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Resumo

Este trabalho contou com a colaboracdo de uma empresa, sediada na Beira Baixa,
produtora de queijos a partir de leite cru de ovelha e de cabra. Foram realizadas
analises microbioldgicas e fisico-quimicas, em alturas do ano diferentes (maio/junho e
outubro/novembro), a agua usada em 24 explorac¢des leiteiras de producao de leite,
fornecedoras da queijaria. No total foram analisadas 47 amostras, 66% das quais sem
tratamento. Os parametros analisados foram: pH, condutividade elétrica (uS/cm),
oxidabilidade (mg/L), azoto amoniacal (mg/L), nitratos e nitritos (mg/L), azoto
organico (mg/L), ferro (ng/L), manganés (pg/L), coliformes totais (N2 UFC/100mL),
Escherichia coli (N2 UFC/100mL), enterococos intestinais (N2 UFC/100mL),
Clostridium perfringens (N2 UFC/100mL), microrganismos totais a 222C (N2 UFC/mL),
microrganismos totais a 372C (N2 UFC/mL), Pseudomonas aeruginosa (N@
UFC/100mL) e Listeria monocytogenes.

Os resultados mostram que, com base no DL n? 306/2007 para uma agua de
consumo e que seja destinada a industria alimentar, nos parametros fisico-quimicos,
31% das amostras de agua tratada e 65% das amostras de agua ndo tratada
apresentam resultados insatisfatorios para a qualidade da agua, verificando-se maior
numero de incumprimentos a nivel do parametro de pH. Em relacdo aos parametros
microbiolégicos, foi verificado que 44% das amostras de dgua com tratamento e 74%
das amostras sem tratamento apresentam resultados insatisfatorios para a qualidade
da 4gua, sendo que o maior nimero de incumprimentos se verificou para os coliformes
totais. Relativamente a pesquisa de Pseudomonas spp. foi verificado que a grande
maioria, 70% das amostras se encontravam contaminadas por Pseudomonas spp.,
sendo que apenas foi possivel identificar Pseudomonas aeruginosa num unico
produtor. Consoante a pesquisa de Listeria monocytogenes, todas as amostras
analisadas apresentaram um resultado negativo, no entanto foram identificadas as
espécies L. ivanovii e L. seeligeri na amostra de agua, resultado este que ndo descarta
a importancia de um acompanhamento ao produtor identificado pela empresa.

Em relacdo as hipodteses testadas, foi verificada correlagdo entre a variavel
dependente fonte de captacdo e as variaveis independentes pH, condutividade
elétrica, oxidabilidade, azoto amoniacal, n? de coldnias a 22°C e 372C, bactérias
coliformes e enterococos intestinais. Pelo contrario, ndo foi obtida correlagdo entre
a fonte de captacao e as variaveis independentes nitratos e nitritos, azoto organico,
ferro e manganeés, Clostridium perfringens, Pseudomonas spp. e Escherichia coli. A
hipo6tese que correlacionava a presenca de bactérias coliformes com a presenca de
Pseudomonas spp. foi suportada.

Palavras chave
Pseudomonas spp., qualidade da agua, indicadores fecais, equipamento de ordenha,
leite cru
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Abstract

This work was performed with the collaboration of a dairy factory located at the
Beira Baixa region which produces cheese with raw milk from sheep and goat.
Microbiological and physical-chemical analysis were conducted to the water samples
used in 24 dairy farms of small ruminants that supply the cheese factory. The analysis
were made at different times of the year (May/June and October/November). Forty-
seven samples were analyzed, 66% of which being water samples with no treatment.
The parameters analyzed were: pH, electrical conductivity (uS/cm), oxidisability
(mg/L), ammonia nitrogen (mg/L), nitrates and nitrites (mg/L), organic nitrogen
(mg/L), iron (ug/L), manganese (ug/L), total coliform (CFU/100mL), Escherichia coli
(CFU/100mL) intestinal enterococci (CFU/100mL), Clostridium perfringens
(CFU/100mL), total microorganisms at 22°C (CFU/mL), total microorganisms at 37°C
(CFU/mL) Pseudomonas aeruginosa (CUF/100mL) and Listeria monocytogenes.

The results show that, based on the Portuguese Law Decree 306/2007 for
drinking water and water which is destined to the food industry, 31% of the treated
water samples and 65% of the untreated water samples had unsatisfactory results
concerning physical-chemical parameters, presenting a greater number of non-
compliances to the pH parameter. Regarding the microbiological parameters, it was
found that 44% of the samples of treated water and 74% of the samples of untreated
water showed poor results for water quality, being the highest number of non-
compliances found in total coliforms. With regard to Pseudomonas spp., it was found
that most samples (70%) were contaminated with this bacteria, nevertheless it was
only possible to identify Pseudomonas aeruginosa in a single milk producer. On what
concerns the detection of Listeria monocytogenes, all samples analyzed (water and
swabs in a milk producer) showed a negative result, nevertheless L. ivanovii and L.
seeligeri were isolated in the water sample. This result does not exclude the importance
of monitor this milk producer concerning the presence of L. monocytogenes.

Regarding the tested hypotheses, it was found correlations between the
dependent variable water source and the independent variables pH, electrical
conductivity, oxidisability, ammonia nitrogen, number of total microorganisms at 22°C
and 37°C, coliform bacteria and intestinal enterococci. On the contrary, it was not
obtained correlation between the water source and the independent variables nitrates
and nitrites, organic nitrogen, iron and manganese, Clostridium perfringens,
Pseudomonas spp. and Escherichia coli. The hypothesis that correlates the presence of
coliform bacteria in the presence of Pseudomonas spp. was supported.

Keywords
Pseudomonas spp., water quality, fecal indicators, milking equipment , raw milk

IX






Indice Geral

1. INTRODUCAO 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA 3
2.1. Qualidade da agua e saude publica 3

2.2.Qualidade da agua utilizada na higienizagao de utensilios e equipamentos na sala de ordenha vs

qualidade do leite 5
2.3.Parametros de avaliagao da qualidade da agua 6
2.3.1. Parametros fisico-quimicos 7
2.3.2. Parametros microbioldgicos 10
3. MATERIAL E METODOS 15
3.1. Caracterizagdo da queijaria e exploragées leiteiras 15
3.2. Colheita das amostras 15
3.3. Descrigao das analises fisico-quimicas 18
3.4.Descrigao das andlises microbioldgicas 22
3.5. Tratamento estatistico 29
4, RESULTADOS E DISCUSSAO 32
4.1. Proveniéncia das amostras 32
4.2. Resultados e discussao das analises fisico-quimicas 34
4.2.1. Apreciagdo dos resultados fisico-quimicos tendo em conta o DL n2306/2007 34
4.2.2. Anélise dos resultados fisico-quimicos em fun¢do da fonte de captacgdo 38
4.3.Resultados e discussao da andlise microbiolégica 46
4.3.1. Apreciagdo dos resultados microbiolégicos tendo em conta o DL n2306/2007 46
4.3.2. Anélise dos resultados microbioldgicos em fungdo da fonte de captacgdo 50
4.3.3. Contagem de Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas spp. 54
4.3.4. Caracterizagdo de isolados de Pseudomonas spp. e potencial para promover defeitos de cor
em queijos 58
4.3.5. Pesquisa de Listeria monocytogenes numa amostra de dgua de leite e no ambiente 60
4.4. Resumo dos resultados do modelo conceptual 61
5. CONSIDERACOES FINAIS 63
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 65

XI



ANEXOS 71

Anexo |: Parametros de avaliagdo da qualidade da agua destinada ao consumo humano de acordo
com o Decreto-lei n2 306/2007 de 27 de agosto 72

Anexo ll: Fluxograma para a determinagao do potencial hidrogenidnico (pH) em amostras de aguas 76

Anexo llI: Fluxograma para a determinagao da condutividade elétrica em amostras de aguas 78
Anexo IV: Fluxograma para a determinagdo da Oxidabilidade em amostras de Aguas 80
Anexo V: Fluxograma para a determinagio dos compostos de azoto em amostras de Aguas 82
Anexo VI: Fluxograma para a determinagdo dos metais pesados em amostras de Aguas 86

Anexo VII: Tabela sintese dos microrganismos analisados com respetivos meios de cultura e
reagentes utilizados 88

Anexo VIII: Fluxograma para a contagem e dete¢do do nimero de coldnias a 222C e a 372C: NF EN ISO
6222-1999 90

Anexo IX: Fluxograma para a contagem de coliformes e Escherichia coli: NF EN 1SO 9308-1:2000 92
Anexo X: Fluxograma para a contagem de Enterococos intestinais: NF EN ISO 7899-2 (2000) 94

Anexo XI: Fluxograma para a contagem de Clostridium perfringens e esporos: National Standard
Methods, HPA- referéncia n2 W 5i3.1 96

Anexo XIlI: Fluxograma para a contagem e dete¢ao de Pseudomonas aeruginosa: NF EN 12780:2002 99
Anexo XIllI: Fluxograma para a pesquisa de Listeria monocytogenes: 1SO 11290-1:1996 101

Anexo XIV: Output dos resultados dos testes realizados aos parametros fisico-quimicos, quando

comparados com as épocas de colheita (SPSS) 103
Anexo XV: Resultados dos testes realizados aos parametros fisico-quimicos (SPSS) 105
Anexo XVI: Resultados dos testes realizados aos parametros microbiolégicos (SPSS) 108
Anexo XVII: Resultados da correlagdo entre a de Pseudomonas spp. e fonte de captagao 110

Anexo XVIII: Resultados da correlagdo entre a presenga de Bactérias coliformes e Pseudomonas spp.
112

X1



indice de figuras

Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:
Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Localizacdo das exploragdes produtoras de leite onde foi
realizada a colheita das amostras de 4gua

Etapas do processo de filtragdo por membrana

Colénias tipicas de bactérias coliformes no meio Tergitol
7 Agar

Confirmacao da producao de indol por culturas de E. coli.

A direita uma reacdo indol-positiva e a esquerda uma
reacdo indol-negativa

Enterococos confirmados no meio Bile Esculin Agar
Modelo Conceptual

Identificagido de uma cultura desconhecida como
Pseudomonas aeruginosa, através da utilizacdo de uma
galeria bioquimica API 20NE

Aspeto de culturas de Ps. aeruginosa (a) e Ps. fluorescens
(b) no meio King B e de culturas de Pseudomonas spp. em
Agar Queijo.

Sintese dos resultados das correlagoes testadas

XIII

16

24

25

25

26

30

58

60

62



XV



indice de tabelas

Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

Tabela 10:

Tabela 11:

Tabela 12:

Doencas de origem hidrica por via oral
Origem das amostras de agua analisadas
Parametros fisico-quimicos e respetivos métodos analiticos

Parametros microbiolégicos e respetivos métodos
analiticos

Parametros fisico-quimicos avaliados e respetivo valor
paramétrico (VP)

Resultados fisico-quimicos das andlises as amostras de
agua com tratamento

Resultados das andlises fisico-quimicas das amostras de
adgua sem tratamento

Percentagem de incumprimentos relativos ao ferro e
manganés

Parametros microbiolégicos avaliados e respetivo limite
legal

Resultados das andlises microbiolégicas das amostras de
agua com tratamento

Resultados das analises microbiolégicas das amostras de
agua sem tratamento

Resultados da contagem de Ps. aeruginosa e Pseudomonas
spp. nas amostras de agua colhidas em outubro/novembro
(n=23)

XV

17

19

22

34

35

36

46

47

48

49

55



XVI



indice de Graficos

Grafico 1:

Grafico 2:

Grafico 3:

Grafico 4:

Grafico 5:

Grafico 6:

Grafico 7:

Grafico 8:

Grafico 9:

Grafico 10:

Grafico 11:

Percentagem de amostras com tratamento e sem tratamento

Percentagem de amostras em fun¢ao da sua origem

Percentagem de exploragdes que usam agua tratada/nao
tratada em relacdo ao tipo de ordenha manual/mecanica

Percentagem de incumprimentos para cada parametro fisico-
quimico

Boxplot que traduz a dispersao dos valores de pH em funcao da
fonte de captagdo

Boxplot que traduz a dispersao dos valores da condutividade
elétrica em func¢do da fonte de captacdo e da data de colheita de
amostra

Boxplot que traduz a dispersao dos valores da oxidabilidade em
funcao da fonte de captacdo e da data de colheita de amostra

Boxplot que traduz a dispersao dos valores do azoto amoniacal
em funcao da fonte de captacdo e da data de colheita de
amostra

Boxplot que traduz a dispersdo dos valores dos nitratos e
nitritos em fung¢do da fonte de captac¢ao e da data de colheita de
amostra

Boxplot que traduz a dispersdo dos valores do azoto organico
em funcao da fonte de captacdo e da data de colheita de
amostra

Percentagem de amostras de dgua da rede publica e de
amostras de agua subterraneas sem tratamento com um

XVII

32

33

34

37

39

40

41

42

43

45

50



Grafico 12:

Grafico 13:

Grafico 14:

Grafico 15:

Grafico 16:

Grafico 17:

numero de microrganismos a 222C inferior e superior a 100
UFC/mL

Percentagem de amostras de agua da rede publica e de
amostras de agua subterraneas sem tratamento com um
numero de microrganismos a 379C inferior e superior a 20
UFC/mL

Percentagem de amostras em incumprimento (21UFC/100mL)
relativamente aos parametros bactérias coliformes e E. coli em
amostras de agua da rede publica e em amostras de agua
subterraneas sem tratamento

Percentagem de amostras em incumprimento (=1UFC/100mL)
relativamente ao parametro enterococos intestinais em
amostras de agua da rede publica e em amostras de agua
subterraneas sem tratamento

Percentagem de amostras com contagem de Pseudomonas spp.
>1 UFC/100mL em amostras de 4gua com e sem tratamento

Frequéncia relativa (%) de espécies identificadas entre os 20
isolados identificados com recurso ao API 20NE

Frequéncia relativa (%) dos isolados (n=23) com capacidade
para produzirem pigmentos fluorescentes e/ou promoverem o
acastanhamento no meio Agar Queijo

XVII

51

53

54

57

58

59



Lista de abreviaturas, siglas e acrénimos

Ci-Primeira colheita de amostra

Cz2- Segunda colheita de amostra

DL- Decreto-Lei

ESACB- Escola Superior Agraria de Castelo Branco
Fe- Ferro

I[SO- International Organization for Standardization
LD- Limite de Detecdo

Mn- Manganés

pH- Potencial Hidrogeniénico

SMEWW- Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
UFC- Unidade Formadora de Colénia

VP- Valor Paramétrico

XIX



XX



Qualidade microbiolégica e fisico-quimica da d4gua usada na higienizacdo em exploracdes de leite de pequenos ruminantes

1. Introducao

A agua é indispensavel a manutencao da vida no planeta e, por esse motivo,
desperta o interesse de diversos sectores, nomeadamente os que estudam a qualidade
deste recurso (Jodo et al, 2011). Quando abordado o conceito da qualidade dos
alimentos este €, essencialmente, multivariado, abrangendo um ntUmero de
propriedades tais como cor, teor de humidade, textura, aroma e gosto (Gowen, 2012).
Vilar et al (2012) alertam-nos também para a importancia da presenca de
microrganismos nos alimentos, pois estes podem representar um risco para a saude
publica. Quando se encontram presentes na agua poderao afetar a satide humana, quer
pelo seu consumo direto, quer pelo seu uso indireto na producdo e/ou processamento

de alimentos (Amenu et al., 2014).

No queijo e outros produtos derivados do leite a garantia da inocuidade destes s6 é
possivel por meio da implementacdo das boas praticas de higiene, envolvendo a
sanidade animal, e higiene dos manipuladores, equipamentos e utensilios, tanto na
produ¢do primaria como no fabrico do produto final. Dessa forma, a limpeza e a
higienizacdo dos equipamentos, utensilios e ambiente sdo operag¢des fundamentais no
controlo sanitario em industrias alimentares (CAP, 2009).

Na producdo leiteira, a qualidade microbioldgica é um dos principais indicadores
da qualidade da agua utilizada. Assim, a utilizacdo de uma agua com presenca de
microrganismos podera contaminar os equipamentos de ordenha, refrigeragdo e, por
ultimo, comprometer a qualidade do leite (Jodo et al., 2011). Vilar et al. (2012) refere
ainda que, no caso do leite, a obten¢do de um produto de elevada qualidade depende
dos processos que ocorrem na sua producdo, designadamente a qualidade
microbiologica da agua. Toda a agua utilizada para a remocdo de qualquer
contaminac¢do nas superficies que contactam com os alimentos deve estar de acordo
com os parametros do DL n? 306/2007 de 27 de Agosto.

Por se tratar de um assunto tdo importante, uma vez que interfere com a qualidade
e a seguranca dos alimentos, este estudo recai sobre a avaliacdo da qualidade da agua
utilizada em explorac¢des de leite de pequenos ruminantes. Sdo varios os estudos que
abordam a tematica da qualidade da dgua, no entanto poucos sao os estudos publicados
que se debrucam sobre as propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas da agua
utilizada nas exploracdes de leite de pequenos ruminantes na regido centro, mais
especificamente no distrito de Castelo Branco.

Assim, este trabalho teve como objetivo geral a avaliagdo da qualidade
microbiolégica e fisico-quimica da dgua utilizada na lavagem e higienizacdo de
utensilios e equipamentos de ordenha em exploracoes de leite de pequenos
ruminantes, fornecedores de leite de uma empresa produtora de queijo, localizada na
Beira Baixa. Como objetivos especificos podemos referir: (1) Classificacao das aguas
analisadas quanto a sua qualidade, tendo em conta o fim a que se destinam; (2)
Verificagcdo de possiveis relacdes entre os parametros fisico-quimicos e as fontes de
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captacdo das aguas analisadas; (3) Verificacdo de possiveis relagdes entre os
parametros microbiologicos e as fontes de captacdo das aguas analisadas; (4)
Verificacdo de possiveis relagdes entre a presenca de bactérias coliformes e de
Pseudomonas spp.; (5) Identificacdo de isolados de Pseudomonas spp. e estudo do seu
potencial como agentes envolvidos no escurecimento de queijo.

O trabalho encontra-se dividido em quatro partes. Na primeira parte é efetuada
uma revisdo da literatura, onde sao abordados os temas pertinentes ao estudo
realizado. Posteriormente, na segunda parte, é abordada a metodologia utilizada. Na
terceira parte é efetuada a presentacao e discussao dos resultados e, por ultimo, sao
apresentadas as consideragdes finais.



Qualidade microbiolégica e fisico-quimica da d4gua usada na higienizacdo em exploracdes de leite de pequenos ruminantes

2. Revisdo Bibliografica

2.1. Qualidade da agua e saude publica

O conceito de qualidade da agua é relativo, ja que depende do uso a que se destina
ou do seu objetivo. A qualidade da agua pode definir-se como o conjunto das suas
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas. De acordo com a sua utilizagao, existe um
conjunto de critérios e normas para a qualidade da agua que variam com a sua
finalidade, seja ela para consumo humano, para uso industrial ou agricola, para lazer
ou para a manutencao do equilibrio ambiental (Mendes, 2010).

A qualidade da 4gua para consumo humano é um indicador essencial para a
avaliacdo do nivel de desenvolvimento de um pais e do bem-estar da populagao
(ERSAR, 2011).

Em Portugal, a conformidade legal da qualidade da agua na torneira dos
consumidores é verificada regularmente, pela entidade gestora, de acordo com um
Programa de Controlo de Qualidade da dgua (PCQA) aprovado anualmente pela
entidade reguladora dos servicos de aguas e residuos (ERSAR). Nestes PCQA sdo
definidos o nimero de analises a realizar ao longo do ano seguinte relativos as
caracteristicas organoléticas, quimicas e biolégicas da 4gua, cujos valores limite estdo
especificados na legislagdo em vigor (DL n2306/2007). Este decreto indica as entidades
gestoras responsaveis por disponibilizar dgua prépria para consumo humano,
devidamente controlada e com a devida qualidade. Estas entidades gestoras sdo as
juntas de freguesia, cdmaras municipais, servicos municipalizados ou empresas
concessionarias.

O conceito de contaminag¢do da 4gua é muitas vezes apresentado para caracterizar
a introducao e/ou descarga de microrganismos patogénicos ou de substancias toxicas
na agua, tornando-a improépria para consumo publico e/ou usos domésticos (Mendes,
2010).

As caracteristicas quimicas estdo em parte relacionadas com a contaminagao
mineral, por sais e metais pesados, e com a contaminag¢do organica, por pesticidas,
hidrocarbonetos e solventes. A avaliacdo quimica da agua refere-se a presenca de
substancias quimicas em solucao e pode incluir elementos indesejaveis e/ou toxicos.
Os seus efeitos dependem principalmente das quantidades ingeridas, do tempo de
exposicdo e da sensibilidade e fisiologia do individuo. Os efeitos destas substancias
estdo sobretudo associados a problemas de toxicidade de longo prazo, devido a
mecanismos de bioacumula¢cdo que caracterizam a maioria destes compostos nao
assimilados pelo organismo, podendo, alguns destes contaminantes quimicos, levar ao
aparecimento de cancro e mutacdes (Mendes e Oliveira, 2004).

A dgua contaminada por microrganismos patogénicos pode estar na origem de uma

grande variedade de toxinfe¢des, as quais se manifestam normalmente através de
3
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sintomas gastrointestinais, podendo originar surtos com efeito a curto e a médio prazo,
tal como é apresentado na tabela 1. (Arizona Department of Health Services, 2015).

Tabela 1: Doencas de origem hidrica por via oral

Microrganismo . 5
Doenga ,g . Sintomas Incubagio
Patogénico
Adenovirose Adenovirus Diarreia 5 a8 dias
Amebiase _Entampeba Diarreia, c}o'r de estomago 2a4
histolytica e cllicas semanas
Campilobacteriose Campqubacter 2 a 10 dias
jejuni
. . .y Dores de estomago, .
Criptosporidiose Cryptosporidium desidratacio. ndusea, vomito, 2 a10 dias
febre, perda de peso
Colera Vibrio cholerae Diarreia, vomitos e cdibras 2a5
nas pernas horas
Colite o ) ] ) ]
enterohemorragica Escherichia coli Diarreia, dor abdominal, 1 a 8 dias
0157: H7 nauseas, vomitos, febre
Diarreia, excesso de gases, 1a2
Giardiase Giardia lamblia dores de estbmago,
e . semanas
abdominais e nauseas
, . Febre, fadiga, dor de
Hepatite A Virus ga hepatite estdmago, nauseas, urina 28 dias
escura
Salmonella Dores abdominais, dor de
Salmonelose cabeca, febre, nduseas, 1 a 3 dias
diarreia, calafrios, caibras
Vibrio . .
. , Nauseas, vomitos, dores de .
Gastroenterite parahaemolyticus, tabeca 1 a7 dias
Vibrio vulnificus ¢
Diarreia, vomitos, nauseas,
Gastroenterite Calcivirus colicas, dor de cabeca, dores 24 a48
viral musculares, cansaco, febre horas

ligeira

Fonte: Adaptado de Arizona Department of Health Services (2015)

De acordo com o ultimo relatério da European Food Safety Authority (EFSA) e do
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), relativo as zoonoses,
agentes zoondticos e surtos de origem alimentar (incluindo a 4gua) ocorridos em 2013
na UE, foram nove os surtos reportados em que se verificou uma forte evidéncia de a
agua ter estado na sua origem. Como agentes responsaveis por estes nove surtos foram
identificados cinco diferentes patégenos: calicivirus (Norovirus, Norwalk-like virus),
Escherichia coli verotoxigénica (VTEC) do serogrupo 0128, Cryptosporidium parvum,
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Cryptosporidium hominis e Salmonella. Em trés dos nove surtos o agente causal nao foi
identificado (EFSA, 2015).

2.2.Qualidade da agua utilizada na higienizacao de utensilios
e equipamentos na sala de ordenha vs qualidade do leite

A seguranca dos alimentos deve ser assegurada em todas as fases da cadeia
alimentar e Vilar et al. (2012) referem que é na produgdo primaria que devera ser dado
o primeiro passo. De acordo com a legislacdo em vigor, toda a 4gua “...utilizada na
indudstria alimentar para fabrico, transformacao, conservacao ou comercializacdo de
produtos ou substancias destinadas ao consumo humano, assim como a agua utilizada
na limpeza de superficies, objetos e materiais que podem estar em contacto com os
alimentos, exceto quando a utilizacdo dessa dgua ndo afeta a salubridade do género
alimenticio na sua forma acabada..” (DL n? 306, 2007) devera possuir as
caracteristicas de uma agua destinada ao consumo humano e esta é definida como “...
toda aquela que no seu estado original ou ap6s tratamento é destinada a ingestdo, a
confec¢do, a preparagdo de alimentos, a higiene pessoal ou a outros fins domésticos,
independentemente da sua origem e de ser fornecida a partir de uma rede de
distribuicao, camido ou navio-cisterna, em garrafas ou outros recipientes, com ou sem
fins comerciais...” (DL n2 306, 2007).

No caso dos operadores das empresas do sector alimentar que ndo tenham uma
fonte de captacao de agua regularizada pelas entidades acima descritas, como € o caso
da maioria dos produtores de leite, estes devem recorrer a utilizacao de agua potavel
para removerem qualquer eventual contaminac¢ao da superficie dos produtos de
origem animal (Reg. (CE) n?2 852, 2004; Reg. (CE) n? 853, 2004).

Os produtos lacteos sao especialmente propensos a contaminag¢des por uma grande
variedade de microrganismos patogénicos (kirby et al, 2003). Uma das fontes de
contaminacdo do leite usado na transformacao de produtos lacteos é a agua usada para
a higienizacdo da sala de ordenha, sendo essencial que esta tenha uma qualidade
equivalente a de uma agua potavel (Chye et al, 2004). Jodo et al,, (2011) refere que a
agua utilizada tanto para consumo, como para limpeza ou higienizacdo dos
equipamentos pode veicular agentes patogénicos aos animais e ao Homem, além de
comprometer a qualidade do leite.

As principais fontes de contaminagdo bacteriana do leite devem-se a equipamentos
e utensilios de ordenha e a equipamentos de refrigeracao indevidamente higienizados.
Quando a limpeza e a desinfecdo dos equipamentos de ordenha sao mal efetuadas da-
se uma acumulacdo de microrganismos, alguns potencialmente patogénicos que
poderao passar para o leite (Holm et al., 2004). De acordo com Lagger et al. (2000), a
contaminac¢do bacteriana da agua é muito grave na medida em que podera afetar a
saude do rebanho.
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Um estudo realizado por Perkins et al. (2009), relativo a relacdo entre a qualidade
do leite e a agua utilizada em explora¢des na regidao de Ontario, no Canada, indica que
a ocorréncia de bactérias, tais como E. coli e coliformes totais em amostras de agua
utilizada nas lavagens dos utensilios de ordenha e tanques em exploragdes leiteiras
resultam em contagens elevadas de bactérias no leite. Esta contaminacao da-se por
meio de bactérias que ficam depositadas nos utensilios e tanques ap6s a lavagem e que,
ao entrarem em contato com o leite, prejudicam a sua qualidade. No estudo realizado
por Joao (2009) foi verificado que a qualidade microbioldgica da dgua utilizada no
processo de higienizacdo de equipamentos de ordenha afetou linearmente a contagem
bacteriana total do leite.

Piana et al. (2014) referem que diversos sdo os pesquisadores que se tém dedicado
a estudar a problematica da qualidade da 4gua em propriedades leiteiras e, 0s mesmos,
acreditam que a sua qualidade quando utilizada para a lavagem dos utensilios e
equipamentos de ordenha é fundamental para evitar a contaminacgdo do leite e veicular
microrganismos para a glandula mamaria.

Vilar et al. (2012) referem que a seguranca dos géneros alimenticios é,
principalmente, garantida através de abordagens preventivas, nomeadamente a
implementacao de boas praticas de higiene e a aplicacdo de procedimentos com base
na Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo (HACCP). Cerfet al. (2011) referem
que a implementag¢do de um sistema HACCP ¢é de dificil aplicacdo ao nivel da producao
primaria, no entanto, a seguranc¢a dos alimentos pode ser obtida através de uma
implementacdo cuidadosa de boas praticas de higiene nas exploragdes. Ponciano
(2010) refere que a implementacdo de praticas higiénicas adequadas na producio e
manipulagao do leite e dos seus produtos é essencial.

2.3.Parametros de avaliacdo da qualidade da agua

A potabilidade de uma agua é determinada através da analise laboratorial de um
conjunto de parametros fisico-quimicos, microbiolégicos, organoléticos e radioldgicos.
Estas analises tém por objetivo pesquisar substancias quimicas, bem como organismos,
materiais em suspensdo ou em solucao, que sdo prejudiciais a sadde do consumidor ou
que demonstrem um aspeto ou qualidade organolética indesejavel (Mendes, 2010).

A qualidade da agua utilizada em exploracdbes de leite, como referido
anteriormente, deve obedecer aos mesmos critérios da dgua destinada a consumo
humano, regulada pelo DL n2306/2007. Neste Decreto- Lei, os parametros de avaliacao
da qualidade da agua estdo organizados em Parametros de Controlo de Rotina
(Controlo de Rotina 1 e Controlo de Rotina 2) e Parametros de Controlo de Inspecdo. O
Controlo de Rotina tem como objetivo fornecer, com regularidade, informacgdes sobre
a qualidade organolética e microbiolégica da 4gua destinada ao consumo humano, bem
como sobre a eficacia dos tratamentos a que a agua é sujeita, tendo a finalidade de
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determinar a sua conformidade com os valores paramétricos estabelecidos no referido
Decreto-Lei. Através do Controlo de Inspecao pode-se obter a informacdo necessaria a
verificacdo do cumprimento dos valores paramétricos em relacdo a um conjunto
variavel de substancias téxicas e indesejaveis.

De acordo com o DL n%306/2007, a agua destinada ao consumo humano deve
respeitar os valores paramétricos fixados nas partes I, II e III do anexo I do referido
decreto-lei (Anexo I).

Tendo em conta a selecdo de parametros que foi efetuada no ambito da componente
laboratorial deste trabalho e, de forma a tornar mais simplificada a andlise dos
resultados obtidos, iremos desenvolver, neste capitulo, apenas os parametros que
foram alvo de analise laboratorial dividindo-os em dois subgrupos: parametros fisico-
quimicos e parametros microbioldgicos.

2.3.1. Parametros fisico-quimicos

As caracteristicas fisico-quimicas da 4gua tém grande influéncia na potabilidade
da dgua. No entanto, apesar da sua importancia, estes parametros nao garantem,
por si s6, que a dgua se encontre apta para consumo, sendo necessario, para tal,
respeitarem-se outras exigéncias, nomeadamente as que se encontram
estabelecidas na legislacdo em vigor.

As caracteristicas fisico-quimicas refletem as particularidades naturais da agua
de acordo com a sua origem e o seu percurso na natureza, estando, por vezes,
associadas a riscos para a saude humana (Mota, 2013).

Os parametros fisico-quimicos que analisdmos neste trabalho foram: pH,
condutividade elétrica, oxidabilidade, compostos de azoto (azoto amoniacal, azoto
organico, nitratos e nitritos), ferro e manganés.

Potencial Hidrogenionico

O parametro pH é usado, universalmente, para expressar o grau de acidez,
neutralidade ou alcalinidade de uma solucdo, e representa a concentracgdo de ides
de hidrogénio numa solucao. A escala de pH varia entre 0 e 14, sendo os valores
representados numa escala logaritmica decimal.

O pH de uma agua depende de diversos fatores, como a quantidade e natureza
dos sais e gases dissolvidos, a formacao geoldgica do solo que atravessa e o tipo de
poluicdo a que esta sujeita. Assim, o pH das dguas superficiais varia entre 6,5 e 8,5
ao passo que o pH das aguas subterraneas varia, normalmente, entre 4,5 e 8,5,
devido a variabilidade dos estratos rochosos (Sousa, 2012).
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O pH constitui um indicador das caracteristicas agressivas ou incrustantes que uma
agua pode apresentar, considerando-se agressiva uma agua cujos valores de pH sejam
inferiores a 6,5. As aguas agressivas podem determinar processos de corrosdo nas
tubagens metalicas de distribuicdo da agua, o que eventualmente se pode traduzir,
posteriormente, na existéncia de teores elevados de alguns elementos metalicos, como
€ o caso do ferro e do manganeés, que conferem cor a 4gua, ou do chumbo, metal pesado
que é considerado uma substancia téxica. Por sua vez, a agua de caracter incrustante
possui valores de pH superiores a 8, conduzindo a formacdo de deposicoes de
carbonato de calcio nas canaliza¢des que originam a diminui¢ao do seu didmetro e que
podem estar na origem de roturas na rede (Sousa, 2012).

Embora o pH nao seja considerado um parametro que determina, diretamente,
efeitos negativos na qualidade da agua, a sua relagdo e influéncia nos outros
parametros torna-o fundamental na apreciacdao da qualidade da mesma. Por outro lado,
devido a influéncia deste parametro na eficiéncia dos processos de desinfecao, pode-
se dizer que, indiretamente, também atua na eficiéncia desses processos (Oliveirinha,
2001).

De acordo com o DL n2306/2007, o pH é um parametro indicador cujo valor
paramétrico se devera encontrar entre 6,5 e 9,0, na escala de Sorensen.

Condutividade elétrica

7

A condutividade elétrica é a capacidade que uma solu¢do tem de conduzir a
corrente elétrica, que depende da concentracdo de substancias dissolvidas ionizadas.
E, normalmente, expressa em microSiemens por centimetro (uS/cm) e a medicdo é
feita a 202C. Trata-se de um parametro indicador e o seu valor, de acordo com o DL
n2306/2007, nao devera exceder 2500 pS/cm.

A determinacdo deste parametro constitui uma forma rapida e expedita de avaliar
o teor de soélidos dissolvidos na agua e a sua importancia prende-se, sobretudo, com a
facilidade de identificar eventuais variagdes no teor de sélidos dissolvidos totais, o que
poderad indiciar uma potencial fonte de poluicdo (Mendes e Oliveira, 2004).

Uma mineralizacdo elevada da agua pode traduzir-se sob a forma de sabores
desagradaveis, de processos de corrosao, ou de formacdo de depdsitos. A
condutividade afeta, com grande relevancia, a agua que se destina, sobretudo, pararega
ou para usos industriais (Mendes e Oliveira, 2004).

Oxidabilidade

A oxidabilidade permite avaliar, de forma rapida, o teor de substancias facilmente
oxidaveis presentes na agua e, assim, dar uma ideia do grau de polui¢do da mesma,
sobretudo em termos de carga organica. Este parametro representa o consumo de
oxigénio gasto na oxidacdo da matéria organica e inorganica na forma reduzida,
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presente numa determinada dgua. Quanto mais elevado for o valor deste parametro,
mais pobre é a qualidade da agua, e maior é a probabilidade de se desenvolverem
microrganismos (Sousa, 2012).

A oxidabilidade é expressa em oxigénio (02), porque a quantidade de permanganato
reduzido pela matéria organica é igual ao Oz libertado. Este parametro mede, portanto,
a presenca de substancias consideradas nao desejaveis na agua. A oxidabilidade é um
parametro indicador e o seu valor maximo, numa agua de consumo, de acordo com o
DL n2306/2007, nao devera exceder 5 mg O2/L.

Compostos de azoto

0 azoto encontra-se presente nas aguas sob a forma de compostos azotados
organicos (proteinas, aminodacidos e ureia) e inorganicos (azoto amoniacal, nitritos e
nitratos). Estes compostos podem ser provenientes de efluentes de origem diversa ou
estarem associados a processos de lixiviacao, nos solos sujeitos a aplicagdo de adubos
azotados ou espalhamento de chorumes e de outros residuos organicos (Sousa, 2012).

O azoto amoniacal é convertido, por oxidacdo biolégica em meio aerdbio, em
nitratos e depois em nitritos, que em quantidades elevadas, funcionam como poluentes
das 4guas superficiais e subterraneas. Aguas que contenham azoto maioritariamente
na forma organica ou amoniacal sdo dguas que foram recentemente poluidas. Por outro
lado, se predominam nitratos significa que o foco de polui¢do é mais antigo, uma vez
que esta forma de azoto resulta da progressiva transformacao do azoto amoniacal por
acao dos microrganismos nitrificantes. A presenca de nitratos e de nitritos pode
representar um risco para a saude publica, nomeadamente para criangas até um ano,
devido ao desenvolvimento da metahemoglobinémia infantil ou cianose, bem como a
potencial formacdo de compostos cancerigenos (Mendes e Oliveira, 2004).

De acordo com o DL n2306/2007, o aménio é um parametro indicador cujo valor
paramétrico é 0,50 mg/L NH4. Quanto aos nitratos e nitritos, estes sdo parametros
quimicos cujos valores paramétricos sao, respetivamente, 50 mg/L NO3 e 0,50 mg/L
NO2.

Ferro e Manganés

O ferro e 0 manganés sao metais pesados que se encontram na natureza no estado
s6lido, nomeadamente no solo e nas rochas. A presenca destes metais, embora se
verifiquem pouco nas aguas naturais, pode ser resultante de lixiviacdao dos solos, de
poluicdo industrial e, no caso da 4gua da rede de distribuicao, da eventual corrosao das
canalizacoes (Sousa, 2012).

Sao designados como “elementos indesejaveis”, contudo esta designacdo ndo esta
relacionada com a sua toxicidade, mas sim com alguns inconvenientes resultantes da
sua presenc¢a, como sabor desagradavel, coloracdo avermelhada, aspeto turvo,
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manchas na roupa, corrosdo das canaliza¢des, formacdo de depdsitos e neutralizacao
dos desinfetantes (Mendes e Oliveira, 2004). Neste ultimo caso, podera estar em causa
a eficacia do tratamento da agua, devido ao consequente aumento do numero de
microrganismos.

Relativamente ao ferro, este é o segundo metal mais abundante da crosta terrestre,
da qual constitui cerca de 5%. A sua concentragdo varia dependendo do tipo de aguas.
Ou seja, em aguas superficiaias varia entre 0,5 e 50 mg/L e em aguas subterraneas, em
condi¢des anaerodbias, com presenca de ferro, a concentragdo varia entre 0,5 e 10 mg/L
(APDA, 2012a).

0 manganés é o terceiro metal mais abundante na natureza, a seguir ao aluminio e
ferro, e, normalmente, surge na presenca de ferro. Este metal esta presente
naturalmente na agua, em concentracdes baixas nas aguas superficiais e em maior
quantidade em aguas com baixo teor de oxigénio, ou seja em aguas subterraneas
profundas (APDA, 2013a).

O DL n® 306/2007, que estabelece o regime da qualidade da agua destinada ao
consumo humano, tendo por objetivo proteger a satide humana dos efeitos nocivos
resultantes da eventual contaminacao dessa agua, define, para estes pardmetros
indicadores um valor paramétrico de 200 pg/L, para o ferro, e de 50 pg/L, para o
manganes.

2.3.2. Parametros microbiolégicos

A 4gua, como qualquer outro componente dos sistemas naturais, encontra-se
naturalmente, contaminada por numerosos e diversos microrganismos. Na sua
maioria, sdo microrganismos inofensivos, ou seja, ndo representam, em geral, riscos
para o homem. Contudo, a agua pode ser contaminada por microrganismos
patogénicos, tais como Clostridium botulinum, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
(Mendes e Oliveira, 2004). Desta forma, a analise microbiologica das aguas destinadas
a consumo humano torna-se imprescindivel e tem por objetivo indicar a presenca de
microrganismos patogénicos agentes de doencgas.

A identificacdo de todos os microrganismos presentes na agua é praticamente
impossivel, a nivel de rotina, uma vez que os métodos utlizados para o isolamento e
quantificacdo sdo frequentemente longos, complexos e dispendiosos. De acordo com a
legislacao em vigor, o DL n?306/2007, os microrganismos que devem ser avaliados
sdo: bactérias coliformes, Escherichia coli, enterococos, Clostridium perfringens,
Pseudomonas aeruginosa, microrganismos a 22°C e microrganismos a 37°C.
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NUmero de microrganismos a 22°C e a 37°C (colonias a 22°C e a 37°C)

Na andlise microbioldgica das aguas para consumo, recorre-se, com frequéncia, a
contagem de microrganismos a 222C e a contagem de microrganismos a 372C. Estas
analises, apesar de ndo apresentarem significado como indicador de poluicdo fecal,
permitem controlar a variacao de microrganismos presentes, servindo, a temperatura,
como fator seletivo entre os microrganismos saprofitas, cuja origem esta associada ao
solo (222C), e aqueles que poderao ter origem humana ou animal (372C).

No que diz respeito ao valor paramétrico, a legislacdo portuguesa refere, para estes
dois parametros,- “Sem alteracao anormal”, o que significa, segundo a mesma fonte, “...
com base num histoérico de analises, resultados dentro dos critérios estabelecidos pelas
entidades gestoras. Quando ocorre uma alteracdo anormal, é desejavel que a entidade
gestora averigue as respetivas causas”. Refere ainda o DL n? 306/2007 que “ nao é
desejavel que o numero de coldnias a 222C e a 372C seja superior a 100 UFC/mL e 20
UFC/100mL, respetivamente”.

Coliformes totais

A contaminacdo da agua por bactérias do grupo coliformes é, segundo Porto et al.
(2011), muito frequente. Este grupo é constituido por bactérias da familia
Enterobacteriaceae e inclui os coliformes fecais e os coliformes nao fecais. Os primeiros
sdo habitantes do aparelho intestinal do homem e de outros animais homeotérmicos
(Escherichia coli), enquanto os segundos nao estao limitados a origens fecais, pois
podem ser saprofitas, que proliferam no solo, ou estar associados a plantas
(Enterobacter aerogenes, Erwinia, Klebsiella) (Mendes, 2010).

Sao bacilos Gram-negativos, ndo esporulados, apresentam reagdo oxidase negativa,
sdo aerobios ou anaerdbios facultativos, capazes de crescer na presenca de sais biliares
e normalmente, fermentam a lactose a 372C, com a produgdo de acido e gas (Fernandes,
2014).

Estas bactérias, nao sendo os melhores indicadores da presen¢a de microrganismos
patogénicos de origem seguramente fecal, constituem, contudo, um bom indicador do
estado de higienizacao e de integridade dos sistemas de distribuicdo e da presenca
potencial de biofilmes (Abelho, 2010).

A legislacdo define um valor paramétrico para coliformes totais de 0/100mL de
agua (DL n2306/2007).

Escherichia coli

A Escherichia coli (E. coli) é um microrganismo pertencente ao sub-grupo dos
coliformes fecais devido a sua origem exclusivamente fecal. Produz indol em caldo de
triptofano e da uma reacao positiva para o teste do vermelho de metilo. Fermenta,
normalmente, a lactose com produgdo de acido e de gas, em 24 horas, quer a 372C quer

11



Liliana Isabel Pires Domingues

a 44°C. Pelo facto de se multiplicar a temperatura de 44°2C é designado por
termotolerante, caracteristica que nao é partilhada pelos coliformes nao fecais (APDA,
2012b).

Este é um dos microrganismos mais usados como indicador de falta de higiene
devido a sua origem fecal. O trato intestinal dos animais homeotérmicos, nos quais se
inclui o ser humano, é uma fonte natural de E. coli e, portanto, virtualmente, todos os
humanos e animais domésticos saudaveis apresentam esta bactéria na flora do seu
intestino (na ordem de aproximadamente 10> UFC por grama de fezes). Apesar de a
maioria das bactérias desta espécie ser inofensiva, apresentando uma relacdo de
comensalismo com o intestino de humanos e animais (CDC, 2010; Adams e Moss,
2008), alguns serogrupos de E. coli sao patogénicos, sendo responsaveis pela producdo
de toxinas que originam diarreias, encontrando-se também associados a infecdes
urindrias e intestinais (EFSA, 2015).

A temperatura da agua e as concentragdes de nutrientes ndo sdo, nas redes de
distribuicao, geralmente suficientes para favorecer a multiplicagdo da E. coli na forma
plancténica ou em biofilmes, pelo que a sua presenca fornece uma clara evidéncia de
poluicao fecal recente e da indicacao de que poderao estar presentes microrganismos
patogénicos de origem fecal, tais como protozoarios, bactérias e virus (APDA, 2012b).

Alegislacao define um valor paramétrico para Escherichia coli de 0/100 mL de 4gua
(DL n2306/2007).

Enterococos intestinais

Os enterococos intestinais constituem um subgrupo dentro do grupo dos
estreptococos fecais, compreendendo espécies do género Enterococcus (APDA, 2012e).
Caracterizam-se pela alta tolerancia as condi¢des adversas de crescimento, como a
capacidade de sobreviverem na presenca de 6,5% de cloreto de so6dio (halotolerantes),
em pH 9,6 e numa ampla faixa de temperatura, de 10° a 45°C (Duarte, 2011).

De acordo com APDA (2012e), sdao bactérias Gram-positivas, anaerdbias
facultativas e ocorrem isoladamente, em pares ou em cadeias curtas. A maioria das
espécies ndo se multiplica em ambientes aquaticos. O numero de enterococos
intestinais em fezes humanas é, geralmente, numa ordem de grandeza menor do que a
de E. coli e tendem a sobreviver mais tempo em ambientes aquaticos, sendo mais
resistentes a desinfec¢do por cloro.

Os enterococos fecais ndo sao, geralmente, considerados patogénicos, no entanto
algumas estirpes de Enterococcus faecalis estao associadas a infe¢des humanas
(Mendes e Oliveira, 2004). Dada a origem fecal deste grupo de microrganismos, a sua
presenca na agua podera indicar a contaminacao da mesma por microrganismos
patogénicos de elevado risco para a saude publica.

Em aguas salobras (pH alcalino) e salinas verifica-se que a taxa de morte dos

enterococos fecais é mais reduzida que a dos coliformes fecais, sendo, nestas aguas,
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indicadores mais crediveis que os coliformes fecais (Mendes e Oliveira, 2004). Para
além deste aspeto, e de acordo com Kinzelman et al (2003), os enterococos
apresentam uma melhor correlacdo com doengas gastrointestinais do que os
coliformes termotolerantes.

Alegislacao define um valor paramétrico para enterococos intestinais de 0/100mL
de agua (DL 306/2007).

Clostridium perfringens

Sao bactérias em forma de bacilo, Gram-positivas, anaerdbias estritas, sulfito-
redutoras e produtoras de esporos (Mendes e Oliveira, 2004).

Trata-se de um indicador de contaminacdo hidrica de origem fecal, remota ou
intermitente, devido aos longos periodos de permanéncia da agua e de residuos
sedimentaveis, contendo esporos, em O6rgdos do sistema de armazenamento e
distribuicao, as condi¢des de sobrevivéncia dos seus esporos, e também devido ao facto
de ndo se multiplicarem na maioria dos ambientes aquaticos (APDA, 2012d).

Clostridium perfringens é comum no trato intestinal do homem e de outros animais
de sangue quente, encontrando-se largamente distribuido na natureza, principalmente
no solo e em aguas contaminadas com fezes. Os seus esporos sdo excecionalmente
resistentes a condi¢des ambientais aquaticas adversas, incluindo radiacao ultravioleta,
temperatura e pH extremos e processos de desinfecdo, tal como a cloragem, podendo
sobreviver nesta forma por longos periodos (APDA, 2012d).

A legislacao portuguesa define um valor paramétrico para Clostridium perfringens
de 0/100mL de agua. E, ainda, referido que, caso se verifique um incumprimento deste
parametro, deve-se investigar todo o sistema de abastecimento para identificar
existéncia de risco para a saide humana devido a provavel presenca de outros
microrganismos patogénicos como, por exemplo, o protozoario Cryptosporidium (DL
n2306/2007).

Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas, é caracterizado por bacilos aerébios estritos, Gram-
negativos, oxidase positivos e catalase positivos. A sua mobilidade é assegurada por
um ou varios flagelos polares e sao organismos quimiotréficos. Nao fermentam
carboidratos, utilizando grande uma variedade de compostos organicos como fonte de
carbono. Produzem pigmentos fluorescentes e piocianina, embora algumas estirpes
sejam apiocianogénicas.

Pseudomonas é um microrganismo envolvido na contamina¢do da agua, cujas
espécies estdo distribuidas no solo, na 4gua, em matéria organica em decomposicao,
podendo ser isoladas da pele, garganta e fezes de pessoas doentes e em individuos
saudaveis de 3% a 5%.
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As bactérias Pseudomonas, por produzirem pigmentos hidrossoltuveis, enzimas
proteoliticas, lipoliticas e pectoliticas (em algumas espécies), destacam-se como
agentes deteriorantes na contaminagao de alimentos e agua.

Ps. aeruginosa , que normalmente cresce a temperaturas altas, entre 372C e 41°C, é
uma bactéria patogénica oportunista que, no entanto, raramente causa doenga em
individuos saudaveis. Apresenta elevada resisténcia a antibidticos, desinfetantes e
biocidas (Mendes e Oliveira, 2004). Esta espécie esta intimamente relacionada com
quadros de infecdo hospitalar, devido a sua resisténcia natural a diversos antibi6ticos
amplamente usados, e pela producdo de substancias téxicas ao homem. Em pacientes
hospitalizados, a taxa de portadores pode ser bastante elevada.

Outras espécies que fazem parte deste género sdo Ps. fluorescens, Ps. putida e Ps.
syringae.

Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é um bacilo movel Gram-positivo, ndo formador de esporos,
anaerobio facultativo, com a temperatura 6tima de desenvolvimento entre os 30-352C
e a temperatura minima de 4°C (bactéria psicrotréfica). E um microrganismo
omnipresente no ambiente ao qual o homem é exposto frequentemente (Donnelly,
2001), podendo ser encontrado no solo, matéria vegetal, fezes dos animais, silagem e
na agua (Nogva et al, 2000). O consumo de alimentos e agua contaminados por esta
bactéria esta na origem da doenca zoonética designada listeriose que, apesar de estar
associada a uma baixa morbilidade, apresenta uma elevada mortalidade (20-40%),
ocorrendo, sobretudo, em grupos de risco bem definidos, como gravidas e os seus fetos,
recém-nascidos, idosos e adultos com um sistema imunitario deprimido, por
medica¢do ou doenca crénica. Os sintomas aparecem entre 4 dias a algumas semanas
e podem variar de sintomas moderados, tipo gripe e diarreia, a graves como
septicemia, meningoencefalites e abcessos, podendo a infecdo durar dias a semanas.
Em gravidas a infe¢cdo pode chegar ao feto, que pode nascer muito doente ou morrer
no utero, resultando um aborto. As infecoes humanas sao raras, mas a doenga €, muitas
vezes, severa e a mortalidade alta, principalmente em populacdes de risco. Este
organismo esta entre as principais causas de morte por infe¢des de origem alimentar
em paises industrializados (Viegas, 2009).

Trata-se de um microrganismo muito resistente a deterioracdo pela congelacao,
desidratacao e calor. Considera-se que, a maior fonte de contaminacao se processe
através do consumo de alimentos contaminados, sendo que os alimentos associados
tém sido leite cru, queijos, gelados, vegetais crus, salsichas, aves cozinhadas ou cruas,
carnes cruas e peixe cru ou fumado. Porém a infe¢do pode ser transmitida, diretamente,
de animais infetados ao Homem, ou entre estes. Esta bactéria multiplica-se a
temperaturas baixas, 2-4°C, o que torna a ocorréncia em alimentos prontos a consumir
com relativamente longo tempo de prateleira um problema particular (Viegas, 2009).
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3. Material e Métodos

Este capitulo aborda os diversos aspetos metodoldgicos equacionados no sentido
de procurar alcangar os objetivos propostos, incluindo a caracterizacdo da queijaria e
exploragdes leiteiras, recolha da amostra, descricdo das analises fisico-quimicas e
microbiolédgicas e tratamento estatistico.

3.1. Caracterizacdo da queijaria e explorac¢des leiteiras

Este trabalho teve o apoio de uma empresa de lacticinios, situada na Beira Baixa,
cuja atividade principal se prende com a produg¢do de queijo artesanal, caracteristico
da regido, a partir de leite cru de ovelha e de cabra. Esta unidade produtora emprega
30 funcionarios e labora aproximadamente 2 000 000 kg de leite/ano. Encontram-se
agregados a esta industria cerca de 40 produtores de leite de pequenos ruminantes,
cujas exploracdes sdo maioritariamente de indole familiar e que trabalham com
efetivos de 50 a 500 animais. O leite é recolhido por um camido cisterna nas
exploragdes dos produtores de leite de ovelha e cabra em dias especificos. Alguns
produtores efetuam, eles préprios, a entrega da matéria-prima na queijaria em bilhas
de inox.

Na maioria das exploragdes sdo efetuadas duas ordenhas por dia e em 67% dos
casos a ordenha é manual. Durante este processo sdo utlizadas bilhas, caldeiros ou
ferradas (recipientes de inox) para transportar o leite ao tanque de armazenamento,
refrigerado a uma temperatura de aproximadamente 42C, onde fica até a sua recolha e
transporte para a queijaria.

Nas restantes exploragcdes (8 das 24 analisadas) é utlizada a ordenha mecanica.
Neste caso o leite é retirado do Ubere do animal mediante suc¢do por vacuo e é
conduzido através de um circuito fechado diretamente para o tanque de
armazenamento.

3.2. Colheita das amostras

As amostras de agua analisadas foram colhidas em 24 exploracdes de produtores
de leite de pequenos ruminantes, localizadas no distrito de Castelo Branco, mais
concretamente nos concelhos de Belmonte, Covilh3, Fundao, Castelo Branco e Proenga-
a-Nova (Figura 1).
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Figura 1: Localizacao das exploracoes produtoras de leite onde foi realizada a colheita das
amostras de agua

A selecao dos 24 produtores foi feita de entre um total de 40 produtores que
fornecem habitualmente a queijaria, tendo por base a proveniéncia da agua, de forma
a possuir amostras das varias origens, e a facilidade na colheita, pois das varias rotas
que eram efetuadas para a recolha foram tidas em consideracdo as rotas que permitiam
um maior ndmero de colheitas de amostra por volta. Assim sendo, trata-se de uma
amostragem ndo probabilistica, efetuada por conveniéncia.

A colheita das amostras de agua foi efetuada nas varias exploragdes que foram
visitadas aquando do acompanhamento do funcionario da queijaria responsavel pela
recolha do leite no camido cisterna.

Foram colhidas 47 amostras de agua provenientes de diferentes origens,
nomeadamente de furo (n=16), rede publica (n=14), nascente (n=9), mina (n=4), pogo
(n=2) e barragem (n=2) (Tabela 2), sendo que estas foram colhidas e analisadas em
duas alturas diferentes do ano (maio/junho e outubro/novembro), a excecdo de um
produtor em que apenas foi possivel efetuar uma colheita.

Para além da origem das amostras de agua analisadas, a tabela 2 apresenta, ainda,
se estas sofreram, ou nio, tratamento e caracteriza, sumariamente, a exploragdo onde
essa dgua é usada. Neste caso é feita referéncia ao tipo de leite produzido (ovelha ou
cabra) e ao tipo de ordenha (manual ou mecanica) usada na exploracao.
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Tabela 2: Origem das amostras de agua analisadas

O,rigem . Tratamento e
da agua Produtor Leite Ordenha Agua amc()rsl§ras
Aguas da rede publica (n=14)
Pﬁbriiecge 9 Ovelha Manual Sim 2
Pﬁbriiecgle 11 Ovelha Manual Sim 2
Pﬁbl}iectie 12 Ovelha Manual Sim 2
Pﬁbriiecge 15 Cabra Mecanico Sim 2
Pﬁbriiecgle 16 Cabra Mecénico Sim 2
Pﬁbl}iecie 18 Cabra Manual Sim 2
Pﬁbriiecc;lae 20 Cabra Manual Sim 2
Aguas subterraneas com tratamento (n=2)
Pogo 8 Cabra Manual Sim- cloro 2
Aguas subterraneas sem tratamento (n=29)
Furo 1 Ovelha Manual Nao 2
Furo 6 Ovelha Manual Nao 2
Furo 7 Ovelha Mecanico Nao 2
Furo 10 Ovelha Manual Nao 2
Furo 14 Ovelha Manual Nao 2
Furo 17 Cabra Mecanico Nao 2
Furo 19 Cabra Mecanico Nao 2
Furo 21 Ovelha Mecanica Nao 2
Nascente 2 Ovelha Mecanico Nao 2
Nascente 3 Ovelha Manual Nao 2
Nascente 22 Cabra Manual Nao 1
Nascente 23 Cabra Mecanico Nao 2
Nascente 24 Cabra Manual Nao 2
Mina 4 Ovelha Manual Nao 2
Mina 5 Ovelha Manual Nao 2
Aguas superficiais sem tratamento (n=2)
Barragem 13 Ovelha Manual Nao 2

A colheita da amostra exige o maior cuidado possivel, pois os resultados analiticos
e posterior interpretacdo podem ser afetados pelo modo como esta é realizada (ISO
19458:2006).
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Assim, as amostras foram colhidas diretamente da torneira mais préxima da sala do
tanque de refrigeracdo de leite, dado que seria essa a agua a ser utilizada para a
lavagem dos equipamentos e utensilios da sala de ordenha.

Para a recolha das amostras de dgua foram utilizados frascos descartaveis de
polietileno esterilizados e munidos de uma etiqueta onde foi registada a identificacao
da amostra, a identificacao do produtor, tipo de amostra, local da colheita, data e hora
da colheita e se sofreu tratamento com cloro. No caso das aguas tratadas com cloro, a
colheita foi realizada para um frasco contendo tiossulfato de sédio (1,75mg /L) para
garantir a neutraliza¢ao do cloro residual.

Tal como indicado no protocolo da ESACB (2007) para uma recolha asséptica, foram
realizados os seguintes passos:

a) Desmontar os acessdrios da torneira, caso existam, e deixar correr a agua
durante 5 minutos;

b) Fechar a torneira e proceder a sua esterilizacdo por flamejamento;

c) Deixar correr novamente a agua, para que sejam arrastadas as peliculas
queimadas, durante 3-5 minutos;

d) Com a agua ja regularizada, destapar rapidamente o frasco e, inclinando-o
ligeiramente para evitar a contaminagdo com poeiras do ambiente, enché-lo a cerca de
2/3 do seu volume para permitir uma correta homogeneizagao;

e) Fechar de imediato o frasco.

Ap6és a colheita, as amostras foram acondicionadas numa mala isotérmica, provida
de termoacumuladores de frio, e transportadas em condic¢des de refrigeracao, desde a
colheita até a chegada ao laboratorio, tendo sido analisadas no Laboratoério de
Microbiologia e no Laboratério de Aguas e Aguas Residuais da Escola Superior Agraria
de Castelo Branco no mesmo dia da colheita.

3.3. Descricao das analises fisico-quimicas

Para a realizacao das analises fisico-quimicas foi tido em consideracdo o DL
n2306/2007, pois, segundo o mesmo, estas aguas, como as dguas de consumo humano,
deverao ter em conta os VP estabelecidos neste DL.

Os parametros fisico-quimicos selecionados para andlise foram o pH, a
condutividade elétrica, a oxidabilidade, os compostos de azoto e ainda o ferro e o
manganés. Na tabela 3 encontram-se indicados os parametros fisico-quimicos
analisados com os respetivos métodos analiticos utilizados. Foram seguidos os
procedimentos descritos em Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (SMEWW), com algumas adaptacdes.
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Tabela 3: Parametros fisico-quimicos analisados e respetivos métodos analiticos

Parametros Métodos Analiticos Unidades
pH Potenciometria Escala de Sorensen
Con,du_tividade Electrometria uS/cma 202C
elétrica
Oxidabilidade Volumetria com permanganato de mg/L 02
potassio
Azoto Amoniacal SMEWW® 418 mg/L NHa
Nitratos
. SMEWW 419 mg/L NOs e NO2
Nitritos
Azoto organico SMEWW 4500 B mg/L
SMEWW 3111
Ferro Espectrofotometria de absor¢io ng/L Fe
atémica em chama
SMEWW 3111
Manganés Espectrofotometria de absor¢io ug/L Mn

atémica em chama

(1) SMEWW - Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater

Potencial hidrogenionico

Para a determina¢do do pH, procedeu-se a calibracdo prévia do potenciémetro
(Crison, pH-meterBASIC 20+) com solu¢des padrao de pH=7, pH=4 e pH=9, de acordo
com as instrucdes do aparelho. De seguida foi efetuada a lavagem do elétrodo com agua
destilada. A amostra de agua de cada produtor foi colocada num gobelé, emergindo no
mesmo o elétrodo. Por ultimo, foi efetuada a leitura e registado o respetivo valor
(Anexo II).

Condutividade elétrica

O condutivimetro (Inolab, modelo COND levell) deve ser ligado trinta minutos
antes da utilizacdo, pelo que foi o procedimento adotado. De seguida a sonda do
condutivimetro foi lavada com agua destilada. Colocou-se a amostra de agua de cada
produtor num gobelé e colocou-se a sonda dentro do gobelé com a amostra. Por altimo,
foi efetuada a leitura e registado o respetivo valor (Anexo III).

Oxidabilidade a Quente

A determinacdo deste parametro é realizada com a oxidacdo quimica de matérias
organicas e substancias oxidaveis por meio do permanganato de potassio, em meio
acido e a quente.
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Para a sua determinacao foi efetuada uma medi¢ao de 100 ml de amostra para um
Erlenmeyer, e, em paralelo, realizou-se um ensaio em branco que continha todos os
reagentes da amostra, substituindo apenas o volume da amostra por agua destilada. De
seguida, foram adicionados 10 mL de acido sulfurico a 1:3 e 5 mL de solucdo de
permanganato de potassio. Apos a adicdo procedeu-se a agitacdo da preparacao,
levando-a a ebuli¢do durante 10 minutos. Posteriormente, foram retiradas da placa de
aquecimento e arrefecidas rapidamente com agua. Juntou-se 5 mL de acido oxalico e
procedeu-se a agitacdo da preparacao até desaparecer a cor purpura. Por ultimo,
procedeu-se a titulacdo com permanganato de potassio até ao aparecimento de cor

rosa ténue, registando-se o volume do titulante gasto.

Um esquema com o procedimento referido encontra-se no Anexo IV.

Compostos de Azoto

0 azoto é um elemento relacionado com os processos vitais, estando presente nos
esgotos domésticos, principalmente sob a forma de azoto organico (N-org) e em menor
quantidade em formas inorganicas, nomeadamente o azoto amoniacal (N-NHs3),
Nitritos (N-NO2) e Nitratos (N-NOs). Através da soma destes elementos obtemos o
azoto total.

Uma vez que se pretendeu determinar e analisar as varias formas do azoto,
encontra-se, abaixo, o procedimento que foi utilizado para a determinagao das mesmas.
Um esquema com o procedimento completo encontra-se no Anexo V.

Azoto Amoniacal (I)

Para a determinagdo deste elemento foi colocado 100ml de amostra num frasco de
kjeldahl. Se for necessario deve ser efetuada uma diluicao, utilizado o volume de
amostra adequado, e diluir para 100mL ou 500 mL com agua desionizada. Caso exista,
deve-se remover o cloro residual, utilizando uma proporc¢ao conveniente de agente de
descloragem, equivalente ao do cloro residual presente. Se necessario, deve-se
neutralizar a amostra (pH=7) com NaOH ou H2S04(1N). De seguida, adicionar 5 mL de
solucdo tampao.

Apos o ajuste de novo do pH a 9,5 com NaOH (6N), destilou-se a amostra através de
um destilador (Kjeltec System 1026 distilling unit). Recolheu-se aproximadamente 100
mL de destilado num Erlemnyer, contendo 25 mL de acido bérico e, por fim, titulou-se
o destilado com uma solucao de H2S04 (0,02N), até a viragem de cor para purpura, a
mesma cor inicial. Registou-se o volume gasto e procedeu-se aos calculos.
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Nitratos+Nitritos (Il)

Para a determinacdo dos nitratos e nitritos, ao residuo da destilagdo anterior
(destilacao I) procedeu-se a adi¢do de 0,5g da liga Devarda, tendo sido, posteriormente,
destilado novamente. De seguida, foram recolhidos 100 mL de destilado, num
Erlenmeyer, contendo 20 mL de &cido bérico e procedeu-se a titulacao do destilado
com a solugdo de H2S04 (0,02 N), até a viragem de cor para purpura (a cor inicial). Por
ultimo, foi registado o volume gasto.

Azoto Organico (lll)

Tal como anteriormente, para determinar o azoto organico, foi utilizado o residuo
da destilagdo anterior (destilacdo II), num Erlenmeyer de 500 mL, e procedeu-se a
adicdo de 50 mL do reagente de digestdo. De seguida, a amostra foi levada a ebulicdo
(dentro da hotte) até se obter uma cor amarela clara, tendo, posteriormente,
permanecido em ebuli¢do por mais 30 minutos. Apds este periodo, esperou-se até a
amostra arrefecer e procedeu-se a jun¢do de 0,5 mL de fenolftaleina, tendo sido,
posteriormente, diluida com 4agua destilada até 150 mL.

Adicionou-se 50 mL de solucdo de hidréxido de tiossulfato de sédio e levada ao
destilador, recolhendo-se 100mL do destilado num Erlenmeyer que continha 20 mL de
acido borico. Por ultimo, foi procedida a titulacdo do destilado com a solucao de H2SO4
(0,02 N), até ocorrer a viragem de cor para purpura e registado o volume do titulante
gasto.

Ferro e Manganés

Para a determinacdo destes elementos foi adicionado, em 50 mL da amostra, 6mL
de HCI concentrado e 2mL de HNO3 concentrado, tendo a amostra permanecido dentro
da hotte com os dois acidos tapados com parafilme, durante 12h. Posteriormente, os
tubos foram colocados no suporte do digestor e tapados com um vidro de relégio, para
evitar perdas. Posteriormente, o aparelho foi ligado e deixou-se correr o programa
durante 2 horas a uma temperatura de 1509C. Terminado o programa, o aparelho foi
desligado e deixado arrefecer. De seguida, foi levantado o vidro de rel6gio e lavado com
um esguicho que continha dgua ultra pura para recolher eventuais perdas para dentro
do tubo. Por fim, procedeu-se a filtracdo com um filtro de pregas, elaborado com papel
de filtro n?42, para um baldo de 100mL, lavando sempre o tubo onde a amostra digeriu
com agua ultra pura, perfazendo até aos 100 mL.

Apés a digestdo, as leituras foram efetuadas mediante a utilizacdo de um
espectrofotometro de absorg¢ao atémica (Thermo Scientific, ice 3000 séries).

Um esquema com o procedimento referido encontra-se no Anexo VI.
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3.4.Descricao das analises microbiolégicas

Para a realizagdo das analises microbiolégicas, foi tido em consideragdao o DL
306/2007, pois, segundo o mesmo, estas dguas, como as aguas de consumo humano,
deverdao ter em conta os VP ou recomendados, estabelecidos neste DL. Assim,
procedeu-se a contagem de bactérias coliformes, Escherichia coli, enterococos
intestinais, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa e microrganismos a 222C
e a372C. Natabela 4 encontram-se indicados os métodos analiticos que foram seguidos
para a andlise das amostras de agua relativamente aos parametros microbiolégicos
acima referidos.

Pontualmente, foi, ainda, efetuada a pesquisa de Listeria monocytogenes numa
amostra de 4gua e em amostras ambientais de uma exploracao que teve, na altura da
realizacdo deste trabalho, um resultado positivo para a pesquisa de L, monocytogenes
em leite cru. Com estas andlises pretendeu-se verificar a possivel origem deste
microrganismo patogénico a partir da agua.

Tabela 4: Parametros microbiologicos e respetivos métodos analiticos

Expressao dos

Parametros Métodos analiticos resultados
Microrganismos a 222C NF EN ISOM 6222-1999 UFC/mL
Microrganismos a 372C NF EN ISO 6222-1999 UFC/mL

Bactérias coliformes NF EN ISO 9308-1:2000 UFC/100 mL
Escherichia coli NF EN ISO 9308-1:2000 UFC/100 mL
Enterococos intestinais NF EN ISO 7899-2:2000 UFC/100 mL
Clostridium perfringens H]Zj:isgfc; i"éiiril:i’;dvl\\l/lgg_olds ) UFC/100 mL
Pseudomonas aeruginosa NF EN 12780:2002 UFC/100 mL

Presenca ou

IS0 11290-1:1996
auséncia em 25 mL

Listeria monocytogenes

(MNorme Frangaise (NF) Norme Européenne (EN) International Organization for Standardization (1SO)

De acordo com o0 DL n2306/2007, a contagem de Pseudomonas aeruginosa é apenas
obrigatoria para as aguas engarrafadas, no entanto optamos por incluir esta analise na
segunda fase de colheitas de amostra uma vez que alguns estudos tém vindo a
demonstrar que esta bactéria, bem como outras do mesmo género, podem ser
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veiculadas pela 4gua e, numa situacdo de deficientes condi¢des de tratamento da agua
e de higienizacdo dos utensilios e equipamentos na sala de ordenha, pode contaminar
o leite e os produtos lacteos. De acordo com Leriche e Fayolle (2012), a perda de
qualidade devido a multiplicacdo destas bactérias no queijo pode traduzir-se por
alteracdes do aspeto, textura, flavor e aroma, as quais tém como consequéncia elevadas
perdas econdmicas.

Excetuando a contagem de microrganismos a 222C e a 372C e a pesquisa de L.
monocytogenes, as analises aos restantes parametros foram realizadas usando o
método das membranas filtrantes. Esta técnica tem maior grau de precisdo que a
técnica dos tubos multiplos e podem examinar-se volumes maiores de amostra. A sua
utilizacdo permite a reducdo no tempo para a preparacao de material e meios de
cultura, economia de espago nas estufas incubadoras e reducdo no tempo requerido
para as operacoes de sementeira, leitura e repicagem de culturas, conseguindo-se,
deste modo, resultados em tempos inferiores em relacao a técnica dos tubos multiplos.

Este método baseia-se na filtracao de volumes de agua através de membranas com
um diametro de 47 mm e porosidade de 0,45 um, suficiente para reter os
microrganismos em analise.

A rampa utilizada para a determinacdao dos parametros analisados apresenta 6
saidas para ligacdo a 6 copos de filtracao. Antes de iniciar a filtragdo, as torneiras que
comunicam com as unidades de filtracdo devem ser colocadas na posicao fechada.

Sobre o porta - filtro colocou-se a membrana de 0,45 pm, utilizando, para o efeito,
uma pinga esterilizada e de pontas planas para nao danificar a membrana. De seguida,
um copo, previamente esterilizado, foi desembrulhado em condi¢gdes de assepsia e
colocado cuidadosamente sobre a membrana.

Procedeu-se, posteriormente, a filtragdo da amostra (100 mL por parametro).
Através de pressao negativa, a amostra, vertida no copo, passa através da membrana,
ficando os microrganismos retidos.

Para cada amostra de agua diferente usou-se uma nova unidade de filtracdo
esterilizada.

No final das andlises o equipamento de filtracdo foi lavado usando para o efeito
lixivia diluida a 10%, que se filtra tal como se tratasse de uma amostra, mas sem a
utilizacdo da membrana.

0 método descrito aplicou-se a contagem de enterococos intestinais, Pseudomonas
aeruginosa, Clostridium perfringens, coliformes e E. coli e encontra-se ilustrado na
Figura 2.
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12 Etapa:Homogenizar a 22Etapa:Retirar a membrana.
amostra. 32Etapa:Colovar o filtro sobre o
suporte.

42Etapa: Filtrar a amostra. 52Etapa: Retirar a membrana 62Etapa: Colocar a membrana
do suporte com ajuda de uma numa placa de petri com o
pinga esterilizada. meio seletivo.

Figura 2: Etapas do processo de filtracdo por membrana

Os meios de cultura e reagentes utilizados para a realizacdo das analises
mencionadas anteriormente encontram-se descritas no Anexo VII.

Microrganismos a 22°C e a 37°C: NF EN ISO 6222:1999

Entende-se por microrganismo a 222C e a 372C toda a bactéria aerdbia, levedura ou
bolor capaz de formar coldnias as temperaturas referidas, no meio de cultura sélido
com extrato de levedura (Biokar, ref2BK 153HA).

Para a sua determinacdo pipetou-se, para duas placas de Petri, 1ImL e 0,1 mL da
amostra e juntou-se aproximadamente 15 mL de meio de cultura s6lido com extrato de
levedura (Biokar, ref2 BK153HA). Homogeneizou-se o inoculo com o meio de cultura e
deixou-se solidificar, colocando-se posteriormente, a parte superior das placas voltada
para baixo. Por fim, foi realizada a incubacao: duas placas (a de 1mL e 0,1mL) durante
48 horas a 37 °C e as outras duas placas durante 72 horas a 222C. Apés o periodo de
incubacdo, contaram-se as coldnias desenvolvidas em cada placa.

Um esquema com o procedimento referido encontra-se no Anexo VIII.

Bactérias coliformes e E. coli: NF EN ISO 9308-1:2000

Para a preparagdo da amostra foram seguidas as instrugées das normas ISO
8199:2005 e ISO 6887-1:1999. Assim, utilizando uma ping¢a estéril, colocou-se,
assepticamente, a membrana filtrante sobre o porta-filtro da unidade de filtracdo, com
a face quadriculada voltada para cima. De seguida, colocaram-se os copos de suporte e,
depois da amostra bem homogeneizada, verteu-se 100ml desta no copo da rampa de
filtragdo e filtrou-se. Com a ajuda de uma pinga esterilizada retirou-se a membrana e
colocou-se no meio Tergitol 7 Agar (BIOKAR, ref2BK123HA) com suplemento TTC
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(BIOKAR, ref2BS02608). Incubou-se a 362C+2°C durante 21+ 3 horas e, nos casos em
que nao se observava crescimento, incubou-se mais 24 horas a 44°C, pois podem estar
presentes bactérias termotolerantes. Apés o periodo de incubacgdo, procedeu-se a
contagem das coldnias tipicas, as quais sdo amarelas devido a fermentagao da lactose
(Figura 3)

Figura 3: Coldnias tipicas de bactérias coliformes no meio Tergitol 7 Agar

Dessas coldnias foram repicadas, pelo menos, uma colénia de cada tipo morfolégico.
Nos casos em que o numero de colonias era inferior a 10, repicaram-se todas para um
meio ndo seletivo, Tryptic Soy Agar (TSA) (BIOKAR, ref2BK031HA). A partir de cada
colénia repicada e crescida neste meio, fez-se o teste da oxidase, com o reagente
oxidade (N,N,N’,N”’- Tetramethyl-1,4-phenylene-diammonium dicloride (1%))(Merck,
ref2 8.21102.0010). As colénias que revelaram uma resposta oxidase negativa
confirmam-se como coliformes totais e foram depois repicadas para tubos contendo
caldo Triptofano (BIOKAR, ref2BK163HA) e incubadas a 442C+ 0.52C durante 21 +3
horas, para verificar se se trata de bactérias coliformes da espécie E. coli.

A formacao de indol (um dos produtos resultantes de degradagcdo metabolica do
triptofano) observa-se se houver formagao de uma cor vermelha a superficie do caldo
de Triptofano (Figura 4), apés a adicao de 0,2 a 0,3 ml de reagente Kovacs
(LIOFILCHEM, ref2 80271). Sdo consideradas bactérias E. coli todas as oxidase-
negativa e indol-positivo.

Um esquema com o procedimento completo encontra-se no Anexo IX.

Figura 4: Confirmacao da producao de indol por culturas de E. coli.

A direita uma reacao indol-positiva e a esquerda uma reacao indol-negativa
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Enterococos intestinais: NF EN 1SO 7899-2:2000

Para a preparagdo da amostra foram seguidas as instru¢des da ISO 8199:2005 e da
[SO 6887-1:1999. Assim, filtraram-se 100mL da amostra e colocou-se o filtro sobre a
superficie do meio Slanetz and Bartley Agar (BIOKAR,ref2 BKO37HA), tendo o cuidado
de ndo deixar bolhas entre a membrana e a superficie do meio.

Apébs a sementeira foram colocadas na estufa a 362C+ 22C, durante 44+ 4 horas.
Apés o periodo de incubag¢do observou-se a presenca de coldnias caracteristicas de
enterococos, as quais apresentavam cor vermelha, castanha ou rosa e forma convexa.
Procedeu-se depois a sua confirmacao, transferindo a membrana, com a ajuda de uma
pin¢a esterilizada, para uma placa contendo o meio de cultura Bile Esculin Agar
(BIOKAR, ref2 BK158HA), e incubou-se durante 2 horas a 44°C.

Os enterococos desenvolvem-se sobre este meio e hidrolisam a esculina,
originando um produto final que se combina com os ides ferro para dar um composto
de coloragao negra que se difunde no meio (Figura 5).

Figura 5: Enterococos confirmados no meio Bile Esculin Agar

Um esquema com o procedimento completo encontra-se no Anexo X.

Clostridium perfringens: Standard Method HPA W5i3.1:2005

Apos a filtracdo da amostra, colocou-se a membrana numa placa com meio de
cultura TSC Agar (BIOKAR, ref2BK031HA) e D-cicloserina (BIOKAR,ref2 BS00608). A D-
cicloserina inibe o crescimento da flora contaminante e reduz a dimensao dos halos
negros em torno das colénias. De seguida, incubou-se a 442C+12C durante 21+ 3 horas
em condi¢Oes de anaerobiose.

As coldnias caracteristicas podem ser pretas, cinzentas ou amarelo acastanhado.
Para proceder a confirmacao, repicam-se as coldnias para duas placas de Agar Sangue
(Biomérieux, ref2 43041), incubando uma em anaerobiose e outra em aerobiose. Se
houver crescimento em aerobiose, o resultado é negativo, caso exista crescimento em
anaerobiose repica-se parte da colonia para o meio de Lactose Gelatina (Himedia, ref?
M9871) e para o meio de Nitrato Mobilidade (Himedia, ref2M6301), previamente
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regenerados, introduzindo-os num banho de agua fervente, durante 15 minutos e
arrefecidos de imediato em banho de gelo.

0 meio de Lactose Gelatina permite verificar a fermentacdo da lactose e a liquefacgao
da gelatina. Depois de incubado a 362C+2 durante 21+3 horas em anaerobiose, a
fermentacao da lactose com producao de acido vé-se pela mudanca de cor para amarelo
e a utilizacdo da gelatina verifica-se se o meio se apresentar liquefeito. Os tubos que
apresentam as caracteristicas atras referidas sdo colocados no frigorifico, a uma
temperatura de 52C+ 32C durante 1-2 horas. Caso o meio se mantenha liquido ao fim
do tempo referido, considera-se o resultado positivo, pois o Clostridium perfringens
liquefaz a gelatina.

A mobilidade é observada no meio de Nitrato Mobilidade, previamente inoculado
por picada. Apos incubagao, a 362C+ 2°2C durante 21+3 horas em condugdes de
anaerobiose, se o crescimento se verificar s6 ao longo da picada, o microrganismo em
estudo é considerado imovel e, neste caso, avanca-se para o teste de nitratos. Neste
meio faz-se a pesquisa de redugdo de nitratos a nitritos, adicionando, em cada tubo, 0,2
mL e 0,5 mL dos reagentes Nit 1 e Nit 2, respetivamente. Se verificarmos uma coloragao
vermelha confirma-se a redugao de nitratos a nitritos, ou seja, a reagao foi positiva.

Contrariamente, se nao for detetada alteracdo de cor, adiciona-se o p6 de zinco e, se
apos alguns instantes, se observar mudanca de cor para vermelho a reacdo é negativa.
Por outro lado, se ndo existir alteracdo de cor a reagdo é positiva, ou seja, os nitratos
foram reduzidos a nitritos e estes passaram a amoniaco, sendo, desta forma,
confirmada a presenca de Clostridium perfringens na amostra analisada.

Uma cultura confirma-se como Clostridium perfringens se for hemolitica, anaerdbia
estrita, imovel, reduzir os nitratos, hidrolisar a gelatina e a lactose.

Um esquema com o procedimento completo encontra-se no Anexo XI.

Pseudomonas aeruginosa: NF EN 12780:2002

Para esta analise filtrou-se 100mL de 4gua, de acordo com a norma ISO 8199. Apés
a filtracdo, a membrana foi colocada sobre a placa com o meio CN Agar Pseudomonas
(BK 165 HA, Biokar) e incubada a 36°C durante 44h+ 4h. Posteriormente, procedeu-se
a contagem das coldnias que produziram uma pigmentagdo azul/verde (piocianina) e,
confirmamo-las como P. aeruginosa. De seguida, examinamos a placa sob radiacao
ultravioleta, evitando exposi¢cdes prolongadas de modo a ndo inativar as células e
contamos as colonias que nao produziram piocianina mas originaram fluorescéncia,
confirmando a identidade destas colénias em caldo de acetamida (BM095).
Procedemos, ainda, a contagem de coldnias das que ndo produziram piocianina nem
fluorescéncia, mas que apresentaram uma pigmentacdo castanha/vermelhada e,
confirmamos a sua identidade com o ensaio de oxidase, crescimento em caldo de
acetamida (BM095) e em King B (BM105).

Um esquema com o procedimento completo encontra-se no Anexo XII.
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Listeria monocytogenes: 1SO 11290-1:1996

Para a pesquisa deste microrganismo pipetou-se 25 mL da amostra de agua e
adicionou-se 225 mL do primeiro caldo de enriquecimento Fraser (Merck, ref?
1.10398.0500) com concentracdo reduzida de agentes seletivos (Merck, ref2
1.00092.0010). Posteriormente, incubou-se na estufa a 302C durante 24 +2 horas e
repicou-se 0,1 mL da cultura obtida para um tubo de ensaio com 10 mL do segundo
caldo de enriquecimento Fraser (Merck, ref2 1.00093.0010), o qual tem a concentracao
completa de agentes seletivos.

No caso da pesquisa deste microrganismo em superficies o que difere é a passagem
de uma zaragatoa na superficie a analisar, a qual é colocada dentro do primeiro caldo
de enriquecimento e incubada da mesma forma que as amostras de dgua, na estufa a
302C durante 24 *2 horas. A partir desta etapa todas as que se seguem realizam-se da
mesma forma.

Apébs 48 horas de incubagdao no segundo caldo de enriquecimento, a 35-379C,
inoculou-se, por esgotamento, uma placa do meio seletivo e diferencial de isolamento
ALOA (BioMérieux, ref2AEB520080) e uma placa do meio seletivo de isolamento
Oxford Agar (Oxoid, ref2CM0856), de modo a obter coldnias isoladas.

As colénias tipicas de Listeria monocytogenes em ALOA, apds 24 horas de incubacido
a 379C, sdo azuis esverdeadas, com halo opaco. Neste meio as coldnias de L. ivanovii
surgem com as mesmas caracteristicas e as outras espécies de Listeria apresentam
colonias brancas.

Em Oxford Agar, ap6s 24 horas de incubacdo, as colénias de Listeria spp. sao
pequenas, com cerca de Imm de didmetro, acinzentadas e rodeadas de um halo negro.
Apos 48 horas de incubagdo tornam-se mais escuras e maiores, rodeadas de um halo
negro com uma depressao central. Contrariamente ao que sucede com o meio ALOA,
neste meio nao é possivel diferenciar L. monocytogenes das outras espécies do mesmo
género.

Para confirmar a sua detegdo, selecionaram-se, aleatoriamente, de cada placa de
ALOA e Oxford Agar, cinco coldnias suspeitas e repicaram-se para placas de meio
Tryptone Soya Agar (TSA; Himedia, ref2M290-500G) com extrato de levedura (YE;
Merck, ref21.03753.0500). Apds inoculacao por esgotamento e incubagdo na estufa a
352C ou 37°C,durante 18 a 24 horas, as colonias tipicas neste meio TSYEA sdo
convexas, incolores, translicidas, com margens regulares e apresentam 1 a 2 mm de
diametro. Com ilumina¢do de Henry e uma fina camada de meio TSYEA, estas col6nias
apresentam-se com superficie granular e colora¢do azul claro, quando observadas a
lupa. Esta observacao é importante como forma de, mais claramente, verificar a pureza
da cultura.

A partir de culturas puras e jovens em TSYEA realizaram-se os testes de
confirmacao, nomeadamente o teste da hemdlise, o teste CAMP (Christie, Atkinson,
Munch, Peterson) e a identificagdo bioquimica com o API Listeria (BioMérieux,
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ref210300). O teste de CAMP permite-nos observar uma reacdo de hemdlise acentuada
de Listeria monocytogenes na presenca de uma cultura de Staphylococcus aureus. Para
a realizacdo deste teste, numa placa de Agar Sangue, inoculou-se Staph. aureus por
riscado (é importante que o riscado seja feito de uma forma regular) e da mesma forma,
mas perpendicularmente, semeou-se a cultura referente a amostra devidamente
isolada de modo a nao tocar a cultura previamente inoculada de Staph. aureus. Na
mesma placa podem ser inoculadas varias culturas da nossa amostra e, ao mesmo
tempo, semeiam-se as culturas de referéncia de L. monocytogenes, L. innocua e L.

ivanovii. Apbs a sementeira incuba-se a 35-372C, durante 18 a 24 horas.

Quanto ao teste com o API Listeria, este é constituido por uma galeria com 10
microtubos, com substratos desidratados, que permite realizar testes enzimaticos e de
fermentacao de agucares, o que permite a identificacdo ao nivel da espécie.

Um esquema com o procedimento completo encontra-se no Anexo XIII.

3.5. Tratamento estatistico

O tratamento estatistico é imprescindivel para organizar, apresentar, analisar e
interpretar os dados obtidos (Pestana & Gageiro, 2008).

Para o tratamento de dados recorreu-se ao programa Excel (versao 15.04737.1003)
para a obteng¢do dos graficos dos valores médios de cada parametro estudado, e ao
programa IBM SPSS Statistics (v. 22.0) para a estatistica descritiva e inferencial. Nestes
programas procedeu-se a realizagao do teste de correlagdo de Pearson, teste de levene
e ANOVA.

O coeficiente de variacao de Pearson é uma medida de dispersao relativa, usada
para estimar a precisao de ensaios, e deve ser interpretado como a variabilidade dos
dados em relacdao a média. Quanto menor for o coeficiente mais homogéneo sera o
conjunto de dados. E calculado através do calculo da razio entre o desvio padrio e a
meédia.

Para além da classificacdo das aguas analisadas quanto a sua qualidade e da
identificacdo e caracterizacao de isolados de Pseudomonas spp., este estudo tinha como
objetivos a verificacido de possiveis relagdes entre os parametros fisico-
quimicos/microbioldgicos e as fontes de captagdo das dguas analisadas, e verificacdo
da possivel relacdo entre a presenca de bactérias coliformes e de Pseudomonas spp.
Assim, e tendo em conta o referencial tedrico pesquisado, foi definido um modelo
conceptual e as hipdteses de estudo das relagdes atras referidas (Figura 6).

Landim (2003) refere que o modelo conceptual se trata de uma formulagdo
simplificada, apresentada tanto em forma de diagramas, quanto em forma qualitativa
ou quantitativa, que pretende definir o estudo. Nestes estudos sdo testadas hipéteses
entre as variaveis definidas (Miguel et al, 2012).
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Figura 6: Modelo Conceptual

A agua é um dos mais importantes compostos para o ecossistema e, devido ao
aumento da populagdo humana, industrializacdo, utilizacdo de fertilizantes na
agricultura e outras atividades sintéticas, a sua qualidade é colocada em causa
(Manjare et al., 2010), tornando-se necessario avaliar a sua qualidade em intervalos
regulares de tempo, nomeadamente parametros fisico-quimicos e microbioldgicos.
Sliva e Williams (2001) referem que caracteristicas hidrograficas naturais, tais como
topografia e geologia superficial podem influenciar a qualidade da agua, por isso, neste
estudo, pretendeu-se verificar se existem diferencas significativas na qualidade da
agua, nas diferentes fontes de captacao.

De acordo com a evidéncia cientifica, a qualidade da agua depende da fonte de
captacao, quer em relacdo aos parametros fisico-quimicos, quer microbiolégicos. Por
isso, Ponciano (2010) refere que a 4gua utilizada para a higienizacdo dos equipamentos
de ordenha devera ser, preferencialmente, da rede. Assim, foram formuladas as
seguintes hipoteses:

Hipoétese 1: A média de pH obtida depende da fonte de captagdo de agua.

Hipoétese 2: A média de condutividade elétrica obtida depende da fonte de captagio
de agua.

Hipoétese 3: A média de oxidabilidade obtida depende da fonte de capta¢ado de agua.
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Hipoétese 4: A média de azoto amoniacal obtido depende da fonte de captagdo de
agua.

Hipotese 5: A média de nitratos e nitritos obtida depende da fonte de captagao de
agua.

Hipotese 6: A média de azoto organico obtida depende da fonte de captacdo de
agua.

Hipotese 7: A presenca de valores superiores ao recomenda pelo DL n2306/2007,
em relacdo ao ferro e manganés, encontra-se relacionado com a fonte de captacao de
agua.

Hipotese 8: A presenca de coldnias, a 222C e a 372C, superior aos valores desejaveis
recomendados pelo DL n2306/2007 de 27 de Agosto depende da fonte de captacao de
agua.

Hipotese 9: A presenca de Clostridium perfringens depende da fonte de captagdo de
agua.

Hipotese 10: A presenca de bactérias coliformes depende da fonte de captacao de
agua.

Hipotese 11: A presenca de Pseudomonas spp. depende da fonte de captacdo de
agua.

Hipoétese 12: A presenca de Enterococos intestinais depende da fonte de captacgio
de agua.

Hipoétese 13: A presenca de Escherichia coli depende da fonte de captacdo de agua.

Hipotese 14: Existe correlacdo entre a presenca de bactérias coliformes e a
presenca de Pseudomonas spp.
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4. Resultados e Discussao

Este capitulo encontra-se dividido em quatro partes, na primeira é discutida a
proveniéncia das amostras de dgua, na segunda analisados os resultados das analises
fisico-quimicas, a terceira onde sdo apresentados e discutidos os resultados das
analises microbiolégicas e, por fim, a quarta parte onde é apresentado um resumo dos
resultados do modelo conceptual.

4.1. Proveniéncia das amostras

Das 47 amostras de 4gua analisadas, 14 (30%) eram provenientes de rede publica,
29 (62%) de aguas subterraneas sem tratamento, 2 (4%) de aguas subterraneas com
tratamento e 2 (4%) de agua superficiais sem tratamento. Assim, verifica-se que a
grande maioria das amostras, (66%), se referem a dguas que ndo sofreram qualquer
tratamento (Grafico 1).

m Aguas com tratamento

m Aguas sem tratamento

Grafico 1: Percentagem de amostras com tratamento e sem tratamento

A semelhanca deste trabalho, também no estudo efetuado por Lacerda et al. (2009),
a grande maioria das amostras de dgua usadas na higienizagdo em explora¢des de vacas
leiteiras no Brasil provinham de fontes de 4gua nao tratadas (85%).

Considerando ainda a origem da fonte de captacao, podemos verificar que as dguas
de furo (n=16) sdo as que predominam, seguindo-se as dguas da rede publica (n=14),
aguas de nascente (n=9), aguas de mina (n=4) e, por fim, as aguas de barragem (n=2) e
as aguas de poco (n=2) (Grafico 2).
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Gréfico 2: Percentagem de amostras em funcao da sua origem

0 elevado nuiimero (n=16;34%) de exploragdes de leite de pequenos ruminantes
que usa dgua ndo tratada, mais especificamente aguas de furo, podera estar relacionado
com a localizagdo das exploragdes leiteiras, as quais se encontram distantes das zonas
habitadas, ndo tendo acesso a uma rede publica de abastecimento de dgua. Por outro
lado, nem sempre ha consciéncia por parte dos produtores sobre a importancia que a
potabilidade da agua tem na qualidade do leite produzido, como verificado no estudo
efetuado por Ponciano (2010). Questdes econdmicas, relacionadas com o custo da
instalacao e manutencdo de um sistema de tratamento de d4gua doméstico ajustado a
cada explorag¢do, também devem ser consideradas.

Ponciano (2010), no estudo efetuado pelo mesmo em exploragdes leiteiras de
pequenos ruminantes da regido do Rabagal, verificou que a principal origem das aguas
utilizadas eram provenientes de furos/pocos (42%) e da rede publica (29%),
resultados semelhantes aos obtidos por nos.

Tendo em conta a tabela 2, verifica-se que a maioria dos produtores (67%; n=16)
utiliza a ordenha manual e 33% a ordenha mecanica. Pela observagdo do grafico 3
verifica-se que, quer nas exploracdes com ordenha manual quer nas exploragées com
ordenha mecéanica, se usa, predominantemente, agua nao tratada, apesar de a
percentagem de exploragcdes que usam agua ndo tratada seja maior nas que possuem
ordenha mecanica relativamente as que usam ordenha manual. Esta situacdo pode ser
problematica, tendo em conta as caracteristicas dos equipamentos e utensilios de
ordenha e a maior probabilidade de formacgao de biofilmes associados ao circuito.
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Grafico 3: Percentagem de exploracdes que usam agua tratada/nao tratada em relacao ao
tipo de ordenha manual/mecanica.

4.2. Resultados e discussao das analises fisico-quimicas

4.2.1. Apreciacdo dos resultados fisico-quimicos tendo em conta o DL
n°306/2007

Apoés a obtenc¢do dos resultados das andlises fisico-quimicas, as amostras de agua
foram apreciadas tendo em conta os valores paramétricos definidos no DL 306/2007
(Tabela 5).

Tabela 5: Parametros fisico-quimicos avaliados e respetivo valor paramétrico (VP).

Parametros VP (DL n2306/2007)
pH 26,559
Condutividade elétrica 2500 pS/cm
Oxidabilidade 5mg/L
Amonia 0,5 mg/L
Nitratos + Nitritos 50 mg/L + 0,5 mg/L
Azoto organico -
Ferro 200 pg/L
Manganés 50 pg/L

Nota: O valor paramétrico refere -se a concentracao residual do mondémero na agua,
calculada em funcao das especificacoes, fornecidas pelo fabricante, da migracdo maxima do
polimero correspondente em contacto com a agua. Fonte: Adaptado do DL n°306/2007

Os resultados das analises fisico-quimicas foram reunidos em duas tabelas (Tabela
6 para as amostras de d4gua com tratamento e Tabela 7 para as amostras de dgua sem
tratamento). Nestas tabelas as amostras foram apreciadas, tendo em conta os valores
paramétricos definidos no DL 306/2007 (Tabela 5), em: (1)Todos os valores respeitam
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os limites legais; (2) Um ou mais valores nao respeitam os limites legais. Para que a
analise das tabelas se torne mais facil, os valores que se encontram fora dos limites
estabelecidos pelo DL enunciado apresentam-se a sombreado. Encontram-se, também,
apresentados os valores médios, minimo e maximo, o desvio padrao e o coeficiente de
variacdo para os diferentes parametros fisico-quimicos avaliados, a exce¢do do ferro e
manganés, uma vez que a grande maioria das amostras apresentaram valores

inferiores ao limite de detecao (LD).

Tabela 6: Resultados das analises fisico-quimicas das amostras de agua com tratamento

) CE N < § . g o9
s 5 = S o £ _ Nitratos Azoto S E=S
sEs| 8| T | o |0Sc] 3 gl g5 +  Organic Fe Mn $8<g
£g¥ 3 5 PP om 28  <E Nimitos o  (ug/) (/) FEEL

= (8]
SE |=|° g 27 (mg/l) (mg/L) 5g8"
S © 3
Aguas da rede publica (n=14)
9 C1 7,1 128,4 0,192 0,42 0,49 0,42 <LD <LD 1
C2 6,85 | 138,5 0 0 0 0,63 <LD <LD 1
I C1 7,4 171,7 0 0,42 0,42 0,42 <LD <LD 1
C2 7,35 | 107,1 0 0,7 0,35 0,49 <LD <LD 2
1 C1 7 109,3 0 0,42 0,42 0,42 61,3 <LD 1

5] C2 7,4 98,8 0 0,49 0,35 0,49 <LD <LD 1

g Is C1 6,34 1681 0 0,56 0,35 1,12 <LD <LD 2

(a9

2 C2 7,6 132,2 0 0,49 0,28 0,07 <LD <LD 1

[}

e P c1 | 65 | 1707 0 0,35 0,28 0,98 <LD <LD 1

C2 7,3 133,6 0 0,49 0,21 0,07 <LD <LD 1

18 C1 6,34 167,7 0,096 0,42 0,49 0,63 <LD <LD 2

C2 7,25 | 107,9 0 0,35 0,35 0,42 <LD <LD 1

20 C1 6,65 1837 0 0,42 0,42 0,63 <LD <LD 1

C2 7,25 | 176,3 0 0,49 0,49 0,07 <LD <LD 1
Aguas subterraneas com tratamento (n=2)

C1 6,37 1429 0 0,49 0,42 2,1 <LD <LD 2

o

§ 8

C2 6,4 83,8 0 0,35 0,49 1,33 <LD <LD 2
Minimo 634 8380 0,00 0,00 0,00 0,07 B B
Méximo 760 | 18370 019 0,70 0,49 210 | 613
Média 694 13879 0,02 0,43 0,36 0,64

Desvio padrio 0,45 31,48 0,05 0,14 0,13 0,53 L L
Coeficiente Variacdo | 0,03 7,14 0,15 0,05 0,05 0,43

(1)Todos os valores respeitam os limites legais; (2) Um ou mais valores ndo respeitam os limites legais; LD - Limite de

detecdo; Os valores sombreados encontram-se fora dos limites legais; c1 - primeira colheita; c2 - segunda colheita.
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Tabela 7: Resultados das analises fisico-quimicas das amostras de agua sem tratamento

Origem 5 g CE jcif . 'S _ Nitratos Azoto Apreciagdo
da = ) (uS/c E Z ag iy + Orgénic Fe Mn de acordo
S < pH m) < 0 QE & .. com o
am(fstra e o =l é < g é Nitritos Y (ng/D)  (M8/D)  decreto leine
dedgua o < & & (mg/L) (mg/L) 306/2007
Aguas subterraneas sem tratamento (n=29)
1 Cl | 6,58 95 0,136 0,56 0,49 0,98 188,3 <LD 2
Cc2 59 85,9 0,128 0 0 0,7 <LD <LD 2
. Cc1 6,6 269 0,328 0,35 0,49 0,49 <LD <LD 1
c2 58 1821 0 0 0 0,84 <LD <LD 2
; Cc1 6,4 102 0,056 0,49 0,7 1,12 <LD <LD 2
Cc2 59 95,1 1,18 0 0,98 1,19 <LD <LD 2
10 c1 6,8 189 0,08 0,49 0,7 1,12 0,9 <LD 1
. Cc2 7,1 | 1318 0 0,42 0,42 1,12 <LD <LD 1
uro
14 Cc1 7,1 117 0,104 0,42 0,42 0,42 <LD <LD 1
c2 7,1 | 1317 0 0 0 0,42 <LD <LD 1
17 Cl1 | 638 242 0,504 0,42 0,42 0,63 3543,6 111 2
Cc2 64 166,2 1,1 0,28 0,49 0,07 1553,4 291 2
19 Cl1 | 637 223 0,328 0,42 0,49 0,42 5554 1489 2
Cc2 6,2 1436 0,976 0,42 0,49 0,07 <LD 179,7 2
2 Cc1 6,7 | 147,22 0,288 0,49 0,7 1,19 <LD <LD 1
C2 635 1287 1,024 0,42 0,7 1,19 <LD <LD 2
) Cc1 6,6 68,9 0,264 0,35 0,77 0,42 <LD <LD 1
Cc2 5 59 1 0 0,21 091 <LD <LD 2
3 C1 6,1 78,6 0,032 0,35 0,35 0,42 <LD <LD 2
Cc2 6,6 74 0 0 0 0,42 <LD <LD 1
<v
g ,, 1721 247 | 0744 0,42 0,42 0,63 <LD | <LD 1
i’; e - i i i i i . i -
23 Cl1 | 682 | 51,7 0,008 0,49 0,49 0,63 <LD <LD 1
Cc2 6,4 63,4 0 0,35 0,42 0,49 <LD <LD 2
) c1 9,2 17 2,032 0,49 0,42 0,49 <LD <LD 2
4
Cc2 8,4 22,4 1,8 0,21 0,28 5,95 <LD <LD 1
A Cc1 6,3 57,4 0,568 0,42 0,7 0,98 28,5 <LD 2
Mi Cc2 53 42,9 0,112 0,56 0,77 3,29 <LD <LD 2
ina
s Cc1 6,2 51,9 0,072 0,42 0,7 0,42 <LD <LD 2
C2 635 293 2,27 0 0,49 0,42 <LD <LD 2
Aguas superficiais sem tratamento (n=2)
Cl1 | 682 | 51,7 0,008 0,49 0,49 0,63 568,5 <LD 2
Barragem @13
Cc2 6,4 63,4 0 0,35 0,42 0,49 290,4 <LD 2
Minimo 5,00 | 17,00 0,00 0,00 0,00 0,07 _ _
Maximo 9,20 | 269,00 2,27 0,56 0,98 5,95 3543,6 | 291
Média 6,56 1 103,41 0,49 0,33 0,47 0,92 _ _ _
Desvio padrio 0,78 | 66,37 0,64 0,19 0,24 1,09
Coeficiente Variacao 0,09 @ 42,60 0,84 0,11 0,13 1,30

(1)Todos os valores respeitam os limites legais; (2) Um ou mais valores nido respeitam os limites legais; LD - Limite de
detecdo; Os valores sombreados encontram-se fora dos limites legais; c1 - primeira colheita; c2 - segunda colheita.
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Através da observacdo da tabela 6, relativa as amostras de dgua tratadas, verifica-
se que 69% destas apresentam todos os valores dentro dos limites legais. Das cinco
amostras com valores fora dos limites legais, os parametros que nao cumpriram foram
o pH (n=4) e a amdnia (n=2) (Grafico 4).

No caso das amostras de dgua nao tratada (Tabela 7), a percentagem de amostras
que cumprem todos os limites legais é de, apenas, 35%. Neste caso, das vinte amostras
com valores fora dos limites legais, 18 (58%) apresentavam valores de pH inferiores a
6,5 ou superiores a 9,0, duas amostras (6%) apresentavam valores de amodnia
superiores a 0,50 mg/L, cinco amostras (16%) valores de ferro superiores a 200 pg/L
e quatro amostras (13%) valores de manganés superiores a 50 pg/L (Grafico 4).

Relativamente aos parametros da condutividade elétrica, da oxidabilidade, dos
nitratos e dos nitritos verificou-se que, todos os valores obtidos, cumpriam os limites
legais.

80% -
70% -

60% - 58%

50% - W Aguas tratadas (n=16) ™ Aguas ndo tratadas (n=31)
40% -

30% 1 25%

20% - 16%
13% 13%
10% - Ie%
0% i T T T T T T T
pH CE Oxid. Amonia Nit. N org. Fe Mn

Grafico 4: Percentagem de incumprimentos para cada parametro fisico-quimico

Com base na observacdo dos valores médios dos parametros analisados,
verificamos que estes se encontram dentro dos limites estabelecidos pelo DL
n2306/2007. Em relacdo ao coeficiente de variagdo, verificamos que o pH é o
parametro que apresenta menor variabilidade (coeficiente de variacdo de 0,03 no caso
do conjunto das amostras de agua tratadas - Tabela 6 - e 0,09 no caso do conjunto das
amostras de dgua nado tratadas - Tabela 7), indicando que os valores se encontram
homogéneos e existe uma reduzida dispersao relativa dos resultados.

Tal como ¢é referenciado pela bibliografia, as amostras de agua tratadas
(maioritariamente provenientes de rede publica) apresentam valores inferiores,

comparativamente com as amostras provenientes de aguas sem tratamento, a exce¢do
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do pH, do azoto amoniacal e da condutividade elétrica em que os valores se encontram
superiores. Relativamente ao parametro de pH, este encontra-se mais elevado nas
amostras de rede publica, situacdo que ja era esperada uma vez que este é um valor
corrigido para valores entre 6,5 e 7,5 de forma a garantir a eficiéncia do processo de
desinfecdo ao longo da rede de distribuicao.

Tendo em conta o maior nimero de situagdes de incumprimentos verificadas para
o parametro pH, quer no grupo das aguas tratadas quer no grupo das aguas nao
tratadas, é de referir que esta situacdo nao apresenta efeitos diretos sobre a saide do
consumidor. No entanto, este parametro deve ser controlado dado que pode
influenciar a ocorréncia de fendmenos de corrosdo (no caso de valores de pH inferiores
a 6,5) ou de incrustacdo nas canalizagcdes e outros acessorios com os quais a d4gua entre
em contacto (no caso de valores de pH superiores a 9,0) (Sousa, 2012).

Os outros parametros fisico-quimicos para os quais foram verificadas situacdes de
incumprimento foram a amonia, o ferro e 0 manganés. As formas de azoto organico e
amoniacal estdo presentes em detritos oriundos de atividades biolégicas naturais e
incluem proteinas, acidos nucleicos e ureia, sendo um parametro indicativo da
abundancia de nutrientes na agua e consequente possibilidade de eutrofizacdo. Quanto
ao manganés, este é o terceiro metal mais abundante na natureza e surge,
normalmente, na presenca do ferro (APDA, 2013a) facto que pode ser observado na
tabela 7 em trés das quatro amostras que apresentam valores de manganés superiores
a 50 ug/L.

4.2.2. Analise dos resultados fisico-quimicos em funcao da fonte de captacao

De seguida é apresentada a analise dos resultados dos diferentes parametros fisico-
quimicos avaliados em funcio da fonte de captacdo. E de referir que, em todos os
parametros fisico-quimicos avaliados, a excecdo do azoto amoniacal, estes nao
apresentam diferencas significativas (p>0,05) quando comparados com as épocas de
colheita (Anexo XIV).

pH

Relativamente ao parametro pH verificaram-se diferencas significativas (p<0,05)
(Anexo XV) entre as amostras de agua da rede publica e as amostras de agua
subterranea sem tratamento, pelo que a hipétese 1 do modelo conceptual, “A média de
pH obtida depende da fonte de captacao de agua”, é suportada.
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Grafico 5: Boxplot que traduz a dispersao dos valores de pH em funcao da fonte de
captacao

Através da observacdo do grafico 5 verificamos que as aguas subterraneas
apresentam valores de pH inferiores, quando comparadas com as aguas de rede
publica. A grande parte das amostras de dgua de rede publica, como era de esperar pelo
que referimos anteriormente, apresentam valores acima dos 6,5, ao passo que as aguas
subterraneas sem tratamento apresentam, na sua maioria, valores de pH inferiores a
6,5. As aguas subterraneas analisadas apresentam, geralmente, valores de pH acidos o
que pode ser explicado pelo tipo de estrato rochoso predominante na regiao em estudo.
De facto, o granito constitui a principal formacao rochosa da regido da beira interior, a
qual se caracteriza por ser uma rocha acida. Sorlini et al. (2013), num estudo efetuado
pelos mesmos, verificaram que aguas subterraneas sem tratamento apresentavam
valores de pH baixos, sendo que 26% das amostras apresentavam valores inferiores a
6,5. No estudo efetuado por Sousa et al. (2015), 72,7% das amostras de aguas
subterraneas sem tratamento apresentavam valores de pH inferiores a 6,5.

Condutividade Elétrica

Mendes e Oliveira (2004) referem que a condutividade fornece uma boa indicagao
das modificacdes na composicdo de uma agua, especialmente da sua concentracao total
ionica. No entanto, embora permita avaliar de uma forma rapida e global o seu grau de
mineralizacdo, nao fornece nenhuma indicacdo das quantidades relativas dos ides
dissolvidos presentes.

Embora ndo se conhec¢a a origem dos minerais, segundo Mendes e Oliveira (2004)
referem, parte pode resultar de processos de lixiviacdo dos solos, tais como anides
carbonatos, bicarbonatos, sulfatos, cloretos, nitratos ou os catides como o calcio,
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magnésio, sddio, potassio entre outros metais. Outra parte pode provir de efluentes e
residuos agricolas e/ou industriais, que contaminam essas aguas.

Em relagdo ao parametro da condutividade elétrica, relacionando-o com a fonte de
captacdo, verificou-se que este apresenta diferencas significativas (p<0,05) (ver Anexo
XV) entre as fontes de captagdo, pelo que a hipotese 2 do modelo conceptual, “A média
de condutividade elétrica obtida depende da fonte de captacdo de agua”, é suportada.
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Grafico 6: Boxplot que traduz a dispersao dos valores da condutividade elétrica em
funcao da fonte de captacao e da data de colheita de amostra

Através da observacdo do grafico 6 verificamos que as aguas de rede publica
apresentaram valores mais elevados de condutividade, contudo importa referir que
todas as amostras de agua apresentaram valores inferiores ao valor paramétrico. Os
resultados obtidos na rede publica apresentam-se mais homogéneos, quando
comparados com as dguas subterraneas sem tratamento, em que a dispersao de dados
é superior. Este facto esta de acordo com o referido na bibliografia, a qual refere que,
tal como esperado, as aguas de rede publica ndo apresentam modificagcdes tao
acentuadas como as aguas subterraneas na sua concentracdo total idnica (Mendes e
Oliveira, 2004). Os dados obtidos permitem, também, evidenciar que as aguas
utilizadas apresentam baixa condutividade, isto é, tém uma mineraliza¢do fraca a
moderada, o que esta igualmente associado ao estrato rochoso de granito, o qual é de
dificil meteorizagao, significando que liberta mais lentamente os ides que constituem
0s seus minerais constituintes e, por isso, originam aguas subterraneas mais pobres
em ides dissolvidos quando comparadas, por exemplo, com aguas subterraneas
provenientes de estratos rochosos como os calcarios.
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Oxidabilidade

A oxidabilidade é o parametro utilizado para avaliar indiretamente a quantidade de
matéria organica presente numa amostra de agua, a qual é medida através da
quantidade de oxigénio consumido durante a reacdo de oxidacdo dessa matéria
organica pelo permanganato de potassio. A presenca de matéria orgdnica numa agua
que se destina a consumo humano é considerada indesejavel devido ao facto de poder
potenciar a sobrevivéncia e desenvolvimento de microrganismos, alguns deles
eventualmente patogénicos (Mendes e Oliveira, 2004).

Relacionando o parametro da oxidabilidade com a fonte de captagao, verificou-se
que este apresenta diferencas significativas (p<0,05) (ver Anexo XV) entre as fontes de
captacao, pelo que a hipotese 3, “A média de oxidabilidade obtida depende da fonte de
captacdo de agua”, é suportada. Assim, e de forma a tornar mais percetivel essas
diferencas é apresentado o grafico 7.
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Grafico 7: Boxplot que traduz a dispersao dos valores da oxidabilidade em funcao da fonte
de captacao e da data de colheita de amostra

Através da observacao do grafico 7 e, tendo em conta que o DL n? 306/2007
estabelece como VP 5mg02/L, verificamos que os resultados obtidos referentes a este
parametro sao bastante satisfatorios. Tal como seria expectavel, os niveis de matéria
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organica foram mais elevados nas origens de agua subterranea sem tratamento, tanto
na colheita 1 como na colheita 2. Tal facto, podera estar relacionado com o tratamento
das aguas da rede publica que geralmente, envolve um conjunto de operagdes e
processos destinados a remoc¢do de matéria organica presente na agua a tratar e que
incluem o processo de coagulacao/floculacao, seguido das operacdes de sedimentagao
e filtragcdo (APDA, 2012c).

Os resultados permitem-nos, também, verificar que, ao nivel da rede publica, os
valores de oxidabilidade se mantiveram relativamente constantes considerando a
primeira e a segunda colheita de amostras, o que nao se verificou em relacdo as origens
de agua ndo tratada, em que se observou uma forte oscilacdo entre a primeira e a
segunda colheita. De facto, no periodo outubro-novembro, os valores de oxidabilidade
aumentaram, o que podera estar relacionado com o arrastamento de particulas em

suspensao de natureza organica em consequéncia da infiltracdo das dguas das chuvas
(Horta, 2015).

Azoto Amoniacal

A APDA (2013b) refere que a presenca de amoénio na dgua para consumo humano
ndo é muito relavante para a sadde humana, pois os efeitos toxicolégicos sdo
observados apenas em exposi¢oes acima de 200mg/Kg de peso corporal.

Relativamente ao parametro do azoto amoniacal, relacionando-o com a fonte de
captacao, verificou-se que este apresenta diferencas significativas (p<0,05) (ver Anexo
XV) entre as fontes de captacdo, pelo que a hipotese 4, “A média de azoto amoniacal
obtida depende da fonte de captacao de agua”, foi suportada. De forma a poder ser
analisado minuciosamente, é apresentado o grafico 8.
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Grafico 8: Boxplot que traduz a dispersao dos valores do azoto amoniacal em funcao da fonte de
captacao e da data de colheita de amostra
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Através da observacdo do grafico 8 verificamos que nas aguas nao tratadas se
observou uma tendéncia para uma diminui¢do acentuada (= 0,25mg/L) na
concentracdo de azoto amoniacal, ao passo que nas aguas da rede este parametro
manteve-se constante. A diminui¢do observada para as aguas subterraneas podera ser
explicada pelo fator de diluigdo associado ao aumento do nivel de agua nas toalhas
freaticas durante o periodo das chuvas. Assim, esta menor concentragdo em azoto
amoniacal podera nao significar uma menor contaminac¢do da agua por este composto
de azoto. APDA (2013b) refere que, nas d&guas subterraneas, ndo existem
concentracoes elevadas de amonio.

Nitratos e Nitritos

Os nitratos sdo um dos compostos azotados de maior importancia, na medida em
que sdo um componente essencial a formagao da biomassa das plantas e dos animais,
mas, por outro lado, sdo também um contaminante relevante nas aguas superficiais e
subterraneas utilizadas na producdo de dgua para consumo humano (APDA, 2013c).

Os nitritos sao produto um da oxidagdo do amoénio ou da reducdo dos nitratos. Na
agua, em condicoes de oxidacdo normais, a conversdao dos nitritos em nitratos é
praticamente imediata (APDA, 2013d).

Em relacdo ao parametro dos nitratos e nitritos, relacionando-o com a fonte de
captacao, verificou-se que este nao apresenta diferencas significativas (p>0,05) (ver
Anexo XV) entre as fontes de captacdo, pelo que a hipotese 5, “A média de nitratos e
nitritos obtida depende da fonte de capta¢do de 4gua”, ndo é suportada.

No entanto, e uma vez que se trata de um parametro analisado, de forma a proceder
a analise dos dados obtidos é apresentado o grafico 9.
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Grafico 9: Boxplot que traduz a dispersao dos valores dos nitratos e nitritos em funcao da
fonte de captacao e da data de colheita de amostra
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Através da observacdo do grafico 9 verificamos que tanto na colheita 1 como na
colheita 2, os valores de nitratos e nitritos obtidos nas amostras na rede publica eram
menores, quando comparados com os valores das amostras das aguas subterraneas
sem tratamento. As concentragdes de nitratos em dguas superficiais, assim como em
aguas subterraneas, aumentam em funcdo da quantidade de fertilizantes azotados
aplicados ao solo e dos efluentes e residuos (industriais, agricolas e domésticos)
descarregados (APDA, 2013c).

Devido a sua solubilidade, e por constituirem as formas azotadas onde o estado
oxidativo é maximo, os nitratos podem acumular-se nas dguas subterraneas, sendo que
nas regides onde a agricultura é praticada com intensidade, a ocorréncia em lengobis
freaticos de concentragdes de nitratos pode atingir niveis mais elevados. Também nas
regides onde o solo é contaminado por aguas residuais ou sobre a influéncia de
atividades de producdo animal, a conversao biolégica pode, também, levar a formagao
de nitratos que se infiltram em profundidades e acumulam nos lencéis freaticos.

Relativamente ao periodo de colheita, tanto nas aguas subterrdaneas nao tratadas
como nas amostras de rede publica, observou-se uma tendéncia para uma diminuicao
na concentracdo de nitratos e nitritos no periodo de outubro-novembro. A diminuicao
observada podera ser explicada, uma vez mais, pelo fator de diluicao associado ao
aumento do nivel de dgua nas toalhas freaticas durante o periodo das chuvas.

Importa salientar que, neste trabalho, foi realizada a determinagdo conjunta de
nitratos e nitritos. No DL n2306/2007, contudo, a determina¢ao dos nitratos e nitritos
é realizada separadamente tendo um valor paramétrico de 50mg/L e 0,5mg/L,
respetivamente. Através do grafico 9 observamos que todas as amostras apresentam
valores paramétricos para os nitratos inferiores ao definido pelo DL.

Azoto Organico

Relativamente ao parametro do azoto organico, relacionando-o com a fonte de
captacao, verificou-se que este nao apresenta diferencas significativas (p>0,05) (ver
Anexo XV) entre as fontes de captagdo, pelo que a hipétese 6, “A média de azoto
organico obtida depende da fonte de captagdo de agua”, ndo é suportada.

No grafico 10 apresenta-se a variacdo deste composto na primeira e segunda
colheitas.
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Grafico 10: Boxplot que traduz a dispersao dos valores do azoto organico em funcao da fonte
de captacao e da data de colheita de amostra

Através da observacdo do grafico 10 verificamos que, no caso das aguas
subterraneas sem tratamento, se registou um ligeiro aumento a nivel da mediana do
azoto organico, o qual pode ser explicado pelo aumento da matéria organica no
intervalo de tempo correspondente a colheita 2. Para além disso, ja tinhamos obtido
um aumento da oxidabilidade nas aguas subterraneas sem tratamento, pelo que era
esperado que os compostos organicos também pudessem ter sofrido esse aumento,
pois Bras (2013) refere que um dos parametros quimicos associados a compostos
organicos mensuraveis na agua é a oxidabilidade que consiste na quantidade de
matéria organica quimicamente oxidavel.

Nas amostras de agua provenientes da rede publica, houve uma diminui¢ao destes
compostos de azoto. Esta variabilidade ndo devera estar associada a caracteristicas
sazonais mas antes a aspetos pontuais.

Ferro e Manganés

Em virtude de afinidades geoquimicas, o ferro é, quase sempre, acompanhado pelo
manganés e, por esse motivo, consideramos que seria pertinente procedermos a sua
analise conjunta.

Relativamente a estes parametros, verificamos que, apenas se registaram valores,
em nove amostras, no caso do ferro e em quatro amostras, para o caso do manganes,
pelo que nao foi realizado um teste de compara¢dao de médias, mas sim um teste de
correlacao de variaveis, em que se procurou verificar se o facto das amostras de agua
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apresentarem valores superiores ao recomendado pelo DL n2 306/2007 se encontrava
relacionado com a fonte de captacao.

Relativamente a estes parametros, relacionando-os com a fonte de captacao,
verificou-se que ndo apresentam diferencas significativas (p>0,05) (ver Anexo XV)
entre as fontes de captacdo, pelo que a hipotese 7, “A presenca de valores superiores
ao recomendado pelo DL n? 306/2007, em relagdo ao ferro e manganés, encontra-se
relacionada com a fonte de captacao de agua”, nao é suportada. No entanto, e uma vez
que se tratam de parametros analisados, de forma a proceder a analise dos dados
obtidos é apresentada a tabela 8.

Tabela 8: Percentagem de incumprimentos relativos ao ferro e manganés

Manganés Ferro
Agu:’:\s <VP 25 (86%) 24 (83%)
subterréneas
sem tratamento | >VP 4 (14%) 5(17%)

Através da observacgdo da tabela 8 verificamos que, em relacao ao manganés, apenas
14% das amostras de dgua continham valores superiores ao valor paramétrico
(VP=50pg/L), dados que apenas se verificaram nas aguas sem tratamento. O mesmo
ocorreu para o ferro, verificando-se, também, com valores superiores ao estabelecido
pelo DL 306/2007 (VP=200ug/L), apenas nas aguas sem tratamento, com cerca de
17%. Normalmente, o manganés surge na presenca do ferro e, através da tabela 7
podemos verificar isso mesmo, pois das quatro amostras de a4gua em que continhamos
manganés acima do valor desejavel, trés continham, também, ferro acima do valor
recomendado. Nestes casos, torna-se importante requerer alguma ateng¢do, pois
valores superiores de ferro e manganés conferem as d4guas um aspeto avermelhado.
Para além disso, verifica-se que a presenca de ferro promove o crescimento de
ferrobactérias que, ao oxidarem o ferro ferroso (Fe?*) a férrico (Fe3+) favorecem a
formacdo de depdsitos viscosos nas canalizagdes (Louros, 1999).

4.3.Resultados e discussao da analise microbiolégica

4.3.1. Apreciacao dos resultados microbiolégicos tendo em conta o DL
n°306/2007

Apés a obtencao dos resultados das andlises microbioldgicas, as amostras de dgua
foram apreciadas tendo em conta os valores paramétricos definidos no DL 306/2007
(Tabela 9).
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Tabela 9: Parametros microbiologicos avaliados e respetivo limite legal

Expressao
Paramet VP *(1
Aramesros @) dos resultados
Numero de colénias a 229C 100 UFC/mL
Numero de colénias a 379C 20 UFC/mL
Contagem de bactérias coliformes 0 UFC/100 mL
Contagem de E. coli 0 UFC/100 mL
Contagem de enterococos intestinais 0 UFC/100 mL
Contagem de Clostridium perfringens 0 UFC/100 mL

UFC- unidades formadoras de coldnias; (1)- “*” corresponde ao valor que nao é desejavel
ultrapassar, definido no Decreto-lei n°306/2007. Fonte: Adaptado do DL n°306/2007.

Os resultados das analises microbiolégicas foram reunidos em duas tabelas (Tabela
10 para as amostras de 4gua com tratamento e Tabela 11 para as amostras de 4gua sem
tratamento). De acordo com o DL n2306/2007, estas aguas, tal como as aguas de
consumo humano, deverio ter em conta os VP estabelecidos neste DL. Assim, e tendo
em conta os valores definidos no mesmo, as amostras de 4gua foram classificadas como
adgua bacteriologicamente potavel (1), 4gua que apresenta valores superiores ao
desejavel para o numero de coldnias a 222C e/ou a 372C (2) e 4gua impropria para
consumo humano (3). Ou seja, quando as amostras cumpriam os VP definidos pelo DL
eram classificadas como aguas bacteriologicamente potaveis; quando os resultados
cumpriram todos os valores parameétricos a exce¢do do que o DL n2306/2007 de 27 de
agosto considera como desejavel para os microrganismos a 222C e/ou a 37°C, as
amostras eram classificadas como aguas que apresentam valores superiores ao
desejavel para os microrganismos a 222C e/ou a 372C; por outro lado, sempre que uma
amostra apresentava um ou mais resultados para os microrganismos indicadores de
contaminacdo fecal e coliformes totais superiores ao valor paramétrico, estas eram
classificadas como dguas impréprias para consumo humano.

Nas tabelas 10 e 11 os valores que se encontram fora dos limites estabelecidos pelo
DL foram sombreados, para que a analise das tabelas se torne mais facil. Sombreados
arosa referem-se aos valores que ultrapassam os valores paramétricos legais, os quais
ndao devem ser ultrapassados para que a agua possa ser considerada potavel, e
sombreados a cinzento os valores que ultrapassam os valores indicativos mencionados
no DL 306/2007 para os microrganismos a 222C e os microrganismos a 372C, valores
estes que se forem ultrapassados nao constituem condicdo para classificar as aguas
como improprias. Importa salientar que estes devem ser comparados com valores
previamente existentes para o mesmo ponto de colheita de amostra e qualquer
variacdo devera ser estudada quanto a causa.

47



Liliana Isabel Pires Domingues

De referir ainda que os resultados das analises microbioldgicas correspondentes a
primeira colheita (C1), e apenas estes, ja se encontram publicados em Ramos (2014),
na sequéncia do trabalho experimental de fim de curso de licenciatura que foi
desenvolvido em paralelo.

Tabela 10: Resultados das analises microbiologicas das amostras de agua com tratamento

2 S N R e
g 5 g S= S® B85 283  S3_ 883 ssS
£ = = S == s 3 SSETRTCEET ZSE® SE£EEw ©8
o & "g & NE S = TES WSO 3 T3 68S 3 &
oo P e = N = 8D on = SES BES TOM L2 N To
= = © © O ® c & RN gEA® oW 839w 0o
s al = gE o> S3&s @8y T4 EEL ED
= S = € € 2& ®H & <=
= <
Aguas da rede piiblica (n=14)
9 Cc1 1 1,7x10 0 0 0 0 1
c2 <1 7 0 0 0 0 1
” Cc1 9,6x10 5,9x10 0 5 4 0 3
C2 1,2x102 1,6x102 0 1 0 0 3
12 c1 1,1x102 1,2x102 0 0 0 0 2
8 c2 11 4 0 2 0 0 3
e c1 3 <1 0 0 0 0 1
-9 15
2 c2 7 5 0 0 0 0 1
& > c1 1,7x102 2,8x102 2 0 0 0 3
c2 3,4x10 8,9x10 0 0 0 0 2
18 Cc1 6 <1 0 0 0 0 1
c2 7,6x10 12 0 0 0 0 1
20 Cc1 12 4 0 2 0 0 3
c2 4,2x10 4,9x10 0 1 1 0 3
Aguas subterraneas com tratamento (n=2)
L5 % c1 4,5x10 4 0 1,7x10 0 0 3
B5SE 8
<2 s
& & Cc2 1 1 0 0 0 0 1
N2 (%) _ _ 1 6 2 0
Incumprimentos 6% 38% 13% 0%

(1) Agua bacteriologicamente potavel; (2) Apresenta valores superiores ao desejavel para o
nimero de colénias a 22°C e/ou a 37°C; (3) Agua imprépria para consumo; C1 - primeira
colheita; C2 - segunda colheita.
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Tabela 11: Resultados das analises microbiologicas das amostras de agua sem tratamento

ol ol o o () o —
S 5 s S%_ 0S¥ ERS_spi_ f G Bgi_ %G
55 2 T §EYT  EEE §98F 5IST fsfT gL ias
28 % 3 R To® BESS FES® £°2¥ §Ec¥ 578
S = =B= == S8 R Sa I = Eo < o
= = g g g ®=7g < =
Aguas subterraneas sem tratamento (n=29)

" Cc1 5,3x102 2,1x102 0 3,8x102 8 2,2x10 3

Cc2 1,4x102 1,5x102 0 2,8x102 0 0 3

6 Cc1 9,1x10 9,1x10 0 0 0 0 2

c2 4,8x103 6,4x10 0 5,0x102 3,0x102  2,7x102 3

. Cc1 1,0x102 1,0x102 0 13 0 0 3

Cc2 3,7x10 3,6x10 0 0 0 0 2

10 C1 4,2x102 1,1x103 0 2 2 9,1x10 3

e C2 1,9x103 7,9x10 0 3,2x10 8 0 3

& L @ <1 3 0 0 0 0 1

C2 3,6x10 10 0 10 0 0 3

17 Cc1 4,5x102 2,3x102 0 0 0 0 2

C2 4,1x10 4,7x10 0 0 0 0 2

19 Cc1 3,4x102 1,4x102 0 3,7x102 0 4,8x10 3

Cc2 7,7x102 3,9x102 0 2,8x102 2,8x102 6,4x10 3

21 Cc1 3,9x102 4,0x10 0 2 2 0 3

Cc2 7,6x102 2,8x102 0 0 0 0 2

5 Cc1 1,6x102 8,9x10 0 2,0x10 2,0x10 1 3

Cc2 9,2x102 1,5%102 0 3,9x10 3,1x10 1,5x10 3

3 Cc1 8 6 0 2,2x10 1,8x10 0 3

° C2 1,9x10 3,6x102 0 5 3 0 3

§ ,, C1 4010 4,3x10 0 1 0 0 3

§ C2 - - - - - - -

’3 Cc1 2,5x10 1,5x10 0 0 0 0 1

C2 1,3x102 1,5x102 1 4,0x10 3,7x10 10 3

” Cc1 2,6x102 3,4x102 0 10 10 2,1x10 3

c2 8,6x10 2,4x10 0 0 0 2

4 Cc1 3,3x102 1,8x102 0 1,6x103 1 3

s Cc2 7,3x10 4,3x10 0 2 0 3

S ;o 9 2 0 10 10 3 3

Cc2 5,2x102 2,3x102 0 2,2x10 0 0 3

Aguas superficiais sem tratamento (n=2)
g’ E 13 Cc1 1,5x103 6,0x102 0 1,8x10 7 14 3
& 2 67x10 > 3,0x102 0 6 6 1 3
Ne (%) _ _ 1 23 15 13
Incumprimentos 3% 74%, 48% 429,

(1) Agua bacteriologicamente potavel; (2) Apresenta valores superiores ao desejavel para o niimero de
colénias a 222C e/ou a 37°C; (3) Agua imprépria para consumo; C1 - primeira colheita; C2 - segunda

colheita.
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Através da observacao das tabelas 10 e 11 verifica-se que 44% (7/16) das amostras
de agua tratada e 74% (23/31) das amostras de agua ndo tratada foram classificadas
como aguas improprias para consumo humano. Para além disso, um total de 32
amostras (68%) apresentaram um resultado superior ao desejavel pelo DL relativo ao
numero de microrganismos a 222C e/ou a 372C. Embora estes ndo apresentem
preocupacdo para a saude publica, os valores elevados podem indicar que existe um
foco de contaminacgao, devendo ser analisadas as causas (Sousa et al.,, 2015).

4.3.2. Analise dos resultados microbiolégicos em funcao da fonte de captacéao

7

De seguida é apresentada a analise dos resultados dos diferentes parametros
microbiolégicos avaliados em func¢do da fonte de captacao.

NUmero de microrganismos a 22°C e a 37° (N° UFC/mL de agua)

Através da observacdo dos graficos 11 e 12 verificamos que as amostras
provenientes da rede publica apresentaram um menor nimero de amostras com
valores superiores ao desejavel, tanto a 222 como a 37°C, de acordo com o DL
n2306/2007, comparativamente com os resultados das amostras provenientes das
aguas subterraneas sem tratamento.

Aguas subterraneas sem
tratamento (n=29)

® > 100 UFC/mL

W< 100 UFC/mL

Rede publica (n=14)

0% 50% 100%

Grafico 11: Percentagem de amostras de agua da rede publica e de amostras de agua
subterraneas sem tratamento com um nimero de microrganismos a 22°C inferior e superior a 100
UFC/mL.
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Aguas subterraneas sem
tratamento (n=29)
> 20 UFC/mL

B <20 UFC/mL
Rede publica (n=14)

0% 50% 100%

Grafico 12: Percentagem de amostras de agua da rede publica e de amostras de agua
subterraneas sem tratamento com um nimero de microrganismos a 37°C inferior e superior a 20
UFC/mL.

A grande maioria das amostras de agua provenientes das aguas subterraneas sem
tratamento apresentaram valores de UFC/mL superiores ao desejavel, tanto a 22°
(59% das amostras) como a 372 (83% das amostras), facto que vai ao encontro da
bibliografia pesquisada, nomeadamente Sousa et al. (2015) que, no estudo efetuado
pelos mesmos, obtiveram 81,8% e 72,7% das amostras de aguas subterraneas com
valores do nimero de coldnias superiores ao desejavel a 222 e 372, respetivamente.

Em relacdo a estes parametros, e relacionando-os com a fonte de captacdo, a
existéncia de amostras com um numero de microrganismos superior aos valores
desejaveis descritos no DL n2306/2007, apresenta diferencas significativas (p<0,05)
quando relacionado com a fonte de captagdo (ver Anexo XVI), pelo que a hipdtese 8, “A
presenca de coldnias a 229C e a 372C, superior aos valores desejaveis recomendados
pelo DL n?® 306/2007 de 27 de agosto depende da fonte de captacao de agua”, é
suportada.

Clostridium perfringens

Clostridium perfrinfens € comum no trato intestinal do homem e de outros animais,
encontrando-se largamente distribuido na natureza, principalmente no solo e em
aguas contaminadas com fezes. Tem um potencial patogénico, devido a producao de
toxinas, podendo provocar dores abdominais e diarreias (Mendes e Oliveira, 2004).

Relativamente ao Clostridium perfringens este foi detetado em apenas 2 amostras,
sendo que uma tinha como fonte de captacao a rede publica e a outra era uma agua
subterranea sem tratamento. Esta espécie, na forma de esporo, sobrevive a condi¢des
ambientais desfavoraveis tendo uma elevada capacidade de resisténcia a processos de
desinfecdo mais comuns, nomeadamente com cloro e diéxido de cloro. Este
microrganismo é indicador de uma poluicdo hidrica de origem fecal remota ou
intermitente (APDA, 2012d).
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Em relacdo a este parametro e, relacionando-o com a fonte de captacdo, nao
apresenta diferencas significativas (p>0,05) quando relacionado com a fonte de
captacao (ver Anexo XVI), pelo que a hipotese 9, “A presenca de Clostridium perfringens
depende da fonte de captagdo de 4gua”, ndo é suportada.

Tal como ja foi referido, uma das amostras que se apresentou contaminada era
originaria da rede de distribuicdo, e, por esse motivo, este caso merece uma cuidadosa
analise uma vez que esta agua, para além da utilizacdo dada para a higiene dos
utensilios e equipamentos de ordenha, é consumida pelo produtor e por toda a
populagdo abastecida pelo mesmo circuito de distribui¢do. O DL n2 306/2007 refere
que, caso se verifique um incumprimento deste parametro, deve-se investigar todo o
sistema de abastecimento para identificar existéncia de risco para a saide humana. Foi
verificado que esta agua é proveniente da rede de distribui¢cdo do concelho de Proenga-
a-Nova. Assim, foi realizada uma consulta dos editais “Qualidade da 4gua na rede de
distribuicao do concelho de Proenca-a-Nova” tendo-se verificado 50% de analises em
incumprimento para este parametro no edital do 12 trimestre de 2014 e 9% de
incumprimentos no edital do 32 trimestre de 2014. Foi igualmente verificado que nos
dois editais ja publicados de 2015, relativos ao 12 e 22 trimestres, ndo se observaram
incumprimentos para este parametro, o que nos leva a supor que a origem dos
incumprimentos verificados ja esteja corrigida. Este resultado esta de acordo com a
repeticdo da analise que fizemos (C2), em outubro/novembro, a qual apresentava um
resultado para a contagem de Clostridium perfringens (UFC/100mL de 4gua) inferior
ao VP.

Bactérias coliformes e Escherichia coli

Em relacdo a contagem de bactérias coliformes, observaram-se diferencas
significativas (p<0,05) quando relacionada com a fonte de captacdo, pelo que foi
suportada a hipdtese 10 “A presenca de bactérias coliformes depende da fonte de
captacao de agua”.

A andlise estatistica para o parametro da E. coli ndo mostrou uma diferenca
significativa (p=0,05) para a presenca de Escherichia coli quando relacionada com a
fonte de captacdo (ver Anexo XVI), pelo que a hipdtese 13, “A presenca de Escherichia
coli depende da fonte de captacdo de agua”, ndo foi suportada.

De forma a tornar percetivel a importancia dos parametros descritos, quando
comparados com a fonte de captacao, foi elaborado o grafico 13, que nos mostra a
percentagem de amostras que violam o valor paramétrico para as bactérias coliformes
e E. coli.
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Total (n=43)

Aguas subterraneas sem
tratamento (n=29)

Rede publica (n=14)

0% 50% 100%
B > 1 UFC Escherichia coli/100 mL B > 1 UFC Bactérias coliformes/100 mL

Grafico 13: Percentagem de amostras em incumprimento (=1UFC/100mL) relativamente aos
parametros bactérias coliformes e E. coli em amostras de agua da rede publica e em amostras de
agua subterraneas sem tratamento

Através da observacdo do grafico 13 verificamos que 36% das amostras
provenientes da rede publica e 72% das amostras de aguas subterraneas sem
tratamento apresentaram valores superiores ao legislado (0 UFC/100mL) para as
bactérias coliformes. E de referir que 40% (2/5) das amostras da rede publica que
apresentam uma contagem de bactérias coliformes superior ao limite legal (0
UFC/100mL) ultrapassam, também, o limite legal para a contagem de E. coli (0
UFC/100mL). O mesmo acontece com 62% (13/21) das amostras de aguas
subterraneas sem tratamento. Este facto vai ao encontro da bibliografia pesquisada,
nomeadamente Sousa et al. (2015) que, no estudo efetuado pelos mesmos em aguas de
captacdes privadas do distrito de Castelo Branco, obtiveram em 54,5% das amostras
de aguas subterraneas sem tratamento valores de bactérias coliformes e E. coli
superiores ao recomendado pelo DL n2306/2007. Porto et al. (2011) verificaram que
11,5% das amostras de dgua provenientes da rede publica no Brasil apresentavam
valores de bactérias coliformes superiores ao VP.

Através da andlise do grafico 13 verificamos, também, que 14% (2/14) das
amostras provenientes da rede publica e 45% (13/29) das amostras de aguas
subterraneas sem tratamento apresentaram valores superiores ao legislado (0
UFC/100mL) para a E. coli. Importa salientar que esta bactéria é considerada o mais
especifico indicador de contaminacao fecal recente, e da eventual presenca de
organismos patogénicos, indicando a necessidade de estudo desse parametro, para
eliminar a contaminac¢ao por origem fecal (Amorim & Porto, 2001).
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Enterococos intestinais

Em relacdo a este parametro, e relacionando-o com a fonte de captacao,
observaram-se diferencas significativas (p<0,05) (ver Anexo XVI), pelo que a hipdtese
12, “A presenca de enterococos intestinais depende da fonte de captacdo de agua”, é
suportada.

De forma a tornar percetivel a importancia nos parametros descritos, quando
comparados com a fonte de captacdo, foi elaborado o grafico 14.

Aguas subterraneas sem
tratamento (n=29)

H >1 UFC/100 mL

m 0 UFC/100 mL

Rede publica (n=14)

0% 50% 100%

Grafico 14: Percentagem de amostras em incumprimento (=1UFC/100mL) relativamente ao
parametro enterococos intestinais em amostras de agua da rede publica e em amostras de agua
subterraneas sem tratamento

Através da observacdo do grafico 14 verificamos que os enterococos intestinais
foram apenas detetados nas aguas subterraneas sem tratamento (38%;n=11). Ja no
estudo efetuado por Sousa et al. (2015) foi verificado que 54,5% das amostras de agua
analisadas, provenientes de aguas subterraneas, se encontravam contaminadas por
estas bactérias.

Os enterococos intestinais sdo indicadores de contaminacdo fecal recente, com
viabilidade na agua por um curto periodo de tempo, no entanto, por um intervalo de
tempo superior ao da espécie E. coli (WHO, 2006), pelo que, quando presentes na agua,
deve ser realizado um estudo de forma a serem investigadas as possiveis causas de
contaminacdo Sousa et al. (2015).

4.3.3. Contagem de Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas spp.

De acordo com a legislacdo em vigor, a pesquisa e contagem de Pseudomonas
aeruginosa é apenas realizada para dguas engarrafadas (DL n2 306/2007) no entanto,
a presenca destas bactérias no leite tem vindo a ser associada a um dos problemas que
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afeta a qualidade dos queijos, nomeadamente o surgimento de manchas a superficie
(Leriche e Fayolle, 2012). Para além de Ps. aeruginosa, outras espécies do género
Pseudomonas podem igualmente induzir defeitos graves, como a colora¢ao amarelada,
verde acastanhado ou azul na superficie dos queijos. Para além disso, estes
microrganismos podem, ainda, atrasar a matura¢do dos queijos, promover sabor e
textura indesejaveis e levar, desta forma, a depreciacao do produto (Leriche e Fayolle,
2012).

Assim, numa primeira fase, efetudmos a contagem de Ps. aeruginosa e de
Pseudomonas spp. com o intuito de conhecer o grau de contaminag¢ao da agua usada
nas exploracdes que fornecem leite a uma queijaria, dgua essa que é usada na
higienizacdo diaria do equipamento e utensilios que contactam com o leite (Tabela 12).
Isolados bacterianos de culturas caracteristicas de Pseudomonas spp. nos meios de
cultura usados nesta analise foram posteriormente purificados e caracterizados.

A contagem deste microrganismo foi, apenas, efetuada na segunda colheita, em
outubro/novembro, um total de 23 amostras de agua.

Tabela 12: Resultados da contagem de Ps. aeruginosa e Pseudomonas spp. nas amostras de
agua colhidas em outubro/novembro (n=23)

Fontesde Capasio  Produt e o) (UFC/L00mL de g
9 0
11 0
12 0
Rede Publica (n=7) 15 24 0
16 >80 0
18 0 0
20 57 0
0 0
19 19
0 0
10 13 0
14 2 0
17 3 0
Aguas subterraneas sem 19 360 0
tratamento (n=14) 21 0 0
15 0
7 0
24 30 0
23 >80 0
34 0
5 3 0
e s : :
Aguas subterraneas com 8 0 0

tratamento (n=1)
Total de amostras com 21UFC/100mL
(%)

16 (70%) 1 (4%)
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Através da observacdo da tabela 12 verificamos que, das 23 amostras de agua
analisadas para este parametro, a grande maioria (70%), encontra-se contaminada por
Pseudomonas spp. Em relacao a espécie Pseudomonas aeruginosa importa salientar
que, apenas no produtor 6, foi possivel a sua confirmacao, o que corresponde a 4% dos
produtores. Este produtor usa agua ndo tratada de furo, produz leite de ovelha e faz a
ordenha manual. Pela observacdo da tabela 11 podemos constatar que a agua deste
produtor, de todas as analisadas microbiologicamente, é a que apresentou as contagens
mais elevadas para microrganismos a 222C (4,8x102 UFC/mL), microrganismos a 372C
(6,4x10 UFC/mL), coliformes totais (5,0x102 UFC/100mL), E. coli (3,0x102
UFC/100mL) e enterococos intestinais (2,7x10%2 UFC/100mL), o que prova que esta
agua é de muito ma qualidade, com os valores paramétricos de todos os parametros, a
excecdo de Clostridium perfringens, ultrapassados. Do ponto de vista da avaliagdo
fisico-quimica, esta 4gua cumpre todos os VP a exce¢do do pH cujo valor é de 5,8.

Para além do produtor 6, destacamos, também, a 4gua do produtor 19 pelo facto de
ser esta a amostra com a contagem mais elevada de Pseudomonas spp. (3,6x102
UFC/100mL). Esta também é uma agua ndo tratada de furo, usada na exploracdo de
leite de ovelha do produtor 19 para a higienizagdo da maquina de ordenha e outros
utensilios e equipamentos que contactam com o leite. A semelhanca do que sucede com
o produtor 6, também a agua do produtor 19 apresenta contagens elevadas e
superiores aos VP para microrganismos a 222C (7,7x102 UFC/mL), microrganismos a
37°C (3,9x10%2 UFC/mL), coliformes totais (2,8x102 UFC/100mL), E. coli (2,8x102
UFC/100mL) e enterococos intestinais (6,4x10 UFC/100mL).

Em relacdo a este parametro, e relacionando-o com a fonte de captacdo, a presenca
de Pseudomonas spp. nao apresenta diferencas significativas (p>0,05) quando
relacionada com a fonte de captagdo (ver Anexo XVII), pelo que a hipdtese 11, “A
presenca de Pseudomonas spp. depende da fonte de captacdo de agua”, ndo é suportada.
No entanto, Cerqueira et al,, (2006) realgam a relacdo existente entre a contaminacgao
do leite por estes microrganismos e a agua utilizada nas superficies e equipamentos
que entram em contacto com o mesmo, sendo que, para os autores, as contagens destes
microrganismos aumentam significativamente em aguas de baixa qualidade. Em
concordancia com o referido por estes autores, verificAamos uma maior percentagem
de amostras de dgua nao tratada contaminadas com Pseudomonas spp. em relacdo as
amostras de agua tratada (Graficol5).
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Aguas n3o tratadas (n=15)
B > 1 UFC Pseudomonas
) spp./100 mL
Aguas tratadas (n=8)
0% 50% 100%

Grafico 15 - Percentagem de amostras com contagem de Pseudomonas spp. = 1 UFC/100mL
em amostras de agua com e sem tratamento

A formacao de biofilmes nos equipamentos da industria de laticinios pode levar a
contaminac¢do dos alimentos por microrganismos patogénicos ou por microrganismos
de deterioracdo, sendo que as Pseudomonas fluorescens sdo particularmente
importantes como bactérias de deterioracdo para os fabricantes de lacticinios devido
a producdo de enzimas extracelulares (Lindsay et al, 2002).

Num trabalho realizado por Heras et al. (1999) foi possivel identificar Pseudomonas
aeruginosa em 17 amostras de leite sendo que o equipamento de ordenha, que foi
lavado com &agua contaminada, foi referido como uma das possiveis causas de
contaminacgdo. Junior e Beloti (2012) mencionam que falhas na higiene das instalacdes
e da ordenha é um dos fatores predisponentes a contaminac¢do. Por isso, Ponciano
(2010) refere que a monitorizacdo regular da qualidade da dgua proveniente de
origens ndo controladas é uma prioridade.

Relacao entre bactérias coliformes e Pseudomonas spp.

Uma vez que as Pseudomonas spp. sdo das bactérias psicrotréficas mais importantes
no que diz respeito a qualidade do leite, e sabendo que no estudo realizado por Leriche
e Fayolle em 2012 estes autores obtiveram uma correlagdo positiva (P<0,0001,
R2=0,31) entre as Pseudomonas e as bactérias coliformes, tentou-se verificar se, no
nosso caso, a correlacao era também positiva e de que forma estavam correlacionadas.
Para além disso, Leriche e Fayolle (2012) referem que quando esta correlacao é
observada, tal facto explica-se por mas praticas de higiene, que irdo ter consequéncias
negativas na qualidade do leite.

Apés a andlise estatistica dos nossos dados verificAmos que a correlagdo entre as
Pseudomonas spp. e as bactérias coliformes também foi significativa (p<0,05),
verificando-se existir relacdo entre estes dois microrganismos nas amostras analisadas
(ver Anexo XVIII), pelo que a hipotese 14, “Existe correlacdo entre a presenca de
bactérias coliformes e a presenga de Pseudomonas spp.“, € suportada.
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4.3.4. Caracterizacdo de isolados de Pseudomonas spp. e potencial para
promover defeitos de cor em queijos

Culturas caracteristicas de Pseudomonas spp. nos meios de cultura usados nesta
andlise foram isoladas, purificadas e caracterizadas. Foi obtido um total de 83 isolados
presumiveis Pseudomonas spp., obtidos inicialmente a partir do meio de cultura
seletivo CN Agar para Pseudomonas. Destes, um grupo selecionado de 20 isolados (pelo
menos um isolado por amostra com coldnias caracteristicas) foram identificados ao
nivel especifico, com recurso a galeria bioquimica miniaturizada API 20NE (Figura 7),
tendo sido identificadas trés espécies de Pseudomonas (Ps. fluorescens - 60%; Ps. putida
- 10%; Ps. aeruginosa - 5%) (Grafico 16). Quatro dos isolados pertenciam a
microrganismos proximos do género Pseudomonas, nomeadamente Brevundimonas
diminuta/ Oligella urethralis (15%) e Burkholderia pseudomallei/Pseudomonas
fluorescens (5%). Um dos isolados ndo obteve identificagdo com o API 20NE.

Figura 7: Identificacdo de uma cultura desconhecida como Pseudomonas aeruginosa, através
da utilizacdo de uma galeria bioquimica APl 20NE

Ps. fluorescens 60%

Ps. putida

Ps. aeruginosa

Brevundimonas diminuta / Oligella
urethralis
Burkholderia pseudomallei / Ps.

fluorescens

Sem identificagdo

0% 50%

Grafico 16: Frequéncia relativa (%) de espécies identificadas entre os 20 isolados identificados
com recurso ao APl 20NE
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A perda de qualidade devido a multiplicacdo destas bactérias no queijo pode
traduzir-se por alteragdes do aspeto, textura, flavor e aroma (Leriche e Fayolle, 2012),
as quais conduzem a elevadas perdas econdmicas. Para além deste aspeto, a presenga
de algumas espécies, como Pseudomonas aeruginosa, constitui um problema de satde
publica pelo facto desta bactéria ser considerada um microrganismo patogénico
oportunista para o Homem e os animais (Arslan et al., 2011). No que toca as alteragdes
do aspeto, Pseudomonas fluorescens tem sido frequentemente associada a alteracdes
importantes da cor da superficie dos queijos devido a producdo por esta espécie de
varios pigmentos (Martin et al., 2011).

Em relacdo a Brevundimonas diminuta, Zhang et al (2014) referem que a presenca
desta pode aumentar a probabilidade de mastite em vacas leiteiras e Han e Andrade
(2005) verificaram que esta espécie contribui para o desenvolvimento de infe¢des na
pessoa com doenga oncoldgica.

Tendo em conta que a 4gua é considerada a principal fonte de contaminacao do leite
por Pseudomonas spp., que as espécies deste género estdo associadas a defeitos de cor
da superficie dos queijos (Tormo et al., 2004), e que os queijos produzidos na queijaria
em estudo sdo produzidos a partir de leite cru (sem qualquer tratamento térmico que
destrua estes microrganismos), entendeu-se pertinente avaliar a capacidade dos 83
isolados presumiveis Pseudomonas spp. produzirem pigmentos fluorescentes nos
meios de cultura seletivos King B Agar, CN Agar para Pseudomonas e Cetrimide Agar, e
escurecerem o meio de cultura Agar Queijo (Carreira et al, 1998). Este meio tem na sua
composicdo queijo curado (200g/L de meio) e o escurecimento deste meio apos a sua
inoculacdo com as culturas testadas é um bom meio para avaliar o seu potencial como
agentes do acastanhamento da casca do queijo.

Pela observacao do grafico 17 podemos constatar que a grande maioria dos isolados
caracterizados tem potencial para promover defeitos de cor na superficie dos queijos
que venham a ser produzidos com leite contaminado com as aguas a partir das quais
foram obtidos os isolados.

Producdo de pigmentos
fluorescentes e/ou 67%
acastanhamento

Producgdo de pigmentos
fluorescentes

49%

Acastanhamento no meio Agar
Queijo

39%

0% 50% 100%

Grafico 17: Frequéncia relativa (%) dos isolados (n=23) com capacidade para produzirem
pigmentos fluorescentes e/ou promoverem o acastanhamento no meio Agar Queijo
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Na figura 8 podemos observar culturas crescidas no meio de cultura King B Agar e
no meio Agar Queijo. Neste ultimo caso é possivel observar na mesma placa de Petri
culturas que promoveram o acastanhamento do meio e culturas que ndo apresentam
esta caracteristica. As fotografias foram tiradas no verso das placas de Petri.

Figura 8: Aspeto de culturas de Ps. aeruginosa (a) e Ps. fluorescens (b) no meio King B e de
culturas de Pseudomonas spp. em Agar Queijo (c)

4.3.5. Pesquisa de Listeria monocytogenes numa amostra de agua de leite e
no ambiente

No decorrer do trabalho foi, também, alvo de estudo a pesquisa de Listeria
monocytogenes numa amostra de dgua do produtor 24, uma vez que na altura em que
este trabalho estava a decorrer foi identificada esta bactéria numa amostra de leite cru
produzido nessa exploracao. Assim, pretendeu-se perceber se a Listeria monocytogenes
estava presente no leite devido a alguma contaminac¢do proveniente da agua utilizada
nas lavagens ou nalgum dos utensilios ou equipamentos utilizados. Para isso, foi
realizada a pesquisa numa amostra de dgua, numa amostra de leite e recorreu-se,
também, a colheita de cinco amostras ambientais através de zaragatoas em superficies
(base do tanque, homogeneizador do tanque, torneira do tanque, fundo da bilha e
fundo de um balde). No entanto, observou-se que, em todas as amostras, o resultado
foi negativo para a pesquisa de Listeria monocytogenes.

Apesar de termos verificado auséncia de L. monocytogenes na amostra de agua, o
mesmo nao aconteceu para o género Listeria spp. Apés o enriquecimento de 25mL da
amostra de agua foram isoladas colénias caracteristicas de Listeria spp. quer em ALOA
Agar quer em Oxford Agar. Apés arealizacao dos testes de confirmacao (hemolise, teste
CAMP) e a caracterizacdo bioquimica com o API Listeria foi possivel concluir que a
amostra de agua se encontrava contaminada com duas outras espécies, Listeria
ivanovii e L. seeligeri. O facto de se terem isolado duas espécies de Listeria a partir da
mesma amostra leva-nos a pensar que a mesma foi contaminada por mais do que uma
fonte. Uma possivel fonte de contaminacdo da agua subterranea em zonas de
exploracao pecuaria podera ser a infiltracao através do solo de bactérias presentes nas
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fezes dos animais, alguns dos quais podendo excretar microrganismos patogénicos
como L. monocytogenes de forma assintomatica (Pintado et al., 2009).

De acordo com os autores Linke et al. (2014), o solo e a agua demostram
representar nichos cruciais para a transmissao de Listeria monocytogenes. No estudo
realizado pelos mesmos, 467 amostras de solo e 68 de agua foram recolhidas em 12
sitios geoldgicos e ecoldgicos distintos na Austria, de 2007 a 2009, tendo-se verificado
a presenca de Listeria em 30% e 26% das amostras de solo e agua, respetivamente.
Neste estudo as espécies dominantes no solo e na dgua foram L. innocua, L. ivanovii e L.
seeligerti.

Apesar das amostras analisadas terem apresentado um resultado negativo para a
pesquisa de Listeria monocytogenes, seria importante continuar a realizar essa andlise,
devendo haver um acompanhamento mais frequente a este produtor uma vez que se
verificou a presenca de L. ivanovii. De acordo com Gonzalez-Zorn et al. (1999), L.
monocytogenes e L. ivanovii tém propriedades de viruléncia idénticas, contudo diferem
na patogenicidade. Enquanto a L. monocytogenes provoca listeriose numa grande
variedade de animais de sangue quente, incluindo aves, mamiferos e o Homem,
a L. ivanovii afeta, quase exclusivamente, os ruminantes.

4.4. Resumo dos resultados do modelo conceptual

Tendo em conta o modelo conceptual e os resultados obtidos neste estudo foi
realizada a figura 9, que mostra, de uma forma genérica, os resultados obtidos. Assim,
nas hipoteses em que foi obtida correlacdo entre as variaveis foi colocado (+), nas
hipoteses em que nao foi verificada correlagdo entre as variaveis foi colocado (-).
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Figura 9 - Sintese dos resultados das correlacoes testadas

Em relagdo as hipoteses testadas, foi verificada correlacdo entre a variavel
independente fonte de captacdo e as varidveis dependentes pH, condutividade elétrica,
oxidabilidade, azoto amoniacal, n? de coldnias a 22°C e 372C, bactérias coliformes e
enterococos intestinais. Pelo contrario, ndo foi obtida correlagdo entre a fonte de
captacao e as variaveis nitratos e nitritos, azoto organico, ferro e manganeés, Clostridium
perfringens, Pseudomonas spp. e Escherichia coli. A hipétese que correlacionava a
presenca de bactérias coliformes com a presenca de Pseudomonas spp. foi suportada.
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5. Considerac¢des finais

Este trabalho incidiu numa empresa sediada na Beira Baixa, produtora de queijos,
que conta com 40 produtores de leite, sendo que apenas foram tidos em consideragao
para o estudo 24. Foram realizadas duas analises a cada produtor, em alturas do ano
diferentes (maio/junho e primeira colheita e outubro/novembro a segunda colheita).
Das 47 amostras de agua realizadas, a grande maioria (62%) eram provenientes de
aguas subterraneas sem tratamento.

Das 14 hipoéteses testadas, em 8 foi verificada correlacdo entre as variaveis, pela que
as hipdteses que correlacionavam a fonte de captacdo com o pH, condutividade elétrica,
oxidabilidade, azoto amoniacal, n® de coldnias a 222C e 379C, bactérias coliformes e
enterococos intestinais foram suportadas, assim como a hip6tese que correlacionava a
presenca de bactérias coliformes com a presenca de Pseudomonas spp. Pelo contrario,
em 6 hipéteses testadas ndo foram obtidas correlacdes entre as variaveis, ou seja nao
foi obtida correlacdo entre a fonte de captacao e as variaveis nitratos e nitritos, azoto
organico, ferro e manganeés, Clostridium perfringens, Pseudomonas spp. e Escherichia
coli.

Através do estudo efetuado verificou-se que, com base nos parametros fisico-
quimicos indicados no DL n2306/2007 para uma agua de consumo e que seja destinada
a industria alimentar, relativamente as 47 amostras de agua analisadas referente aos
parametros fisico- quimicos, 31% (n=5) e 65% (n=20) das amostras analisadas com
tratamento e sem tratamento, respetivamente, apresentam resultados insatisfatorios
para a qualidade da agua, verificando-se o maior nimero de incumprimentos (n=15) a
nivel do parametro de pH.

Em relagcdo aos parametros microbioldgicos indicados no Decreto-lei n2306,/2007
para uma agua de consumo humano e que seja destinado a industria alimentar, foi
verificado que a grande maioria das amostras analisadas 44 %(n=7) e 74% (n=23)
apresentam resultados incompativeis com os requisitos estabelecidos pelo DL
n2306/2007 para consumo humano, sendo que o0s maiores numeros de
incumprimentos se verificam nos coliformes totais (n=29; 62%). E de salientar, que foi
detetado Clostridium perfringens numa amostra de rede publica. Este resultado merece
uma cuidadosa e minuciosa analise uma vez que esta agua, para além da utilizacao dada
para a higiene dos utensilios e equipamentos de ordenha, é consumida pelo produtor
e por toda a populacdo das localidades préximas. Relativamente a pesquisa de
Pseudomonas spp. foi verificado que, das 23 amostras de agua, a grande maioria (70%)
encontrava-se contaminada por Pseudomonas spp., sendo que apenas foi isolada
Pseudomonas aeruginosa num unico produtor. Para além disso, dos isolados
presumiveis Pseudomonas spp., foi verificado que produziram altera¢ées na coloracao
dos meios de cultura, pelo que, poderdo promover defeitos a nivel da coloracdo a
superficie dos queijos.
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Em relacdo a pesquisa de Listeria monocytogenes, apesar de todas as amostras
analisadas terem apresentado um resultado negativo na identificacio da mesma, seria
importante continuar a realizar essa andlise, devendo ser realizado um
acompanhamento mais cuidadoso ao produtor identificado pela empresa.

Com arealizacao deste trabalho torna-se visivel aimportancia da qualidade da agua
que os produtores de leite utilizam para a higienizacdo do local e utensilios de ordenha,
verificando-se que, no caso de aguas nao tratadas, ha sempre alguma incerteza quanto
a potabilidade da agua, tornando-se necessarias andlises regulares para assegurar um
controlo mais efetivo Assim propde-se a realizacdo de um trabalho interativo de
promocgdo da saude junto a populagdo do meio rural, instruindo-a sobre a importancia
da qualidade da agua utilizada nas propriedades, a ado¢ao de medidas para protegé-la
e o tratamento das aguas comprometidas, visando minimizar a ocorréncia de doencas
de origem hidrica e a melhoria da qualidade do leite produzido nessas propriedades.

A grande limitacdo deste estudo prende-se com o nimero diminuido de amostras,
mas principalmente, com o facto de apenas duas amostras de adgua serem obtidas
através de aguas subterraneas com tratamento e, duas amostras de 4gua serem obtidas
de 4guas superficiais sem tratamento, impossibilitando a inclusdo destas nos testes de
correlacdo efetuados, por nao ser significativo. Desta forma, pensamos que sera
pertinente a inclusdo destes grupos para futuros estudos, assim como comparar estes
resultados com outros obtidos através de produtores de leite de outra empresa.
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Anexo |I: Parametros de avaliacao da qualidade da agua
destinada ao consumo humano de acordo com o Decreto-lei
n° 306/2007 de 27 de agosto
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Parametros e valores paramétricos

Parte | do Anexo | do DL n°306/2007 - Parametros
microbiolégicos

1 - Os valores paramétricos para a agua destinada ao consumo humano fornecida por redes
de distribuicdo, por fontanarios ndo ligados a rede de distribuicao, por pontos de entrega, por
camides ou navios-cisterna, por reservatérios nao ligados a rede de distribuicdo ou utilizada
numa empresa da industria alimentar sdo os seguintes:

. Wal .
Paramemao ]:-a:al:n;uru:u Unidade
Escherichia coli (E. 0 Numero/ 100 mi
coli).
Enterococos .. .. ... .. 0 Niumero/100

2 - Os valores paramétricos para as aguas colocadas a venda em garrafas ou outros
recipientes sao os seguintes:

-5 “Walor A
Paramemao parmémico Unidade
Escherichia coli (E. 0 Niumero/250 ml.
coli).
Enterococos .. ... .. .. 0 Niumero/250 ml.
FPseudomona  aerugi- 0 Nomero/250 ml.
HO5A.
MNumero de colonias a 100 Numero/ml.
22°C.
MNumero de colonias a 20 Numero/ml.
3T°C.
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Parte Il do Anexo | do DL n°306/2007 - Pardmetros quimicos

Os valores paramétricos para a 4gua destinada ao consumo humano fornecida por redes de
distribuicdo, por fontanarios ndo ligados a rede de distribuicdo, por pontos de entrega, por
camides ou navios-cisterna, por reservatorios nao ligados a rede de distribuicao, utilizada
numa empresa da industria alimentar ou posta a venda em garrafas ou outros recipientes, sdo
0s seguintes:

i
parammitrics Llsicluate Oy iges
Acrilamida .. ... . 0,10 pzl Vol
T . 5,0 pgl5h
AMETED. .. . 10 pgl ds
BEIFBID . .o e . L0 pzl
Banzo{aPirsm. . . ..o . 0,010 pnzl
2 . L0 mz1E
BIOMIEIOS . o . oo e .| 25 {de 25 de Diezam- pzlBrd Vol
brode 2003 até 25
de Dezembro de
2008)
10 (apos 25 de De-
zembro de 200E).
Cadmio. . ... . 50 pel O
CIOMUO . . e e e . 50 pgl e Vo3
Cobre .. .. ... .. . 20 mg/1 O Vol
CIBIEI0G . ... . 50 gl Cn
12 liclomoetamo . . ..o oo e . 3,0 pzl
Epiclomidrina .. .... ... . ... . 0,10 pzl Vol
FIMOTEIOE . ..o e . L5 m=lF
Chimmbeo .. ... .| 25 (de 25 de Dezem- uglPh Vnied
bro de 2003 até 25
de Dezembro de
2013)
10 (apos 25 de De-
zembro de 2013).
MEICHTO. . ..o . 1 gl Hg
M ... . 20 ugl N Vo3
BIITEEOS. . .. ..o . 50 mzl NG, Vs
BIMOS . .. ... i . 0,5 mgl NG, Vi
=T T T s 1 . I T vooe?
Pesticidas —total ... ...... e . 0,50 pzl Vonbeld
Hidrocarbonetos sromaticos policiclicos (HAF) . ... ... . 0,10 pzl Soma das concentragdes dos com-
postos especificados.
Vg
Sal8IT . .. . 10 gl Se
Tetracloroeteno e micloroetens . . ... ..o ... . 10 pnzl Soma das concentragdes dos com-
postos ificados.
Trihalometanos — total (THM). . ... ... .. ..... .| 150 (de 25 de De- pnzl Soma das concentragdes dos com-
zembro de 2003 postos especificados.
ate 25 de Dezem- Vool
bro de 2008)
104 {apos 25 de De-
zembro de J00E).
Cloretodevimile ... _..... ..., . 0,50 pzl Vol

Nota 5 — Compete as entidades gestoras, nomeadamente dos sistemas com estacdes de tratamento de dgua, assegurar a
saida dessas estacdes a condigdo [nitratos]/50 + [nitritos]/3 < 1, em que os parénteses rectos representam as concentragoes em
mg/] para os nitratos (NO3) e para os nitritos (NO2), bem como do valor limite de 0,10 mg/1 para os nitritos.
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Parte Ill do Anexo | do DL n°306/2007 - Parametros indicadores

Os valores paramétricos estabelecidos apenas para afeitos de controlo da qualidade da
agua destinada ao consumo humano fornecida por redes de distribuicdo, por fontanarios nao
ligados a rede de distribuicdo, por pontos de entrega, por camides ou navios-cisterna, por

reservatérios nao ligados a rede de distribuicdo, utilizada numa empresa da industria

alimentar ou posta a venda em garrafas ou outros recipientes, sdo os seguintes:

Pardmetro Valor parameétrica Unidade Observagiies
AN L i iieiiaeeaan 200 el Al

( e 0,50 me/TNIT |
Cilcio. .. . - mgll Ca Vol 2es
Clun:tu's 250 mefl O Vol

indo esporos) i N/100 ml Vo6 )
Cor . 20 mgfl PilCo

( CtmdLﬂl\-Ldzldt 2 500 wSiem a 20°C Voo L )
Dun:zal!ur.dl = mgllu'{"ﬂ Von | des,

[ PH. EL TR unidades de pH [ Von TeT.

S 1 200 uefl Fe
Magnésio . . - mefl Mg Von 1 3es,

( Mangands . . 50 pgfl Mn ]
MLLTuuslln.n. LRlulzJ 1 pgl Von 16
Cher,d"S"C....................................... 3 Factor de dilugio

( Owidabilidade. ... . 3 mg/T 0, Von. & |
Sulfatos ... 750 mgl 30, Vil
Sodio ... ... 200 rnyrl\a
%l‘mrd’ﬂ"c 3 Factor de diluigio

[ Numtmdx:LnIumas.._.._.._.._.._.._.._.._.._.._.._.. Sem alteragio anormal Niml a 22°C \l’.n.ITelﬁ
Numero de colonias Sem alieragdo anormal Niml a 37°C Vo 17el
BdL!EIIHSLIJ]'I&JL‘.I‘Hﬁ .. 0 N/LOD ml Von 9.
Carhmrlur_g,amuliuldl (COTI e Sem alteragio anormal mafl C Von l0e I8
Tmal,ﬁ.u 4 UNT Voo Il
o-fotal, 05 Bygfl Von 12e 14,
frotal . . 1 Byl Von 12el4
Tritio. . 100 Byl Voo 12e 14
D{J‘SEIJ‘IdIG.?J].Wa!GJLdl 0,10 mSviano Von 13, 14 e 15,
Desinfectante residual ... ... ... - mg/fl V.n 19

lﬂ—AmmmpmmtﬂTemmmmﬂm
de abastecimento com volumes médios disrios superioras a 10000 m’.
Motas 11 — Mo caso de aguas supesficiais, o valor paramstrico da tarvagio
| — A iz ndo deve ser factor de deterioragho dos materiais com ) © Sids do rataments deve ser 1 UNT.

o5 quAls 85t em contacto, ou seja, deve sar desejavelmente equilibrads
Para verificar esta propriedade, podem ser utilizados diversos metodos,
mmadamm:eumd]mﬁlangﬂmflj que, desejavelments, deve
-05<T.=+05%

2 —Nio & desajavel que a concentracio da calcio seja superior a
100 mg1 Ca.

3 — Nao & desejavel que a concentragio de magnesio seja superior
a 50 me/] AE

4 —E desejavel que a dureza total em carbonato de calcio estaja
compreendida entre 150 mz e 500 mg Cal'0

S—wmsmdeabasher_mﬂnme genido apenas por mms
entidade gestora, Eﬁpﬂm& devem ser também determinados a
montsnte da distribuigao, no dmbito do programs de contole opers-
cional.

§— Caso z2 verifigue o m;:umpnm.emn deste valor parametrice, deve
ser imvestigado todo o sistema da para identificar ewistén-

uaihrlsmpamasamhhllnanadm‘:ﬂn a presenca de oultos microrgs-
mmpamgms,pmuemplo,n(hpm'pwmm Dsrﬁu]tad:rsde

7 — Para & agus sem gas contida em garrafas ou ouTos recipientes,
ovalor minime do pH pode ser reduzido para 4,5 imidades. Para a dzua,
em gamrafas on owTos recipientes, natralmente rica ou artificiabmente
ensiquacida e dicxido de carbono, o valor nunimo pode ser mais baixo.

& — Nios controlos de inspecgio, a analise da oxidsbilidade ndo &
obrigatoria desde que nessa amosta seja detenminado o teor de COT
Esta nota ndo se aplica 35 zonss de sbastecimento com vohmmes mé-
dios diarics inferiores a 10000 m’, devendo ser sentpre determinada a
oxidsbilidade no controlo de roting 2.

9 — A unidade & A250 ml para as azuas contidas em garrafas ou
ouos recipientes.

12 — Fraquénciss de controlo a estabalecer posteriormente no anexo
II a0 presente decreto-lei.

13 — Com excepgio do tritio, potissio—40, radio e produtos de
c’esmbega.gmdnmdm fraquéncias de controlo, mesodes de conolo
elo:ahzmpuﬁmmsadaqm{hspmuspmmsdemmu]naembelﬂer
posteronments no o 11 @0 presents decreto-led.

14 — Ac propostas a apresentar nos termos dan. ll:sutn'eﬁeqmn-
cizs de controlo, & da n. 12, sobre fequéncias de controlo, metodos da
mntulnebcﬂua;ﬂesmadﬂ@a{hspmuspuﬂnsd&cmolu do
SMEND T S0 decreto-lai serdo adoptadss nos temos do ardge 12°
da Dhirectiva n.* 98/83/CE.

15 — A dose indicativa total 50 & determinada quando ocormem
incumprimentes dos parimetros a-totsle ou f-total Westes cases proceds-
32 a determinagio das concentragies dos radiomclidecs especificos
emissores o e gu B.

15 —Este deve ser determinado 3 saids da estagio de

tmmiagua,qlmdnhampum&ﬁnmﬁza;m&umsmde
dma superficial. Caso seja confirmado um mimers de cianobactérias

pohmuahrmﬁepmdmmssﬂmmummsma’ﬂﬂﬁcﬂulasml
deve ser ammentada a frequénciz de smostrazem no fobito do programs

de conirolo crsracional

17 — Mio € desejavel que o mimero de colomias a 22°C e a 37°C

seja superior & 100 e 20, resp-ert'r\mte.
18 — Sem alteragio snommsl si ca, com base mm histarico de
analizes, resultados dento dos criterios estabelecidos pelas entidades
aJlempw almnnal & dasgjavel que a

ID—Rmmia-mqlrasmmmpnﬁdﬂemu'uesmjm
entre .2 e 0,6 me/l de cloro residual livre- A determinacio deste pa-
rimetro nio & obrigatoria nas situagdes previstss no n° 3 do artigo £°
do presente decreto-led.
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Anexo Il: Fluxograma para a determinacao do potencial
hidrogeniénico (pH) em amostras de aguas
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Determinacao do potencial hidrogeniénico (pH) em amostras de
aguas

Ligar o aparelho e deixa-lo estabilizar pelo menos
durante 30 minutos;

-
Lavar o elétrodo com agua destilada e secar com papel de filtro. Esta operacao devera
repetir-se sempre que se mude de amostra ou solucdo e no final de cada leitura;
\
( = 7 =
Mergulhar de seguida o elétrodo em solugdes de pH conhecido
(solugdes tampao) e, se necessario ajustar ao valor pH respetivo;
. J
( )
Lavar novamente o elétrodo com agua destilada e voltar a secar com papel
absorvente;
. J
-
Colocar 50mL de amostra num copo de precipitacdao e mergulhar o
elétrodo na agua a analisar. Anotar o valor respetivo;
\ J

N
J

Terminadas as leituras, lavar novamente o elétrodo com agua
destilada voltar a secar com papel absorvente e coloca-lo no copo com

a solucao KCL
. J
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Anexo Ill: Fluxograma para a determinacdao da
condutividade elétrica em amostras de aguas
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Determinacao da condutividade elétrica em amostras de aguas

Carregar na tecla ON/OFF e deixar estabilizar o
aparelho cerca de 30 minutos;

( N
Lavar a célula com 4gua destilada e limpar com papel absorvente. Medir 50 mL de amostra
para um copo de precipitagao;
. J
4 )
Introduzir a célula na amostra, clicar na tecla AR e depois carregar na tecla RUN/ENTER;
. J
4 )
Esperar que o aparelho leia a condutividade. Quando a leitura estabilizar, registar o valor;
. J
4 )
Lavar o elétrodo, com dgua destilada, abundantemente, e se necessario prosseguir com as
" leituras das restantes amostras. y
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Anexo IV: Fluxograma para a determinacdao da
Oxidabilidade em amostras de Aguas
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Determinacdo da Oxidabilidade em amostras de Aguas

( \ f Em paralelo com as amostras \

deve-se fazer um ensaio em

Medir 100 mL de amostra para um branco, que contenha todos os
erlenmeyer; reagentes que a amostra contém,

substituindo apenas o volume da

K j K amostra por agua destilada; j
\ J

Adicionar 10 mL de acido sulfurico a 1:3;

Adicionar 5 mL de solucdo de permanganato de potassio e agitar bem;

-
Levar a ehulicao durante 10 minutos: ]

Juntar 5ml de &cido oxalico, agitar até ao desaparecimento da cor purpura;

Titular com permanganato de potassio até ao aparecimento da cor rosa ténue

Registar o volume do titulante gasto.

Apresentacdo dos resultados

VA-VB
Va

Oxidabilidade ao permanganato (mg 02/1) = X 0,08 X 1000

VA- Volume titulante gasto na amostra
VB- Volume titulante gasto no Branco

Va- Volume de amostra
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Anexo V: Fluxograma para a determina¢cdo dos compostos
de azoto em amostras de Aguas
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Determinacdo dos compostos de azoto em amostras de Aguas

Azoto Amoniacal

Colocar 100 ml de amostra num erlenmeyer de 250 mL;.

Verificar o pH e caso necessario neutralizar a 7 com NaOH (base) ou H,S04 (acido);

Colocar a amostra num tubo de kjeldahl;

Adicionar 5 ml de solugao tampao;

Verificar novamente o pH e ajustar, caso necessario, a 9,5;

Levar a destilar no aparelho de Kjeldahl,
recolhendo o destilado (100mL) para um
Erlenmeyer, contendo 20 mL de acido borico;
- Destilacao |

Titular o destilado com a solucao de H2SO4
0,02N, até ao aparecimento da cor purpura,
registar o volume de titulante gasto.

Apresentacao dos resultados

-

V1(H2504)mi*700 \

V2 ml de amostra

Azoto amoniacal =

V1- Volume de titulante gasto
V2- Volume da amostra
Nota:
1ml de H2S04 (0.002 N) corresponde a 280 mg/1 de NH**
1ml de H2S04 (0.05 N) corresponde a 700 mg/1 de NH4*

o /
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Nitratos e Nitritos

Ao residuo da destilacao I adicionar 0,5g da liga

de Devarda

-
Levar a destilar novamente;
.
(
Recolher aproximadamente 100 mL do destilado,
num erlenmeyer, contendo 20 mL de acido boérico;
- Destilacao Il
\.
(
Titular o destilado com uma solugdo de H2S04
(0,02N), até que ocorra o aparecimento da cor
. J
r
Registar o volume de titulante gasto;
\ J

Apresentacao dos resultados

o

-

V1(H2504)ml+700
V2 ml de amostra

Nitratos+Nitritos =

V1- Volume de titulante gasto

V2- Volume da amostra
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Azoto Organico

N
Deixar arrefecer o residuo da destilagao II;
J
N
Medir 100mL para um Erlenmeyer de 500 mL;
J

Juntar 50ml do reagente de digestao;

Levar a ebulicao (dentro da hotte) e continuar até
que se desenvolva uma cor amarela clara, depois
continuar a ebulicdo por mais 30 minutos;

N
Deixar arrefer dentro da hotte;
Adicionar 0,5 mL de solucao alcoolica de
fenolftalaina e diluir com agua destilada até +/- 150
\, J
~
Adicionar 50 mL de solugao de hidroxido de
tiossulfato de sodio;
\ J
\
Levar ao destilador, recolhendo aproximadamente
100mL do destilado, num Erlenmeryer contento 20
mL de acido borico;
L J
( N
Titular com H2S04 (0,02N) até ao aparecimento da
cor purpura e registar o volume do titulante gasto.
\, J
A s _V1(H2504)mi*700 \
Apresentacio dos Azoto Organico =i-"0 =
resultados

V1- Volume de titulante gasto

V2- Volume da amostra

- J

85



Liliana Isabel Pires Domingues

Anexo VI: Fluxograma para a determina¢cdao dos metais
pesados em amostras de Aguas
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Determinacdo dos metais pesados em amostras de Aguas

Ferro e Manganés

Em 50 mL de amostra adicionar 6 mL de HCl
concentrado e 2 mL de HNO3 e deixar toda a noite
dentro da hotte;

No dia seguinte, colocar os tubos no suporte do digestor tapados com um vidro de relogio
dentro da hotte;

Ligar o aparelho e deixar correr o programa
durante 2 horas a uma temperatura de 1502C .
Terminado o programa desligar o aparelho e deixar

,
Levantar e lavar os vidros de rel6gio com um esguicho com agua ultra pura para recolher
eventuais perdas para dentro do tubo;
\
(" . . .
Filtrar com um filtro de pregas, elaborado com papel de filtro n®
42, para um baldo de 100 mL(previamente descontaminado com
solucdo de acido nitrico a 5%), lavando sempre o tubo onde a
amostra digeriu;
. J
( N
Com agua ultra pura perfaz-se aos 100mL;
\ J @ T T
Apdés a digestdo as leituras sdo efectuadas por Espectrofotometria i FEem |
.
de Absorgio Atémica. ‘o | I
. J

87



Liliana Isabel Pires Domingues

Anexo VII: Tabela sintese dos microrganismos analisados
com respetivos meios de cultura e reagentes utilizados
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Tabela sintese dos meios/reagentes utilizados nas determinacées dos

microrganismos
Meios de M Referénci
: : arca eferéncia
Microrganismos cultura/Reagentes
Microrganismos a | Extrato de levedura e .
229C e 2 379C agar Biokar BK 153 HA
Tergitol 7 Agar + BK 123 HA
Biokar
TCC Suplement 12.5 BS 02608
Bactérias
coliformes e E. coli
Tryptone Soy Agar Himédia M290
Caldo de triptofano Biokar BK 163 HA
Reagente de Kovacs LIOFILCHEM 80271
Slanetz and Bartley
BK 037 HA
Bile Esculin Agar BK 158 HA
TSC Agar BK 031 HA
] Biokar
D- cyclocerina BS 00608
Agar Sangue BioMériux 43041
Clostridium
perfringens Lactose Gelatina M 9871
i ili Himédia
Meio Mobllldade M 630
Nitratos
TSA Himedia M290-500G
TSYEA Extrato
de Merck 1.037.530.500
levedura
Listeria Oxford Agar Oxoid CMO0856
monocytogenes ALOA Biomérieux AEB520080
Caldo Fraser Merck 1.103.980.500
Suplementos 12Caldo Merck 1.000.920.010
o
Suplementos 2 Merck 1.000.930.010
Caldo
CNPseudomonas Biokar BK 165 HA
Agar
King B Agar Biokar BK 172 HA
Pseudomonas Cetrimida Agar Merck 105.284
Caldo de acetamida Biokar BMQ095
Reagente da oxidase Merck 8.211.020.010
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Anexo VIII: Fluxograma para a contagem e detecdo do
numero de colénias a 22°C e a 37°C: NF EN I1SO 6222-1999
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Contagem de colénias a 22°C e a 37°C

Preparacao e sementeira

Preparar a amostra, proceder as diluigdes e semear os meios de cultura segundo a
IS0 8199, a EN ISO 5667-3 e a ISO 6887

Amostra
1mL 0,1mL 1mL 0,1mL
Suspensédo mae 101 Suspensio mae 101
Incubar a 372C durante48h Incubar a 22°2C durante 72h
4 N
Apos pipetar o volume de amostra para cada placa de Petri esterilizada, adicionar
cerca de 15 mL de meio de cultura Extrato de levedura Agar (BK 153 HA);
\ J
4 N
Agitar em movimento em cruz e, deixar sobre a bancada até solidificar;
\ S
( N
Incubar as placas a 222C e a 379C;
\ J
4 N
Ao fim do periodo de incubagdo contar o nimero de colénias em cada placa.
\ J

Expressdo de resultados
C- coldnias

_ xC V-volume
V(n1+0,1xXn2)xd

N1- n2 de placas da 123diluicao
N2- n? de placas da 22 dilui¢do
d- 128diluicdo usada
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Anexo IX: Fluxograma para a contagem de coliformes e
Escherichia coli: NF EN 1SO 9308-1:2000
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Pesquisa e quantificacao de E. coli e bactérias coliformes

Filtracao

Filtrar 100 mL de amostra através de uma membrana com um poro de
0,45pm com grelha de contagem

Incubacao e diferenciacao

Com ajuda de uma placa esterilizada colocar a membrana numa placa com
Tergitol 7 Agar (BK 123 HA) + TTC Supplement 12.5mg (BS 02608)

Incubar a 37 + 22C durante 21+ 3h (prolongar o periodo incubagao a
44°C+ 24h se ndo se observarem coldnias caracteristicas) pois, podem estar
na amostra bactérias termotolerantes

Apés o periodo de incubagao examinar as membranas, considerando como
tipicas, independentemente do tamanho, as de coloragdo amarela,
consideradas lactose positivas

Confirmacao

Repicar preferencialmente todas as coldnias tipicas (minimo de 10), para
Tryptone Soy Agar (BKO31HA) para a realizacao do teste de oxidase.

v

Teste Oxidase
Incubar a 37+ 22C durante 21+ 3h

o

/ Verter 2-3 gotas de reagente h

oxidase sobre em papel de filtro.
Com a ajuda de uma ansa de
plastico espalhar uma parte da
cultura sobre o papel de filtro. A
reac¢do considera-se positiva se
apo6s 30 segundos aparecer uma
coloracdo azul/violeta escuro.

Consideradas col6nias de
coliformes as de lactose positiva e
oxidase negativa.

—>

Se oxid3
negativa

/

93
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Teste Indol

Repicar uma coldnia para
caldo Triptofano e, incubar a 442C
durante 24 horas.

Controlar a producao de indol
por adicao de 0.2-0.3 mL de
reagente de Kovacs (Liofilchem,
ref280271). O aparecimento de
coloracdo vermelho na superficie
do meio confirma a producao de
indol. Consideradas coldnias de E.
coli as lactose positivas, oxidase

\ negativa e indol positivo. /
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Anexo X: Fluxograma para a contagem de Enterococos
intestinais: NF EN ISO 7899-2 (2000)
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Detecdo e contagem de Enterococos intestinais

Filtrar 100mL de amostra a analisar

Nota: O didmetro dos poros da membrana é de 0.45 um (suficiente para reter as
bactérias).

Colocar a membrana filtrante sobre a placa com o meio de Slanetz and Bartley Agar
(BK 037HA)- meio preparado

Incubar a 372C+2°C durante 44+4h

Nota: O filtro é colocado sobre um meio sélido seletivo com azida de sédio (para
suprimir o crescimento de bactérias Gram- negativas) e com cloreto 2,3,5-
trifeniltetrazolio, um corante incolor que é reduzido passando a vermelho em presenca
de enterococos intestinais. v

Confirmagao e contagem de enterococos

Com o auxilio de uma pinga estéril transferir a membrana com coldnias tipicas, sem a
virar, para uma placa com Bile Esculin Agar( BK 158 HA )

Nota: Consideram-se coldnias tipicas todas as que tenham forma convexa, com
coloracao vermelha, castanha ou rosa quer no centro quer na totalidade da colénia.

&Incubar a44°C + 0.52C durante 2h

Observar a placa, considerando como positivas as de coloragdo escura, contando-as
como coldnias de enterococos intestinais.

Nota: Os enterococos intestinais hidrolisam a esculina, produzindo 6,7- dihidroxicumarino
que se combina com ides férricos dando origem a um composto escuro que se difunde no meio.
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Anexo Xl: Fluxograma para a contagem de Clostridium
perfringens e esporos: National Standard Methods, HPA-
referéncia n® W 5i3.1
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Contagem de Clostridium perfringens

Filtrar 100 mL da amostra de agua, através de uma membrana com um tamanho
de poro de 0,45um;

\

Transferir a membrana filtrante, usando pinga estéril, para uma placa com meio
TSC-Agar (Biokar, ref2BK031HA) suplementado com D-Cyclocerina (Biokar,

\

Incubar em jarra de anaerobiose a (44+ 1)2C durante (21+ 3)h;

\

Apds incubagdo observam-se as placas e consideram-se colonias suspeitas, de
Clostridium perfringens, todas aquelas que apresentam uma cor negra ou cinzenta.

Confirmacao

Repicar as coldnias para duas placas de Agar Sangue (Biomérieux, ref2443041)

Incubar

«— T

Condicoes de aerobiose a 37°C

\ 4

Caso cresca nestas condigoes
considerar negativa

Condicoes de anaerobiose a 37°C

\ 4

Caso cresca em anaerobiose deve
repicar cada coldnia para os meios:

&

Meio de lactose gelatina Meio de Mobilidade
Nitrato (Himedia,

ref2M6301)
\ )
|

Incubar a 372C+2 durante
21 h+3 em anaerobiose

(Himedia, ref2M9871)
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Meio de lactose gelatina

Considera-se lactose positiva se o
meio virar para amarelo

Nota: Verifica-se a liquefagdo da
gelatina se ap6s o periodo de
incubac¢do o meio estiver liquefeito e
colocado o tubo a uma temperatura
de 52C durante 2 horas se mantiver
liquefeito.

\

Meio de Mobilidade
Nitratos

¢ Incubado a 372C +2°C
durante 21+3 horas
Permite observar se a coldnia
repicada é ou ndo mdvel. A sementeira é
feita por picada e, se apés o periodo de
incubacdo em anaerobiose se verificar

crescimento ao longo da picada é
considerado imovel.

J

1

Se se confirmarem avanca-se para o teste dos nitratos (pesquisa da reducao de Nitratos a

Nitritos).

No tubo com Mobilidade Nitratos adiciona-se 0,2 e 0,5 ml de reagente Nit 1 e Nit 2

Se coloragdo vermelha

Se nao houver alterac¢do de cor
adiciona-se p6 de zinco

4 )

Se houver mudanga de cor para
vermelho a reacdo é negativa.
Ainda permanecem os nitratos.

- J

98

Confirma redugdo dos nitratos a
nitritos

4 )

\_ J

Se nao houver alteragdo de cor a
reacdo é positiva ou seja, os nitratos
ja passaram a nitritos. Temos assim

confirmada a presenca de
Clostridium perfringens.
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Anexo Xll: Fluxograma para a contagem e detecao de
Pseudomonas aeruginosa: NF EN 12780:2002
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Contagem e detecao de Pseudomonas aeruginosa

Filtracdo e incubacao

Filtrar um volume de 4gua adequado ao tipo de amostra a analisar, de acordo com a
norma ISO 8199;

Nota: A membrana deve ser estéril, de ésteres de celulose, com poros de diametro
0,45um

Incubar a 362C durante 44 +4h, evitando a perda de humidade;

Colocar a membrana filtrante sobre a placa com meio CN Agar Pseudomonas (BK 165
HA);

Nota: Verificar o crescimento das culturas ap6s 21 +3h e 44 +4h

Observacao das membranas

Contar todas as coldnias que produziram uma pigmentacdo azul/ verde (piocianina)
como Ps. aeruginosa confirmadas.

J
N
Examinar as membranas sob radiacdao UV, evitando exposi¢cdes prolongadas de modo a
nao destruir as coldnias.
J

\4 \4

[

Contar as colénias que ndo
produziram piocianina nem
fluorescéncia, mas sim uma

pigmentacdo castanha/vermelha,

Contar as col6nias que nao
produziram piocianina mas
originaram fluorescéncia,
considerando-as como presumiveis

Ps. aeruginosa

considerando-as como presumiveis

\

J

J Ps. aeruginosa
N\ -
Confirmar a identidade destas
col6nias em caldo de acetamida Confirmar a identidade destas
(BM095). coldnias com o ensaio de oxidase,
J caldo de acetamida (BM095) e King
\ B Agar(BM105).
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Anexo XIll: Fluxograma para a pesquisa de Listeria
monocytogenes: I1SO 11290-1:1996

101



Liliana Isabel Pires Domingues

Pesquisa de Listeria monocytogenes

P m de uma zar n .
assagem de uma zaragatoa na Pipetar 25 mL da amostra para

superficie a analisar e colocacao 225 mL de caldo Fraser

num tubo com 10mL de caldo Fraser

durante 24h+3h

(Merck. ref21.00092.0010)

bagio a 30°C |
Incubagdo a [ 12 Caldo de enriquecimento (Half broth) ] (J—

v

Transfere-se 0,1 mL de cultura para 10 mL do segundo caldo de enriquecimento (Fraser
Brothl(Merck. ref21.00093.0010)

J

W Incubacgdo a 352C-372C durante
48h+2h

-

\_

Sementeira por esgotamento
numa placa de meio seletivo

. ALOA Oxford Agar (Oxoid,ref2CM0856)
(BioMérieux,ref2AEB520080)
/ . J

Sementeira por esgotamento
numa placa de meio seletivo

v \4

Incubagao durante 24h a 37°C Incubagao durante 48h a 37°C

(Se necessario +24h)

Observacgio de coldnias |

caracteristicas de Listeria

monocytogenes Incubacdo durante 24h a 37°C

7

7

Selecionam-se 5 colonias caracteristicas no meio ALOA e no meio Oxford Agar e
semeiam-se por esgotamento em meio TSYEA

\

4 )
A partir das colodnias isoladas realizam-se os testes de confirmagao
-Hemolise e teste CAMP
- API Listeria (BioMérirux, ref210300)
\. J
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Anexo XIV: Output dos resultados dos testes realizados aos
parametros fisico-quimicos, quando comparados com as
épocas de colheita (SPSS)
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** A correlagao é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

104

Teste de amostras independentes
Teste de Levene para
igualdade de varidncias teste-t para Igualdade de Médias
. 95% Intervalo de Confianga da
Sig. (2 . Diferenga
extremidades Diferenga Erro padrao
z Sig. t df ) média de diferenca Inferior Superior
pH Variancias iguais
assumidas 3148 451 4 654 10148 22486 -,35262 55560
Varidncias iguais ndo
assumdas Mg | 3794 656 10149 22613 -35628 55927
CE Variancias iguais
assumidas 4,708 . 1,188 41 242 2165152 18,22547 -15,15557 58,45860
Varidncias iguais ndo N . N
assumidas 1,199 36,439 238 2165152 18,05359 -14,94754 58,25057
Oxidabilidade Variancias iguais R .
assumidas 8,902 -1,082 4 286 -19158 A7 -54926 16611
Variancias iguais ndo
assumldas 07 | 33838 292 -19158 17888 - 55516 17201
Azoto_Amoniacal  Variancias iguais
assumidas 54,067 3,169 41 ,003 16581 05236 08017 27165
Variancias iguais néo . N
assumidas 3103 22,496 005 16591 05346 05518 27664
Nitratos_e_Nitritos ~ Varidncias iguais R .
Issumidas 5227 2,453 4 019 150824 06491 02815 ,28034
Variancias iguais ndo
assumldas 2420 | 29781 022 15924 06581 02480 29368
Azoto_Orgénico Variancias iguais ; _‘ - 1
assumidas 5073 -812 41 AN -,23909 29427 -83338 ,35520
Variancias iguais ndo R N N
assumidas -795 21,733 435 -,23909 ,30075 - 86325 ,38506
Correlactes
Mangan N_Colhei
Ferro |és ta
Ferro Correlacao de .
1 ,855 -,085
Pearson
Sig. (2 extremidades) ,000 ,588
N 43 43 43
Mangané Correlagéo de .
,855 1 ,007
s Pearson
Sig. (2 extremidades) ,000 ,962
N 43 43 43
N_Colhei Correlacao de
-,085 ,007 1
ta Pearson
Sig. (2 extremidades) ,588 ,962
N 43 43 43



Qualidade microbiolégica e fisico-quimica da d4gua usada na higienizacdo em exploracdes de leite de pequenos ruminantes

Anexo XV: Resultados dos testes realizados aos parametros
fisico-quimicos (SPSS)
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Correlacbes

pH_ Fonte_de_Captacao
pH_ Correlacéo de Pearson 1 418"
Sig. (2 extremidades) ,005
N 43 43
Fonte_de_Captaca Correlagéo de Pearson 418" 1
° Sig. (2 extremidades) ,005
N 43 43
** A correlagdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).
Fonte_de_
Captacgéo Ferro Manganés
Fonte_de_Captaca Correlacao de Pearson 1 ,190 ,223
° Sig. (2 extremidades) 222 ,152
N 43 43 43
Ferro Correlagdo de Pearson ,190 1 ,855™
Sig. (2 extremidades) ,222 ,000
N 43 43 43
Manganés Correlacdo de Pearson ,223 ,855™ 1
Sig. (2 extremidades) ,152 ,000
N 43 43 43

**_A correlacgdo é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).
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Teste de amostras independentes

Teste de Levene para
igualdade de variancias teste-t para Igualdade de Médias
N 95% Intervalo de Confianga da
Sig. (2 ) N Diferenga
extremidades Diferenga Erro padrao
z t df ) média de diferenga Infarior Superior
CE Variancias iguais
assumidas 7278 1,891 4 066 35,85961 18,96394 -2,43686 74,15607
Variancias iguais nao
assumidas 2412 | 40,855 020 35,85961 14,86859 582863 65,89059
Oxidabilidade Variancias iguais
assumidas 21,702 -2,866 4 007 -50129 17488 -B5448 - 14810
Variancias iguais ndo
assumidas -4127 28,842 ,000 -50129 12146 - 74976 -,25282
Azoto_Amoniacal Variancias iguais
assumidas 4163 1,861 4 070 11138 ,05984 -,00047 ,23223
Variancias iguais ndo
2ssumidas 2035 | 32528 050 11138 05474 -,00005 ,22281
Nitratos_e_Nitritos ~ Variancias iguais
assumidas 4,023 1,611 # 115 - 11586 7181 - 26109 02937
Variancias iguais ndo
assumidas -1,979 40,630 055 - 11586 ,05853 23411 ,00238
Azoto_Organico Variancias iguais
assumidas 2,145 -1,480 4 147 - 45621 ,30830 -1,07883 16642
Varidncias iguais ndo
assumidas -2,028 | 35564 050 - 45621 22499 -91270 00029
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Anexo XVI: Resultados dos testes realizados aos
parametros microbiolégicos (SPSS)
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Correlacies
Tipo_Captaga Clostridium_ | Bactérias_col | Escherichia_
0 MO_a_22°C | MO_a_37°C perfringens iformes coli Enterococos
Tipo_Captagdo Correlagdo de Pearson 1 349 407" 153 352 300 a7
Sig. (2 extremidades)
N 43 43 ] 43 1 43 43
MO_a_22°C Correlagdo de Pearson 240 1 614 237 73 296 522"
Sig. (2 extremidades) 022 000 126 014 054 000
N 43 k] 43 43 43 43 43
MO_a_37°C Comelagio de Pearson 407" 614" 1 148 296 269 270
Sig. (2 extremidades) o7 000 382 054 081 080
N 43 43 43 43 43 43 43
Clostridium_perfringens ~ Correlagdo de Pearson 153 237 145 1 79 070 124
Sig. (2 extremidades) 326 126 352 252 655 430
N 43 43 43 43 43 43 43
Bactérias_coliformes  Corelago de Pearson 352 KB 296 179 1 592" AT
Sig. (2 edtremidades) 021 014 054 252 000 001
N 43 43 43 43 43 43 43
Escherichia_coli Correlagdo de Pearson 300 296 269 070 502 1 577
Sig. (2 extremidades) 050 054 081 655 000 ,000
N 43 43 43 43 43 43 43
Enterococos Correlagdo de Pearson ‘407" 522" 270 124 S &7 1
Sig. (2 extremidades) o7 0oo 080 430 001 000
N 43 43 43 43 43 43 43

* Acorrelagdo & significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).
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Anexo XVII: Resultados da correlacdo entre a de
Pseudomonas spp. e fonte de captacao
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Correlacbes

Pseudomon Fonte_Capt
as acéo
Pseudomonas Correlagéo de
1 224
Pearson
Sig. (2 extremidades) ,330
N 21 21
Fonte_Capta Correlagéo de
—-aplag ¢ 224 1
ao Pearson
Sig. (2 extremidades) ,330
N 21 21
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Anexo XVIII: Resultados da correlacdo entre a presenca de
Bactérias coliformes e Pseudomonas spp.
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Correlacbes

Coliform Pseudomon
es as
Coliformes Correlacao de
1 ,438"
Pearson
Sig. (2 extremidades) ,037
N 23 23
Pseudomona Correlagéo de .
,438 1
S Pearson
Sig. (2 extremidades) ,037
N 23 23

*_ A correlagao é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades).

Resumo do modelo

Mod R R quadrado Erro padrédo
elo R quadrado ajustado da estimativa
1 ,4382 ,192 ,153 ,433
a. Preditores: (Constante), Coliformes
ANOVA?
Soma dos Quadrado
Modelo Quadrados df Médio z Sig.
1 Regress
. ,933 1 ,933 4,978 ,037°
ao
Residuo 3,937 21 ,187
Total 4,870 22

a. Variavel Dependente: Pseudomonas

b. Preditores: (Constante), Coliformes
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ANOVAz?
Soma dos Quadrado
Modelo Quadrados df Médio Z Sig.
1 Regress
,933 1 ,933 4,978 ,037°
ao
Residuo 3,937 21 ,187
Total 4,870 22

a. Variavel Dependente: Pseudomonas

b. Preditores: (Constante), Coliformes
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