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RESUMO

Nos ultimos anos, o Brasil vem apresentando uma crescente ampliagdo no consumo
de agua mineral engarrafada e a tendéncia € aumentar, devido as condi¢cbes ndo
satisfatorias da qualidade da agua de abastecimento publico. A 4gua mineral deve
apresentar boa qualidade para n&o oferecer risco a satde humana. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica de diferentes marcas de agua mineral,
nao carbonatada, em garrafas individuais de 330 mL a 600 mL, comercializadas na
cidade de Assis — SP, quanto aos padrbes estabelecidos pela Resolugdo RDC n°
275, de 22 de setembro de 2005, para agua mineral. Foram avaliados 20 lotes de 4
marcas diferentes, analisados no laboratério Centro de Pesquisa em Ciéncias —
CEPECI, no periodo de 4 meses. As analises foram realizadas a partir do preparo de
meios de cultura especificos, utilizando os meétodos de Sanchez (1999). Os
parametros analisados foram: coliformes totais, coliformes termotolerantes,
Pseudomonas aeruginosa, Contagem padrao e Escherichia coli. Os resultados das
analises mostraram que 100% das amostras apresentaram auséncia para coliformes
totais, coliformes termotolerantes e E. coli e 55% apresentaram resultados
insatisfatorios para Pseudomonas aeruginosa. Em relacdo a Contagem padrao,
todas as amostras apresentaram presenca para bactérias mesofilas viaveis, que
apesar dessa analise ndo apresentar parametro para agua mineral é considerada de
extrema importancia para avaliar as condicfes higiénico-sanitarias do sistema
industrial, j& que esses micro-organismos podem ser patogénicos e causar doencas

ao consumidor.

Palavras chave: Micro-organismos; Contaminacdo; Agua Mineral.



ABSTRACT

In the last years, Brazil has had a growing increase in the consumption of bottled
water and the trend is increasing due to unsatisfactory conditions of the quality of the
public water supply. Mineral water must have good quality not to offer human health
risk. The objective of this study was evaluate the microbiological quality of different
brands water, non-carbonated, in individual bottles of 330 mL to 600 mL, marketed in
the town of Assis - SP, as the standards established by Resolution RDC No. 275 of
September 22, 2005, for mineral water. 20 batches were evaluated of 4 different
brands, analyzed in the laboratory Sciences Research Center - CEPECI, under 4
months. The analyzes were carried out using the specific means of culture
preparation, using the methods Sanchez (1999). The parameters analyzed were:
total coliforms, fecal coliforms, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli count
pattern. The results of analysis showed that 100% of the samples presented absence
of total coliforms, fecal coliforms and E. coli and 55% had unsatisfactory results for
Pseudomonas aeruginosa. In relation to standard counting, all samples showed
presence for viable mesophilic bacteria, that although this analysis does not provide
a parameter for mineral water is considered extremely important to assess the
sanitary conditions of the industrial system, as these microorganisms can be

pathogenic and cause diseases in consumers.

Keywords: Microorganisms; contamination; Mineral Water.
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1 INTRODUCAO

A maior parte da dgua presente no planeta Terra é salgada, apenas uma pequena
guantidade € agua doce. Essa menor parte vem sendo comprometida a cada ano,
devido a contaminacgdo por produtos quimicos e pela presenca de micro-organismos,
tais como: coliformes totais, coliformes termotolerantes, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Aerébios Mesdfilos Viaveis (Contagem Padrdo) entre outros
(SANCHEZ, 1999).

Essa contaminagcdo com micro-organismos ocasiona diversos tipos de doencgas, que
muitas vezes, pode levar a morte. Sendo assim, a agua que é de extrema
importancia a sobrevivéncia do ser humano, pode ser considerada como uma fonte
de riscos a saude (MARQUEZI, 2010). As doencas causadas pela ingestdo de agua
tém maior frequéncia nas épocas de verdo, pois 0 seu consumo aumenta e o clima

guente propicia a rapida proliferacédo de bactérias (DIAS, 2008).

A causa estd associada ao desenvolvimento industrial e o rapido crescimento
demografico (SANCHEZ, 1999). Segundo Kulaif (2012), a maioria das fontes de
aguas minerais encontra-se nas proximidades dos centros urbanos, distritos

industriais e lix6es. Tal fato explica a proliferacdo de micro-organismos.

Segundo a consultoria Beverage Marketing Corporation, em 2011, o mercado
mundial de aguas minerais engarrafadas foi de 232 bilhdes de litros, sendo 6,2
bilhdes consumidos pelo Brasil. Este dado é relevante, pois demonstra um aumento,
visto que no ano de 2010 a producado foi de 9% em relacdo a esse numero. Os
paises em destaque nesse consumo sdo: Estados Unidos, México, China e
Tailandia (KULAIF, 2012).

Nos ultimos anos, o Brasil vem apresentando uma crescente ampliagdo no consumo
de 4gua mineral engarrafada e a tendéncia € aumentar, devido as condi¢cdes nao-

satisfatérias da qualidade da agua de abastecimento publico (KULAIF, 2012).

A &gua mineral deve apresentar uma boa qualidade para o consumo, nhao

oferecendo riscos a saude do ser humano. Para tanto, sdo necessarios cuidados,
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desde a sua captacdo, armazenamento, transporte até o seu manuseio, para nao

alterar sua composic¢ao original (BRASIL, 1999).

Varios minerais estdo contidos nas aguas, com potenciais efeitos a saude, como o
calcio, que é responsavel pela construgdo e manutencdo dos 0ssos; 0 sédio, que
regula a quantidade de liquido extracelular, o volume de plasma sanguineo, auxilia
na conducdo de impulsos nervosos e no controle da contragdo muscular. No
entanto, o0 aumento ou escassez desses minerais podem também trazer riscos a
saude humana (FERRER et al., 2008).

Assim, o presente trabalho tem por finalidade avaliar a qualidade microbiolégica de
diferentes marcas de 4gua mineral, ndo carbonatada, em garrafas individuais de 330
mL a 600 mL, comercializadas na cidade de Assis — SP, quanto aos padrdes
estabelecidos pela Resolucdo RDC n° 275, de 22 de setembro de 2005, para agua

para consumo humano.
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2 AGUA MINERAL

2.1 DEFINICAO

As &guas minerais sdo as de origem subterrdnea, obtidas diretamente de fontes
naturais ou artificialmente captadas, caracterizadas pela composicdao de sais
minerais (composicdo idnica), pela temperatura, pelos gases dissolvidos, pela
presenca de oligoelementos entre outros, atendendo aos padrdes de potabilidade
para consumo humano quanto aos parametros microbiolégicos, quimicos e fisico-

guimicos, sem serem submetidas a tratamentos (DNPM, 2002).

Segundo, o Cédigo Brasileiro de Aguas Minerais (Decreto-Lei n° 7.841 de 8 de
Agosto de 1945), as aguas minerais sao as provenientes de fontes naturais ou
artificialmente captadas, possuem composicao fisico-quimica definida e constante
com propriedades distintas das aguas comuns, que conferem uma acao
medicamentosa (DNPM, 2002).

2.2 ASPECTOS HISTORICOS DA AGUA MINERAL

A teoria meteodrica define que a origem da agua mineral € a agua da chuva que
percolou até uma profundidade muito grande. Segundo essa teoria (Figura 1), a
agua da chuva ao percolar, depois de ja ter absorvido algumas substancias
presentes no proprio ar, dissolve elementos presentes nas rochas por onde vai se
infiltrando, como por exemplo, o carbonato e o sulfato de calcio que se diluem na
agua, enriguecendo-a, o que vai dando a ela suas caracteristicas proprias e fazendo
com que adquira propriedades medicinais valiosas. Ao chegar a zona de saturacéo,
ela torna a subir, através de fendas ou falhas geoldgicas, até a superficie, isso

ocorre devido a presséo e a presenca de gases em alguns locais (FARIA, 2008).
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Figura 1 - Formacéo da agua mineral (In: ACQUARELLA, 2011)

No Brasil, em 1848, foi criado pelo Imperador Dom Pedro I, a primeira estacéo
hidromineral, em Caxias do Sul do Rio Cubatéo, em Santa Catarina. E, em 1930, foi
criado o Departamento Nacional de Producéao Mineral - DNPM. A partir dessa época,
comecou a consolidar-se a industria das aguas minerais e empresas de
engarrafamento (GUIMALHAES, 2008).

A agua mineral vem sendo, nos ultimos anos, um dos bens minerais que mais tem
sido objeto de aproveitamento pela sociedade, para a industria de envase,
fabricacdo de bebidas e similares. O habito de adquirir &gua mineral tem aumentado
pela populacdo ja que a agua tratada, oferecida pelos servicos de tratamento e
distribuicdo de agua controlada pelo poder publico, em muitos casos, ndo apresenta
a confianca necessaria para seu consumo. Devido a isso, a agua como um bem
mineral tem adquirido importancia econdmica e social crescente, por ser
considerada pura e de melhor qualidade do que a agua distribuida pela rede publica
(dgua tratada) (CAETANO, 2009).

Um exemplo dessa mudanca, preferéncia da populacdo pela agua mineral, € o
aumento no consumo para 70%, no més de maio de 2009, em Porto Alegre, devido
a desconfianca na qualidade da agua de abastecimento distribuida na capital

gaucha, durante o periodo de estiagem que provocou floracdo de algas em alguns
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pontos do rio Guaiba, cujas aguas sao utilizadas para abastecimento da cidade
(CAETANO, 20009).

2.3 CLASSIFICACAO E PROPRIEDADES DAS AGUAS MINERAIS

Cada agua mineral tem suas propriedades medicinais de acordo com 0s sais que
nela predominam, sendo que suas classificacbes devem ser divulgadas em suas

fontes, como também nos rétulos de suas embalagens (ABINAM, 2008).

A agua mineral apresenta caracteristicas permanentes, relacionada a sua
composicdo quimica e caracteristicas inerentes as fontes, no que diz respeito aos
gases presentes e temperatura da agua na fonte, dando a cada tipo propriedades

especificas (ABINAM, 2008).

Na tabela 1 apresenta a classificacdo da agua mineral quanto a sua composi¢cao

guimica.

CLASSIFICACAO CARACTERIZACAO

quando apresentarem apenas uma

OLIGOMINERAL ~ :
acdo medicamentosa.

qguando tiverem radioatividade

RADIFERAS
permanente.

ALCALINA BICARBONATADA

bicarbonato de sédio = ou > 200mg/L.

ALCALINO TERROSAS

carbonato de calcio = ou > 120mg/L.

« ALCALINO TERROSAS CALCICAS

calcio = ou > 48mg/L sob a forma de
bicarbonato de calico.

* ALCALINO TERROSAS

magnésio = ou > 30mg/L sob a forma

MAGNESIANAS de bicarbonato de magnésio.
SULFATADAS S04% = ou > 100 mg/L.
SULFUROSAS sulfeto = ou > 1mg/L.
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NITRATADAS NO3 =ou > 100 mg/L.
CLORETADAS cloreto de sddio = ou > 500mg/L.
FERRUGINOSAS ferro = ou > 5mg/L.

quando tiverem radonio em

RADIOATIVAS . x
dissolugéo.

teor de radénio minimo entre 5 e 10
* FRACAMENTE RADIOATIVAS unidades Mache por litro , a 200°C e
760 mm de Hg de presséo.

teor de radbnio entre 10 e 50
* RADIOATIVAS unidades Mache por litro , a 200°C e
760 mm de Hg de presséo.

teor de raddnio acima de 50 unidades
* FORTEMENTE RADIOATIVAS Mache por litro , a 200°C e 760 mm
de Hg de presséo.

teor em tor6bnio em dissolucao
equivalente em unidades

TORIATIVAS eletrostaticas, a 2 unidades Mache
por litro, no minimo.
CARBOGASOSAS gas carbonico livre dissolvido = ou >

200mgl/L.

(> 0,01mg/L): lodadas; Arseniadas;

ELEMENTO PREDOMINANTE .
Litinadas, etc.

Tabela 1 - Classificacdo da agua mineral quanto a sua composicao quimica (In:
CAETANO, 2009)

A tabela 2 mostra a classificacdo quanto a origem da fonte em relacdo a

temperatura.
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CLASSIFICACAO

CARACTERIZACAO

Fontes frias

temperatura inferior a 25°C

Fontes hipotermais

temperatura entre 25 e 33°C

Fontes mesotermais

temperatura entre 33 e 36°C

Fontes Isotermais

temperatura entre 36 e 38°C

Fontes hipertermais

temperatura acima de 38°C

Tabela 2 - Classificagdo quanto a origem da fonte em relagdo a temperatura (In:
CAETANO, 2009)

As aguas minerais brasileiras classificadas como fluoretadas correspondem a 48,2%
do total de agua mineral captada e envasada; as hipotermais e as hipertermais, na
fonte, a 16,2%; as radioativas, na fonte, a 14,6%; e as potaveis de mesa, a 10,2%. A
totalidade representa 95,2% do total de agua mineral captada e envasada no Brasil
(CAETANO, 20009).

Cada agua mineral tem sua exclusiva composicéo fisico-quimica, sendo que néo
existe uma agua igual a outra, mesmo que seja da mesma marca, se a fonte nao for
a mesma, ela jamais sera igual. Isso acontece devido a quantidade e a composicéo
de sais minerais, processados ao longo de centenas ou milhares de anos,
decorrente de diversificados tipos de rochas por onde séo filtradas, assim como a
influéncia de sua composicdo a radioatividade e a temperatura de cada fonte
(BRASIL, 2011).

As aguas minerais sao consideradas benéficas a saude, pois além dos usos termais
e terapéuticos, agregam-se os valores da origem natural, como potabilidade, a
pureza e os beneficios nutricionais. Apresentam também natureza purificadora e
hidratante, qualidades essas cada vez mais valorizadas huma sociedade em busca
de alimentacdo natural. E importante salientar que a agua mineral, desde o
momento de sua captacao, até o engarrafamento, deve manter os elementos da sua
composicéao original (GUIMALHAES, 2008).
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2.4 INDUSTRILIZACAO, PRODUCAO, COMERCIALIZACAO E CONSUMO
DE AGUA MINERAL

A industria de 4gua mineral envasada é uma atividade desenvolvida mundialmente
por diversas empresas dos setores de alimentos, dentre elas, a Nestlé e a Danone,

gue participam, respectivamente com 18% e 15% do mercado mundial.

A industria brasileira de agua mineral é representada por seis grandes grupos
empresarias que sao: Grupo Edson Queiroz, responsavel pelo envase das aguas
Indaid e Minalba; Schincariol, responsavel pelo envase da agua Schin; Mocellin,
responsavel pelo envase da agua Ouro Fino; SPAL (Coca-Cola - FEMSA),
responsavel pelo envase da agua Crystal; FLAMIN, responsavel pelo envase da
agua Bioleve; e Nestlé Waters Brasil, responsavel pelo envase das aguas Sao
Lourenco, Petropolis e Pureza Vital (CAETANO, 2009).

Essas empresas responderam, em 2008, por 23,5% de toda a producéo brasileira de
agua mineral. Os restantes 76,5 % estdo pulverizados em centenas de meédias,
pequenas e microempresas. O Brasil alcancou 4,4 bilhdes de litros envasados nesse
periodo, com 939 concessdes de lavra e 436 industrias instaladas. Sendo a regiéo
sudeste, com 1,5 bilhdes de litros e o estado de S&o Paulo, com 785,4 milhdes de
litros, representando os maiores produtores e consumidores do setor (CAETANO,
2009).

Ja em 2011, segundo dados da consultoria Beverage Marketing Corporation, o
mercado mundial de aguas engarrafadas foi de 232 bilhGes de litros. Nesse ano, o
Brasil importou da Franca (47%), Itdlia (46%), Noruega (6%) e Estados Unidos da
América (1%); totalizando 1.994.146 litros de dgua mineral. E exportou 289.368 litros
de agua mineral, sendo os principais paises de destino: Guiana, com 68% do total,
Bolivia e Japdo, com 14% cada, Paraguai (3%); Estados Unidos da América (0,6%)
e Uruguai (0,4%) (KULAIF, 2012).

A tabela 3 mostra os dados de produc¢éo no Brasil de 2009 a 2011.
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Discriminagdo Unidade 2009 (r) 2010 (r) 2011 (p)
Engarrafada 10°1 5.323.779 5.887.902 6.162.249
Producso Ingestdo na fonte 10°1 85 98 0
Composieio Ce PTociios 10°1 2.256.496  2.639.159  2.801.962
Industrializados (CPI)
Importagdo Engarrafada 101 762 2l 1994
USS-FOB 708.504 963.000 2.472.818
Exportacao Engarrafada 101 117 213 289
USS-FOB 962.798 78.474 109.754
Consumo Aparente ' Todos os tipos 10°1 7.579.985 8.484.876  8.965.916

Tabela 3 - Estatistica de producdao, importagcdo, exportagcdo e consumo no
Brasil (in: KULAIF, 2012)

Segundo dados do Departamento Nacional de producédo Mineral — DNPM, a regiéo
Sudeste lidera a producdo de agua mineral, com 55% do total da &gua mineral
engarrafada. S&o Paulo € o maior estado produtor com cerca de 1, 694 bilh&do de
litros, correspondendo a 41% da producéo do Brasil, seguido de Minas Gerais com
producédo de 368 milhdes de litros e Rio de Janeiro com 223 milhdes de litros. A
regido Nordeste continua em segundo lugar com quase 860 milhdes de litros, sendo
os estados em destaque a Bahia e Pernambuco (GUIMALHAES, 2008).

O Brasil ocupa o 4° lugar no ranking mundial de produtores, segundo dados da
Associacdo Internacional de Aguas Engarrafadas. Segundo a Associacdo Brasileira
da Indastria de Agua Mineral - ABINAM, o Brasil tem consumo per capita ainda
considerado baixo (65 litros por ano), se comparado aos argentinos, que é o dobro.
Apesar de possui a maior reserva de agua doce potavel do planeta, fato que Ihe
confere um importante posicionamento geoestratégico mundial no mercado de agua
mineral, em termos de producédo e consumo, o pais ainda tem que avancar posicoes
para obter lideranca (SEBRAE, 2013).

A figura 2 apresenta o processo de producdo de agua mineral, desde a origem da

fonte até o envasamento.
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Figura 2 - Processo de producéao de agua mineral (In: PURIFICATION, 2010)

Para que a agua envasada ndo cause risco a saude, ndo basta apenas que se tenha
uma fonte de boa qualidade, como mostrada na figura 3, mas deve-se também
considerar as condi¢cbes sanitarias relativas ao processo de industrializacdo, como:
instalacdes, equipamentos, processamento (Figura 6), armazenamento (Figura 4),
estocagem, expedicdo, transporte (Figura 5). Sendo importante que exista um
sistema de controle em todas essas etapas para que ndo ocorra alteracdo na
gualidade final da 4gua (SANCHEZ, 1999).

Figura 3 - Exemplo de nascente de agua mineral (In: N3PO, 2014)
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Figura 5 - Transporte utilizado para locomocao da agua mineral até a industria
de envase (In: MAIA, 2009)
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Figura 6 - Instalagdes, equipamentos, processamento da agua mineral (In:
MARATUA, 2003)

Controles sistematicos de avaliacdo da qualidade das aguas minerais constituem
atividades de fundamental importancia, dadas as possiveis implicacdes da
ocorréncia de uma contaminacdo (SANCHEZ, 1999). Portanto, € necessario ser
realizado periodicamente analises microbioldgicas na fonte e produto final envasado,

tanto pelo produtor como pelo érgao fiscalizador.

2.5 LEGISLACAO PARA AGUAS MINERAIS

A legislacéo para parametros microbiolégicos de aguas minerais segue 0s termos da
Resolucdo RDC n° 275, de 22 de setembro de 2005 (ANVISA, 2005).

Desde a fonte até na comercializacdo, a agua mineral ndo deve apresentar risco a
saude do consumidor (auséncia de micro-organismos patogénicos), para tanto deve

esta em conformidade com as caracteristicas microbiolégicas descritas na tabela 4.
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MICRO-ORGANISMO | AMOSTRA
LIMITES INDICATIVA AMOSTRA REPRESENTATIVA
M M
E. coli ou coliforme
termotolerantes, em Auséncia i Auséncia
100 mL
Hok - <1,0 UFC;
Coliformes totais, em <LOUFC . 2,0 UFC ou
100 mL <1,1 NMP <LINMPou | 25 NMP
ou auséncia auséncia ’
Enterococos, em <1,0 UFC; <10 UFC; 2,0 UFC
<1,1 NMP ou <1, 1INMPou | o ZUNMF?U
100 mL auséncia auséncia ’
] <1,0 UFC;
Pseudomonas <I11’0NlI\J/|||:3C(;u 2,0 UFC ou
aeruginosa, em 100 mL el <1,1 NMP ou 2,2 NMP
auséncia auséncia
. ' . <1,0 UFC,;
Clostridios sulfite <1,0 UFC; 2.0 UFC ou
redutores ou C. <1,1 NMP ou <1,1 NMP ou 22 NMP
perfringens, em 100 mL auséncia auséncia ’

* NMP — NUumero Mais Provavel

**UFC — Unidade Formadora de Colbnias

Tabela 4 - Parametros microbioldgicos para agua mineral (In: ANVISA, 2005)

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

analisadas individualmente.

C: é o numero aceitavel de unidades da amostra representativa que pode apresentar

resultado entre os valores "m" e "M".

m: é o limite inferior (minimo) aceitavel. E o valor que separa uma qualidade

satisfatéria de uma qualidade marginal. Valores abaixo do limite "m" sdo desejaveis.

M: é o limite superior (maximo) aceitavel. Valores acima de "M" ndo sao aceitos.
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No processo de amostragem para analise, é necessario que as aguas estejam em
embalagem original, a ndo ser se forem coletadas diretamente da fonte ou nos
pontos de amostragem instalados na linha de envasamento. Para andlise
microbiologica, deve ter o minimo de amostra, ndo deve ser realizada se a
embalagem for inadequada ou apresentar sinais de violagdo ou vazamento
(ANVISA, 2000).

Quando a amostra for coletada na fonte, deve constar a temperatura da agua na
surgéncia e/ou captacdo, assim como hora e data da amostragem, além das demais
informagdes pertinentes. Essas amostras coletadas devem ser analisadas no
maximo de até 24 horas apos a coleta e devem ser mantidas sob refrigeracédo até o
momento das andlises (ANVISA, 2000).
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3 MICRO-ORGANISMOS CONTAMINANTES DA AGUA MINERAL

3.1 COLIFORMES TOTAIS

As bactérias do grupo coliformes, tais como: Citrobacter, Enterobacter e Kebsiella
sdo empregadas como parametro bacteriolégico basico na definicdo de padrdes
para monitoramento da qualidade das aguas minerais. Sendo assim, a auséncia de
coliformes indica que a agua € bacteriologicamente potavel para o0 consumo humano
(SANCHEZ,1999).

Os organismos coliformes (Figura 7) sé&o definidos como bacilos Gram-negativos,
aerdbios ou anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos, que fermentam
lactose com producédo de acido e gas em 48 horas, a 35°C. Sédo encontrados
geralmente no intestino do homem e de animais de sangue quente, podendo

também ser localizadas no solo e na vegetacdo (SANCHEZ,1999).

As bactérias Gram negativas possuem uma unica membrana celular externa, o que
dificulta o efeito dos antibioticos. Essa célula apresenta lipopolissacarideos que
avisam através de sintomas como febre alta, que ha presenca de bactéria Gram

negativa na corrente sanguinea (SIMEAQ, 2011).

Figura 7 - Bactéria coliformes totais (In: RODRIGUEZ, 2013)



29

3.2 COLIFORMES TERMOTOLERANTES

O termo “termotolerantes” refere-se a tolerancia da bactéria em fermentar a lactose
com producdo de gés, em temperatura elevada de até 44,5°C, em 24 horas. E
indicativo para a qualidade sanitédria da agua, sendo que essa bactéria € mais
significativa que a bactéria Coliforme Total, por estarem restritas ao trato intestinal
de animais de sangue quente (SANCHEZ, 1999).

A determinacéo da concentracdo de coliformes termotolerantes assume importancia
como parametro indicativo a existéncia de micro-organismos patogénicos,

responsaveis pela transmisséo de doencas de veiculacdo hidrica (SIMEAO, 2011).

3.3 Escherichia coli

A E. coli (Figura 8) é uma bactéria na forma de bastonete anaerébia facultativa, €
lactase positiva, ou seja, possui uma enzima que cataliza a hidrélise da lactose e
galactose, fermentadora de acucares que é responsavel pela flatuléncia. Encontra-
se no trato gastrintestinal de humanos e de animais endotérmicos. E considerada
um indicador de qualidade de agua e alimentos, através da andlise de coliformes
termotolerantes (SIMEAO, 2011).

Esta bactéria geralmente habita o intestino sem causar problemas a saude. No
entanto, ao entrar em contato com a circulagdo sanguinea ou outras regides do
corpo, é capaz de provocar infecgdes, tais como: diarreia; cistite; meningite; sepse,
também chamada de septicemia, que é um quadro grave que une 0s sintomas de
uma infeccdo generalizada pré-existente a resposta inflamatoria do organismo;
peritonite, entre outras (ARAGUAIA, 2011).
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Figura 8 - Bactéria E. coli (In: ALOCILJA, 2012)

As bactérias E. coli, sdo consideradas bacilos Gram-negativos, a técnica empregada
para detectar esse tipo de micro-organismo consiste na analise microscopica que é
amplamente utilizada e é uma das mais importantes técnicas de coloracéo
diferencial para bactérias, inicialmente descrita por Christian Gram, em 1884, na
Dinamarca (PELCZAR et al., 1996).

Neste processo, 0 esfregaco bacteriano é tratado com purpura cristal violeta e
solucéo de iodo, que serve para fixar o corante no interior da célula, ja o alcool € o
agente descorante que remove o0 corante de certas bactérias e o corante vermelho,
safranina, podendo ser utilizado também lisina. As Gram-positivas retém o corante
cristal violeta e aparecem no microscopio coradas de violeta-escuro. (PELCZAR et
al., 1996).

Nas bactérias Gram-negativas, perdem o cristal violeta com o tratamento com alcool,
e entdo sdo coradas com corante safranina, assumindo a cor vermelha,
diferenciando- se das bactérias que absorveram o cristal violeta (PELCZAR et al.,
1996).

A figura 9 mostra a imagem microscopica da diferenca de uma bactéria Gram-

positiva de uma Gram-negativa.
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Figura 9 - Imagem microscépica: bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(In: MARTINEZ, 2010)

A diferenca entre os dois tipos de células relaciona-se com a estrutura da parede
celular das bactérias. A parede celular de bactérias ditas Gram-positivas € formada
por uma camada espessa de peptidoglicano (peptideo de acido n-acetil muramico),
durante o processo de descoloragdo com alcool etilico, retém o corante,
permanecendo com a coloracdo conferida pelo corante primario (roxo). Enquanto
gue a parede celular de bactérias Gram-negativas € formada por uma camada fina
de peptidoglicano, rodeada por uma camada externa de lipopolissacarideo e
proteina, perdem o complexo iodo-pararosanilina, sdo incapazes de reter o violeta

de Genciana, assumindo a cor do corante de fundo (vermelha) (MARTINEZ, 2010).

3.4 Pseudomonas aeruginosa

A bactéria Pseudomonas aeruginosa (Figura 10) é definida como bacilos Gram
negativos, aerobios facultativos, moveis por flagelacdo. Produz pigmentos
fluorescentes e piocianina, entretanto, pode-se encontrar culturas apiocianogénicas.
Apresenta metabolismo oxidativo da glicose, desnitrifica o nitrato, hidrolisa a gelatina
e a caseina, e é hemoliticas (SANCHEZ, 1999).

A Pseudomonas aeruginosa é o principal patdgeno humano, causa infeccées no

trato urinério, em ferimentos e queimaduras. E organismo muito resistente e alguns
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podem crescer até mesmo em solu¢des de limpeza siderurgica, causando assim,
infecgdes hospitalares (SIMEAO, 2011).

Elevados numeros de Pseudomonas aeruginosa em agua potavel, principalmente
em agua engarrafada, podem estar relacionados a mudanca no paladar, odor e
turbidez (SILVA, et al.,, 2005). Sendo um constante problema no envase dessas
aguas, pois no primeiro contato da bactéria com a linha de engarrafamento, nos
tanques, pode ocorrer contaminacdo as aguas que passarem posteriormente
(SIMEAO, 2011).

Figura 10 - Bactéria Pseudomonas aeruginosa (In: KIM, 2014)

3.5 BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

A contagem de micro-organismos mesofilos aerdbios € o método mais utilizado
como indicador geral de populacbes bacterianas, mas néo diferencia os tipos
existentes, portanto, ndo pode ser considerado como um fator de seguranca, ja que

néo é possivel detectar a presenca de toxinas ou patégenos (SIMEAO, 2011).

A contagem padrdo em placas é um método que consiste em realizar diluicbes em

séries em placa, para observar o crescimento bacteriano. Esta técnica baseia-se no
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fato de que, a 32°C, uma bactéria viva isolada se dividira e formara uma colbénia
visivel. Por ser mais dificil encontrar mais de 300 colénias em uma placa, €
necessario diluir a cultura bacteriana original antes de transferir a cultura para placa
soélida. Além disso, é necessario realizar a analise no mais curto intervalo de tempo

para evitar a multiplicacdo dos micro-organismos (SIMEAO, 2011).

A figura 11 mostra o crescimento de micro-organismos mesofilos aerobios em Agar

para contagem padréo (PCA).

Figura 11 - Bactérias aerdbias mesofilas (In: LOPEZ, 2012)
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4 ENSINO MEDIO

No ensino da Quimica, é de extrema importdncia que os conteldos ndo sejam
apenas ministrados na teoria, mas também na pratica, pois essas duas formas
associadas sdo muito relevantes a formacao do individuo, contribuindo assim para o
seu desenvolvimento cognitivo. A teoria dos livros didaticos contribui para a
aprendizagem da quimica, mas a atividade experimental reforca e auxilia a
compreensao e o dominio do conteddo, pois estas podem ser ministradas com
enfoque no cotidiano dos alunos colaborando assim, para o entendimento do tema

em questao.

Segundo Bueno et al. (2009), a aulas experimentais, muitas vezes, ndo sao
ministradas aos alunos pela falta de formacéo dos professores, em saberem utilizar
0S equipamentos presentes nos laboratérios da escola. Como também a deficiéncia
na estrutura que muitas escolas apresentam, como falta de laboratério e materiais

especificos para serem ministradas as aulas pratica.

Entretanto, segundo Wisniewski (1990), procurando amenizar esses empecilhos em
relacéo as aulas experimentais, é possivel a construcao de experimentos elaborados
com materiais simples, baratos e faceis de serem adquiridos, 0s quais garantem um
suprimento basico dos laboratérios e facilitam a realizacdo de trabalhos

experimentais em sala de aula.

Para tanto, uma das técnicas experimentais mais simples para ser ministradas no
ensino médio, sobre a importancia da dgua e suas possiveis contaminacdes, € a
realizacdo de um experimento microbiolégico da agua presente na prépria escola,
em diferentes pontos: mineral, torneira, bebedouros como também agua suja (agua
misturada com terra). Sendo que a agua suja, ndo ha necessidade de fazer
diluicdes, pois esta experiéncia consiste em apenas analisar o crescimento de micro-

organismos e nao quantificacao de bactérias.

O experimento consiste em preparar um meio de cultura caseiro, composto por

batatas, que fornece o nutriente amido; repolho roxo, que € indicador de pH, pois
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adquire coloracdes diferentes para cada faixa de pH; e gelatina para endurecimento
do meio. A cor lilds do meio indica pH neutro. Para absor¢cdo dos nutrientes, os
micro-organismos liberam substancias para digerir o meio, podendo ser enzimas
acidas ou basicas. Assim, o0 meio poderd modificar de cor com o aparecimento das
colonias, de acordo com a variagao de pH dessas substancias (RODRIGUES, 2010).

E recomendado que o preparo do meio de cultivo seja realizado ao lado de um
fogareiro para evitar a contaminagdo. O calor esquenta o ar ao redor e elimina os
micro-organismos daquela é&rea, evitando que se depositem na placa e se
reproduzam no meio antes do endurecimento do mesmo. A solucdo preparada
devera ser distribuida em placas de Petri, sendo que estas podem ser substituidas
por vasilhas plasticas rasas com tampa transparente, caso a escola ndo tenha
placas de Petri (RODRIGUES, 2010).

Em seguida, o professor juntamente com os alunos devera fazer as coletas de agua
(bebedouro, torneira, agua suja e agua mineral). Nesta parte € importante salientar a
importancia da coleta para a analise, tomando assim os devidos cuidados,
identificando os frascos, que deverao estar limpos e esterilizados, ndo abri-los até o
momento da coleta, sendo que € necessario limpar a parte externa da torneira,
deixando correr a agua durante 3 a 5 minutos e colocar os frascos em caixa de

isopor com gelo.

Depois da coleta, colocar 0,1 mL de cada amostra nas placas de Petri em duplicata
e deixar numa estufa de 25°C ou em uma caixa de isopor bem fechada por 5 dias.
Apoés esse periodo, o professor devera levar os alunos para observarem as placas,

analisando em quais ocorreram o crescimento de micro-organismos.

4.1 SUGESTAO DE PLANO DE AULA

No Anexo |, apresenta-se o roteiro da aula experimental sobre andlise microbioldgica
em agua, que podera ser adaptado pelo professor e entregue aos alunos. Ele
contém todas as orientacfes necessarias para o desenvolvimento da aula pratica e

também algumas questdes que auxiliardo no fechamento da atividade.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL

5.1.1 Agua Mineral

Neste trabalho foram utilizados frascos de 300 mL a 600 mL de diferentes marcas de
agua mineral ndo carbonatadas, compradas em mercados da cidade de Assis — SP.
Sendo que de cada marca foram analisados cinco lotes diferentes e encaminhados
ao laboratorio Centro de Pesquisa e Ciéncias — CEPECI, onde foram efetuadas as
analises. No mesmo dia da coleta, as amostras de agua foram inoculadas para que

nao ocorresse risco de contaminacao ou invalidacado do material coletado.

5.1.2 Equipamentos

- Camara de fluxo laminar (TROX TECHNIK);

- Balanca semi-analitica (RADWAG - WTB 3000);

- Agitador magnético (FISATAM - MODELO 702);

- Autoclave (CEIME - PHOENIX);

- Estufas de 32°C (FANEM - MODELO 315 SE);

- Estufa de 37°C (MARCONI — MA 032);

- Estufa de 180°C (FANEM — MODELO 502 C);

- pHmetro (TECNOPON — MODELO Mpa — 210);

- Banho — maria a 44,5°C (QUIMIS — Q — 3042105);

- Contador de células (Phoenix CP 600 Plus).
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5.1.3 Meios de cultura

Os meios de cultivo utilizados neste trabalho foram preparados de acordo com a
instrucdo da embalagem. Todos os meios foram esterilizados em autoclave por 15
minutos, a 120°C. As pipetas e as placas de Petri utilizadas nas andlises foram
esterilizadas também em estufa, a 180°C, por uma hora.

5.1.3.1 Meios desidratados

- Caldo Lauril — Sulfato/Triptose - CLST (ACUMEDIA — LOTE: 106121B);

- Agua Peptonada (BECTON, DICKINSON AND COMPANY — LOTE: 5055132);
- Verde Brilhante — VB (HIMEDIA — LOTE: 33073);

- Caldo EC Medium - EC (ACUMEDIA — LOTE: 100, 558B);

- Standard Methods Agar — PCA (HIMEDIA - LOTE: 85876);

- Levine EMB — Agar (MERCK — LOTE: VK482742);

- Tryptic Soy Broth — TSB (BECTON, DICKINSON AND COMPANY - LOTE:
4342224),

- Acetamide Broth (HIMEDIA — LOTE: 2066).

5.1.3.2 Meios formulados

Os meios de cultivo formulados foram preparados da seguinte forma:

- Indol: pesou-se 1g de triptona; 0,5g de cloreto de sédio (NaCl), para 100mL de
agua destilada. Agitou-se até completa dissolucdo e ajustou o pH em 7,3. Em

seguida, transferiu-se 5 mL para tubos de ensaio.

- Vermelho de metila (VM), Vogas-Proskauer (VP): pesou-se 0,7g de Peptona; 0,59
de Glicose; 0,5¢g de Fosfato dipotassio (K;HPO,) para 100 mL de 4gua destilada. Em

seguida, transferiu-se 5 mL para tubos de ensaio.
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- Citrato de Koser: pesou-se 0,15¢g de Fosfato de sddio amoniacal (NaNHsPO,); 0,19
de Fosfato monopotéssio (KH,PO,); 0,02g de Sulfato de magnésio (MgS0O,); 0,3g de
Citrato de sodio (NaszCgHs07), diluindo estes em 100 mL de agua. Em seguida,

agitou-se, ajustou o pH para 6,7e transferiu-se 5 mL para tubos de ensaio.

- Caldo Asparagina em concentracao simples: pesou-se 0,3 g de asparagina; 0,1 g
de Fosfato dipotassio anidro (K;HPO,) p.a; e 0,05 g de Sulfato de magnésio
(MgS0,4.7H,0). Acrescentou-se 100 mL de agua destilada, aqueceu agitando até a
sua completa dissolugé&o. Distribuiu-se 5 mL em cada tubo de ensaio.

- Agar Leite: preparou-se duas solugdes, a primeira pesou-se 100g de leite em p6
desnatado para 500 mL de agua destilada. Aqueceu em banho-maria, agitando
frequentemente até a completa dissolucdo do meio e esterilizou-se em autoclave a
120°C por 15 minutos. ApGs a esterilizagcdo, manteve a solucdo preparada em
banho-maria a 55°C, para estabilizacdo da temperatura, at¢ o momento de sua

adicao a solucgéo 2.

Para a segunda solucéo, pesou-se 12,5g de Caldo nutriente desidratado; 2,59 de
Cloreto de sédio (NaCl) p.a; e 15g de Agar, para 500 mL de agua destilada. Deixou-
se em repouso por 15 minutos, logo apés aqueceu agitando até completa dissolucéo
do meio e esterilizou-se em autoclave durante 15 minutos. Apds a esterilizacao,
colocou em banho-maria, a 55°C, para estabilizacdo de temperatura do meio de

cultura preparado.

Juntou-se as solucbes 1 e 2 e, com todos os cuidados de assepsia, distribuiu-se 20
mL em placas de Petri, previamente esterilizadas. ApOs solidificacdo do meio,
embrulhou-se as placas de Petri com papel Kraft e manteve-se sob refrigeracéo

durante, no maximo, duas semanas.

5.2 METODOS

Nas amostras foram avaliados os seguintes parametros de analise microbiolégica:
coliformes totais, coliformes termotolerantes, Pseudomonas aeruginosa, E. coli e

contagem padrdo, segundo os métodos de Sanchez (1999), utilizando os



39

parametros de referéncia da Resolugdo n° 275/2005, D.O.U de 23/09/2005 da
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2005).

5.2.1 Coliformes termotolerantes e totais

A sequéncia de andlise para coliformes termotolerantes e totais pode ser visualizada

na figura 12.

Amostras (10 mL)

|

10 tubos com 10 mL de caldo em concentragéo dupla — CLST

!

Tubos de CLST com crescimento e producéo de gas
|

3 alcadas em Caldo VB 3 alcadas em Caldo EC
35°C/48h 44,5°C/24h
l (banho - maria)
Tubos com crescimento e Tubos com crlescimento e
producéo de gas presenca producao de gas presenca
de coliformes totais. de coliformes termotolerantes.

Resultado expresso em NMP/100mL.

Figura 12 - Sequéncia de analise de coliformes termotolerantes e totais

5.2.2 Escherichia. coli

A sequéncia de analise para E. coli pode ser visualizada na figura 13.
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Tubos com subculturas positivas de EC (coliformes termotolerantes)
Repicar com 1 alcada para placa de Agar EMB
I 35°C/24h

Crescimento de col6nias com brilho metalico esverdeado ou com centro escuro

Repicar de 2 a 3 colonias para tubos com PCA inclinado
| ss°craan
Passar 3 alcadas para cada uma das provas bioquimicas:
I I I I I

Indol VM VP citrato coloracao de Gram

Figura 13 - Sequéncia de analise de E. coli

Para os testes confirmativos, é importante salientar que todos os meios poderdo ser
inoculados a partir de uma uUnica alcada de cultura do tubo PCA, porém o Caldo
Citrato de Koser deve ser inoculado em primeiro lugar, para evitar a introducéo de

compostos de carbono originarios dos demais testes.

Para o Caldo citrato de Koser (teste de citrato) deve-se inocular uma algada com
inoculo leve da cultura em tubos com 5 mL de caldo citrato de Koser, incubando a
35°C/72 a 96 horas, sendo necessario observar se ha crescimento (teste positivo) ou

nao (teste negativo). As cepas de E.coli sdo citrato-positivas.

No teste de indol, deve-se inocular uma alcada com inéculo leve da cultura,
incubando a 35°C/24horas. Deve-se adicionar 5 gotas do reagente de Kovacs e
agitar levemente. O teste sera positivo no caso de desenvolvimento de um anel
vermelho-violeta na superficie do meio de cultura. Se o anel permanecer na cor
amarela do reagente o teste sera considerado negativo. As cepas de E. coli podem

ser indol positivas ou negativas.

Para o Caldo VM-VP (teste de vermelho de metila e Voges-Proskauer). E necessario
inocular uma alcada com indculo leve da cultura, seguida de incubacao a 35°C/48
horas. Para o teste de VP, deve-se transferir assepticamente 1,0 mL da cultura para

um tubo de ensaio, adicionar 0,6 mL de solucéo alfa-naftol 5% e agitar. Adicionar em
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seguida, 0,2 mL de solucdo de KOH 40%, agitar e adicionar uma pitada leve de
cristais de creatina, para acelerar a reacdo. Deixar descansar e observar
periodicamente, por até 1 hora, o desenvolvimento de uma cor vermelha ou résea no
meio de cultura (teste positivo). A permanéncia do meio na cor do reagente
(amarelada ou ligeiramente esverdeada) indica teste negativo. As cepas de E.coli
sdo VP negativas. Serd necessario reincubar a cultura remanescente no caldo VM-
VP por 48 horas adicionais e realizar o teste de VM com 96 horas de incubagéo.
Para a realizacéo do teste, adicionar a cada 2,5 mL da cultura, 5 gotas da solucao
de vermelho de metila, observando imediatamente se o meio adquire uma coloragao
vermelha (teste positivo) ou amarela (teste negativo). As cepas de E.coli sédo VM

positivas.

O processo de coloracdo de Gram consiste em aplicar a cultura dos tubos de PCA,
em uma lamina (esfregaco seco), logo apos inserir gotas de violeta de metila até
cobrir toda a lamina, deixando agir por 60 segundos, apdés o tempo corrido, lavar
com agua destilada. Cubra a lamina com lugol deixando por mais 60 segundos, lavar
com alcool etilico 95%, e em seguida aplicar lisina e deixar agir por 15 segundos,
lavar com agua destilada e deixar secar. Aplicar 6leo de imersao sobre o esfregaco

e observar no microscépio com objetiva de imersao (100X).

Considerar como E.coli todas as culturas com as seguintes caracteristicas:
bastonetes Gram-negativos, indol (+) ou (-), VM (+), VP (-) e citrato (-). Anotar
guantos tubos de caldo EC, estriados em EMB, foram confirmados com E.coli e

determinar o NMP/mL em uma tabela de NMP adequada as diluic6es inoculadas.

As amostras analisadas ndo foram submetidas aos testes confirmativos, pois nao

apresentaram crescimento nos testes presuntivos.

5.2.3 Pseudomonas aeruginosa

A sequéncia de analise para Pseudomonas aeruginosa pode ser visualizada na

figura 14.
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Amostras (10 mL)
10 tubos com 10mL de caldo — TSB
35°C/24h

Presenca de um aglomerado esbranqui¢cado na superficie do caldo, dentro do tubo,
com aspecto de teia.

3 alcadas em Caldo Asparagina Agar Concentracdo Simples
l 35°C/48h
Crescimento com producao de pigmento verde sob luz UV
3 alcadas em Caldo ou Agar Acetamida
35°C/48h

Viragem alcalina para purpura

Estriar 1 alcada em Agar Leite
l 35°C/24h

Colbnias com halo de hidrolise de caseina e pigmento amarelo e verde, confirmacao
de Pseudomonas aeruginosa na amostra.

Figura 14 - Sequéncia de analise de Pseudomonas aeruginosa

O calculo do NMP de P. aeruginosa foi obtido através da tabela de NMP do Anexo II.

5.2.4 Contagem padréo de bactérias aer6bias mesoéfilas (PCA)

A sequéncia de analise para bactérias aerobias mesofilas pode ser visualizada na

figura 15.
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Amostra

|

Inocular em placas de Petri 1 mL da amostra em duplicada

}

Acrescentar meio de cultura — PCA

|

Homogeneizar com movimentos circulares em forma de 8

|

Aguardar a solidificacao

Inverter as placas e incubar a 32°C por 48 horas

Figura 15 - Sequéncia de analise de bactérias aer6bias mesofilas

Ndo sendo possivel a contagem de bactérias presentes, devido ao grande
aglomerado de micro-organismos mesofilos aerdbios, sera necessario realizar a
analise novamente, utilizando-se diluicdes. Assim, devera colocar 1 mL de amostra
em um tubo contendo 10 mL de agua de diluicdo tamponada e desta transferir 1 mL
para placas de Petri estéreis e em seguida adicionar o meio de cultura PCA. Sendo
assim, estad serd uma diluicdo decimal (10™%), sendo que 1 mL da mesma
corresponde a 0,1 mL da amostra. Se for preciso, realizar em outras diluicdes (107,

1073,...), fazendo sempre cada diluicdo em duplicata.

O resultado foi dado em UFC/mL, que consiste em multiplicar o nUmero de coldnias

tipicas contadas pelo inverso da diluicdo inoculada.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

As amostras foram inoculadas dentro do fluxo laminar com o maximo de cuidado
para que ndo ocorresse risco de contaminacédo decorrente de manipulagédo. Foram
realizados testes confirmativos nas amostras que apresentaram resultados positivos
nos testes presuntivos. Sendo que cada marca recebeu as letras de A, B, C, D,
seguidas das numeracdes de 1 a 5, pois foram analisadas cinco lotes de cada
marca, durante os meses de Junho a Setembro de 2014.

A tabela 5 apresenta todos os resultados obtidos para coliformes totais, coliformes
termotolerantes, E. coli, Pseudomonas aeruginosa e contagem padrao, referentes a
marca Al.

COLIFORMES COLIFORMES S Pseudomonas Contagem
AMOSTRAS TOTAIS TERMOTOLERANTES : aeruginosa Padrao

NMP/100 mL

NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL UFC/mL

ausente ausente ausente ausente 1,11 x 10?
ausente ausente ausente ausente 6,05 x 10°
A3 ausente ausente ausente 16,1 8,9 x 10°
A4 ausente ausente ausente 16,1 5,35 x 10?
A5 ausente ausente ausente 5,1 7,25 x 10°

Tabela 5 - Resultados obtidos para as analises de agua, referentes a marca A

A tabela 6 apresenta os resultados referentes a marca B1l, com os 5 lotes

analisados.
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COLIFORMES COLIFORMES = ol Pseudomonas Contagem
AMOSTRAS TOTAIS TERMOTOLERANTES . aeruginosa Padrio
- ausente ausente ausente 7,2 x 10°
- ausente ausente ausente ausente 3,0x 10

Tabela 6 - Resultados obtidos para as andlises de agua, referentes a marca B

Na tabela 7, estdo os resultados obtidos para os 5 lotes da marca C.

COLIFORMES COLIFORMES S Pseudomonas Contagem
AMOSTRAS TOTAIS TERMOTOLERANTES . aeruginosa Padrio
NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL NMP/100 mL UFC/mL
- ausente ausente ausente ausente 2,05 x 10°
- ausente ausente ausente ausente 6,55 x 10°

Tabela 7 - Resultados obtidos para as analises de agua, referentes a marca C

Na tabela 8, apresenta os resultados obtidos em relacdo a marca D, com os 5 lotes

analisados.
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COLIFORMES COLIFORMES = col Pseudomonas Contagem
. COll
AMOSTRAS TOTAIS TERMOTOLERANTES aeruginosa Padrio
NMP/100 mL
ausente ausente ausente ausente 7,15 x 101
ausente ausente ausente ausente 1,25 x 102
ausente ausente ausente 51 6,5 X 102
ausente ausente ausente ausente 2,55 x 101
ausente ausente ausente 16,1 2,15 x 103

Tabela 8 - Resultados obtidos para as analises de agua, referentes a marca D

6.1 ANALISES DE COLIFORMES TOTAIS

Dos 20 lotes analisadas, referentes as marcas A, B, C e D, todas apresentaram
auséncia para coliformes totais, desta forma apresentaram auséncia para coliformes
termotolerantes e para E. coli. As bactérias coliformes termotolerantes séo bactérias
do grupo coliformes totais e a E. coli € uma bactéria do grupo coliformes
termotolerantes. Desta forma, nessas analises, como todos os testes presuntivos,

deram negativos, nao foi necessario realizar as analises confirmativas.

Segundo os parametros da Resolucdo n° 275/2005, para teste em tubos em que o
resultado € em NMP para amostras indicativas, como foi realizado neste trabalho,
deve apresentar auséncia ou < 1,1 NMP/100 mL para coliformes totais e auséncia
para coliformes termotolerantes e E. coli. Desta forma, todos os lotes analisados
encontram-se dentro da legislacdo para agua mineral, sendo proprio para consumo

humano.
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6.2 ANALISES DE Pseudomonas aeruginosa

Dos 5 lotes analisados para Pseudomonas aeruginosa, referente & marca A como
mostrados na tabela 1, dois apresentaram auséncia para este tipo de bactéria no
teste presuntivo TSB, ndo sendo necessério realizar o teste confirmativo. Porém,
para os lotes A3, A4 e A5, dos 10 tubos de TSB que apresentaram um aglomerado
esbranquicado na superficie do caldo, com aspecto de teia, foram realizados os
testes confirmativos através do caldo asparagina e acetamida.

Na marca B, tabela 2, apenas o lote B4 apresentou auséncia para Pseudomonas
aeruginosa no teste presuntivo, desta forma, os 10 tubos de TSB positivos dos

outros 4 lotes, passaram por testes confirmativos.

Os 5 lotes da marca C, tabela 3, apresentaram auséncia no teste presuntivo para
Pseudomonas aeruginosa, desta forma confirmou-se a auséncia desse tipo de

micro-organismo nessas aguas analisadas.

A marca D, os lotes D1, D2 e D4, conforme mostrados na tabela 4, apresentaram
auséncia para Pseudomonas aeruginosa. Sendo que apenas o0s tubos de TSB

positivos dos lotes D3 e D5 passaram por testes confirmativos.

A figura 16 apresenta dois tubos de amostras analisadas, referentes ao teste
confirmativo para asparagina, sendo que um apresentou teste positivo ficando

fluorescente e o outro teste negativo, incolor ao ser exposto a luz negra.

Figura 16 - Tubo positivo (fluorescente) e tubo negativo (incolor) para analise
de asparagina exposto a luz negra
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A figura 17 mostra dois tubos de amostras analisadas, referentes ao teste
confirmativo para acetamida, sendo que um apresentou teste negativo nao alterando
a cor do meio de cultura e o outro teste positivo com coloragao purpura.

Figura 17 - tubo negativo (esquerda) e tubo positivo (direita), coloracéo
purpura para analise de acetamida

Devido a possibilidade de ocorréncia de resultados falsos-positivos no Caldo
Acetamida, foi necessario que a positividade das culturas nesse meio fosse
confirmada através da transferéncia de um inoculo para Agar Leite. Desta forma, a
hidrélise da caseina do leite, evidenciada pela formacéao de halo ao redor da colénia
e a producdo de um pigmento amarelo e verde, confirmaram a presenca de
Pseudomonas aeruginosa nos lotes A3, A4, A5, B1, B2, B3, B5, D3, D5. Sendo que

a figura 18 mostra a confirmacdo em Agar Leite para P. aeruginosa.
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Figura 18 - Teste de confirmacdo em Agar Leite para Pseudomonas aeruginosa

Os lotes que apresentaram presenga para Pseudomonas aeruginosa encontram-se
acima dos valores permitidos pela legislacéo, pois apresentaram resultados maiores
que 1,1 NMP/100 mL, que segundo a Resolucdo n® 275/2005 € permitido em
amostras indicativas resultados < 1,1 NMP/100 mL ou auséncia para esse tipo de

micro-organismo.

A presenca da P. aeruginosa em agua mineral ndo € aceitavel por ser um patégeno
oportunista capaz de causar infeccbes em individuos imunocomprometidos, além de
apresentarem maior resisténcia do que 0s micro-organismos patogénicos, sendo

capaz de inibir as bactérias do grupo coliforme (DIAS, 2008).

A tabela 9 apresenta as porcentagens de presenca de Pseudomonas aeruguinosa

em relacdo aos lotes e marcas analisadas.
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Lotes Marcas
Resultados
Neo % Ne° %
Acima do
. 11 55 3 75
padrao
Dentro do
. 9 45 1 25
padrao
Total 20 100 4 100

Tabela 9 - Porcentagens de presenca de Pseudomonas aeruginosa em relacao
lotes e marcas analisadas

Nas aguas minerais engarrafadas, a maioria dos micro-organismos presentes sao
bastonetes Gram-negativos, frequentemente identificados como Pseudomonas
aeruginosa, originarios da fonte (micro-organismos autéctones) ou de contaminacao
no processo produtivo (micro-organismos aléctones). Esta espécie P. aeruginosa €
oligotrofica, ou seja, podem multiplicar em agua mineral, mesmo com baixa
concentracdo de nutrientes, isso explica a habilidade de adaptacdo e sua

capacidade de se desenvolver (DIAS, 2008).

Fard (2007) avaliou a qualidade da agua mineral na fonte e no envase, sendo que as
duas fontes analisadas apresentaram contaminacdo com Pseudomonas aeruginosa,
comprovando que a agua mineral ja se apresentava contaminada antes de entrar no
processo de envase, fato que salienta a possibilidade desse micro-organismo
colonizar a tubulacdo que conduz a agua mineral da captacdo até a linha de envase
e formar biofilme neste ambiente. Visto que apds a estocagem da agua mineral em
embalagens, ocorreu um aumento da frequéncia de amostras positivas para P.

aeruginosa.

O micro-organismo P. aeruginosa pode estar presente na agua mineral como micro-
organismo autoctone, no entanto acredita-se que € mais provavel que este

contamine a agua através do processo produtivo na planta da industria, pois este é
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um micro-organismo que se adapta facilmente as condi¢cdes adversas, podendo

colonizar canalizagfes, superficies de equipamentos e embalagens (DIAS, 2008).

Portanto, a contaminacdo de Pseudomonas aeruginosas de mesma marca, como
observado nas tabelas 1, 2 e 4, pode estar relacionada com a contaminagdo na
fonte como também na linha de industria, pois no primeiro contato de Pseudomonas
aeruginosa pode ocorrer colonizacdo dos tanques e de outras partes, de modo a

fornecer uma contaminag&o constante para as 4guas que passem por esse ponto.

Segundo Fard (2007), durante o periodo de estocagem da agua mineral
engarrafada, o desenvolvimento da biota autdctone pode provocar alta concentracéo
de P. aeruginosa proporcionando risco ao consumidor, principalmente aqueles
imunocomprometidos e idosos. A presenca significativa deste micro-organismo na

agua mineral deve-se a seu importante potencial oportunista patogénico.

Outro fato que pbdde ser observado neste trabalho foi que em diferentes lotes da
mesma marca apresentaram auséncia para Pseudomonas aeruginosa, isso pode ser
explicado devido as diferentes épocas de amostragem e os focos de contaminacgao
terem sidos eliminados através do monitoramento desde a fonte até o processo de
envase realizando as limpezas corretas e necessarias. Esses monitoramentos,
segundo Fard (2007), devem seguir os regulamentos técnicos da ANVISA, os
Procedimentos Operacionais Padronizados (POP’s) e o programa de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

Dias (2008) realizou andlises de diferentes lotes de mesma marca na regido de
Araraquara — SP, sendo que os resultados obtidos apresentaram trés amostras de
duas marcas com contaminacdo de Pseudomonas aeruginosa. Este fato esta
relacionado a época de amostragem, pois P. aeruginosa pode ou nao estar presente
nas fontes e mesmo ndo havendo a contaminacdo da fonte por este micro-
organismo, ocasionalmente a bactéria esteve presente nas envasadoras e produto

final.

Segundo Eiroa, Junqueira, Silveira (1997), a época de amostragem esta relacionada
ao envase da agua, pois a segunda e terceira semanas sSao mais propicias a uma

rapida proliferacdo de Pseudomonas aeruginosa, decorrente de fatores como
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oxigénio, temperatura de estocagem e pico maximo de bactérias que depois com o

tempo torna-se constante, diminuindo assim o foco de contaminacéao.

Para diminuir o foco de contaminacdo de Pseudomonas aeruginosa, € necessario
gue ocorra monitoramentos na parte de captacdo, no que diz respeito as bombas
submersas e tubulacbes anexas; e no bombeamento para evitar arraste de areia,
lodo, materiais sélidos, esporos e células vegetativas de micro-organismos. Na parte
de reservatorio, deve haver inspecéo visual de forma a constatar incrustacdes nas
instalacdes, controle da higienizacdo das canalizacdes, do filtro de ar microbioldgico
e do tempo de residéncia da agua nesse depdsito. Em relagcdo ao envase, deve
existir um controle, quanto a higienizacdo das instalacdes e fechamento das garrafas
(GOMES et al., 2011).

6.3 ANALISES DE CONTAGEM PADRAO

A maioria das amostras foi diluida em virtude da grande proliferacdo de bactérias,
impossibilitando a contagem, para tanto foram feitas diluicdes a 10™ e 10 como
mostrada na figura 19.

Figura 19 - Esquerda placas de Petri em duplicata na diluicdo direta e imagem
da direita diluicdo a 10



53

Segundo a legislacdo da Resolucdo n°® 275/2005, ndo existe um padréo especifico
para 4gua mineral em relacdo a contagem de bactérias aerdbias meséfilas. Porém a
portaria n°® 2914 do MS, de 12 de dezembro de 2004 que institui a norma de
qualidade para agua de consumo humano, estabelece maximo de 500 UFC/mL. Das
20 amostras analisadas apenas 6 (30%) apresentaram contagem abaixo deste

padrao.

Segundo Dias (2008), ndo se sabe exatamente se a multiplicacdo das bactérias na
agua depois do engarrafamento é devido a ressuscitacdo de um grande numero de
células dormentes nado cultivaveis presente na fonte de dgua ou no sistema de
engarrafamento, ou se ela € resultado da divisdo celular e multiplicacdo de poucas

células cultivaveis inicialmente presentes.

Observou-se também que alguns lotes de mesma marca apresentaram altas
contagens de heterotroficos e outras néao, isso se deve a um maior cuidado sanitario
Nno processo, 0 que nao possibilitou que os micro-organismos presentes na fonte
ap0s o engarrafamento se multiplicassem ou nao permitiu que ocorresse

contaminacao durante o engarrafamento.

A agua mineral ndo € estéril e apresenta determinado indice de micro-organismos,
originarias do proprio aquifero (espécies autéctones), este indice pode ser diminuido
através de processo de filtracdo que ocorre quando a agua passa pelas rochas e
terra, sendo que o crescimento dos micro-organismos € influenciado por diversos
fatores presentes no ambiente como: temperatura, pH, umidade, tensdo de oxigénio
e nutrientes. A agua mineral apresenta também espécies aléctones oriundas do

processo de industrializacdo da agua mineral (FARD, 2007).

A contaminacdo das fontes das aguas subterraneas esta relacionada com o destino
final do esgoto domeéstico e industrial; da disposicédo inadequada de residuos solidos
urbanos e industriais; e da modernizacdo da agricultura. J4 na indulstria, a
contaminacao ocorre nos equipamentos, embalagens, encanamento, exposicdo ao

ar e contato humano durante o processo de envase (DIAS, 2008).

A agua mineral proveniente diretamente do aquifero possui populacdo microbiana
em torno de 20 UFC/mL, sendo que esta é aumentada para aproximadamente 102-

105 UFC/mL ap6s duas a trés semanas do envase, devido a mudancas nas
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condi¢cbes ambientais. Este rapido crescimento dos micro-organismos é relacionado
a oxigenacao durante o processo de envase da agua mineral, ao aumento de area
de contato devido o confinamento dentro da embalagem, ao aumento de
temperatura durante a estocagem e aos nutrientes presentes na embalagem. Como
por exemplo, a embalagem de polietileno tereftalato - PET € uma fonte de matéria
organica que pode contribuir para o crescimento de micro-organismos, pois durante

o periodo de armazenamento libera diversos compostos organicos (FARD, 2007).

A contagem de bactérias heterotroficas € um procedimento utilizado para
acompanhar variacdes nas condi¢coes higiénicas e do processo produtivo. Muitos
micro-organismos desenvolvem-se lentamente em meio de cultura pobre em
nutrientes. Existem evidéncias que estas bactérias ndo apresentam risco a
populacdo saudavel, no entanto alguns destes micro-organismos sdo patogénicos
oportunistas (FARD, 2007).

Portanto, as industrias de agua mineral precisam adotar medidas a fim de garantir a
gualidade sanitaria e a conformidade do produto com os regulamentos técnicos. As
operacgOes de captagdo, envase, transporte e manuseio ndo podem comprometer a
gualidade da agua mineral e por este motivo, todas essas etapas devem ser
avaliadas periodicamente. Além do Manual de Boas Praticas, os Procedimentos
Operacionais Padronizados (POP’s) s&o indicados para auxiliar no controle de

gualidade das etapas de producédo da industria (GOMES et al., 2011).

Devido aos problemas causados pelas altas contagens de heterotréficos em agua
mineral e para se avaliar as condi¢cdes higiénico-sanitarias do sistema industrial,
seria interessante a inclusdo desse parametro na legislacdo brasileira para agua
mineral de forma a fornecer agua mais segura para o consumidor. E que tenha
maior fiscalizacdo por parte das fabricas como também nos pontos de distribuicéo
(DIAS, 2008).
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7 CONCLUSAO

Os resultados dos 20 lotes analisados para coliformes totais apresentaram auséncia
para esse tipo de micro-organismo, desta forma apresentaram auséncia para
coliformes termotolerantes e para E. coli. Portanto, essas amostras em relacdo a
esses micro-organismos encontram-se dentro da legislacdo da Resolucdo n°
275/2005 para agua mineral.

Os resultados de Pseudomonas aeruginosa apresentaram resultados insatisfatorios,
mostrando que dos 20 lotes (55%) estdo improprios para o consumo humano, de

acordo com a Resolugéo n° 275/2005 para agua mineral.

Todos os lotes apresentaram presenca de bactérias mesofilas viaveis, através da
analise de Contagem padrdo, sendo que alguns apresentaram valores mais
elevados em relacdo aos outros. Este parametro ndo apresenta padrdo na
Resolucdo n°® 275/2005, porém é de extrema importancia para acompanhar as
variacbes da qualidade higiénico-sanitarias do sistema industrial. Pois apesar de
existirem evidéncias que estas bactérias ndo apresentam risco a populacéo
saudavel, no entanto alguns destes micro-organismos séo considerados patogénicos

oportunistas, podendo causar doencas ao consumidor.

Conclui-se que das quatro marcas analisadas, a marca C é a que se enquadrou a
legislacdo, pois apresentou auséncia para coliformes totais, coliformes
termotolerantes, E.coli e Pseudomonas aeruginosa. Sendo que a Contagem Padréo

nos lotes dessa marca foram relativamente baixos em relacéo as outras marcas.



56

REFERENCIAS

ABINAM, Associacio Brasileira da Industria de Aguas Minerais. Agua Mineral: uma
fonte de beneficios para a  saulde. 2008. Disponivel  em:
<http://www.abinam.com.br/lermais_materias.php?cd_materias=398&friurl=:-Agua-
Mineral:-uma-fonte-de-beneficios-para-a-saude-:> Acesso em: 24 jun. 2014.

ACQUARELLA, Distribuidora de Agua Mineral. Agua Mineral. 2011. Disponivel em:
<http://www.acquarella.com.br/ACQ/%C3%Algua_mineral/%C3%Algua_mineral.ht
m>. Acesso em: 25 jul. 2014.

ALOCILJA, Evangelyn. MSU technology spin-out company to market portable
biohazard detection. 2012. Disponivel em: <http://phys.org/news/2012-01-msu-
technology-spin-out-company-portable.html>. Acesso em: 30 set. 2014.

ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2000. Resolucdo — RDC n° 54,
de 15 de julho de 2000. Disponivel em: <http://pt.slideshare.net/visa343302010/rdc-
n-54-2000-pig-gua-mineral> Acesso em: 30 mar. 2014.

ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2000. Resolucao — RDC n° 275,
de 22 de setembro de 2005. Disponivel em:
<http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/76f8a4804745865c¢8f88df3fbc4c6735/R
DC_275 2005.pdf?MOD=AJPERES>. Acesso em: 30 set. 2014.

ARAGUAIA, Mariana. Escherichia coli. 2011. Disponivel em
<www.brasilescola.com> Acesso em: 29 set. 2013.

BRASIL, Ambiente. A Origem da Agua Mineral. 2011. Disponivel em:
<http://ambientes.ambientebrasil.com.br/agua/artigos_agua_mineral/a_origem_da_a
gua_mineral.html> Acesso em 25 jun. 2014.

BRASIL, Ministério da Saude. Portaria n® 2914 do MS, de 12 de dezembro de
2011. Disponivel em: <http://www.cvs.saude.sp.gov.br/zip/Portaria_ MS_2914-
11.pdf>. Acesso em: 10 out. 2014.



57

BRASIL, Ministério da Saude. Regulamento técnico referente a Padrﬁeg de
Identidade e qualidade para agua mineral natural e agua natural. Revista Agua
Mineral, Resolugédo n° 310, de 16 de julho de 1999, ago/out, 1999.

BUENO L.; MOREIRA, K. C.; SOARES, M.; DANTAS, D. J.; SOUSA, A. C,;
WIEZZEL, J.; TEIXEIRA, M. F. S. O ensino de quimica por meio de atividades
experimentais: a realidade do ensino nas escolas. - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Faculdade de Ciéncias e Tecnologia Campus de
Presidente Prudente, S&o Paulo, Presidente Prudente, 2009.

CAETANO, L.C. Desenvolvimento de estudos para elaboracdo do plano
duodecenal (2010 - 2030) de geologia, mineracdo e transformacao mineral.
20009. Disponivel em:
<http://www.mme.gov.br/sgm/galerias/arquivos/plano_duo_decenal/a_mineracao_br
asileira/P31_RT57_Perfil_da_xgua_Mineral.pdf> Acesso em: 30 jun. 2014.

DIAS, Maria Fernanda Falcone. Qualidade microbiol6égicas de aguas minerais
em garrafas indivuduais comercializadas em Araraquara — SP. 2008. 66p.
Dissertacao (P6s Graduacao) - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas Campus de Araraquara, Sdo Paulo,
Araraquara, 2008.

DNPM, Departamento Nacional de Producdo Mineral. Portaria N° 337 de 19 de
setembro de 2002 do Ministério de Estado de Minas e Energia. Caracteriza e
classifica as &aguas minerais naturais brasileiras.  Disponivel em:
<http://www.nehma.ufba.br/legislacao/cod_aguas_minerais.htm> Acesso em: 10 jul.
2014.

EIROA, M. N. U.; JUNQUEIRA, V. C. A.; SILVEIRA, N. F. de A. Variacdo da
microbiota natural e de Pseudomonas aeruginosa em agua mineral ndo carbonatada
embalada em diferentes materiais durante o armazenamento a 30°C + 1°C. Ciénc.
Tecnol. Aliment., v.17, n.2, mai.-ago., 1997, p.167-171.

FARD, E. M. G. P. Avaliacdo da qualidade da 4gua mineral e do processo de
envase em duas fontes comerciais. 2007. 96p. Dissertacdo (P6s Graduacgdo) —
Universidade Federal do Parana. Tecnologia de Alimentos, Curitiba, 2007.

FARIA, Caroline. Agua Mineral. 2008. Disponivel em:
<http://www.infoescola.com/hidrografia/agua-mineral/> Acesso em: 27 jun. 2014.


http://www.mme.gov.br/sgm/galerias/arquivos/plano_duo_decenal/a_mineracao_brasileira/P31_RT57_Perfil_da_xgua_Mineral.pdf
http://www.mme.gov.br/sgm/galerias/arquivos/plano_duo_decenal/a_mineracao_brasileira/P31_RT57_Perfil_da_xgua_Mineral.pdf
http://www.nehma.ufba.br/legislacao/cod_aguas_minerais.htm

58

FERRER, A. M.; PERIS, P.; REYES, R.; GUANABENS, N. Contribuicdo de célcio,
magnésio e sédio na agua engarrafada e agua para consumo publico: implicacdes
para a saude. Medicina Clinica, v.131, n.17, novembro, 2008, p. 641-646.

GOMES, T.V. D.; SILVA, M. R;; CONCEIC}AO, C.; AZEVEDO, D. R. P. Proposta de
plano para Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) para o
processo de industrializacdo da &gua mineral. 2011. Disponivel em:
<http://www.unicamp.br/nepa/arquivo_san/volume_13 6_2011/4-Gomes-et-al-agua-
mineral_13-06-2011.pdf>. Acesso em: 15 out. 2014.

GUIMARAES, B. C. Importancia da agua mineral. Revista das Aguas. v. 6 junho,
2008. p. 142-144.

KIM, K. Pseudomonas aeruginosas. 2014. Disponivel em:
<HTTP://www.visualphotos.com/image/1x3745943/pseudomonas_aeruginosa_colore
d_transmission>. Acesso em: 20 jul. 2014.

KULAIF, Yara. Agua Mineral. Departamento Nacional de Producdo Mineral. 2012.
Disponivel em:
<https://sistemas.dnpm.gov.br/publicacao/mostra_imagem.asp?IDBancoArquivoArqu
ivo=7368>. Acesso em: 10 mai. 2013.

LOPEZ, I. Si Fleming levantara La cabeza: conocer cientos de compuesto
guimicos producidos por uma sola colénia bacteriana. 2012. Disponivel em:
<http://www.microbioun.blogspot.com.br/2012/07/si-fleming-levantara
lacabezaconocer.html>. Acesso em: 20 jul. 2014.

MAIA, S. Empresa € autuada por captar adgua sem licenciamento. 2009.
Disponivel em: <http://caxiasmaisverde.blogspot.com.br/2009/11/empresa-e-
autuada-por-captar-agua-sem.html>. Acesso em: 20 jul. 2014.

MARATUA, Empresa. Agua Mineral Natural. 2003. Disponivel em:
<http://www.maratua.com.br/empresa.htm>. Acesso em: 15 jul. 2014.

MARTINEZ, Marina. Coloracdo de Gram. 2010. Disponivel em:
<http://www.infoescola.com/bioquimica/coloracao-de-gram> Acesso em: 30 mar.
2014.



59

MARQUEZI, Marina C. Comparacdo de metodologias para a estimativa do
numero mais provavel (NMP) de coliformes em amostras de agua. 2010. 111p.
Dissertacdo (P6s Graduacdo) — Universidade de S&o Paulo. Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Sdo Paulo, Piracicaba, 2010.

N3PO, Imagens. Borbulhando 4gua mineral da nascente. 2014. Disponivel em:
<http://imagens.n3po.com/Fotos/Borbulhando-agua-mineral-da-nascente.jpg.html>.
Acesso em: 25jul. 2014.

PELCZAR, Jr. M. J.; CHAN, E. C. S. KRIEG, N. R. Microbiologia, conceitos e
aplicacdes. 22 ed. Sao Paulo: Editora Afiliada, 1996.

PURIFICATION, 3M. Agua envasada. 2010. Disponivel em:
<http://www.3m.com/intl/br/3mpurification/alibebi.html#>. Acesso em: 27 jun.2014.

RODRIGUES, Bianca C. R. Identificacdo de micro-organismos por meio de
cultivo e observacdo de fungos e bactérias. 2010. Disponivel em:
<www.brasilescola.com> Acesso em: 5 out. 2013.

RODRIGUEZ, G. Coliformes Totales. 2013. Disponivel em:
<http://ceteme.blogspot.com.br/2014/01/dime-con-quien-andas.html>. Acesso em:
20 jul. 2014.

SANCHEZ, P. S. Atualizacdo em técnicas para o controle microbiologico de
aguas minerais, Sao Paulo: Mackenzie, 1999.

SEBRAE, Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas. Panorama
do mercado de agua mineral. 2013. Disponivel em
<http://www.sebraemercados.com.br/panorama-do-mercado-de-agua-mineral/>
Acesso em 30 jun. 2014.

SIMEAO, Eliane Aparecida. ANALISE MICROBIOLOGICA DE AGUA MINERAL
CONSUMIDA NA FUNDACAO EDUCACIONAL DO MUNICIPIO DE ASSIS. 2011.
62p. Trabalho de Conclusédo de Curso (Quimica Industrial) — Fundacdo Educacional
do Municipio de Assis — FEMA/Instituto de Ensino Superior de Assis — IMESA.

SUBSOLO, Produtos e Servicos. Reservatorio Inox. 2014. Disponivel em:
<http://subsoloprodutos.com.br/site/?p=200>. Acesso em: 23 jul. 2014.



60

WISNIEWSKI, G. Utilizagdo de Materiais de Baixo Custo no Ensino de Quimica
Conjugados aos Recursos Locais Disponiveis. Dissertacdo de Mestrado -
Universidade Federal de Santa Catarina. Campos de Florianépolis — SC, 1990.



ANEXO



62

ANEXO |

Anexo 1 - Pratica Laboratorial de Quimica

Pratica Laboratorial de Quimica

Andlise microbiolégica em dgua por meio de cultura e observagéo de crescimento de

fungos e bactérias.

Nome;: Série: Data:

Objetivo

Preparar meio de cultivo com os nutrientes do caldo de batata, utilizando repolho

roxo no meio de cultivo como indicador de pH.

Materiais
1 colher de acucar;
Y colher de cha de sal de cozinha (cloreto de sédio);
3 pacotes de gelatina em po incolor;
14 placas de Petri;
Colheres de sopa e de café;
Panela de presséo;
Fogareiro;
1 batata;
Agua destilada;

Repolho roxo
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Procedimento
Preparo do caldo nutriente:

1. Em uma panela bem lavada, cozinhar uma batata em pedacos e um prato de
sobremesa de repolho roxo desfolhado em 400 mL de agua durante 10 minutos.

2. Reservar o liquido (que sera usado como meio de cultivo) tampado para evitar

contaminagao, ao lado de um fogareiro.

Preparo do meio de cultivo:

1. Mantendo o caldo nutriente ao lado do fogareiro, preparar um meio de cultivo com
300 mL desse caldo, acrescentando uma colher de cha de acucar, meia colher de

café de sal e 3 envelopes de gelatina incolor;

2. Misturar a gelatina com o caldo ainda quente até que ela seja totalmente
dissolvida. Nao ferver a gelatina para que ela ndo perca a sua propriedade de

gelificacéo.
3. Esperar esfriar por alguns minutos;

4. Colocar o meio de cultivo em placas de Petri esterilizadas para formar uma

superficie para semeadura;

Para a esterilizacdo das placas, lave-as previamente e, ap0s a secagem, passe

alcool na superficie interna, deixe-o evaporar e coloque o meio de cultivo (caldo).
5.Tampar as placas;
Apos a gelificacdo, o meio deve apresentar coloracao lilas e aspecto turvo;

6. Manter os meios protegidos da luz direta.

Experimento

Realizar a coleta de agua de diferentes pontos da escola (mineral, torneira,

bebedouro e agua suja — mistura de 4gua com terra);

Transferir 0,1 mL de cada amostra nas placas de Petri em duplicata;
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Deixar numa estufa de 25°C ou em uma caixa de isopor bem fechada por 5 dias;

Apés esse periodo, observar as placas, analisando em quais ocorreram 0

crescimento de microrganismos.

Questdes

1. Por que meios de cultivo propiciam o crescimento de micro-organismos? Qual

0 papel da batata no meio?

2. Por que devemos esterilizar a placa de Petri antes de colocar o meio e fazer o

procedimento de preparo ao lado do fogareiro?

3. Em quais placas o crescimento de fungos e bactérias foi mais acentuado? Por

qué?



ANEXO I

Numero Mais Provavel, (NMP) e intervalo de confianca a nivel de 95% de
probabilidade, para diversas combinacdes de tubos positivos e negativos na
inoculacdo de 10 porcdes de 10 mL de amostra por tubo (AMERICAN PUBLIC
HEALTH OF WATER AND WASTEWATER. Standard methods for the examination
of water and wastewater. 16.ed. Washington: American Public Health Association,

1985).
Intervalo de confianca (95%)
tuﬁg?ggossiticigs NMP/100 mL (valores aproximados)
Maximo Minimo
0 <1,1 0 3,0
1 1,1 0,03 5,9
2 2,2 0,26 8,1
3 3,6 0,69 10,6
4 5,1 1,3 13,4
5 6,9 2,1 16,8
6 9,2 3,1 21,1
7 12,0 4,3 27,1
8 16,1 5,9 36,8
9 23,0 8,1 59,5
10 > 23,0 13,5 Infinito




