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RESUMO: O objetivo do estudo foi fazer uma analise dos principais microrganismos que interferem na
qualidade sanitaria da &gua mineral segundo a legislacéo brasileira e das principais técnicas de coletas e
analises segundo artigos publicados no Brasil. Os principais microrganismos encontrados no estudo para
avaliar a qualidade e potabilidade de 4gua mineral foram Escherichia Coli/Coliformes fecais, Coliformes
totais, Clostridios sulfito redutores, Enterococcus spp, Pseudomonas aeruginosa e Bactérias heterotroficas.
Os marcadores de qualidade para avaliar os indicativos de presenc¢a ou auséncia e concentracéo de col6nias
por volume de &dgua variam de acordo com a legislacdo federal ou local e de acordo com a finalidade da
agua analisada, como observado na RDC N°275/2005, PORTARIA N° 2914/2011 e CETESB por exemplo.
As principais técnicas de coletas e andlises das amostras foram baseadas em instru¢fes da ANVISA (2022)
e APHA que levaram em consideracéo a higienizacédo e adequabilidade dos recipientes e pontos de coleta
e onde era indicado a utilizacdo de técnicas como: Tubos multiplos, Nimero Mais Provavel (NMP),
Filtracdo por Membrana e utilizacdo de substratos cromogénicos. A analise de 12 artigos sobre qualidade
de 4gua mineral resultou em uma incidéncia de 30,20% de amostras contaminadas.
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ANALYSIS OF CLINICALLY IMPORTANT MICROORGANISMS DISPOSING
IN MINERAL WATER: A LITERATURE REVIEW

ABSTRACT: The objective of the study was to analyze the main microorganisms that interfere in the
sanitary quality of mineral water according to Brazilian legislation and the main techniques of collection
and analysis according to articles published in Brazil. The main microorganisms found in the study to
evaluate the quality and potability of mineral water were Escherichia Coli/Fecal coliforms, Total
coliforms, reducing sulfite Clostridia, Enterococcus spp, Pseudomonas aeruginosa and Heterotrophic
bacteria. The quality markers to evaluate the indications of presence or absence and concentration of
colonies by volume of water vary according to federal or local legislation and according to the purpose of
the water analyzed, as observed in RDC No. 275/2005, ORDINANCE No. 2914/2011 and CETESB, for
example. The main sample collection and analysis techniques were based on instructions from ANVISA
(2022) and APHA that took into account the hygiene and suitability of containers and collection points and
where the use of techniques such as multiple tubes, Most Probable Number (MPN), Membrane Filtration
and the use of chromogenic substrates was indicated. The analysis of 12 articles on mineral water quality
resulted in an incidence of 30.20% of contaminated samples.
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INTRODUCAO

A definicdo de 4gua mineral natural pode ser estabelecida como todo recurso hidrico
que se origina de reservatorios naturais, sejam eles encontrados diretamente na superficie ou
localizados em camadas subterraneas da Terra (BRASIL, 2005).

Ela é um dos principais recursos para a existéncia e manutencao da vida no nosso
planeta, tornando-se insubstituivel nos nossos habitos diarios (MENDONCA et al., 2017). Sua
preservacdo e manutencao no local de origem é de grande importancia tanto para a comunidade
quanto as autoridades sanitérias, pois diversos fatores podem acarretar em sua contaminag&o,
como descarte irregular de lixo ou esgoto em recursos hidricos, encanamentos sem manutengédo
e construcdo de reservatorios irregulares, podendo transportar doengas para 0 consumidor
(COLET etal., 2020). Nesse contexto, ao analisar estatisticas levantadas pelo Sistema Nacional
de Informacdes sobre Saneamento (SNIS, 2018), é observado que uma grande parcela da
populacdo ndo possui abastecimento de &gua tratada (cerca de 16% dentre uma populacdo de
200 milhdes de brasileiros), e metade desses habitantes ndo usufrui de tratamento adequado
para esgoto (SILVEIRA et al., 2017).

Outro importante fator de contaminacdo que necessita de atencdo sanitaria € o
armazenamento dentro de caixas d’4gua e o transporte da agua pelas tubulagdes até o local de
destino, pois podem estar contaminados por biofilmes ou outros microrganismos e muitas vezes
a higienizacéo desses locais ndo ocorre, sdo higienizados com uma baixa frequéncia ou a forma
de limpeza é mal executada, seja por dificuldade de acesso, conhecimento, falta de profissional
capacitado ou até mesmo devido a irregularidade do fornecimento de recursos hidricos do local
(MACANHAM e HARDOIM, 2016).

Contudo, ao direcionar a qualidade microbiologica a (RDC) n° 275, a Portaria do
Ministério da Salde N° 2914/2011 e a Portaria de Consolidacdo n° 5 (PRC-5)-Anexo XX, de
28 de setembro de 2017, torna-se possivel utiliza-las como referéncias para as principais cepas
de microrganismos analisadas, visando estabelecer um padrdo e os limites de concentracéo de
certos microrganismos presentes na agua mineral natural ou especificamente para agua voltada
para o0 consumo humano. Os dois grupos de bactérias mais citados no presente estudo sdo 0s
coliformes totais que entre 24 a 48 horas a 35° possuem capacidade de fermentar lactose
produzindo gas e acidos, e os coliformes termotolerantes, também chamados de coliformes
fecais, os quais possuem como o principal representante a Escherichia Coli, que em um
ambiente propicio & 44°c conseguem fermentar a lactose em 24 horas produzindo gas (RATTI
etal., 2011).

Assim, quando existe uma fonte hidrica destinada ao consumo humano que ndo esta
sanitariamente segura para a populacdo ela aumenta a possibilidade das pessoas se
contaminarem por doencas de veiculacdo hidrica, sendo doencas como febres tifoide e
paratifoide, parasitoses, cOlera, hepatite A e diarreias, muitas vezes por fontes de &agua
comprometidas por contaminacdo de material fecal (DA SILVA et al., 2023). A bactéria
Pseudomonas aeruginosa esta vinculada a complicagdes clinicas relevantes e a elevados custos
no tratamento de pacientes, recorrentes de infec¢fes causadas pela colonizacao de dispositivos
médicos e pela formacdo subsequente de biofilmes bacterianos (QUATRIN et al., 2015). Por
tanto, para a analise desses microrganismos, muitos estudos como o de Mendonca et al., (2017)
embasaram-se em técnicas, métodos e padronizacGes da American Public Health Association
(APHA), Surgindo assim, a possibilidade da realizacdo do seguinte trabalho com o intuito de
demonstrar os principais meios utilizados de padronizacao, analises microbioldgicas e coleta
de 4gua mineral para identificar fontes de dgua seguras para 0 consumo humano.
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METODOLOGIA

Para a realizag&o deste trabalho foi utilizado a plataforma do Google Drive com pastas
compartilhadas como base de armazenamento, analise e triagem dos dados obtidos na pesquisa.
O levantamento bibliogréfico foi subdividido em 3 fases. Na primeira fase foi utilizado o
Google Académico e servicos de busca da Scielo para a coleta de todo material cientifico que
fosse publicado ou vinculado a Fiocruz, Scielo, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA) e normativas do Governo Brasileiro que abordassem o0s temas de:
“’Microbiologia da 4gua mineral’’, “’Defini¢do de dgua mineral’’; ’Qualidade da agua
mineral’’, ’Métodos de analise de 4gua mineral’’ e ’Padrao microbioldgico da 4gua mineral”’.

Depois de todos os documentos cientificos correlacionados serem baixados, estudados
e anexados em pastas distintas informando sua fonte, foram iniciadas as fases 2 e 3 em sua
respectiva sequéncia. Na fase 2 foi realizada uma triagem onde todos os documentos com
pesquisas realizadas antes da RDC n° 275 (2005) e que nao abordassem especificamente sobre
aguas minerais para o consumo humano seriam descartados. Logo na sequéncia, foi realizada a
fase 3 onde foram criadas pastas onde seriam condensados os principais documentos que
melhor sintetizam: Metodologias e resultados de coleta das amostras, Defini¢cdes do conceito
de padrdo microbiolégico de agua mineral, Métodos e resultados de formas de analises
microbioldgicas, Principais cepas de importancia clinica encontradas.

Desta forma, com o banco de dados estruturado, analisado e de acordo com as
diretrizes da pesquisa, foi possivel avaliar, estudar e elaborar um referencial teorico atual e
conciso para o artigo, condensando os principais resultados dos documentos selecionados na
presente revisdo bibliografica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Principais cepas de importancia clinica

No Brasil, a regulamentacdo da qualidade microbiolégica da &gua mineral é
estabelecida pela Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 275, emitida em 22 de setembro
de 2005 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Este Regulamento Técnico
de Caracteristicas Microbiolégicas para Agua Mineral Natural e Agua Natural, serve como
diretriz para avaliacdo sanitaria da d&gua mineral ao estabelecer limites para a existéncia de
microrganismos indicadores de contaminacdo fecal na &gua, como: coliformes totais,
coliformes termotolerantes e/ou Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Clostridios sulfito
redutores e Enterococos spp (BRASIL, 2005).

Segundo o estudo de Roewer et al., (2016), os indices da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), demonstram que paises em desenvolvimento, possuem como causa da maioria
das doencas bacterianas uma transmissao por veiculacao hidrica, fato que evidencia a qualidade
da agua como uma problematica de indispensavel resolucdo para a garantia da qualidade da
salde publica. Para Freitas (2002), a agua para consumo humano sem tratamento adequado,
apresenta-se como um importante elemento de risco a saude da populacdo que a consome, pois
se torna um dos principais veiculos transmissores de parasitas e microrganismos causadores de
doengas.

Nesse contexto, a RDC N° 275/2005 surgiu para definir os parametros microbioldgicos
qualitativos e quantitativos que a agua mineral deve atender para ser considerada segura para
consumo humano. Na visdo de Koneman et al., (2018) as amostras microbioldgicas foram
desses parametros, caracterizadas como insatisfatorias, caso sejam ingeridas podem provocar
infeccbes intestinais os coliformes, as patologias diversas como: infecgdes urinérias,
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intoxicagBes alimentares, pneumonias e meningites, inclusive as nosocomiais. Além disso, as
infeccdes provocadas por esses organismos sao consideradas mais complexas devido aos seus
maltiplos modos de transmissao.

O grupo de coliformes, encontrado nas fezes de animais de sangue quente, incluindo
0s seres humanos, é amplamente utilizado como um sinal de contaminacdo fecal. Sua maior
durabilidade na 4gua, em relacdo a outras bactérias intestinais, reforca sua eficiéncia na analise
do grau de contaminagéo fecal (BRASIL, 2006).

De acordo com a pesquisa realizada por Ratti et al., (2011), coliformes totais séo
bacilos gram-negativos, aerobicos ou anaerdbicos facultativos e oxidase-negativos que s&o
incapazes de formar esporos. Em uma temperatura de 35°C, num periodo de 24 a 48 horas
conseguem fermentar a lactose e gerar gases, acidos e aldeidos. Além disso, possuem a
capacidade de se desenvolver na presenca de sais biliares ou demais compostos ativos de
superficie, com caracteristica inversa que promove a limitacdo do crescimento. No grupo dos
coliformes totais estdo bactérias integrantes da familia Enterobacteriaceae, como 0s géneros
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella e Escherichia (SILVA JR, 2002).

Ainda para Ratti et al., (2011), existe o grupo de bactérias contaminantes, que sao
utilizadas para mensurar nivel de potabilidade, chamado de coliformes termotolerantes ou
coliformes fecais, sendo esse grupo caracterizado por produzir gas a temperaturas entre 44 a 45
°C, ser capaz de fermentar lactose e possuir a Escherichia coli como a principal espécie
representante do grupo. De acordo com Dias (2008), as doencgas de veiculacdo hidrica podem
ser definidas como aquelas doencas em que o agente infeccioso tem a &gua como veiculo. Sendo
assim, devido a grande importancia da agua na vida humana por se tratar de um recurso
indispensavel para seu metabolismo, a analise microbiolédgica desse liquido € essencial para
garantir sua potabilidade (YAMAGUCHI, 2013). Segundo Souza et al., (2016), outro
microrganismo de relevancia nesse aspecto € a E. coli. Em meio ao ambiente natural, esse
microorganismo € comumente encontrado, muitas vezes na espécie de E. coli comensal,
estabelecendo relagbes proveitosas comensalistas para 0 metabolismo dos seres humanos,
fazendo parte da sua microbiota intestinal natural. Contudo, também existem espécies
patogénicas que debilitam o sistema metabdlico, causando infec¢des diarreicas ou, até mesmo,
infeccBes extra-intestinais.

O grupo de bactérias coliformes ndo faz parte da composicao natural da agua mineral,
portanto sua presenca indica que ocorreu interferéncia externa na dgua (FARACHE FILHO;
DIAS, 2008). Segundo a FUNASA (2006), o grupo de bactérias coliforme foi determinado
como indicador de contaminacdo da agua devido aos seguintes fatores: estdo presentes nas
fezes de seres humanos e demais animais de sangue quente; apresentam-se como
microrganismos de facil deteccdo e quantificacdo em qualquer tipo de dgua atraves de técnicas
economicamente viaveis e simples; o grau de contaminacao fecal da agua possui relacdo direta
com a concentragdo desses microrganismos na agua contaminada; por serem menos fastidiosas,
incapazes de se multiplicar em ambientes aquaticos ou se multiplicarem menos que as bactérias
entéricas, as bactérias coliformes possuem maior tempo de sobrevivéncia na agua que as
bactérias patogénicas intestinais; em comparacdo as bactérias patogénicas, os coliformes
possuem maior resisténcia aos agentes tensoativos e desinfetantes.

A pesquisa de Silva et al. (1997) Demonstrou que a presenca de coliformes totais na
agua e menos significativa como indicador de contaminagéo fecal, pois esses microrganismos
podem ser encontrados em diversas fontes ambientais. J& os coliformes fecais e a E. coli sdo
indicadores mais especificos de contaminacédo fecal. No entanto, é amplamente empregada na
indGstria alimenticia, sinalizando possiveis contaminacbes apds a sanitizacdo ou o
processamento, evidenciando praticas de higiene e desinfeccdo abaixo dos padrdes exigidos
para o processamento de alimentos.
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Além do grupo Coliforme, o estudo de VVasconcelos et al., (2006) apresenta a presenca
de Pseudomonas aeruginosa como um agravante no que diz respeito a qualidade da agua, pois
destaca-se por sua notavel adaptabilidade, permitindo-lhe colonizar uma ampla variedade de
ambientes, incluindo habitats marinhos, solo, plantas, seres humanos e animais. (WAGNER
et al., 2003). Esse microrganismo esta relacionado com surtos de gastrenterites veiculadas pela
agua. Sendo capaz de sobreviver em substratos com baixa disponibilidade de nutrientes,
demonstrar tolerncia a niveis relativamente elevados de pH e metabolizar uma ampla
variedade de compostos. Fatores que, associados a sua alta proliferacdo em aguas minerais torna
a espécie merecedora de atencéo especial (GUILHERME et al., 2000).

A P. aeruginosa é um patdgeno capsulado com capacidade de formar biofilmes em
equipamentos, caracterizado por seu comportamento oportunista, resisténcia a antibiéticos e
potencial para causar infeccGes em pacientes com sistema imunologico debilitado. Fatores que
elevam a atencéo para os indices de incidéncia de infeccfo de tal microrganismo. (SANT ANA
et al., 2003).

Segundo Freire et al., (2012), a percepcao de bactérias heterotroficas na agua mineral
pode oferecer uma visdo abrangente sobre sua qualidade microbioldgica. Esse grupo de
bactérias pode ser definido, de forma genérica, como sendo caracterizados por microrganismos
gue necessitam da utilizacdo de carbono organico como fonte de energia. Esse grupo de
bactérias é capaz de fermentar manitol e lactose produzindo acido e gerando gas em um periodo
de 24 horas, a uma temperatura de 44,5 a 0,2 °C, além de serem oxidase-negativas (BRASIL,
2006). Na agua, o controle da densidade dessas bactérias torna-se importante, pois, apesar da
maioria das bactérias heterotroficas constituidoras da flora natural da &gua serem consideradas
ndo patogénicas, densidades detectadas elevadas dessas bactérias na &gua podem gerar riscos a
satde humana (FARACHE FILHO E DIAS, 2008).

A portaria N° 2.914, de dezembro de 2011, do Ministério da Saude, inciso 3°, dispde
que a quantidade de bactérias heterotroficas presentes na agua mineral ndo deve ultrapassar o
limite maximo de 500 UFC/ml, pois alteracfes de valores acima do limite estabelecido devem
ser investigados para identificacdo de irregularidade e providéncias devem ser adotadas para o
restabelecimento da integridade do sistema de distribuigao.

O género Enterococcus ou Enterobacter é composto por bactérias que possuem forma
de cocos e sdo gram-positivas aerdbicas.

Essas bactérias sdo resistentes a seca e ao cloro, e ,por isso, podem habitar diferentes
locais, fator que torna possivel a sua permanéncia no ambiente. Dessa forma, a sua identificagdo
por si sO indica que houve uma préatica sanitaria inadequada. (MASSAGO et al., 2021; FILHO
et al., 2008; MCFETERS et al., 1974).

O género Enterococcus abrange mais de 41 espécies distintas, que podem ser
localizadas no solo, na agua, em alimentos e no trato digestivo de seres humanos e outros
animais. (NACHTIGALL., 2011). Os Clostridios redutores de sulfitos a 46°C séo bacilos gram
positivos, esporulados e anaerdbios, que em condicdes ambientais desfavoraveis a sua
sobrevivéncia possuem uma grande capacidade de resisténcia as intempéries. Esses
microrganismos estdo presentes no solo, assim como no trato intestinal de seres humanos e
outros animais. A identificacdo dessa bactéria aponta para contaminacdo fecal de origem
remota, além de ser capaz de indicar falhas nas praticas de fabrica¢do, podendo também sugerir
possivel contaminacdo do solo em reservatorios ou fontes afetadas por aguas superficiais.
(SANT ANA et al., 2003; SCHMIDT-LORENZ et al., 1983).

Os padrdes de potabilidade da agua prescritos na RDC N° 275/2005 tém o objetivo de
promover o constante aperfeicoamento das a¢Ges de controle sanitario com enfoque em manter
atualizadas as técnicas de avaliagdo do risco de danos a saude da populacdo em relagdo agua
mineral e garantir a protecdo a saude publica (BRASIL, 2005). Com esse objetivo, foram
definidos critérios para a avaliagdo da presenca e concentracdo de coliformes totais,
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Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp., Clostridium sulfito-redutores, coliformes
termotolerantes e/ou Escherichia coli. Dessa forma, a ANVISA prevé que o padrdo de
avaliacdo de auséncia dessas bactérias na &gua € realizado pela analise da quantidade mensurada
em UFC de cada microrganismo presente em 100mL da amostra coletada. Para proporcionar
melhor explanacdo dos dados da legislacdo vigente, o artificio do uso de quadros foi utilizado
a seguir.

TABELA 1. Caracteristicas microbioldgicas para Agua Mineral Natural.

Bactérias Coliformes | Escherichia coli ou | Clostridios | Pseudomonas | Enterococcuis
Heterotrofic Totais, Coliformes Fecais sulfito aeruginosa, spp, em
as/ mL em 100mL | /Termotolerantes, | redutores,em | em 100mL 100mL
em 100 mL 100mL
2 <1,0 UFC; <1,0 UFC; <1,0 UFC; <1,0 UFC;
<500 UFC; | <1,1 NMP Totalmente <1,1 NMP <1,1 NMP <1,1 NMP
Limites ou ou Inexistente ou ou ou
: Inexistente | Inexistente Inexistente Inexistente Inexistente
no i 5 5 5 5 5 5
c i 1 0 1 1 1
<1,0 UFC; <1,0 UFC; | <1,0UFC; | <1,0 UFC;
o <1,1 NMP <1,1 NMP <1,1 NMP <1,1 NMP
: ou ou ou ou
: Inexistente Inexistente Inexistente Inexistente
; 2,0 UFC 2,0 UFC ou 2,0 UFC ou 2,0 UFC ou
M ou Inexistente 2,2 NMP 2,2 NMP 2,2 NMP
: 2,2 NMP

FONTE: RESOLUGCAO-RDC No 275, DE 22 DE SETEMBRO DE 2005; PORTARIA DO MINISTERIO
DA SAUDE N° 2.914, DE DEZEMBRO DE 2011.

Na Tabela 1, as siglas UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) e NMP (NUmero mais

provavel) representam o nimero de bactérias ou fungos presentes em 100ml da amostra.
A letra “n” indica a quantidade de unidades da amostra representativa que Serd posteriormente
coletada e examinada individualmente. A letra "c" refere-se ao numero maximo de unidades da
amostra representativa que podem apresentar resultados dentro de determinados valores
aceitaveis e respectivamente, as letras “m” e “M” representam os limites minimos € maximos
aceitaveis da presenca de cada microrganismo na 4gua (BRASIL, 2005).

De acordo com a RDC 275/2005, para garantir que agua mineral esteja em
conformidade com os padrdes vigentes, a analise precisa ser realizada com duas categorias de
amostra: amostra indicativa e amostra representativa. A amostra indicativa é utilizada para uma
analise preliminar na qual uma quantidade menor de amostras € utilizada, enquanto na
representativa uma quantidade maior de amostras € requerida, sendo somente realizada caso a
indicativa aponte resultados acima do limite estabelecido. O regulamento ainda indica uma
estipulacdo volumétrica de concentragdo dessas duas formas de amostragem, delimita a

Revista Biodiversidade - v.24, n.1, 2025 - pag. 156



inexisténcia de populacdo bacteriana em 100mL de amostra indicativa ou menos de 2,00
UFC/100mL na amostra representativa de populagdes de Escherichia coli; Enterococcus spp,
coliformes totais; Clostridium perfringens e Pseudomonas aeruginosas.

Técnicas de coleta

O Meétodo de coleta da agua representa a adequabilidade da pesquisa, fazendo-se
necessario os cuidados com os equipamentos e técnicas para determinar a seguridade para o
consumo humano, onde a embalagem deve tornar a amostra inviolavel desde a coleta até a
recepcdo pelo laboratdrio que ira realizar a analise (Anvisa, 2022). Para Colet et al (2020), O
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2006) foi utilizado
para determinar as normas de coleta e armazenamento da sua pesquisa, onde mostra a analise
da &gua de 40 pocos, em que foram utilizados frascos estéreis de polipropileno dispostos em
caixas isotérmicas com gelo para a analise ser feita posteriormente. Ainda para Colet et al
(2020), Como uma medida preventiva de contaminag¢fes dos canos, as torneiras proximas aos
pocos foram esterilizadas com alcool 70% e abertas por 3 minutos.

A forma de coleta da agua utilizada por Ferreira et al (2017), desempenha-se a lograr
do livro “métodos laboratoriais de andlises fisico-quimicas e microbiologicas” por Macedo
(2003), operando recipientes acondicionados em caixas térmicas e esterelizados. As coletas
foram feitas mensalmente de forma triplicata, sendo analisadas 24 horas ap6s a coleta em quatro
pontos da comunidade morro redondo, fazendo-se a coleta da agua proveniente de trés minas e
dois rios.

A técnica de esterilizacdo em autoclave é um processo de vapor saturado sob presséo,
onde destroi 0s microrganismos através da temperatura, tempo, pressao e umidade favorecendo
a desnaturacdo das proteinas de sua estrutura genética e a termocoagulacéo (TIPPLE et al,
2010). Atraves dessa técnica, Silveira et al (2017) diz que fez com que ndo houvesse
interferéncia externa de outros microrganismos, além das que estavam presentes na dgua em
sua pesquisa de coleta no Rio Bacacheri. Sua pesquisa ainda fala que 5 frascos de polipropileno
estéril de 500 ml foram utilizados para cada uma de suas amostras, obtidas através da contra
corrente do rio.

Para Siqueira et al (2008), adicdo de 0,1 mL de tiosulfato de sodio(Na2S203) a 10%
para cada 100 ml de &gua coletada aos frascos da coleta, que anteriormente foram lavados e
secos, teve como objetivo impedir a acdo do cloro residual das unidade de cisternas e caixas-
d’4gua no entorno da Universidade federal de pernambuco(UFPE) e a Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). Posteriormente, esses mesmos frascos foram esterilizados a
121° por 21 minutos. A pesquisa também fala sobre a assepsia das torneiras feitas atraves de
alcool iodado 2% e pulverizacdo das torneiras por dentro e por fora durante alguns minutos.

Através da andlise da coleta feita em onze artigos brasileiros sobre a analise
microbioldgica da agua mineral em diferentes vertentes, vimos que 5 dos onze artigos tiveram
suas amostras armazenadas e esterilizadas por meio do alcool 70% (Moreno et al, 2018; Colet
et al, 2020; Reis et al, 2014; Mendonca et al, 2017, Lima et al, 2013) dois através do método
de autoclave (Silveira et al, 2017; Siqueira et al, 2008), onde um deles também fez o uso do
tiossulfato de sodio (Siqueira et al, 2008), trés através de uma esterilizacdo ndo especificada
nos artigos (Filho, Dias, 2014; Cunha et al, 2012; Pedrosa et al, 2014) e uma através da técnica
de recipientes acondicionados em caixas térmicas e esterilizados, demonstrado no livro
publicado por macedo (2003) “métodos laboratoriais de analises fisico-quimicas e
microbioldgicas” (Ferreira et al, 2017).
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Técnicas de analise

Atualmente com a variedade de técnicas de analise disponiveis, cada uma com suas
especificidades e usos, é possivel ajustar as analises de acordo com as demandas de cada
circunstancia.A combinacdo das técnicas mais convencionais,como Tubos Multiplos e a
Membrana Filtrante, com métodos contemporaneos, como 0s substratos cromogénicos, permite
uma analise completa da qualidade da agua. Isso € fundamental para garantir a qualidade e a
seguranca da agua potavel (FUNASA, 2013).

Este processo comecga com o uso de caldos adequados para cada estudo, como no caso
da P. aeruginosa, onde foram empregados os caldos Asparagina e Acetamida para as fases
presuntiva e confirmatoria, respectivamente, incubados a 35-37°C por um intervalo de tempo
que varia de 24 a 48 horas (Mendonca et al., 2017; Filho, Dias, 2008). Durante a incubacdo de
coliformes no Caldo PA triplo para a fase presuntiva, eles fermentam a lactose existente no
ambiente, gerando acidos e gases que sdo visiveis pelas alteracdes na coloracdo e pelo
surgimento de bolhas nos tubos (Siqueira et al., 2010).Para a confirmacdo da presenca de
coliformes, utiliza-se 0 meio Verde Brilhante, com incubacdo de 24 a 48 horas, mantendo a
temperatura entre 35°C e 44,5°C. (Siqueira et al., 2010; Mendonca et al., 2017).

A técnica estatistica conhecida como Numero Mais Provavel (NMP) possibilita a
avaliacdo de amostras em larga escala, calculando a quantidade de microrganismos presentes.
Isso € realizado através da diluicdo da amostra em tubos de ensaio, reduzindo assim o0 namero
de amostras a serem analisadas (FUNASA, 2013). A deteccdo da presenca de coliformes é feita
através do numero de meios que apresentarem crescimento, para confirmar a presenca de E.
coli, amostras positivas sdo transferidas para meios de cultura, como o &gar Eosina Azul de
Metileno, onde coldnias especificas sdo reconhecidas por suas caracteristicas morfolégicas
(Rocha et al., 2010). Conforme demonstrado por Filho e Dias (2008), o método NMP pode ser
combinado com a técnica de multiplos tubos para obter resultados mais eficazes.

A utilizacdo de Filtragdo por Membrana é um procedimento eficaz e agil para a
identificacdo de microrganismos, tais como coliformes totais e fecais (Silveira et al., 2018).
Este procedimento consiste em filtrar uma amostra de &gua com uma membrana que retém os
micro-organismos, depois de filtrada, a membrana é inserida em um meio de cultura adequado
e incubada a uma temperatura especifica, normalmente 35°C, por um periodo que oscila entre
24 e 48 horas, isso possibilita a contagem e identificacdo das colénias que se formaram na
membrana, possibilitando a estimativa do niUmero de microrganismos presentes na amostra
(Silveira et al., 2018; FUNASA, 2013).

Em diversas pesquisas, como as realizadas por Cunha et al. (2012) e Reis et al. (2014),
A aplicacdo de substratos cromogénicos tem se mostrado uma ferramenta eficaz e precisa na
deteccdo de coliformes totais e E. coli, além disso a utilizacdo de substratos cromogénicos é
notavel pela sua facilidade de manuseio, rapida resposta e auséncia de testes confirmatorios,
evidenciando sua boa relacdo custo-beneficio (FUNASA, 2013).

A utilizacdo de substratos cromogénicos, como os fabricados pela Colilert, possibilita
que, ao serem metabolizados pelas enzimas especificas de E. coli e coliformes, haja uma
alteracdo de cor no ambiente, facilmente perceptivel sob a fluorescéncia da luz UV (Reis et al.,
2014). A amostra é incubada a 35-37°C durante 24 horas, e a leitura é feita observando a cor
do tubo apos esse intervalo e a fluorescéncia. Isso dispensa a realizacéo de testes confirmatorios
e diminui consideravelmente o tempo de analise (Filho e Dias, 2008).

Ao analisar estudos que avaliaram o perfil de qualidade microbiolégico de amostras
de reservatorios de &gua variados, residéncias e em meios de transporte e distribuicdo de dgua
mineral pelo Brasil, podemos tracar um perfil da quantidade geral de amostras contaminadas,
o0s pardmetros de ndo potabilidade mais incidentes e encontrar um padrdo médio de segurancga
da agua mineral no pais.
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Pesquisas feitas no Brasil

Oliveira et al., (2020) realizaram uma pesquisa onde utilizaram a Portaria do
Ministério da Saude N° 2.914, de dezembro de 2011 como um meio para delimitar padrdes de
qualidade que estipula a auséncia ou a presenca de E. coli, Coliformes Totais em 100ml de
amostra e quantidade limite de unidades formadoras de coldnia por ml de Bactérias
heterotroficas (BRASIL, 2011), como parametro para suas analises e citaram a portaria N° 518,
de 25 de marco de 2004 (BRASIL, 2004) que foi revogada pela portaria anteriormente citada
mas aplicava os mesmos limites microbioldgicos para as amostras. O padrdo utilizado de acordo
com a portaria foi que ndo poderia existir E. coli ou coliformes totais em volumes amostrais de
100ml para analises microbioldgicas e uma eventual concentracdo de bactérias heterotréficas,
ndo poderia exceder o limite de 500 UFC/mI estabelecido na legislagcdo. Analisaram micro
biologicamente a agua de 10 residéncias, uma cachoeira e um reservatorio em Santana do
Riacho no estado de Minas Gerais. Do total das residéncias analisadas, somente 3 locais
adequavam-se a legislacdo vigente sobre controle de qualidade, fazendo com que a totalidade
das 12 amostras coletadas, 75% delas ndo estavam aptas para 0 consumo humano.

Rocha et al., (2010) realizaram uma pesquisa onde utilizaram a portaria N° 518, de 25
de margo de 2004 como pardmetro de suas andlises e utilizaram métodos recomendados pela
Associacdo Americana de Saude Publica - American Public Health Association (APHA). O
padrdo utilizado de acordo com a portaria foi que ndo poderia existir E. coli, coliformes totais
em 100ml de amostra, utilizaram a técnica de Numero Mais Provavel (NMP) para quantificar
resultados positivos de microrganismos e também utilizaram a pesquisa de identificagdo de E.
coli feita por Vanderzant e Splittstoesser (1992). Estudaram e catalogaram um total de 80
amostras que tiveram como origem um grupo de 36 escolas que foram analisadas pelo grupo
de pesquisa na cidade de Teixeira de Freitas no estado da Bahia, 27 escolas estavam com
amostras de dgua adequadas para 0 consumo e 25 % das escolas estavam em desacordo com 0s
parametros microbioldgicos (9 escolas).

Moreno et al., (2018) realizaram uma pesquisa que foi utilizada a Resolucdo da
ANVISA RDC N° 275 de 22 de setembro de 2005 como forma de embasamento legislativo
para a estipulagédo padrdes de qualidade que quantificasse o limite de concentragdo ou auséncia
de coliformes termotolerantes, coliformes totais, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus e
Clostridium perfringens (BRASIL, 2005), junto com a Portaria N° 518 de 25 de margo de 2004
para delimitar a quantidade de bactérias heterotroficas na pesquisa (BRASIL, 2004), métodos
fundamentados da APHA, (1998) e técnicas referenciadas em pesquisas de Silva et al., (2005)
para estabelecer os parametros dos resultados e métodos analiticos. Analisaram micro
biologicamente 4 marcas distintas de &gua mineral natural armazenadas em recipientes de 20
litros que eram comercializadas em Goiania no estado de Goias. Durante gquatro semanas,
coletaram uma amostra de cada novo lote semanal das marcas de 4gua. Todas as amostras
estavam com qualidade 100% compativel com a (RDC N° 275/2005), contudo, uma das
amostras apresentou resultados pouco acima do limite para bactérias heterotréficas, em relacdo
a Portaria n° 518, que foram normalizados logo ap06s a primeira semana e apresentou niveis
decrescentes ao longo das 4 semanas.

Ritter e Tondo, (2009) realizaram uma pesquisa onde utilizaram a Resolugcdo da
ANVISA RDC n° 173 de 2006 e a Portaria N° 222 de 28 de julho de 1997 como embasamento
legislativo para a averiguacdo da adequabilidade sanitéria dos locais estipulados para realizagdo
das coletas de amostragem de agua e a Resolucdo da ANVISA RDC N° 275 de 22 de setembro
de 2005 como base de orientacdo legislativa para estabelecer uma avaliagdo de adequacédo das
amostras obtidas. Analisaram micro biologicamente 152 amostras de 100ml de um poco de
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agua mineral utilizado por uma inddstria para a distribuicdo de agua envasada na Cidade de
Novo Hamburgo no estado do Rio Grande do Sul e 15 amostras do produto final dessa industria,
garrafdes de 20L por 5 dias. Todas as amostras estavam 100% compativeis com a qualidade
estipulada pela (RDC 275/2005). Apesar dos resultados satisfatorios, a contagem de bactérias
heterotréficas nos primeiros dias de analise foi maior que a valores estipulados pela (Portaria
518/2004), contudo, esses numeros reduziram significativamente ao decorrer dos dias apos as
higienizagOes dos tanques de armazenamento (RITTER, TONDO, 2009).

Da Silva et al., (2023) fizeram um estudo onde utilizaram as Normas Técnicas L5 201,
de janeiro de 2006 e L5 202, de janeiro de 2018 da Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental de Sdo Paulo (CETESB) para delimitacao da quantidade ou auséncia na avaliacao e
métodos para analise microbiol6gica das amostras, juntamente com Portaria de Consolidacdo
N° 05 DE 2017 do Ministério da Saude (SILVA et al., 2023; CETESB, 2006; CETESB, 2018;
BRASIL, 2017). Analisaram cisternas de 5 escolas publicas na cidade de Esperanca no estado
da Paraiba. Das 5 amostras estudadas, 0% estavam em conformidade com a Portaria de
Consolidagdo N° 5/2017 do Ministério da salde por todas apresentarem quantidades de
coliformes totais e termotolerantes em 100ml das amostras, tornando-as impréprias para o
consumo da populagéo (SILVA et al., 2023). Em conjunto com esses resultados obtidos, os
niveis de presenca de bactérias heterotroficas atingiram concentracdo superior ao limite de 500
UFC/ml em um montante de 4 das 5 amostras totais analisadas.

Mouchrek e Carvalho, (2016) realizaram um estudo com base na Portaria do
Ministério da Saude N°2914/2011 como base para os resultados apresentados (BRASIL, 2011)
e de acordo com métodos de APHA, (2012) como métodos para estabelecer limites de controle
de qualidade e técnicas de analises das amostras. Foram analisados 8 de 9 estabelecimentos
alimenticios em um bairro de S&o Luis no estado do Maranhdo. Dos 8 estabelecimentos, 75%
apresentaram padr@es de qualidade satisfatorios em relacdo a Portaria do Ministério da Sadde
e, correlativamente, a outra fracdo de 25% dos estabelecimentos averiguados, estabeleceram
dados indicativos de uma concentracdo de bactérias heterotréficas acima do limite de 500
UFC/ml e presenca de coliformes totais nas analises amostrais realizadas.

Farache Filho e Dias, (2009) elaboraram uma pesquisa com base metodoldgica na
(RDC N°275/2005), (PORTARIA N°518/2004) e na (APHA, 1998) para a analise das amostras
e catalogacdo dos dados obtidos. A pesquisa foi realizada em 21 marcas de garrafdes de 20
litros de &gua mineral onde sdo distribuidas por varios pontos de vendas nas cidades de
Araraquara e Américo Brasiliense na Regido Sudeste no estado brasileiro de S&o Paulo. Ao
total foram coletadas 84 amostras originadas das 21 marcas, posteriormente aos garrafdes serem
devidamente higienizados e com as devidas precaucfes para evitar contaminacao externa das
amostras. Das 84 amostras e 21 marcas, somente 47% das marcas apresentaram critérios dentro
do padrdo estabelecido pela metodologia da pesquisa.

Yamaguchi et al., (2013) realizaram uma pesquisa em uma instituicdo de ensino na
cidade de Maringa no estado do Parana onde foram obtidas 50 amostras de 4gua, sendo dessas
amostras 37 originarias de bebedouros com agua tratada na propria instituicdo onde foi
realizada a pesquisa e 13 originadas de bebedouros que possuem abastecimento de agua mineral
natural envasada por uma empresa terceirizada de engarrafamento. As amostras foram coletadas
em recipientes plastico estéreis com 0,2ml de 10% de tiossulfato de sédio visando eliminar
interferéncia de residuos de cloro, para a analise de coliformes totais foi utilizada a técnica de
Numero Mais Provavel (NMP), para coliformes termotolerantes foi utilizado a técnica de tubos
maltiplos, juntamente com mais técnicas e meétodos de confirmagdo descritos em
(YAMAGUCHI et al., 2013). Da amostragem realizada nos modelos de bebedouros que tinham
como fonte de seu abastecimento aguas envasadas, foram obtidas 13 amostras que resultaram
no indicativo de presenca de coliformes totais em 15,38% dessa amostragem e em relagéo aos
bebedouros que possuiam como fonte de abastecimento a dgua que era tratada no préprio local,
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originaram-se 37 amostras que apresentaram dados indicativos de auséncia de coliformes totais
na averiguacdo realizada. O estudo ndo realizou método de contagem de bactérias
heterotréficas para estudo das amostras coletadas.

Com base em dados apontados em 12 artigos sobre andlise de dgua mineral que
estudaram diferentes fontes e armazenamentos tanto de agua mineral natural quanto agua
mineral destinada para o consumo humano, foram contabilizadas um total de 463 amostras de
agua (Figura 1). Essas amostras foram realizadas tanto em duplicata e triplicata quanto de forma
unitaria nos locais coletados. Do total de amostras catalogadas 323 apresentaram conformidade
com a legislacdo existente na época do estudo e 140 ndo estavam em conformidade com a
respectiva legislacdo da época de cada estudo. Os dados apresentados foram fornecidos pelos
artigos de Siqueira et al., 2008; Colet et al., 2020; Mendonga et al., 2017; Lima et al., 2013,
Cunha et al., 2021; Pedrosa et al., 2014; Rocha et al., 2010; Oliveira et al., 2020; Moreno et al.,
2018; Silva et al., 2023; Mouchrek et al., 2016; Yamaguchi et al., 2013.

Amostras inadequadas

140 (30,2%)

Amostras adequadas

FIGURA 1: Estudo de incidéncia de amostras contaminadas em 12 artigos de pesquisas feitas no Brasil

CONCLUSAO

Foi constatado um grande respaldo legislativo e normativo por parte do governo brasileiro
em relacdo a qualidade microbiologica da agua mineral e para agua ao consumo humano por parte
de decisdes colegiadas e portarias que foram se complementando e atualizando conforme os anos
e novos estudos cientificos. Em conjunto, alguns pesquisadores também buscam metodologias e
técnicas internacionais para melhor eficiéncia da geracdo de dados analiticos em busca de um
resultado mais proximo da realidade. Foi observado um escopo de técnicas e anélise de amostra
de agua bem estabelecido por anos e o surgimento de técnicas mais inovadoras para determinadas
analises.
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