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RESUMO

O presente trabalho avaliou a qualidade microbiolégica da 4gua
mineral envasada disponivel para venda ao mercado consumidor de Curitiba,
quanto ao indice de contamina¢do por coliformes fecais (Escherichia coli) e
totais. Para as andlises utilizou-se um dos métodos mais recentes, o substrato
cromogénico, conforme descrito no Standard Methods of the Examination of
Water and Wastewater (APHA, 1995).

As marcas submetidas a0 método foram codificadas com as letras A, B,
C, D, E e F. Dessas seis amostras a A e B foram as que apresentaram resultado
positivo para coliformes totais. Apds a prova bioquimica constatou-se a
presenca dos coliformes Enterobacter gergoviae e E. aerogenes na B; e na A
foram detectados os coliformes E. gergoviae, Citrobacter freundii e um
microrganismo nao coliforme, gram negativo nido fermentador da glicose.

A presenca de coliformes na dgua mineral pode indicar a falta de
cuidados sanitirios bem como problemas nas operagdes de captagio,
decantacdo, canalizacio, elevagdo mecanica, provisio em reservatorios,
filtracdo, envasamento, carbonatagdo ou outros que possam alterar as

propriedades caracteristicas e a composi¢ao das mesmas.



1. INTRODUCAO

O consumo de 4gua mineral envasada tornou-se popular somente na
Gltima década. Esse aumento é devido a constante preocupagdo da populagio
com a saude, decorrente da poluig¢do progressiva das dguas.

A 4gua é um substrato para bactérias, por isso € importante dispor de
critérios ou padroes mic\robiolégicos numericamente estabelecidos tomando
em consideracdo os valores maximos aceitdveis, para nao colocar em risco a
satde dos consumidores e também garantindo a boa qualidade da agua
proveniente de fontes naturais ou artificialmente captadas, que sio envasadas
e comercializadas.

Neste trabalho foram analisados os parametros estabelecidos pela
legislacdo em vigor (Resolucao 25/76), que considera apenas a espécie
Escherichia coli como indicadora microbiolégica de contaminacio.

Para enumeracio do grupo coliforme sio preconizados trés métodos
segundo Standard Methods of the Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1995). Desses métodos, dois quantificam os coliformes através do uso
de tubos multiplos que revelam a densidade bacteriana expressa pelo nimero
mais proviavel (N.M.P.), o método padrio e o substrato cromogénico. O
terceiro permite a visualizacio do ndmero de colonias de microrganismos
existentes, expressando o resultado em U.F.C. (Unidade Formadora de
Colodnia).

Utilizando-se do método mais recente, substrato cromogénico, o
presente trabalho analisou seis marcas de 4gua mineral de um litro envasadas
disponiveis no mercado. Tendo como objetivo avaliar o indice de

contaminacgao por coliformes fecais (E. coli) e totais.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. BACTERIAS ENCONTRADAS NAS AGUAS

Virios tipos de bactérias patogénicas podem ser encontradas na dgua.
Os problemas tradicionalmente associados 2 falta de cuidados sanitarios sao a
salmonelose e a célera, causadas respectivamente por espécies do género
Salmonella e Vibrio cholerae. Os individuos acometidos destas enfermidades
excretam os respectivos agentes etioldgicos nas fezes. A espécie Escherichia
coli, parte da microbiota intestinal normal do homem, estd sempre presente
nas fezes sem causar nenhum sintoma, ndo obstante existam alguns sorotipos
enteropatogénicos especialmente para criancas pequenas. As cepas dé
Escherichia coli enteropatogénicas correspondem a menos de 1% da
populaciao dessa espécie presente em dgua poluida. O género Shigella inclui
bactérias patogénicas semelhantes a Escherichia e Salmonella e também
podem ser encontradas em 4gua poluida com esgoto doméstico. Outro
patégeno encontrado em d4guas tropicais brasileiras, © € a Yersinia
enterocolitica; apesar de ser uma espécié adaptada a baixas temperaturas. A
espécie anaerdbica esporulada Clostridium perfringens sobrevive em 4guas
poluidas com residuos téxicos que inibem o crescimento de outras espécies
da microbiota. Esta espécie pode provocar enterites e gangrena gasosa. A
Leptospira entra na 4gua com a urina de animais selvagens e domésticos
infectados. Pode ocasionar problemas de hepatite, conjuntivite e insuficiéncia
renal. Também espécies de Mycobacterium, em que estao incluidas espécies
responsaveis pela tuberculose, podem contaminar banhistas através da
aspiracdo da 4gua. Algumas bactérias patogénicas fazem parte da microbiota
normal da 4dgua, como por exemplo, Vibrio parabaemolyticus, espécie
marinha que quando ingerida com pescado cru ou cozido pode provocar
gastroenterite. Outro exemplo é Aeromonas bhydrophyla, habitante comum de
aguas de superficie doce e salgada, e que podem provocar enfermidades.
(LEITAO, 1988)



Também merecem atengdo as bactérias capazes de induzir infec¢des
externas no corpo, quando o risco decorre do simples contato com a dgua
contaminada, mesmo sem ingestdo. Dois exemplos comuns sio Pseudomonas

aeruginosa e Staphylococcus aureus (LEITAO, 1988).

2.2. ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DE AGUAS MINERAIS

2.2.1. Microbiota indigena ou autéctone

Aguas minerais naturais ndo sido estéreis, possuem microrganismos
que sdo proprios dela, existentes antes de qualquer tratamento ou
processamento.

As bactérias autdctones sio caracterizadas fisiologicamente por seu
requerimento baixo em N, por necessitarem somente de pequenas
quantidades de compostos organicos para seu crescimento € por serem,
usualmente, aerdbicas e psicotréficas.

Embora, a microbiota autéctone permaneca num nivel baixo em
populacio enquanto a 4dgua esti em seu ambiente natural, as bactérias
comegam a crescer rapidamente logo apds o engarrafamento. Encontram-se
maiores microbiotas em 4guas de garrafas plasticas e acredita-se ser devido a
caracteristica de que o plastico permite a passagem de O, proporcionando
uma superficie de crescimento adequada para as bactérias. O melhor
crescimento de espécies indigenas tem sido descrito em dguas com contetdo
mineral maior e geralmente estas espécies ndo crescem a 37° C, crescendo
melhor a temperatura abaixo de 20° C.

O significado, para a Sadde Publica, das bactérias indigenas tem sido
discutido, pois alguns autores tém indicado que estas bactérias sdo incapazes
de colonizar o trato digestivo possivelmente devido a sua inabilidade em
sobreviver em potencial redox baixo e a temperatura de 37° C deste ambiente.
Consequentemente, estas bactérias sio consideradas sem perigo a saide

publica. Entretanto, algum interesse tem sido expressado sobre a habilidade



destas bactérias em converter o nitrato das d4guas minerais em nitrito (VIEIRA,

1989).

2.2.2. Microrganismos contaminantes

Um segundo tipo de flora bacteriana que pode surgir, nio sendo
proveniente da fonte sao as chamadas bactérias aléctones, que aparecem
durante as etapas prévias ao engarrafamento, durante o processamento ou
mesmo do ambiente.

Um crescimento significativo destas bactérias é raro, principalmente
devido a seus requerimentos nutricionais. Os tipos mais persistentes de
bactérias aléctones possuem caracteristicas fisiolégicas semelhantes as
espécies autdctones. Estas incluem um nimero de espécies mesdfilas gram
negativas, tais como: Pseudomonas cepacia, Pseudomonas wmultivorans,
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas aeruginosa.

As espécies patogénicas de interesse primario em iguas minerais sio:
Salmonella tphi, Salmonella paratypbi, Vibrio cholerae, Shigella sp,
Pseudomonas cepacia, virus entéricos e alguns protozodrios. Estes organismos
chegam até a dgua por contaminacgido fecal ou outras vias, seja até a fonte ou
durante o engarrafamento. As caracteristicas de crescimento e sobrevivéncia

deste organismos nas dguas minerais requerem mais estudos.

2.3. A NECESSIDADE DA AGUA

A 4gua é muito utilizada por todos, no entanto é dificil perceber o
quao importante ela é para existéncia. A pressio do crescimento populacional
e a ascensdo do padrio de vida, estdo, contudo, forcando a populagio a
prestar o devido respeito com a 4gua como principal recurso natural digno de
estudo e conservagao. Ainda que um recurso renovavel, agora, a 4gua é vista
como um limite finito para o suprimento de dgua utilizdvel e isto ird limitar a

populagio mundial.



O homem precisa de 4gua para uma larga variedade de usos, os quais
sdo classificados em seis categorias: uso doméstico, agricultura, para fins
industriais, para gerar energia, remog¢do de residuos e para transporte e
recreacio (BALCHIN, 1984).

2.4. AGUA MINERAL

Aguas minerais sio 4guas de origem profunda ndo sujeitas 2
influéncia de dguas superficiais, provenientes de fontes naturais ou de fontes
artificialmente captadas, que possuem composi¢do quimica ou propriedades
fisicas ou fisico-quimicas distintas das 4guas comuns (Resolugao n® 25/76).

Tradicionalmente, as 4dguas minerais eram aquelas que emergiam
naturalmente de uma fonte subterrinea e eram consumidas no lugar de
origem. Atualmente elas sio engarrafadas e vendidas em lugares distantes do
seu sitio de origem. Existem também as 4guas minerais “artificiais” ou
“manufaturadas” que sao preparadas pela adi¢do dos minerais apropriados em
agua potavel. Consequentemente tem sido necessirio introduzir o termo dgua
mineral “natural” para distinguir a 4gua de nascentes subterrineas, de 4guas

manufaturadas.

2.5. PREFERENCIA DOS CONSUMIDORES PELA AGUA MINERAL

Por serem provenientes de fontes naturais apresentam varios
beneficios, além de serem nutricionais, medicinais e possuirem propriedades
terapéuticas. As dguas minerais podem ser comparadas com a dgua potavel de
consumo publico em termos de higiene ou conteddo microbiano. Sdo aptas
para preparacao de alimentos infantis e dietas especiais.

O aumento do consumo esta ligado também 2 preocupagido existente
hoje, pelo aumento da poluicio das aguas, pelos odores e sabores
desagradiveis dos suplementos de 4guas municipais e pela objecdo ao fldor,
cloro e outros aditivos (VIEIRA, 1989).



2.6. DEFINIQA(? DO GRUPO COLIFORME PARA O SUBSTRATO
CROMOGENICO

2.6.1. Coliformes totais

Bactérias na forma de bastonetes, gram negativos, ndo formadoras de
esporos, aerébios ou anaerdbios facultativos, que hidrolizam o substrato Orto-
nitrofenil-B-D-galactopiranosideo  (ONPG)  transformando-o em  Orto-
nitrofenol. O grupo inclui cerca de 20 espécies, dentre as quais encontram-se
tanto bactérias originarias do trato gastrintestinal de humanos e outros animais
de sangue quente, como também diversos géneros e espécies de bactérias nao
entéricas, como Serratia e Aeromonas, por exemplo. Por essa razdo, sua
enumerac¢iao em agua e alimentos é menos representativa, como indicagdo de
contaminagao fecal, do que a enumeragio de coliformes fecais ou E. coli
(SILVA & JUNQUEIRA, 1995).

Dentre as bactérias de habitat reconhecidamente fecal, a E. coli é a
mais conhecida e a mais facilmente diferenciada dos membros nio fecais, e é
o melhor indicador de contaminacido fecal conhecido até o momento (SILVA
& JUNQUEIRA, 1995).

O método reconhece como coliformes totais as cavidades com

bactérias que alteram a colora¢ao do meio, de incolor para amarelo.

2.6.2. Coliformes fecais

Bactérias na forma de bastonetes, gram negativos, ndo formadoras de

esporos, aerébios ou anaerdbios facultativos, que hidrolizam o substrato Orto-
nitrofenil-B-D-galactopiranosideo  (ONPG)  transformando-o em  Orto-

nitrofenol. O resultado para E. coli é positivo quando apresentam

fluorescéncia azul sob luz ultravioleta (360nm), devido 2 acio do 4-

metilumbeliferil-B-D-glucoronideo (MUG) utilizado como substrato para



indicar a presenga da enzima f-glucoronidase. Esta enzima é
caracteristicamente produzida pela E. coli e quando o MUG ¢ degradado pela
B-glucoronidase o produto resultante 4-metilumbeliferona é fluorescente sob
luz ultravioleta.

O grupo dos coliformes fecais inclui pelo menos trés géneros,
Escherichia, Enterobacter e Klebsiella, dos quais dois (Enterobacter e
Klebsiella) incluem cepas de origem nio fecal. Por esse motivo, a presenga de
coliformes fecais em alimentos é menos representativa, como indicagao de
contaminagio fecal, do que a enumeracao direta de E. coli, porém, muito mais
significativa do que a presencga de coliformes totais, dada a alta incidéncia de

E. coli dentro do grupo fecal.



3. MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas seis amostras de dgua mineral em garrafas plasticas
de um litro, compradas no mercado da cidade de Curitiba, em duplicata
(Figura 1), pelo método de contagem de coliformes totais e fecais (Escherichia
coli) através do uso de substrato cromogénico, preconizado pelo Standard
Methods of the Examination of Water and Wastewater, (APHA, 1995). Em
todas as garrafas realizou-se assepsia com algodao embebido no 4alcool

(Figura 2).

Figura 1: Seis amostras de dgua mineral em duplicata.

Figura 2: Assepsia das garrafas com algodao embebido no dlcool.




Foi utilizado o sistema Quanti-Tray, que é composto por frascos
estéreis graduados com capacidade para 100 mL, flaconetes com meio de
cultura, cartelas estéreis com 97 cavidades (Figura 3) e seladora Quanti-Tray
(Figura 4).

Figura 3: Cartelas estéreis com 97 cavidades, flaconetes com meio de cultura
e frascos estéries graduados com capacidade para 100mL

Figura 4: Seladora Quanti-Tray

O processo foi desenvolvido dentro da capela de fluxo laminar, onde
cada amostra foi transferida para um frasco estéril graduado, sem diluicio
(Figura 5), em seguida foi adicionado, para cada frasco, um flaconete contendo
a quantidade exata de meio de cultura nao declarado (Figura 6). Depois que o

meio de cultura dissolveu por completo a amostra foi transferida para uma



cartela plastica estéril ( Figura 7) . A seladora possui um suporte de borracha
onde as cartelas se encaixam (Figura 8). ApGs seladas as cartelas foram
incubadas em estufa bacterioldgica regulada a 35+05°C (Figura 9) por 24

horas.

Figura 5: Amostra sendo transferida para o frasco estéril com capacidade para
100mL.

Figura 6: Flaconetes com meio de cultura (nao declarado) sendo adicionado
na amostra.
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Figura 7: Amostra sendo transferida para as cartelas estéreis com 97 cavidades.

BOIINON QuimsgieTray ke

Figura 9: Cartelas incubadas em estufa bacterioldgica regulada a 35 + 0,5 °C.
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No sistema utilizado, o Quanti- Tray, os tubos multiplos sao
substituidos por 97 cavidades contidas na cartela plastica estéril. O resultado
de coliformes totais e fecais (E. coli) ¢ obtido simultaneamente . Este método
amplia, em comparacao ao método padrao de fermentacao em tubos
multiplos, o nudmero de combinagoes positivas possiveis, fornecendo
resultados mais precisos.

O método reconhece como coliformes totais, as cavidades com
bactérias que hidrolizaram o substrato Orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
(ONPG) transformando-o em Orto-nitrofenol, alterando a coloracao do meio,
de incolor para amarelo e reconhece como coliformes fecais (E. coli) as

cavidades com bactérias que apresentam fluorescéncia azul sob luz
ultravioleta (360nm), devido 2 acao do 4-metilumbeliferil-B-D-glucoronideo

(MUG) utilizado como substrato para indicar a presenca da enzima f-
glucoronidase. Esta enzima € caracteristicamente produzida pela E. coli e

quando o MUG ¢é degradado pela B-glucoronidase o produto resultante 4-
metilumbeliferona ¢ fluorescente sob luz ultravioleta.

Os resultados sao expressos através do NMP (Numero Mais
Provavel)/100mL da amostra obtido na tabela de combinagcao de cavidades
positivas (ANEXO).

Ap6s a leitura, as cavidades das cartelas que apresentaram resultados
positivo (Figura 10) foram transferidas, com auxilio de al¢as descartaveis, para
tubos de verde brilhante, lactose bile a 2% (Figura 11), que é um caldo
seletivo para coliformes totais (10g peptona, 10g lactose, 20g bile de boi
desidratada, 0,0133g verde brilhante, 1.000mL dgua destilada) e para placas de
agar eosina azul de metileno segundo Levine - dgar EMB (Figura 12), seletivo
para bactérias gram negativas - fermentadoras ou nao da glicose - (10g
peptona, 10g lactose, 2,0g hidrogenofostato de potissio, 0,4g eosina amarela,
0,065g azul de metileno, 15,0g dgar, 1.000mL 4gua destilada). Tanto os tubos
quanto as placas foram incubados em estufa bacteriolégica regulada a
351+0,5°C por 24 horas. Os tubos de verde brilhante foram lidos sob luz ultra-
violeta e as colonias que cresceram nas placas de EMB foram repicadas no

dgar wrés acucares e ferro - TSI (15g peptona, 5g proteose-peptona, 3,0g
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extrato de carne, 3,0g extrato de levedura, 5,0g cloreto de sédio, 10g lactose,
10g sacarose, 1,0 glicose, 0,2g sulfato ferroso amoénia 6.H,0O, 0,2g tiossulfato
de sédio, 0,024g vermelho de fenol, 13g dgar, 1.000mL agua destilada) e no
agar lisina-ferro-LIA (5,0g peptona de carne, 3,0g extrato de levedura, 1,0g
glicose, 10g l-lisina monocloridrato, 0,04g tiossulfato de sédio, 0,5g citrato
férrico amoniacal, 0,02g purpura de bromocresol, 15g 4gar, 1000mL 4gua
destilada) (Figura 13), que serviram para isolamento das colOnias.

Para identificacao das coldnias repicadas do EMB para os meios TSI e
LIA, foi utilizado o mini kit da Newprov para enterobactérias que é composto
pelas seguintes provas: desaminacao do L triptofano, descarboxilacao da
lisina, descarboxilacao da ornitina e indol, leitura de citrato, fermentacao da
rhamnose. O mini-kit nao apresenta prova de fermentacao da lactose, por isso

tem de ser complementado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. COLIFORMES DETECTADOS NAS CARTELAS PLASTICAS ATRAVES DO
METODO DO SUBSTRATO CROMOGENICO

O resultado € positivo para coliformes totais quando as cavidades
alteram a coloracao de incolor para amarelo e para coliformes fecais (E. coli)
as cavidades com bactérias que apresentam fluorescéncia azul sob luz ultra-
violeta (360nm) (conforme descrito no item 3). As marcas que apresentaram
coloragao amarelo foram a A e a B (Figura 10), sendo 3 cavidades positivas
para A e 2 para B, indicando a presen¢a de coliformes totais, no entanto essas
cavidades nao apresentaram fluorescéncia azul sob luz ultravioleta, o que
indica auséncia de E. coli nas amostras. Com o nimero de cavidades positivas
obteve-se o nimero mais provavel de densidade bacteriana de acordo com a
tabela em anexo, onde em uma coluna estd representado o numero de
cavidades grandes e na outra coluna o nimero de cavidades pequenas que
foram positivas. Como na marca A o ndmero de cavidades grandes positivas
(amarela) foi trés e o namero de pequenas foi zero, o resultado encontrado
na tabela do Nuamero Mais Provavel (anexo) foi de 3,1 NMP/100mL da
amostra. Por ser um valor aproximado possui um limite de confian¢a, onde o
minimo é de 0,69 e o maximo de 8,90. A marca B apresentou duas cavidades
grandes positivas (amarelas) e nenhuma pequena, logo o resultado
encontrado na tabela foi de 2,0 NMP /100mL da amostra, onde o limite de
confianga é de 0,26 a 7,10 (Tabela 1).

Figura 10: Cartelas plasticas estéreis com resultados positivos para coliformes
totais, representados pela alteracao de incolor para amarelo.
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plasticas da marca A e B, em 100mL da amostra.

NMP 100mL | Coliformes | Coliformes Limite de
Marca Totais Fecais Confianga
3,1 0 0,69 — 8,90

B 2,0 0 0,26 — 7,10

Tabela 1: Nuamero mais provavel da densidade bacteriana nas cartelas

Para a Legislacao vigente no Brasil (Resolugao 25/76) essas amostras
estariam aprovadas, pois a Unica especificacdo da lei é a auséncia de
Escherichia coli em 100mL da amostra. Contudo existem outras especificacoes
propostas para dguas minerais naturais engarrafadas.

As especificacoes do Codex Alimentarius Commission (1984) (Tabela
2) incluem como primeiro exame coliformes fecais (E. coli), Estreptococos-D,
Pseudomonas aeruginosa, o segundo exame, incluindo as mesmas anilises,
serd necessario caso o namero de Estreptococos seja maior ou igual a um ou
menor ou igual a dois.

O Codex nao inclui critérios para contagem total em placas, de
aer6bios. Isto reconhece o fato que 4dguas minerais naturais engarrafadas
possuem uma microbiota indigena (item 2.2.1.) inofensiva que crescem 2
populacoes tao altas quanto 10° cél/mL durante a comercializagao. Entretanto
o codigo inclui especificagoes para a contagem total de aerébios da dgua, na
nascente, e isto depende de um conhecimento da ecologia microbiana de

cada fonte de dgua em particular.
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Tabela 2: Especificacoes microbiolégicas propostas para engarrafamento de
aguas minerais naturais nao carbonatadas (Codex Alimentarius
Commission, 1984)

1° EXAME

Organismo/grupo Amostra Decisao
Coliformes 1 x 250mL |aceito se ausente
Estreptococos-D 1 x250mL |se > 1 ou < 2 - fazer 2° exame
Pseudomonas aeruginosa | 1 x 250mL | aceito se ausente / rejeito se 2 1

2° EXAME
Organismo/grupo ‘ n C m M
| Coliformes 4 x 250mL 1 0 2
| Estreptococos-D 4 x 250mL 1 0 2
Pseudomonas aeruginosa 4 x 250mL 0 0 0

n= numero de amostras submetidas a exame

C= numero de unidades defeituosas tolerado entre as unidades de amostras
coletadas

m= valor de contagem minima

M= valor de contagem maxima

Na tabela 3 pode-se verificar as especificacoes propostas pela
Comunidade Econdmica Européia (80/777/ECC), gue inclui contagem total de
colonias, auséncia de parasitas e microrganismos patogénicos como: E. coli,
coliformes, Streptococcus faecalis, anaerdbios sulfito redutores esporulados e

Psendomonas aeruginosa.

Tabela 3: Especificacoes propostas para dguas minerais naturais envasadas
dadas pela Comunidade Econémica Européia ( 80/777/EEC)

Contagem total de colonias / 12h apés envase, mantidas a
| temperatura 4 + 1°C
e 100/mL - 20 - 22°C - 72h
® 20/mL - 35 -37°C - 24h
Auséncia de parasitas e microrganismos patogénicos
' e Coliformes / 250mL
Escherichia coli/ 250mL
Streptococcus faecalis / 250mL
Anaerébios sulfito redutores esporulados / 50mL
Pseudomonas aeruginosa / 250mL
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Na tabela 4 estao demonstradas as propostas da Legislacao Espanhola
pelo real decreto 2119/81, onde as andlises estao divididas conforme o local
de coleta. Se for dgua de fonte pede-se auséncia em 100mL de parasitas e
microrganismos patogénicos, enterobactérias (E. coli e salmonelas)
Streptococcus faecalis e esporos de Clostridium sulfito redutores; se a dgua for
de mercado pede-se auséncia em 100mL de todos os microrganismos

anteriores, Pseudomonas aeruginosa e S. aureus (Vieira, 1989).

Tabela 4: Especificacoes propostas para dguas minerais naturais envasadas
dadas pela Legislacao Espanhola (Real Decreto 2119/81)

Na fonte
Auséncia, em 100mL, de parasitas e microrganismos
patogénicos:
e Enterobactérias: Escherichia coli e salmonelas
e Streptococcus faecalis (Grupo D)
e Esporos de Clostridium sulfito redutores
No mercado
Auséncia em 100mL de:
e Todos os microrganismos anteriores
e Pseudomonas aeruginosa
e Staphylococcus aureus

Pelo substrato cromogénico ser um método novo, optou-se por dar

continuidade a fim de identificar as bactérias presentes nas amostras.

4.2. Isolamento e identificacao das bactérias presentes nas cavidades positivas

As cavidades positivas foram repicadas para o verde brilhante lactose

bile a 2% e para o agar eosina azul de metileno (E.M.B.) segundo Levine.

4.2.1. Verde brilhante lactose bile a 2%

As cinco cavidades amarelas foram transferidas para tubos de verde
brilhante com o metilumbeliferil-B-D-glucoronideo (MUG) (item 3), que € um

caldo seletivo para coliformes totais. O resultado foi positivo em quatro tubos
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de verde brilhante, que representam duas cavidades da marca A e duas da B.
Na Figura 11 estd representado um tubo positivo com turvacao e gis e um

negativo.

Figura 11: Tubo de verde brilhante positivo com turvacao e produgao de gas
(a esquerda) e tubo de verde brilhante negativo (a direita).

O teste para coliformes fecais (E. coli) corroborou o resultado das
cartelas, pois os tubos de verde brilhante com MUG, quando expostos a luz

ultravioleta, nao apresentaram fluorescéncia azul.

4.2.2. Agar eosina azul de metileno (EMB) segundo Levine

As cinco cavidades amarelas foram estriadas cada uma em uma placa
de EMB com auxilio de algas descartaveis. O meio EMB é seletivo para
bactérias gram negativas fermentadoras ou nao da glicose. As cinco placas
apresentaram crescimento (Figura 12) confirmando a presenca de bactérias

gram negativas.
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Figura 12: Placas de dgar eosina azul de metileno (EMB) segundo Levine,
com crescimento. As placas 1, 2 e 3 representam as cavidades
amarelas da marca A; e as placas 4 e 5 as cavidades amarelas da
marca B.

As colonias que cresceram nas placas de EMB foram isoladas no dgar

trés agucares e ferro (TSD e no agar lisina-ferro (LIA) (Figura 13).

Figura 13: Coldnias isoladas no meio TSI e LIA.

Para identificar as bactérias das colonias isoladas foi utilizado o mini
kit da Newprov para enterobactérias (Figura 14). Ap6s a leitura os resultados
foram colocados numa tabela, conforme as especificacoes da Newprov. As
provas positivas sao consideradas numericamente pelo valor expresso ao lado
da prova; o primeiro nimero corresponde a somatéria dos valores positivos
das primeiras trés colunas, o segundo corresponde a somatdria das proximas

~

trés colunas, o terceiro a somatdria das trés colunas seguintes e o ultimo
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corresponde a2 somatdria das duas ultimas colunas. O valor obtido no final

representa a espécie encontrada no manual da Newprov para identificacao de

enterobactérias (Tabela 5). Das cinco cavidades positivas, quatro apresentaram

enterobactérias, que sao coliformes e em uma cavidade (A3) detectou-se a

presen¢a de um microrganismo nao coliforme, gram negativo nao fermentador

da glicose.

Tabela 5: Tabela da Newprov para identificacao de enterobactérias.

Amostra n® | Phe | Lac | H,S [ Glu | Gds | Lis | I | Crn | Mot | KK | Rha | Total | Identificacao
IO IOI@OIOIG @M Mm
B1 - . . + + + - + + + + | 0933 | Enterobacter
gergoviae
B2 - + - + - - - + + + + | 2733 | Enterobacter
aerogenes
Al - - - + + - - - + - + | 3811 | Citrobacter
Sfreundii
A2 = = - + + + s + + + + | 0933 | Enterobacter
gergoviae
A3 » - - - = + - + + ? ? ? nao
fermentador
Figura 14: Mini kit da Newprov para identificacio de enterobactérias,

mostrando uma prova positiva e uma negativa.

As enterobactérias identificadas nas duas cavidades da marca B foram

os coliformes Enterobacter gergoviae e E. aerogenes e em duas cavidades da

marca A detectou-se os coliformes E. gergoviae e Citrobacter freundi. A

terceira cavidade da marca A foi quem apresentou um microrganismo nao

coliforme, que nao foi identificado.
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As quatro cavidades que apresentaram resultado positivo para
coliformes totais concordam com o método, no entanto a cavidade que
apresentou um microrganismo nio coliforme colocou em davida sua eficdcia,
pois, segundo o método, toda coloracio amarela indica a presenca de
coliformes totais.

A presenca desses microrganismos niao coliformes vem sendo
discutida. Segundo EDBERG et al. (1988), comparando o substrato
cromogénico com o método padrio dos tubos multiplos, a presenca de
bactérias gram negativas que produzem pequena quantidade da enzima
ONPG em um periodo de 24 horas, sio capazes de alterar a coloracio de
incolor para amarelo quando em alta concentracio, dando portanto um
resultado positivo.

Dessa forma, apesar da existéncia de bactérias ndo coliformes em uma
das cavidades, identificou-se em outras duas cavidades a presenca de
coliformes totais, numa mesma cartela, o que indica que eles podem estar

associados.
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5. CONCLUSAO

Apesar do nuimero de amostras nao ser significativo os resultados
encontrados sao vilidos, pois a presenca de coliformes em 4dguas minerais
naturais envasadas indica a falta de cuidados sanitdrios, bem como, problemas
nas operagoes de captacdo, decantagido, canalizacdo, elevacio mecinica,
provisao em reservatérios, filtracio, envasamento, carbonatacio ou outros que
possam alterar as propriedades caracteristicas e a composicao das mesmas.

E necessirio que sejam feitos novos estudos sobre 4dguas minerais
envasadas para se estabelecer melhores critérios microbiolégicos, pois tanto
essa pesquisa como outras comprovaram a existéncia de microrganismos
indicadores de condicoes higiénicas inadequadas. O préprio Codex
Alimentarius Comission (1984) ji sugere novas especificacdes para as anilises

de dguas minerais.
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