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RESUMO

A qualidade da agua de consumo alimentar é um fator importante para a satde e qualidade de
vida dos consumidores. O ministério da saide (MS) garante a inocuidade da 4gua consumida
pelos brasileiros mediante estabelecimento de regras e padrbes baseados na presenca de
compostos tdxicos e bactérias. A procura por agua mineral natural é grande em todo o0 mundo
e sdo varios os motivos que levam os consumidores a adquirir esse produto, entre 0s quais as
caracteristicas de pureza contribuem para esse aumento. Entretanto, estudos mostram casos de
contaminacgdes por fungos em aguas minerais envasadas, sendo encontrados até em contagem
elevada, mesmo sendo um ambiente oligotrofico. Isso pode constituir risco a saude de
consumidores, principalmente para individuos imunocomprometidos. A legislacdo brasileira,
ndo inclui fungos nas analises microbioldgicas para dgua potavel. Este trabalho aborda a
presenca de fungos em agua envasada em garrafées de 20 litros, comercializada na Regido
Metropolitana do Recife (RMR). Foram colhidos aleatoriamente 50 garrafdes de 20 litros de 10
diferentes marcas. De cada marca foram analisadas 5 amostras de diferentes lotes, conforme
metodologia de contagem em placa estabelecida no Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater. Fungos contaminantes foram encontrados em todas as marcas em
diferentes concentracdes, sendo que das 10 marcas, aqui identificadas de A a J, 8 apresentaram
contaminacdo por fungos filamentosos e leveduras (A, C, D, E, F, G, H, J) e uma discrepancia
no quantitativo dos contaminantes. As amostras B e | apresentaram baixa contaminagio por
fungos filamentosos e ndo se constatou a presenca de leveduras. O pH das amostras analisadas
variou entre 4,1 e 5,4. Os resultados desta pesquisa permitiram concluir que dguas envasadas
em garrafbes de 20 litros comercializada na RMR podem estar contaminadas por fungos; que
h& grande variagdo nas contaminagdes por este tipo de microrganismos e que o pH das
diferentes marcas analisadas, entre 4,1 e 5,4, pode favorecer a manutencdo e/ ou
desenvolvimento dos fungos contaminantes. Espera-se com esses registros, contribuir para a
introducdo de fungos como pardmetro de potabilidade de agua para consumo alimentar, pois o
confronto dessas informacgdes com as de outros pesquisadores, evidencia que esse tipo de agua
pode ser uma importante via de disseminacdo de fungos e transmisséo de doengas.

Palavras chaves: contaminacao, microrganismos, bebida.



ABSTRACT

The quality of the water for consume is an important factor for the health and life quality of the
consumers. The Brazilian Health Minister (MS) guarantees the harmlessness of the water
consumed by the Brazilians over the establishment of rules and standards based of the presence
of toxic compounds and bacteria. The search for natural mineral water is great all over the world
and many are the reasons that lead the consumers to acquire this product, among them the purity
characteristics contribute for this rise. Although, studies show cases of contaminations by
fungus in bottled mineral water, being found even in high counting, even in an oligotrophic
environment. This can constitute health risk for the consumers, mainly by
immunocompromised individuals. The Brazilian legislation does not include fungus in the
microbiological analysis for potable water. This work shows the presence of fungus in bottled
water of 20 liters, comercialized in the great are of the city of Recife (RMR). There were
randomly selected fifty 20 L bottles of ten different brands. From each brand there were
analysed 5 samples of different lots, accordingly methodology of plate counting established in
the Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Contaminants fungus
were found in every brand in different concentrations, with the 10 brands here identified from
A to J, 8 showed contamination by filamentous fungus and yeast (A, C, D, E, F, G, H, J) and a
difference in the contaminant quantity. The B and | samples showed low contamination by
filamentous fungus and did not showed the presence of yeast. The pH of the analysed samples
varied from 4.1 and 5.4. The results of this research allowed to conclude that the bottled water
in 20L bottles comercialized in the RMR can be contaminated by fungus; that there is great
variation in the contaminations by this kind of microorganisms and that the pH of the different
brands analysed, between 4,1 and 5,4, can contribute to the presence and/or development of the
contaminants fungus. It is expected that with these records, contribute for the inclusion of
fungus in the potability parameters for the human consume. Because the confrontation of these
information with from others researchers, shows that this kinds of water can be an important
path to the dissemination of fungus and diseases transmissions.

Keywords: contamination, microorganisms, drink.
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1 INTRODUCAO

As aguas subterraneas sdo classificadas como agua mineral ou potavel de mesa, apos
avaliacdo pelo Departamento Nacional de Producdo Mineral (DNPM), a qual resulta em
permitir seu enquadramento como tal, de modo que todo o processo de captacgdo, conducao,
distribuicdo e aproveitamento deve ter autorizacdo do Ministério de Minas e Energia (MME)
mediante Portaria de lavra (BRASIL, 2015).

Segundo dados da empresa de consultoria internacional Beverage Marketing
Corporation (BMC) divulgados pelo DNPM, o consumo global de aguas envasadas em 2015
foi estimado em 329 bilhdes de litros, 16,5% maior que em 2014, sendo o Brasil o quinto maior
mercado consumidor do mundo, tendo consumido 20,3 bilhdes de litros, um crescimento de 4%
em relacdo a 2014. No Brasil em 2015, 70% do volume de agua mineral envasada foi
comercializada em garrafdes retornaveis, 27% em garrafas plasticas, aproximadamente 2% em
copos pléasticos e apenas 0,1% em embalagens de vidro. Nesse mesmo ano, Pernambuco foi o
segundo estado com maior producdo de agua envasada, com 11% do mercado brasileiro. O
consumo de 99,2 litros per capita no Brasil, ainda nao é considerado grande quando comparado
a outros paises, como a China e os Estado Unidos, por exemplo (DNPM, 2018), porém, vem
demonstrando crescimento, chegando a movimentar mais de 10 bilhGes de reais por ano
(PRATA; ABAR; NOVAES, 2016).

Todo esse aumento mundial de consumo é gerado por diversos fatores como problemas
de contaminagdes dos recursos hidricos usados no abastecimento publico, crescimento
desordenado dos espacos urbanos e busca por um estilo de vida mais saudavel que se relaciona
ao consumo de produtos com caracteristicas de pureza que fazem bem ao corpo (MEDEIROS,
2016; ABIR, 2018).

As embalagens retornaveis sdo responsaveis por mais da metade das vendas, ganhando
destaque o garrafdo de 20 litros, que em 2013 foi responsavel por 55% do mercado de dgua
mineral, sendo no momento a forma mais procurada pelos consumidores, que devido sua
praticidade ganhou espaco em residéncias, empresas, hospitais, clinicas e escolas (MACEDO,
2001; ALMEIDA et al., 2013; DNPM, 2014, 2018; REVISTA AGUA & VIDA, 2014).

Apesar dos rigores das legislacdes em relagédo a autorizacdo de envase e comercializagao
de aguas subterraneas, varios estudos mostram que a agua envasada néo e perfeitamente segura.
Sua inocuidade depende da forma de coleta, estocagem, envase e manipulacéo (BRASIL, 2006;
MARTINS; MACHADO; MARTINS, 2018).
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Fungos foram encontrados em &guas minerais vendidas em diferentes estados
brasileiros, dentre eles, espécies patogénicas e oportunistas (NUZIO; YAMAGUCHI, 2010;
PONTARA et al., 2011; TAVARES et al., 2016). Pesquisa feita na Arabia Saudita em aguas
envasadas demonstrou a presenca de fungos de 18 espécies diferentes. Rhizopus nigricans e
sete espécies de Aspergillus foram os contaminantes mais frequentes nas amostras, Penicillium
spp., foi isolado em apenas uma amostra. (AMEEN et al., 2017).

A revisdo bibliografica do tema evidencia a necessidade de avaliar a contaminagdo por
fungos em &guas consideradas proprias para consumo alimentar a fim de provocar a introducgéo
deste parametro nas legislacdes especificas. Com isto se pretende agregar mais um item que
aumente a seguranca do consumo inevitavel da dgua e assim contribuir com a garantia da satde

do consumidor.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Identificar e quantificar fungos filamentosos e leveduras em agua mineral envasada em

garrafdes de 20 litros comercializada na Regido Metropolitana de Recife (RMR) - PE.

1.1.2 Objetivos especificos

e Isolar fungos filamentosos e leveduras na agua;

e Verificar o pH da 4gua envasada da RMR,;

e Determinar a contagem de fungos filamentosos e de leveduras em aguas envasadas em

garrafdes de 20 litros;
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 AGUA SUBTERRANEA

A agua constitui 70% da superficie terrestre, portanto, presente em toda parte. Na
natureza, participa de suas transformagdes quimicas e fisicas modificando a paisagem, no
contexto biologico é o liquido imprescindivel a vida das espécies, formando praticamente 80%
do corpo humano. E importante para o desenvolvimento econémico de um pais, pois com ela é
possivel gerar energia, produzir alimentos e produtos de consumo, entre outras atividades
(KARMANN, 2003; MOTTA et al., 2014; BRASIL, 2015; ANA, 2017).

O valor total de agua no planeta é de 1,5 bilhdo de quilémetros cubicos, distribuida em
oceanos, mares, aquiferos, rios, gelo e vapor de dgua (BRASIL, 2014). Apesar desse grande
volume, toda essa quantidade ndo esta disponivel para utilizacdo sem tratamento, pois a maior
parte dela, 97,5% (Figura 1) esta contida nos mares e oceanos, portanto é salgada. Excluindo a
agua congelada nos polos, a &gua doce representa apenas 0,6% do total. Desses, 98% sdo aguas
subterraneas (Figura 2) e apenas 2% sdo aguas superficiais, formando rios e lagos (CETESB,
2018).

Figura 1 - Ocorréncia de agua no planeta. Figura 2 - Aguas doces.
doce
1% supericiais
congelada %
2%
zalgada subtarrinea
CTA 88%
Fonte: CETESB, 2018 Fonte: CETESB, 2018

O Brasil possui 13% da agua doce superficial disponivel no planeta. Esse imenso
volume é devido a sua extensao territorial, somado ao regime climético. Essa informacéao gera
aparente conforto, mas a realidade € outra, pois 0s recursos hidricos ndo estdo distribuidos de
maneira homogénea no territorio, cerca de 80% da agua superficial esta na regido Amazonica
onde vive a menor parte da populacdo, pouco mais de 5%, com menor demanda (HIRATA,
2003; ANA, 2013, 2017, 2018a).
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Esse fator, somado a grande demanda de uso por causa do crescimento da populacgdo e
da inddstria, desperdicios, eventos de escassez em algumas regides e contaminacdes dos rios,
contribui para crise da falta de agua no pais, que faz piorar a situacéo, ja que a agua é um recurso
limitado (BRASIL, 2015; ANA, 2017; CETESB, 2018).

Além das aguas superficiais, as dguas subterraneas desempenham importante papel para
diversos usos. A grande capacidade de armazenamento e resiliéncia a longos periodos de
estiagem, devido a variacGes climaticas, fazem dos recursos hidricos subterraneos, importante
alternativa para o periodo de enfrentamento de escassez (ANA, 2017).

Diante do crescente uso dos recursos hidricos, a exploracdo de aguas subterraneas é uma
alternativa bastante atraente para o abastecimento, em virtude da sua abundéncia, qualidade e
relativo baixo custo de captacdo, principalmente considerando-se a condicdo inadequada de
qualidade das aguas superficiais associada ao seu elevado custo do tratamento para os diversos
usos e a escassez verificada em algumas regides. Sendo assim, o recurso hidrico subterraneo
vem se tornando estratégico para o desenvolvimento econdmico da sociedade (CETESB, 2018).

Além da utilizacdo de aguas subterraneas para o abastecimento publico, é frequente a
captacdo privada para uso em hoteis, condominios, hospitais e industrias (CETESB, 2018). Em
muitas regides afastadas dos grandes centros urbanos, onde ndo ha presenca de rede de
distribuicdo, essas aguas sdo extraidas do subsolo por meio de pogos artesianos, tornando-se
assim uma boa opcdo para o consumo (CETESB, 2017), uma vez que para sua utilizacdo sera
necessario apenas desinfeccdo, fluoretacdo, se desejavel, e eventual correcdo do potencial
Hidrogenibnico (pH). A conveniéncia do seu uso diz respeito também a custos com tratamentos
quando comparada aos necessarios as aguas superficiais (BRASIL, 2014).

A excelente qualidade das &guas subterraneas € atribuida a sua formacéo, que decorre
do excedente das aguas de chuvas, cujo curso natural percorre camadas abaixo da superficie do
solo, ocorrendo assim a filtracdo natural que a torna mais adequada ao consumo humano,
permitindo, salvo em algumas excec¢des, dispensar varias etapas referentes a potabilizacao.
Seguindo o percurso natural, as aguas naturalmente filtradas, sdo armazenadas em
reservatorios, igualmente naturais, chamados de aquiferos classificados em trés tipos: fraturado,
granular (ou poroso) e carstico, onde as dguas sdo colecionadas em quantidades significativas.
De acordo com sua localizacéo, o aquifero pode ser livre ou confinado. No livre, a 4gua esta
em contato com a atmosfera, normalmente ocorre na profundidade de alguns metros a poucas
dezenas de metros da superficie. O aquifero confinado encontra-se entre duas camadas pouco
permeaveis ou impermeaveis, localizados em regides mais profundas, podendo chegar até a
milhares de metros de profundidade (KARMANN, 2003; BRASIL, 2014; ANA 2017, 2018b).
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Os aquiferos, além de contribuir para o abastecimento de &gua potavel utilizada para
consumo humano, agricultura e outros fins, possui uma importante funcdo devido a descarga
gue mantém o equilibrio ecoldgico por perenizar lagos, pantanos e a maior parte dos rios do
Brasil (cerca de 90%), com garantia da perenidade, ou seja, que ndo sequem em periodos de
estiagem. A excegdo ocorre nos terrenos cristalinos do semiarido nordestino, os quais ndo tém
capacidade de regularizar seus rios, tornando-os intermitentes (ANA, 2017, 2018b). No Brasil,
sua disponibilidade ¢é estimada em torno de 14.650m%/s. Da mesma forma como ocorre com as
aguas superficiais, sua distribuicdo pelo territério nacional ndo é uniforme e as caracteristicas
hidrogeoldgicas e produtividade dos aquiferos sdo variaveis, ocorrendo regides de escassez e
outras com relativa abundancia (ANA, 2018a).

A utilizacdo dos aquiferos, no Brasil, é crescente, isso é evidenciado pelo aumento de
numeros de pocos perfurados. Em janeiro de 2008, o nimero de fontes cadastradas era de
aproximadamente 145 mil, sendo que quase a totalidade representada por pogos tubulares. Em
outubro de 2016, os pocos totalizavam mais de 278 mil, em julho de 2018 j& passavam dos 302
mil. Uma nova projecao de pocos tubulares indica a ordem de 1,2 milhdo, o que representa um
aumento anual de mais de 22% em relacdo a estimativa de 2008. A escassez hidrica dos ultimos
anos tem contribuido para esse aumento expressivo (ANA, 2017, 2018a). Os seis estados com
maior numero de pocos cadastrados sdo: Sdo Paulo (32.816), Pernambuco (30.541), Piaui
(29.882), Parana (28.578), Bahia (25.585) e Ceara (23.698) (SIAGAS, 2019).

As aguas subterraneas abastecem 39% dos municipios brasileiros, e sé no estado de Sdo
Paulo, aproximadamente 80% dos municipios séo totalmente ou parcialmente abastecidos por
esta fonte que atende uma populacao de mais de 5,5milhdes habitantes (ANA, 2013; CETESB,
2018).

No entanto, esse uso ndo € uma pratica atual, vem de tempos antigos, evidenciados nos
antigos tuneis e po¢os, acompanhando a evolugdo humana, com novas técnicas e novos métodos
de extracdo cada vez mais eficientes e em profundidades cada vez maiores, conforme cresce
sua demanda (SANTIAGO; SANTOS; ADAME, 2016). No Brasil, as perfuracfes de pocos
iniciaram no Nordeste, na primeira metade do século passado, como parte de programas de
governo de combates as secas (MANOEL FILHO, 1997 apud Brasil, 2015).

As aguas subterraneas séo classificadas como agua mineral ou potavel de mesa, apos
avaliacdo pelo Departamento Nacional de Producdo Mineral (DNPM), a qual resulta em
permitir seu enquadramento como tal, de modo que todo o processo de captagdo, conducao,
distribuicdo e aproveitamento deve ter autorizacdo do Ministério de Minas e Energia (MME)
mediante Portaria de lavra (BRASIL, 2015).
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O Codigo de Aguas Minerais, no art. 1° do Decreto-Lei n° 7.841, de 08 de agosto de
1945, define as aguas minerais como “aquelas provenientes de fontes naturais ou de fontes
artificialmente captadas que possuam composi¢do quimica ou propriedades fisicas ou fisico-
quimicas distintas das aguas comuns, com caracteristica que lhes confiram acao
medicamentosa” (BRASIL, 1945). A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 274/2005 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), define &gua mineral como aquela obtida
diretamente de fontes naturais ou por extracdo de aguas subterraneas, sendo caracterizada pelo
conteddo definido e constante de determinados sais minerais, oligoelementos e outros

constituintes considerando as flutuagdes naturais (BRASIL, 2005a).

2.2  AGUAS ENVASADAS

No envasamento de guas subterraneas, as aguas minerais, consideradas adequadas para
0 consumo humano, passam por diferentes etapas que ndo devem produzir, desenvolver ou
agregar substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas que cologuem em risco a saude do
consumidor ou que alterem a composicao original, devendo ser obedecida a legislacéo vigente
de Boas Préticas de Fabricacdo (BRASIL, 2005b).

Segundo dados da empresa de consultoria internacional Beverage Marketing
Corporation (BMC) divulgados pelo DNPM, o consumo global de aguas envasadas em 2015
foi estimado em 329 bilhdes de litros, 16,5% maior que em 2014, sendo o Brasil o quinto maior
mercado consumidor do mundo, tendo consumido 20,3 bilhdes de litros, um crescimento de 4%
em relacdo a 2014. No Brasil em 2015, 70% do volume de agua mineral envasada foi
comercializada em garraf@es retornaveis, 27% em garrafas plasticas, aproximadamente 2% em
copos pléasticos e apenas 0,1% em embalagens de vidro. Nesse mesmo ano, Pernambuco foi o
segundo estado com maior producdo de agua envasada, com 11% do mercado brasileiro. O
consumo de 99,2 litros per capita no Brasil, ainda ndo é considerado grande quando comparado
a outros paises, como a China e os Estado Unidos, por exemplo (DNPM, 2018), porém, vem
demonstrando crescimento, chegando a movimentar mais de 10 bilhdes de reais por ano
(PRATA; ABAR; NOVAES, 2016).

Todo esse aumento mundial de consumo é gerado por diversos fatores como problemas
de contaminagdes dos recursos hidricos usados no abastecimento publico, crescimento
desordenado dos espacos urbanos e busca por um estilo de vida mais saudavel que se relaciona
ao consumo de produtos com caracteristicas de pureza que fazem bem ao corpo (MEDEIRQOS,
2016; ABIR, 2018).



18

No Brasil, a procura esté relacionada a diversos motivos como: acesso intermitente a
agua de abastecimento publico ou por esta apresentar cheiro e gosto de cloro, gerando
desconfianga quanto a sua qualidade por parte dos consumidores, que associam esses atributos
negativos a danos a saude. Alem disso, existe a percepcdo que a agua envasada € mais pura e
segura que a fornecida pelos sistemas de abastecimento publico mesmo desconhecendo a
legislacdo que regulamenta sua qualidade e os processos usados no engarrafamento. “Status ”
social, recomendacdo médica, escolha familiar e também a associacdo entre seu consumo com
o0 estilo de vida saudavel aumentam a procura. Pesquisadores relataram que as caracteristicas
da embalagem como transparéncia também contribuem para o aumento da confianca,
sobretudo, por permitir a visualizagdo do produto (ARRAIS, 2011; CASTRO; COSWOSK;
FRAGA, 2014; REIS; BEVILACQUA; CARMO, 2014).

Outro motivo que justifica a escolha da 4gua envasada € a escassez, principalmente na
regido Nordeste que demanda especial atencéo no tocante a oferta de 4gua, particularmente os
estados do Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco, com 88% do seu territorio no
Semiéarido (BRASIL, 2015; ANA, 2017, 2018a). Pernambuco ainda se destaca por ter o pior
indice de disponibilidade hidrica do pais. Além da escassez natural por falta de chuva, 50% da
agua encanada que é servida pela Companhia Pernambucana de Saneamento (Compesa) se
perde em vazamentos de tubulagdes e adutoras. Por ano, cada pernambucano recebe pouco mais
de 100 mil litros de agua, considerado o menor indice (FONTES, 2018). Na cidade do Recife,
os frequentes racionamentos no abastecimento de dgua da rede publica, fizeram com que os
usudrios passassem a adquirir com frequéncia &gua mineral envasada (OLIVEIRA, et al., 2016).
Pesquisa realizada em 8 estados (Roraima, Amazonas, Amapa, Acre, Maranhdo Rondbnia,
Pernambuco e Rio Grande do Norte) indicaram problemas com desperdicio relacionados a
vazamentos e ligacbes clandestinas com variacdo de 50% a 75% de perda de agua tratada
(VELASCO, 2019). Tal fato, leva a reducdo da disponibilidade de &gua tratada para o0s
consumidores com consequéncia para 0 aumento da procura por agua envasada.

Apesar dos beneficios, 0 consumo excessivo de aguas subterraneas envasadas demanda
maior consumo de energia, justificado pela necessidade na captacdo e envasamento e nos
processos automaticos de higienizacdo de embalagens retorndveis, o que prejudica 0 meio
ambiente, porém, esse assunto é pouco conhecido pela sociedade (ALMEIDA et al., 2013;
QIAN, 2018). Soma-se a isso 0 uso desordenado de embalagens quando se opta por recipientes
descartaveis.

A industria brasileira de agua engarrafada teve seu marco no século XX. Até 1960 o

mercado se manteve estavel. Em 1968, foi disponibilizado o garrafdo de vidro de 20 litros, o
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qual possibilitou a ampliagdo do mercado, consequentemente despertando o interesse para o
uso coletivo em empresas, por exemplo. No ano de 1970, outra novidade que conquistou o
consumidor foi as garrafinhas plasticas produzidas de polietileno de baixa densidade (PEBD).
A partir de 1979, o crescimento do mercado aumentou ainda mais com a introducéo do garrafédo
de policarbonato (PC) incrementando a industria de embalagens que passou a oferecer garrafdes
produzidos com outros materiais como polipropileno (PP), polietileno tereftalato (PET) e
policloreto de vinila (PVC) (MACEDO, 2001).

As embalagens retornaveis sao responsaveis por mais da metade das vendas, ganhando
destaque o garrafdo de 20 litros, que em 2013 foi responsavel por 55% do mercado de &gua
mineral, sendo no momento a forma mais procurada pelos consumidores, que devido sua
praticidade ganhou espaco em residéncias, empresas, hospitais, clinicas e escolas (MACEDO,
2001; ALMEIDA et al., 2013; DNPM, 2014, 2018; REVISTA AGUA & VIDA, 2014).

Os garrafoes sdo embalagens retornaveis com validade de até 3 anos. Essa informacao
deve estar na parte superior da embalagem, entre o gargalo e o anel de reforco superior
(BRASIL, 2011a). Os garrafoes que atendem o prazo de validade, antes de serem usados em
um novo ciclo de envase, devem ser avaliados individualmente quanto a aparéncia interna e
externa, a presenca de residuos e ao odor. Embalagens com amassamentos, rachaduras,
ranhuras, remendos, deformacdes internas e externas do gargalo, mudanca de cor, dentre outras
avarias, que possam comprometer a qualidade higiénico-sanitaria da agua, devem ser
reprovadas. As embalagens que atendem aos critérios, portanto, consideradas adequadas,
devem ser submetidas a pré-lavagem com agua corrente, lavagem com substancias de agédo
detergente e desinfeccdo. O ultimo enxague deve ser feito com o0 mesmo tipo de 4gua usado no
engarrafamento, denominado de rinsing (BRASIL, 2006).

2.3. CONTAMINANTES DE AGUA

De forma geral, as aguas subterrdneas no Brasil sdo de boa qualidade e possuem
propriedades fisico-quimicas e bacteriologicas adequadas a diversos usos, incluindo o consumo
alimentar, entretanto, acfes humanas podem comprometer significativamente os aquiferos.
Apesar de ndo existirem trabalhos sistematizados de avaliagdo da qualidade da &gua, as
pesquisas realizadas buscam caracterizar areas contaminadas e indicam o0s principais
contaminantes como nitrato (mais comum), derivados de petrdleo (em especial gasolina e
solventes clorados), metais pesados, virus e bactérias patogénicas (ANA, 2017). A pesquisa de

fungos ndo esta incluida nos itens pesquisados.
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O nitrato na &gua subterrdnea possui alta mobilidade, podendo contaminar grandes
extensdes. Em &reas urbanas sua presenca € atribuida a falta de esgotamento sanitéario. Na regido
rural é associado a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados. A presenca de agrotoxico € atribuida
principalmente quando ha intensa atividade agricola nas areas de recarga dos aquiferos. Ja a
presenca de derivados de petroleo esta relacionada a acidentes com vazamento de tanques de
combustiveis em postos de gasolina e os solventes clorados e metais pesados a disposi¢do
inadequada de residuos dos lixdes urbanos. A presenca de microrganismos é bastante comum
em pocos mal construidos e/ou com manutencdo deficiente (ANA, 2017). Tal fato gera um
alerta pelos Orgdos competentes visto que é possivel encontrar constru¢do de pocos em
propriedades privadas com o objetivo de atender as necessidades gerais, inclusive para consumo
humano, sem nenhum tipo de avaliacdo ou tratamento (ARROYO, 2013; SASAKI, 2017).

Pocos feitos fora do padrdo e em locais inadequados podem se conectar com fontes
superficiais, portanto, mais suscetiveis a contaminacgdes vindo a comprometer a qualidade de
aguas mais profundas e menos vulneraveis. 1sso se torna mais preocupante nas regides
periféricas das cidades, onde a auséncia ou deficiéncia de saneamento béasico estimulam a
construcdo em éreas proximas a fossas (sépticas, negras ou seca) ou redes de esgoto. E
recomendavel que os pocos em desuso, abandonados ou desativados, devem ser lacrados
adequadamente, evitando assim a contaminacgdo do aquifero, o que nem sempre ocorre (ANA,
2017).

Quando aguas subterraneas sdo contaminadas ou poluidas, sua remediacdo € lenta e
onerosa, razao da necessidade da protecao dos aquiferos (BRASIL, 2008).

Apesar dos rigores das legislacdes em relagéo a autorizacdo de envase e comercializagao
de &guas subterraneas, varios estudos mostram que a agua envasada nao é perfeitamente segura.
Sua inocuidade depende da forma de coleta, estocagem, envase e manipulacdo (BRASIL, 2006;
MARTINS; MACHADO; MARTINS, 2018). Reis, Bevilacqua e Carmo (2014) relataram a
contaminacdo por bactérias do grupo coliformes totais, Enterococos e Pseudomonas
aeruginosa, em aguas minerais envasadas em garrafées de 20 litros, comercializadas no
municipio de Frutal em Minas Gerais. A presenca de coliformes totais, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli também foram constatadas por Gomes, Santana e Carvalho
(2015) em aguas envasadas em garrafdes de 20 litros, vendidas no municipio de Itabuna (BA).

Oliveiraet al. (2016) em Recife (PE), constataram que de 23 amostras de &guas minerais
investigadas, 16 apresentaram coliformes totais. Dos parametros fisico-quimicos analisados,
nitrito e manganés foram encontrados com valores superiores aos estabelecidos pela legislacdo
brasileira em vigor (BRASIL, 2017).
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Embora ndo contemplados pelas legislagdes pertinentes, fungos também podem ser
encontrados em &guas aparentemente limpas e até aprovadas como proprias para consumo
alimentar. Existem relatos da existéncia de fungos em aguas, capazes de formar biofilmes,
patogénicos oportunistas e até resistentes a antifingicos (ARROYO, 2013; SASAKI 2017).

Fungos foram encontrados em &guas minerais vendidas em diferentes estados
brasileiros, dentre eles, espéecies patogénicas e oportunistas (NUZIO; YAMAGUCHI, 2010;
PONTARA et al., 2011; TAVARES et al., 2016). Pesquisa feita na Arabia Saudita em aguas
envasadas demonstrou a presenca de fungos de 18 espécies diferentes. Rhizopus nigricans e
sete espécies de Aspergillus foram os contaminantes mais frequentes nas amostras, Penicillium
spp., foi isolado em apenas uma amostra. (AMEEN et al., 2017).

A qualidade da agua tem grande impacto na salude pablica e, de modo mais abrangente,
na qualidade de vida da populacdo (ANA, 2017). Quando contaminada serve de veiculo para
transmissdo de vérias doengas como a célera, disenteria, hepatite A e febre tifoide (ONU, 2017).
O desenvolvimento da doenca dependerd da carga microbiana ingerida e da capacidade de
sobrevivéncia do microrganismo a defesa natural do individuo (JAY, 2005; FRANCO, 2008).

2.4 FUNGOS CONTAMINANTES

Fungos séo conhecidos por sua distribuicdo ubiqua na natureza, sobrevivendo em faixas
de pH e temperaturas extremas (NUNZIO; YAMAGUCHI, 2010). Varias espécies sdo
associadas a alteracGes de odor e sabor, efeitos maléficos a salde, contaminacao e alteracGes
em alimentos. (PEREIRA et al., 2010). Nas Gltimas décadas, os fungos passaram a ser
estudados no ambiente aquatico, porém sua relevancia para a qualidade da agua é pouco
compreendida. Na pesquisa de dguas envasadas a contaminacdo fangica tem recebido atencao
limitada, mesmo considerando que esses microrganismos podem ser encontrados até em
namero relativamente alto, gerando risco principalmente para o consumo por individuos
imunocomprometidos (NUNES; FUZIHARA, 2011; OLIVEIRA et al., 2013; OTTONI et al.,
2014; AMEEN et al., 2017).

Nunzio e Yamaguchi (2010) isolaram fungos em agua para consumo humano de creches
e asilos na cidade de Maringé no Parana. Verificou-se a presencga de fungos filamentosos em
30,0% das amostras, de leveduras em 42,5% e de ambos em 27,5%. O género de levedura mais
prevalente foi Rhodotorula spp. (67,8%), Cryptococcus spp. (42,8%), Candida spp. (39,3%) e
Geotrichum spp. (3,6%). As espécies identificadas nas aguas minerais foram Candida famata,

Cryptococcus albidus, Rhodotorula minuta e Rhodotorula mucilaginosa.
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Fungos foram isolados a partir de amostras de 4guas envasadas em garrafdes de 20 litros,
comercializadas na cidade de Franca, S&o Paulo com predominancia de Penicillium spp. Das
mesmas amostras foram isolados, em menor incidéncia, Cladosporium spp., Fusarium spp.,
Trichoderma spp., Acremonium spp e Curvularia spp. Dois tipos de leveduras foram também
identificadas: Rhodotorula (R. glutinis) e Candida (C. parapsilosis), com predominancia da
primeira (PONTARA et al., 2011).

Fungos também foram isolados em &gua encanada e esgoto doméstico em quatro bairros
da cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul. Dentre as amostras da agua encanada, 18,7%
estavam contaminadas com o género Penicillium e leveduras e 6,2% continham Aspergillus.
Nas amostras de esgoto 50% tiveram resultado positivo para leveduras, 12,5% para Penicillium
spp., € 6,2% para Aspergillus spp e Geotrichum spp. (SESSEGOLO et al. 2011)

Espécies fungicas contaminantes foram encontradas por Arroyo (2013) quando analisou
aguas subterraneas proveniente de pogos regulares e irregulares no municipio de Sdo José do
Rio Preto (SP). Houve positividade em 80% das amostras investigadas, sendo o isolamento
maior nos pocos irregulares. Entre os géneros de fungos filamentosos, foram isolados
Penicillium, Aspergillus e Fusarium. Ja entre as leveduras, Candida, destacou-se com 8
espécies diferentes. Fungos oportunistas e patogénicos resistentes a antiflngicos usados na
pesquisa também foram detectados.

Sasaki (2017) pesquisou leveduras em aguas subterraneas de pogos cavados e semi-
artesianos, destinadas ao consumo humano, em residéncias de trés municipios do Mato Grosso
do Sul. Das 82 amostras analisadas, 41% apresentaram leveduras de 19 espécies diferentes. As
mais frequentes foram Candida spp., Meyerozyma spp., Exophiala spp., Pichia spp., Clavispora
sp., kadomaea sp., Hanseniaspora sp., Kazachstania sp., Rhodosporidium sp e Rhodotorula sp.
O género Candida foi avaliado quanto a resisténcia ao hipoclorito de célcio (sanitizante
utilizado para desinfec¢do de agua), antifangicos, e a capacidade de formar biofilme. Todos 0s
isolados foram resistentes ao hipoclorito de calcio, apenas trés, ndo formaram biofilme e quatro
foram resistentes a determinados antifingicos utilizados.

Mazuchi (2017) estudando a microbiota fingica da dgua de abastecimento publico no
interior de Sao Paulo, encontrou fungos filamentosos em 26,3% das amostras analisadas com o
género Fusarium spp., prevalente na primavera, verdo e inverno e, Penicillium spp., no outono.
Para as leveduras, 11,4% das amostras foram positivas, com a espécie Rhodotorula minuta
prevalente na primavera, outono e verdo e o complexo Candida parapsilosis no inverno. Das
leveduras isoladas, Rhodotorula minuta foi mais resistente aos antifungicos utilizados na

pesquisa.
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Analisando 4guas envasadas em embalagens de PET de 500mL de 7 diferentes marcas
comercializadas na RMR de Recife, Silva et al. (2018) constataram a ocorréncia de fungos
filamentosos e leveduras em quantidades variaveis com predominancia de Aspergillus e
Pinicillium ao que atribuiu as embalagens usadas no envase e ao pH da 4gua, em torno de 5,0,

favoravel ao desenvolvimento de fungos.

25  LEGISLACAO DE AGUA

A Portaria de Consolidagdo n® 5, de 28 de setembro de 2017 do Ministério da Satde
(MS), referindo-se a agua de consumo humano no Anexo XX, estabelece diferentes limites para
substancias quimicas, organicas e inorganicas, agrotoxicos, desinfetantes e produtos
secundarios da desinfeccdo e cianotoxinas. Parametros microbioldgicos e de radioatividade
também sdo estabelecidos. Quanto aos parametros microbiolégicos sdo referidas bactérias do
grupo de coliformes totais, Escherichia coli e bactérias heterotréficas. O monitoramento de
virus entéricos, ndo é obrigatorio, apenas recomendado. Para cistos de Giardia spp e oocistos
de Cryptosporidium spp., deve ser realizado apenas em situagao excepcional (BRASIL, 2017).
Portanto, no documento néo estd mencionada a pesquisa da contaminacéo por fungos a exemplo
de outras legislacdes anteriores que também ndo fazem referéncia a este tipo de microrganismo,
apesar de pesquisas indicarem que podem estar presentes em agua (BRASIL, 2004; BRASIL
2011b; SILVA et al., 2018).

Quanto aos padrdes microbioldgicos internacionais, a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (United States Environmental Protection Agency—EPA) estabelece limites
na agua potavel para Cryptosporidium, Giardia lamblia, bactérias heterotroficas, Legionella,
coliformes totais (incluindo coliformes fecais e E. coli) e virus entérico (EPA, 2017). Na Suica,
a legislacdo estabelece um limite de 100 UFC/100mL para fungos em &gua potavel
(HAGESKAL et al., 2007).

A revisdo bibliogréafica do tema evidencia a necessidade de avaliar a contaminagéo por
fungos em aguas consideradas proprias para consumo alimentar a fim de provocar a introducgéo
deste parametro nas legislacdes especificas. Com isto se pretende agregar mais um item que
aumente a seguranca do consumo inevitavel da 4gua e assim contribuir com a garantia da saude

do consumidor.
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3 METODOLOGIA
3.1 AMOSTRAS

Foram coletados aleatoriamente no periodo entre setembro de 2018 a junho 2019,
garrafbes de 4gua mineral de 20L de 10 diferentes marcas, na Regido Metropolitana do Recife-
PE. Na ocasido da compra foram observados os seguintes dados: marca, data de envase,
validade da agua e do garrafdo e o lote de envasamento. Considerou-se adequadas para a
pesquisa amostras dentro da validade, de diferentes lotes, cujas embalagens apresentaram-se
invioladas. De cada marca foram analisadas 5 amostras, totalizando 50 garrafdes.

Os garrafdes foram transferidos para o laboratério de Processamento e Analise de
Alimentos do Departamento de Tecnologia Rural (DTR) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), nas mesmas condi¢des praticadas pelo consumidor. As marcas das

amostras foram aqui identificadas de A a J.

3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O processamento da amostra foi efetuado conforme Fluxograma detalhado na Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma do procedimento de preparacgéo e coleta das amostras.

GARRAFAO

\ 2

HOMOGENEIZACAO

) 4

ASSEPSIA DA EMBALAGEM

) 4

COLETA DA AMOSTRA

Fonte: Autora, 2019.

Homogeneizacgdo: o garraféo foi agitado por 25 vezes sobre a bancada, para que todo
contetdo fosse homogeneizado e para remover possiveis contaminagdes aderidas a parede
interna da embalagem.

Assepsia da embalagem: apos remocéo do selo de identificacdo da engarrafadora, 0s

garrafdes foram lavados com agua e detergente neutro, enxaguados com agua corrente e a parte
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superior (gargalo e base do gargalo) desinfetada com alcool a 70% com auxilio de algodao
hidréfilo. Em seguida, a tampa foi removida em condicfes assépticas.

Coleta da amostra: por¢des de aproximadamente 500mL foram transferidas de cada
garrafdo para sacos plastico flexivel estéreis, devidamente identificados e imediatamente

submetidas a inoculagéo.

3.3  PESQUISA DE FUNGOS

A pesquisa de fungos foi realizada de acordo com a metodologia do Standard Methods
for the Examination of Water and Wastewater (2012).

Inoculacéo: de cada amostra, foram transferidas 5 aliquotas de 1mL para igual nimero
de placas de Petri estéreis. Sobre os indculos foi colocado aproximadamente 15mL do meio de
cultura Agar Batata Dextrose (ABD) fundido e acidificado a pH 4,0 com &cido tartarico a 10%
a fim de facilitar o desenvolvimento de fungos e inibir o de bactérias. O pH do meio foi
verificado utilizando fitas indicadoras, marca MColorpHast™. O indculo com o0 meio de cultura
foi homogeneizado com movimentos suaves horizontais, verticais € em forma de “8”.

Incubacéo: apds a solidificacdo do meio de cultura com o indculo, as placas foram
incubadas de forma ndo invertida a 25°C + 2°C por até 7 dias. As colbnias desenvolvidas foram
contadas em separado, considerando o aspecto: algodonosas como fungos filamentosos
(bolores) e as lisas, enrugadas, brilhantes e opacas, como leveduras. Considerando que o
desenvolvimento de col6nias de leveduras e de bactérias em meio solido podem apresentar
semelhangas, a confirmacdo das colonias de leveduras foi obtida mediante coloragdo de Gram
e andlises microscopicas, o que permitiu a confirmacdo dos dados. Os resultados foram
expressos em Unidade Formadora de Col6nias por mililitro (UFC/mL).

A fim de assegurar o controle laboratorial, paralelamente e a cada procedimento, foram
utilizadas placas controle, ndo inoculadas, contendo o meio de cultura e mantidas nas mesmas

condigdes usadas no experimento até o final do periodo de incubacao.

34  CONFIRMACAO DO pH DAS AMOSTRAS

Os dados de pH das amostras foram obtidos mediante informag&o contida nos rotulos
das embalagens. Quando confirmados por medida em potenciémetro, os resultados de pH foram
coincidentes, o que justificou a ndo continuidade da obtencdo do dado em cada amostra. A

legislacdo estabelece que as engarrafadoras de &gua realizem a medida do pH da &gua a ser
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envasada, diariamente, a fim de evidenciar qualquer alteracdo na composic¢ao quimica da agua
motivada por possiveis acidentes com a fonte. Esta obrigatoriedade fortaleceu a decisdo da

dispensa da coleta deste dado nas amostras.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como observado na Tabela 1 comprovou-se a presenca de fungos em 100% das marcas
de aguas envasadas analisadas (50 amostras), sendo que das 10 marcas, 8 apresentaram o0s dois
tipos de fungos: filamentosos e leveduras. Apenas 2 marcas ndo apresentaram desenvolvimento
de leveduras. Outros pesquisadores também constataram a presenca de fungos em aguas
envasadas (NUNZIO; YAMAGUCHI, 2010; NUNES; FUZIHARA, 2011; OLIVEIRA et al.,
2013; AMEEN et al., 2017; SILVA et al., 2018). A grande variacdo observada nos tipos e
quantidades de contaminantes permitiu confirmar a inconstancia na qualidade da 4gua em cada
garrafdo de 20 L e consequentemente da seguranca, uma vez que na mesma marca, garrafdes
apresentaram valores discrepantes. Silva et al. (2018), também observaram variacdes
semelhantes em embalagens de 500mL e atribuiram os resultados a contaminacbes das
embalagens, uma vez que, na sua pesquisa, a contaminagdo néo foi evidenciada em amostras
da agua quando coletadas antes do envase. Assim podemos inferir que a contaminacgéo pode ser
decorrente de falhas na higienizacéo dos garrafées. O processo de higienizacao requer controles
possivelmente negligenciados pelos engarrafadores, como concentragdo da substancia de acéo
detergente, tempo de lavagem, qualidade da &gua de lavagem e até da temperatura da agua
usada no primeiro enxague, o que justifica os resultados encontrados nesta pesquisa.

Uma vez que em duas marcas (B e I) foi constatada muito baixa contaminacéo nas 5
repeticGes de andlises entende-se que é possivel conseguir melhor qualidade do produto ou da
lavagem dos garrafdes. A discrepancia no quantitativo dos contaminantes observada mediante
0s desvio-padrdes apresentados nos resultados das marcas A, C, D, E, F, G, H e J sustentam a
afirmativa de que a qualidade higiénica dos garrafbes influi na qualidade da 4gua envasada e
que a presenca de fungos em agua resulta de contaminacgdes e ndo pode ser considerada inerente
ou autdctone das aguas profundas.

Observou-se também que o pH das amostras analisadas, com variacdo entre 4,1 e 5,4, é
compativel com a faixa de pH favoravel ao desenvolvimento de fungos (JAY, 2005), o que nos
faz defender a inclusdo de fungos nas analises minimas para evidenciar a boa qualidade de
aguas envasadas. Nas amostras analisadas por Silva et al. (2018), o pH também apresentou
indices semelhantes. Assim, pode-se inferir que a &gua envasada nem sempre € garantia de um
produto sem contaminagdo por fungos, mas que é possivel haver constancia na qualidade uma
vez que € certo que a agua subterranea, quando aprovada para envase, mediante registro de

lavra pelos 6rgdos competentes, tem qualidade satisfatoria.



Tabela 1 — Fungos em agua envasada em garrafdes de 20 litros.
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A MARCAS
M UFC/5mL
PARAMETROS g
ANALISADOS A B C D E F G H I J
R
A
S
1 2 <1 16 326 900 <1 10 4 <1 1
2 257 <1 2 78 14 139 48 33 <1 >302
BOLORES 3 2 <1 2 65 58 9 16 >300 2 <1
4 1 1 <1 350 585 172 <1 258 <1 5
5 3 <1 585 <1 160 612 1 <1 4 2
X + DP 53+102  0,2+0,4 121+232 164+145 347+344 186+223 15+17  73+107 12+1,6 2+1,87
1 <1 <1 <1 74 2 3 4 2 <1 325
2 2 <1 3 <1 1 144 2 4 <1 10
LEVEDURAS 4 1 <1 175 69 1 6 <1 56 <1 <1
4 1 <1 2 <1 <1 <1 <1 3 <1 292
5 <1 <1 434 <1 <1 1 <1 >300 <1 15
X +DP 0,6+0,8 0+0 1224169 28,6+35 0,8+0,7 30+56 1241,6  16+23 0+0 128,471J_r14
pH 5,22 5,2 4,10 4,64 5,32 4,4 52 4,10 5,4 5,32

Resultados expressos como < 1= auséncia de desenvolvimento, considerando o limite do método; UFC= Unidade Formadora de Col6nias; X= média aritmética; pH=

Potencial Hidrogenidnico; DP= Desvio Padréo.



29

CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam a hipotese de que fungos ocorrem em agua mineral natural
envasada em garrafdes de 20 litros comercializada na RMR,;

Que existe uma importante contaminacao por fungos em agua envasada em garrafées de 20L
Que o nivel de contaminacdo por fungos, varia entre as diferentes marcas de aguas
envasadas;

Que o pH das &guas comercializadas na RMR favorece a manutencao e/ ou desenvolvimento
de fungos contaminantes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

As aguas envasadas podem estar contaminadas por fungos, ndo necessariamente essa
contaminacdo pode ter origem na fonte, mas pode ser adquirida se cuidados necessarios ndo
forem considerados com as embalagens. Neste trabalho, a contaminagdo por fungos foi
evidenciada, entretanto ndo existem limites estabelecidos para sua presenga em agua potavel.

Espera-se que os dados deste estudo venham a contribuir para o conhecimento sobre a
presenca de fungos em A&guas envasadas, e que sirva para reavaliacdo dos parametros
microbioldgicos estabelecidos pela atual norma, visto que € um produto amplamente
consumido, e quando contaminado pode servir como veiculo para dispersdo desses
microrganismos. Sendo assim, tona-se um risco principalmente para idosos, criancas e

imunocomprometidos, por sua vulnerabilidade.
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