Tese de Mestrado Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

1. Introducao

O progresso da qualidade de vida da populagdao mundial trouxe consigo uma maior preocupagao
com os bens essenciais. A dgua, como recurso que parecia inesgotavel para muitas sociedades,
tornou-se um bem de preservagdao fundamental. Desta forma surgiu também a preocupagao com
a qualidade da dgua. As fontes ou origens de dgua ndo sao hoje as mesmas de ha séculos atras. O
desenvolvimento industrial e as praticas agricolas conduziram a uma alteracdo significativa dos
parametros de qualidade da agua.

Desde o ponto de captacdo da dgua, até ao seu consumo, processam-se diversas etapas, cujas
quais tém sido continuamente melhoradas e desenvolvidas a nivel tecnoldgico, de forma a

assegurar a sua qualidade dentro de parametros considerados seguros para a saude humana.

1.1 TRATAMENTO DE AGUA DESTINADAS AO CONSUMO HUMANO

1.1.1 Enquadramento Histérico
Os primeiros tratamentos da agua eram baseados na filtracdo com o objetivo de remover
particulas que lhe conferissem gosto e turvacao.
S6 ja na segunda metade do século XIX, quando a natureza de doengas infeciosas foi
descoberta, bem como a capacidade do sistema hidrografico transmitir doencas (célera e
febre tifoide), é que se reconheceu a importancia da limpeza e clareza da dgua. Constatou-se
entdo a preocupacdo acerca da qualidade da dgua para consumo humano, no que implica

doencgas causadas por microrganismos habitantes no sistema de abastecimento de agua.

Vdrios cientistas analisaram que a turvacdo ndo torna somente a dgua pouco apetecivel, como
pode também indicar risco para a saude, dado que as particulas responsaveis pela turvacao
podem conter patogénicos. Como resultado, os sistemas de tratamento de 34gua para

consumo sdo concebidos para reduzir a turvacao e, desse modo remover patogénicos.

Desta forma no inicio do século XX, uma maior prote¢do do sistema hidrografico, aliado a
métodos simples e efetivos de tratamento da agua, tém reduzido consideravelmente as

doencas relacionadas com a agua em paises desenvolvidos.
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1.1.2 Requisitos de qualidade

Apesar da introdugao de muitas melhorias nos sistemas de tratamento de dgua, os conceitos
basicos ndo mudaram. Ha cada vez mais uma necessidade de diminuir e limitar os riscos de

transmissao de doengas.

As epidemias relacionadas com a dgua surgem apds o consumo de dgua contaminada com
microrganismos patogénicos. Contaminacdo essa que pode estar na razdo da prépria origem
da 4gua, de um tratamento inadequado ou ineficaz, ou que até pode ocorrer no sistema de
distribuicdo apds o tratamento.

O objetivo do tratamento da dgua para consumo humano consiste assim na producdo de agua
salubre que preencha os requisitos fundamentais a nivel da seguranca microbioldgica e

guimica.

Sao inUmeras as técnicas disponiveis na remogao de sdlidos finos, microrganismos e alguns
materiais organicos e inorganicos dissolvidos. Porém, a escolha do método ira depender da
qualidade da agua a ser tratada, custo do processo de tratamento e padrdes de qualidade

esperados para a dgua a ser processada.

A variedade de processos de tratamento é vasta. A selecdo do tratamento depende das
caracteristicas da agua, do tipo de problemas de qualidade que possam estar presentes,
custos dos varios tipos de tratamento, entre outros. Embora cada um dos processos de
tratamento seja capaz de reduzir o nimero de microrganismos, nenhum pode assegurar a sua

remocao completa.

As empresas de fornecimento de agua destinada ao consumo humano fazem inumeros
esforcos no sentido de conseguirem uma dgua com boa qualidade a partir de diversas fontes
contendo uma variedade de contaminantes quimicos e biolégicos. Sdo aplicados multiplos
tratamentos, incluindo processos quimicos, fisicos e bioldgicos, bem como combinacdes
destes, de modo a reduzir as concentra¢cdes dos contaminantes abaixo da concentracdo

minima aceitdvel (MAC) definida na legislacdo nacional.
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1.1.3 Métodos de Tratamento

Dentro dos progressos mais recentes, desenvolvidos no sentido de assegurar uma maior
eficiéncia e garantia da qualidade de agua, visando uma diminuicdo do tempo gasto no seu
tratamento e otimizando os requisitos finais de qualidade da agua; etapas como o pré-
tratamento, a coagulacdo e floculacdo, bem como a filtracdo, tém ocupado maior
importancia. Em simultaneo, assiste-se ao desenvolvimento tecnolégico que melhore a

desinfecdo e promova o controlo da qualidade da dgua ao longo das redes de distribuicao.

Pelo facto de no presente existirem fontes de agua bruta, utilizadas para producdo de agua
para abastecimento, com qualidade inferior ao que é desejavel, tornou-se fundamental o
desenvolvimento e criacdo de esquemas de tratamento que permitam cumprir os parametros
definidos para a qualidade de agua destinada ao consumo humano. Ainda que em casos de
melhor qualidade de agua bruta se possa assistir a um tratamento basico, como sejam a
filtracdo e desinfecdo; na generalidade, assiste-se a necessidade de tratar aguas com baixa
gualidade ou com qualidade varidvel, conduzindo ao desenvolvimento de tratamentos mais

profundos e versateis, que permitam resolver os problemas encontrados.

Existem assim uma vasta gama de processos que podem fazer parte de um esquema geral de
tratamento de dgua, onde se incluem: pré-oxidacao, coagulacdo e floculacdo, sedimentacao,
filtracdo e desinfecao.
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Figura 1. Diagrama resumo do tratamento convencional de dgua (adaptado de Tebbutt, 1973).
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Ainda que seja esperado que muitos dos microrganismos sejam removidos pela coagulacdo e
floculagao e posteriormente pela sedimentagao, existem sempre alguns, que, devido ao seu
tamanho reduzido, conseguem ainda ultrapassar os filtros de areia.

A desinfecdo é assim realizada de forma a assegurar a qualidade e seguranca da agua.

O agente de desinfe¢do normalmente utilizado é o cloro, porque:

e estd disponivel como gas, liquido ou sélido (hipoclorito);

e destrdéi uma grande parte dos agentes patogénicos;

o éfacil de aplicar;

e deixa um residual em solucdo, de concentracao facilmente determinavel,
e protege o sistema de distribuicao;

e ¢ barato.

O cloro apresenta no entanto algumas desvantagens, uma vez que é um gds venenoso e
corrosivo, sendo necessdrio cuidado na sua utilizacdo. Pode também causar problemas de

gosto e de odor (presenca de fendis).

No entanto, existem alternativas a utilizacdo do cloro. Na Europa é largamente utilizado o
processo de desinfe¢do da agua com ozono, que, sendo um poderoso oxidante, tem uma a¢ao

desinfetante mais intensa e mais rapida do que o cloro.

Os principais efeitos da ozonizagao sao:
e Oxida¢ao da matéria organica;
e Melhoria da cor;
e Reducdo do teor de ferro e manganés;
e Acdo sobre os acidos humicos, formando produtos biodegradaveis;
e Degradacao de fendis;

e Remocao de certas substancias organicas ndo biodegradaveis.

Para além disto, o ozono ndo é afetado pela amdnia como é caso do cloro. Por outro lado, a

dosagem de ozono é muito afetada pela presenca de matéria organica. Uma das grandes
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desvantagens é o facto do residual de ozono obtido ndo ser persistente, desaparecendo em

pouco tempo.

Outra alternativa é a utilizacdo de radiacdes ultra-violeta que destroem o DNA dos virus e
bactérias. Para que este método funcione corretamente é necessario que a 4gua esteja

guimicamente limpa, de forma a permitir a dispersdo da radiacao.

Estes métodos sdo, no entanto, mais dispendiosos que a utilizacdo do cloro (se bem que
atualmente os pregos destas alternativas comegam a baixar e a sua utilizagdo em larga escala

pode tornar esses precos bastante competitivos).

Realca-se que todos os desinfetantes quimicos tém a si associados subprodutos organicos
e/ou inorganicos, que podem causar efeitos secundarios. Porém, o risco para a saude
implicados nestes subprodutos é extremamente pequeno quando comparado com o0s riscos

associados a uma desinfe¢do inadequada.

N3o existe nenhum desinfetante ideal, pois cada um ostenta das suas vantagens e
desvantagens. Dado que o objetivo é a protecdao da saude publica a escolha depende da

gualidade de cada agua e do sistema de abastecimento.

Assim sendo, os fatores chave para a selecdo do sistema de desinfecdo sdo:

e eficdcia na destruicdo de uma gama de microrganismos;

e potencial para formar subprodutos prejudiciais;

e capacidade do agente desinfetante para permanecer disponivel na agua ao
longo do sistema de distribuigao;

e seguranca e facilidade de manuseamento dos quimicos e equipamentos;

e relacdo eficicia-custos.

1.1.4 Normas de qualidade da agua
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A legislagao que diz respeito ao controlo da qualidade da agua para consumo humano, tem sido
alvo de atengdo, uma vez que se entendeu a sua enorme importancia, no sentido de proteger a

salde humana, bem como no sentido de preservar este importante recurso para o futuro.

As normas que regulam a 4gua de distribui¢do publica, assim como a dgua de nascente distribuida
em garrafas, sdo, na Europa, editadas pela Comissdo das Comunidades Europeias e respeitadas
pelas autoridades nacionais de saude. Além disso, cada pais pode determinar livremente as suas
normas ou aceitar as propostas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sendo multiplos os
critérios que permitem fixar as normas. Por exemplo, pode desejar-se a presenga de certas
substancias como oligoelementos indispensaveis ao organismo humano (o ferro, magnésio, cobre,
etc.). No Brasil, como noutros paises, é introduzido flior ou agentes fluoretantes para a redugao
da incidéncia de carie dentdria. Noutra perspetiva, é importante limitar (ou até anular) a presenca
de substancias conhecidas como todxicas, bem como virus ou bactérias (germes patogénicos)
toxicos ou ndo (por exemplo E. coli, acompanha sempre microrganismos patogénicos de origem

fecal).

Para que as normas sejam fixadas é necessario proceder a estudos e/ou testes, de modo a
confirmar os efeitos e identificar os valores de seguranca. O referido, pode ser feito de duas
formas: a primeira é detetar os efeitos téxicos por meio de testes bioldgicos aplicados a outras
espécies, ou a células humanas ou animais cultivados em laboratério, sendo depois os resultados
transpostos para o homem com os respetivos coeficientes de seguranca; a segunda forma é
através da realizacdo de estudos epidemioldgicos, para detetar se existe uma correlacdo
estatistica entre a taxa de doen¢a numa grande populagdao submetida a doses mais elevadas de

certos elementos, em comparagdo com uma populagao base.

Em suma, deparamo-nos com a preocupacdo crescente da Comunidade Europeia, e paises
aderentes, sobre a qualidade da agua e a forma como esta chega aos consumidores.

Este pensamento conduziu ao estabelecimento de normas cada vez mais rigorosas e prudentes no
tratamento de agua, ao mesmo tempo em que se assiste a uma melhoria dos servicos prestados,
bem como a um maior apoio a investigacdo e desenvolvimento para que, cada vez mais, existam

garantias de qualidade sobre um bem comum indispensavel.
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1.1.5 Controlo de qualidade da agua

A qualidade da origem da agua depende muitas das vezes da geologia, do tipo de solo, da

vegetacdo natural, do clima, entre outros.

A qualidade microbiana da agua estd em constante transformacdo podendo variar rapida e

vastamente.

O controlo na qualidade da agua destinada ao consumo humano implica duas vertentes: o
controlo continuo da qualidade com base na rotina verificando que o tratamento e
distribuicdo entram em conformidade com os objetivos e regulamentos propostos; bem como
a monitorizagdo periddica dos parametros microbiolégicos em todo o sistema de

abastecimento de dgua, desde a origem até ao consumidor.

A maior preocupagao relativa as dguas de consumo humano a nivel da saude publica prende-
se com a tentativa de reduzir a presenca de microrganismos patogénicos a quantidades
insignificantes. A diminuicdo do seu niumero e a sua hipotética eliminacdo da agua, apenas se
torna possivel a partir de um controlo rigoroso de vdrios parametros indicadores da qualidade
da dgua, aliado a um processo de tratamento adequado.

Assim, estabelecem-se métodos de pesquisa rotineiros, com o intuito de obter informacgdes ao
nivel organolético e microbioldgico, fisicos e quimicos. Métodos esses aplicados nas diversas
fases do sistema, a fim de detetar possiveis anomalias, ocasionais ou sistematicas, possibilitar
colocar em pratica medidas preventivas adequadas e, de um modo indireto, para avaliar a

eficacia do tratamento assumindo o cumprimento dos valores paramétricos.

1.1.6 Qualidade da agua para consumo humano em sistemas de abastecimento

Atendendo a necessidade de melhorar a qualidade da agua fornecida, torna-se essencial
conhecer as alteracdes que ocorrem ao longo do sistema de distribuicao, permitindo verificar
guais as caracteristicas modificadas e quais os parametros cuja monitorizacdo é necessaria

para que o processo seja melhorado.
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Segundo Hart et al. (1992), os fatores que influenciam a qualidade da agua, durante o seu
percurso no sistema de distribui¢do, sao:
e As caracteristicas da qualidade da agua (fisicas, quimicas e bioldgicas);
e As propriedades das condutas (idade, tipo, rugosidade, corrosdo, formacdo de
depdsitos, etc.);
e As especificidades do sistema (curvas, inversdes, saidas de dgua, redugdes, etc.);
e As caracteristicas de funcionamento do sistema (consumos, velocidade da agua,
perdas, tempos de residéncia, entre outros);

e A mistura de dgua de diferentes origens.

Os autores acima referidos realizaram um dos primeiros estudos, e provavelmente dos mais
completos, acerca da variacao da qualidade da agua ao longo de um sistema de distribuicdo
(SD). Foram assim avaliados parametros como: pH, temperatura, cloro residual, oxigénio
dissolvido, cloretos, fosfatos, sulfatos, alcalinidade total, dureza total, turvagdo, aluminio,
cadmio, cobre, calcio, ferro, manganés, chumbo, zinco e microrganismos heterotréficos. A

evolugao destes parametros foi estudada em fungdo dos seguintes aspetos:

° Local — influéncia da distancia do ponto da rede a Estacdo de Tratamento de Agua;
° Tubagem —influéncia do material das tubagens do SD;

° Movimento — influéncia das condicées hidrodinamicas (velocidade, caudal);

° Tempo de Residéncia — influéncia do tempo de permanéncia da agua no SD;

° Efeitos Ambientais — influéncia da estacdo do ano e da temperatura.

Contudo, ndo podemos considerar estes principios como modelos de referéncia para a
generalidade dos casos. Designadamente no caso do cloro e dos subprodutos de desinfecdo. Isto
por ser fundamental a presenca de matéria organica e a existéncia ou ndo de biofilmes. Como tal,

a componente organica ganha aqui uma nova importancia.

Tém recebido particular interesse os aspetos relativos a lixiviacdo das condutas (dado que a
presenca de materiais toxicos (chumbo) conduzem ao mau funcionamento do sistema de

distribuicdo, devido a ocorréncia de corrosao) e aos trihalometanos (resultado da reacdo do cloro
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livre com compostos organicos naturais presentes na dgua). Noutra perspetiva, também tem sido

dada importancia ao estudo dos parametros microbioldgicos e do biofilme presente nas condutas.

Os principais fatores com influéncia na qualidade da agua sdo, comummente, provocados por um

controlo pouco eficiente dos processos de producao e distribuicdo.

Ao nivel da produgdo podem ocorrer problemas que conduzam a uma deficiente
coagulacdo/floculagdo, devido ao uso insuficiente de coagulante. Por outro lado, pode haver um
arrastamento ao nivel da filtracdo, causado pela deficiente limpeza dos filtros. Situa¢des deste tipo
podem acarretar o aumento da turvacao da dgua, para além de uma desinfecdo pouco eficaz.

A respeito de problemas ao nivel do sistema de distribuicdo, por exemplo a presenca de ferro ou
cobre, pode provocar alteracées no sabor e mesmo na cor da agua, devido a corrosao do material

das condutas.

Outro parametro importante trata-se da populacdo bacteriana. Existem microrganismos capazes
de resistir as fases de tratamento e recuperarem a capacidade de divisdao, podendo, caso nao haja

controlo, tornarem-se potencialmente perigosos.

A presenga de cloro residual permite prevenir o crescimento microbiano, atuando sobre os
microrganismos. Contudo a a¢do do cloro esta dependente de varios fatores, limitando a sua

capacidade de atuacao.

A utilizacdo de cloro, como desinfetante mais comum, estd na razao para que ocorram alteracdes
de sabor e dificuldade em gerir concentracdes de modo satisfatdrio, prevenindo de forma ativa o

crescimento bacteriano.

1.1.7 Biofilmes em condutas de abastecimento de agua

O biofilme surge em tubagens devido a capacidade que os microrganismos possuem de aderir as
suas superficies, tornando assim possivel, a sua divisdo, multiplicando-se e formando uma espécie

de “filme”.
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Tal acontece normalmente dado que o tratamento da agua nao a torna estéril, permitindo desta
forma a sobrevivéncia de alguns grupos de microrganismos.

A presenga de microrganismos pode ocorrer devido a 3 processos relativos a falhas ndo
mecanicas, definidos pelos termos: “Regrowth”, “Aftergrowth”, “Breakthrough” (Momba, 2000).

O termo “Regrowth” é utilizado quando as bactérias recuperam a capacidade de se dividirem,
apos o tratamento da agua. “Aftergrowth” designa o crescimento de microrganismos nativos do

sistema de distribuicao de dgua; enquanto que o termo “Breakthrough” é referente a um aumento

do numero de microrganismos, apds bactérias vidveis terem escapado ao processo de desinfecao.

Outro processo de contaminacao, bem mais grave, pode ser causado por contaminacdo externa

(quando ha uma rotura na conduta).

Alguns destes microrganismos podem aderir a parede da tubagem através de apéndices com
origem na sua propria membrana celular, e, com condi¢des favordveis, desenvolvem uma camada
de material organico aderente a parede da conduta. Esta superficie pode posteriormente ser
colonizada por bactérias. Nesta altura as bactérias sdo capazes de comecar a produzir substancias
poliméricas extracelulares, que variam segundo as diferentes espécies e segundo as condicoes
ambientais, conferindo o aspeto comum destes filmes bacterianos, permitindo uma melhor
capacidade de adesdo e protecdo. Os biofilmes que se formam habitualmente sdo finos, atingindo,
no maximo, algumas centenas de micrometros.
Microrganismos
Agua

Escoamento

COA/CODB —

Concentragio
de Cloro

rd

Crescimento

Transferéncia
Adsorgio

Erosio

Mortalidade

Biofilme
Suporte

Figura 2. Esquema de formagdo do biofilme (adaptado de Sibille, 1998)
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Geralmente os biofilmes tém uma natureza heterogénea, uma vez que sdo compostos por duas ou

mais espécies, dependendo das condi¢des ambientais.

No que respeita ao modo como o biofilme contribui para a transmissdo de patogénicos
relacionados com a agua, sabe-se que a medida que os microrganismos se multiplicam no
biofilmes este aumenta. Deste modo, as forcas da agua corrente quebram fragmentos que possam
conter microrganismos, arrastando-os ao longo do sistema de distribuicdo da agua, processos de
dispers3o, separacdo, entre outros. E percetivel assim que o biofilme atua como depdsito para a

libertagdo continua de bactérias na agua corrente.

Segundo alguns autores (Vieira, 2002), as tubagens constituidas por materiais de base organica,
lixiviam para a agua compostos organicos que irdo fazer parte do carbono organico assimilavel
(AOC), tornando-se assim como nutrientes para os microrganismos. O material a nivel de tubagens
também pode interferir nas comunidades microbianas que ai se desenvolvem, sendo que os
materiais ferrosos suportam maior indice de diversidade de populacdes em comparacdao com o

pldstico (PVC- policloreto de polivinila).

De acordo com Meckes (2001), sdo poucos 0s organismos que habitam os sistemas de distribuicao
gue podem ser uma ameaca para os consumidores comuns. Tém sido isolados bactérias, virus,
fungos e protozodrios de biofilmes de condutas, o que comprova o que ja foi referido
anteriormente, ou seja, mesmo com o0s processos de tratamento altamente eficazes, existem
sempre alguns microrganismos com a capacidade de ultrapassar esses processos, ou de
ingressarem no sistema numa fase posterior ao tratamento realizado nas ETAs. Embora seja
desconhecido o efeito real destes organismos na saude publica, ndo tém sido revelados problemas
devido a existéncia de biofilmes nas tubagens, sendo no entanto importante estabelecer que as
normas de qualidade de 4gua tém de ser respeitadas. A maior parte das bactérias sobrevive
encontrando ou criando um ambiente propicio ao seu desenvolvimento, sendo capazes de
desenvolver formas de protecdo, como sejam o encapsulamento, a agregacdo e capacidade de

sobreviver em situac¢des de falta de nutrientes ou nutrientes em quantidade reduzida.
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Meckes (2001) também refere a existéncia de microrganismos heterotréficos capazes de provocar
problemas de sabor, odor e turvagao na agua. No biofilme podemos encontrar grupos como

Actinomyces, Streptomyces, Nocardia e Arthrobacter.

As bactérias heterotroficas utilizam o carbono organico para sintetizar novo material celular e
também como fonte de energia. Como estas bactérias requerem normalmente carbono, azoto e
fosforo numa razao de aproximadamente 100:10:1 (C:N:P), o carbono organico acaba por ser,
normalmente, o nutriente limitante. O carbono organico presente em sistemas de abastecimento
de agua deriva essencialmente de origens naturais, podendo ter origem em compostos derivados

de vegetacao.

Existem vdrios fatores que podem limitar o crescimento do biofilme, entre os quais a presenca de
matéria organica biodegraddavel é o fator essencial. O carbono organico assimilavel (cuja nocao é
idéntica a do carbono organico dissolvido biodegradavel, pois sdo fracdes do carbono organico
dissolvido que podem ser facilmente assimiladas por microrganismos) é determinante no
desenvolvimento do biofilme, existindo uma correlagdo razoavel entre o AOC e os valores da

contagem de bactérias heterotroéficas totais em placa (HPC), segundo Vieira (2002).

Evidencia-se a importancia de biofilmes na dgua na medida em que constituem um fator critico no
gue respeita a contaminagdo da agua de torneira, para além de que proporcionam a formacgao de
[imens internos nos sistemas de tubagens devido a disponibilidade de nutrientes na agua e a
outros fatores relacionados, tais como, a sua quimica, circulacdo, estagnacdo, temperatura, e até

mesmo a superficie dos materiais de construcao.

A formacdo de biofilmes estd dependente de inUmeros fatores. A qualidade e quantidade de
nutrientes, ides e outras substancias presentes no ambiente influenciam o comportamento das
bactérias, podendo certamente exercer uma funcao regulatéria no que respeita a formacao destas
estruturas. A presenca de determinados iGes como o calcio, magnésio ou zinco que quando

presentes proporcionam um aumento do biofilme.
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A guantidade de biofilme formado, as taxas de crescimento e desagregacdo e a sua composicdo
sao dependentes de fatores hidrodinamicos, dos quais se destacam a temperatura, cloro residual,

material das condutas e ainda, um dos mais importantes, as condi¢des nutricionais.

A presenca de carbono organico assimilavel (AOC) em niveis elevados e o tipo de material do

sistema de tubagens interferem no potencial da dgua em distribuigao.

A superficie da tubagem em que se encontra o biofilme também influencia a composicdo e

atividade microbiana das populagdes existentes neste ecossistema.

Por um lado, os biofilmes atuam como filtros bioldgicos pela mineralizacdo de material biolégico
biodegraddvel da agua e formam biomassa imobilizada localmente. Por outro lado, podem
imprevisivelmente emergir no sistema de distribuicdo e causar problemas em termos de
contaminagdo bacteriana. Por isso, sdo considerados como um importante fator na estabilidade
de aguas para consumo humano. Estima-se que pelo menos 95% da biomassa bacteriana total em

aguas para consumo se encontre nas paredes do sistema de distribuicdo.

As bactérias em biofilmes tém sido descritas como mais resistentes a agressdes externas como a

presenca de agentes desinfetantes.

Universidade do Algarve - Faculdade de Ciéncias e Tecnologia 13



Tese de Mestrado Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

1.2 ANALISE MICROBIOLOGICA DA AGUA PARA CONSUMO HUMANO

E conhecida a crescente incidéncia no estudo do planeamento do solo, direcdo dos recursos
aquaticos e tratamento e desinfecdo da dgua no controlo da transmissdo de patogénicos, porém,
analises a presenca de parametros microbiolégicos continuam a mostrar-se fundamentais na

verificacdao e controlo da qualidade da dgua da rede de distribuicdo e na sua origem.

Do ponto de vista de seguran¢a para a saude pubica, a agua devia ser analisada para todos os

potenciais microrganismos patogénicos presentes de modo a determinar a sua presenga/auséncia.

Contudo, os diferentes tipos de atividade microbiana, bem como os diferentes métodos
requeridos para o isolamento destes microrganismos, inviabilizam a analise direta destes em
amostras de agua, com base em métodos classicos de rotina. Por outro lado, podem ndo ser
detetados devido aos niveis se encontrarem abaixo do limite de detecdo ou até mesmo devido a
falta de um método de detecdo apropriado, podendo permanecer presentes numa densidade que

represente um nivel de risco inaceitavel.

1.2.1 Bactérias heterotroficas

As bactérias presentes em daguas destinadas ao consumo humano s3ao principalmente
heterotroficas, como ja referido. Estas bactérias incluem as bactérias que usam carbono organico
para se desenvolverem. A contagem de bactérias heterotréficas (HPC) é provavelmente o método
de quantificacdo mais comum. As bactérias plaqueadas em meio sélido sdo incubadas para
formarem coldnias visiveis a olho nu. A contagem depende da capacidade das bactérias para se
desenvolverem no meio sélido utilizado e da temperatura e tempo de incubacdo. Quanto mais
semelhantes forem as condi¢des de incubacdo do ambiente natural das bactérias, maiores as
percentagens de numero total de bactérias detetadas como coldnias. O meio R,A apresenta um
vasto espectro de substratos em baixas concentragdes, tendo sido desenvolvido especialmente

para a quantificacdo de bactérias heterotréficas em aguas de consumo humano.
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1.2.2 Controlo microbioldgico de aguas de consumo humano

A remoc¢do de matéria organica durante a produgao de agua destinada ao consumo humano traz
diversos beneficios. Ndo s6 priva as bactérias heterotréficas dos nutrientes indispensaveis para a
sua sobrevivéncia e multiplicagdo, como limita a sua colonizagdo no sistema de distribuicdo da
agua de consumo. Por outro lado, a matéria organica interage com o cloro (desinfetante ja
referido), o que pode conduzir a formagado de produtos secundarios de desinfecdo cancerigenos

ou mutagénicos.

E necessario controlar (limitar) a atividade microbiana nos sistemas de distribui¢do para prevenir a
deterioracdo da qualidade da agua, que pode resultar em ndo conformidades com a
regulamentacdo, em reclamag¢des do consumidor, surtos de epidemias ou deteg¢ao de problemas

de concecdo do sistema, com subsequentes custos operacionais.

De modo a limitar a atividade microbiana podem-se adotar vdrias abordagens: distribuicdo da
agua de consumo biologicamente estavel num sistema com materiais ndo reativos e
biologicamente estdveis; manutencao de um teor de desinfectante residual em todo o sistema de
distribuicdo; distribuicdo da dgua tratada com um baixo nivel de desinfetante residual e um nivel
de estabilidade bioldgica relativamente elevado; e optimizacdo do sistema de distribuicao para

prevenir a estagnacdo e a acumulacao de sedimentos.

A atividade microbiana depende da disponibilidade de fontes de energia e de carbono para a
formacdo e manutencdo da biomassa. A maior fonte de energia na dgua tratada é o carbono

organico, mas a amonia também pode estar presente em certos tipos de agua.

A temperatura da agua, a velocidade de fluxo (variacGes) e o tempo de residéncia também tem
um impacto na actividade microbiana. A velocidade de fluxo (variacdes) afeta o fornecimento de
substratos e desinfectante, o desprendimento de biofilmes e a acumulagdo de sedimentos. Os
locais em que o tempo de residéncia da dgua é mais longo — por exemplo, partes esféricas do
sistema de distribuicdo e reservatdrios de servico — sdo vulnerdveis ao recrescimento devido a
diminuicdo de desinfectante residual, ao transporte de sedimentos e ao aumento da temperatura

da dgua no Verao.
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Quando uma populagdo de células microbianas é colocada em sistema fechado (sistema em que
nao ha livre troca de nutrientes com o meio) num meio de cultura liquido, com composicdo
quimica e condi¢des fisico-quimicas favordveis ao seu crescimento, nomeadamente, de

arejamento, temperatura, pH; o crescimento da populacdo pode ser traduzido graficamente pela

designada “curva de . crescimento”.
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( adaptado de: Wastewater Engineering — Treatment and reuse”, Metcalf & Eddy Inc., 4th ed.
por Tchobanoglous, G; Burton, F.L. e Stensel, H.D., McGraw-Hill, USA,2003.)

Figura 3. Curva de crescimento microbiano em sistema fechado. (Lag phase-Fase de adaptacao;
Growth phase- Fase exponencial; Stationary phase- Fase estaciondria; Death phase- Fase de

declinio).

Apds um periodo de laténcia, de duragao variavel, em que as células se estdo a adaptar ao meio,
segue-se o inicio da multiplicacdo celular. A populacdo entra na chamada fase de aceleracdo, onde
a taxa especifica de crescimento aumenta de zero até ao seu valor maximo, atingindo-se a fase
exponencial do crescimento. A duragao desta fase depende fundamentalmente da concentragao
inicial dos nutrientes limitantes para o crescimento. Quando um ou mais nutrientes se tornam
limitantes e/ou ocorre a acumulag¢do no meio de metabolitos inibidores do crescimento, segue-se
a fase de desaceleracdo em que a taxa especifica de crescimento diminui do seu valor maximo ate
zero. Atinge-se entdo a fase estacionaria em que a taxa especifica de crescimento é nula,
correspondente ao esgotamento de um ou mais nutrientes (substrato) essenciais e, finalmente, a

fase de declinio, devido a ocorréncia de morte celular.

Um dos primeiros critérios de qualidade microbioldgica da agua foi definido como 100 cfu/mL em

1914 como padrdao em aguas de consumo nos Estados Unidos. No entanto, verificou-se que o
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¥/ —
armazenamento das amostras de agua tratada resultava num aumento da contagem de coldnias
em placa e descobriu-se que as bactérias que contribuem para os valores de contagem em placa
de bactérias heterotréficas (HPC) eram capazes de crescer em aguas tratadas com concentragdes

muito baixas de compostos organicos.

Apesar dos desenvolvimentos na avaliacdo da seguranca higiénica da dgua tratada, o método de
HPC permaneceu como um parametro da qualidade da agua tratada e os seus critérios estao
incluidos na legislacdo de muitos paises relacionada com a qualidade da dgua destinada ao
consumo humano. Os valores de HPC fornecem informagao acerca do nivel de actividade
microbiana na agua e portanto podem ser usados para controlar e optimizar os processos de
tratamento, procedimentos e boas prdticas de engenharia relacionadas com o tratamento e

distribuicao da agua.

No entanto, estes valores de HPC nao sdo adequados para a identificacdo de problemas na
gualidade da dgua. O recrescimento bacteriano causa alguns problemas em 3aguas de consumo:
aumenta a turvagao, odor, sabor e cor da agua; causa proliferacdo indesejavel de organismos
visiveis a olho nu; diminui o significado da contagem de bactérias heterotréficas como indicador
de contaminagdo externa; promove a deple¢dao do cloro residual e promove a corrosao dos
materiais das condutas e possibilita a multiplicacdo de microrganismos patogénicos.

Um dos métodos para controlar o recrescimento bacteriano é a limitacdo de nutrientes
necessarios a sobrevivéncia dos microrganismos. A quantidade de substrato consumida pelos

microrganismos foi designado como carbono organico assimilavel (AOC).
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1.3 METODO DE DETERMINACAO DO CARBONO ORGANICO ASSIMILAVEL (AOC)

A matéria organica biodegraddvel (BOM) apresenta uma elevada diversidade na sua natureza
guimica, grande parte nao identificada, estando presente em aguas naturais em concentracdes
muito baixas. As formas de matéria organica biodisponiveis sdo apenas uma pequena frac¢do da
matéria organica total nos ecossistemas aquaticos. Existem duas abordagens principais e
conceptualmente diferentes para a medigdo da BOM. Uma abordagem tem em conta o aumento
da biomassa bacteriana (tradicionalmente as unidades formadoras de coldnias, cfu) como
consequéncia do crescimento dos microrganismos. Normalmente assume-se que a BOM é o
nutriente limitante na resposta de crescimento das bactérias heterotroficas. No seu conjunto
estes métodos sdo referidos como medicdes do carbono organico assimilavel, ou AOC. A outra
abordagem baseia-se na mineralizagdo do carbono organico dissolvido (DOC) como resultado da
actividade bacteriana, e fornece uma medicdo da fracdo de carbono organico dissolvido

biodegraddvel (BDOC) da amostra.

O AOC é uma fragdo da concentragdo total de carbono organico (TOC) presente na dgua e
tipicamente a fraccdo mais facilmente degraddvel, que inclui compostos de baixo peso molecular.
O AOC normalmente contempla apenas uma pequena fraccao (0,1-9%) do TOC que pode ser
utilizada por estirpes especificas ou misturas definidas de bactérias, resultando num aumento da
concentracdo que é quantificado. O AOC representa a fracggo BDOC/BOM mais rapidamente
degradavel, que é convertida em biomassa. O inéculo para o ensaio de AOC pode ser composto
por uma mistura de estirpes bacterianas puras cultivadas em condicées laboratoriais
(Pseudomonas fluorescens P-17 e Spirillum sp. NOX) ou por uma mistura de bactérias ambientais

caracterizadas por uma grande versatilidade nutricional.

Os ensaios de medicdo de AOC sdo morosos e requerem um grande nivel de pericia. O
crescimento bacteriano é monitorizado nas amostras de agua por contagem de colénias e o
crescimento médio observado durante a incubacdo é convertido em unidades de AOC como pug
acetato-C/L, usando para tal o rendimento de crescimento das bactérias heterotréficas derivado
das curvas de calibracdo obtidas usando concentra¢des padrdo de compostos organicos (por

exemplo, acetato ou oxalato).
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Verifica-se uma significativa correlacdo entre a concentracdo de AOC e a densidade de bactérias
heterotréficas na distribuicdo das aguas. Van der Kooij (1992) mostrou que num sistema nao
clorado as bactérias heterotréficas ndo aumentavam quando o contelddo em AOC era inferior a 10
ug/L, enquanto LeChevallier et al. (1987) sugeriram que o recrescimento de coliformes podia ser
limitado por niveis de AOC inferiores a 50-100 ug/L em sistemas com 3-6 mg/L de cloro residual.
Kaplan et al. (1993) consideram que uma agua é estavel quando apresenta valores de 10 a 50 pug
de AOC/L. A concentracdo de AOC pode ser considerada como uma medida da estabilidade
biolégica da agua para crescimento de microrganismos heterotréficos. No entanto, dado que o
AOC ¢ tipicamente quantificado por duas estirpes especificas de bactérias, Pseudomonas
fluorescens P-17 e Spirillum sp. NOX, este ensaio pode também ser visto como um indicador de um
grupo especifico de compostos organicos simples (por exemplo, acidos carboxilicos e

dicarboxilicos), coincidindo com as capacidades metabdlicas destes organismos.

O AOC depende das unidades formadoras de coldnias (contagem de células), que é um método

sensivel a pequenas variagdes nos niveis de BOM.

O AOC em amostras de agua é determinado convencionalmente por medi¢cdo do crescimento de
Pseudomonas fluorescens P-17 que utiliza uma variedade de compostos que incluem aminoacidos
e carbohidratos e ndo pode metabolizar acidos carboxilicos e o acido oxalico, um dos compostos
frequentemente produzidos durante a ozonizagdo. Por isso, a estirpe Spirillum sp. NOX, que se
sabe crescer principalmente em acidos carboxilicos e é capaz de utilizar oxalato, foi introduzida
neste procedimento. Esta estirpe ndo assimila carbohidratos, alcoois ou acidos aromaticos e nao

utiliza aminoacidos quando cresce em misturas de compostos.

De facto, estudos mostram que a maioria do AOC determinado deve-se ao crescimento da estirpe

NOX.

A andlise de AOC convencional é efectuada através de um ensaio que foi originalmente

desenvolvido por Van der Kooij (1982) e posteriormente adaptado por outros.

As amostras colhidas em frascos tratados sdo suplementadas com tiossulfato de sédio, para

inactivar o cloro residual que possa estar presente e inibir o crescimento das bactérias, e
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pasteurizadas para inactivar a microbiota. Apds a pasteurizacdo, as amostras de dgua sao
inoculadas (normalmente com 500 cfu/mL) com as estirpes teste P-17 e NOX e incubadas a 15 °C
durante 9 dias. O crescimento microbiano é quantificado nos 72, 82 e 92 dias por plagueamento
em agar nutritivo. O resultado estd portanto relacionado com o crescimento dos organismos teste
em solugdes puras de acetato (P-17) ou oxalato (NOX) por meio de valores de rendimento
determinados empiricamente e o resultado final é dado como equivalentes de C-acetato. O
numero de organismos em fase estaciondria é assumido ser o nimero de organismos maximo que
pode ser suportado pelos nutrientes na amostra e o rendimento em acetato é assumido ser igual
ao rendimento em AOC natural.

O pressuposto presente no ensaio do AOC é que os organismos do bioensaio representam as
capacidades fisioldgicas da microbiota do sistema de distribuicdo. Em algumas aguas, os nutrientes
inorganicos regulam o crescimento bacteriano. Portanto, para garantir que o carbono é limitante
do crescimento bacteriano, sdo adicionados nutrientes inorganicos em excesso a amostra de agua

testada.

Elevadas concentragbes de metais, especificamente aluminio e cobre, sdo tdxicas para a estirpe P-

17, o que torna este procedimento inadequado para dguas contaminadas com estes metais.

Aguas n3o tratadas, especialmente as que apresentam elevadas concentra¢des de sélidos e
turvacao, podem conter elevada concentragdo de bactérias formadoras de esporos que podem

sobreviver a pasteurizacdo, crescer e interferir com a enumeracao de P-17 e NOX nas placas.

Estas dguas normalmente tém um elevado teor de AOC. Por outro lado, aguas que foram
desinfectadas e que ainda apresentam um teor de desinfectante residual, inibem o crescimento

dos organismos teste, pelo que o desinfectante deve ser neutralizado.

Aguas superficiais tratadas com sulfato de cobre podem também ser inibitérias quando um agente

guelante ndo é adicionado a amostra. Estas dguas com elevado pH devem sofrer um ajuste de pH.

Para reduzir o tempo do ensaio de AOC para 5 dias, pode-se aumentar a densidade celular do

inoculo ou aumentar a temperatura de incubacdo (20 °C).
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Como ja referido, sdo varios os estudos que relacionam o AOC directamente com o recrescimento
microbiano e com a formacgao de biofilmes nos sistemas de distribuicdo da agua de consumo. A
tendéncia dos tratamentos da agua de consumo é no sentido da combinag¢do de tratamentos que
removam completamente os nutrientes que suportam o crescimento microbiano, nomeadamente

carbono, azoto e fésforo.

Os tratamentos a que a 4dgua é sujeita afectam a composicdo de compostos organicos presentes
na agua e, deste modo, a concentracdo de AOC presente nesta.

O método de contagem de coldnias de bactérias heterotréficas em placas (HPC) é um
procedimento para estimar o nimero de bactérias heterotréficas na dgua e para medir as

alteragbes durante o tratamento e distribuicdo da dgua ou em piscinas.

As coldnias podem aparecer nas placas como pares, cadeias, agregados ou células isoladas, todas
incluidas no termo “unidades formadoras de coldnias” (cfu). Este método esta sujeito a numerosas
fontes de possiveis erros (preparacao das diluicdes, marcacao de placas, contagem, entre outras) e
requer, além de um longo tempo de ensaio, um trabalho intensivo de plagueamento em meio de
crescimento e contagem, fornecendo uma informacdo limitada pelo uso de duas estirpes

selecionadas para medir um conjunto complexo de compostos de carbono biodisponiveis.

A ligacdo das células a particulas em suspensdo (elevada turvacdo) pode resultar numa

subestimativa dos niveis bacterianos neste método.

O método convencional de contagem em placas com meio de cultura é um processo moroso e que
requer um elevado nivel de pericia para preparar amostras e ler resultados. Dado o tempo
necessario para que o método esteja completo, pode ocorrer que os produtos testados ja tenham

chegado ao consumidor antes de se puderem tomar acg¢des correctivas caso seja necessario.

Em daguas de consumo tratadas, as bactérias sdo expostas a desinfectantes tornando-as
debilitadas. Também se podem encontrar bactérias debilitadas em aguas salinas, aguas naturais
poluidas, e em superficies relativamente limpas. Um elevado niumero de bactérias debilitadas
pode estar associado a uma desinfeccao parcial ou inadequada ou a presenca de ides metalicos ou

outras substancias téxicas. Outros factores que podem causar stress ou danos nas bactérias
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incluem temperaturas, pH extremos e radiagao solar. Estas bactérias continuam vidveis mas nao

sao capazes de formar coldnias nas placas de agar, conduzindo a subestimativas significativas do

numero de bactérias vidveis.

Outra questdo a ter em atencgao é a utilizagao de culturas puras no método convencional de AOC.
De facto, embora a estirpe P-17 fosse inicialmente reconhecida e usada como uma estirpe tipica
heterotroéfica representativa das bactérias da agua de consumo, posteriormente foi adicionada a
estirpe Spirillum sp. NOX para o método de determinacdao de AOC quando se descobriu que a
estirpe P-17 ndo detectava adequadamente produtos de ozonizagdo. Também se sugeriu adicionar
Flavobacterium sp. estirpe 12 para aguas especificas (tendo como alvo agucares em particular).
Contudo, dado que o AOC cobre uma vasta gama de substratos assimildveis, desde acidos
organicos, acucares, alcoois e aminodcidos de varios tamanhos moleculares, uma cultura pura
provavelmente nunca sera suficiente para detectar todos estes compostos. O uso de combinacdes
destas culturas puras como um indculo misto tem sido estudado mas apresenta problemas

experimentais em termos de quantificacdo e interpretacao de resultados.
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1.4 EMPRESA AGUAS DO ALGARVE, S.A

Os Sistemas Multimunicipais de Abastecimento de Agua e de Saneamento do Algarve s3o dos
investimentos mais importantes dos ultimos trinta anos no Algarve, do ponto de vista do
desenvolvimento sustentdvel, econdmico, ambiental, de diversidade e complexidade técnica, bem

como da dimensao e extensao do investimento.

Até ao inicio do funcionamento do Sistema Multimunicipal de Abastecimento de Agua do Algarve,
a Regido algarvia debatia-se com problemas quantitativos e qualitativos da d4gua para
abastecimento publico sendo as respetivas origens quase exclusivamente subterraneas. A
qualidade de vida das populagdes e as atividades econdmicas, com destaque para o turismo,

encontravam-se fortemente limitadas.

A Aguas do Algarve SA resulta da fusdo de duas Empresas, a Aguas do Barlavento Algarvio SA e a

Aguas do Sotavento Algarvio SA.

A Aguas do Algarve, S.A., é criada em Agosto de 2000 em resultado da fusdo destas duas
Empresas, sendo concessionaria, por um periodo de 30 anos dos Sistemas Multimunicipais de
Abastecimento de Agua e de Saneamento do Algarve, abrangendo todos os 16 concelhos da
regido, servindo cerca de 450 mil habitantes em época baixa e perto de um milhdo e meio em
época alta, nas areas de tratamento e distribuicio de agua, bem como no tratamento dos
efluentes domésticos. A empresa tem por objetivo principal o fornecimento de agua potavel em
guantidade e qualidade durante todo o ano, bem como munir a nossa Regido com um sistema
seguro, do ponto de vista da salde publica dos cidadaos, melhorando os niveis de atendimento e
promovendo a qualidade ambiental, designadamente a qualidade da dgua das praias e rios do
Algarve, que sdo fator essencial para o bem-estar da populagdo e para o desenvolvimento

econdmico e turistico da Regido.
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Figura 4. Mapa do sistema multimunicipal de abastecimento de dgua do Algarve.

(fonte: http://www.aguasdoalgarve.pt)
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2. Objetivo

Partindo de uma técnica de determinacao de AOC previamente conhecida, o objetivo primordial

deste trabalho foi, melhorar, otimizar e adaptar a técnica aos meios existentes.

Presumiu-se também, simplificar e rentabilizar o método utilizado, de forma a torna-lo de maior

viabilidade ao nivel da sua aplicacdo no quotidiano.

Apds o periodo de adaptacdo as alteracdes testadas na referida técnica, esta foi aplicada a
determinacdo de AOC em estudos sobre o potencial de amostras de agua da AdA para

sustentarem o crescimento microbiano.

Estes estudos visaram tornar o método de determinacdo de AOC mais simples, rdpido e mais

rentavel a nivel de tempo despendido e material utilizado.
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3. Materiais e Métodos

3.1 TECNICA PARA A DETERMINAGAO DE CARBONO ORGANICO ASSIMILAVEL EM AMOSTRAS DE AGUA

Todo o procedimento técnico que se segue teve como base o método convencional descrito em
“Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (SMEWW)” (2005), contudo

adaptado as condicdes do presente trabalho.
3.1.1 Principio da Técnica

O bioensaio para determinacdo de carbono organico assimilavel (AOC), usando as estirpes
Pseudomonas fluorescens P-17 e Spirillum sp. NOX baseou-se na quantificacdo da concentracdo
celular maxima obtida numa cultura, sendo a prépria amostra o meio de cultura.

A pasteurizacdo das amostras inativa a microbiota presente na agua a ser analisada. Os referidos
microrganismos usados neste método, foram enumerados pelo método de contagem em placa
(inoculagdo por espalhamento) e a densidade de células vidveis é convertida em concentragao de
AOC através de um fator de conversdo empirico, usando como padrdes o crescimento de
Pseudomonas fluorescens P-17 em acetato e Spirillum sp. NOX em oxalato ou acetato. Estes
valores empiricos, determinados por van der Kooij (1982, 1984) s3o, respetivamente, 4,1x10° cfu
P-17/ug C-acetato e 2,91x106 cfu NOX/ug C-oxalato a 15°C para as estirpes P-17 e NOX,
respetivamente. Assume-se que o numero de microrganismos em fase estaciondria corresponde
ao numero maximo de células que pode ser suportado pelo carbono presente na amostra e que o
crescimento das estirpes em acetato e em oxalato é correlaciondvel com o AOC presente nas

amostras.

3.1.2 Interferéncias

As amostras de agua superficiais ndo tratadas, com elevada concentracdo de sélidos suspensos ou
muito turvas, podem conter um numero consideravel de bactérias esporuladas que poderdo
resistir ao processo de pasteurizacdao e, consequentemente interferir com as contagens em placa
das estirpes P-17 e NOX. Nesses casos, pode diluir-se a amostra com agua isenta de carbono e
suplementada com minerais ou proceder a sua filtracdo recorrendo a filtros isentos de carbono. As
amostras de 3agua potdvel contendo desinfetante residual, deverdo ser tratadas de modo a

neutralizar o desinfetante com tiossulfato de sddio.
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As amostras de agua tratada com sulfato de cobre, poderdo inibir o crescimento microbiano.

Nestes casos, deve-se tratar a amostra com um agente quelante.

3.1.3 Limite de deteg¢ao

Este método permite detetar concentracdes inferiores a 1ug C/L. Na pratica, e devido a
contaminagdo de carbono organico associada a manipulagdao do material de vidro e das amostras,

esse limite é de 5-10 pg C/L.
3.1.4 Equipamento e Material

O material necessdrio para o ensaio compreende a seguinte listagem:

° Frascos Schott de 1L com tampa azul, Duran”

° Frascos Schott de 50 mL, Duran®;

° Tampas de rosca vermelhas de Politereftalato de etileno (PTB), Duran’;
) Provetas de 50 mL e 500 mL;

° Estufas a 152C e 60°C;
° Banho termoestatizado a 709C;

° Micropipetas de volume ajustavel (10-100 pL e 100-1000 pL) e pontas adequadas;

° Tubos Eppendorfs de 1,5 mL para preparacdo das diluicdes das culturas;
° Tubos de ensaio de 5 mL;

) Caixas de Petri;

° Espalhadores esterilizados descartaveis;

) Parafilme;

) Papel de aluminio;

° Camara de seguranca bioldgica;

° Mufla a 550°C.
3.1.5 Reagentes
= Solucgéio stock de acetato de sédio (400 mg C-acetato/L)

Dissolver 2,267 g de acetato de sddio tri-hidratado (CH3;COONa.3H,0) em 1 L de dgua desionizada
isenta de carbono (dgua mili-Q). Para o volume necessario de 50 mL, dissolver 0,113 g de

CH3;COONa.3H,0. Fechar hermeticamente o frasco, autoclavar e armazenar a 59C, até seis meses.
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. Solugdo stock de tiossulfato de sodio
Dissolver 30 g de tiossulfato de sddio (Na,S,03) em 1L de agua desionizada. Para um volume
suficiente de 50 mL, dissolver 1,5 g de Na,S,03; e proceder conforme na prepara¢ao do reagente
anterior.

= Solugdo de Ringer 1:4

Preparar a solugdo de acordo com as indicages do rétulo da embalagem- uma pastilha para 500
mL de dgua destilada. Distribuir a solu¢do por tubos de ensaio de 5 mL, uma vez que esta solucdo

é utilizada para efetuar as dilui¢des. Esterilizar e guardar a solu¢do na estufa a 52C.
. Solugdio de persulfato de sodio 10% (p/v)
Dissolver 100 g de persulfato de sddio (Na,S,0g) em 1 L de dgua desionizada,

= Solugdo de sais minerais
Dissolver 171 mg de hidrogenofosfato de di-potassio (K;HPO,4), 767 mg de cloreto de amodnia
(NH4CI) e 1,444 g de nitrato de potassio (KNOs3) em 1L de dgua mili-Q. Para um volume de 50mL,
serdo necessarios dissolver 8,55 mg de K;HPO, 38,35 mg de NH,4Cl e 0,0722g de KNOs.

] Meio R, Agar (Oxoid)
Preparar o meio de acordo com as instrugdes descritas na embalagem- dissolver 18,12 g de meio

em 1 L de dgua destilada. Autoclavar e plaquear antes que o meio solidifique.

] Solugdo de dcido cloridrico 1IN
Pipetar 4,18 mL de HCI (37%). Numa proveta de 500 mL colocar uma certa quantidade de agua

destilada, juntar o volume de pipetado referido e perfazer o volume de 500mL com agua destilada.

= Culturas de microrganismos

Foram usadas culturas puras de Pseudomonas fluorescens P-17 e Spirillum sp. NOX.

3.1.6 Amostras

Analisaram-se as amostras de agua provenientes dos pontos de entrega da rede de

abastecimento de agua do Algarve, da zona do Barlavento: Bensafrim (Lagos), Colinas Verdes
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(Lagos), Bemparece (Albufeira) e Pinhal de Albufeira (Albufeira); e da zona do Sotavento:

Brancanes (Olhao), Fonte de Pipa (Loulé),Pé de Outeiro (Faro), Universidade do Algarve (Faro).

Tabela I. Amostras de dgua testadas: locais e datas de recolha em diferentes pontos do Algarve.

Sub-regiao
Local de Recolha Data de Recolha
Algarve
Pinhal de Albufeira
22/03/2011
Bemparece
Barlavento
Bensafrim
30/03/2011
Colinas Verdes
Brancanes
Pé de Outeiro 11/04/2011
Sotavento
Fonte de Pipa
Universidade do Algarve 15 /04/2011

Universidade do Algarve - Faculdade de Ciéncias e Tecnologia 29



Tese de Mestrado Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Preparagdo dos frascos schott para incubagdo

Retirar as tampas dos frascos, lava-los com detergente e enxaguar com dgua quente. Passar duas
vezes por HCI 0,1 N e trés vezes por agua mili-Q. Secar os frascos a temperatura ambiente, tapar
com papel de aluminio e colocar na muffla a 5502C durante 6 horas. Proceder da mesma forma
para a preparacao do restante material de vidro.

No que respeita a preparacdo das tampas, imergir as mesmas em persulfato de sédio 10% (p/v) a
602C durante 1 hora. Apds o devido arrefecimento das tampas, enxaguar trés vezes com agua mili-

Q.

3.2.2 Preparacgdo dos indculos (stock)

Preparar suspensdes individuais de cada uma das culturas P-17 e NOX. Para tal, adicionar 2-3 mL
de agua filtrada em membrana 0,2 um as placas de culturas puras em meio R,A. A agua filtrada
deve ser previamente autoclavada, contendo 50 uL de tiossulfato de sddio por cada 50 mL de
amostra, a fim de se neutralizar o cloro residual. Usar um espalhador para libertar as colénias das
placas para a solugdo adicionada previamente. Transferir 100 pL da suspensao para frascos com 50
mL de agua destilada e adicionar 125 plL de acetato de sdédio. Incubar os frascos inéculados
durante cinco dias a 222C. A limitagdao em carbono organico assegura a utilizacao total do acetato,
evitando a transferéncia de carbono pelo indculo. A fase estacionadria é atingida quando o niumero
de células vidveis atinge um valor maximo. Para avaliar se o indculo se encontra em fase
estaciondria de crescimento, determinar o numero de unidades formadoras de coldnias pelo
método de contagem em placa em trés dias consecutivos (72, 82 e 92 dias de incubacdo). Para tal,
preparar uma série de diluicdes decimais em solucdo de Ringer 1:4 (103, 10, 10”) para ambos os
inodculos. Considera-se que a cultura estd em fase estaciondria se ndo ocorrerem variacoes
significativas no numero de coldnias durante os 3 dias. As culturas stock podem ser guardadas
durante um periodo maximo de 6 meses, a 52C. Antes de usar o indculo num ensaio, proceder a
determinacdo do numero de células vidveis na cultura por contagem do numero de coldnias

(cfu/mL de indculo stock), para definir o volume apropriado de indculo stock a utilizar no ensaio.
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3.2.3 Preparagdo das amostras e controlo

Recolher as amostras para frascos Schott de 1 L devidamente tratados. Adicionar 1 mL de
solucdo de tiossulfato de sédio, a fim de neutralizar qualquer desinfetante residual.
Distribuir 50 mL de cada amostra por 9 frascos Schott que sdo usados como amostra
(triplicados para os 72, 82 e 92 dias). Transferir 50 mL de dgua mili-Q para um frasco Schott
para ser usado como ensaio em branco, e suplementar o frasco de acordo com a seguinte

tabela:

Tabela Il. Suplementos adicionados ao branco

Suplemento Branco

125uL de solugao mineral

1:10

50puL de solugao de

tiossulfato de sodio

125l de solugao de acetato
de sédio 1:10

Identificar todos os frascos nas respetivas tampas, usando |apis de carvao, fecha-los

hermeticamente e pasteurizar num banho de dgua a 702C durante lhora.
3.2.4 Inoculagdo e incubagdo

Apods o arrefecimento dos frascos, inocular com 500 cfu/mL das estirpes P-17 e/ou NOX. Os
volumes de indculo correspondentes a concentracdo para cada estirpe sdo determinados de modo
a ter uma contagem em placa dentro dos limites considerados aceitaveis (30-300 colénias), de

acordo com a seguinte equagao:

500 cfu/mL x 50 mL/frasco
cfu/mlL inéculo stock

Volume de indculo =

Manter os frascos no escuro (forrados com papel de aluminio) durante uma semana na estufa a

15¢C.
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3.2.5 Contagem de coldnias

Retirar 3 frascos de amostras da estufa para a determinagdo do AOC ao fim de 7, 8 e 9 dias, para
proceder a contagem das coldnias e avaliar se a densidade celular maxima foi atingida. Para tal,
agitar vigorosamente os frascos, e como o auxilio da pipeta estéril preparar uma série de diluicdes
decimais em solugdo de Ringer 1:4. Proceder ao método de contagem em placa. Pipetar 10 pL de
cada diluigao (103, 10", 10°) em duplicado para cada setor da placa. No 92 dia, retirar da estufa os
frascos correspondentes aos controlos e efetuar o mesmo procedimento descrito para as
amostras. Incubar todas as placas a 252C durante 3 a 5 dias e registar o nimero de coldnias de
cada estirpe. As coldnias de P-17 aparecem primeiro, apresentando tons amarelo claro e didmetro
de 3-4 mm. As coldnias NOX apresentam-se mais pequenas e de tonalidade branca, com 1-2 mm
de diametro. Poderdo ser necessdrias diferentes diluicGes para contar as coldénias das duas

estirpes.

Caso ndo se verifiquem variacdes significativas nos valores da contagem de coldnias nos 72, 82 e 92

dias de incubacdo, poder-se-a considerar que a cultura se encontra em fase estacionaria.

3.2.6 Determinacgdo do rendimento de P-17 e NOX

O rendimento do crescimento das estirpes P-17 e NOX em compostos de carbono modelo, deve
ser constante para as condicoes de carbono organico limitante e temperatura e incubacdo

constante.

E conveniente usar valores empiricos 4,1 x 10° cfu P-17 /ug C-acetato e 2,91 x 10° cfu NOX /ug C-

oxalato, para temperatura de 159C .

3.2.7 Tratamento de resultados

O numero de unidades formadoras de coldnias é determinado a partir da equacdo que se segue,
tendo em conta a soma de todas as coldnias contadas nas placas de Petri para as varias diluicdes
(N), o numero de placas por diluicdo (n;), as diluicGes (F;), os volumes das tomas para ensaio das
diluicOes (V;) e o volume de referéncia escolhido para exprimir a concentracdo de microrganismos

na amostra (V).
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N
(mViED)+ (Vo F)+ o+ (Vi E)

cfus =

Determina-se a média dos resultados obtidos nos 3 dias de contagem de células viaveis e
cultivdveis e calcula-se a concentragdo de carbono organico assimilavel (AOC), através da seguinte
equacao, caso se utilizem os fatores de rendimento estabelecidos por van der Kooij (1982, 1984)

no método original.

média cfup_q; ugC — acetatO) (média cfuyox 1lug C — oxalato

1000mL/L
mL X T A 1x106 mL X 5 91x10° )]x mL/

pg AOC/L = [(

Em termos praticos, a densidade celular varia ao longo da fase estaciondria. A utilizacdo do valor
médio das contagens realizadas no periodo de trés dias garante uma melhor estimativa da
densidade maxima real. Desta forma, assume-se que o crescimento celular, tendo como fontes de

carbono, o acetato e o oxalato, é equivalente ao crescimento em AOC existente na amostra.

Para se comparar os resultados, é necessario considerar a temperatura de incubacdo, a
contribuicdo de cada uma das estirpes na determinacdo do AOC, bem como os fatores de

rendimento usados.
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3.3 ALTERAGOES TESTADAS NA TECNICA PARA A DETERMINACAO DE AOC EM AMOSTRAS DE AGUA

Na técnica original anteriormente descrita, foram preparados frascos de amostras para os trés dias
(79, 82 e 92) em triplicado (7A, 7B, 7C; 8A, 8B, 8C e 9A, 9B, 9C). Realizou-se a técnica para a
determinagdao de AOC numa amostra primeiramente com a estirpe de P-17. Em seguida,
pasteuriza-se esta mesma amostra e volta-se a repetir o procedimento com a estirpe NOX.

Designa-se assim este procedimento como um ensaio seguido com 9 frascos.

Contudo, para além do referido ensaio seguido, é possivel optar por um ensaio em paralelo, onde
sao utilizadas as diferentes estirpes de P-17 e NOX na mesma amostra, contudo em ensaios

“paralelos”. Desta forma, economiza-se no tempo de duracdo do ensaio.

Noutra perspetiva, também foi testada a utilizacdo de apenas um frasco, em triplicado (A, B, C),
gue era usado repetidamente nos dias 7, 8 e 9; ao invés dos trés frascos por dia conforme o
procedimento original. Denomina-se assim este procedimento como um ensaio com 3 frascos. O

objetivo desta alteracdo destina-se a reduzir o dispéndio e quantidade de material utilizado.

Como tal, pretende-se assim, verificar, se ao reduzir o nimero de frascos de amostra, e proceder a
um ensaio em paralelo, os resultados sao coerentes e concordantes com o método original de

determinacdo de AOC em amostras de dgua.

No que respeita a diluicbes preparadas para a contagem de cfu em cada ensaio, alteraram-se
também as estipuladas, pelo que se realizaram novas diluicdes de 1:100, 1:250, 1:500 e 1:1000,

com o intuito de se obterem melhores resultados.

O método de contagem de coldnias em placa foi substituido pelo método de Miles & Misra
(inoculagdo com gotas). Neste método, comecga-se por dividir a placa de Petri (previamente
plaqueada com meio R,A) em 6 partes. Pipeta-se 10 pL de cada diluicdo (102, 10*, 10°) em
duplicado para cada setor da placa. E de notar que esta alteragdo no método de contagem original
diminui o dispéndio de material , de trabalho experimental e tem a vantagem de realizacdo da

leitura em tempo menor em relacdo ao método de contagem em placas.
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4. Resultados e Discussao

Os primeiros ensaios e respetivos resultados a serem discutidos sdao os que, comparam as

diferentes varia¢des da técnica de determinacdao de AOC numa mesma amostra, com o objetivo de

testar as tentativas de otimizacdo ensaiadas. Como tal, foi testada uma amostra de dgua da

corrente que abastece o laboratério da Universidade do Algarve (Faro, Sotavento), cujos

resultados se encontram tabelados em seguida.

Tabela Il. Resultados obtidos no ensaio seguido com 9 frascos - Amostra Ualg (Faro, Sotavento) - Média de

contagem de coldnias P-17 e NOX.

‘ Caixa F.Diluicdo Total Caixa Diluigdo Média Total
Contagem Média (cfu/mL) Contagem (cfu/mL)
7A 100 26 27 26,5 2,65E+05 7A 100 32 36 34 3,40E+05
250 9 21 15 250 15 15 15 3,75E+05
500 8 11 9,5 4,75E+05 500 8 2 5
1000 4 4 4 1000 3 3 3
7B 100 28 30 29 2,90E+05 78 100 30 35 32,5  3,25E+05
250 16 17 16,5 4,13E+05 250 8 11 9,5  2,38E+05
500 11 7 9 4,50E+05 500 6 9 7,5
1000 7 5 1000 5 4,5  4,50E+05
7C 100 30 31 30,5 3,05E+05 7C 100 27 30 285  2,85E+05
250 13 17 15 3,75E+05 250 12 23 175
500 13 12 12,5 6,25E+05 500 6 5 55  2,75E+05
1000 7 2 4,5 1000 5 4,5  4,50E+05
8A 100 43 34 385 3,85E+05 8A 100 29 29 29 2,90E+05
250 28 19 23,5 5,88E+05 250 8 14 11
500 19 13 16 8,00E+05 500 10 5 7,5
1000 5 3 4 - 1000 3 2 2,5 -
8B 100 36 38 37 3,70E+05 8B 100 38 29 33,5 3,35E+05
250 22 23 22,5 5,63E+05 250 16 14 15 3,75E+05
500 16 13 14,5 7,25E+05 500 9 5 7
1000 3 7 5 1000 3 4 3,5
aC 100 32 24 28 8C 100 33 29 31 3,10E+05
250 12 17 155 3.88E405 250 14 11 12,5  3,13E+05
500 12 11 11,5 5756405 500 8 4 6
1000 6 3 45 1000 3 2 2,5
oA 00 ) 30 305 3.056405 9A 100 37 30 335  3,35E+05
250 20 14 17 4,25E405 250 15 5 12
500 10 7 85  4,25E405 500 > 6 55 2758405
1000 n . < 1000 5 2 3,5
9B 100 36 31 33,5 3,35E+05 98 100 37 2 32 3,20E+05
50 3 - s 250 22 16 19 4,75E+05
00 5 s A00EV0S 500 9 8 8,5  4,25E+05
1000 1 3 5 1000 4 4 4 4,00E+05
9C 100 30 41 355
9C 100 13 18 15,5 1,55E+05
250 14 15 14,5  3,63E+05
250 8 7,5 1,88E+05
500 6 6,5  3,25E+05
>00 8 6.5 3,25E+05 1000 5 4,5 4,50E+05
1000 2 1,5 —
Média NOX 3,51E+05
Média P-17 4,23E+05 = cfu/mL
cfu/mL
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Tabela Ill. Resultados obtidos no ensaio em paralelo com 9 frascos - Amostra Ualg (Faro, Sotavento) - Média de

contagem de coldnias P-17 e NOX.

Caixa F.Diluicdo Média Total Caixa F.Diluigdo Contagem Média Total ‘
Contagem (cfu/mL) (cfu/mL)
7A 100 26 27 26,5 2,65E+05 7A 100 32 33 32,5  3,25E+05
250 9 21 15 250 7 17 12
500 8 11 9,5 4,75E+05 500 4 12 8
1000 4 4 4 1000 4 5 4,5 4,50E+05
78 100 28 30 29 2,90E+05 78 100 32 27 29,5 2,95E+05
250 6 17 16,5 4,13E+05 250 14 18 16 4,00E+05
500 11 7 9 4,50E+05 500 17 10 13,5
1000 7 3 5 1000 2 3 2,5
7C 100 30 31 30,5 3,05E+05 7C 100 30 37 335  3,35E+05
250 13 17 15 3,75E+05 250 12 3 10 2,50E+05
500 13 12 12,5 6,25E+05 500 12 14 13 6,50E+05
1000 7 2 4,5 1000 5 5 5 5,00E+05
8A 100 43 34 38,5 3,85E+05 A 100 30 %) 36 3,60E+05
250 28 19 23,5 5,88E+05 250 17 11 1a
500 19 13 16 8,00E+05 500 6 5 5,5 2,75E+05
1000 5 3 4 1000 2 8 5
8B 100 36 38 37 3,70E+05 3B 100 51 34 42,5
250 2 23 22,5 5,63E+05 350 20 22 21 5,25E+05
500 16 13 14,5 7,25E+05 500 5 9 7 3,50E+05
1000 3 7 5 1000 1 7 4
8cC 100 32 24 28 8C 100 37 38 37,5  3,75E+05
250 14 17 15,5 3,88E+05 250 12 10 11 2,75E+05
500 12 11 11,5 5,75E+05 500 14 12 13 6,50E+05
1000 6 3 4,5 1000 4 4 4 4,00E+05
9A 100 31 30 30,5 3,05E+05 9A 100 36 20 38 3,80E+05
250 20 14 17 4,25E+05 250 21 21 21 5,25E+05
500 10 7 8,5 4,25E+05 500 12 5 )
1000 4 6 5 1000 1 6 3,5
9B 100 36 31 33,5 3,35E+05 9B 100 5 39 D) 4.20E+05
250 23 7 15 250 13 13 13 3,25E+05
500 9 7 8 4,00E+05 500 6 ) 125
1000 1 3 2 1000 3 5 2
9C 100 13 18 15,5 1,55E+05 9C 100 45 53 49 4,90E+05
250 7 8 7.5 1,88E+05 250 20 21 20,5  5,13E+05
500 5 8 6,5 3,25E+05 500 3 7 75 3,75E+05
1000 1 2 1,5 1000 5 2 5
Média P-17 4,23E+05 Média NOX 4,11E+05
cfu/mL cfu/mL
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Tabela IV. Resultados obtidos no ensaio seguido com 3 frascos - Amostra Ualg (Faro, Sotavento) - Média de

contagem de coldnias P-17 e NOX.

‘ Caixa Diluicdo  Contagem  Média Total Caixa Diluicdo Contagem Média Total
72 Dia A 100 27 21 24 2,40E+05 7° A 100 28 34 31 3,10E+05
250 8 12 10 2,50E+05 Dia 250 17 5 11 -
500 8 7 7,5 3,75E+05 500 7 8 7,5 3,75E+05
1000 3 2 2,5 - 1000 7 2 4,5 -
B 100 37 34 35,5 3,55E+05 B 100 24 31 27,5 2,75E+05
250 26 18 22 - 250 22 17 19,5 4,88E+05
500 13 12 12,5 6,25E+05 500 11 5 8 -
1000 5 5 5 5,00E+05 1000 5 4 4,5 4,50E+05
C 100 35 36 35,5 3,55E+05 C 100 27 31 29 2,90E+05
250 16 23 19,5 4,88E+05 250 16 16 16 4,00E+05
500 10 6 8 4,00E+05 500 5 4 4,5 2,25E+05
1000 11 6 8,5 - 1000 2 2 2 -
82 Dia A 100 22 24 23 2,30E+05 82 A 100 34 23 28,5 2,85E+05
250 14 21 17,5 --- Dia 250 19 16 17,5 4,38E+05
500 8 3 5,5 - 500 6 10 8 4,00E+05
1000 4 5 4,5 4,50E+05 1000 4 7 5,5 -
B 100 33 31 32 3,20E+05 B 100 19 24 21,5 2,15E+05
250 20 17 18,5 4,63E+05 250 10 15 12,5 -
500 9 13 11 5,50E+05 500 4 6 5 2,50E+05
1000 5 7 6 6,00E+05 1000 5 1 3 -
C 100 26 34 30 3,00E+05 C 100 34 40 37 3,70E+05
250 18 15 16,5 4,13E+05 250 8 13 10,5 -
500 7 10 8,5 4,25E+05 500 6 8 7 3,50E+05
1000 9 6 7,5 7,50E+05 1000 2 4 3 -
92 Dia A 100 26 22 24 2,40E+05 9o A 100 43 38 40,5 4,05E+05
250 17 11 14 - Dia 250 17 15 16 4,00E+05
500 10 7 8,5 4,25E+05 500 6 13 9,5 -
1000 7 7 7 7,00E+05 1000 5 8 6,5 6,50E+05
B 100 12 11 11,5 1,15E+05 B 100 36 30 33 3,30E+05
250 16 11 13,5 3,38E+05 250 11 13 12 3,00E+05
500 5 4 4,5 2,25E+05 500 7 5 6 3,00E+05
1000 6 3 4,5 - 1000 7 3 5 -
c 100 28 28 28 2,80E+05 C 100 29 24 26,5 2,65E+05
250 20 18 19 4,75E+05 250 15 13 14 3,50E+05
500 1 9 10 5,00E+05 500 6 3 45
1000 4 3 3,5  3,50E+05 1000 2 0 1
) Média P-17 4,05E+05 Média NOX 3,53E+05
cfu/mL cfu/mL
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Tabela V. Resultados obtidos no ensaio em paralelo com 3 frascos - Amostra Ualg (Faro, Sotavento) - Média de
contagem de coldnias P-17 e NOX

(ec])E] Diluicao Contagem Média Total Diluigdo Contagem
72Dia A 100 27 21 24 2,40E+05
250 8 12 10 2,50E+05 250 22 13 17,5
500 8 7 7,5  3,75E+05 500 8 8 8 4,00E+05
1000 3 2 2,5 1000 2 3 2,5
B 100 37 34 355  3,55E+05 B 100 32 43 37,5 3,75E+05
250 26 18 22 250 13 18 15,5 3,88E+05
500 13 12 125  6,25E+05 500 13 6 9,5
1000 5 5 5 5,00E+05 1000 4 3 3,5 3,50E+05
c 100 35 36 355  3,55E+05 [ 100 38 34 36 3,60E+05
250 16 23 19,5  4,88E+05 250 17 9 13
500 10 6 8 4,00E+05 500 10 7 8,5 4,25E+05
1000 11 6 8,5 1000 8 2 5
82 Dia A 100 22 24 23 2,30E+05 82Dia A 100 46 28 37 —
250 14 21 175 250 25 20 22,5 5,63E+05
500 8 3 55 500 12 11 11,5 5,75E+05
1000 4 5 45  4,50E+05 1000 2 2 2
B 100 33 31 32 3,20E+05 B 100 41 41 41 4,10E+05
250 20 17 18,5 4,63E+05 250 19 22 20,5 5,13E+05
500 9 13 1 5,50E+05 500 10 13 11,5 5,75E+05
1000 5 7 6 6,00E+05 1000 1 2 15
C 100 26 34 30 3,00E+05 C 100 41 35 38 3,80E+05
250 18 15 165  4,13E+05 250 14 15 14,5 3,63E+05
500 7 10 85  4,25E+05 500 6 8 7 3,50E+05
1000 9 6 75  7,50E+05 1000 7 2 45
92 Dia A 100 26 22 24 2,40E+05 92Dia A 100 43 30 36,5 3,65E+05
250 17 11 14 250 13 16 14,5 3,63E+05
500 10 7 85  4,25E+05 500 13 3 ]
1000 7 7 7 7,00E+05 1000 5 9 7
B 100 12 11 11,5  1,15E+05 B 100 24 27 355
250 16 11 13,5  3,38E+05 350 22 13 17,5
500 5 4 4,5  2,25E+05 500 9 3 6
1000 6 3 4,5 1000 2 2 3
c 100 28 28 28 2,80E+05 C 100 33 31 32 3,20E+05
250 20 18 19 4,75E+05 250 13 22 175
500 11 9 10  5,00E+05 500 9 6 75 3,756405
1000 4 3 3,5  3,50E+05 1000 5 2 3,5
MédiaP-17  4,05E+05 Média NOX 4,12E+05
cfu/mL - cfu/mL
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Os campos das tabelas que se encontram preenchidos a tracejado (---), representam as contagens
desprezadas, pelo que ndo foram contabilizadas para o calculo da média de cfu/mL da respetiva
bactéria. O critério utilizado para excluir tais resultados, constou em eliminar as contagens que
ndo se apresentaram coerentes quer entre si, quer entre diferentes diluicbes. Razdes que

expliqguem a falta de coeréncia de resultados encontram-se mencionadas mais a frente.

Compilaram-se os ensaios anteriormente representados, na seguinte tabela para facilitar e

organizar a discussdao dos mesmos.

Tabela VI. Variagdes da técnica de AOC — Amostra Ualg (Faro, Sotavento)

Tipo de Média P-17 AOCP-17 Média NOX AOCNOX
_ AOC (pg /L)
Ensaio (cfu/mL) (ng /L) (cfu/mL) (ng /L)
Ensaio seguido
4,23E+05 103 3,51E+05 121 224
9 frascos
Ensaio em
paralelo 4,23E+05 103 4,11E+05 141 244
9 frascos
Ensaio seguido
4,05E+05 99 3,53E+05 121 220
3 frascos
Ensaio em
paralelo 4,05E+05 99 4,12E+05 142 240
3 frascos

E de notar a conformidade dos resultados, quando comparados os diferentes tipos de ensaio.
Verifica-se assim que ao reduzir-se o numero de frascos, os resultados se mantém congruentes,

bem como, quando se realizam ensaios em paralelo em substituicdo dos ensaios seguidos.

Uma desvantagem observada nos ensaios seguidos trata-se do volume de amostra nos frascos ja
ndo se tratar do mesmo (50 mL), aquando se realiza uma nova inoculagdo com a segunda estirpe

(NOX).
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Por outro lado, também é de discutir, que os valores de concentracdo de AOC nos ensaios em
paralelo se apresentam ligeiramente mais altos. Tal facto pode estar a resultar de uma
sobreposicao de resultados. Uma vez que nos ensaios seguidos, pelo que ja foi referido acima, é
inoculada a segunda estirpe de bactérias NOX num meio de cultura onde a partida ja houve
consumo de matéria organica (acetato-C) por parte da estirpe P-17; a matéria organica assimilada
(oxalato-C) pela segunda estirpe NOX pode manifestar resultados com influéncia da primeira
estirpe bacteriana inoculada (a nivel de consumo de carbono), pelo que se aponta a razao do

ligeiro aumento de AOC.

Deste modo, e com o intuito de otimizar o método de determinacao de AOC, os procedimentos
experimentais realizados posteriormente, foram ensaios com o mesmo frasco em triplicado (A, B,
C) para cada dia (79, 82 e 92 dia) e em paralelo. Assim, a duracdo de cada ensaio foi menor, e

houve menos gasto e manuseamento de material.

O método de determinacdo de AOC otimizado foi entdo aplicado a andlise de amostras
provenientes das sub-regides do Barlavento e Sotavento Algarvio, tendo sido as colheitas das

amostras efetuadas em dias diferentes (ver tabela I).

A nivel do Barlavento, foram analisadas amostras de Bensafrim e Colinas Verdes pertencentes ao

concelho de Lagos; e de Bemparece e Pinhal de Albufeira, do concelho de Albufeira.

Realizaram-se 4 ensaios (I, Il, 1ll e IV) com a amostra de Bensafrim, contudo, sé se obtiveram
resultados fidedignos em dois deles (Il e 1), dado que nos restantes ensaios (I e IV), o crescimento

de coldnias da estirpe P-17 nao se verificou.
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Tabela VII. Resultados obtidos no ensaio | - Bensafrim (Lagos, Barlavento) - Média de contagem de colénias NOX

Caixa Dilui¢ao Contagem Média Total
72 100
250
500
1000
B 100 Contaminagdes c/
Levedura
250
500
1000
C 100
250
500
1000
82 100 12 24 18 -
250 11 15 13 3,25E+05
500 7 4 5,5 2,75E+05
1000 1 3 2 2,00E+05
B 100 21 18 19,5 1,95E+05
250 15 12 13,5 3,38E+05
500 3 1 2 1,00E+05
1000 4 3 3,5 -
C 100 20 14 17 1,70E+05
250 8 10 9 2,25E+05
500 1 3 2 1,00E+05
1000 3 X 3 -
92 100 21 15 18 -
250 10 5 7,5 1,88E+05
500 3 8 5,5 -
1000 6 1 3,5 -
B 100 21 22 21,5 2,15E+05
250 12 6 9 -
500 7 6 6,5 3,25E+05
1000 3 2 2,5 2,50E+05
C 100 19 21 20 2,00E+05
250 11 7 9 2,25E+05
500 4 4 4 2,00E+05
1000 1 1 1 1,00E+05
Média NOX 2,14E+05
cfu/mL
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Tabela VIII. Resultados obtidos no ensaio Il - Bensafrim (Lagos, Barlavento) - Média de contagem de colénias P-17 e

NOX
‘ Caixa Diluigao Contagem Média Total Caixa Diluicao Contagem Média Total
7A 100 7A 100
250 S/Resultados 250
500 500
1000 1000
B 100 36 30 33 3,30E+05 B 100 ContaminagGes
250 23 17 20 5,00E+05 55 o/ Levedura
500 13 7 10 5,00E+05 00
1000 5 3 4 1000
c 100 28 31 29,5  2,95E+05 c 00
250 22 17 19,5  4,88E+05 %0
500 9 12 10,5  5,25E+05 00
1000 3 2 2,5  2,50E+05 1000
8A 100 8A 100 14 29 21,5
250 S/Resultados 250 14 12 13 3,25E405
>00 500 6 7 6,5  3,25E+05
1000 1000 4 1 25
B 100 12 13 12,5  1,25E+05 B 0 18 " 16 L60E+05
250 9 / 8 2008405 250 8 6 7 1,75E405
500 8 8 8 4008405 500 3 3 3 1,50E+05
1000 1 1 1 100E+05 1000 2 2 2 2,00E+05
c 100 9 9 9 9,00E+04 |1 ¢ 100 20 24 22 2,20E405
250 1 7 4 250 9 6 7,5  1,88E+05
500 3 5 4 2,00E+05 500 5 3 4 2,00E+05
1000 4 2 3 1000 X " X
%A 100 9A 100 33 16 24,5
250 S/Resultados 250 23 8 15,5 o
500 500 2 3 2,5  1,25E+05
1000 1000 4 3 3,5
B 100 6 4 5 5,00E+04 B 100 33 6 19,5 -
250 X 3 3 250 7 11 9 2,25E+05
500 1 3 2 1,00E+05 500 6 3 4,5 2,25E+05
1000  x 2 2 1000 X 2 2
c 100 5 3 4 4,00E+04 [ 100 19 20 19,5  1,95E+05
250 X 3 3 250 6 6 6 1,50E+05
500 2 1 1,5  7,50E+04 500 3 3 3 1,50E+05
1000  x 2 2 1000 1 3 2 2,00E+05
Média P-17 2,51E+05 Média NOX 2,01E+05
cfu/mL cfu/mL
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Tabela IX. Resultados obtidos no ensaio IIl - Bensafrim (Lagos, Barlavento) - Média de contagem de coldnias P-17 e

NOX
Caixa Diluigdo Contagem Média Total
7A 100
250 S/Resultados 250
500 500
1000 1000
B 100 30 22 26 2,60E+05 B 100 Contaminagdes ¢/
250 16 18 17 4,25E+05 50 Levedura
500 10 4 7 <00
1000 3 4 3,5 3,50E+05 1000
C 100 c 100
250 S/Resultados 250
500 500
1000 1000
8A 100 8A 100 18 20 19 1,90E+05
250 S/Resultados 250 7 7 7 1,75E+05
500 500 4 2 3 1,50E+05
1000 1000 3 X 3
B 100 9 7 8 8,00E+04 B 100 20 24 22 2,20E+05
250 5 2 3,5 8,75E+04 750 10 10 10 2,50€+05
500 3 1 2 1,00E+05 500 3 4 35  1,75E+05
1000 X X X X 1000 1 1 1 1,00E+05
¢ 100 c 100 19 19 19 1,90E+05
250 S/Resultados 250 9 7 8 2,00E+05
500 500 10 1 5,5
1000 1000 6 1 3,5
9A 100 9A 100 19 18 18,5  1,85E+05
250 S/Resultados 250 7 8 7,5 1,88E+05
500 500 4 4 4 2,00E+05
1000 1000 4 1 2,5
B 100 4 2 3 B 100 12 17 14,5  1,45E+05
250 3 3 3 7,50E+04 250 5 8 6,5  1,63E+05
500 1 2 1,5 7,50E+04 500 2 2 2 1,00E+05
1000 X X X X 1000 1 3 2 2,00E+05
c 100 c 100 18 13 155  1,55E+05
250 S/Resultados 250 10 8 9 2,25E+05
500 500 10 7 85  4,25E+05
1000 1000 1 1
Média P-17 1,82E+05 Média NOX 1,77E+05
cfu/mL T cfu/mL
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Tabela X. Resultados obtidos no ensaio IV- Bensafrim (Lagos, Barlavento) - Média de contagem de colénias NOX

‘ Caixa Diluigdo Contagem Média Total
7A 100 17 18 17,5 1,75E+05
250 7 9 8 2,00E+05
500 1 2 1,5 -
1000 1 1 1 1,00E+05
B 100 9 14 11,5 1,15E+05
250 5 6 5,5 1,38E+05
500 X 4 4 —
1000 1 4 2,5 -
C 100 15 16 15,5 1,55E+05
250 9 8 8,5 2,13E+05
500 3 X 3
1000 1 4 2,5
8A 100 6 14 10 -
250 8 6 7 1,75E+05
500 1 4 2,5 1,25E+05
1000 2 X 2
B 100 11 14 12,5 1,25E+05
250 11 5 8 -
500 1 2 1,5 7,50E+04
1000 3 1 2 -
C 100 21 17 19 1,90E+05
250 9 5 7 -
500 5 2 3,5 1,75E+05
1000 3 4 3,5 3,50E+05
9A 100 18 16 17 1,70E+05
250 11 7 9 2,25E+05
500 3 1 2 1,00E+05
1000 1 1 1 1,00E+05
B 100 9 10 9,5
250 8 5 6,5 1,63E+05
500 X 3 3
1000 3 2 2,5 2,50E+05
C 100 16 17 16,5 1,65E+05
250 5 6 5,5 1,38E+05
500 7 1 4 -
1000 1 4 2,5 2,50E+05
Média NOX 1,73E+05
cfu/mL
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Destaca-se nestes ensaios uma contaminacgdo por parte de uma levedura no 72 dia (ensaio |, II, 1)
na contagem das coldnias da estirpe NOX. Esta contaminagdo sé foi percetivel na etapa do
crescimento de NOX em placa com meio R,A; ndo se verificando portanto qualquer problema a
nivel do frasco de indculo, até porque se fosse o caso, ndo haveria resultados nos 82 e 92 dias.
Como tal pode inferir-se que a contaminagdo foi proveniente de qualquer material de laboratério

utilizado no procedimento experimental desse dia.

Pode também discutir-se que a auséncia de colénias P-17, para além de surgir nos ensaio | e IV,
como ja fora acima indicado, observou-se particularmente no frasco A do ensaio Il, bem como nos
frascos A e C do ensaio lll. Por isto, a razdo de ndo haver crescimento de P-17 nesses casos, podera
estar associada a fraca homogeneizacdo do indculo, por exemplo, ou a outros erros associados a

propria técnica experimental.

Os campos das tabelas que se encontram preenchidos a tracejado (---), representam as contagens

desprezadas, pelo motivo que ja fora acima referido.
De forma idéntica a anterior reuniram-se os resultados dos 4 ensaios na seguinte tabela.

Tabela Xl. Determinacdo de AOC — Amostra Bensafrim (Lagos, Barlavento)

Média P-17 AOCP-17 Média NOX AOCNOX
Ensaio AOC (ng /L)
(cfu/mL) (ng /L) (cfu/mL) (ng /L)

I s/ crescimento 0 2,14E+05 73 73

11 2,51E+05 61 2,01E+05 69 130

111 1,82E+05 44 1,77E+05 61 105

IV s/ crescimento 0 1,73E+05 60 60
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Como esperado, nos ensaios | e IV verificou-se uma concentragdao de AOC mais baixa, visto ndao se

ter detetado crescimento da estirpe P-17, e como tal a falta de coeréncia destes resultados com a

dos restantes (ensaio Il e Ill) é notdria. Contudo pode-se inferir, com base nos ensaios Il e lll que a

concentra¢do de AOC neste ponto de entrega encontra-se na média dos 118 p/L.

No que respeita a amostra de Colinas Verdes, também da sub-regidao do Barlavento e concelho de

Lagos, foram realizados 3 ensaios.

Tabela XII. Resultados obtidos no ensaio |- Colinas Verdes (Lagos, Barlavento) - Média de contagem de colénias NOX

Caixa Dilui¢ao Contagem Média Total
7A 100 13 15 14 1,40E+05
250 5 3 4 1,00E+05
500 X -
1000 1 2 1,5 1,50E+05
B 100 16 13 14,5 1,45E+05
250 11 8
500 3 3 1,50E+05
1000 1 1 1,00E+05
C 100 15 18 16,5 1,65E+05
250 6 -
500 4 2,00E+05
1000 1 1,00E+05
8A 100 25 21 23 2,30E+05
250 7 5 6 1,50E+05
500 4 4 4 2,00E+05
1000 2 10 6
B 100 23 28 25,5 2,55E+05
250 7,5 1,88E+05
500 4 2,00E+05
1000 5
C 100 16 29 22,5
250 14 11,5 2,88E+05
500 4 3 1,50E+05
1000 1
92 100 19 17 18 1,80E+05
250 14 10 12 3,00E+05
500 3 3 3 1,50E+05
1000 X 6 6 -
B 100 20 9 14,5 -
250 16 17 16,5 4,13E+05
500 5,5 2,75E+05
1000 2 2,00E+05
C 100 21 11 16
250 10 13 11,5 2,88E+05
500 X X X -
1000 8 5 6,5 6,50E+05
R Média NOX 2,57E+05
cfu/mL
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Tabela Xlll. Resultados obtidos no ensaio Il-Colinas Verdes (Lagos, Barlavento)-Média de contagem de coldnias

NOX.
Caixa Diluigdo Contagem Média Total
7A 100 12 18 15 1,50E+05
250 3 5 4 1,00E+05
500 4 2,5 -
1000 1 4 2,5 -
B 100 6 13 9,5 -
250 6 6 6 1,50E+05
500 5 5 5 2,50E+05
1000 X 2 2 -
C 100 16 12 14 1,40E+05
250 9 6 7,5 1,88E+05
500 5 3 4 2,00E+05
1000 2 2 2 2,00E+05
8A 100 X X X X
250 X X X X
500 X X
1000 2 4 3 -
B 100 17 14 15,5 1,55E+05
250 6 11 8,5 -
500 2 1,00E+05
1000 3 8 5,5 -
C 100 16 X 16 -
250 10 X 10 -
500 4 X 4 -
1000 X -
9A 100 28 14 21 2,10E+05
250 8 6,5 1,63E+05
500 4 5 2,50E+05
1000 1 -
B 100 17 23 20 2,00E+05
250 14 8 11 -
500 6 4 -
1000 4 X 4 -
C 100 17 25 21 2,10E+05
250 7 5 -
500 4 2,5 1,25E+05
1000 1 1 1 1,00E+05
Média NOX 1,68E+05
cfu/mL
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Tabela XIV. Resultados obtidos no ensaio Ill-Colinas Verdes(Lagos, Barlavento)-Média de contagem de coldnias

NOX.

Caixa Dilui¢do Contagem Média Total ‘
72 100 19 11 15 1,50E+05
250 3 4 3,5 -
500 3 5 4 2,00E+05
1000 1 2 1,5 1,50E+05
B 100 7 13 10 1,00E+05
250 5 2 3,5 8,75E+04
500 3 2 2,5 1,25E+05
1000 3 X 3 -
C 100 13 15 14 1,40E+05
250 9 6 7,5 1,88E+05
500 5 6 5,5 2,75E+05
1000 1 1 1 1,00E+05
8A 100 15 10 12,5 1,25E+05
250 8 7 7,5 1,88E+05
500 4 4 4 2,00E+05
1000 1 2 1,5 1,50E+05
B 100 13 16 14,5 1,45E+05
250 7 8 7,5 1,88E+05
500 5 6 5,5 2,75E+05
1000 X 1 1
C 100 14 13 13,5 1,35E+05
250 8 8 8 2,00E+05
500 5 4 4,5 2,25E+05
1000 2 2 2 2,00E+05
9A 100 17 16 16,5 1,65E+05
250 8 10 9 2,25E+05
500 4 4 4 2,00E+05
1000 3 1 2 2,00E+05
B 100 14 17 15,5 1,55E+05
250 11 7 9 2,25E+05
500 6 2 4 —
1000 4 X 4 -—
C 100 18 19 18,5 1,85E+05
250 12 7 9,5 2,38E+05
500 5 2 3,5 -
1000 X 1 1 -
Média NOX 1,91E+05
cfu/mL
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De forma similar ao outro ensaio, ndo se verificou qualquer crescimento de P-17 em nenhum dos
ensaios, pelo que os resultados de AOC foram calculados apenas com a contribuicao das

contagens de NOX (C-oxalato).

Os campos das tabelas que se encontram preenchidos a tracejado (---), representam as contagens

desprezadas, pelo motivo supramencionado.

Tabela XV. Determinagdo de AOC — Amostra Colinas Verdes (Lagos, Barlavento)

Média P-17 AOCP-17 Média NOX AOCNOX
Ensaio AOC (pg /L)
(cfu/mL) (ng /L) (cfu/mL) (ng /L)
I s/ crescimento 0 2,57E+05 88 88
II s/ crescimento 0 1,68E+05 58 58
111 s/ crescimento 0 1,91E+05 66 66

Visto que os resultados totais de concentracdo de AOC terem sido apenas baseado na contribuicdo

das contagens de NOX (C-oxalato), a significancia destes resultados ndo pode ser ponderada.

A nivel das amostras do concelho de Albufeira (Barlavento), no ensaio realizado na amostra de
Pinhal de Albufeira, também nao foi possivel a contagem de microrganismos da estirpe P-17,

exibindo assim sé resultados da contagem de NOX.
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Tabela XVI. Resultados obtidos no ensaio I- Pinhal de Albufeira (Albufeira, Barlavento)- Média de contagem de

colénias NOX.

Caixa Diluigdo Contagem Média Total ‘
7A 100 79 58 68,5 6,85E+05
250 34 36 35 8,75E+05
500 14 17 15,5 7,75E+05
1000 14 9 11,5 -
B 100 104 68 86 —
250 34 32 33 8,25E+05
500 21 23 22 1,10E+06
1000 4 7 5,5 5,50E+05
C 100 88 72 80 8,00E+05
250 24 36 30 7,50E+05
500 32 17 24,5 1,23E+06
1000 5 11 8 8,00E+05
8A 100 64 71 67,5 6,75E+05
250 22 40 31 7,75E+05
500 23 31 27 1,35E+06
1000 11 5 8 8,00E+05
B 100 58 65 61,5 6,15E+05
250 35 26 30,5 7,63E+05
500 13 23 18 9,00E+05
1000 9 13 11 -
C 100 85 100 92,5 9,25E+05
250 30 31 30,5 7,63E+05
500 8 10 9 4,50E+05
1000 12 10 11 -
9A 100 55 84 69,5 6,95E+05
250 27 25 26 6,50E+05
500 18 16 17 8,50E+05
1000 6 9 7,5 7,50E+05
B 100 91 64 77,5 7,75E+05
250 54 48 51 1,28E+06
500 14 19 16,5 8,25E+05
1000 7 10 8,5 8,50E+05
C 100 70 73 71,5 7,15E+05
250 39 37 38 9,50E+05
500 14 18 16 8,00E+05
1000 12 5 8,5 -
Média NOX 8,17E+05
cfu/mL
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Os campos da tabela que se encontram preenchidos a tracejado (---) e em todas as tabelas de
resultados que se seguem representam as contagens desprezadas, pelo motivo ja referenciado.

Tabela XVII. Determinagdo de AOC — Amostra Pinhal de Albufeira (Albufeira, Barlavento)

Média P-17 AOCP-17 Média NOX AOC NOX
Ensaio AOC (ug /L)

(cfu/mL) (ng /L) (cfu/mL) (ng /L)

I s/ crescimento 0 8,17E+05 281 281

Dado que os resultados totais de concentracao de AOC terem sido apenas baseado na
contribuicdo das contagens de NOX (C-oxalato), tal como acontecera no ensaio anterior, a

significancia destes resultados ndo pode ser ponderada.

Com a amostra de Bensafrim (Albufeira, Barlavento) obtiveram-se resultados apenas num ensaio.
Contudo, foi possivel a contagem de coldnias das duas estirpes. O que confere maior significancia

aos resultados.
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Tabela XVIII. Resultados obtidos no ensaio I- Bemparece (Albufeira, Barlavento)- Média de contagem de colénias P-

17 e NOX.

‘ Caixa Diluicao Contagem Média Total Caixa Diluigao Contagem Média Total ‘
7A 100 34 33 335  3,35E+05
250 18 19 18,5 4,63E+05 250 38 31 34,5 8,63E+05
500 21 13 17 500 23 17 20 1,00E+06
1000 13 5 9 1000 6 10 8 8,00E+05
B 100 56 43 49,5 4,95E+05 B 100 71 66 68,5 6,85E+05
250 28 37 32,5 8,13E+05 250 38 22 30 7,50E+05
500 18 11 14,5 7,25E+05 500 25 19 22 1,10E+06
1000 9 10 9,5 1000 11 6 8,5 8,50E+05
c 100 29 30 29,5 2,95E+05 c 100 72 70 71 7,10E+05
250 14 14 14 3,50E+05 250 31 20 25,5 6,38E+05
500 9 9 9 4,50E+05 500 13 19 16 8,00E+05
1000 7 7 7 7,00E+05 1000 12 9 10,5 1,05E+06
8A 100 41 38 39,5 3,95E+05 8A 100 59 66 62,5 6,25E+05
250 28 17 22,5 5,63E+05 250 29 25 27 6,75E+05

500 19 14 16,5 8,25E+05 500 18 24 21
1000 3 3 3 3,00E+05 1000 11 12 11,5 1,15E+06
B 100 41 31 36 3,60E+05 B 100 81 70 75,5 7,55E+05
250 23 19 21 5,25E+05 250 30 32 31 7,75E+05
500 12 12 12 6,00E+05 500 15 20 17,5 8,75E+05
1000 3 5 4 4,00E+05 1000 11 9 10 1,00E+06
c 100 25 29 27 2,70E+05 c 100 68 63 65,5 6,55E+05
250 12 16 14 3,50E+05 250 29 38 33,5 8,38E+05
500 8 14 11 5,50E+05 500 17 22 19,5 9,75E+05

1000 4 9 6,5 6,50E+05 1000 7 15 11
9A 100 24 29 26,5 2,65E+05 9A 100 53 62 57,5 5,75E+05
250 25 18 21,5 250 38 22 30 7,50E+05
500 19 11 15 7,50E+05 500 16 13 14,5 7,25E+05
1000 7 7 7 7,00E+05 1000 6 9 7,5 7,50E+05
B 100 29 23 26 2,60E+05 B 100 62 51 56,5 5,65E+05
250 22 14 18 250 33 25 29 7,25E+05

500 14 14 14 7,00E+05 500 23 14 18,5
1000 7 5 6 6,00E+05 1000 5 5 5 5,00E+05
C 100 36 31 33,5 3,35E+05 C 100 69 84 76,5 7,65E+05
250 21 23 22 5,50E+05 250 29 27 28 7,00E+05
500 13 8 10,5 5,25E+05 500 16 21 18,5 9,25E+05
1000 4 2 3 3,00E+05 1000 6 6 6 6,00E+05
Média P-17 4,97E+05 Média NOX 7,57E+05
cfu/mL cfu/mL
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Tabela XIX. Determinagdo de AOC — Bemparece (Albufeira, Barlavento)

Média P-17 AOCP-17 Média NOX AOC NOX
Ensaio AOC (ug /L)
(cfu/mL) (ng /L) (cfu/mL) (ng /L)

I 4,97E+05 121 7,57E+05 260 381

Pelo facto de no estudo desta amostra surgirem resultados de P-17, o que n3ao acontecera na
maioria das vezes, permite supor que o problema poderd estar mesmo associado a qualidade da
agua consoante a sua origem, e nao propriamente ao inéculo da bactéria P-17. A explicacdo para

este facto é referida mais a frente.

Pode-se considerar que o valor de concentragdao de AOC, neste ponto de entrega da rede de

abastecimento, se apresenta na ordem dos 381 pg/L.

E de salientar que nos restantes ensaios realizados nas duas amostras apresentadas
anteriormente do concelho de Albufeira, Barlavento; surgiram contaminacgdes, pelo que se tornou
impossivel qualquer contagem de microrganismos e os resultados apresentados reduziram-se

apenas de um unico ensaio.

No que diz respeito a sub-regido do Sotavento, foram testadas amostras de trés pontos de

entrega: Pé de Outeiro (Faro), Fonte de Pipa (Loulé) e Brancanes (Olh3o).

Na amostra do ponto de entrega de Pé de Outeiro, ndo se obteve crescimento da estirpe P-17 em

nenhum dos trés ensaios realizados.
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Tabela XX. Resultados obtidos no ensaio I- Pé de Outeiro (Faro, Sotavento)- Média de contagem de colénias NOX.

Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

Caixa Diluigdo  Contagem Média Total

7A 100 61 57 59 5,90E+05
250 32 27 29,5 7,38E+05
500 15 22 18,5 9,25E+05

1000 6 11 8,5 -

B 100 92 86 89 -
250 39 44 41,5 1,04E+06
500 15 14 14,5 7,25E+05

1000 16 9 12,5 -
C 100 73 80 76,5 7,65E+05
250 28 37 32,5 8,13E+05
500 17 11 14 7,00E+05

1000 9 10 9,5 -
8A 100 61 64 62,5 6,25E+05
250 33 34 33,5 8,38E+05
500 23 15 19 9,50E+05

1000 7 2 4,5 -
B 100 92 62 77 7,70E+05
250 33 31 32 8,00E+05
500 19 17 18 9,00E+05
1000 6 6 6 6,00E+05
C 100 68 95 81,5 8,15E+05
250 34 25 29,5 7,38E+05
500 17 13 15 7,50E+05
1000 11 7 9 9,00E+05
9A 100 69 65 67 6,70E+05
250 34 24 29 7,25E+05

500 22 11 16,5 -
1000 4 10 7 7,00E+05
B 100 75 68 71,5 7,15E+05
250 52 29 40,5 1,01E+06

500 21 7 14 -
1000 5 11 8 8,00E+05
C 100 75 66 70,5 7,05E+05
250 34 27 30,5 7,63E+05
500 15 15 15 7,50E+05

1000 6 15 10,5 -
Média NOX 7,76E+05
cfu/mL
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Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

Tabela XXI. Resultados obtidos no ensaio II- Pé de Outeiro (Faro, Sotavento)- Média de contagem de colénias NOX.

Caixa Diluigao Contagem Média Total
7A 100 54 67 60,5 6,05E+05
250 22 24 23 5,75E+05
500 7 21 14 -
1000 9 4 6,5 -
B 100 73 86 79,5 7,95E+05
250 43 28 35,5 8,88E+05
500 21 12 16,5 8,25E+05
1000 8 6 7 7,00E+05
C 100 82 57 69,5 6,95E+05
250 28 28 28 7,00E+05
500 14 18 16 8,00E+05
1000 6 17 11,5 -
8A 100 59 76 67,5 6,75E+05
250 33 27 30 7,50E+05
500 15 16 15,5 7,75E+05
1000 8 13 10,5 1,05E+06
B 100 89 93 91 9,10E+05
250 37 24 30,5 7,63E+05
500 21 17 19 9,50E+05
1000 11 10 10,5 1,05E+06
C 100 -
250 -
500 ---
1000 —
9A 100 78 65 63 6,30E+05
250 23 24 22 5,50E+05
500 23 11 18 -
1000 8 10 6 6,00E+05
B 100 66 68 70 7,00E+05
250 37 29 42 1,05E+06
500 10 7 19 9,50E+05
1000 6 11 9 -
C 100 71 66 62 6,20E+05
250 38 27 31 7,75E+05
500 14 15 11 5,50E+05
1000 7 15 12 -—
Média NOX 7,85E+05
cfu/mL
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Tabela XXII. Resultados obtidos no ensaio Ill- Pé de Outeiro (Faro, Sotavento)- Média de contagem de coldnias NOX.

Caixa Diluigdo  Contagem Média Total ‘
7A 100 79 57 68 6,80E+05
250 34 30 32 8,00E+05
500 11 23 17 -
1000 10 18 14 1,40E+06
B 100 85 76 80,5 8,05E+05
250 20 37 28,5 7,13E+05
500 17 17 17 8,50E+05
1000 9 11 10 1,00E+06
C 100 72 66 69 6,90E+05
250 23 19 21 5,25E+05
500 13 14 13,5 6,75E+05
1000 9 4 6,5 6,50E+05
8A 100 64 64 64 6,40E+05
250 27 27 27 6,75E+05
500 21 19 20 1,00E+06
1000 8 6 7 7,00E+05
B 100 90 96 93 9,30E+05
250 47 29 38 -
500 21 30 25,5 1,28E+06
1000 8 8 8 8,00E+05
C 100 63 54 58,5 5,85E+05
250 40 33 36,5 9,13E+05
500 18 20 19 9,50E+05
1000 8 5 6,5 6,50E+05
9A 100 61 67 63 6,30E+05
250 31 41 22 5,50E+05
500 19 15 18 9,00E+05
1000 11 5 6 6,00E+05
B 100 97 97 70 7,00E+05
250 51 39 42 1,05E+06
500 13 18 19 9,50E+05
1000 12 8 9 9,00E+05
C 100 78 83 62 6,20E+05
250 40 32 31 7,75E+05
500 18 15 11 5,50E+05
1000 5 9 12 1,20E+06
Média NOX 8,06E+05
cfu/mL
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Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

Tabela XXIIl. Determinagdo de AOC — Pé de Outeiro (Faro, Sotavento)

Média P-17 AOCP-17 Média NOX AOC NOX
Ensaio AOC (ng /L)
(cfu/mL) (ng /L) (cfu/mL) (ng /L)
I s/ crescimento 0 7,76E+05 267 267
II s/ crescimento 0 7,85E+05 270 270
III s/ crescimento 0 8,06E+05 277 277

Os resultados de concentracdo de AOC neste ensaio, apesar de ndo haver contribuicdo da parte da

estirpe P-17 no calculo total de AOC, apresentaram-se bastante coerentes. Assim sendo, é de

considerar a sua significancia no que respeita a concentracdo de AOC neste local de recolha de

amostra.

Os ensaios com a amostra de Fonte de Pipa (Loulé, Faro) apresentaram resultados com contagens

de ambas as estirpes P-17 e NOX em apenas um ensaio (ensaio Ill) dos quatro realizados.
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Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

Tabela XXIV. Resultados obtidos no ensaio I- Fonte da Pipa (Loulé, Sotavento)- Média de contagem de coldnias

NOX.
Caixa Diluigao Contagem Média Total
7A 100 53 58 55,5 5,55E+05
250 29 29 29 7,25E+05
500 20 24 22 1,10E+06
1000 9 6 7,5 7,50E+05
B 100 60 54 57 5,70E+05
250 33 41 37 9,25E+05
500 15 21 18 9,00E+05
1000 12 10 11 1,10E+06
C 100 69 50 59,5 5,95E+05
250 24 24 24 6,00E+05
500 20 14 17 8,50E+05
1000 12 12 12 1,20E+06
8A 100 81 65 73 7,30E+05
250 27 30 28,5 7,13E+05
500 18 3 10,5 -
1000 7 12 9,5 9,50E+05
B 100 X X X X
250 70 X 70 -
500 36 30 33 1,65E+06
1000 11 14 12,5 1,25E+06
C 100 X X X X
250 X X X X
500 X X X X
1000 13 9 11 1,10E+06
9A 100 78 70 74 7,40E+05
250 28 26 27 6,75E+05
500 16 18 17 8,50E+05
1000 10 4 7 -
B 100 65 58 61,5 6,15E+05
250 36 33 34,5 8,63E+05
500 19 9 14 —
1000 8 13 10,5 1,05E+06
C 100 67 68 67,5 6,75E+05
250 40 40 40 1,00E+06
500 9 12 10,5 5,25E+05
1000 13 12 12,5 -
Média NOX 8,92E+05
cfu/mL
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Tabela XXV. Resultados obtidos no ensaio II- Fonte da Pipa (Loulé, Sotavento)- Média de contagem de coldnias

NOX.
Caixa Diluigao Contagem Média Total

7A 100 70 85 77,5 7,75E+05
250 35 38 36,5 9,13E+05
500 11 16 13,5 6,75E+05
1000 6 10 8 8,00E+05
B 100 76 73 74,5 7,45E+05
250 36 27 31,5 7,88E+05
500 16 16 16 8,00E+05

1000 10 32 21 -
C 100 73 100 86,5 8,65E+05
250 31 29 30 7,50E+05
500 18 11 14,5 7,25E+05
1000 11 7 9 9,00E+05
8A 100 76 64 70 7,00E+05
250 44 36 40 1,00E+06
500 17 17 17 8,50E+05
1000 8 3 5,5 5,50E+05
B 100 80 75 77,5 7,75E+05
250 25 31 28 7,00E+05
500 19 18 18,5 9,25E+05
1000 11 14 12,5 1,25E+06
C 100 65 63 64 6,40E+05
250 30 25 27,5 6,88E+05
500 17 12 14,5 7,25E+05
1000 8 9 8,5 8,50E+05
9A 100 70 81 75,5 7,55E+05
250 39 30 34,5 8,63E+05
500 15 15 15 7,50E+05
1000 12 15 13,5 1,35E+06
B 100 71 68 69,5 6,95E+05
250 36 33 34,5 8,63E+05
500 10 16 13 6,50E+05

1000 5 10 7,5 ---
C 100 98 65 81,5 8,15E+05

250 19 38 28,5

500 18 20 19 9,50E+05

1000 6 12 9 -—
Média NOX 8,26E+05
cfu/mL
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Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

Tabela XXVI. Resultados obtidos no ensaio Ill- Fonte da Pipa (Loulé, Sotavento)- Média de contagem de colénias P-

17 e NOX.
Caixa Diluicao Contagem Média Total Caixa Diluicao Contagem Média Total

7A 100 30 20 25 2,50E+05 7A 100 84 58 71 -
250 19 16 17,5 - 250 37 37 37 9,25E+05
500 10 9 9,5 4,75E+05 500 13 15 14 7,00E+05
1000 --- 1000 -

B 100 20 28 24 2,40E+05 7B 100 83 78 80,5 8,05E+05
250 19 15 17 4,25E+05 250 48 60 54 1,35E+06
500 7 6 6,5 3,25E+05 500 22 36 29 -
1000 --- 1000 -

C 100 22 25 23,5 2,35E+05 7C 100 74 74 74 7,40E+05
250 15 8 11,5 2,88E+05 250 23 46 34,5 -
500 4 2 3 1,50E+05 500 16 20 18 9,00E+05
1000 - 1000 -

8A 100 18 25 21,5 --- 8A 100 65 67 66 6,60E+05
250 14 17 15,5 3,88E+05 250 48 35 41,5 1,04E+06
500 6 11 8,5 4,25E+05 500 16 21 18,5 9,25E+05
1000 --- 1000 -

B 100 24 48 36 --- 8B 100 107 91 99 9,90E+05
250 16 11 13,5 3,38E+05 250 49 53 51 1,28E+06
500 7 9 8 4,00E+05 500 25 27 26 1,30E+06
1000 - 1000 -

C 100 11 12 11,5 1,15E+05 8C 100 63 83 73 7,30E+05
250 5 5 5 1,25E+05 250 31 37 34 8,50E+05
500 7 10 8,5 --- 500 14 22 18 9,00E+05
1000 1000 —

9A 100 30 12 21 2,10E+05 9A 100 56 53 54,5 5,45E+05
250 13 9 11 2,75E+05 250 35 44 39,5 9,88E+05
500 4 3 3,5 1,75E+05 500 18 15 16,5 8,25E+05
1000 - 1000 -

B 100 23 21 22 2,20E+05 9B 100 93 86 89,5 8,95E+05
250 14 12 13 3,25E+05 250 29 34 31,5 7,88E+05
500 5 3 4 2,00E+05 500 25 33 29 -
1000 - 1000 -

c 100 21 13 17 1,70E+05 9C 100 79 70 74,5 7,45E+05
250 8 11 9,5 - 250 33 26 29,5 7,38E+05
500 8 8 8 4,00E+05 500 17 6 11,5 5,75E+05
1000 --- 1000 -

Média P-17 2,80E+05 Média NOX 8,69E+05
cfu/mL cfu/mL
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Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

Tabela XXVII. Resultados obtidos no ensaio IV- Fonte da Pipa (Loulé, Sotavento)- Média de contagem de coldnias

NOX.
Caixa Diluigao Contagem Média Total ‘

72 100 71 67 69 6,90E+05
250 36 24 30 7,50E+05
500 20 17 18,5 9,25E+05
1000 7 7 7 7,00E+05

B 100 78 78 78 7,80E+05
250 33 28 30,5 7,63E+05
500 22 17 19,5 9,75E+05
1000 15 10 12,5 1,25E+06

C 100 71 64 67,5 6,75E+05
250 32 33 32,5 8,13E+05
500 23 24 23,5 1,18E+06
1000 16 7 11,5 -

82 100 52 47 49,5 4,95E+05
250 26 27 26,5 6,63E+05
500 12 22 17 8,50E+05
1000 4 6 5 5,00E+05

B 100 44 55 49,5 4,95E+05
250 24 27 25,5 6,38E+05
500 11 16 13,5 6,75E+05
1000 6 X 6 -

C 100 44 61 52,5 5,25E+05
250 45 27 36 -
500 30 16 23 1,15E+06
1000 8 9 8,5 8,50E+05

92 100 70 75 72,5 7,25E+05
250 26 28 27 6,75E+05
500 11 27 19 -
1000 8 5 6,5 6,50E+05

B 100 70 68 69 6,90E+05
250 42 34 38 9,50E+05
500 12 18 15 7,50E+05
1000 13 8 10,5 -—

C 100 69 85 77 7,70E+05
250 48 57 52,5 1,31E+06
500 24 16 20 1,00E+06
1000 16 9 12,5 -

R Média NOX 7,56E+05
cfu/mL
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Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

Tabela XXVIII. Determinagso de AOC — Amostra Fonte de Pipa (Loulé, Sotavento)

Média P-17 AOCP-17 Média NOX AOCNOX
Ensaio AOC (pg /L)
(cfu/mL) (ng /L) (cfu/mL) (ng /L)
I s/ crescimento 0 8,92E+05 307 307
II s/ crescimento 0 8,26E+05 284 284
111 2,80E+05 68 8,69E+05 298 367
IV s/ crescimento 0 7,56E+05 260 260

Os resultados destes ensaios também ndo diferem muito entre si a nivel de concentragdo de AOC,

tendo em conta apenas a coeréncia dos resultados das contagens da estirpe NOX.

Por fim, o ensaio nas amostras de Brancanes (Olhdo, Sotavento), apresentou falta de resultados da

estirpe de P-17 em apenas um ensaio (lll) dos trés (I, Il e lll) realizados.
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Determinacdo de Carbono Organico Assimildvel em amostras de 4gua para consumo humano

Tabela XXIX. Resultados obtidos no ensaio |- Brancanes (Olhdo, Sotavento)- Média de contagem de colénias P-17 e

NOX.
Caixa Diluicdo  Contagem Média Total Caixa Diluigdo  Contagem Média Total

7A 100 4 X 4 4,00E+04 7A 100 61 61 6,10E+05
250 2 X 2 5,00E+04 250 21 21 5,25E+05
500 500 19 19 9,50E+05
1000 1000 10 10 1,00E+06
B 100 4 X 4 4,00E+04 B 100 53 53 5,30E+05
250 4 X 4 1,00E+05 250 30 30 7,50E+05
500 500 19 19 9,50E+05

1000 1000
[ 100 7 X 7 7,00E+04 c 100 70 70 7,00E+05
250 250 33 33 8,25E+05
500 1 X 1 5,00E+04 500 18 18 9,00E+05

1000 1000
8A 100 2 5 3,5 3,50E+04 8A 100 61 76 68,5 6,85E+05
250 250 28 36 32 8,00E+05
500 500 11 24 17,5 8,75E+05

1000 1000 11 4 7,5
B 100 4 3 3,5 3,50E+04 B 100 68 72 70 7,00E+05
250 1 2 1,5 3,75E+04 250 18 29 23,5 5,88E+05

500 1 X 1 500 19 8 13,5
1000 1000 9 10 9,5 9,50E+05
c 100 15 15 15 1,50E+05 c 100 81 74 77,5 7,75E+05
250 10 10 10 2,50E+05 250 28 33 30,5 7,63E+05
500 12 3 7,5 500 16 18 17 8,50E+05
1000 X 2 2 2,00E+05 1000 7 12 9,5 9,50E+05
9A 100 9A 100 44 62 63 6,30E+05
250 X 1 1 250 29 34 22 5,50E+05
500 500 12 19 18 9,00E+05

1000 1000 9 12 6
B 100 3 4 35 3,50E+04 B 100 63 61 70 7,00E+05
250 1 X 1 250 30 33 42 1,05E+06
500 500 14 17 19 9,50E+05
1000 1000 4 12 9 9,00E+05
[ 100 14 20 17 1,70E+05 C 100 67 69 62 6,20E+05
250 7 5 6 250 31 38 31 7,75E+05
500 9 6 7,5 3,75E+05 500 12 16 11 5,50E+05
1000 1000 8 8 12 1,20E+06
Média P-17 1,09E+05 Média NOX 7,98E+05
cfu/mL cfu/mL
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Tabela XXX. Resultados obtidos no ensaio II- Brancanes (Olh3o, Sotavento)- Média de contagem de colénias P-17 e

NOX.
‘ Caixa Diluicdo  Contagem Média Total Caixa Diluicdo  Contagem Média Total ‘

7A 100 3 3 3,00E+04 7A 100 58 X 58 5,80E+05
250 2 2 5,00E+04 250 47 X 47 1,18E+06
500 500 12 X 12 6,00E+05

1000 1000 X X X X
B 100 4 4 4,00E+04 B 100 77 X 77 7,70E+05
250 2 2 5,00E+04 250 29 X 29 7,25E+05
500 2 2 1,00E+05 500 26 X 26 1,30E+06

1000 1000 X X
c 100 6 6 6,00E+04 [ 100 73 x 73 7,30E+05
250 3 3 7,50E+04 250 51 X 51 1,28E+06
500 1 1 5,00E+04 500 28 x 28 1,40E+06
1000 1000 X X

8A 100 4 3 3,5 3,50E+04 8A 100 71 55 63 6,30E+05
250 2 2 250 33 25 29 7,25E+05
500 2 2 500 12 22 17 8,50E+05
1000 1 1 1000 6 7 6,5 6,50E+05
B 100 4 4 4 4,00E+04 B 100 71 66 68,5 6,85E+05
250 2 1 1,5 3,75E+04 250 23 30 26,5 6,63E+05
500 1 1 500 19 20 19,5 9,75E+05
1000 1000 10 8 9 9,00E+05
c 100 8 7 7,5 7,50E+04 [ 100 79 67 73 7,30E+05
250 5 5 5 1,25E+05 250 31 37 34 8,50E+05
500 2 1 1,5 7,50E+04 500 23 17 20 1,00E+06

1000 1000 8 18 13
9A 100 1 1 1 1,00E+04 9A 100 63 61 63 6,30E+05
250 250 27 32 22 5,50E+05
500 500 18 21 18 9,00E+05
1000 1000 11 9 6 6,00E+05
B 100 6 1 3,5 3,50E+04 B 100 58 55 70 7,00E+05
250 2 2 2 5,00E+04 250 23 32 42 1,05E+06
500 1 1 500 9 8 19 9,50E+05
1000 1000 9 5 9 9,00E+05
C 100 3 2 2,5 2,50E+04 C 100 59 60 62 6,20E+05
250 5 1 3 250 35 28 31 7,75E+05
500 500 24 12 11 5,50E+05
1000 1000 9 4 12 1,20E+06
Média P-17 5,35E+04 Média NOX 7,86E+05
cfu/mL cfu/mL
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Tabela XXXI. Resultados obtidos no ensaio IlI- Brancanes (Olh3o, Sotavento)- Média de contagem de coldnias NOX.

Caixa Diluigdo  Contagem Média Total
7A 100 66 75 70,5 7,05E+05
250 23 36 29,5 7,38E+05
500 23 20 21,5 -
1000
B 100 46 57 51,5 5,15E+05
250 31 31 31 7,75E+05
500 14 15 14,5 7,25E+05
1000
C 100 84 57 70,5 7,05E+05
250 25 34 29,5 7,38E+05
500 12 21 16,5 8,25E+05
1000
8A 100 89 98 93,5 9,35E+05
250 21 33 27 6,75E+05
500 14 15 14,5 7,25E+05
1000
B 100 75 77 76 7,60E+05
250 34 18 26 6,50E+05
500 12 18 15
1000
C 100 47 13 30 -
250 30 20 25 6,25E+05
500 16 14 15 7,50E+05
1000
9A 100 47 70 63 6,30E+05
250 20 20 22 5,50E+05
500 17 19 18 -
1000
B 100 64 61 70 7,00E+05
250 37 29 42 1,05E+06
500 14 17 19 9,50E+05
1000
C 100 75 73 62 6,20E+05
250 33 35 31 7,75E+05
500 21 15 11 5,50E+05
1000
Média NOX 7,30E+05
cfu/mL
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Tabela XXXII. Determinacgiio de AOC — Brancanes (Olhdo, Sotavento)

Média P-17 AOCP-17 Média NOX AOC NOX
Ensaio AOC (ug /L)
(cfu/mL) (ng /L) (cfu/mL) (ng /L)
I 1,09E+05 27 7,98E+05 274 301
|| 5,35E+04 13 7,86E+05 270 283
111 s/ crescimento 0 7,30E+05 251 251

Mais uma vez é de notar a coeréncia de resultados apenas a nivel do contributo de colénias NOX
para a determinagdo da concentragdo de AOC nas amostras deste local de recolha. A sua

significancia porém é que ndo pode ser ponderada.

Os resultados anteriores sugerem o que ja é conhecido, que o crescimento bacteriano é
monitorizado em amostras de agua por contagem de coldnias, e o crescimento médio observado
durante a incubagdo é convertido em unidades de AOC (ug acetato-C/L), através do rendimento
de crescimento das bactérias derivado das curvas de calibracdo obtidas usando concentracoes
padrdo de compostos organicos- acetato e oxalato. E de observar uma significativa correlagdo

entre a concentracdo de AOC e a densidade das bactérias heterotréficas.

No entanto, dado que o AOC é tipicamente quantificado pelas duas estirpes de bactérias referidas
(P-17 e NOX), estes resultados, podem também ser interpretados como reveladores de um grupo
especifico de compostos organicos simples, de acordo com as capacidades metabdlicas destes
microrganismos. Realca-se entdo o facto, de na maioria das amostras, existirem compostos

organicos simples sujeitos ao metabolismo da estirpe NOX, particularmente o oxalato.

Por outro lado, é de destacar que na maioria das amostras de agua nado foi detetado qualquer

crescimento da estirpe da bactéria P-17.
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Como tal, conhecendo que a estirpe supra mencionada, utiliza uma diversidade de compostos que
incluem carbohidratos e aminodcidos, ao passo que ndo metaboliza acidos carboxilicos e o acido
oxalico (sendo a estirpe NOX responsavel pelo metabolismo do oxalato e crescer em meio com
acidos carboxilicos); pode-se inferir acerca da auséncia de resultados no crescimento da estirpe P-
17, pelo facto de determinadas amostras de dgua ndo apresentarem os referidos compostos
organicos. Ainda no que diz respeito aos resultados da auséncia de coldnias de P-17, podem existir
elevadas concentragdes de metais nas amostras testadas, especificamente aluminio e cobre, que
por serem toxicas para estes microrganismos, tornou este procedimento inadequado. Por outro
lado, amostras de dgua que foram desinfetadas e que ainda apresentem um teor de cloro residual
(mesmo previamente suplementadas com tiossulfato de sddio), pode também inibir o crescimento
dos microrganismos teste. Da mesma forma, que aguas superficiais tratadas com sulfato de cobre,
podem ser inibidoras do crescimento de coldnias de P-17, mesmo aquando adicionado um agente
guelante. Outra justificacdo para a auséncia de resultados de P-17 pode estar na razdo de fraca
homogeneizacao do indculo, ou até mesmo outros erros no procedimento e técnica experimental

gue pusessem em causa a viabilidade das células.

E no entanto de reforcar a ideia de que, este método esta sujeito a numerosas fontes de possiveis

erros (preparacao das diluicées, marcacao de placas, contagem, entre outras).

Pode-se também estar atento aos parametros do sistema de distribuicdo (SD) das daguas
analisadas, que podem afetar a presenca/auséncia de matéria orgdnica como substrato das

bactérias P-17, nomeadamente:

° Local —influéncia da distancia do ponto da rede a Estacdo de Tratamento de agua;
° Tubagem —influéncia do material das tubagens do SD;

° Movimento — influéncia das condicées hidrodinamicas (velocidade, caudal);

° Tempo de Residéncia — influéncia do tempo de permanéncia da agua no SD;

° Efeitos Ambientais — influéncia da estacdo do ano e da temperatura.

Em certos ensaios realizados, verificaram-se contaminacdes por parte de leveduras aquando o
plagueamento em agar nutritivo. A razao para tal ter acontecido, pode estar na utilizacdo de uma
estufa comum (609C- 1lhora) para tratamento das tampas dos frascos e secagem de pontas de
pipetas, dado que todo o procedimento experimental foi realizado em condi¢des de assepsia na

camara de seguranca bioldgica.
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Para facilitar a discussao e simplificar a sua compreensao, os resultados obtidos foram compilados,

na seguinte tabela.

Tabela XXXIII. Determinagdo de AOC — Amostras Algarve (*- Sem crescimento de P-17)

Sub-Regido Concelho Ponto de recolha AOC (pg /L) ‘

Barlavento Lagos Bensafrim 73 *

130

110

60 *

Colinas Verdes 88 *

58 *

66 *

Albufeira Pinhal de Albufeira 281 *

Bemparece 381

Sotavento Faro Pé de Outeiro 267 *

270 *

277 *

Loulé Fonte de Pipa 307 *

284 *

367

260 *

Olhao Brancanes 301

283

251 *

O cdlculo do AOC depende das unidades formadoras de coldnias (contagem de células),
anteriormente apresentadas, e por se um método sensivel a pequenas variacdes nos niveis de

matéria organica, afeta portanto a coeréncia dos resultados.

Na sua maioria, estes resultados estdo portanto relacionados com o crescimento dos organismos
teste em solugcbes puras de acetato (P-17) e oxalato (NOX), por meio de valores de rendimento

empiricos e o resultado foi apresentado como equivalentes de C-acetato. No entanto, os
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resultados marcados com asterisco representam aqueles onde ndo se registou qualquer

crescimento da estirpe P-17.

O significado destes resultados é duvidoso, contudo, é conhecido que a maioria do AOC
determinado em amostras de agua, segundo varios estudos, deve-se ao crescimento apenas da

estirpe NOX.

A concentracdo de AOC pode ser considerada como uma medida da estabilidade bioldgica da agua

para o crescimento heterotroéfico.

Uma agua é considerada estavel em termos biolégicos quando apresenta valores entre 10 e 50 pg

de AOC/L (Kaplan, et al, 1993).

A presenca de carbono organico assimilavel (AOC) em niveis elevados, juntamente com o tipo de

material do sistema de tubagens interferem no potencial da dgua em distribuigao.

O numero de amostras analisadas sdo representativas de parte do sistema de distribuicdo de 4dgua
do Algarve (Barlavento e Sotavento), e estas apresentaram valores de AOC acima do referido.
Pode-se assim concluir que a dgua distribuida através destes sistemas ndo apresenta estabilidade
bioldgica, conforme os resultados destes ensaios. Como tal, pode-se inferir que existe potencial e

condigdes para o desenvolvimento de microrganismos na agua.

Por outro lado, é também conhecido que, sdo varios os estudos que relacionam o AOC
diretamente com o recrescimento microbiano e com a formacdo de biofilmes nos sistemas de
distribuicao da dgua de consumo, pelo que se pode também referenciar que ha a possibilidade da

presenca de biofilmes nas tubagens destas redes de abastecimento estudadas.

Os tratamentos a que a agua é sujeita afetam a composicdo de compostos organicos presentes na

na mesma, e deste modo, a concentracdao de AOC presente nesta.

E de notar, que as amostras da sub-regido do Sotavento apresentaram valores de concentracdo de

AOC coerente entre si na gama dos 200-300 pg /L. Destaca-se aqui o facto da estacdo de
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tratamento de dguas (ETA) de Tavira ser comum a estes pontos de distribuicdo do Sotavento

estudados.

A nivel da regido do Barlavento, os resultados ja ndo se mostram tdo concludentes. Contudo,
podemos observar duas ETAs distintas nesta sub-regido responsaveis pelo tratamento das aguas

estudadas: ETA das Fontainhas e ETA de Alcantarilha.

A ETA das Fontainhas trata a dgua de Colinas Verdes e Bensafrim, ao passo as aguas de Pinhal de
Albufeira e Bemparece sdo tratadas na ETA de Alcantarilha. Aqui pode estar a razdo da diferenca
de resultados de concentragdo de AOC na sub-regido do Barlavento, para além das préprias

localizacOes geograficas que influenciam a qualidade da agua.

Os pontos de entrega de Bensafrim e Colinas Verdes sdo notoriamente localizados mais a
barlavento, e por sua vez mais afastados de qualquer outro ponto de abastecimento estudado.
Como tal, pode estar ai a razdo para os valores de AOC se apresentarem evidentemente mais

baixos.

A generalidade dos ensaios em branco das amostras testadas, exceto o da amostra de Fonte de

Pipa apresentou crescimento microbiano.

Tabela XXXIV. Resultados Ensaio em Branco.

Crescimento
Amostra
microbiano
Bensafrim +
Colinas Verdes +
Pinhal de
+
Albufeira
Bemparece +
Pé de Outeiro +
Fonte de Pipa -
Brancanes +
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Uma vez que este controlo era constituido por dgua isenta de carbono (mili-Q), suplementada com
tiossulfato de sddio e solugdes de sais minerais, sem existir desta forma qualquer fonte de
carbono, ndo deveria ser notavel qualquer crescimento celular. Este facto pode ser justificado por
contaminacdo do material ou da prépria agua mili-Q utilizada. Posto isto, seria entdo necessario

efetuar um estudo mais direcionado para perceber a causa do crescimento celular observado

obtidos nos ensaios em branco.
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5. Conclusoes e Perspetivas Futuras

E possivel concluir com este estudo, que o método de determinacdo do carbono orgénico
assimildvel é de facto um método util para avaliar a estabilidade da agua, apesar de constituir um
procedimento moroso e trabalhoso. Porém, esta técnica apesar de morosa é de extrema

importancia, uma vez que prevé o consumo real de carbono (existente no meio) pelas bactérias.

Este método estudado estd sujeito a numerosas fontes de possiveis erros e requer, além de um
longo tempo de ensaio, um trabalho intensivo de plagueamento em meio de crescimento e
contagem, fornecendo uma informacgdo limitada, devido ao uso de culturas puras selecionadas

para medir uma estrutura complexa de compostos de carbono biodisponiveis.

Os melhoramentos efetuados na técnica poderao permitir a sua implementagao (pela AdA),

contudo carece de aperfeicoamentos e controlo a niveis técnicos.

A implementagdo da técnica em causa torna-se mais vidvel economicamente, assim como ao nivel
do tempo despendido na realizacgdo do método e na contagem de coldnias, atendendo as
alteragdes sugeridas, que permitem: rentabilizar o tempo, menor consumo de material, melhorar
a fidelidade dos resultados. No entanto, seria fundamental a execu¢ao de mais ensaios a fim de

consolidar resultados.

Uma 3agua é considerada estavel em termos biolégicos quando apresenta valores entre 10 e 50 pg

de AOC/L.

Todas as amostras analisadas, representativas de parte do sistema de distribuicio de agua do
Algarve (Barlavento e Sotavento), apresentaram valores de AOC acima do referido. E possivel
assim concluir que a agua distribuida através deste sistema, segundo os resultados deste estudo,
ndo apresenta estabilidade bioldgica, conferindo potencial e condi¢des para o desenvolvimento de

microrganismos na agua.

O método descrito nestes ensaios poderia ser sujeito a estudos de optimizacdo, no ambito da
diminuicdo dos tempos de incubacdo ou aumento da temperatura de incubacdo, ou até através do
aumento da densidade celular do inéculo, como descrito por alguns autores. Poder-se-ia também
considerar a hipotese de utilizar uma comunidade microbiana em substituicdo das estirpes puras,

de modo a se considerar uma maior gama de compostos organicos de AOC.
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