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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo, avaliar a qualidade microbioldgica de 4guas
envasadas (minerais e adicionada de sais) comercializadas em diferentes pontos da cidade de
Fortaleza. Foram coletadas vinte amostras de dguas, sendo onze (11) em garrafas de 500 mL e
nove (9) em garrafdes de 20 litros. A andlise microbioldgica contemplou a determinagdo do
ndmero total de bactérias (carga bacteriana) e a pesquisa de coliformes totais e fecais. Foram
empregados trés métodos para contagem bacteriana (contagem em tubos mdultiplos, contagem
em placas e método de filtracdo em membrana) e uma técnica para pesquisa de coliformes. Os
métodos de contagem geral de bactérias através das trés técnicas utilizadas, revelaram que
70% das amostras analisadas apresentaram niveis acima do limite estabelecido para dguas
potaveis, e dos 30% que estavam dentro dos limites aceitdveis, 10% ndo apresentaram
contaminacdo microbiana. Os resultados evidenciaram como ma qualidade bacteriolégica
resultados acima de 500 UFC/mL e a presenca de coliformes, de acordo com a Portaria n°
2914, do MS, de 12 de dezembro de 2011. Na pesquisa de coliformes totais, 25% das
amostras analisadas foram reprovadas, todas em garrafdes de 20 litros, e nenhuma amostra
apresentou coliforme fecal. Além da avalia¢do bacterioldgica, foi avaliado o pH das amostras,
onde somente 60% apresentaram pH dentro dos limites especificados nas normas vigentes.
Logo, é importante adotar medidas preventivas na preparacdo das dguas envasadas, seguindo
as boas praticas de fabricacdo, acondicionamento, transporte e lavagem dos recipientes

retornéveis, oferecendo ao consumidor um produto com seguranca.

Palavras-chave: Agua Engarrafada. Aguas Minerais. Qualidade da Agua.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the microbiological quality of bottled water (mineral and
containing salts) marketed in different parts of the city of Fortaleza. Twenty water samples
were collected, eleven (11) in 500 mL bottles and nine (9) in 20 liter bottles. Microbiological
analysis included the determination of the total number of bacteria (bacterial load) and the
survey for total and fecal coliform bacterias. Three methods were used for bacterial count:
multiple-tube fermentation technique, aerobic plate count and membrane filter technique) and
a specific technique to detect coliform bacteria. The bacteria count from these three
techniques revealed that 70% of the samples showed above the safety limit for potable water,
and between the 30% which were within acceptable limits, 10% of these showed no microbial
contamination. The results showed bad bacteriological quality results, like above 500
CFU/mL and the presence of coliform bacteria, according to Regulation No. 2914, from
Ministério da Saude, released in 12 December 2011. According to the total coliform survey,
25% of the samples were disapproved, every one of them from the 20 liter bottles, and no
sample showed fecal coliform bacteria. In addition to the bacteriological evaluation, the pH of
the samples was also measured, and only 60% of them were within legal limits. Therefore, it
is important to take preventive measures in the preparation of bottled water, following good
manufacturing practices, packaging, transportation and washing of returnable containers,

offering to the consumer a safe product.

Keywords: Bottled Water. Mineral Waters. Water Quality.
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1 INTRODUCAO

A 4gua € essencial a vida e ao desenvolvimento humano, pois estd presente em
todos os seguimentos da vida (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2007). A 4gua é uma
reserva mineral barata e de direito de todos, devendo atender as necessidades humanas, tais
como: fisioldgicas, econdmicas e domésticas com continuidade, cobertura e custo, mas nao
basta que a populacdo apenas tenha acesso a 4dgua, é necessirio também que esse recurso
tenha qualidade assegurada (MATTOS; SILVA, 2002).

A 4gua sendo de ma qualidade pode trazer riscos a saide do homem, contendo
véarios agentes bioldgicos e quimicos (CARVALHO; RECCO-PIMENTEL, 2007). Doencgas
transmitidas pela dgua sdo causadas principalmente por microrganismos patogénicos de
origem entérica, de animais e humanos, transmitidos quando sdo excretados nas fezes de
individuos infectados e depois ingeridos na forma de 4gua ou alimento contaminado
(GRABOW, 1996).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), milhdes de pessoas morrem a
cada ano de doencgas transmitidas pela dgua, principalmente criancas menores de cinco anos
de idade, idosos e pacientes imunocomprometidos. Doencas estas que poderiam ser
prevenidas apenas melhorando a cobertura e a qualidade dos servigos de saneamento. Em
media 80% das doencas que acometem paises subdesenvolvidos provem de 4gua
contaminada. No Brasil, em média 30% dos habitantes consomem é4gua de origem insegura €
a populacdo que recebe a cobertura dos servicos publicos de abastecimento nem sempre
recebe dgua com qualidade exigida e em quantidade suficiente (MARQUEZI; GALLO;
DIAS, 2010).

E dever do Estado o controle da qualidade da dgua, garantindo primeiramente a
gestdo adequada dos recursos hidricos e o uso consciente do recurso, pois a garantia da
seguranca da dgua potdvel depende do bom funcionamento de diversas etapas de
abastecimento, que vao desde o tratamento até a distribuicdo e, caso alguma delas apresente
falhas, pode desencadear um processo de contaminagao (BRASIL, 2011).

A constante preocupacdo com a qualidade da dgua de abastecimento publico,
decorrente da progressiva polui¢cdo hidrica, o cidaddo passou a consumir cada vez mais dguas
envasadas como: dgua mineral natural e 4gua purificada adicionada de sais (LECLERC;
MOREAU, 2002). Dados da empresa de consultoria internacional Beverage Marketing
Corporation (BMC) divulgados pelo Departamento Nacional de Produ¢ao Mineral (DNPM)



indicam que o pafs € o quarto maior mercado consumidor de d4gua envasada no mundo, tendo
consumido 17,4 bilhdes de litros em 2012, representando crescimento de 2,4% em relacdo a
2011 (REIS, BEVILACQUA, CARMO, 2014).

Para atender a esse aumento na demanda, as indudstrias aumentaram a producao,
bem como o nimero de empresas novas no mercado. Assim, torna-se necessdrio investigar se
a qualidade da 4gua paga pelo consumidor realmente atende aos pardmetros de potabilidade ja
regulamentados (SABIONI; SILVA, 2006).

Parte da populacdo muitas vezes imagina que a 4gua envasada é um produto puro
e seguro, o que nao é necessariamente verdadeiro. A preocupacdo da comunidade cientifica na
temdtica da qualidade da 4gua envasada vem aumentando bastante nos ultimos anos. Sao
muitos os registros de estudos que comparam a qualidade da dgua envasada com a dgua
proveniente da torneira, considerando a contamina¢do microbioldgica (QUEIROZ, 2011).

O Programa Nacional de Monitoramento da Qualidade Sanitdria dos Alimentos
(PNMQSA) foi criado pela ANVISA em 2000, com objetivo de controlar e fiscalizar
amostras de diversos alimentos expostos ao consumo, avaliando o padrdo sanitirio e a
adequacdo da rotulagem. Em 2002, dados do programa revelou que a qualidade
microbioldgica foi insatisfatéria em 10,5% das 714 amostras analisadas de dguas minerais
comercializadas em todo o pais. Outros estudos também apontam que as dguas envasadas nao
sao fontes necessariamente seguras, podendo oferecer riscos a saide dos consumidores
(BRASIL, 2002).

Diante do exposto, com aumento no consumo de dguas envasadas, cujas
caracteristicas higiénico-sanitdrias adequadas estdo relacionadas a satide dos consumidores,
torna-se necessdria a realizacdo das andlises microbiolégicas no ambito da satdde coletiva,
pois a 4gua € um meio para o crescimento microbiano e o mercado deve oferecer produtos de

qualidade garantida em conformidade com os padrdes rigorosos do Ministério da Saude.
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2 OBJETIVOS:

2.1 GERAL:
Avaliar a qualidade microbioldgica das dguas envasadas das diferentes marcas

comercializadas no municipio de Fortaleza.

2.2 ESPECIFICOS:
Determinar a carga bacteriana empregando trés métodos de anélise
Pesquisar a presenca de coliformes como indicativo da qualidade da dgua.

Avaliar o (pH) das 4guas envasadas minerais e adicionada de sais.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Atualmente existem diversas tipologias de dguas envasadas, entretanto, nota-se
uma associacdo da terminologia dgua envasada com 4gua mineral no Brasil. Diante disso,
buscou-se investigar diversos aspectos relacionados as dguas envasadas, com base nas
legislagdes vigentes, categorizando os agentes que fazem parte atualmente desse campo

(QUEIROZ, 2011).

3.1 Legislacao relacionada a qualidade da agua para consumo humano.

3.1.2 Antecedentes da legislacdo brasileira de potabilidade de 4gua para consumo humano.

A qualidade da dgua se tornou uma questdo de interesse para a saude publica no
final do século XIX e inicio do século XX. Anteriormente, essa qualidade era associada
apenas a aspectos estéticos e sensoriais, tais como: a cor, o sabor e o odor (FREITAS;
FREITAS, 2005). Na atualidade, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) € a institui¢do que
acompanha e recomenda os valores maximos permitidos da qualidade da agua, a partir dos
estudos toxicoldgicos realizados em todo o mundo e publicados em diferentes revistas e
eventos cientificos especializados no tema. Nos Estados Unidos, no Canadd, e na
Comunidade Europeia, apesar de se basearem também nas recomendacOes da OMS,
estimulam pesquisas e bioensaios que acabam servindo de referéncia tanto para a OMS como
para os demais paises. Todas as normas de potabilidade no Brasil seguem basicamente os
padrdes recomendados pela Organizacdo Mundial de Saide no Guidelines for Drinking-Water
Quality (WHO) (FREITAS; FREITAS, 2005).

No Brasil, a normatizacio da qualidade da 4dgua para consumo humano foi
iniciada na década de 1945. Diante da necessidade de se padronizar o aproveitamento das
dguas minerais utilizadas para a comercializacdo por meio do engarrafamento e para outros
fins, foi assinado o Decreto-Lei, n® 7.841, publicado no Didrio Oficial da Unidao (DOU), de 20
de agosto de 1945, conhecido como "Cédigo das Aguas Minerais", em vigor até hoje, com
algumas alteracdes (BRASIL, 1945). J4 a primeira legislacdo nacional que normatizou uma
composi¢do microbioldgica definida da dgua foi o decreto federal n° 79.367 de 9 de marco de
1977, que estabeleceu a competéncia do Ministério da Saide sobre a defini¢do do padrdo de

potabilidade da dgua para consumo humano, a ser observado em todo territério nacional,
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através da portaria n° 56 BSB publicada em 14 de marco de 1977 (FREITAS; FREITAS,
2005; BRASIL, 1977).

A Portaria BSB n° 56/1977 foi revisada em 1990 e resultou na Portaria GM n.°
36/1990, seguida da Portaria MS n.° 1469 de 29 de dezembro de 2000. Em fun¢do do novo
ordenamento na estrutura do Ministério da Saide com a instituicdo da Secretaria de
Vigilancia em Sadde (SVS), a Portaria MS n.° 1469/2000 foi extinta passando a vigorar a
Portaria MS n° 518, de 25 de marco de 2004 (FERNANDES, SARCINELLI, 2014; BRASIL,
2001).

Em 14 de dezembro de 2011, o Ministério da Saude publicou no Didrio Oficial da
Unido, Secdo 1, a Portaria N° 2.914, de 12 de Dezembro de 2011, a qual dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e seu
padrdo de potabilidade. A OPAS/OMS do Brasil cooperou com todo processo de revisao, vale
destacar que a elaboracdo desta normativa teve como base as guias de qualidade de 4gua
potavel da OMS. Conforme art. 53 desta nova portaria “Fica revogada a Portaria n°
518/GM/MS, de 25 de marco de 2004, publicada no Didrio Oficial da Unido, Secdo 1, do dia
26 seguinte, pagina 266” (BETTEGA et al., 2006; BRASIL, 2011).

3.1  Agua potavel

Agua potdvel é a dgua para consumo humano destinada 2 ingestio, preparagio e
producdo de alimentos e a higiene pessoal, independentemente da sua origem, atendendo ao
padrao de potabilidade estabelecido pela Portaria n° 2.914, do MS, de 12 de dezembro de
2011 e que ndo ofereca riscos a saide (BRASIL, 2011).

3.2.1 Padroes de potabilidade

Padrao de potabilidade é o conjunto de valores permitidos como parametro da
qualidade da dgua para consumo humano, conforme definido na Portaria n® 2.914, do MS, de
12 de dezembro de 2011. A mesma ndo deve conter microrganismos patogénicos € deve estar
livre de bactérias indicadoras de contaminagdo fecal. Os indicadores de contaminagdo fecal,
tradicionalmente aceitos, pertencem a um grupo de bactérias denominadas coliformes fecais.

O principal representante desse grupo € a espécie Escherichia coli (FUNASA, 2004).
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Contagem de bactérias heterotréficas determina a densidade de bactérias que sdo
capazes de produzir unidades formadoras de colonias (UFC), na presenca de compostos
organicos contidos em meio de cultura apropriada, sob condi¢des pré-estabelecidas de
incubagdo: 35,0 + 0,5°C por 48 horas. Alteracdes bruscas ou acima do usual na contagem de
bactérias heterotréficas devem ser investigadas para identificagdo de irregularidade e
providéncias devem ser adotadas para o restabelecimento da integridade do sistema de
distribuicao (reservatério e rede), recomendando-se que ndo se ultrapasse o limite de 500
UFC/mL (BRASIL, 2011).

O termo pH representa a concentracdo de fons hidrogénio em uma solugdo. Na
agua, esse fator € de excepcional importancia, principalmente nos processos de tratamento. Na
rotina dos laboratérios das estagdes de tratamento ele € medido e ajustado sempre que
necessdrio para melhorar o processo de coagulacdo/floculagdo da dgua e também o controle
da desinfeccdo. O valor do pH varia de 0 a 14. Abaixo de 7 a dgua é considerada 4cida e

acima de 7, alcalina. Agua com pH 7 é neutra. A Portaria n° 2.914/2011 do Ministério da
Saude recomenda que o pH da 4gua seja mantido na faixa de 6,0 a 9,5 (FUNASA, 2004).

3.2 Aguas envasadas

O enchimento e a vedacdo com tampa da embalagem com dgua sdo definidos
como processo de envase, resultando no produto chamado “4gua envasada”. Apds o envase, a
dgua passa a ser considerada um alimento e é regulada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2006). As dguas envasadas devem apresentar qualidade que
garanta auséncia de risco a saide do consumidor, devendo ser captadas, processadas e
envasadas obedecendo as condi¢des higi€nico-sanitdrias e as Boas Préticas de Fabricagao,
conforme as legislagdes vigentes (REIS, BEVILACQUA, CARMO, 2014).

De acordo com a RDC n° 173/2006, o envase e o fechamento das embalagens
devem ser realizados por equipamentos automdticos, garantindo a vedacdo das embalagens
para evitar vazamentos e contaminacdo da dgua (BRASIL, 2006). O estabelecimento
industrial que produz dgua mineral natural ou dgua natural deve estabelecer e executar plano
de amostragem, envolvendo as diversas etapas da industrializacdo e prevendo,
obrigatoriamente, coletas de amostras no ponto de captacdo e no reservatério de armaze-

namento e definir limites de aceitacdo. Essa resolucao também determina que a dgua envasada
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s6 pode ser vendida em estabelecimentos comerciais de alimentos ou bebidas (IWERSEN et

al., 2009).

3.2.1 Agua mineral

Agua mineral natural é aquela obtida diretamente de fontes naturais ou por
extracdo de 4guas subterraneas, caracterizada pelo conteido definido e constante de
determinados sais minerais, oligoelementos e outros constituintes, considerando as flutuacdes
naturais conforme a Resolu¢do de Diretoria Colegiada (RDC) n° 274, de setembro de 2005,
do Ministério da Saide (BRASIL, 2005). Segundo essa mesma Resolugdo, as etapas as quais
a dgua mineral natural deve ser submetida, desde a captacdo até o armazenamento, nao podem
produzir, desenvolver e/ou agregar substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem
em risco a saide do consumidor e/ou alterem a composicdo original do produto. Os unicos
tratamentos que ela pode receber € a filtracdo ou a decantacdo (e a adicdo de gds, caso seja
necessdrio). Portanto, os sais minerais que ela possui vieram naturalmente da fonte de onde
ela foi obtida (FREITAS; FREITAS, 2005).

A composi¢do da 4dgua mineral € basicamente sddio, cloreto, sulfato,
bario, nitrato, zinco e litio, podendo sofrer pequenas variagdes dependendo da fonte. A razdo
pela qual a 4gua adquire essa composi¢do definida de sais minerais, oligoelementos e outros
constituintes sdo porque a dgua da chuva penetra no solo e atravessa diversas camadas até
chegar as impermedveis, onde estacionam. Nesse trajeto por baixo do solo, a 4gua passa por
véarias rochas cheias de substincias minerais, como carbonato e sulfato de cdlcio, que se
diluem na 4gua enriquecendo-a. Quando a dgua acumulada no subterraneo sofre pressdao de
um novo volume d’agua, ela sobe para a superficie e surge em locais especificos chamados
nascentes (CASTRO; CARVALHO; VALE, 2010).

Atualmente existe uma resolucdo especifica de controle de qualidade
microbioldgico de dguas minerais: RDC n°® 275, de 22 de setembro de 2005 que trata do
"REGULAMENTO TECNICO DE CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS PARA
AGUA MINERAL NATURAL E AGUA NATURAL” (BRASIL,2005).



15
3.2.2 Agua adicionadas de sais

Agua Adicionada de Sais é a dgua para consumo humano preparada e envasada,
contendo um ou mais dos compostos previstos no Regulamento da Diretoria Colegiada (RDC)
n° 274/2005. Nao deve conter acticares, adogantes, aromas ou outros ingredientes, ou seja,
4dgua adicionada de sais ou "Agua adicionada de vitaminas e minerais", como também é
chamada, € a bebida processada artificialmente e que possui adicao de produtos quimicos no
caso sais minerais em quantidade minima e médxima j4 definida pela resolu¢cdo (BRASIL,
2005). Ja o controle de qualidade microbioldgico e fisico-quimico de dguas adicionadas de
sais € regulamentado pela Portaria n° 2914, de 12 de dezembro de 2011 do Ministério da
Saide como para qualquer dgua potavel (BRASIL, 2011).

Em outras palavras, dgua adicionada de sais € qualquer agua potavel, de
“torneira”, de dgua de surgéncia ou de poco tubular, por exemplo, tratada através de diversos
mecanismos (filtracdo, floculacdo, adi¢ao de fldor, cloro, etc), onde em seu processo final ha
adicdo, de forma artificial, de alguns sais minerais, para deix4-la mais parecidas com a 4dgua
mineral. A dgua adicionada de sais ¢ uma “invencdo” americana e em alguns paises, como a

Franca e a Itdlia, sua producao € proibida.

3.3  Controle de qualidade microbiolégico

O controle de qualidade pode ser definido como o conjunto de operacdes
(programacdo, coordenacdo e execugdo) realizadas com o objetivo de verificar a
conformidade das preparacdes com as especificagdes estabelecidas (FUNASA, 2004).

Na andlise ou monitoramento da qualidade microbiolégica da dgua avalia-se a
contagem e a presenca de organismos patogénicos, determinados pela presencga ou auséncia de
indicadores bioldgicos especificos e suas respectivas populagdes, de acordo com a Portaria n°
2914, do MS, de 12 de dezembro de 2011. Os mais importantes organismos patogénicos da
dgua sao as bactérias, virus, protozodrios e helmintos que veiculados pela dgua causam
diversas doengas (BETTEGA et al., 2006; VILHENA et al., 2009). As bactérias do grupo
coliformes, bastonetes gram-negativos da familia Enterobacteriaceae, sdo os indicadores
bioldgicos mais comumente utilizados ao estudo de qualidade da dgua (BETTEGA et al.,

2006; MATTOS; SILVA, 2002)
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3.3.1 Indicadores de contaminagdo

Nao existe um indicador ideal de qualidade sanitdria da 4gua, mas sim alguns
organismos que se aproximam das exigéncias referidas (BETTEGA et al., 2006). Um deles é
o grupo dos coliformes totais que inclui todas as bactérias na forma de bastonetes Gram-
negativos, ndo esporogénicos, aerobios ou anaerébios facultativos, capazes de fermentar a
lactose com producdo de gids, em 24 a 48 horas a 35° C. Neste grupo incluem-se
microrganismos de diferentes caracteristicas bioquimicas. S@o formados pelos géneros
Escherichia, Aerobacter, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella e outros géneros menos
comuns. Esta definicio é a mesma para o grupo de coliformes fecais ou termotolerantes,
porém, restringindo-se aos membros capazes de fermentar a lactose com producdo de gés, em
24 horas a 44,5 a 45,5°C. O indice de coliformes totais avalia as condi¢des higiénicas e o de
coliformes fecais € empregado como indicador de contaminacdo fecal e condi¢des higiénico-
sanitdrias, visto que a populacdo deste grupo € constituida de uma alta propor¢do de
Escherichia coli, o principal representante desse grupo (FREITAS, FREITAS, 2001;
VILHENA, DUARTE, SILVEIRA, 2009; CARDOSO et al., 2003; MOURA; ASSUMPCAO;
BISCHOFF, 2009).

A Escherichia coli é o microrganismo mais estudado em todo o mundo.
Responsdvel por patologias como: pneumonias, meningites e infec¢des intestinais, que podem
causar diarreias moderadas a severas levando o individuo a morte quando o tratamento ndo é
eficaz (ZIESE et al., 1996). Considerado o principal representante do grupo e o indicador
especifico de contaminacdo fecal e apresenta-se como um dos habitantes mais comuns do
trato gastrointestinal. Sua presenga na dgua e alimentos € um indicativo de contaminacao de
dejetos humanos ou de animais de sangue quente contaminados. Dessa forma, E. coli sdao
bactérias indicadoras de qualidade da dgua e devem estar ausentes nas dguas destinadas ao
consumo humano (TORTORA; BERDELL; CASE 2005).

A contagem de bactérias heterotréficas (carga bacteriana) também ¢é bastante
utilizada como indicador de qualidade da dgua, pois indicam a necessidade de desinfec¢ao da
agua quando encontrada em altas concentragdes. O termo bactérias heterotréficas inclui todas
as bactérias que usam nutrientes organicos para o seu crescimento. Elas estdo presentes em
todos os tipos de dgua, alimento, solo, vegetacdo e ar e para apresentar risco a saide devem
estar presentes em altas concentragdes. A sua contagem representa diversos microrganismos

isolados que requerem carbono orginico como fonte de nutrientes e fornece informacao da
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qualidade bacterioldgica da dgua de forma ampla, servindo, portanto, de indicador auxiliar da
qualidade da dgua, ao fornecer informag¢des adicionais sobre eventuais falhas principalmente

na desinfec¢do e a qualidade higiénico-sanitario (ALLEN; EDBERG; REASONER, 2004).

3.3.2 Métodos de analise

Dentre os métodos utilizados para determinar a qualidade microbiolégica de agua
envasadas, destacam-se o método convencional de fermentagdo em tubos multiplos (FTM),
contagem em placa, contagem por filtracdo em membrana e os métodos rapidos Colilert e
Colitag. O método FTM, contagem por filtragdio em membrana e a contagem em placa
apresenta como desvantagem o fato de ser muito trabalhoso e demorado (até 96 horas). J4 os
métodos rapidos Colilert e Colitag se tornam vantajosos por utilizarem somente um meio €
demorarem apenas 24 horas para darem o resultado da analise, possibilitando acdes
corretivas, caso seja detectada a contaminagdo da agua, impedindo o consumo de uma agua

possivelmente contaminada (MARQUEZI; GALO; DIAS; 2010).

3.3.2.1 Métodos réapidos

Método substrato cromogénico/fluorogénico é um método qualitativo que se
baseia na utilizacdo de substratos andlogos a lactose (glicopiranosideos) especificos para
coliformes. Por exemplos ONPG (Orto Nitrofenil galactopiranosideo) MUG (Metil-
Umbeliferone Galactopiranosideo). Colilert®—Substrato Cromogénico Definido ONPG
MUG, com resultados confirmativos para presenca de Coliformes Totais e E.coli em 24horas
pelo desenvolvimento de coloragdo amarela e observacio de fluorescéncia, sem necessidade
da adicdo de outros reagentes para confirmacdo (CEBALLOS; PELLIZARI; KONIG;
CATAO, 1999).

O principio do método se baseia na utilizag@o, pelos coliformes de um substrato
cromogénico (b-Dgalactopiranosido) através do emprego da enzima b-D- galactosidase,
liberando-se uma substiancia que muda a cor do meio (o cromdgeno onitrofenol amarelo
forte). Pode-se entdo dizer que o teste determina a produgdo desta enzima (ONPG)
normalmente presente nas estirpes de coliformes e indica em 24 horas coliformes totais
positivos. Por sua vez, E. Coli possui a enzima b-glucoronidase que cliva o b-D-glucoronido-

4-metilumbelliferona liberando (MUG) 4-metil-umbelliferona que € fluorescente sob a luz
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Ultravioleta 1=366nm, ou seja apds 24 horas é possivel também determinar a presenca de

E.coli (CEBALLOS; PELLIZARI; KONIG; CATAO, 1999).

3.4.2.2 Contagem em placa

O método de contagem de microrganismos em placas € um método geral, que
pode ser utilizado para contagem de grandes grupos microbianos, como aerdbios, mesoéfilos,
aerobios psicroéfilos, termofilos, bolores e leveduras, variando o tipo de meio, a temperatura e
o tempo de incubacdo. Por este método, amostras de alimentos sdo homogeneizadas, diluidas
em séries, em diluente apropriado, plaqueadas com ou sobre um meio de dgar apropriado e
incubadas, apds isso todas as colOnias visiveis sdo contadas. O procedimento se baseia na
premissa de que cada célula presente em uma amostra ird formar uma coldnia separada e

visivel, quando fixada com meio que lhe permita crescer (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

3.4.2.3 Namero Mais Provavel

A técnica do Numero Mais Provavel (NMP), também chamada de técnica dos
tubos multiplos, € outra maneira bastante utilizada pelos laboratérios de microbiologia de
alimentos para estimar a contagem de alguns tipos de microrganismos, como coliformes
fecais, coliformes totais, E. coli e Staphylococcus aureus (FRANCO; LANDGRAF, 2003).

Na técnica do Numero Mais Provavel (NMP), o produto a ser analisado, apds
homogeneizagdo, ¢ submetido a pelo menos trés dilui¢des decimais seriadas. De cada uma
dessas diluicdes, aliquotas iguais sdo transferidas para trés ou para cinco tubos contendo o
meio de cultura escolhido. Todos os tubos sdo incubados, € em seguida, os positivos sdo
identificados. Pelo nimero de tubos positivos em cada uma das diluicdes empregada
determina-se o Numero Mais Provavel por grama de produto, tendo como base a tabela
estatistica de Hoskins para trés ou para cinco tubos. O NMP ¢ estimado a partir de resultados
relatados como positivos e negativos em uma ou mais diluicdes decimais da amostra

(FRANCO; LANDGRAF, 2003).

3.4.2.4 Contagem por Filtracio em Membrana
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A filtracdo por membrana é uma técnica que utiliza uma barreira fisica, sob a
forma de membrana porosa ou filtro, para separar as particulas num fluido. Estas particulas
sdo separadas com base no seu tamanho e forma, utilizando para tal o efeito da pressao e
membranas especialmente desenhadas para o processo, apresentando poros com diferentes
diametros (THOMET; GALLMANN, 2003).

Sdo utilizados equipamentos de filtracio que permitam a transferéncia da
membrana para os meios de cultura. As membranas de nitrato de celulose, por exemplo,
podem ser utilizadas para solu¢des aquosas, oleosas ou fracamente alcodlicas e as membranas
de acetato de celulose para solucdes fortemente alcodlicas. Preparar a amostra usando método

mais adequado previamente determinado (BRASIL, 2010).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

. Ping¢a metélica

. Placas de Petri nas dimensdes de 60 x 15 mm

. Unidade de Filtragao

. Membranas celulose com Porosidade de 0,45 um (47 mm de didmetro)

. Erlenmeyer de 50 mL, 150 mL e 250 mL

. Kitassato 1000 mL

. Pipetas graduadas de ImL, S mL e 10 mL
. Placa de Petri de 20 x 100 mm

. Estantes para Tubos de Ensaio

. Tubos de ensaios com tampa rosqueavel
4.2 Meios de Cultura

. Agar Casefna Soja

. Caldo Caseina Soja

4.3 Diluentes/ Reagente

. Agua Destilada
. Agua Peptonada tamponada

. Alcool 70%
4.4 Equipamentos
. Balancga analitica

. Banho-Maria

. Capela de Fluxo Laminar
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. Estufa de cultura (Marca/Modelo: LabTrade / EB-100)

. Geladeira
. pHmetro
. Bomba a Vacuo

4.5 Amostras

As amostras foram adquiridas com recurso préprio, em estabelecimentos
comerciais de diferentes bairros de Fortaleza no periodo do més de julho a agosto de 2015, o
considerando as marcas mais comercializadas de dgua mineral e adicionadas de sais em
embalagens de 500 mL e de 20 litros disponiveis para venda. Foram analisadas 20 marcas,
sendo 11 de 500mL (6 minerais e 5 adicionada de sais) e 9 de garrafoes de 20 litros (4
minerais e 5 adicionada de sais).

Foram codificadas por letras de A1-A6 (dguas minerais de 500mL), B1-B5 (dguas
adicionadas de sais de 500mL), C1-C4 (4dguas minerais de 20 litros) e D1-D5 (dguas
adicionadas de sais de 20 litros) (Tabela 1).

Tabela 1 - Relag@o de amostras de 4gua mineral e adicionada de sais coletadas e analisadas

Marcas Envase Tipos de dgua
Al 500 mL Agua Mineral
A2 500 mL Agua Mineral
A3 500 mL Agua Mineral
A4 500 mL Agua Mineral
AS 500 mL Agua Mineral
A6 500 mL Agua Mineral
B1 500 mL Agua Adicionada de Sais
B2 500 mL Agua Adicionada de Sais
B3 500 mL Agua Adicionada de Sais
B4 500 mL Agua Adicionada de Sais
BS 500 mL Agua Adicionada de Sais
C1 20 Litros Agua Mineral
C2 20 Litros Agua Mineral
C3 20 Litros Agua Mineral
C4 20 Litros Agua Mineral
D1 20 Litros Agua Adicionada de Sais
D2 20 Litros Agua Adicionada de Sais
D3 20 Litros Agua Adicionada de Sais
D4 20 Litros Agua Adicionada de Sais

D5 20 Litros Agua Adicionada de Sais
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Para as garrafas de 500 mL, foram coletadas duas amostras de cada marca para a
primeira andlise laboratorial sempre verificado data de fabricacdo, validade e se apresentava
alguma violacdo no lacre das embalagens. As amostras foram mantidas sob refrigeracao, em
sua embalagem de origem.

Ja para os garrafées de 20 litros, foram coletadas duas aliquotas de cada marca
com aproximadamente 200 mL cada, de lugares previamente estabelecidos pela autora. No
momento do recebimento dos garrafoes, foram coletados em frascos devidamente
esterilizados e levados ao laboratério para andlise imediata. Foi realizada avaliacdo geral,
observando a validade e condi¢cdes da embalagem. Apds a homogeneizagdo dos galdes,
procedia-se a higienizacdo das maos, parte externa e da parte superior do galdo (gargalo e
base do gargalo) com dlcool a 70% para realizar a amostragem.

As amostras foram analisadas no Laboratério de Controle de Qualidade

Microbioldgico, na Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do Ceara.

4.6 Determinagdes do pH

Para a determinacdo do pH foi utilizado potencidometro Digital (a 25 °C) — marca

GEHAKA, modelo PG2000 (Figura 1), pertencente ao laboratério de controle de qualidade da

Farmacia-Escola da Universidade Federal do Ceara.

Figura 1 —Aparelho de medi¢do do pH
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4.7 Metodologias para Controle Microbioldgico

As Técnicas utilizadas para o controle de qualidade microbiolégico foram
baseadas na Farmacopeia Brasileira V, 5* edi¢ao, 2010 e no Manual Préitico de Analise de
Agua (FUNASA).

A andlise da carga bacteriana (também denominada de contagem de bactérias
heterotréficas) em amostras de dgua pode ser dada pela contagem de microrganismos totais.
Este método é capaz de determinar o ndmero total de bactérias presente em produtos e
matérias-primas nao-estéreis. O método consistiu na contagem da populacdo de
microrganismos que apresentem crescimento visivel, em 4 dias, em caldo ou 4gar caseina-soja
a 30-35° C. A determinagdo pode ser efetuada através do método de contagem em placas,
método dos tubos multiplos e filtragdo em membrana.

O método de contagem em placa consistiu em transferir 1 mL das dilui¢cdes da
amostra em placas de Petri com posterior adicdo de 15-20 mL de meio de cultura adequado
(4gar caseina-soja) seguida de incubacdo. O método dos tubos miltiplos consiste em transferir
assepticamente 1 mL das dilui¢des da amostra em 9 tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo
de caseina-soja seguido de incubacdo a 30-35°C durante 4 dias. J4 para o método de filtragdo
em membrana, transfere-se 10 mL, ou a quantidade de diluicao que represente 1g ou 1 mL da
amostra a ser testada, para uma membrana e filtrar imediatamente. Lavar as membranas pelo
menos trés vezes com aproximadamente 100mL do fluido de lavagem adequado. Transferir
uma das membranas para a superficie de uma placa contendo agar caseina-soja, incubar a 32,5
+ 2,5 °C durante 3 a 5 dias, para determina¢do do nimero de microrganismos heterotréficos
totais. Calcular o nimero de UFC por grama ou mililitro do produto.

Realizou-se também em todas as amostras a pesquisa de coliformes através do

método cromogénio (método rapido).

4.7.1 Procedimentos

Prevendo a quantidade de meios necessarios para trés andlises, foram preparados,

aproximadamente:

400 mL de Agua Peptonada
* 300 mL de Caldo Soja Caseina — 10 mL por tubo (30 tubos)
* 400 mL de Agar Soja Caseina
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Utilizou-se a autoclave para esterilizar o material do experimento e os meios
previamente preparados, conforme instru¢io do fabricante.
Todos os experimentos foram realizados na capela de fluxo laminar com materiais

e vidrarias devidamente esterilizados.

4.7.2 Métodos de Contagem Geral Microbiana.

4.7.2.1 Métodos de Contagem por Tubos Miiltiplos

A escolha do método € determinada por fatores tais como a natureza do produto e
o nimero esperado de microrganismos. Este método € limitado quanto a esses aspectos, pois
somente € utilizado quando apresentem limpidez e se espera que o produto apresente
densidade bacteriana baixa. Sendo portanto, um método recomendado para a avaliacdo da
contaminagdo das dguas minerais e adicionadas de sais.

Preparou-se as amostras, inicialmente na diluicdo 1:10, pipetando-se
assepticamente 10 mL da dgua em 90 mL de Agua Peptonada. Desta preparou-se diluicoes
1:100 e 1:1000. Empregou-se uma série de doze tubos de ensaio distribuidos de 3 em 3,
contendo 10 mL de caldo de caseina-soja.

Aos trés primeiros tubos de ensaio, adicionou-se 1 mL da dilui¢do 1:10, aos trés
tubos seguintes 1 mL da dilui¢do 1:100 e aos proximos trés tubos, 1 mL da dilui¢do 1:1000.

Aos trés ultimos tubos, adicionou-se 1 mL do diluente (4gua peptonada) e em
outros tubos outro somente o meio de cultura, representando o controle negativo. Os mesmos
foram incubados a 30-35°C durante 4 dias.

Os tubos de ensaio contendo o diluente e somente o meio de cultura (caldo soja
caseina) ndo devem apresentar crescimento microbiano. Os tubos de ensaio que
apresentavam turva¢do do meio de cultura (caldo soja caseina), atribuido crescimento de
microrganismos, foram apresentados como resultado positivo e comparados a tabela de

referéncia para apreciagdo dos resultados. A andlise foi realizada em duplicata (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema representando a metodologia por Tubos Multiplos
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4.7.2.2 Métodos de Contagem em Placas

A preparagdo das amostras ocorreu com a transferéncia de 10 mL da mistura de
amostras para erlenmeyer contendo 90 mL de agua peptonada tamponada, que promove o
crescimento de microrganismo (diluicdo). Agitou-se. Transferiu-se 2 mL desta diluicao para
18 mL de Agua Peptonada (dilui¢io) e transferiu-se 2 mL da tltima dilui¢io para 18 mL de
Agua Peptonada (diluicdo).

As placas de Petri foram previamente identificadas com data, lote, diluicdo e
amostra em andlise. Preparou-se duas placas de Petri para cada dilui¢do, empregando-se
placas de Petri 100 x 20 mm. Foi inoculado a cada placa ImL de cada dilui¢cao (1:10; 1:100 e
1:1000) em seguida, foram adicionados 20 mL de 4gar de caseina-soja liquefeito a 45°C,
homogeneizou suavemente as placas sobre a bancada (formando um 8), de modo a que o meio
ndo entrasse em contato com a tampa da placa. Ap6s solidificagdo, as placas foram incubadas

a 30-35°C, durante 4 dias (Figura 3).



Figura 3 — Esquema representando o método de Contagem em Placa
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Ap0s periodo de incubagdo, as colonias desenvolvidas na superficie do dgar foram

contadas, multiplicando-se o nimero de coldnias encontradas pela dilui¢cdo utilizada.

Calculou-se as médias aritméticas dos resultados encontrados e os resultados foram expressos

como Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL. Somente as placas que apresentaram até

300 coldnias foram consideradas para registro dos resultados.

4.7.2.3 Métodos de Filtracio em Membranas

As amostras foram homogeneizadas manualmente antes de serem aliquotadas.

Sobre as membranas, primeiramente, foram vertidos aproximadamente 30 mL de dgua

destilada estéril, para tornar mais uniforme a distribui¢do das células, contidas na amostra,

sobre a membrana. Das dilui¢des preparadas das amostras (1:10; 1:100 e 1:1000) foram

pipetadas as aliquotas de 1 mL de cada uma das dilui¢des, sobre as membranas filtrantes com

porosidade 0,45 um em suporte fechado, denominado como unidade de filtracdo, previamente

autoclavado. As aliquotas foram filtradas separadamente, com o auxilio de um sistema bomba

de vacuo e Kitassato, e em seguida as membranas foram colocadas em placas de Petri 60 x

15mm, contento 3 mL dos meios de cultura dgar soja caseina. Posteriormente, as placas foram

incubadas em estufa a 35 + 2,5 °C durante 3-5 dias. Toda a andlise foi realizada em duplicata

(Figura 4).
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Figura 4- Esquema representando o método de filtragdo em membrana
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Ap6s o periodo de incubagdo, as colOnias desenvolvidas sobre a superficie da
membrana foram contadas, multiplicando-se o numero de coldnias encontradas pela dilui¢do
utilizada. As médias aritméticas dos resultados encontrados foram expressos em unidade

formadoras de colonias por mL.

4.7.2.4 Método Substrato Cromogénio

O procedimento basicamente consistiu em adicionar o conteido do flaconete
(reagente cromogénico) em 100 mL da amostra de 4gua, homogeneizando-se e incubando-se a
35°C por 24 horas, a andlise foi realizada em duplicata. Apés periodo de incubacdo, faz-se a
interpretacdo dos resultados, baseados nos parametros estabelecidos: permanecendo incolor a
amostra € negativa para coliformes, mudanga da solu¢do para amarelo a amostra € positiva
para coliformes totais. Em seguida a amostra positiva é exposta a radiacdo UV (366 nm), e se
apresentar fluorescéncia azul o resultado € considerado positivo para coliforme fecal,

especificamente presenca de Escherichia coli.
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5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Determinagdes do pH
A Tabela 2 mostra o resultado das 20 amostras analisadas, sendo Al, A2, A3, A4,
AS, A6, C1, C2, C3 e C4 (aguas minerais), B1, B2, B3, B4, B5, D1, D2, D3, D4 e D5

(adicionadas de sais).

Tabela 2 - Resultado da determinacdo de pH para todas as amostras em andlise.

Amostra pH Amostra pH Amostra pH Amostra pH

Al 59 A6 6,7 BS 6,3 D1 6,3
A2 4,55 B1 7,8 C1 5,3 D2 6,6
A3 4,33 B2 6,5 C2 5,6 D3 6,2
A4 6,0 B3 6,0 C3 5.8 D4 5.8
AS 54 B4 7,3 C4 6,5 D5 6,0

(A1 —A6): Aguas minerais 500 mL;
(B1-B5) 4guas adicionadas de sais 500 mL;
Cl1-C4: Aguas minerais 20 L;
(D1-D5):4guas adicionadas de sais de 20L.

Das 20 amostras analisadas, apenas 60 % apresentaram valores de pH dentro dos
limites estabelecidos, faixa de pH de 6,0 a 9,5 pela Portaria n° 2014, de 12 de dezembro de
2011 do Ministério da Saide (BRASIL, 2011). O pH de todas as dguas adicionadas de sais,

com excecdo da D4, apresentaram valores dentro da faixa estabelecida pelas normas vigentes.

5.2 Avaliagdes bacterioldgica

5.2.1 Contagem em Tubos Multiplos

A técnica de Numero Mais Provavel (NMP) € um método que permite estimar a
densidade de microrganismos vidveis presentes em uma amostra sob andlise. Esta técnica nao
permite a contagem exata de células vidveis ou de unidades formadoras de col6nias (UFC),
como acontece com a técnica de contagem em placas e de filtragio em membrana, mas uma

probabilidade de resultados. A andlise por NMP ¢ recomendada somente para amostras que
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apresentam baixa densidade microbiana. Os resultados sdo determinados com o auxilio de

uma tabela de referéncia, citada na Farmacopeia Brasileira (Tabela 3).

Tabela 3 — Tabela demonstrando a forma de expressar os resultados da contagem por tubos
multiplos -Numero mais provével e limites de confianca 95%

Nammsro de mubos positves
AP por g, 0w Limite de
Nimere de g ow ml g produte por subo ﬂﬁP*" E! i 520
gy | mwegen | memso)

T T 0 3 08-0%
o o 1 3 01-55
B i 0 3 0i-10
0 i 1 41 12-17
B 3 0 52 12-17
& 3 0 04 15-3
i 8 o 18 02-17
i 8 1 72 12-17
1 ) 2 11 04 =35
1 1 0 74 13-20
1 ! 1 11 04 - 33
1 2 0 11 4 - 35
1 2 1 15 338
1 3 0 16 0538
2 0 0 92 15-3
2 ) 1 14 04 -3
2 a 2 20 05-38
2 i 0 15 04 -3
2 1 1 20 D518
2 i 2 27 - 54
2 2 0 h)| 05— 40
2 2 1 2 09 - 54
2 2 2 35 0 -84
2 3 0 29 {5 - 04
2 3 1 15 00 - 54
3 a o 23 0504
3 0 1 28 00— 104
3 8 2 £4 16181
3 I 0 1 09— 181
3 1 1 75 17-100
3 1 2 120 30-380
3 i 3 160 30-380
1 2 0 03 18-360
3 2 1 150 30-380
3 2 2 10 30400
3 2 3 0 00590
3 3 0 240 20090
3 3 1 460 00— 1950
3 3 2 118 300 - 4000
3 3 3 1100

Fonte: Farmacopéia Brasileira V, 5% edi¢do, 2010

As amostras Al, A2, A3 (4gua mineral) e B4 (4gua adicionada de sais) revelaram

valores elevados (> 1100 NMP/ mL) (Tabela 4), ocorrendo a turvacdo nas trés dilui¢des
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analisadas. Ou seja, as 4guas analisadas contém contaminagcdo bacteriana acima do
preconizado. De acordo com a Portaria n° 2914 do MS o limite de aceitagdo é de 500

UFC/mL equivalente a 500 NMP/mL.

Somente as amostras A4, A5 e A6 (dguas minerais) ndo apresentaram turvacao,
ou seja, possuem baixos valores bacterianos (<3 NMP / mL), como mostra a Tabela 4,
apresentando niveis minimos de contaminagdo bacteriana quando comparamos os valores
junto a tabela de referéncia (Tabela 3). J4 as marcas B1, B2, B3 e B5 (adicionadas de sais)

apresentaram crescimento dentro do limite de aceitacao (Tabela 4).

Tabela 4 - Contagem bacteriana em tubos miltiplos em garrafas de 500 mL de dguas
minerais e adicionadas de sais.
Analise  Analise  Analise Resultado Média

Amostra da da da
diluicio  diluicio  diluicio VUML) NMP(mL)
1:10 1:100  1:1000

Al 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

A2 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

A3 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

Ad 0 0 0 <3 <3
0 0 0 3

A5 0 0 0 <3 <3
0 0 0 3

A6 0 0 0 <3 <3
0 0 0 3

B1 3 1 0 43 32
2 2 0 21

B2 2 0 1 14 18,5
3 0 0 23

B3 3 0 1 38 40,5
3 1 0 43

B4 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

B5 2 1 0 15 54
3 2 0 93

(Al -A6): Aguas minerais 500 mL;
(B1-B5) 4guas adicionadas de sais 500 mL;
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Para garrafdes de 20 litros as amostras revelaram, na maioria dos casos, grau de
contaminac¢do elevado corresponde ao dltimo grau da tabela de referéncia (> 1100 NMP /
mL), ocorrendo a turvagdo nas dilui¢des analisadas. Somente as amostras C3 (4gua mineral) e
D3 (4gua adicionadas de sais) ndo apresentaram crescimento bacteriano acima de 500 NMP/
mL (Tabela 5).

Tabela 5 - Contagem bacteriana em tubos miultiplos para garrafas de 20 litros.
Amostra Andliseda Andliseda Anilise da Resultado Média
diluicao diluicdo diluicaio  NMP(mL) NMP(mL)

1:10 1:100 1:1000

C1 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

C2 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

C3 3 3 0 240 166,5
3 2 0 93

C4 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

D1 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

D2 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

D3 2 1 1 20 20
2 1 1 20

D4 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

DS 3 3 3 >1100 >1100
3 3 3 >1100

C1-C4: Aguas minerais 20 L;
(D1-D5):4guas adicionadas de sais de 20L.

5.2.2. Contagem por Filtracio em Membranas

O método de contagem por filtracdo em membranas, por ser um método mais
sensivel quanto a deteccdo ndo possibilitou enumeracdo das colonias bacterianas na dilui¢do
testada em algumas amostras de dgua mineral e adicionadas de sais, apresentando
sobreposi¢cdo de colonias. Foram avaliadas em dilui¢des maiores, isto €, acima da diluicao
1:1000, para poder visualizar o nimero de colonias formadas. A dilui¢do limite para o método
de tubos multiplos, recomentado para andlise de 4gua potavel, ndo permite contabilizar o real
valor da contaminagdo, sendo atribuidos valores expressos como maior que 1100 NMP/mL.

Como a turvacdo dos meios de cultura ocorria em todos os tubos, apresentando resultados
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maximos da tabela de referéncia, consideramos que os resultados foram compativeis com o
método de filtragdo em membrana.

De acordo com a Tabela 6, trés das amostras de 500 mL ndo puderam ser
contabilizadas, as quais se uniram umas as outras impossibilitando, assim, a contagem das
mesmas, mas cinco amostras tiveram crescimentos de coldnias isoladas, possibilitando
enumeracdo microbiana. As amostras A4, A5 e A6 (dguas minerais) ndo apresentaram
crescimento, confirmando o resultado da anélise de tubos multiplos e as amostras Al, A2, A3
(4guas minerais) e B1, B2, B4 e B5 (dguas adicionadas de sais) das dguas de 500 mL
mostraram valores acima de 500 UFC/mL (tabela 6). A marca B3 apresentou resultado de 150

UFC/mL, ou seja, dentro do limite de aceitacao.

Tabela 6- Contagem bacteriana por filtracdo em membranas de garrafas de 500ml.

Amostra Resultado Média
UFC/ mL* UFC/ mL"

Al 1° andlise Incontaveis (>1000) >1000
2° analise Incontaveis (>1000)

A2 1° analise Incontaveis (>1000) >1000
2° analise Incontaveis (>1000)

A3 1° analise 2900 2575
2° analise 2250

A4 1° andlise <10 <10
2° analise <10

A5 1° andlise <10 <10
2° analise <10

A6 1° andlise <10 <10
2° analise <10

B1 1° andlise Incontaveis (>1000) >1000
2° analise Incontaveis (>1000)

B2 1° analise 7000 5750
2° analise 4500

B3 1° anélise 150 150
2° anélise 150

B4 1° andlise 1350 4675
2° analise 8000

B5 1° andlise 640 1320
2° anélise 2000

“UFC.mL-1 = Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro

(Al —-A6): Aguas minerais 500 mL;
(B1-B5) dguas adicionadas de sais 500 mL;
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As amostras de garrafdo de 20 litros avaliadas também apresentaram coldnias
sobrepostas, mas apresentaram crescimentos isolados em cinco das amostras (Tabela 7),
confirmando a andlise dos tubos multiplos e novamente, as marcas C3 e D3 tiveram seus
valores abaixo de 500 UFC/mL. A andlise foi realizada em duplicata e, posteriormente

realizada a média aritmética dos resultados encontrados.

Tabela 7- Contagem bacteriana por filtracdo em membranas em garrafas de 20 litros.

Amostra Resultados Média
UFC/ mL* UFC/ mL*

C1 10,2.10* 10,2.10*
Incontaveis (>1000)

C2 11,2. 10* 11,2.10*
Incontaveis (>1000)

C3 <10 55

100
C4 11600 2,1.10%
31000
D1 2,64. 10* 4.4.10*
6,3. 10*
D2 Incontaveis (>1000) 3,9.10%
39000
D3 100 55
<10

D4 Incontaveis (>1000) >1000
Incontaveis (>1000)

D5 2,0. 10* 10,3.10*

18,7. 10*

*UFC.mL-1 = Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro

Cl1-C4: Aguas minerais 20 L;
(D1-D5):4guas adicionadas de sais de 20L.

5.2.3 Contagem em Placas

A Tabela 8 mostra a contagem de colOnias em placas para cada dilui¢do
previamente determinada a partir das andlises dos tubos multiplos. As amostras A5 e A6 nao
apresentaram crescimento na placa, confirmando, assim, os resultados anteriores. Ja a amostra
B2 também ndo apresentou crescimento bacteriano € um baixo crescimento pelo método em
tubos multiplos. As amostras Al, A2, A3 (dgua mineral) e as amostras B4 e B5 (aguas

adicionadas de sais) apresentaram resultados acima de 500 UFC/mL.
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Tabela 8- Contagem bacteriana em placas em garrafas de 500mL em diferentes dilui¢des.

Amostra Diluicao Niimero de Resultado Média
colonias UFC/ mL* UFC/ mL*

Al 1:100 54 5400 5950
1:100 65 6500

A2 1:100 19 1900 2000
1:100 21 2100

A3 1:100 7 700 600
1:100 5 500

Ad 1:10 18 180 115
1:10 5 50

AS 1:10 0 <10 <10
1:10 0 <10

A6 1:10 0 <10 <10
1:10 0 <10

B1 1:10 22 220 240
1:10 26 260

B2 1:100 0 <100 <100
1:100 0 <100

B3 1:100 1 100 100
1:100 0 <100

B4 1:100 7 700 600
1:100 5 500

B5 1:100 1 100 700
1:100 13 1300

*UFC.mL-1 = Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro

(Al -A6): Aguas minerais 500 mL;
(B1-B5) 4guas adicionadas de sais 500 mL;

Em garrafas de 20 litros, somente duas amostras ndo apresentaram crescimento
(C3 e D3) em suas determinadas dilui¢des, todas as outras tiveram seus valores acima de 500
UFC/mL. A amostra D4 nio apresentou crescimento, mas a partir de sua diluicdo e dos

resultados anteriores seu resultado esta acima de 500 UFC/mL (Tabela 9).
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Tabela -9 Contagem bacteriana em placa em garrafas de 20 litros em diferentes diluicoes.

Amostra Diluicao Nimero de Resultado Média
colonias UFC/mL* UFC/mL"

C1 1:1000 21 col. 21000 22500
1:1000 24 col. 24000

C2 1:1000 17 col. 17000 17000
1:1000 17 col. 17000

C3 1:100 0 col. <100 <100
1:100 0 col. <100

C4 1:100 25 col. 2500 1750
1:100 10 col. 1000

D1 1:1000 6 col. 6000 8500
1:1000 11 col. 11000

D2 1:1000 29 col. 29000 28000
1:1000 27 col. 27000

D3 1:100 0 col. <100 <100
1:100 0 col. <100

D4 1:1000 0 col. <1000 <1000
1:1000 0 col. <1000

D5 1:1000 115 col. 115000 115000
1:1000 Incontavel Incontavel

*UFC.mL-1 = Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro

C1-C4: Aguas minerais 20 L;
(D1-D5):4guas adicionadas de sais de 20L.

5.2.4 Método Substrato Cromogénio

A Tabela 10 revela que todas as amostras de 4guas minerais e adicionadas de sais
de 500 mL tiveram seus resultados negativos para coliformes totais e coliformes fecais. A
auséncia de coliformes € um dos indicativos da qualidade da dgua. O método cromogénico € o

mais comumente empregado para esta anélise.
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Tabela 10- Resultado da anélise de cromogénio para garrafa de S00mL.

Amostra Resultado para Resultado para
coliformes totais coliformes fecais
Al 1° analise Ausente Ausente
2° analise Ausente Ausente
A2 1° analise Ausente Ausente
2° analise Ausente Ausente
A3 1° analise Ausente Ausente
2° anélise Ausente Ausente
A4 1° analise Ausente Ausente
2° anélise Ausente Ausente
AS 1° analise Ausente Ausente
2° anélise Ausente Ausente
A6 1° analise Ausente Ausente
2° anélise Ausente Ausente
B1 1° analise Ausente Ausente
2° anélise Ausente Ausente
B2 1° analise Ausente Ausente
2° anélise Ausente Ausente
B3 1° analise Ausente Ausente
2° anélise Ausente Ausente
B4 1° analise Ausente Ausente
2° analise Ausente Ausente
B5 1° analise Ausente Ausente
2° anélise Ausente Ausente

(Al —A6): Aguas minerais 500 mL;
(B1-B5) 4guas adicionadas de sais 500 mL;

Através da Tabela 11 podemos observar que as dguas de garrafées de 20 litros,
tanto as dguas minerais (C2 e C4) quanto 4guas adicionadas de sais (D2, D3, e D4)
apresentaram coliformes totais, em cerca de 5 das amostras de 20 litros. De acordo com a
Resolugdo RDC n° 275, de 22 de setembro de 2005 que trata do "REGULAMENTO
TECNICO DE CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS PARA AGUA MINERAL
NATURAL E AGUA NATURAL" e a Portaria n° 2914, de 12 de dezembro de 2011 do
Ministério da Saude estabelecem: coliformes totais, em 100 mL da amostra deve conter <1,0

UFC; <1,1 NMP ou auséncia (para andlise qualitativa).
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Tabela 11- Resultado da andlise de cromogénio para garrafa de 20 litros.

Amostra Resultado para Resultado para coliformes
P P
coliformes totais fecais
C1 1° andlise Ausente Ausente
2° analise Ausente Ausente
C2 1° andlise Presente Ausente
2° analise Presente Ausente
C3 1° anéalise Ausente Ausente
2° analise Ausente Ausente
C4 1° anéalise Presente Ausente
2° analise Presente Ausente
D1 1° anéalise Ausente Ausente
2° analise Ausente Ausente
D2 1° anéalise Presente Ausente
2° analise Presente Ausente
D3 1° anéalise Presente Ausente
2° analise Presente Ausente
D4 1° anéalise Presente Ausente
2° analise Presente Ausente
D5 1° anéalise Ausente Ausente
2° analise Ausente Ausente

C1-C4: Aguas minerais 20 L;
(D1-D5):4guas adicionadas de sais de 20L.

A Tabela 12 compara os resultados através dos trés métodos utilizados para a
contagem bacteriana, a pesquisa de coliformes e a determina¢do do pH para amostras de dgua
mineral de 500 mL. Ao comparar os resultados de todos os métodos de contagem bacteriana,
podemos visualizar a compatibilidade dos resultados. Ha auséncia de coliformes para todas as
amostras envasadas de &4guas minerais, estando de acordo com a legislacdo e para

determina¢do do pH, 4 amostras estdo fora do limite de aceitacdo.

Embora nao seja determinado um padrdo para densidade bacteriana na legislacdo
em vigor para dguas minerais (RDC 275/2005), adotamos o padrao utilizado em dgua potavel
no Brasil (Portaria 2914/2011) como referéncia, o qual é de 500 UFC/mL. Com isso, foi
possivel verificar que trés amostras (Al, A2 e A3) apresentaram valores insatisfatdrios, ou
seja, estdo acima do limite (> 500 UFC/mL) para dgua potéavel, sendo impropria para o

consumo humano. A contagem de bactérias controlam basicamente o processo de desinfeccao
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e condicdes higiénico-sanitdrios das indudstrias. Como as dguas minerais ndo passam por
processo de desinfec¢do, pois originalmente sdo ditas “puras” na fonte em que sdo captadas,
pode-se determinar que houve, possivelmente, falhas nos processos de envase,
condicionamento e transporte dos produtos. Somente as 4dguas denominadas A4 e A6
apresentaram pH dentro dos limites estabelecidos nas normas vigentes. Mesmo sendo
consideradas de qualidade microbiana, o pH nesse caso seria um parametro para reprovagao

do produto em anélise, como no caso da amostra AS.

Tabelal2- Resultados das 4guas minerais de recipiente de 500mL

METODOS DE ANALISES BACTERIANAS
H
Amostras CT™ CFM Cp Pesquisa de P
NMP/mL* UFC/mL* UFC/mL* coliformes

Al >1100 >1000 5950 Ausente 5,9
A2 >1100 >1000 2000 Ausente 4,55
A3 >1100 2575 600 Ausente 4,33
A4 <3 <10 115 Ausente 6,0
AS <3 <10 <10 Ausente 5.4
A6 <3 <10 <10 Ausente 6,7

*UFC.mL-1 = Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(CTM): Contagem em tubos multiplos

(CFM): Contagem em filtracio em membrana

(CP): Contagem em placas

(Al -A6): Aguas minerais 500 mL;

Para as dguas adicionadas de sais de 500 mL, a contagem bacteriana, para uma
mesma amostra, em determinados métodos apresenta-se fora da legislacdo e em outro método
dentro do limite aceitdvel. E o caso das amostras B1, B2 e BS5, ndo havendo, portanto,
compatibilidades nos resultados, possivelmente devido ao método de filtracdo em membrana
ser mais sensivel em relagdo aos outros métodos apresentados. A dnica amostra com resultado
satisfatério nos trés métodos de andlise € a B3. J4 a amostra que apresentou ma qualidade
microbioldgica nos trés métodos foi a B4 com resultados > 500 UFC/ mL. Como aguas
adicionadas de sais passam por determinados processo de desinfec¢do, pelos resultados, fica
evidente possiveis falhas nesses processos. Todas as amostras foram aprovadas em relagcao a

determinacdo de pH e na pesquisa de coliformes (Tabelal3).
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Tabela 13 -Resultados encontrados das dguas adicionada de sais de recipiente de 500mL

METODOS DE ANALISES BACTERIANAS
Amostras CT™ CFM Cp Pesquisa de pH
UFC/mL* UFC/mL* UFC/mL* coliformes
B1 32 >1000 240 Ausente 7,8
B2 18,5 5750 <100 Ausente 6,5
B3 40,3 150 <100 Ausente 6,0
B4 >1100 4675 600 Ausente 7,3
B5 54 1320 700 Ausente 6,3

*UFC.mL-1 = Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro
(CTM): Contagem em tubos multiplos

(CFM): Contagem em filtracio em membrana

(CP): Contagem em placas

(B1-B5) 4guas adicionadas de sais 500 mL;

Como esperado, a Tabela 14 mostra que dguas minerais envasadas em recipiente
de 20 litros possuem maior contamina¢do em quantidade de Unidade Formadoras de Coldnias
(UFC/mL). Apenas uma amostra (C3) esta dentro do limite de aceitacio (< 500 UFC/ mL).

Na pesquisa de coliformes duas amostras foram reprovadas (C2 e C4). A
presenca de coliformes totais em dgua, em alguns casos, pode ndo ser indicativa de
contaminagdo fecal, pois participam deste grupo bactérias cuja origem direta ndo é
exclusivamente entérica. Esse fato decorre da capacidade de colonizacdo ambiental destes
microrganismos, em especial do solo.

A presenga de coliformes totais pode estar relacionada a uma contaminagdo de
origem externa, visto que essas bactérias ndo fazem parte da composi¢do do produto (dguas
minerais), podendo ter ocorrido falhas no envase, no transporte, no armazenamento ou
higienizacdo dessas garrafas, pelo fato de serem retorndveis, demonstrando certa
vulnerabilidade do sistema industrial frente as contaminagdes, o que ndo é desejavel. Na
determinagdo do pH, a amostra C4 € a tnica que esta dentro do limite aceitavel, que atente a

faixa de 6,0 a 9,5 (Tabelal4).
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Tabela 14- Resultados das dguas minerais de recipiente de 20 litros

METODOS DE ANALISES BACTERIANAS
Amostras CTM CFM Cp Pesquisa de pH
UFC/mL* UFC/mL* UFC/mL* coliformes
Cl1 >1100 1,02.10* 2,2.10* Ausente 53
C2 >1100 1,12. 10* 1,7.10* Presente 5,6
C3 166,5 55 <100 Ausente 5,8
C4 >1100 2,13.10* 1750 Presente 6,5

*UFC.mL-1 = Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro
(CTM): Contagem em tubos multiplos

(CFM): Contagem em filtracdo em membrana

(CP): Contagem em placas

C1-C4: Aguas minerais 20 L;

As amostras de dguas adicionadas de sais em garrafdes de 20 de litros apresentou
alto nivel de contamina¢do na maioria das amostras analisadas. Apenas a amostra D3 possui
seu resultado abaixo de 500 UFC/mL, mas foi reprovada na pesquisa de coliformes totais. Das
cinco amostras de dguas adicionadas de sais de 20 litros quatros (D1, D2, D4 e DS) possuem
densidade bacteriana maior que 500 UFC/mL, sendo improprias para o consumo de acordo
com Portaria 2914/2011 (BRASIL, 2011). O resultado da pesquisa de coliformes totais
reprovam trés amostras (D2, D3 e D4) sendo positiva para coliforme totais. Portanto, com o
resultado apresentado na Tabela 15 todas as amostras analisadas de dguas adicionadas de sais
acondicionadas em garrafdes de 20 litros foram consideradas improprias para 0 consumo
humano. As amostras D2 e D4 foram reprovadas nesta andlise tanto pelo nivel de
contaminagdo quanto pela presenca de coliformes. As amostras D1 e D5 foram consideradas
reprovadas apenas pelo nivel de contaminacdo e a amostra D3 inapropriada somente pela
presenca de coliformes, que seria o maior problema na qualidade da dgua.

Tabela 15. Resultados das dguas adicionadas de sais em recipiente de 20 litros

METODOS DE ANALISES BACTERIANAS pH
Amostras CT™M CFM Cp Pesquisa de
UFC/mL* UFC/mL* UFC/mL* coliformes

D1 >1100 4.4.10* 8500 Ausente 6,3
D2 >1100 3.9.10* 2.8.10% Presente 6,6
D3 20 55 <100 Presente 6,2
D4 >1100 >1000 < 1000 Presente 5,8
D5 >1100 10,3.10* 1,1510° Ausente 6,0

*UFC.mL-1 = Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(CTM): Contagem em tubos multiplos

(CFM): Contagem em filtracio em membrana

(CP): Contagem em placas

(D1-D5):4aguas adicionadas de sais de 20L.
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6 CONSIDERA COES FINAIS

A presenca de contaminacdo elevada empregando o método de filtracio em
membrana em relacdo aos dois métodos de andlise pode ser justificada pela sensibilidade do
método, uma vez que a amostra é filtrada em membrana de poros de 0,45 pum com
interferéncia minima dos parametros de andlises envolvidos, como: temperatura do meio de
cultura, inoculacdo das diluicdes, deteccdo bacteriana e poder de reten¢do de particulas
vidveis, durante a avaliacdo bacterioldgica das amostras de 4gua. Resultado bem evidenciado
para as amostras de dgua adicionada de sais em garrafas de 500 mL (Tabela 13). Nas Tabelas
12, 14 e 15 apresentam resultados das amostras das dguas das garrafinhas de 500 mL
(mineral) e garrafdes de 20 litros (mineral e adicionadas de sais) coerentes frente aos trés
métodos de anélise.

A Tabela 16 apresenta as amostras que foram consideradas reprovadas em algum
método de andlise, sendo improprias para o consumo. Cerca de 85 % das amostras analisadas
apresentaram alguma irregularidade em relacdo a legislacdao de dgua potdvel. Tal resultado,
certamente serve de alerta para os 6rgdos de vigilncia sanitdria, no que diz respeito a um
maior controle das industrias produtoras de 4guas envasadas.

Tabela 16- Resultado geral das amostras analisadas.

Legislacdo Amostras
(Portaria n° 2914) n (%)
Impréprias para o consumo 17(85%)
Proprias para o consumo 3(15%)
Total 20

A dagua potavel, como as minerais e adicionadas de sais, sdo produtos que nio t€m como
requerimento serem estéreis, devem estar sujeitos ao controle de contamina¢io microbiana e avaliados
quanto a pesquisa de patégenos especificos.

Além dos coliformes, outros microrganismos sdo enquadrados como caracteristica da
qualidade da dgua, Com o intuito de confirmar a confiabilidade e qualidade da 4gua, as
bactérias do grupo coliformes sdao comumente utilizadas em testes e medigcdes

microbioldgicas.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados foi possivel verificar que das 20 amostras de
das dguas envasadas (minerais e adicionadas de sais), 80 % apresentaram resultados fora da
especificacdo quanto a contaminagdo microbiana.

Em 70 % das amostras foi encontrada contagem de microrganismos em valores
superiores aos recomendados pela legislacdo vigente. Identificacdo de coliformes totais em
25% das amostras e 60 % apresentam pH dentro dos limites de aceitagdo especificado.
Portanto, somente 20 % das 20 amostras de dguas analisadas atenderam aos requisitos
minimos estabelecidos pelas normas vigentes, especificas para dguas minerais e adicionadas
de sais.

A ocorréncia de amostras positivas para contaminagdo de bactérias heterotréficas
e, somada aos resultados positivos para coliformes totais, evidencia falhas no processo de
higienizacdo e sanitizacdo dos equipamentos de producdo e dos galdes, uma vez que esses
organismos apresentam grande capacidade de formacgdo de biofilmes. Mesmo que a maioria
das bactérias heterotréficas da microbiota natural da dgua ndo seja considerada patogénica, €
importante que sua densidade seja controlada. Portanto, é preciso avaliar a importancia das
bactérias heterotréficas, definindo padrdo para d4guas minerais, pois podem alterar a qualidade
do produto e oferecer riscos ao consumidor, principalmente para criangas, idosos e
imunocomprometidos.

Pode-se concluir que devido ao crescimento de empresas produtoras de aguas
envasadas, como também os pontos de vendas em Fortaleza associado ao aumento do
consumo deste produto, sua comercializacdo coloca em risco a saide do consumidor.
Portanto, estes resultados servem de alerta para os 6rgdos de Vigilancia Sanitaria, no que diz
respeito a um maior controle das industrias produtoras de dguas envasadas e também nos
pontos de venda deste produto, de modo a contribuir para a garantia de qualidade e satde do

consumidor.
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ANEXOS

Anexo A

RESOLUCAO DE DIRETORIA COLEGIADA - RDC N°. 275, DE 22 DE SETEMBRO DE 2005.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria, no uso da atribuicio que lhe
confere o art. 11 inciso IV do Regulamento da ANVISA aprovado pelo Decreto 3.029, de 16 de abril
de 1999, c/c do Art. 111, inciso I, alinea "b" § 1° do Regimento Interno aprovado pela Portaria n°. 593,
de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de 2000, em reunido realizada em
29, de agosto de 2005,

considerando a necessidade de constante aperfeicoamento das agdes de controle sanitdrio na drea de

alimentos, visando a prote¢do a saide da populacio;

considerando a necessidade de atualizacdo da legislacdo sanitdria de alimentos, com base no enfoque

da avaliagdo de risco e da prevengdo do dano a satde da populacio;

considerando que os regulamentos técnicos da ANVISA de padrdes de identidade e qualidade de

alimentos devem priorizar os parametros sanitarios;

considerando que o foco da acdo de vigilancia sanitdria € a inspecdo do processo de producdo visando

a qualidade do produto final;

adota a seguinte Resolucdo de Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente, determino a sua

publicagao:

Art. 1° Aprovar o "REGULAMENTO TECNICO DE CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
PARA AGUA MINERAL NATURAL E AGUA NATURAL", constante do Anexo desta Resolucio.

Art. 2° O descumprimento aos termos desta Resolucdo constitui infracdo sanitdria, sujeitando os

infratores as penalidades previstas na Lei n°. 6.437, de 20 de agosto de 1977 e demais disposigdes

aplicaveis

Art. 3° Esta Resolucao entra em vigor na data de sua publicagao.
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DIRCEU RAPOSO DE MELLO
ANEXO

REGULAMENTO TECNICO DE CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS PARA AGUA
MINERAL NATURAL E AGUA NATURAL

1. ALCANCE
Fixar as caracteristicas microbioldgicas para Agua Mineral Natural e Agua Natural. |
2. DEFINICAO

2.1. Amostra indicativa: é a amostra composta por um nimero de unidades amostrais inferior ao

estabelecido para a amostra representativa.

2.2. Amostra representativa: € a amostra constituida por um nimero de unidades amostrais

estabelecido na Tabela 1.

2.3. Unidade amostral: por¢do ou embalagem(ns) individual(is) tomadas para ensaio, de forma

aleatdria de uma partida do produto.

3. PROCEDIMENTOS E INSTRUCOES GERAIS

A Agua Mineral Natural e a Agua Natural envasadas ndo devem apresentar risco 2 sadde do
consumidor e devem estar em conformidade com as caracteristicas microbioldgicas descritas na

Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas microbiolégicas para Agua Mineral Natural e Agua Natural
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redutores ou  Clostridium|NMP ou auséncia MMP ou auséncia  [NMP

perfringens, em 100 mL

Microrganismao Amostra  indicativa|imostra representativa
limitas n .; m M
Escherichia  coli  oulAuséncia 5 0 AusEncia
coliforme (fecais)
termotolerantes, em 100
mL
Coliformes totais, em 100{<1,0 UFC; <1,1 3 1 =10 UFC <1120 UFC ou 2.2
ml NMP ou auséncia  (NMP
NMP ou auséncia
Enterococos, em 100mL (<€1,0 URC <115 1 1.0 UFC: <1120 UFC ou 2.7
NMP ou auséncia NMP ou auséncia  [NMP
Pseudomonas aeruginosal<1,0 UFRC  <1,15 1 <10 UFC, <1120 UFC ou 2.2
em 100 mL NMP ou auséncia NMP ou auséncia  [NMP
Clostridios suffitol<1,0 UFC; <1,15 1 <10 UFC <1120 UFC ou 2.2

n: € o nimero de unidades da amostra representativa a serem coletadas e analisadas individualmente.

c: € o nimero aceitdvel de unidades da amostra representativa que pode apresentar resultado entre os

valores "m" e "M".

m: é o limite inferior (minimo) aceitdvel. E o valor que separa qualidade satisfatéria de qualidade

marginal do produto. Valores abaixo do limite "m" sdo desejaveis.

M: € o limite superior (mdximo) aceitdvel. Valores acima de "M" ndo sdo aceitos.

3.1. Amostra indicativa

3.1.1. A amostra é condenada (rejeitada) quando for constatada a presenca de Escherichia coli ou
coliformes (fecais) termotolerantes ou quando o nimero de coliformes totais e ou enterococos e ou
Pseudomonas aeruginosa e ou clostridios sulfito redutores ou Clostridium perfringens for maior que o

limite estabelecido para amostra indicativa.

3.1.2. Deve ser efetuada a andlise da amostra representativa quando na amostra indicativa for

detectada a presenga de Escherichia coli ou coliformes (fecais) termotolerantes e ou o niimero de
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coliformes totais e ou enterococos e ou Pseudomonas aeruginosa e ou clostridios sulfito redutores e ou

Clostridium perfringens for maior que o limite estabelecido para amostra indicativa.

3.2. Amostra representativa

3.2.1. Sempre que se tratar de avaliacdo de partida deve ser coletada a amostra representativa, em
cumprimento aos dispositivos legais vigentes. Excetuam-se as atividades que requeiram amostragem
para investigacdo (relacionada com suspeita ou com identificacio de problemas na partida, para
confirmacdo ou verificagdo da sua natureza e extensdo ou ainda para informagdes sobre as possiveis
fontes de problema) ou que requeiram inspecdes rigidas (planos estatisticos com maior poder de

discriminag@o de falhas).

3.2.2. A andlise das unidades da amostra representativa deve ser feita usando-se o mesmo volume
recomendado para a amostra indicativa. Na caracterizacdo microbioldgica do produto ou da partida

examinada devem ser considerados os resultados da amostra representativa.

3.2.3. A partida € aprovada quando atender os seguintes requisitos:

a) auséncia de Escherichia coli ou coliformes (fecais) termotolerantes em todas as unidades da amostra

representativa;

b) nenhuma unidade da amostra representativa apresentar contagem de coliformes totais, enterococos,

Pseudomonas aeruginosa, clostridios sulfito redutores ou Clostridium perfringens maior que "M"; e

¢) no maximo uma unidade da amostra representativa apresentar contagem de coliformes totais,
enterococos, Pseudomonas aeruginosa e clostridios sulfito redutores e ou Clostridium perfringens
entre os valores "'m" e "M".

3.2.4. A partida serd rejeitada, quando:

a) for constatada a presenca de Escherichia coli ou coliformes (fecais) termotolerantes em uma das

unidades da amostra representativa; ou

b) apresentar contagem de coliformes totais e ou enterococos e ou Pseudomonas aeruginosa e ou
clostridios sulfito redutores e ou Clostridium perfringens em uma das unidades da amostra

representativa, maior que "M"; ou
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c) apresentar contagem de coliformes totais e ou enterococos € ou Pseudomonas aeruginosa e ou
clostridios sulfito redutores e ou Clostridium perfringens em mais de uma unidade da amostra

representativa, maior que "m"



