REVISTA

) APIENCIA
CAmes (z) UEG v S§CIEDADE sgmss& »

PRATICAS EDUCACIONAIS

ISSN 2238 - 3565

Qualidade microbioldgica e teor de nitrato em
aguas minerais mais comercializadas em Rio Verde,
estado de Goias, Brasil

Microbiological quality and nitrate content in more
commercialized mineral water in Rio Verde, Goias
state, Brazil

Wellmo dos Santos Alves
Universidade Federal de Goias - UFG
wellmoagro2@gmail.com

Wilker Alves Morais
Instituto Federal Goiano — IFGoiano
wilker.alves.morais@gmail.com

Derick Martins Borges de Moura
Universidade Federal de Goias - UFG
derickmartins@hotmail.com

Resumo

O consumo de agua mineral tem aumentado no Brasil, em funcdo da
crescente divida em relagdo a qualidade da 4gua fornecida pela rede publica.
Assim, este estudo analisou a presenca de coliformes totais, Escherichia coli
e teor de nitrato em aguas minerais naturais envasadas de cinco fontes
localizadas no Estado de Gois, denominadas A, B, C, D e E, sendo a fonte C
localizada em é&rea urbanizada e as demais em zona rural. Os resultados para
coliformes totais e Escherichia coli foram obtidos com kitCOLItest. Os teores
de nitrato foram quantificados por meio do kit reagente TNTplus 835, método
do dimetilfenol, e um espectrofotémetro UV/VIS modelo DR 5000. Adotou-
se como valores de referéncia para coliformes totais e E.coli a Resolugédo da
Diretoria Colegiada 275/2005, e para nitrato, os determinados pela Resolugéo
da Diretoria Colegiada 274/05, sendo estas resolucfes da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Os resultados encontrados para todas as
marcas atenderam as exigéncias dos regulamentos técnicos especificos, sendo
préprias para consumo humano. Entretanto, das cinco fontes estudadas, a
Unica localizada dentro do perimetro urbano apresentou maior teor de nitrato,
inferindo que fonte de 4gua mineral dentro de &rea urbanizada pode colocar
em risco a salide do consumidor.

Palavras-chave: Contaminacdo de agua subterrdnea. Qualidade de &guas
envasadas. Recursos hidricos.
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Abstract

The bottled water consumption has been increasing in Brazil due to the
increscent doubt in relation to the quality of the water provided by the public
government. Therefore, the present study analyzed the presence of total
coliforms and Escherichia coli and nitrate content in natural mineral bottled
water in five sources located in the state of Goias, being named in this study
as A, B, C, D and E, considering that the C source is located in an urbanized
area and the other ones in the rural area. The results for total coliforms and
Escherichia coli were obtained through a COL Itestkit. The nitrate levels were
quantified through TNTplus Reagent set 835, Dimethylphenol method, and a
spectrophotometer UV/VIS DR 5000 model. As reference levels for total
coliforms and Escherichia coli the Board Resolution 275/2005 was adopted,
and for nitrate, the ones determined by the Board Resolution 274/05, which
are resolutions of the National Health Surveillance Agency (ANVISA). The
obtained results for all the brands complied with the demands of the specific
technical regulations, being considered proper for human consumption.
However, of the five studied sources, the only one located within the urban
perimeter presented higher nitrate content, inferring that the mineral water
source within an urbanized area can endanger the health of the consumer.

Keywords: Contamination of underground water. Bottled water quality.
Water Resources.

Introducéo

A agua mineral natural é obtida diretamente de fontes ou por extracdo de dguas
subterraneas, caracterizando-se pelo contetdo definido e constante de determinados
sais minerais, oligoelementos e outros constituintes, considerando as flutuages
naturais (BRASIL, 2005a). Em 2007, as d4guas envasadas se tornaram pela primeira
vez a categoria de bebidacom maior volume no mercado mundial (ABINAM, 2009). E
crescente a preocupacdo da populacdo em relacdo a qualidade da agua disponivel na
rede publica, o que tem contribuido para o aumento do consumo de dgua mineral no
Brasil (COELHO et al., 2010).

Vérias pessoas consomem dagua mineral acreditando na maior pureza em
relacdo a 4gua de abastecimento publico, o que pode ser um equivoco, pois por mais
que a extracdo desse produto seja proveniente de mananciais subterraneos, esta fonte
pode estar contaminada por algum agente patoldgico ou algum elemento quimico que,
em excesso, pode causar sérios riscos a saude humana (TANCREDI; CERQUEIRA;
MARINS, 2002). A agua mineral natural contaminada pode causar doengas de
transmissdo hidrica (BRASIL, 2006), sendo imprescindivel avaliar critérios de

monitoramento e anélise microbiologica (PONTARA et al., 2011).
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As aguas minerais se diferenciam das demais subterraneas por atingir maiores
profundidades, devido as condices fisicas do solo (ROCHA et al., 2009). Conforme
relato do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO,
2016), a contaminacdo da agua mineral pode ocorrer na fonte, no envase (em virtude
da natureza do processo ou da reutilizacdo de recipiente ndo devidamente
higienizado), ou no transporte e armazenamento, no caso da embalagem ndo ser
absolutamente estanque.

Sdo adotados como microrganismos indicadores da contaminacdo da &gua
mineral os coliformes totais, Escherichia coli, entre outros. A presenca de coliformes
totais ndo significa necessariamente contaminacao fecal sendo, contudo, um indicador
das méas condicBes higiénicas do processo (SANT ANA, et al.,2003). O principal
indicador de contaminacdo fecal é E.coli, um microrganismo frequentemente isolado
das fezes humanas (TANCREDI; CERQUEIRA; MARINS, 2002). A Resolugdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 275, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), determina que a agua mineral, em cinco amostras
de 100ml analisadas para coliformes totais (CT), uma pode apresentar valor menor que
1,0 Unidade Formadora de Colénia(UFC) ou menor que 1,1, Nimero Mais Provéavel
(NMP), sendo desejavel a auséncia. Para E.coli é exigida auséncia em todas as 5
amostras analisadas (BRASIL, 2005b).

O nitrato é toxico, causando ametehemoglobinemia infantil, doenca letal em
criangas, reduz-se a nitrito na corrente sanguinea, competindo com o oxigénio livre e
torna o sangue azul (CETESB, 2009). A introduc¢do do nitrogénio na dgua pode ser de
origem natural (matéria organica e inorganica); e também por meio da a¢do humana
(esgotos domésticos e industriais, dentre outras). O nitrato apresenta-se em baixos
teores nas aguas superficiais, podendo alcancar altas concentracbes em aguas
profundas (ROCHA et al., 2009). Essas altas concentragcbes podem ser alcangadas
devido as fontes minerais serem facilmente lixiviadas nos solos, contaminando tanto
corpos d’agua quanto aquiferos subterrdneos (ALABURDA; NISHIHARA, 1998).0
valor maximo de nitrato, calculado como nitrato, em agua mineral estabelecido pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 274, de 22 de setembro de 2005, da
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é de 50 mg L*(BRASIL,
2005a).

A garantia de fontes de &gua de boa qualidade néo € tarefa fécil e, pelo fato da
qualidade da agua estar diretamente ligada a saude das pessoas, determinar e controlar
as suas caracteristicas quimicas e microbiol6gicas é importante para garantir a
seguranca quanto ao consumo de agua pela populacdo. Neste sentido, este trabalho
teve como objetivo avaliar aspectos de qualidade, analisando a presenca ou auséncia
de coliformes totais, Escherichia coli,e o teor de nitrato em amostras de aguas
minerais naturais envasadas de diferentes marcas (fontes) localizadas no estado de

Goias.
Material e métodos

O estudo teve inicio com visitas a estabelecimentos comerciais em 18 de
setembro de 2012, quando foram identificadas cinco marcas que captam agua em
cinco distintas fontes. Foram selecionadas as marcas de &gua mineral mais
comercializadas em Rio Verde, na microrregido sudoeste de Goias. Para cada marca
ou fonte selecionada, foram obtidas 3 amostras (frascos) lacradas para serem
analisadas. No caso dos galGes de 20 I, para facilitar o transporte foram retiradas trés
amostras de 100ml cada um em frascos estéreis. Todas as amostras estavam em
conformidade com o prazo de validade. As marcas ou fontes foram nomeadas como A,

B, C, D e E, para ocultar os nomes das empresas envasadoras das &guas minerais.
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Figura 1 - Amostras de agua mineral natural comercializadas no

municipio de Rio Verde, microrregido sudoeste de Goias, provindas
de 5 fontes.
Fonte: Autores.

As marcas analisadas com seu respectivo volume, fonte e localizacdo
constam na Tabela 1. Os estudos foram realizados no Laboratorio de Analises de
Aguas e Efluentes do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano —
Campus Rio Verde. Foram extraidos de cada frasco 3 subamostras, somando o total de

9 analises de cada marca ou fonte.

Tabela 1 - Volumes das amostras e localizacdo das fontes de &gua mineral natural analisadas.

Marca Volume N
Localizacéo das fontes

(fonte) (ml)
A 20000 BR 364, Km 204, Zona Rural, Jatai (GO)
B 500 Fazenda Boa Vista, Bom Jesus (GO)
C 600 Bairro Cesar Bastos, Rio Verde (GO)
D 1500 Fazenda Primavera, Hidrolandia (GO)
E 250 Fazenda Formiga, Anapolis (GO)

Fonte: Autores.

A presenga ou auséncia de coliformes totais e Escherichia coli foram
realizadas com uso do kitCOL Itest, fabricado pela LKP Diagndsticos, em conformidade
com StandartMethods (APHA, 2005). Esse kit apresenta alta sensibilidade -1 (uma)
UFC/100 ml -possuindo em sua formulacdo substancias, nutrientes e MUG (4-
metilumbeliferil-B-d-glucoronide) que, devidamente balanceados, inibem o crescimento
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de bactérias Gram-positivas, favorecem o crescimento de bactérias do grupo Coliformes
e facilitam a identificacdo de E.coli através da fluorescéncia e/ou indol apos incubacao a
37°C em estufa microbioldgica, em periodo de 18 a 48 h (LOJALAB, 2016).

Na presenga de coliformes totais e E.coli, o pH do meio se altera devido a
fermentacdo da lactose, fazendo com que o meio de cultura COLItest mude sua cor
inicial de pdrpura para amarelo. O MUG de sua formulacdo quando hidrolisado libera
um fluordéforo, que apresenta fluorescéncia azul visivel na luz ultravioleta, quando
positivo para E.coli. A producgdo do indol é caracteristica de E.coli e pode ser usado na
sua identificacdo e/ou em sua confirmacdo (LOJALAB, 2016). Logo, se ndo ocorrer
alteracdo da cor puarpura para amarela, o resultado é considerado negativo para
coliformes totais e E.coli; mas se houver mudanca de coloracdo de purpura para
amarelo, o resultado é positivo para coliformes totais e, nesse caso, segue-se com o teste
da fluorescéncia e/ou indol para identificar a presenca ou auséncia de E.coli. Foram
utilizados nove frascos esterilizados que acompanham o kit COL Itest para cada marca
ou fonte de dgua mineral natural, somando o total de 45 frascos utilizados em todo o
experimento (3 amostras de cada marca ou fonte x 3 subamostras = 9 subamostras de
cada marca ou fonte). Em uma cabine de seguranca bioldgica, modelo Pachane PA 410,
foram adicionados em cada frasco, devidamente identificado, 100 ml de amostra de
agua mineral natural e meio de cultura COLItest de um sache, e em seguida realizada a
homogeneizacdo. Os frascos com as amostras foram incubados em estufa bacterioldgica
modelo Nova Etica 4000,5, a 37+1 °C. A interpretacio dos resultados foi realizada ao
completar 48h de incubacéo.

Para a obtencdo do teor de nitrato, utilizou-se o conjunto de reagentes
TNTplus835, fabricado pela HACH, com faixa de medicdo de 0,23 a 13,50 mg I™* de
nitrato calculado como nitrogénio (N-NO3") ou 1,00 a 60,00 mg I™* de nitrato calculado
como nitrato (NO3). Foi seguido o método 10206 dimetilfenol, com base na
metodologia do StandartMethods (APHA, 2005). Os ions de nitrato em solucdo
contendo acido sulfarico e fosforico reagem a 2,6-dimetil-fenol para formar 4-nitro-2,6-
dimetilfenol, possibilitando a leitura por espectrofotometria.

Foram separados 9 tubos de ensaio contendo o kit reagente TNTplus 835 para

analise de cada marca estudada, somando o total de 45 tubos empregados no
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experimento (3 amostras de cada marca x 3 subamostras = 9 subamostras de cada
marca). Adicionou-se 1,0ml de cada amostra em cada tubo de ensaio, sendo a seguir
pipetados 0,2 ml da solugdo A (acompanha o kit). Em cada tubo, homogeneizou-se a
solucdo, aguardou-se o periodo de reacdo de exatamente 15 min, sendo posteriormente
usado um espectrofotdmetro UV/VIS modelo DR 5000 para leitura das amostras. Os
resultados foram obtidos em mg I* de nitrato, expresso como nitrato (NO3).

Durante a realizacdo das analises, cada equipamento foi devidamente calibrado
e operado conforme manual do fabricante. Ap6s obtencdo dos resultados para as
varidveis microbioldgicas, os valores permitidos tiveram como referéncia a
RDC275/2005 da ANVISA, que dispBe sobre as caracteristicas microbioldgicas para
agua mineral natural e agua natural. Calculou-se a média dos teores de nitrato obtidos
em cada marca e os indices foram comparados com a RDC 274/05 da ANVISA, que

regulamenta dguas envasadas e gelo.

Resultados e discussao

N&o houve mudanca na coloracdo purpura para amarelo ap6s 48h de incubacéo
das amostras microbioldgicas, sendo todos os resultados negativos para coliformes
totais e Escherichia coli. A RDC 275/005 da ANVISA determina que,de cada cinco
amostras de 100 ml analisadas de &gua mineral natural, uma pode apresentar valor
menor que 1,0 UFC ou menor que 1,1 NMP para coliformes totais (BRASIL, 2005b).
Os resultados obtidos estdo de acordo com o esperado, ja que, para a obtencdo de agua
de boa qualidade, é necessaria a auséncia de E. coli (BRASIL, 2005b). Assim, para as
variaveis microbiologicas, foi atendida a determinacdo proposta pela ANVISA
(BRASIL, 2005b).

A andlise preliminar da qualidade fisico-quimica e microbioldgica de aguas
minerais comercializadas em Belém, no Estado do Para, verificou-se que nenhuma das
marcas estudadas apresentou bactérias do grupo coliformes, sendo o resultado
satisfatorio do ponto de vista sanitario (NETA; MATTIETTO; CARVALHO, 2012).
Entretanto, em outro estudo realizado por Sant”Ana et al. (2003) sobre a qualidade

microbiologica de 44 amostras de agua mineral de diferentes marcas no Rio de Janeiro e
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Minas Gerais, comercializadas emVassouras, no estado do Rio de Janeiro, foram
detectados coliformes totais em 11 amostras (25% do total de amostras), sendo a
contaminacgdo atribuida as condi¢des higiénicas sanitarias deficientes. Zanet al. (2013)
obteve resultando similar, avaliando a qualidade de aguas minerais comercializadas nas
cidades do Vale do Jamari, Amazdnia Ocidental, Rondbnia, sem observar alteracdes
importantes nas caracteristicas fisico-quimicas das aguas minerais analisadas, porém
foram encontrados coliformes totais em todas as marcas (amostras) e E.coli em duas
marcas. Em outra pesquisa no Rio de Janeiro sobre a qualidade sanitaria de 74 amostras,
contemplando 26 marcas comercializadas, detectou-se que 16 amostras ndo estavam em
conformidade com os padrdes de potabilidade estabelecido pela legislacdo vigente, ja
que quatro apresentaram contaminagdo por microrganismos, sendo 42,9% de bactérias
pertencentes ao grupo dos coliformes totais (TANCREDI; CERQUEIRA; MARINS,
2002).

Analises de agua mineral nas cidades de Araraquara e Américo Brasiliense, no
estado de Sdo Paulo, demonstraram que oito das 21 marcas estudadas apresentaram
positividade para coliformes totais; e duas marcas também foram positivas para E.coli,
concluindo que a variacdo na qualidade das amostras pode ser resultante da mudanca
das condic@es climaticas durante o ano e/ou higienizacdo dos garrafdes (FILHO; DIAS,
2008). Em Santos, no estado de S&o Paulo, foram analisadas 10 marcas de distintas
fontes, uma das quais com coliformes totais em nimero de 60 UFC 100 ml™, e portanto
inadequada para consumo humano segundo RDC 275/05-ANVISA. As demais marcas
apresentaram auséncia ou nimero de UFC menor que 60. Tal resultado ndo significa
que as outras amostras estejam contaminadas com niveis inferiores a 60 unidades
formadoras de coldnias (minimo detectavel pelo kit TECNOBAC), sendo ainda possivel
encontrar amostra de agua mineral contaminada, e permitir afirmar que sua
contaminacgéo pode ter ocorrido durante a fase de captacdo e processamento do produto
(VILLELA; CALDAS; GAMBA, 2010).

A marca “A” apresentou valor de NOsmenor que 1,00mg I*(Tabela 3),
observou-se auséncia nas marcas B e D (tabela 2). Na marca C foi encontrado o maior

valor de 16,61 mg I™*, com média de 16,53 mg I". Entretanto, todos os resultados
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atenderam ao limite maximo exigido pela a RDC 274/2005,de 50 mg I de nitrato

calculado como nitrato.

Tabela2 - Médias das trés (3) amostras analisadas em réplicas (3 subamostras) de cada marca
de agua mineral natural estudada para levantamento do teor de nitrato calculado como
nitrato(NO3)e valor de referéncia (limite maximo estabelecido pela Resolu¢do da Diretoria
Colegiada 274/05 da ANVISA).

Média de NOs Média geral de Valor de
Marcas (mgl™) NOs referéncia

Al A2 A3 (mgl™) (mgl™)
A <1,00 <1,00 <1,00 <1,00
B 0,00 0,00 0,00 0,00
C 16,43 16,61 16,56 16,53 50,00
D 0,00 0,00 0,00 0,00
E 2,460 2,54 2,50 2,50

Fonte: Autores.

O maior valor de nitrato obtido na marca C (Tabela 2) pode ser justificado pelo
fato desta fonte se localizar na malha urbana de Rio Verde, ao contrario das demais,
localizadas em &reas rurais (Tabela 1), favorecendo a lixiviacdo de fontes de nitrato para
a mina de agua mineral, como matéria organica de origem humana. Conforme Mosca
(2003), a concentracdo de NOj superior a 5 mg I evidencia condicdes sanitérias
inadequadas, pois a principal fonte de nitrogénio e nitrato sdo dejetos humanos e
animais. Amostras de &gua contendo niveis de nitrato superior a 5 mg 1™ podem ter
sofrido influéncia antrépica (BERTOLO; HIRATA; FERNANDES, 2007). A maior
concentracdo de nitrato na marca C também pode ser em decorréncia de propriedades
rurais proximas ao perimetro urbano, onde é aplicado alto volume de nitrogénio
inorganico (fertilizantes) nas lavouras extensivas e intensivas de soja (cultivada no
periodo de outubro a novembro) e milho safrinha (cultivado no periodo de janeiro a
abril) entre outras culturas pouco representativas. Concentragdes elevadas de nitrato na
agua subterranea denotam a ocorréncia de contaminacdo advinda de aguas servidas,
principalmente em ambiente urbano, e por utilizacdo de fertilizantes inorgéanicos e
organicos, em ambiente rural (BERTOLO; HIRATA; FERNANDES, 2007).

Lopes e Amaral (2008) também constataram niveis de nitrato em dgua mineral
conforme a RDC 274/2005, nos estudos realizados sobre o nivel de nitrato em trés

marcas de agua utilizadas pela populacdo de Jaboticabal (SP), com todas as amostras
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atendendo aos valores maximos de nitrato fixados pela ANVISA, variando de 4,6 a 11,8
mg I*. Na avaliacdo das concentracdes de nitrato em 10 marcas de 4guas minerais, em 3
anélises numeradas de 1 a 10 na regido metropolitana de Natal, Nobrega et al. (2008)
obtiveram duas amostras (08 e 09) com valores bem maiores que os obtidos neste
trabalho, sendo que a amostra 08 apresentou valores de 45,00 mg 1™ na 1° anélise, 52,20
mg I (acima do limite maximo permitido pela ANVISA) na segunda e 47,00 mg I na
terceira, e a amostra 09 apresentou valores iguais a 59,20 mg I* (acima do limite
maximo exigido pela ANVISA) na primeira amostra, 49,15 mg I™na segunda e 63,55
mg I (acima do limite maximo exigido pela ANVISA) na terceira, sendo a
contaminacdo atribuida a origem urbana. No estudo hidrogeoquimico das aguas
minerais envasadas no Brasil foram observados valores entre 9 a 49,34 mg I, e embora
estes valores sejam considerados potaveis, tais alteracdes estdo associadas a recarga de
aguas impactadas por efluentes domésticos e/ou fertilizantes inorganicos e organicos
(BERTOLO; HIRATA; FERNANDES, 2007).

Concluséao

Considerando os microrganismos coliformes totais e Escherichia coli, as
amostras atenderam as exigéncias da Resolucdo da Diretoria Colegiada 275/2005 da
ANVISA,e os valores de nitrato em todas as marcas de aguas minerais estudadas
atenderam ao limite determinado pela Resolucdo da Diretoria Colegiada 274/2005 da
ANVISA. Entretanto, das 5 fontes estudadas, a Unica localizada dentro do perimetro
urbano apresentou maior teor de nitrato, sugerindo que fonte de agua mineral dentro de
area urbanizada pode colocar em risco a saude do consumidor. Novos estudos
futuramente elucidardo mais aspectos referentes a qualidade da agua mineral em

ambientes rurais e urbanos.
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