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Este trabalho objetiva averiguar a presenca de matérias estranhas presentes em aguas minerais envasadas e sugerir a
utilizagdo da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), como técnica adequada para detecgdo e contagem. Oito
amostras de agua mineral foram obtidas e subamostras de 100 mL foram filtradas em membranas, que foram secas
e recobertas com platina e observadas em MEV. Areas de 21.025 um? foram focalizadas e as particulas contadas.
Realizaram-se andlise de varidncia e o teste de Regwq para a compara¢io das médias das contagens. Diferentes
particulas visualizadas foram registradas sob distintas magnificagdes. A analise de varidncia revelou alta significancia
entre a quantidade de matérias estranhas das amostras, indicando que as amostras diferiram bastante quanto a
essa caracteristica. As médias obtidas obedeceram a uma estratificacdo, mas foram estimadas com grande precisio,
sugerindo-se que a subdivisdo em 10 grupos de contagem e a extrapola¢do para o volume de 100 mL é uma estimativa
confidvel para a contagem de particulas filtradas nesse volume de dgua. Foi mostrado que o MEV se apresentou como
instrumento auxiliar adequado para a contagem de matérias estranhas em amostras de dguas minerais envasadas,
especialmente quando suas dimensdes ndo permitem sua identifica¢cdo convencionalmente.

Palavras-chave. Matérias Estranhas, Microscopia, Bebidas, Aguas Minerais.

This work aims to investigate the presence of microscopic foreign materials in bottled mineral waters and suggest
the use of Scanning Electron Microscopy (SEM) as a suitable technique for counting foreign matter. Eight samples
of mineral water were obtained, and 100 mL subsamples were filtered through membranes, which were then dried,
coated with platinum, and observed under SEM. Areas of 21,025 um?* were analysed, and the particles present were
counted. Variance analysis was carried out, and the Regwq test was applied to compare the counting averages. Samples
of the dirt particles were imaged at different magnifications. The analysis of variance revealed high significance among
the samples, indicating substantial differences between them. The averages followed a stratification pattern and were
estimated with great precision, suggesting that the subdivision into 10 count groups and the extrapolation to 100 mL
volume is a reliable estimate for the count of particles filtered in this volume of water. It was shown that SEM was a
suitable instrument for counting and observing foreign matter and dirt in samples of bottled natural mineral waters,
especially when their dimensions are too small to be detected by conventional methods.
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da Resolugdo RDC n° 717/2022,
estabelece que as aguas envasadas compreendem as defini¢des para a agua mineral natural, a 4gua natural, a
agua adicionada de sais e a 4gua do mar dessalinizada potavel. Desse grupo, a 4gua mineral natural é obtida
diretamente de fontes naturais ou por extragdo de aguas subterraneas, sendo caracterizada pelo contetido
definido e constante de determinados sais minerais, oligoelementos e outros constituintes.

Assim, as etapas de fabricagdo da agua mineral natural ndo devem produzir, desenvolver e/ou
agregar substancias fisicas, quimicas ou bioldgicas que coloquem em risco a saude do consumidor e
ou alterem a sua composi¢do original, devendo ser obedecida a legislagdo vigente de Boas Praticas
de Fabricagdo, devendo atender também aos Regulamentos Técnicos especificos de Caracteristicas
Macroscoépicas e Microscopicas. De acordo com o Art. 3°, as aguas envasadas ndo podem ser adicionadas
de ingredientes, excetuando-se o diéxido de carbono e sais de grau alimenticio, no caso da agua
adicionada de sais e da agua do mar dessalinizada’.

O mercado brasileiro de 4guas envasadas tem seguido em franca expansao, sendo o sétimo maior
produtor do planeta, com crescimentos incrementais anualmente. Em 2021, em um levantamento
feito pela Associagdo Brasileira das Industrias de Refrigerante e de Bebidas nao Alcoodlicas (ABIR),
o volume de producao do mercado brasileiro de aguas minerais foi de aproximadamente 13 bilhoes
de litros, uma varia¢ao de 4,7% em relagdo ao ano anterior. Jd o consumo per capita do mercado
brasileiro foi de 62 litros>. Com um apelo cada vez mais forte relacionado a um estilo de vida saudavel,
o consumo desse produto tem crescido bastante, trazendo aliada consigo a ideia de que é um produto
inocuo e livre de impurezas®.

Intimeros trabalhos tém tragado o perfil microbiolégico de aguas minerais naturais e envasadas*®,
onde esses perfis muitas vezes estao fora dos parametros estabelecidos pela legislagdo em vigor, pela
presenca de coliformes totais, termotolerantes e até Escherichia coli. Apesar da regulamentagdo especifica
para a presen¢a de matérias estranhas microscopicas em aguas envasadas', é praticamente inexistente
qualquer estudo relacionando a qualidade microscépica de dguas minerais naturais envasadas.

As Resolugdes da ANVISA, RDC n° 623/20227 e RDC n°® 717/2022', estabelecem disposi¢oes
gerais relacionadas a presenca de matérias estranhas macroscopicas e microscopicas, indicativas de riscos
a saide humana ou de falhas na aplicagdo das Boas Praticas na cadeia produtiva de alimentos e bebidas,
fixando limites de tolerancia, aplicados, inclusive, as aguas envasadas. Para esses produtos, os que
apresentarem matéria estranha indicativa de falhas das Boas Praticas, serdo considerados em desacordo
com o regulamento, com excecao da presenca de até 5 acaros mortos e 1,5% de areia (permitidos para
alimentos em geral).

Existem matérias estranhas indicativas de falhas das Boas Praticas ou indicativas de riscos a
saude humana. Algumas matérias estranhas apresentam risco a saude e podem causar lesdes ao
consumidor: objetos rigidos, pontiagudos e/ou cortantes, iguais ou maiores que 7 mm (medido na
maior dimensdo), fragmentos de osso ou de metal, lasca de madeira e plastico rigido; objetos rigidos,
com diametros iguais ou maiores que 2 mm (medido na maior dimensdo) como pedra, metal, dentes,
fragmentos de vidro de qualquer tamanho ou formato. Outras matérias estranhas indicativas de
riscos a satide humana, por poderem carrear agentes patogénicos, incluem: insetos, tais como baratas,
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formigas, moscas, bem como barbeiros, em qualquer fase de desenvolvimento, vivos ou mortos,
inteiros ou em partes; roedores, inteiros ou em partes; outros animais, tais como morcego e pombo,
inteiros ou em partes; excrementos de animais, parasitos: helmintos e protozodrios, em qualquer
fase de desenvolvimento, associados a agravos a saude humana. Sao consideradas matérias estranhas
indicativas de falhas das Boas Praticas: areia, terra, fungos filamentosos e leveduriformes que nao
sejam caracteristicos dos produtos; artropodes considerados proprios da cultura e do armazenamento;
tilmes plasticos e contaminag¢des incidentais”.

Este trabalho objetivou averiguar a presenca de matérias estranhas microscdpicas presentes nesses
produtos, sugerindo a utilizagdo da Microscopia Eletronica de Varredura, como técnica complementar,
descrita a seguir, as técnicas preconizadas na RDC n° 623/20227, para a detec¢do e contagem de matérias
estranhas nessas amostras.

Foram analisadas oito (8) amostras de agua mineral engarrafadas em embalagens de 500 mL,
de distintas marcas, oriundas de comércio ambulante em semaforos ou em supermercados na cidade
de Fortaleza-CE, com lacres fechados e nao rompidos. Assim que coletadas, foram imediatamente
levadas ao laboratorio e divididas em igual volume, com auxilio de proveta, em frascos Erlenmeyer
esterilizados de 250 mL.

Para cada amostra, subamostras de 100 mL foram filtradas em membranas de acetato
de celulose com 0,45 um de poro e 47 mm de didmetro (Millipore®, EUA). Apds a filtragdo das
amostras, as membranas foram secas em estufa, a 50,0 + 2,0 °C, por um periodo de 24 horas. As
membranas foram entdo, acondicionadas em placas de Petri, montadas em suporte de aluminio
especialmente construido para esse fim e encaminhadas para o aparelho de cobertura metdlica, da
marca Emitech®, modelo K550, onde receberam um banho de platina para se tornarem condutoras
de eletricidade e se tornarem aptas a serem visualizadas em microscoépio eletronico. A seguir, foram
levadas ao microscopio eletronico de varredura Zeiss® DSM 940A, da Embrapa Agroindustria
Tropical, com uma voltagem de aceleragdo de 15 KV.

Para cada amostra, foram selecionados, aleatoriamente, dois subgrupos de 10 campos cada,
medindo 145 um de comprimento por 145 um de largura, perfazendo uma darea de 21.025 pm? ou
0,021025 mm?, cada campo. Para cada um desses campos, foram contadas as particulas presentes na
superficie da membrana.

A drea total da membrana ¢ de 1.734,94 mm?® Considerando que 100 mL de dgua atravessaram
homogeneamente uma area de 1.734,94 mm?, entdo, cada porgdo da membrana de 0,021025 mm? filtrou
um volume de 1,21 pL de agua. Para cada subgrupo de 10 campos avaliados, o total de matérias estranhas
refere-se a 12,1 uL de dgua que atravessou a membrana. Ao fim, para determinar o numero de matérias
estranhas em 100 mL de agua, fez-se o seguinte calculo:

N° de matérias estranhas/100 mL ( = 100.000 uL) agua = (M * 10) * 100.000/12,1

Onde M ¢é a média do nimero de matérias estranhas por cada campo de 0,021025 mm?®.
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Na analise estatistica, considerou-se a amostragem estratificada, que consiste em dividir uma
populagdo em subgrupos, supondo-se que existe heterogeneidade entre as amostras e a homogeneidade
dentro dos subgrupos. Realizaram-se andlise de variancia das amostras das aguas e a aplicagao do teste de
Regwq®, a 5% de probabilidade, para a comparagdo das respectivas médias.

Todas as amostras apresentaram matérias estranhas, porém, em quantidades diferentes. As
médias obtidas das contagens de matérias estranhas obedeceram a uma estratificacdo e a andlise
de variancia revelou alta significdncia entre as amostras quanto a quantidade de matérias estranhas
ou diferenca entre os estratos, indicando que as amostras diferiram bastante entre si quanto a essa
caracteristica. A amostra 7 apresentou a maior quantidade de matérias estranhas, com 3,25 para cada
campo visualizado e as outras amostras tiveram valores menores. O coeficiente de variagao foi de
63% corroborando a grande variabilidade entre as amostras. Dentro dos subgrupos, porém, nao houve
diferenca significativa nas contagens de matérias estranhas, e os valores das contagens se mantiveram
constantes dentro de cada replicata por amostra, ratificando-se assim, a precisao da metodologia aqui
apresentada. As médias obtidas foram estimadas com precisao, sugerindo-se que a subdivisdo em 10
subgrupos de contagem e a extrapolagdo para o volume de 100 mL é uma estimativa confiavel para a
contagem de particulas filtradas nesse volume de agua. A quantidade de matérias estranhas encontradas
nas amostras indica que estao em desacordo com a legislagdo, principalmente nas amostras obtidas em
semaforos (amostras 7, 4 e 3).

Algumas das matérias estranhas visualizadas em Microscopia Eletronica de Varredura estdo
ilustradas nas Figuras 1 e 2, que mostram distintos campos de 145 um de comprimento por 145 um
de largura, das membranas de filtracao, onde se procederam as contagens de matérias estranhas.
Observa-se uma ampla variedade de tipos de particulas encontradas, com diferentes tamanhos e
formatos. A Figura 1 apresenta alguns dos campos visualizados mostrando distintas particulas:
esferas perfeitas, graos esféricos, peliculas, crostas, entre outras, vistos com 6tima resolucao e
contraste, podendo ter tido origem orgénica ou inorgénica. Na Figura 1E, um dos fragmentos possui
aspecto semelhante a plastico, pela sua transparéncia. Porém, todas essas particulas ndo fazem parte
da composicao original da agua e ndo deveriam estar presentes no seu meio. Para cobrir essa drea
de observacgdo, foram escolhidos aumentos em torno de 500 vezes. Esse aumento foi escolhido em
virtude de: 1) contemplar a faixa de aumento requerido pelas metodologias oficiais de analise de
matérias estranhas em alimentos (AOAC?®); 2) possuir um aumento suficiente para o observador
visualizar as particulas contdaveis ndo muito pequenas e com dimensdes que as enquadre como
matérias estranhas ao alimento.
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Figura 1. Imagens em MEV de alguns campos de 145 um de comprimento x 145 pum de largura, das membranas de filtragao,
com detalhes das matérias estranhas retidas em diferentes tamanhos e formatos. (A — Amostra 1, B - Amostra 2, C — Amostra 3,
D - Amostra 4, E — Amostra 5, F - Amostra 6) — Aumentos de 500x

Porém, para amostras tais como 3, 4 e 7, aumentos menores que 500x, como 200x (Figura
2F) e 300x (Figura 2D), foram suficientes para detec¢ao de matérias estranhas. Na Figura 2B, feita
em aumento de apenas 84 vezes, demonstra-se um campo de observagdo largo com varias matérias
estranhas, de distintos tamanhos, inclusive com um fragmento ndo identificado bastante extenso,
medindo quase 1 mm de comprimento. Em outra amostra (Figura 2A), com um aumento minimo de
25 vezes, o campo de observacdo do MEV mostra dezenas de fragmentos, com variados tamanhos,
filamentosos ou ndo, na superficie da membrana. Nas Figuras 2C e 2E, veem-se estruturas
filamentosas, com detalhe de filamento achatado, que sofreu dobramento (2C) e cilindrico (2E).
Na Figura 2D, visualiza-se fragmento filamentoso, com septos ao longo de sua extensdo e a Figura
2F mostra a presenc¢a de distintas particulas. A amostra 8 apresentou fragmento bem distinto e
incomum (Figura 2G).
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Figura 2. Matérias estranhas encontradas nas amostras de 4gua analisadas. (A) Imagem em aumento de 25x, amostra 7. (B) Imagem
em aumento de 84x, amostra 7. (C) Imagem em aumento de 500x, amostra 7. (D) Imagem em aumento de 300x, amostra 4. (E)
Imagem em aumento de 500x, amostra 4. (F) Imagem em aumento de 200x, , amostra 3. (G) Imagem em aumento de 900x, amostra 8
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A literatura tem demonstrado a presenca de contaminagdo microbioldgica em muitas amostras de dguas
minerais ao longo dos anos'’, relatando-se a incidéncia de contaminagdes por coliformes totais e termotolerantes,
Pseudomonas aeruginosa, entre outros. No entanto, a detec¢do de matérias estranhas tem sido pouco relatada,
como demonstrado no trabalho de Silva et al', que avaliaram a presenca de matérias estranhas em agua para
consumo humano, onde 69% das amostras estavam em desacordo com a legislagdo vigente por conter residuo
vegetal, algas verdes, fungos filamentosos, matéria amorfa e protozoarios de vida livre.

As matérias estranhas apresentadas na Figura 1 possuem tamanhos e formatos distintos e indicam a
ocorréncia de falhas no processo de fabricag¢ao do produto. Fragmentos filamentosos, como os apresentados
na Figura 2 (A, B, C, D, E, F, G), indicam claramente falhas nas Boas Praticas de Fabricagdo do produto,
podendo trazer riscos a saude do consumidor. Especificamente na Figura 2D, a presen¢a de septos ao
longo da extensao do filamento, sugere fortemente uma possivel origem bioldgica. O filamento cilindrico
mostrado na Figura 2E tem origem duvidosa, podendo ser organico ou inorgénico, e também apresenta
extenso tamanho. Outra preocupagdo aqui colocada se refere a possivel presenga de microplasticos,
definidos como quaisquer particulas plasticas sdlidas insoliveis em agua com dimensdes entre 1 pm e 1.000
nm, dimensdes compativeis com as matérias estranhas aqui apontadas.

Montagner'? relataram que os micropldsticos exercem potenciais riscos aos seres humanos e podem
ser vetores de transporte de outros contaminantes quimicos ou bioldgicos. Sua ocorréncia, portanto, em
agua envasada para consumo humano é inadmissivel. De acordo com a Resolugao RDC n° 717/2022', a
tolerancia para essas particulas é auséncia total, nao devendo conter contaminantes quimicos, bioldgicos ou
matérias estranhas que representem risco a saude do consumidor. Assim, as matérias estranhas encontradas
nesta investigagdo estdo em desacordo com a legislacao vigente.

Algumas vantagens de utilizagdo do emprego do MEV como instrumento de contagem e observagao
das matérias microscopicas em aguas minerais naturais envasadas podem ser listadas: 1) permite a observagao
de fragmentos grandes e pequenos; 2) para os fragmentos pequenos, aumentos maiores do que os permitidos
pela microscopia dptica convencional como 2.500, 3.000 ou 5.000 vezes, permitem o exame minucioso da
matéria estranha encontrada, provendo a chance de uma inferéncia sobre a origem da particula encontrada;
3) a metalizagdo realizada no preparo da membrana antes de ser levada ao MEV prové nitido contraste das
particulas sobre o fundo ‘cinza escuro’ da membrana, pois aparecem mais claras e nitidamente observaveis
e contaveis. No caso da observagdo em instrumentos comuns de dptica, algumas matérias estranhas claras e
com baixa refracdo da luz, podem ser invisiveis ao observador, causando um ‘falso’ resultado; 4) o preparo da
amostra é bastante rapido, devendo-se apenas filtrar a amostra em uma membrana, metalizd-la e leva-la para
a visualizagdo; e por ultimo, 5) matérias estranhas transparentes e diafanas, tais como microplasticos, dificeis
de serem visualizadas em microscopia Optica, sao facilmente detectadas em MEV. Esse método necessitaria,
porém, de aprimoramento no que se refere a identificagao e diagnostico das estruturas visualizadas.

Foi mostrado que o microscopio eletronico de varredura (MEV) apresentou-se como instrumento
adequado para auxiliar na determinagdo, contagem e observagdo de matérias estranhas em amostras de
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aguas minerais naturais envasadas, estatisticamente confiavel e capaz de detectar materiais opacos e também,
transparentes e diafanos. Seria um método em complementagdo aos métodos convencionais (filtragao e leitura
em microscopio estereoscdpico e 6ptico), na identificagdo de matérias estranhas de dificil diagndstico.
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Nao declarado pelos autores.
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