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RESUMO

A necessidade do ser humano em satisfazer diversas necessidades basicas e
fundamentais revela a importancia da dgua no desenvolvimento da sociedade e no seu
bem-estar. A tendéncia da exigéncia pelo abastecimento de agua e pela utilizacdo dos
seus servicos é a de aumentar, pelo que a qualidade se revela bastante importante na
gestdo destas necessidades. Desta forma, a Diretiva Quadro da Agua (DQA) garante,
além da melhor preservacao do estado ecoldgico dos ecossistemas aquaticos, a gestao
dos interesses da sociedade em relagdo a um maior consumo de dgua com qualidade.
Em Portugal cabe a Agéncia Portuguesa do Ambiente, |.P, com base na Diretiva anterior
e na Lei da Agua, implementar medidas e fazer cumprir legislagdes que permitam
manter a qualidade das massas de 4gua.

O presente trabalho foca-se na experiéncia desenvolvida nos laboratérios da
ARHNorte enquanto exibe avaliacdo do estado da qualidade (através de andlises
microbioldgicas) das massas de agua da bacia hidrografica do Rio Minho.

Abstract

The human being's need to meet various basic and fundamental needs reveals
the importance of water in the development of society and in its well-being. The demand
for water supply and the use of its services tends to increase, so quality is very important
in managing these needs. In this way, the Water Framework Directive (WFD) guarantees,
in addition to the best preservation of the ecological status of aquatic ecosystems, the
management of society's interests in relation to a higher consumption of quality water.
In Portugal, it is the responsibility of the Portuguese Environment Agency, I.P, based on
the previous Directive and the Water Law, to implement measures and enforce
legislation to maintain the quality of the water bodies.

The present work focuses on the experience developed in ARHNorte laboratories
while exhibiting an evaluation of the quality of the water bodies of the Rio Minho basin
(through microbiological analyzes).
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1 -INTRODUCAO

A APA, I.P. é um instituto publico integrado na administracdo indireta do Estado,
dotado de autonomia administrativa e financeira e patriménio préprio, de acordo com
o Decreto-Lei n.2 56/2012, de 12 de margo, que definiu a missdo e as atribuicdes,
conjugado com a Portaria 108/2013, de 15 de margo, que aprova os estatutos desta
entidade. Este organismo tem como missao propor, desenvolver e acompanhar a gestao
integrada e participada das politicas de ambiente e de desenvolvimento sustentavel, de
forma articulada com outras politicas sectoriais e em colaboracdo com entidades
publicas e privadas que concorram para o mesmo fim, tendo em vista um elevado nivel
de protecdo e de valorizagdo do ambiente e a prestacdo de servicos de elevada
qualidade aos cidaddos. As Administracdes de Regido Hidrografica sao, por sua vez,
servicos territorialmente desconcentrados da APA, |.P., que exercem as competéncias
de protecdo e valorizacdo dos recursos hidricos, na sua area geografica de jurisdicao,
com vista a garantir o cumprimento dos objetivos da Lei da Agua. No caso da
Administracdao da Regido Hidrografica do Norte, a sua circunscri¢ao territorial abrange
as Regides Hidrograficas do Minho e Lima (RH1), do Cavado, Ave e Leca (RH2) e do Douro
(RH3).
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Figura 1 - Representacdo de toda a regido hidrografica abrangida pela
Administracdo da Regido Hidrografica do Norte.
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O Despacho n.2 7714/2013, de 6 de junho, que publica a Deliberagdo n.2 7/2013,
de 18 de abril, do Conselho Diretivo da APA, cria as Unidades Organicas Flexiveis,
nomeadamente a da ARH do Norte. O Laboratério da ARH do Norte encontra-se incluido
dentro da Rede Laboratorial da APA, a qual é composta pelo Laboratério de Referéncia
do Ambiente (LRA) e por mais 3 laboratdrios regionais (Centro, Alentejo e Algarve),
inseridos nas respetivas regides hidrograficas, funcionando o LRA como laboratério
central e os laboratdrios regionais, estruturas mais pequenas, como laboratérios de
primeira linha de apoio regional. A Rede Laboratorial da APA contribui, no ambito das
suas competéncias, para o cumprimento das obrigacdes legais deste organismo,
desenvolvendo trabalho analitico de suporte as Politicas de Ambiente em matéria de
monitorizagdo ambiental, fiscalizacdo e resposta a emergéncias e reclamagdes. O
Laboratério da ARH do Norte executa ensaios em amostras de dguas naturais e residuais,
com vista a dar cumprimento a legislacdo em vigor nesta matéria, nomeadamente o
Decreto-Lei n? 236/98, de 1 de agosto, e a Diretiva Quadro da Agua (DQA) e tem
implementado um sistema de gestdao, definido no Manual de Gestdo e Manual de
Procedimentos da Qualidade, de forma a dar cumprimento a norma NP EN ISO
17025:2005. Este sistema é apoiado por um Sistema de Gestdo e Informacdo
Laboratorial em rede. Até ao presente, os principais clientes externos tém sido
sobretudo clientes institucionais: outras Divisbes da ARH do Norte, no ambito da
monitorizacao da poluicdo gerada por industrias; Tribunais, no ambito de processos de
contencioso; Policia Maritima; GNR/SEPNA (Servico de Protecdo da Natureza e do
Ambiente) e outros organismos estatais. No entanto, existe atualmente uma capacidade
instalada que lhe permite, com qualidade garantida, abrir as portas a outros potenciais
clientes.

O Laboratério da ARH do Norte executa ensaios em 2 dreas fundamentais:
Quimica e Fisico-Quimica, no Setor de Ensaios Fisico-Quimicos; Biologia, que inclui a
Bacteriologia, no Setor de Ensaios Microbiolégicos e Bioldgicos. O Laboratério de aguas
estd acreditado pelo Sistema Portugués da Qualidade para os Ensaios de Microbiologia
e Andlises Fisico-Quimicas, em matrizes aguas e efluentes liquidos. Tendo como
atividade principal o citado anteriormente, o Laboratdrio da ARH do Norte realiza
também outras acdes que Ihe sdo inerentes, nas seguintes areas:

a) Colheitas de amostras de aguas;
b) Desenvolvimento e implementagdo de novas técnicas analiticas;
c) Participacdo em acdes de formacdo (estagios, cursos, etc.) e em eventos

de divulgacdo cientifica;
d) Participacdo em ensaios interlaboratoriais.

Os ensaios interlaboratoriais sdo efetuados de forma a garantir a credibilidade
dos resultados e a continua validacdo dos mesmos. Funcionam como um sistema de
controlo de qualidade interno e externo, nomeadamente mantendo um intercambio
técnico-cientifico, com o Laboratério de Referéncia do Ambiente, da prépria APA, I.P., e
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participando em ensaios interlaboratoriais, nacionais e internacionais, em 3aguas de
consumo, aguas residuais e superficiais naturais e agua da chuva.

1.1 - Diretiva Quadro da Agua (DQA)

A Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho, de 23 de Outubro
de 2000 (Diretiva Quadro da Agua), transposta para a ordem juridica nacional através
da Lei da Agua, Lei n.258/2005 de 29 de Dezembro (Lei da Agua) e do Decreto-Lei
n277/2006 de 30 de Margo, constitui um marco de atuagdo comunitaria no ambito da
politica da agua, permitindo colmatar as lacunas existentes na legislagdo comunitaria
anterior, baseada na definicdo da qualidade da d4gua em fungao dos seus usos (agua para
uso humano, dgua para suporte da vida aquicola, agua balnear e agua de rega) e
introduz o conceito de “estado ecoldgico”, que exprime a qualidade estrutural e
funcional dos ecossistemas aquaticos (INAG, 2009) com base no “desvio ecoldgico”
relativamente as condi¢Ges de referéncia (INAG, 2006), condi¢des sujeitas a pressdes
antropogénicas pouco significativas. As condi¢ées de referéncia correspondem a
comunidades, atributos bioldgicos e/ou funcbes ecoldgicas presentes num grupo de
locais com o minimo de perturbacdo possivel (Ferreira et al., 2007). Quanto a
classificacdo do “estado ecolégico” é efetuada com recurso a indicadores de qualidade
hidromorfoldgica, fisico-quimica e bioldgica. Assim, o conceito antropogénico de agua
como recurso é abandonado em beneficio de uma visdo ecocéntrica, direcionada para
a qualidade da agua onde esta é considerada como o suporte dos ecossistemas. A
Diretiva Quadro da Agua constitui o principal instrumento da Politica da Unido Europeia
relativa a dgua. Esta estabelece um quadro de acdo comunitdria para a melhoria e
protecdo da qualidade das aguas de superficie interiores, das aguas de transicao, das
aguas costeiras e das aguas subterraneas, garantindo que todos os ecossistemas que
dependam da dgua tenham um funcionamento adequado e que todos os usos da agua
s6 possam ser aceites se ndo colocarem em causa o bom funcionamento dos
ecossistemas. Segundo a DQA, é necessario uma monitorizacdo e avaliacdo regular da
gualidade da 4gua de maneira que se facilite a criacdo de medidas para a preservacao e
recuperacao de rios em mau estado.

A Diretiva Quadro da Agua foi transposta para a ordem juridica nacional pela Lei
n.2 58/2005 de 29 de dezembro (Lei da Agua - LA) e pelo Decreto-Lei n2 77/2006, de 30
de marco. Ao nivel nacional, os desenvolvimentos mais importantes para o planeamento
e gestdo dos recursos hidricos compreendem o Plano Nacional da Agua (PNA) e os
Planos de Bacia Hidrografica (PBH). O Plano Nacional da Agua é elaborado de acordo
com o Decreto-Lei n? 45/1994 de 22 de fevereiro e é um documento que define
orientacbes de ambito nacional para a gestdo integrada dos recursos hidricos,
fundamentadas em diagndstico atualizado da situacdo e na definicdo de objetivos a
alcancar através de medidas e ac¢Oes. Este plano tem como objetivos a definicdo de
estratégias nacionais para a valorizacdo e protecao dos recursos hidricos, no quadro de
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ordenamento juridico nacional e comunitdrio, bem como a articulacdo de estratégias de
planeamento das bacias hidrograficas. A DQA também apresenta alguns objetivos
ambientais a cumprir para as diferentes massas de agua consideradas, nomeadamente
para aguas superficiais:

a) Evitar a deterioragdo do estado das massas de agua;

b) Proteger, melhorar e recuperar todas as massas de agua com o objetivo
de alcangar o bom estado das aguas — bom estado quimico e o bom estado ecoldgico;

c) Proteger e melhorar todas as massas de agua fortemente modificadas e
artificiais com o objetivo de alcancar o bom potencial ecoldgico e o bom estado quimico;

d) Reduzir gradualmente a polui¢ao provocada por substancias prioritarias
e eliminar as emissdes, as descargas e as perdas de substancias perigosas prioritarias.

Para aguas subterraneas:

a) Evitar ou limitar as descargas de poluentes nas massas de agua e evitar a
deterioracao do estado de todas as massas de agua;

b) Manter e alcancar o bom estado das dguas — bom estado quimico e
guantitativo garantindo o equilibrio entre captacdes e recargas

c) Inverter qualquer tendéncia significativa persistente para aumentar a
concentracado de poluentes.

1.2 - Qualidade da agua

A dgua é um recurso essencial a vida, indispensavel para a humanidade, mas
também para os outros organismos e para a manutenc¢ao das fun¢des e da integridade
dos ecossistemas (Mendes, 2010), desempenhando um papel vital e insubstituivel em
todo o equilibrio ecolégico. No que toca ao desenvolvimento sustentdvel dos paises é
um elemento indispensavel, uma vez que a falta de dgua ou a falta de agua com
gualidade diminuem a qualidade de vida das populacées e o seu desenvolvimento. O
aumento da populacdo humana leva a um aumento das necessidades de agua. Este
fator, aliado a intensificacdo da agricultura, do desenvolvimento da industria e da
urbanizacdo, verificados principalmente na segunda metade do século XX, tem
determinado mudancgas significativas nos padrdes de vida da sociedade e diminuido as
reservas de um recurso natural a partida renovavel. As mudancas traduzem-se num
aumento generalizado da pressdo dos recursos hidricos e na sua consequente
degradacdo pelas atividades humanas, direta ou indiretamente, tornando-a imprépria
para determinados fins, ou seja, podem diminuir a quantidade de dgua com qualidade
para ser utilizada em algumas atividades. Sendo um recurso natural imprescindivel a
manutencdo da vida na Terra e constituindo um fator essencial para a estruturacao do
desenvolvimento socioecondmico, torna-se fundamental que seja gerida de forma
ponderada e equilibrada

10
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Na Unido Europeia, a legislacdo regula a gestdo das daguas superficiais,
designadamente as aguas interiores, de transicao e costeiras, e das aguas subterraneas,
de forma a: a) evitar a continuacdo da degradacdo e proteger e melhorar o estado dos
ecossistemas aquaticos e também dos ecossistemas terrestres e zonas humidas
diretamente dependentes dos ecossistemas aqudticos, no que respeita as suas
necessidades de dgua; b) promover uma utilizagdo sustentavel de dgua, baseada numa
protecdo a longo prazo dos recursos hidricos disponiveis; c) obter uma protecdo
reforcada e um melhoramento do ambiente aqudtico, nomeadamente através de
medidas especificas para a reducdo gradual e a cessacdo ou eliminacdo por fases das
descargas, das emissdes e perdas de substancias prioritarias; d) assegurar a redugdo
gradual da poluicdo das dguas subterraneas e evitar o agravamento da sua poluicao; e)
mitigar os efeitos das inundacbes e das secas; f) assegurar o fornecimento em
guantidade suficiente de dgua de origem superficial e subterranea de boa qualidade,
conforme necessdrio para uma utilizacdo sustentdvel, equilibrada e equitativa da agua;
g) proteger as d4guas marinhas, incluindo as territoriais; h) assegurar o cumprimento dos
objetivos dos acordos internacionais pertinentes, incluindo os que se destinam a
prevencdo e eliminacdo da poluicdo no ambiente marinho (Lei n258/2005).

O conceito de qualidade da agua é relativo, ja que depende do uso a que se
destina ou do objetivo do seu utilizador. Assim, a qualidade da agua pode ser definida,
para fins especificos, como o conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas
adequadas a sua utilizacdo para determinado uso. Para cada uso da agua é, pois,
necessario estabelecer as exigéncias relativas a sua qualidade, isto é, definir parametros
de qualidade e estabelecer os seus valores-limite (Mendes, 2010). O Decreto-Lei 236/98,
de 1 de Agosto define quatro tipos principais de utilizacdo da dgua: dguas para consumo
humano, dguas para suporte de vida aquicola, dguas balneares e dguas de rega.

As aguas para consumo humano sdo aguas doces que podem ter origem em
aguas superficiais, em aguas subterraneas ou em aguas de abastecimento. As aguas para
suporte de vida aquicola sdo aguas superficiais, doces ou salobras, continentais ou
litorais, destinadas a producdo de peixe (aguas piscicolas) ou de bivalves (aguas
conquicolas). As aguas balneares sdo aguas doces léticas e Iénticas, comummente
designadas de correntes e paradas, assim como a dgua do mar e as aguas estuarinas,
gue se encontrem classificadas como aguas balneares ou, n3ao estando classificadas,
onde o banho ndo esteja interdito e seja habitualmente praticado por um numero
consideravel de banhistas (aproximadamente 100/dia, durante a época balnear). A dgua
de rega é agua superficial ou subterranea ou agua residual, que vise satisfazer ou
complementar as necessidades hidricas das culturas agricolas ou florestais (artigo 32 do
Decreto-Lei 236/98).

Os limites paramétricos estabelecidos na legislacdo sdo principalmente
desenvolvidos para a prevencdo da ocorréncia de surtos sanitarios, fornecendo uma
informacdo limitada sobre a protecdo do ambiente e da saude. Os limites paramétricos
podem definir-se como:

11
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a) a concentragdo de uma substancia ou organismo que ndo representa um
perigo significativo para a saude de um numero significativo de utilizadores;

b) as condicBes nas quais a exposicdo a essa substancia ou organismo nao sao
provaveis;

c) uma combinagdo de ambos.

Assim, sdo normalmente impostos na legislacdo dois limites paramétricos, o
valor maximo recomendavel (VMR) e o valor maximo admissivel (VMA). O VMR é o valor
de norma de qualidade que ndo devera ser ultrapassado (Decreto-Lei 236/98) e garante
a manutencdo da saude do consumidor e a cobertura das suas necessidades
alimentares. O VMA é o valor da norma de qualidade que, de preferéncia, deve ser
respeitado ou ndo excedido (Decreto-Lei 236/98); ou seja, como nem sempre os valores
obtidos sdo £ VMR, toma-se em conta o VMA, na perspetiva de que nesse intervalo de
valores (VMR-VMA) ndo se verificardao riscos significativos para a saude dos
consumidores.

1.3 - Conceito de poluicdo/contaminagdo da agua

A poluicdo da 4dgua pode ser definida como:

a) a inadequacdo da sua aplicabilidade para algum objetivo considerado;

b) qualquer modificacdo natural ou artificial que direta ou indiretamente
modifique, altere ou destrua o equilibrio dos ecossistemas e dos recursos naturais de tal
modo que traga perigo para a saude publica, diminua a sua adequabilidade ou eficiéncia
e o bem-estar do Homem e das suas comunidades;

c) a alteracdo da composicao ou do estado da dgua de tal forma que se torne
menos adequada para todas ou algumas das fungdes e fins a que pode ser adequada no
seu estado natural.

O conceito de contaminacao é definido como a introdugdo ou descarga na agua
de organismos patogénicos ou de substancias téxicas que a tornem imprépria para
consumo publico e/ou usos domésticos, ou seja, a contaminagdo pode ser considerada
um aspeto especifico da poluicdo.

1.4 - Microrganismos como poluentes
Os poluentes podem ser inorganicos, organicos e bioldgicos, incluindo-se os
microrganismos neste ultimo grupo. Os perigos mais significativos da poluicdo bioldgica

por microrganismos devem-se a contaminacdo das aguas por residuos fecais ou

12
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urinarios, provenientes do metabolismo dos animais homeotérmicos. Embora muitos
microrganismos associados a este tipo de residuos sejam inofensivos para pessoas
saudaveis, alguns sdo agentes patogénicos. Quando existe contaminacdo da agua por
fezes, as bactérias de origem fecal sdo uma causa potencial de varias doengas que
podem ocorrer sob a forma epidémica ou sob a forma endémica.

O numero de microrganismos presentes nos materiais fecais é muito elevado,
cerca de 10° (i.e., 10 000 000 000) de cada um dos grupos pesquisados por cada grama
de material fecal, dos quais apenas alguns sdo patogénicos (Mendes, 2010). Ou seja,
juntamente com os microrganismos patogénicos sao libertados microrganismos nao
patogénicos ou de patogenia limitada, pelo que a presenga ou auséncia desses
microrganismos numa amostra indica se a 4gua em questao foi ou ndo contaminada por
fezes, isto é, se apresenta o perigo de conter microrganismos fecais patogénicos. Os
microrganismos ndo patogénicos ou de patogenia limitada sdo indicadores de
contaminacdo fecal e sdo utilizados para monitorizar as dguas para a contaminacdo por
fezes. A escolha dos indicadores de qualidade microbiolégica da dgua obedece a vérios
critérios (Mendes, 2010):

a) A concentracao do microrganismo indicador na dgua contaminada deve ter
uma relacdo direta com o grau de contaminacao;

b) O microrganismo indicador deve ser suficientemente conhecido, de forma a
permitir a atribuicdo de valores-limite;

c) A andlise do microrganismo indicador deve ter uma metodologia padronizada
e especifica para o microrganismo em causa (i.e., a presenc¢a de outros microrganismos
ndo deve gerar resultados positivos) e suficientemente sensivel para detetar niveis
baixos do indicador;

d) A analise do microrganismo indicador deve ser rapida, inequivoca e de baixo
custo;

e) O microrganismo indicador deve estar presente sempre que microrganismos
fecais patogénicos estejam também presentes, e em quantidade superior aos
patogénicos;

f) O microrganismo indicador deve ser mais resistente aos agentes desinfetantes
que os microrganismos patogénicos (i.e., deve sobreviver mais tempo);

g) O microrganismo indicador ndo deve reproduzir-se na dgua (para ndo causar
sobre estimativas da poluicdo);

h) O microrganismo indicador deve distribuir-se de forma aleatdria na massa de
agua;

i) O microrganismo indicador deve ser propicio para a andlise de todos os tipos
de 34gua: torneira, rios, subterranea, barragens, estudrios, oceanos, aguas residuais...
(i.e., deve ser capaz de sobreviver nos varios tipos de agua);

j) O microrganismo indicador deve ser inofensivo para o ser humano.
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Os indicadores classicos de contaminacdo fecal sdo o grupo dos coliformes fecais
e nao fecais, o grupo dos enterococos fecais, Clostridium perfringens; e o nimero de
UFC a 229C e a 379C. O grupo dos coliformes é constituido por bactérias da familia
Enterobacteriaceae, habitantes do aparelho intestinal do homem e de outros animais
homeotérmicos. S3o bactérias Gram-negativas, em forma de bacilo e anaerdbias
facultativas. Algumas sao oxidase-positivas e crescem em condi¢des aerdbias em meio
de cultura seletivo contendo sais biliares; outras sdo capazes de fermentar lactose a
37°C com libertacdo de gas e de acido e outras sdo capazes de fazer a fermentacdo a
44.59C. A fermentacao da lactose a 44.52C permite distinguir os coliformes nao fecais
(372C) dos coliformes fecais (44.52C). Nos coliformes fecais inclui-se, por exemplo, a
bactéria Escherichia coli (Mendes, 2010). Os enterococos fecais sdo caracterizados pela
capacidade de crescerem entre 10 e 459C, a pH 9.6, em meio de cultura contendo 6.5%
de cloreto de sddio (NaCl), na presenca de 40% de sais biliares e em concentracoes de
azida inibidoras do crescimento dos coliformes. Sdo bactérias Gram-positivas que
reduzem azul-demetileno em 0.1% de leite e conseguem sobreviver a 602C durante 30
minutos. Nos enterococos fecais inclui-se, por exemplo, Enterococcus faecalis (Mendes,
2010).

O numero de UFC a 22°C e a 372C ndo é um indicador especifico de poluicao
fecal, mas sim de enriquecimento por matéria organica facilmente degradavel. As
contagens de coldnias sdo Uteis para a avaliagdo do estado da dgua e dos processos de
tratamento utilizados, por exemplo, nas ETARs. O principal interesse da contagem de
coldnias reside na possibilidade de detetar as alteracdes em relagdo ao histdrico,
baseando-se num controlo frequente e a longo prazo. A ocorréncia de um aumento
repentino do nimero de UFC pode significar que existe um foco de poluicdo.

Devido ao aprofundamento dos estudos microbioldgicos, atualmente utilizam-
se, em substituicdo ou em adicdo aos indicadores classicos, outros microrganismos,
chamados novos indicadores. A bactéria Escherichia coli substituiu, na legislacdo atual,
os coliformes fecais como indicadores de contaminacdo fecal. Esta bactéria apresenta
uma grande diversidade de adapta¢Oes ao meio, podendo causar varias doencgas que
originam diarreias (Mendes, 2010).
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1.5 - Clorofila a e feopigmentos

A clorofila a é o principal pigmento fotossintético de todos os organismos que
realizam fotossintese com libertagao de oxigénio, pelo que é amplamente utilizada para
estimar a biomassa fitoplancténica e a atividade fotossintética nas aguas doces
superficiais. Os principais produtos de degrada¢dao da clorofila sao os feopigmentos
(feofitina e feoforbida), os quais absorvem, com menor capacidade, luz no mesmo
comprimento de onda que a clorofila. A relacdo entre clorofila a/feopigmentos é
considerada um indicador do estado fisiolégico das algas, pelo que estes fatores
constituem um indicador do estado tréfico de dguas superficiais.
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2 - OBIJETIVOS

No posto de Estagiario na area das analises microbioldgicas, estdo no encargo o
desempenho de func¢des na Unidade Laboratorial da Administracdo da Regido
Hidrografica do Norte (ARH do Norte) da Agéncia Portuguesa do Ambiente, |.P. (APA,
I.P.) e a realizagdo das seguintes tarefas: realizagdo por rotina de analises
microbioldgicas em dguas naturais e residuais; quantificacdo de clorofila a e
feopigmentos em amostras de daguas naturais; preparacdo de meios de cultura;
higienizacdo e desinfecdo de material, equipamentos e bancadas; implementacao do
sistema de controlo de qualidade interno; registo informatico dos resultados de ensaios
microbioldgicos. A realizacao das fungdes apresentadas imbuiu um espirito maior de
responsabilidade enquanto foi possivel acrescer outras qualidades como a capacidade
para concretizar com eficdcia e eficiéncia os objetivos do servico e as tarefas solicitadas,
gerir adequadamente o tempo de trabalho, tendo preocupacdo com o cumprimento dos
prazos estipulados para as diferentes atividades, adaptacdao e melhoria continua (ajuste
a mudanca e a atualizagdo técnica) e iniciativa e autonomia (atuar de modo
independente e proactivo no dia a dia profissional). A grande variabilidade de tarefas e
funcdes realizadas representaram uma oportunidade Unica para evoluir
profissionalmente e adquirir, em simultaneo, novas competéncias. A oportunidade de
analisar os resultados dos ensaios de pesquisa microbioldgica e de atribuir categorias de
qualidade consoante os valores, e ao mesmo tempo atribuir uma causa provavel a casos
de contaminagao ajudou a pér em pratica o espirito critico e cientifico.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Recolha de amostras

A recolha das aguas superficiais é efetuada de acordo com a Norma ISO 5667-
3:2003 Water quality — Sampling — Part 3: Guidance on the preservation and handling of
water samples. Para recolha e seguranga das amostras sao utilizados os seguintes
elementos:

a) Recipientes lavados e descontaminados em fung¢do do parametro a analisar
(frascos de vidro, de plastico e descartaveis, garrafas ou sacos, conforme os casos);

b) Malas isotérmicas com acumuladores congelados para manter as amostras
refrigeradas até entrega no laboratério;

c) Balde de inox, caso seja necessario proceder a recolha indireta de amostras.

Muitas das recolhas de amostras de dgua sao efetuadas pelo Servico de Protecao
da Natureza e do Ambiente da Guarda Nacional Republicana (SEPNA), entidade com
Protocolo de Colaboracgdo (desde Dezembro de 2009) com a APA. Para o efeito, utilizam-
se frascos de polietileno transparente e incolor os quais sdo previamente esterilizados
em autoclave a 1219C, e devidamente identificados. Posteriormente sdo transportados
até as equipas de recolha, e por estas até ao local de amostragem, onde a recolha é
realizada de forma que as amostras garantam a assepsia, e sejam representativas das
caracteristicas microbiolédgicas e o volume recolhido seja suficiente para repetir a
analise. No local, as amostras devem ser identificadas com tinta indelével na(s)
etiqueta(s) do(s) frasco(s) e no relatério de campo, indicando o nome da dgua superficial
e respetivo codigo, a data e a hora de colheita. O técnico deve transportar a mala
térmica contendo o material necessario, até ao local de colheita, assim como o
equipamento de seguranca e os documentos de registo necessdrios (relatério de
campo). No caso das recolhas com interesse para este relatério, as amostras para
ensaios microbioldgicos, é essencial que o processo de recolha se inicie sempre pelos
recipientes destinados aos ensaios microbiolégicos, por uma questdo de assepsia. Além
deste cuidado e de forma a garantir as condi¢des de assepsia referidas, a colheita direta
de amostras de aguas superficiais (para ensaios microbiolégicos) deve seguir os
seguintes pontos:

a) O técnico deve desinfetar as maos com alcool a 70% antes de proceder a
recolha da amostra;

b) O técnico deve retirar o invélucro plastico e o anel que fixa a tampa ao
frasco de colheita imediatamente antes de se proceder a recolha;

c) O técnico deve entrar na dgua, em condi¢des de seguranca, de forma a
realizar a recolha a uma profundidade de aproximadamente 30-50cm, para evitar a
contaminacdo da amostra com materiais sélidos que existam a superficie da dgua. Nao
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devem ser recolhidas amostras demasiado préximo do fundo da massa de agua, no
sentido de evitar a recolha de eventuais sedimentos em suspensao;

d) O técnico deve posicionar-se contra a corrente, ou seja, de frente para a
corrente, de forma a poder fazer a recolha sem que a amostra seja contaminada pelo
proprio;

e) O frasco de colheita deve entrar na dgua até a profundidade desejada,

seguro pela base, e ser aberto dentro de d4gua, com a abertura para baixo, ligeiramente
inclinado no sentido oposto ao corpo. O frasco ndo deve ser completamente cheio,
devendo-se deixar uma camada de ar para permitir a homogeneizacao da amostra no
laboratério.

Sempre que o local se revele inacessivel efetua-se a colheita indireta, na qual se
recorre ao uso de um balde de inox e a recolha deve ser feita do cimo de uma ponte, se
esta existir, ou na margem. O balde deve ser lavado pelo responsavel da recolha pelo
menos trés vezes, com dgua do local. Procede-se seguidamente a recolha de amostras
para ensaios microbioldgicos, tal como foi descrito na colheita direta, e somente depois
a colheita de amostras para ensaios fisico-quimicos. O acondicionamento das amostras
é sempre efetuado em malas térmicas, fechadas e ao abrigo da luz solar, contendo
acumuladores de gelo, durante o tempo necessario ao transporte e de modo a garantir
a estabilidade das amostras. A andlise devera ser realizada no mesmo dia em que se
procede a recolha. Se tal ndo for possivel, o periodo de espera ndo poderd ultrapassar
um prazo maximo 24 horas e as amostras devem ser conservadas ao abrigo da luz e a
uma temperatura de 42C + 3°C.

A recolha das aguas subterraneas é também efetuada de acordo com a Norma
ISO 5667-3:2003 Water quality — Sampling — Part 3: Guidance on the preservation and
handling of water samples. Para recolha e seguranca das amostras sdo utilizados os
seguintes elementos:

a) Recipientes lavados e descontaminados em fungdo do parametro a
analisar (frascos de vidro, de plastico e descartaveis, garrafas ou sacos, conforme os
casos);

b) Malas isotérmicas com acumuladores congelados para manter as
amostras refrigeradas até entrega no laboratério;

c) Balde de inox, caso seja necessario proceder a recolha indireta de
amostras.
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3.2 - Localizagdo dos pontos de amostragem

O Minho é um rio internacional que nasce a uma altitude de 750 m na serra de
Meira, na Comunidade Auténoma da Galiza e percorre cerca de 340 quildmetros até
desaguar no oceano Atlantico a sul da localidade da Guarda e a norte de Caminha. Nos
ultimos 75 quildmetros do seu percurso, entre Melgaco e a foz, o Minho serve de
fronteira entre Espanha e Portugal. Para os efeitos do presente trabalho sé serdo
considerados os afluentes em territdrio portugués, sendo estes: rio Mouro, rio Gadanha,
rio Coura e rio Trancoso. Pelo interesse, para os efeitos deste relatério, da comparacao
de resultados entre diferentes tipos de massas de dgua, foram escolhidos alguns pontos
de amostragem, entre os existentes na bacia hidrografica do rio Minho, pertencentes a
aguas naturais doces, superficiais e subterraneas, e balneares, interiores e de transicao.

Quanto as aguas superficiais doces, os trés pontos sdo:

- insua do Ranhdo (de cédigo utilizado na ARHNorte 01F/02), localizado na
freguesia de Verdoejo, concelho de Valenca e pertencente ao Rio Minho. Ponto de
coordenadas geograficas N422 3' 12" W82 35' 16",

- Mazedo (01F/03), localizado na freguesia de Mazedo, concelho de Mongio e
pertencente ao Rio da Gadanha. Ponto de coordenadas geograficas N422 2' 55" W82 30'
14",

- Peso Melgaco (01H/01), na freguesia de Paderne, concelho de Melgaco,
também pertence ao Rio Minho. Coordenadas geograficas N422 6' 30" W82 17' 50".

Aguas doces subterraneas:

- 14/N1, massa de agua na freguesia de Sofo, concelho de Vila Nova de Cerveira,
de coordenadas geograficas N412 53' 49" W10¢2 21' 38".

- 40/1, localizado na freguesia de Areosa, concelho de Viana do Castelo, com as
coordenas geograficas N412 43' 28" W82 51' 42",

- 3/N1 que se encontra na freguesia de Segude, concelho de Mong3o. Encontra-
se a uma altitude de 40m e tem as coordenadas geograficas N422 2' 50" W82 23' 19",

As duas dguas balneares de transicdo cujos dados serdo apresentados tratam-se
das de Caminha e Moledo, enquanto que as aguas balneares interiores sdo as de Lenta
e Azenhas — Vilar de Mouro.

Relativamente a analise propriamente dita das amostras de dgua, ha que referir
gue durante o periodo de estagio houve a oportunidade de pér em pratica diversas
destas metodologias utilizadas para quantificar a presenca de microrganismos na agua,
as quais serdo sao descritas em seguida.
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3.3 — Membrana Filtrante

Um dos métodos utilizados para a pesquisa e quantificacdo de microrganismos é a
técnica de filtragdo por membrana, metodologia com extensa utilizacdo. Baseia-se na
filtracdo de um dado volume de amostra ou da amostra diluida através de uma
membrana filtrante de porosidade adequada para reter as bactérias em analise (0,45
um). Estes filtros sdo posteriormente colocados na superficie de placas com meios de
cultura sélidos e levados a incubar. Este método pode ser aplicado a todos os tipos de
aguas, exceto quando estdo presentes grandes quantidades de matérias em suspensdo
gue possam ser retidas pela membrana.

Equipamento necessario:

- Rampa de filtragao;

- Bomba de vacuo;

- Bico de Bunsen

- Estufas de incubacdo, com termdstato reguldvel (estufas com temperaturas
diferentes, dependendo se estamos a detetar coliformes fecais ou enterococos).

Material:

- Pingas de ac¢o inox de pontas planas arredondadas para manipulagdao das
membranas;

- Membranas filtrantes estéreis, com porosidade de 0,45 um e diametro de 47
mm;

- Copos de filtracdo estéreis;

- Pipetas estéreis de 1 ml e 10 ml.

Detecao e quantificagdo de bactérias coliformes, coliformes fecais e Escherichia coli

Para a detecdo e quantificacdo de coliformes fecais e E. coli, a norma aplicada é
a I1SO 9308-1. A membrana é colocada sobre meio de cultura diferencial seletivo
apropriado (Membrane Lauryl Sulphate Agar). O meio de cultura seletivo e diferencial,
contém lactose a qual é fermentada pelos microrganismos coliformes. Estes formam
coldnias com coloracdo amarela e alteram a cor do meio para amarelo, sob a membrana.
Esta alteracdo deve-se a acidificacdo do meio em consequéncia da fermentacdo da
lactose. As coldnias tipicas do microrganismo alvo (lactose-positivas) podem ser
repicadas para meio de cultura nado seletivo (Plate count agar) e posteriormente
submetidas a testes de confirmacdo. O resultado final é apresentado como o niumero
de UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) pelo volume especifico de amostra.
Inicialmente é necessario preparar os meios de cultura a ser utilizados durante a analise.
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Uma vez que os meios sdo comprados com todos os componentes, apenas é necessario
efetuar os passos finais:

Membrane Lauryl Sulphate Broth + Agar (MLSA)

Preparagao:

- Dissolver 86.2g em 3agua ultrapura, autoclavar a 1212C durante 15 minutos,
como indicado nas instrucdes do preparado em pdé. Deixar arrefecer até +/- 50 °C e
dispensar em placas de Petri 60 mm de diametro.

Detecao e quantificagdo de Enterococos intestinais

Tem por base a metodologia anteriormente descrita, regendo-se pela ISO 7899-
2. Como nos coliformes a primeira fase de andlise passa por preparar os meios de cultura
e reagentes:

Meio Slanetz e Bartley

Preparacgao:

- Dissolver 41,4g num litro de 4gua ultrapura. Esterilizar durante 20 minutos
numa corrente de vapor ou utilizar o micro-ondas durante 9 minutos. Durante o periodo
de estagio utilizava-se um micro-ondas para este passo. Deixar arrefecer e plaquear
rapidamente.

Quanto as restantes fases sao muito semelhantes as anteriormente referidas na
detecdo e quantificacdo de coliformes. Apenas mudando a temperatura e o tempo de
incubacao que deverao ser 36 £ 2 °C, e 44 * 4 horas respetivamente. No que diz respeito
ao aspeto das coldnias tipicas de enterococos intestinais tém uma coloragao vermelha,
castanha ou rosa no centro ou em toda a coldnia.
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3.4 — Microplacas
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Figura 2 — Representacdo esquematica do procedimento das microplacas.

A presenca de E. coli é demonstrada pela detec¢ao da enzima B-D-glucoronidase,
cujo substrato (MUG) se encontra desidratado no fundo dos pogos da microplaca. Na
presenca da enzima, o substrato é hidrolisado em 4-metilumbeliferona + glucoronideo.
A producdo de 4 metilumbeliferona é indicada por fluorescéncia azul, observavel com
lampada UV (A = 366 nm).

O processo inicia-se com a preparacao das diluicGes da amostra a utilizar, as
guais sdo posteriormente transferidas para uma placa de Petri. De seguida, procede-se
ao preenchimento sucessivo dos pocos das microplacas que sdo incubadas a 44+0,59C
durante 36 a 72 horas para a pesquisa de E. coli. Apds incubacdo observam-se as
microplacas a luz UV, sendo que a emissao de fluorescéncia indica a presenca de E. coli.
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A quantificacdo de E. coli, correspondente ao niumero de pog¢os com fluorescéncia e é
obtida por andlise estatistica baseada na Lei de Poisson. Os resultados sdo expressos
como numero mais provavel (NMP) por 100 ml. Os meios de cultura utilizados sdo
adquiridos ja prontos a utilizar, com certificado de conformidade.

A presenca de Enterococos é demonstrada pela detecdo da enzima PB-
glucosidase, cujo substrato (MUD) se encontra desidratado no fundo dos pocgos da
microplaca. Na presenca da enzima, o substrato é hidrolisado em 4-metilumbeliferona
+ glucosideo. A producdo de 4 metilumbeliferona é indicada por fluorescéncia azul,
observavel com lampada UV (A =366 nm).

3.5 - Colilert®-18/Quanti-Tray®

O método Colilert®-18/Quanti-Tray® é um ensaio criado especificamente para
contagem NMP de E. coli e bactérias coliformes em agua, potdvel ou ndo, com ou sem
tratamento. O Colilert-18 mede simultaneamente o total de coliformes e de E. coli em
amostras de agua. A base do ensaio é a tecnologia de substrato definido (DST, sigla em
inglés de Defined Substrate Technology). O método consiste em misturar o reagente
DST com 100 ml de amostra e incubar em um ensaio tipo presenca/auséncia (PA) ou tipo
numero mais provavel (NMP). A amostra adquire cor amarela quando as bactérias
coliformes metabolizam o ONPG, que serve como nutriente e indicador, e fluoresce sob
luz UV quando a E. coli metaboliza o MUG, um outro nutriente e indicador. O Colilert-18
permite detetar essas bactérias simultaneamente a concentracdo de 1 UFC/100 ml em
18 horas na presenca de bactérias heterotrdficas em concentragdes de até 2 x 106 por
100 ml de amostra.

O Quanti-Tray foi projetado para produzir contagens quantitativas de bactérias
de amostras de até 100 ml usando reagentes DST. A mistura reagente-amostra é
adicionada a uma placa Quanti-Tray, que é entdo selada com o selador Quanti-Tray
Sealer e depois incubada. A placa é projetada de forma a conter 51 cavidades com a
mistura reagente-amostra apés a selagem. O selador é uma ferramenta motorizada de
selagem por calor, projetado para selar a Quanti-Tray. Em seguida, as cavidades
positivas sdo contadas e os NMPs de bactérias coliformes e/ou E. coli sdo determinados
a partir de uma tabela. Pocos que ganham cor amarela viva apds o periodo de incubacdo
sdo positivos para coliformes fecais, enquanto que pogos simultaneamente amarelos e
fluorescentes sao positivos para E. Coli.

Procedimento:

- Adicionar o reagente em pd a 100 ml de amostra num recipiente estéril.
Importante ter conhecimento a priori sobre o local de amostragem pois no caso de se
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encontrar muito contaminado é necessario diluir a amostra, colocando em primeiro
lugar dgua ultrapura, diluindo desta forma a amostra até a percentagem necessaria.

- Fechar o recipiente e agitar até dissolver

- Verter a solugdo para um Quanti-Tray® e selar num selador Quanti-Tray da
IDEXX.

- Incubar em estufa durante 24 horas a 35+0.5°C.

- Ler os resultados contando o nimero de pogos positivos, os quais se traduzem
em numero mais provavel de bactérias coliformes fecais e E. Coli.

3.6 - Enterolert®/Quanti-Tray®

O método Enterolert/Quanti-Tray é um teste com o propdsito de estimar o NMP
de Enterococos em aguas potdveis, ndo potaveis ou residuais. Tem por base os mesmos
principios e tecnologias do método anteriormente descrito, até porque servem os dois
o0 mesmo objetivo de pesquisa de microrganismos na dgua e sao geralmente efetuados
praticamente em simultdneo a mesma amostra.

Wyl-umbelliteryl

B-D-glucoside

B-glucosidase

4-methyl-umbelliferone

B-glucosidase

B-D-glucoside

Figura 3 - Indicador-nutriente que fluoresce quando
metabolizado por enterococos.
Procedimento:
- Fechar o recipiente e agitar até dissolver
- Verter a solucdo para um Quanti-Tray® e selar num selador Quanti-Tray da

IDEXX.
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- Incubar em estufa durante 24 horas a 41+0.5°C.

- Ler os resultados contando o numero de pogos positivos, a fluorescéncia
traduz-se na presenga de enterococos e, posteriormente, no nimero mais provavel
destas bactérias.

3.7 - Clorofila a e feopigmentos

A clorofila a é o principal pigmento fotossintético de todos os organismos que
realizam fotossintese com libertagao de oxigénio, pelo que é amplamente utilizada para
estimar a biomassa fitoplanctdnica nas aguas doces superficiais. O método aqui descrito
baseia-se na Norma NP 4327:1996, que descreve o método de doseamento por
espectrometria de absor¢cdo molecular de clorofila a e dos feopigmentos presentes em
aguas superficiais, através da extracdo com acetona. Os feopigmentos sdo os produtos
da degradacdo da clorofila e absorvem, com menor capacidade, luz no mesmo
comprimento de onda que a clorofila. A acidificacdo incluida no método aqui descrito
promove a degradacdo da clorofila em feopigmentos, o que permite corrigir os valores
de concentracdo de clorofila a dos erros devido a presenca de feopigmentos.

O método baseia-se na filtracdo da amostra para isolar e concentrar o
fitoplancton através de uma membrana filtrante, evitando a sua exposicdo a luz. A
extragdo da clorofila a e dos feopigmentos é realizada com acetona a 90% (V/V). A leitura
da absorvancia do extrato realiza-se a 665 nm e 750 nm antes e depois da acidificacdo.
Procede-se ao calculo das concentracdes de clorofila a e feopigmentos através da
equacdo monocromatica de Lorenzen.

Material:

- Baldes volumétricos;

- Provetas de vidro graduadas;

- Pingas de pontas lisas e chatas;

- Varetas de vidro;

- Pipetas de vidro (1, 5 e 10 ml) e/ou dispensador de volume fixo (5ml);

- Micropipetas de volume variavel e respetivas pontas descartaveis;

- Papel de aluminio;

- Parafilm;

- Etiquetas;

- Filtros de fibra de vidro com diametro de 47 mm;

- Funis de filtracdo descartaveis;

- Tubos de centrifugadora de 10 a 15 ml de capacidade, resistentes a solventes
organicos;

- Cronédmetro;

- Rampa de filtracdo por membranas;
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- Bomba de vacuo;

- Centrifugadora;

- Espectrofotdmetro de absor¢cdo molecular que permita leituras no dominio do
visivel até 750 nm, com uma resolugao de 1 nm, uma amplitude de banda inferior ou
igual a 2 nm e uma sensibilidade inferior ou igual a 0,001 unidades de absorvancia;

- Cuvettes espectrofotométricas de percurso 6tico de 1 cm ou superior.

De forma a iniciar o procedimento propriamente dito é necessaria a preparacao
de algumas solucdes que sao utilizadas durante o mesmo.

Solugdo aquosa de Acetona a 90% (V/V)

Adicionar num baldo volumétrico de 100 ml, 90 ml de acetona pré-analise e 10
ml de agua destilada ou equivalente (medidos em proveta graduada). Homogeneizar a
solucdo e guardar em frasco de vidro vedado.

Acido cloridrico 0,1 N

Sempre que possivel, utilizar ampolas de titrisol 0,1 N para a preparacdo da
solucdo de Acido Cloridrico (HCI) 0,1 N. Alternativamente, medir 8,5 ml de acido
cloridrico concentrado (HCl) e transferir para baldo volumétrico de 1000 ml contendo
500 ml de agua destilada. Deixar arrefecer e adicionar agua destilada até perfazer os
1000 ml. Homogeneizar a solugdo e guardar em frasco escuro vedado.

Clorofila a, solugdo padrao (Ca = 10 mg/I)

Dissolver 1mg de padrao de clorofila a em 100 ml de acetona a 90% de forma a
preparar a solucdao-mae dos padrdes. Esta solucdo devera ser conservada no congelador
e sempre no escuro, até ao maximo de um ano.

Filtrar 1L de amostra (2 ou 3 replicados por amostra) através de uma membrana
de acetato de celulose. A pressao da filtracdo deve ser a mais fraca possivel de modo a
evitar-se a fragmentacao das células. Em situacdes que as aguas eram muito ricas em
fitoplancton e/ou materiais em suspensdo, o volume de amostra a filtrar foi reduzido
(pode ser reduzido até 100 ml), de modo a que se pudesse efetuar uma filtracdo em
boas condi¢cGes. Ap0s a filtracdo retira-se o filtro com o auxilio de uma pinca e dobram-
se os mesmos. Na maioria dos casos ndo se efetuou imediatamente a extragdo, portanto
os filtros foram embrulhados em folha de aluminio devidamente identificada (cédigo da
amostra, cédigo da estacdo de amostragem, nome do lago ou albufeira, data e volume
filtrado) e guardados numa caixa hermética de plastico opaco no congelador, a cerca de
-202C. Quanto a parte da extracdo da clorofila e feopigmentos, os filtros sdo colocados
nos respetivos tubos de centrifuga, que devem ser identificados com os respetivos
cddigos e informagdes utilizadas aquando o armazenamento. Previamente foi
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adicionado a cada tubo 5 ml de acetona a 90%, utilizando um dispensador automatico,
de forma a facilitar a fase de macerar o filtro com uma vareta de vidro. Cada tubo foi
selado com Parafilm e colocado no frigorifico a 42C durante, aproximadamente 20 horas.

Ja na fase de centrifugacdo prepararam-se mais trés tubos, dois deles com 10 mL
de acetona a 90% e outro tubo com solugdo padrdo de clorofila a, processando-os de
forma idéntica as restantes e funcionara como branco espectrofotométrico. Os tubos
foram a centrifuga durante 10-15 minutos a 3000-4000 rpm. No fim da centrifugacao
procedeu-se imediatamente a leitura das absorvancias dos estratos. Para a leitura
ajustou-se o zero da absorvancia do espectrometro utilizando como referéncia uma
solucdo de acetona a 90%, depois de centrifugada. Os brancos sdo lidos primeiro para
evitar interferéncias das amostras e do padrdo na cuvette utilizada. Pipetou-se 6 ml do
extrato da amostra para a cuvette de 4 cm que entra no espectdometro, tendo cuidado
em pipetar do sobrenadante. Lé-se a absorvancia do extrato a 665 e 750 nm contra o
branco de acetona a 90%, tendo em conta que a absorvancia a 750 nm ndo deve exceder
0,020 para uma célula de percurso 6tico de 4 cm. Apds as primeiras duas leituras (665 e
750 nm) adiciona-se 200 ul de 4&cido cloridrico 0,1 N, tapa-se a célula do
espetrofotémetro com a respetiva tampa e homogeneiza-se bem. Apds 2 minutos,
efetua-se novamente a leitura da absorvancia do extrato acidificado a 750 e 665 nm
contra o branco de acetona a 90%.

Calculo da concentragao de clorofila a e feopigmentos
A concentracdo de clorofila a (Cla) e de Feopigmentos (Feo) na amostra de agua

analisada é expressa em micrograma por litro (ug/L) e calculada segundo as equagdes
monocromaticas de Lorenzen (1967):

Cla = A . K. [(A0665 — A0o750) — (Aa665 — Aa750)] . v

V.L

Feo = A.K.[R.(A0665 — Ao750) — (Aa665 — Aa750)] . v

V.L
Onde:
A0665 e Ao750 — sdo respetivamente as absorvancias a 665 e 750 nm antes da acidificacdo
Aa665 e Aa750 — sdo respetivamente as absorvancias a 665 e 750 nm ap0s a acidificagao
v — Volume do extrato (ml)
V — Volume de agua filtrada (L)
L — Caminho ético (cm)

K-2,25
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4 - APRESENTAGAO DE RESULTADOS

Os resultados a seguir apresentados dizem respeito a andlises efetuadas durante
o periodo de estdgio e apenas a massas de agua (naturais doces, superficiais e
subterraneas e balneares, interiores e de transi¢cdao) pertencentes a bacia hidrografica

do Rio Minho, cedidos pelos representantes dos laboratérios da ARHNorte. De salientar

que de forma a rentabilizar o tempo despendido nas analises, na unidade laboratorial

da ARH do Norte, utiliza-se apenas um procedimento de pesquisa para cada matriz de
agua. Aguas balneares apenas se utiliza 0 método das microplacas, enquanto que aguas
naturais doces eram analisadas utilizando o método da membrana filtrante, passando-

se em 2018 a usar apenas o método Enterolert e Colilert, o que explica a mudanca de

unidades nos resultados das dguas doces de Novembro de 2017 para Maio de 2018.

4.1 - Aguas naturais doces superficiais

01F/02 |01F/03 |01H/01 |Unidade
Outubro 62 480 15
—— 113 320 3 UFC/100ml
Maio 6 - 6
Junho - 185 -| NMP/100ml
Julho 87 - 9

Tabela 1 - Valores obtidos em cada amostragem para o
parametro enterococos.
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Figura 4 — Variacdo temporal dos niveis de enterococos em trés diferentes aguas

naturais doces superficiais.
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Escherichia coli
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Figura 5 - Variagao temporal dos niveis de Escherichia coli em trés diferentes aguas
naturais doces superficiais.

01F/02 01F/03 01H/01 |Unidade
outubro 160 210 451 Urc/100ml
Novembro 150 1020 71
Maio 81 - 94
Junho - 517 -| NMP/100ml
Julho 201 - 83

Tabela 2 - Valores obtidos em cada amostragem para o
parametro Escherichia coli.

De forma a classificar as dguas doces superficiais, baseiam-se os critérios na
legislacdo de dguas para consumo humano. Tendo em conta que uma dagua para
consumo humano ndo deve apresentar microrganismos, classificam-se estas dguas
como tendo ma qualidade microbioldgica, uma vez que em todos os pontos e em todas
as amostragens se verificaram concentracbes tanto de Escherichia coli como de
Enterococos. De forma a se poderem utilizar estas dguas para consumo, aconselha-se
entdo o tratamento das mesmas.
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01F/02 |01F/03 |01H/01 |Unidade
Outubro 2,9 <0,73 2,5
Novembro <0,73 - -

ug/L

Tabela 3 — Valores obtidos em cada amostragem para o parametro
clorofila @ em dguas naturais doces superficiais.

Durante o periodo de estdgio apenas existiram as amostragens apresentadas no
que toca a clorofila a e feopigmentos pois é um parametro com uma periodicidade de
amostragem maior que os restantes. Além disso, os valores ndo revelam quantidades
de biomassa fitoplancténica elevadas, pelo que a contaminacdo excessiva por matéria
organica estd posta de parte e pode-se considerar que a qualidade do curso de agua é
boa. De qualquer forma, para obter informagao mais aprofundada sobre o estado tréfico
de um curso de agua sugeria a analise deste parametro em conjunto com outras
métricas fisico-quimicas e bioldgicas.

4.2 - Aguas naturais doces subterraneas

14/N1 |40/1 3/N1 Unidade
Enterococos <1 <1
- Margo 61| NmP/100mI
E. coli - Abril - - 5

Tabela 4 - Valores obtidos em cada amostragem para ambos os parametros
enterococos e Escherichia coli em dguas naturais doces subterraneas.

Para as dguas naturais doces subterraneas, foi utilizado o mesmo critério que nas
superficiais. No caso dos pontos 14/N1 e 40/1, ndo se encontraram coldnias de
enterococos, dai o valor apresentado, logo a qualidade microbioldgica é considerada
boa. Sendo assim, os valores bacterioldgicos apresentados para o ponto 3/N1, apesar
de heterogéneos, sdo todos resultados positivos da presenca de microrganismos e,
portanto, as dguas sao improprias para consumo e aconselha-se tratamento antes de
serem utilizadas em captagdes para consumo.
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4.3 - Aguas balneares de transi¢do

Caminha | Moledo Unidade
4 de <15 <15
Junho
25 de <15 15
Junho
16 de NMP/100ml
<15 <15
Julho
Bk 15 <15
Agosto

Tabela 5 — Valores obtidos para o parametro enterococos em

aguas balneares de transicao.

Observando os resultados em questdo e tendo em conta as tabelas do Anexo |,
podemos concluir que ambas as dguas balneares de transicdo apresentam valores
dentro do intervalo de qualidade do Excelente, uma vez que ndo existe nenhum valor

acima de 15 NMP/100mL.

Unidade

30 | NMP/100mlI

Caminha | Moledo
j‘u‘:‘io <15 61
Jont
Jlfl:s <15 <15

Tabela 6 — Valores obtidos para o parametro Escherichia coli
em aguas balneares de transicao.

Assim como na contagem de Enterococos, os resultados de E. coli ndo

ultrapassam o limite superior para as aguas balneares de transicao, visto que o valor
mais alto (110 NMP/100ml) ndo ultrapassa o limite estipulado no Anexo | (250
UFC/100ml). Com os valores apresentados depreende-se que ndo existem episddios de

contaminagdo microbioldgica, concluindo-se na Excelente qualidade das 4guas

balneares de transicdo.
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4.4 - Aguas balneares interiores

Azenha -
Lenta Vilar de Unidade

Mouros

18 de
15 15

Junho < <
2 de Julho 144 30
16 de Julho 15 <15
30 de Julho 15 15 | NMP/100m|
1de ) ]
Agosto
13 de 15 <15
Agosto

Tabela 7 — Valores obtidos para o parametro enterococos em
aguas balneares interiores.

Mais uma vez os valores apresentados recaem todos na qualidade Excelente pois
nao ultrapassam as 200 UFC/100ml.

Azenha -
Lenta Vilar de Unidade
Mouros
18 de Junho 30 160
2 de Julho 539 773
16 de Julho 30 30 NMP/100ml
30 de Julho - 4796
1 de Agosto - 46

Tabela 8 - Valores obtidos para o parametro Escherichia coli em
aguas balneares interiores.

A 3gua balnear de Lenta apresenta a 18 de Junho e a 16 de Julho resultados na
ordem da Excelente qualidade, enquanto que a 2 de Julho a qualidade decresceu,
havendo um pico de E. coli, deteriorando a qualidade, a qual desceu para Boa. Azenhas
revela-se mais problematica. Os valores apresentados na Tabela 8 sdo mais elevados
gue os de Lenta, este pormenor justifica também o maior nimero e frequéncia de
analises efetuadas a mesma, pois sempre que existem resultados acima dos previstos e
fora de uma qualidade da agua aceite, é necessario repetir a amostragem e andlise do
ponto em que ocorre a suposta contaminacdo. A 18 de Junho, 16 de Julho e 1 de Agosto
os valores encontram-se no Excelente, ja a 2 de Julho apresenta uma qualidade mais
baixa, Boa, e a 30 de Julho obteve-se o valor mais alto (4796 NMP/100ml), resultado
bastante preocupante pois ultrapassa a escala das aguas préprias para uso recreativo.
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Importante de referir que em diversas tabelas existem resultados apresentados
com o sinal de “menor que”, como por exemplo na Tabela 7, a 16 de Julho, Azenha
apresenta um resultado de <15. Isto deve-se ao facto de o valor estar abaixo do Limite
de Quantificagdo (LQ), ou seja, a menor quantidade de analito numa amostra que pode
ser determinada com precisdao e exatidao aceitaveis sob as condi¢Ges experimentais
estabelecidas. Os LQ estavam estipulados anteriormente e tinham sido calculados
segundo a base de dados de resultados anteriores. Por fim, referir que apesar de na
legislagdo surgir o numero de microrganismos em UFC/100mL e através da utilizagdo do
método das microplacas se obter um resultado sobre o formato de NMP/100ml, ambas
estas métricas sao relativamente equivalentes pelo que o resultado obtido é
automaticamente comparado com as tabelas de qualidade sem se efetuar uma
conversao de unidades.
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5- CONCLUSAO

Tirando ilagdes sobre o trabalho efetuado considero que o estagio proporcionou
uma oportunidade Unica para evoluir profissionalmente e adquirir, em simultdneo,
novas competéncias. Considero ter conseguido uma rapida adaptagdo a diversidade de
tarefas desempenhadas, atividades atribuidas e aos procedimentos internos
implementados, o que resultou numa experiéncia muito enriquecedora. A pratica
laboratorial promoveu bastante a capacidade autodidata e a independéncia no que toca
a manuseamento de material, amostras, preparacdo de meios de cultura e analises
microbioldgicas. De igual forma, no que respeita aos diversos pareceres técnicos que
contribui na realizagdo, ajudaram a desenvolver o espirito critico e a capacidade de
andlise de multiplos resultados em simultaneo, ao mesmo tempo que me foi possivel
pdr em pratica alguns predicados da Diretiva Quadro de Agua e concluir sobre a
gualidade de diferentes massas de agua.

Observando os resultados apresentados pode inferir-se sobre a qualidade
microbioldgica da agua nos pontos especificados. Uma vez que é utilizado o principio de
“um fora, todos fora” no que toca a atribuicdo da qualidade de uma agua, esse mesmo
principio sera utilizado na atribuicdo de uma classificacdo microbiolégica. Traduzindo,
se um dos parametros obtiver um resultado Mau ou Mediocre, a qualidade geral da
massa de dgua é considerada Ma ou Mediocre. Sendo assim, sera correto utilizar todas
as métricas apresentadas de forma a chegar a uma conclusdo sobre a qualidade. Desta
forma, ambas as aguas balneares de transicdao (Caminha e Moledo) apresentam uma
gualidade Excelente, dado que durante a monitorizacdo da época balnear todas as
analises se mantiveram nesta categoria. Passando as aguas balneares interiores, a
gualidade de Lenta é considerada Boa, devido ao resultado positivo de E. coli de 2 de
Julho (539 NMP/100ml), ja Azenha é considerada Mediocre, devido a andlise a E. coli de
30 de Julho. Sendo que na analise seguinte os valores baixaram e se mantiveram na
categoria de Excelente, sera de pensar que o percurso natural do rio de desaguar no mar
tornasse este caso de contaminacdo periddico, ocorrendo uma diluicdo dos poluentes.
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7 - ANEXO |

Tabela | - Concentragdes de microrganismos por categoria de qualidade para aguas
balneares interiores.

Aguas interiores (considerando 3 épocas balneares consecutivas)

P QUALIDADE QUALIDADE | QUALIDADE
EXCELENTE | BOA ACEITAVEL

Enterococos intestinais em ufc/100ml (*) 200 (™) 400 (™) 330

Escherichia coli em ufe/100ml {*) 500 {*) 1000 (™) 900

Tabela Il = Concentragdes de microrganismos por categoria de qualidade para dguas
balneares costeiras/de transic3o.

Aguas costeiras (considerando 4 épocas balneares consecutivas)

P ARAMETRO QuUALIDADE QUALIDADE | QUALIDADE
SRS EXCELENTE | BOA ACEITAVEL

Enterococos intestinais (ufc/100ml) (*] 100 (™) 200 (™) 185

Escherichia coli (ufc/100ml) (*) 250 (*) 500 (™) 500
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