis, permitindo um melhor
acompanhamento das Boas Praticas de
Fabricacdo e maior seguranca para a salde do
consumidor.
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