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Resumo

Este trabalho realiza-se no ambito da unidade curricular de Projeto, do 3%no do curso de
licenciatura em Energia e Ambiente, e com objetivo de admissdo a Ordem do Engenheiros Técnicos no
ambito de projeto em contexto de estagio de seis meses de Margo de 2015 a Setembro de 2015. O qual
tem dois objetivos principais, primeiro, determinar a qualidade da agua de alguns fontanarios da cidade
da Guarda e a sua evolugédo ao longo do ano, com a realizacdo de colheitas de amostras de outubro de
2014 a outubro de 2015, em segundo, determinar, através de metodologias estatisticas, a existéncia de
uma relagdo entre os fontanarios no que a qualidade da &gua diz respeito. Para isso, foram selecionados
sete fontanarios, nomeadamente Dorna EP, Dorna Amores, Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu e
Rio Diz, todos localizados no perimetro urbano da cidade.

Para monitorizacdo da qualidade da agua dos fontanarios selecionou-se um conjunto de
parametros fisico-quimicos, particularmente: pH, pardmetros microbioldgicos (organismos viaveis a 22°
e 37°C, Clostridia, estafilococos, enterococos, coliforme e E.Coli), catiGes (sddio, potassio, magnésio,
calcio, chumbo, cadmio, crémio, niquel, aluminio e manganésio), anides (cloretos, nitratos, sulfatos,
fluoretos, nitritos e fosfatos) e a oxidabilidade.

Na execucdo das analises foram utilizadas diversas técnicas, como por exemplo, a cromatografia
i0nica, a espectrofotometria de absor¢do atdbmica, ou a técnica das membranas filtrantes. Na avaliacdo

estatistica das similaridades entre as aguas dos fontanarios foi usado o programa informatico SPSS®.

Palavras-chave: Fontandrios, qualidade da &gua, quimica analitica.
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Abstract

This work takes place within the scope of the 3rd year Project course, of the course degree in Energy
and Environment, which has two main objectives, and for the purpose of admission to the Order of
Technical Engineers in project scope in the context of six-month internship March 2015 to September
2015. First, determine the water quality of some natural springs of Guarda city and its evolution
throughout the time (from October 2014 to October 2015). Second, determine through statistical
methods, the existence of a relationship between the water quality of the natural springs of the city. For
this, we selected seven natural spring waters, namely Dorna EP, Dorna Amores, Alameda, Alfarazes,
Bairro da Luz, Mileu and Rio Diz, all located in the urban area of the city.

To monitor the water quality of the natural spring waters, we selected a set of physical and chemical
parameters, particularly pH, microbiological parameters (viable organisms at 22 and 37°C, Clostridia,
staphylococci, enterococci, coliform and E.Coli), cations (sodium, potassium, magnesium, calcium,
lead, cadmium, chromium, nickel, manganese and aluminium), anions (chlorides, nitrates, sulphates,
fluorides, nitrites and phosphates) and oxidizability.

In the water analyses, we used different techniques, such as ion chromatography, atomic absorption
spectrometry, or the filter membrane technique. For statistical evaluation of the similarities between the

natural spring waters, it was used the software SPSS.

Keywords: Natural spring waters, water quality, analytical chemistry.
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Defini¢oes

Bactérias coliformes: sdo um grupo de organismos que podem ser encontrados no solo, nas aguas
naturais e residuais domésticas e no intestino do homem e de outros animais Estas bactérias com
capacidade de sobreviver e multiplicar-se na 4gua, ndo sendo os melhores indicadores da presenca de
microrganismos patogénicos fecais, constituem contudo um bom indicador do estado de higienizacéo e
de integridade dos sistemas de distribuicdo e da presenca potencial de biofilmes. de sangue quente,

sendo que, as bactérias coliformes totais incluem as espécies fecais e as ambientais.

Escherichia coli: (E.coli) é a bactéria mais representativa do grupo das bactérias coliformes fecais. Esta
bactéria tem a caracteristica de ser altamente especifica das fezes do homem e animais de sangue quente.
Como ndo se multiplicam em ambiente aquatico sdo, utilizadas como indicadores especificos de

poluicgéo fecal.

Clostridia: é indicador de uma poluicdo hidrica de origem fecal remota ou intermitente, devido aos
longos periodos de permanéncia da &gua e de residuos sedimentaveis, contendo esporos, em 6rgaos do
sistema de armazenamento e distribuicdo, as condi¢des de sobrevivéncia dos seus esporos, e também
devido ao facto de ndo se multiplicarem na maioria dos ambientes aquéticos. E um bacilo Gram
positivo, anaerdbio, resistente a depuracdo natural da agua, formando esporos que sdo excecionalmente
resistentes a condi¢cdes ambientais aquaticas adversas, incluindo radiacdo ultravioleta, temperatura e pH
extremos e processos de desinfecdo, tal como a cloragem, podendo sobreviver nesta forma por periodos

prolongados.

Enterococos intestinais: constituem um subgrupo de um grupo de organismos definidos como
estreptococos fecais.Este subgrupo é composto pelas espécies Enterococcus faecalis, E. faecium,
E.durans e E.hirae, e veio substituir o parametro indicador Estreptococos fecais, por ser mais especifico
de uma eventual poluicdo de origem fecal. Estas bactérias sdo Gram-positivas, relativamente tolerantes
ao cloreto de sodio e a pH alcalino. Sao anaerobias facultativas e ocorrem isoladamente, em pares ou em

cadeias curtas. A maioria das espécies nao se multiplica em ambientes aquaticos.

Xi
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Estafilococos: cocos gram positivos, com agrupamento predominante em cacho, aerébios e anaerébios
facultativos, produtores de catalase, pertencem a familia Micrococcaceae e ao género Staphylococcus,

que crescem em meios seletivos adequados, quando incubados a 37+1°C durante 48h.

Estafilococos produtores de cogulase: bactérias que para além das caracteristicas anteriores produzem

enzimas que coagulam o plasma de certos animais.

Microrganismos cultivaveis: também designada por nimero de colénias, contagem total ou mesdfilas a
37°C e 22°C, engloba um largo espectro de microrganismos heterotréficos, incluindo bactérias e fungos
da flora microbiana natural da dgua (tipicamente ndo nocivos), e 0s que tém origem em diversas fontes

de poluicéo.

xii
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1 - Introducao

A ciéncia tem nos demonstrado que a vida teve origem a partir da agua, e ela predomina em
todos 0s corpos vivos. Nao conseguimos imaginar a sociedade sem agua, ela serve para beber, cozinhar,
faz parte de todo o processo de higiene do individuo e também € indispensavel nos setores industriais,
dos servicos e da agricultura (Branco, 2003).

A agua é um bem indispensavel aos seres vivos e como tal deve ser preservado, este recurso deve
manter a sua qualidade para o bem-estar de qualquer forma de vida. O ndo controle da mesma leva ao
uso desta indevidamente e possivelmente causar problemas devidos ao seu mau estado.

A gualidade necessaria a dgua distribuida para consumo humano é a potabilidade, ou seja, deve
ser tratada, limpa e estar livre de qualquer contaminacao, seja esta de origem microbiologica, quimica,
fisica ou radioativa, ndo devendo, em hipdtese alguma, oferecer riscos a saide humana (Scuracchio,
2010).

Hoje, sabe-se da importancia do tratamento da dgua destinada ao consumo humano, pois, é capaz
de veicular grande quantidade de contaminantes fisico-quimicos e/ou biologicos (Torres, 2000), cujo
consumo tem sido associado a diversos problemas de saude. Algumas epidemias de doencas
gastrointestinais, por exemplo, tém como via de transmisséo a agua contaminada (Salud, 2000).

Nos dias de hoje é cada vez mais raro encontrar reservas de agua em boas condicGes, ainda mais
em cidades, como por exemplo na Guarda, onde, como em muitos concelhos do interior de Portugal, a
agricultura com recurso a pesticidas e outros contaminantes € muito utilizada, isto leva a contaminacao
das linhas de &guas existentes. Outro problema da cidade € a presenca de industrias que na maior parte
dos casos sdo ainda uma grande fonte de poluicdo das linhas de &gua. Para isto torna se essencial a
analise e controle da &gua, este trabalho é ainda mais importante na medida que ajuda na protecdo do

bem-estar dos cidaddos que utilizam os fontanarios utilizados na execucao deste projeto.
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Neste trabalho foi feito a analise de varios fontanarios de cidade da Guarda, através do controle
de varios parametros fisico-quimicos, ao longo do periodo outono/inverno e primavera/verdo de 2014 a
2015.
O trabalho sera divido pelos seguintes capitulos:
Capitulo I — Introducéo
Capitulo Il — Caraterizagdo da area de estudo
Capitulo Il — Caraterizacdo dos fontanarios
Capitulo IV — Procedimentos e metodologias de analise
Capitulo V — Resultados obtidos
Capitulo VI — Conclusdes
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2 - Caracterizacao da area em estudo

A Guarda é uma cidade portuguesa com 26 565 habitantes no seu perimetro urbano (INE, 2011). O
municipio é limitado a nordeste pelo municipio de Pinhel, a leste por Almeida, a sudeste pelo Sabugal, a
sul por Belmonte e pela Covilhd, a oeste por Manteigas e por Gouveia e a noroeste por Celorico da
Beira. E ainda a capital do Distrito (Figura 1) que tem uma populagio residente de 173 831 habitantes
(INE, 2011). Situada no ultimo contraforte Nordeste da Serra da Estrela, a 1056 metros de altitude,
sendo a cidade mais alta de Portugal. Situa-se na regido centro de Portugal e pertence a sub-regido
estatistica da Beira Interior Norte. Toda a regido € marcada pelo granito, pelo clima contrastado de
montanha e pelo seu ar puro e frio. E também a partir desta regifo que vertem as linhas de agua
subsidiarias das maiores bacias hidrogréaficas que abastecem as trés maiores cidades de Portugal: para a
bacia do Tejo que abastece Lisboa, para a Bacia do Mondego que abastece Coimbra e para a bacia do
Douro que abastece o Porto. O distrito da Guarda distribui-se por uma area de 5 535 Km? (6% da area de
Portugal) e é constituido por 14 municipios: Aguiar da Beira, Almeida, Celorico da Beira, Figueira de
Castelo Rodrigo, Fornos de Algodres, Gouveia, Guarda, Manteigas, Meda, Pinhel, Sabugal, Seia,
Trancoso e Vila Nova de Foz Céa (Figura 1). E limitado a Norte pelo distrito de Braganca, a Sul pelo
distrito de Castelo Branco, a Este por Espanha e a Oeste pelos distritos de Viseu e Coimbra (Almeida,
2010).
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Figura 1 - Distrito da Guarda

Fonte: (mapa-da-cidade.blogspot, s.d.)
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Na divisdo do Pais de acordo com o nivel 1l da Nomenclatura das Unidades Territoriais para Fins
Estatisticos (NUTS), o distrito encontra-se quase totalmente integrado na Regido Centro, sendo Vila
Nova de Foz Cba o Unico municipio que pertence a Regido Norte. Em termos de NUTS Ill, o distrito
encontra-se distribuido por 4 regides: Beira Interior Norte e Serra da Estrela, integradas na totalidade no
distrito, Dao-Lafbes e Douro, com apenas um dos seus municipios integrados nas Unidades Territoriais
respetivamente, Aguiar da Beira e Vila Nova de Foz Cba (Almeida, 2010).
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3 - Trabalho experimental

3.1 - Localizagdo dos pontos de recolha

Neste subcapitulo é feita a localizacdo dos pontos de recolha ao longo da zona urbana da cidade
da Guarda. A selecdo dos fontanarios (Figura 2) teve como critérios principais a utilizacdo frequente
pela populagéo da cidade, a proximidade entre os mesmos, a facilidade de acesso e a disponibilidade de
agua durante todo o ano. Com as recolhas periodicas efectuadas aos diferentes fontanarios, e ao longo do
ano, foi possivel observar que a populacao utiliza a 4&gua para distintas fun¢ées. Alguns usuarios utilizam
as aguas dos fontanarios para realizarem a lavagem de carros, rega de quintais, consumo de animais e
mesmo para consumo humano, apesar de muitos dos fontanarios terem avisos explicitos em que a dgua

ndo é controlada ou que é impropria para consumo.

S de Outubro

s & Viceg

Niceg viceg

Figura 2 - Localizacdo dos fontanarios. 1 — Dorna (EP); 2 — Dorna (Amores); 3 — Alameda; 4 — Alfarazes; 5 — Bairro
da Luz; 6 — Mileu; 7 — Rio Diz
Fonte: (Google maps, s.d.)
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3.2 Recolha de amostras

As amostras foram recolhidas entre outubro de 2014 e outubro de 2015, com exce¢do dos meses de
Abril e Maio de 2015, nos quais ndo foi possivel realizar a recolha e respetiva analise. Para a
oxidabilidade, os ensaios apenas foram realizados entre fevereiro de 2015 e outubro de 2015. A
amostragem foi realizada ao longo das varias estagdes do ano para se poder aferir a influéncia das
condicBes atmosféricas na qualidade fisico-quimica e microbioldgica da agua.

As amostras de todos os fontanarios foram recolhidas no mesmo dia e a sua analise executada o mais
rapidamente possivel, principalmente as analises microbioldgicas, as quais devem ser realizadas, nas
primeiras 24 horas ap6s a recolha. Na recolha as amostras eram acondicionadas em recipientes
apropriados de vidro, com capacidade de 1L, previamente lavados e esterilizados em autoclave. Os
fracos utilizados na colheita eram armazenados em arcas térmicas ao abrigo da luz solar de modo a
evitar a variacdo ou degradacdo das carateristicas das amostras aquando da recolha e para que fossem

transportadas em seguranca até ao laboratorio.
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3.3 Técnicas utilizadas

Cromatografia lénica

A cromatografia i6nica é uma variante da cromatografia liquida que utiliza resinas de troca
iGnica para separar ides atdbmicos ou moleculares com base na sua interacdo com a resina. A separagao
dos analitos € conseguida de forma isocratica (feita com um unico solvente) ou por aplicacdo de
gradiente (utiliza uma quantidade de solvente B a uma quantidade de solvente A para aumentar a forga
do eluente). A vantagem desta técnica prende-se com a simplificacdo da determinacdo simultanea de
espécies ionicas, cujas alternativas analiticas, sdo normalmente mais complexas e demoradas (Faculdade

de Ciéncias e Tecnologia - Universidade Nova de Lisboa, s.d.).

E uma técnica utilizada para a analise de ides inorganicos em varias matrizes como, por exemplo
solucdes aquosas. Permite de forma rapida e simples a determinacdo de anides, tais como, cloreto,
fluoreto, nitrito, nitrato e sulfato, ou catides como o litio, calcio, amoénia, magnésio, potassio e sodio.
Permite analisar &cidos organicos alifaticos e &cidos sulfonicos organicos, espécies bioquimicas como
hidratos de carbono (mono, dissacaridos e alguns oligossacaridos), alcoois derivados de hidratos de
carbono, aminoacidos, proteinas e outros compostos. Além das aplicagbes enunciadas € possivel
desenvolver métodos especificos para outros analitos desde que estejam dentro da gama de operagédo do
equipamento. O limite de deteccdo é da ordem dos ppm podendo-se identificar alguns analitos aniénicos

em concentracdes na ordem dos ppb.
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Espectroscopia de Absorcdo Atdbmica de Chama

A espectroscopia de absor¢do atdmica com atomizacdo por chama é uma técnica de execucgao
rapida e facil com uma sensibilidade extremamente alta (especialmente para elementos como Pb, Cd, Cu
e Cr). A amostra é atomizada na chama, através da qual atravessa a radia¢do, proveniente de uma
lampada de catodo oco, com comprimento de onda adequado a cada elemento a analisar. A quantidade
de radiacdo absorvida é uma medida quantitativa da concentracdo do elemento a ser analisado
(Faculdade de Ciéncias e Tecnologia - Universidade Nova de Lisboa, s.d.). A amostra é aspirada para a
chama, que atinge temperaturas que variam entre 2100-2300°C. Durante a combustdo, os atomos da
amostra sdo reduzidos ao estado atdbmico. Um feixe de radiacdo € emitido por uma lampada cujo catodo
é feito do elemento a ser determinado. A radiacdo ap0s atravessar a chama passa por um monocromador
e atinge o detector. Os 4tomos livres, no seu estado fundamental, absorvem radiagdo a comprimentos de
onda caracteristicos para cada elemento. A reducdo de energia da radiacdo no comprimento de onda

especifico do analitico € uma medida da quantidade desse elemento na amostra.

Espectroscopia de Absorcao Atdbmica - Camara de Grafite

A Espectroscopia de Absorcdo Atomica por Camara de Grafite € uma técnica muito sensivel que
atinge excelentes limites de deteccdo, na ordem do ppb, na determinacdo de concentracdes de metais em
amostras aquosas. A camara de grafite é um sistema atomizador eletrotérmico que pode produzir
temperaturas até aos 3000 °C. A cadmara de grafite fornece energia térmica para quebrar ligacdes
quimicas dentro da amostra e produzir &tomos no estado livre, no seu estado fundamental de energia.
Estes sdo capazes de absorver a energia da radiacdo e os atomos passam ao estado excitado. A
quantidade de energia absorvida varia em funcdo da concentracdo do analito. Como vantagens da
utilizacdo desta técnica podemos referir a maior sensibilidade e limites de deteccdo, a baixa interferéncia

espectral, e a quantidade muito reduzida de amostra.

Cada uma das técnicas de espectroscopia de absorcdo atémica, por chama ou por camara de
grafite, apresentam vantagens e inconvenientes que devem ser tidos em conta na hora de decidir, em

funcdo dos objetivos e condi¢des das amostras.
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Tabela 1 - Comparacao entre as técnicas de espectroscopia de absor¢do atomica por atomizacao por chama e camara
de grafite
fonte: (Costa, 2013)

S6 se pode aplicar em solugdes Sensibilidade cercal00 a 1000 vezes maior
E necessario um volume de amostra superior ao Permite efetuar determinac¢des com volumes de
utilizado na camara de grafite amostras muito mais pequenas (10 - 20ul)
. Permite fazer determinagGes diretamente em
Mais rapido -
amostras solidas
Boa precisao Equipamento mais dispendioso

Medicéo do pH

O pH pode ser medido através de métodos eletroquimicos em que se associam 0s potenciais
elétricos com a concentracdo do ido H*. O pH representa assim, numa escala logaritmica, a concentragédo
do H*, e indica a acidez, neutralidade ou alcalinidade de uma solucéo (Delgado, 1993). O equipamento
de medicdo € composto basicamente por um elétrodo conectado a um potenciometro, que possibilita a
conversao do valor de potencial do elétrodo em unidades de pH. O equipamento faz a conversdo do
potencial gerado (mV), entre a solucdo e o elétrodo, em valores de pH numa escala entre 0 e 14. Para
que o funcionamento seja correto, € necessario calibrar o aparelho com solucdes padrdo com valores de

pH conhecido.

Técnica de membrana filtrante

A mistura alimento-diluente ¢ filtrada através de membranas filtrantes de acetato de celulose ou
de nitrocelulose que tem porosidade suficiente para retencdo dos microrganismos presentes nessa
mistura. Em seguida as membranas sdo transferidas para a superficie de placas contendo agar ou cartbes
absorventes saturados com meio de cultura. Apds o tempo de incubacdo adequado para cada
microrganismo, faz-se a enumeracdo das colénias que surgiram na superficie das membranas (Sartorius,
2014).

Esta técnica € utilizada na analise dos varios parametros microbioldgicos mais a frente descritos,
a técnica de membrana filtrante € um método rapido e preciso para isolamento e identificacdo de

colbnias de bactérias.
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Com auxilio de bomba a vacuo, filtra-se 100 mL de amostra através de uma membrana filtrante
de porosidade estéril (varia consoante o tipo de bactéria que pretendemos detetar, podendo ser de 0,45
pum ou 0,2 pum de porosidade); de seguida remove-se a membrana do equipamento de filtracdo, com
auxilio de uma pinca e coloca-se sobre a superficie da placa contendo o meio desejado. Por fim a caixa
de Petri com o meio e a membrana leva-se a incubacdo a temperatura especifica de cada bactéria,
invertendo a placa.
Obs.: Todo o material que vai estar em contacto com a amostra e a membrana deve ser esterilizado

antes da utilizacéo, através do flamejamento.

Determinacdo da oxidabilidade

Oxidabilidade ¢ um ensaio que permite a determinacdo indireta do teor de matéria oxidavel
presente numa agua, sendo o seu resultado expresso em oxigénio consumido (mg/L O.), utilizando o
permanganato de potassio em meio acido, como agente oxidante (APDA, 2012). A oxidabilidade pode
ser determinada utilizando uma solucdo padrdo de permanganato de potassio em meio acido e apés 10
minutos de ebulicdo. Como esta reacdo quimica tem uma velocidade reduzida deve trabalhar-se a
temperaturas compreendidas entre 60 °C a 70 °C. Quando se adiciona solu¢cdo de KMnQO4 a amostra, a

matéria organica da agua vai reagir com o0 i30 MnO4 (rosa) dando origem a Mn?* (incolor).

MnO4(aq) + 8H*(aq) + 5e --> Mn?* (aq) + 4H20 (1)

Caso, ap6s aquecimento, ocorra 0 desaparecimento da cor rosea, tal significa que ainda havia
matéria organica na dgua que nao tinha reagido com o volume de solucdo de permanganato de potassio
inicialmente usado. E pois necessario adicionar um novo volume de solucdo de permanganato de
potassio até a cor rosea persistir. A existéncia de coloracdo rosea persistente permite concluir que toda a
matéria organica da agua reagiu e que existe solucdo de permanganato de potassio em excesso, que vai

ser posteriormente titulado com solucdo padrao de acido oxalico.
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3.4 Parametros analisados

3.4.1 pH

A determinacdo do pH foi feita atraves de técnicas eletroquimicas com a utilizacdo de um potenciometro
e um elétrodo sensivel ao ido H*. A sequéncia de acBes a desenvolver para se realizar a medicdo do pH

das amostras é:

. Ligar o medidor de pH (Radiometer, modelo 900).

. Introduzir o elétrodo na 12 solugdo tampdo, pH=7.

. Remover o elétrodo da 12 solucéo tampéo e limpéa-lo com agua e papel absorvente.
. Introduzir o elétrodo na 22 solucao tampao, pH=4.

. Remover o elétrodo da 22 solugdo tampé&o e limpéa-lo com agua e papel absorvente.

. Introduzir o elétrodo na amostra, estabelecido o equilibrio, fazer a leitura do pH.

~N oo oA W ON P

. Repetir o processo para as 7 amostras, entre cada amostra limpar o elétrodo com papel absorvente, e

registar o respetivo valor de pH.

3.4.2 Anides (cloretos, nitratos, brometos, sulfatos, fluoretos, nitritos, fosfatos)
Os procedimentos necessarios para a determinacdo dos anies por cromatografia é a seguinte:
1. Preparacéo das solucdes:

a) Solucdo concentrada de Carbonato sddio/hidrogenocarbonato de sddio - Colocar 28,6 g de carbonato

de sodio e 8,4 g de hidrogenocarbonato de sédio, num baldo volumétrico de 1 L. Dissolver em agua e
diluir o volume com agua. A solucdo contém 0,27 mol/L de carbonato de sodio e 0,1 mol/L de
hidrogenocarbonato de sodio. Esta solucdo é estavel durante varios meses se conservado entre 2 e 8°C
em garrafas de vidro ou polietileno.

b) Solucdo de trabalho do eluente carbonato sodio/hidrogenocarbonato de sédio - Pipeta 20 ml da

solucdo concentrada num baldo volumétrico de 2000 ml e diluir o volume com 4gua. A solucéo contém
0,0027mol/L de carbonato de sédio e 0,001 mol/L de hidrogenocarbonato de sodio.

c) Preparacdo da solucdo stock - Utilizar apenas reagentes de grau analitico reconhecido. Pesar 0s

reagentes com uma precisao de 1% da massa nominal, salvo indicacdo em contrario

11
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Na preparacdo das solucdes deve ter-se o cuidado de se utilizar &gua, em conformidade com o grau 1,
conforme definido na norma 1SO 3696, e os reagentes com qualidade PA (Hidrogeno carbonato de sodio
- NaHCO3, Carbonato de sédio - Na,COs, Hidroxido de sodio — NaOH, Hidrdxido de potassio —KOH).

d) Solucgdes padréo stock de brometos, cloreto, fluoreto, nitrato, nitrito e sulfato, de p= 1000 mg/L cada

um. Estas solugdes sdo consideradas estaveis durante varios meses. Em alternativa pode fazer-se a
preparacdo das solucBes de acordo com a Tabelal. Dissolver os sais em conformidade, ap6s um pré-

tratamento adequado.

Tabela 2 — Sais usados, massa e pré-tratamento para preparacdo da solucéo stock de cloretos, fluoretos, brometos,

nitratos, nitritos, fosfatos, e sulfatos para anélise por cromatografia idnica.

Anides Sal usado Massa (g) Pré-tratamento - secagem a (105+5°C)
Cloretos NaCl 1,6484 2h
Fluoretos NaF 2,2100 1h
Brometos NaBr 1,2877 6h
Nitratos NaNO3 1,3707 24 h
Nitritos NaNO> 1,4998 1h
Ortofosfatos KH2PO4 1,4330 1h
Sulfatos Na2SO4 1,4786 1h

e) Preparacdo dos padrbes: Em 6 baldes volumétricos de 100mL colocar em cada um deles um volume

de 10uL, 20uL, 100uL, 200uL, 500uL e 1000uL, respectivamente, de solucdo padréo de 1g/L contendo
os ides brometo, cloreto, fluoreto, nitrato, nitrito, sulfato e fosfato. Ajustar o volume de cada baldo com
agua destilada obtendo—se assim padrdes de concentracdo de 0,1mg/L, 0,2mg/L, 1mg/L, 2mg/L, 5mg/L
e 10 mg/L.

f) Apds a preparacdo dos padrdes, configurar o cromatografo e proceder a calibracdo do equipamento
(DIONEX-DX-120) através das solucdes de calibragdo preparadas previamente. Realizada a injecdo dos
padrdes e depois proceder a injecao das amostras. A identificacdo dos picos de cada anido é efetuada por
comparacgdo com os tempos de retencdo dos padrdes e a curva de calibracdo é construida atraves do

programa PeakNet que permite calcular as areas dos picos obtidos da leitura dos padroes.
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3.4.3 Catides

E qualquer espécie monoatdmica ou poli-atdmica cuja carga seja igual ou um mdltiplo da carga do
protdo. Catifo é pois um i&o com carga positiva. E formado pela perda de eletrées da camada de
valéncia de um atomo (ionizagdo). Nesta categoria enquadram-se 0s metais, os elementos alcalinos e 0s

elementos alcalino-terrosos, entre outros.

3.4.3.1 Sadio, Potéssio, Calcio e Magnésio

Produzir padrdes com agua destilada, com 1% de acido e com o volume adequado de cada elemento a
analisar através da solucdo stock de 1000upg/L e completar com agua até ao volume desejado. Para o
catido Sodio foram preparadas solu¢Ges com concentracdo de 4, 10, 20 e 30 mg/L, para 0 potassio
solugdes com concentracdo 0,5; 1; 2; 3; 6 e 10mg/L, para o célcio padrGes com concentragdo 0,5; 1; 4; 6;
10 e 20mg/L) e para 0 magnésio solu¢des padrdo de 0,2; 0,5; 1; 2 e 4 mg/L.

Para a determinacdo destes elementos foi usada a espectroscopia de absor¢cdo atomica com atomizacao
por chama. Aqui comeca-se por fazer a injecdo dos padrdes previamente preparados, como
anteriormente referido, e a partir da medicdo da absorvancia e da respectiva concentracdo determina-se a
curva de calibracdo. O mesmo procedimento é realizado para as amostras, de modo a que se determine a
absorvancia de cada uma delas e com o conhecimento da calibracdo iremos obter as concentrac@es das

respetivas amostras.

3.4.3.2 CAdmio, Chumbo, Niguel, Crémio, Aluminio e Manganés

Fazer padrGes com &gua destilada, 1% de acido e com o volume adequado a cada elemento a
analisar através da solugdo stock com concentragdo de 1000ug/L para cada elemento e completar com
agua até ao volume desejado. Padrdes de Cadmio (0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 ppb), Chumbo (1; 2,5; 5 e 10 ppb),
Niquel (5, 10, 25 e 50 ppb), Crémio (1; 2,5; 5 e 10 ppb), Aluminio (4, 10, 20 e 40 ppb) e Manganés (1;
2,5; 5 e 10 ppb). Para estes elementos repete-se 0 processo referido no ponto anterior, mas aqui
utilizamos a espectroscopia de absor¢do atdmica com atomizacdo por cadmara de grafite, pois
trabalhamos com concentragdes inferiores. O processo que nos permite determinar as concentracdes
destes elementos € idéntico ao anterior, sendo que o equipamento realiza de forma automatica a injecéo

dos padrdes e das amostras.
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3.4.4 Oxidabilidade

A oxidabilidade tem como objetivo determinar a quantidade de permanganato de potassio
consumido, em condi¢Oes de acidez e com a solugdo em ebulicdo durante 10 minutos. A oxidagao
permite obter informacdo sobre a carga organica presente numa amostra de agua uma vez que existe
uma proporcionalidade direta entre a presenca de matéria organica e o consumo do permanganato
presente em solucéo.

Para a criacdo de condigdes &cidas é usado uma solucdo de H>SOs numa proporcdo de 1:3.
Assim, adiciona-se, com precaucdo, um volume de H.SO4 concentrado (d=1.84) a 3 volumes de agua
destilada.

A solucdo de permanganato de potassio a 0,01N, prepara-se pela dissolucdo de 0,359 de
permanganato de potéssio e num baldo de diluicdo com capacidade de 1000ml, perfazendo-se com agua
destilada até a marca.

A solucdo de &cido oxalico 0,01N produz-se pela dissolugdo de uma massa de 0,6303g de acido
oxalico cristalizado em uma solucdo de 50ml de H.SOs em 900ml de agua destilada, num baldo

volumétrico de 1L. Deixa-se arrefecer e perfaz-se o volume até a marca com agua destilada.

Numa primeira fase realiza-se a titulacdo da solucdo de permanganato de potassio. Assim, mede-
se, com uma pipeta aferida, 10ml de solucéo de acido oxalico para uma capsula de porcelana e titula-se
com a solucdo de permanganato de potassio 0,01N até se obter coloracdo rosea persistente. Anota-se o
volume da solucdo de permanganato gasto na titulagdo do &cido oxalico (V).

Para a determinacdo da oxidabilidade da amostra, medem-se 100ml de &gua de ensaio para a
capsula de porcelana, adicionam-se 10ml de H.SO4 1:3 e o volume V da solucdo de permanganato gasto
na reducdo de 10ml de solucdo de &cido oxalico. O conteudo da cépsula deve manter a cor do
permanganato durante o aquecimento e 0s 10 minutos de ebulicdo. Se a cor desaparecer junta-se outro
volume V da solucéo de permanganato de potassio até que a cor permanega. Anota-se 0 nimero total de
volumes adicionados (n). Aquece-se a ebulicdo que se mantém durante 10 minutos, agitando o contetdo
da capsula com a vareta. Retira-se a chama e adiciona-se com pipeta aferida, 10ml de solugdo de acido
oxalico agitando ao mesmo tempo. O contetdo da capsula deve ficar incolor. Titula-se com a solu¢édo de

permanganato de potassio até que se obtenha a coloragdo rdsea persistente.
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A determinacdo da oxidabilidade é dada pela seguinte expressdo:
Oxidabilidade = (n-1) x V x V1/V x 8 mg O2 /dm?3
Onde V representa o volume de permanganato de potassio gasto na titulacdo de 10ml de solucéo
de &cido oxalico, em ml. V1 é volume da solucdo de permanganato de potassio gasto na titulacdo de

100ml da amostra, em ml, e n € o numero total de volumes V, de solucédo de permanganato de potassio
adicionado.

3.4.5 Parametros microbiol6gicos

3.4.5.1 Determinacao de bactérias coliformes e Escherichia Coli — Norma 1SO 9308-1:2000

O procedimento descreve um método para a pesquisa e quantificacdo de bactérias coliformes e
Escherichia Coli em 4gua para consumo humano. O método baseia-se na filtracdo atraves de membrana
filtrante com subsequente cultura num meio gelosado diferencial e calculo do nimero de organismos
alvo na amostra.

Os volumes da amostra sdo filtrados através de membrana filtrante capaz de reter as bactérias. A
membrana é colocada num meio gelosado lactosado seletivo, que é incubado a 36+2°C durante 21+3h,
apos ao que se procede a subsequente caracterizacdo bioquimica das coldnias lactose positivas tipicas,
levando a deteccdo e quantificacdo de E.Coli. Quando se pesquisa apenas E. coli, a incubacdo é
realizada a 44+0,5°C durante 21+3h.

A avaliacdo e confirmacao é realizada pela contagem das colonias caracteristicas na membrana sdo
contadas como bactérias lactose positiva. Para bactérias coliformes e E.coli é feita uma subcultura de
colonias caracteristicas, selecionadas ao acaso, para testes de confirmacao: oxidase, lactose, producédo de
indol e utilizacdo de MUG. Séo calculados o numeros de bactérias coliformes e E.coli presumivelmente

presentes em 100ml da amostra.
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Material e equipamento
e Aparelho para esterilizacdo por calor hiumido (autoclave)
e Banho de &4gua ou incubadora
e Medidor de pH
e Rampa de filtragéo
e Membranas filtrantes (47 ou 50 mm @ e 0,45um)
e Pincas de pontas arredondadas

e Lampada ultravioleta

Meios de cultura
MLSA — meio gelosado de Lauril Sulfato
e Peptona 39 g/L
e Extracto de levedura 6g/L
e Lactose 30g/l
e Vermelho de fenol 0,2g/L
e Lauril sulfato de sodio 0,2g/L
e Agarl5g/L

Flurocult-DEV caldo lactosado de peptona
e Peptona de caseina 17 g/L
e Peptona se soja 3g/L
e Lactose 30g/L
e Cloreto de sodio 5g/L
e Puarpura de bromocresol 0,02 g/L
e Triptofano 1g/L
e 4-metil-lumbeliferil-B-D-glucuronidase 0,01g/L

Meio gelosado néo seletivo
e Extracto de levedura 3g/L
e Peptona 5¢/L
e Agar 15g/L
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Procedimento

Filtram-se 100ml, ou as suas dilui¢cdes, da amostra a ser estudada através de membrana filtrante que se
coloca no respetivo meio de isolamento, certificando-se que ndo fica ar por baixo da membrana. Apos a
filtracdo coloca-se a membrana na placa contendo MSLA e incuba-se a 36+2°C durante 21+3h.
Observam-se as membranas e contam-se como bactérias lactose positiva todas as coldnias
caracteristicas, sem mencionar o tamanho, que mostrem um desenvolvimento da cor amarela no meio
por baixo da membrana. Para efetuar os testes de oxidase e indol, procede-se preferencialmente a
subcultura de todas as coldnias caracteristicas obtidas, ou de um numero representativo (pelo menos
cinco, de cada tipo), para meio gelosado ndo seletivo.

Incuba-se 0 meio gelosado ndo seletivo a 36+2°C durante 21+3h e procede-se ao teste de oxidase:
considera-se 0 aparecimento de cor azul-pdrpura escuro em 30s como teste positivo. As coldnias oxidase
negativas sao consideradas como bactérias coliformes.

Todas as coldnias oxidase negativas sdo ainda incubadas no meio de cultura DEV-Flurocult a 44+0,5°C
durante 21+3h. Observa-se a fluorescéncia sob luz UV e a producdo de indol adicionando 0,2ml a 0,3ml
de reagente Kovacs. A observacdo de fluorescéncia e/ou o desenvolvimento de cor vermelho cereja a
superficie do meio confirma a producédo de indol. Contam-se todas as colonias que sdo oxidase negativa

lactose positiva e que apresentam fluorescéncia e/ou indol positivo como E.coli.

Nota: para a E.coli e coliformes é utilizada a norma 1SO-9308-1:2000 tendo em consideracdo a
Recomendacdo IRAR N°05/2005, em que 0 processo € 0 mesmo descrito anteriormente a excecao que se
utiliza o meio “chromocult coliform agar” que nos ir facilitar a medigdo, na medida que se obtém
diretamente o valor de colonias logo apos a incubacgéo, obtendo assim col6nias roxas/rosas de coliformes

e azuladas de E.coli, ndo sendo preciso fazer a confirmagéo.

Fonte: (Abelho, 2012)
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3.4.5.2 Esporos de bactérias anaerobias sulfito-redutoras (Clostridia) - NP EN 26 461-2 1994

Numa primeira fase procede-se ao aquecimento das amostras, por um periodo de tempo suficiente para
destruir as formas vegetais e assim selecionar apenas as formas esporoladas. Filtra-se a amostra de agua
por membrana em que 0S poros apresentam uma dimensdo tal que os esporos das bactérias (0,2um)
sejam retidas no interior da membrana filtrante ou sobre ela. Coloca se a membrana filtrante sobre o
meio de cultura seletivo (agar com sulfito de ferro). Incuba-se a 37+£1°C durante 20+4h e 44+4h. Contam

se todas as coldnias negras.

Meios de cultura e reagentes

Agar com sulfito de ferro

meio base (&gar nutritivo)

Composicdo:

Extracto de carne 3g
Peptona 10g

Cloreto de sédio (NaCl) 5g
Agar 15g

Agua 1000ml

Aquece-se a vapor fluente até completa dissolugédo, ajusta-se o pH a 7,6£0,1 com uma solucdo de
hidréxido de sodio a 1M. Esteriliza-se em autoclave a 121+1°C durante 20min. Conserva-se no
frigorifico depois de solidificar.

Solucéo de sulfito de sodio (Na2SOs) - Dissolvem-se 10g de sulfito de sédio em 100ml de &gua.

Solucdo de sulfato de ferro (I1) (FeSO,) - Dissolvem—se 8g de sulfato de ferro (1) cristalizado em 100ml

de agua.
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Meio completo

Imediatamente antes da sementeira, funde—se o0 meio base, e por cada 18ml adiciona-se 1ml de solucéo
de sulfito de sddio e 5 gotas de solugdo de sulfato de ferro (11). Adiciona-se 1ml da solugéo de sulfito de
sodio e 5 gotas da solugdo de sulfato de ferro aos tubos com agar, imediatamente antes da sementeira.

Aparelhos e utensilios
= Balbes e frascos de vidro (balGes de Erlenmeyer, balGes de fundo redondo ou frascos conicos) de
2L de capacidade.
= Tubos de ensaio
= Pipetas graduadas, de 10ml, graduada em divisdes de 0,1ml
= Pipetas volumétricas de 10ml
= Frascosde 1L
= Autoclave
= Banho de 4gua
= Rampa de filtragdo
= Membranas filtrantes esterilizadas, de poro 0,2um
= Estufa de incubagéo

= Placas de petri

Na realizacdo do procedimento analitico, deve-se aquecer a amostra num banho de agua a 75+5°C
durante 15 min a partir do momento em que a temperatura foi atingida. Em seguida, filtram-se 100ml da
amostra, e remove-se a membrana filtrante com pinca esterilizada e coloca-se na placa de Petri com a
face superior virada para baixo, tendo o cuidado de ndo deixar bolhas de ar sob o filtro. Espalham-se
sobre a membrana 18ml de meio cultura completo, liquefeito e arrefecido a cerca de 50°C, imobilizando-
a com pincas esterilizadas. Incuba-se as placas em anaerobiose, a 37+1°C durante 20+4h e 44+4h.

Apos o periodo de incubacdo, de 20+4h a 44+4h, contam-se todas as coldnias negras .

Fonte: (Abelho, 2012)
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3.4.5.3 Detecdo e enumeracao de Enterococos intestinais — 1SO 7889-2

A enumeragédo dos enterococos intestinais é baseada na técnica das membranas filtrantes através da
passagem de um volume especifico de amostra de dgua através da membrana com porosidade (0,45um),
capaz de reter a bactéria. Apos a filtracdo, o filtro é colocado num meio que contendo azida de sodio,
capaz de suprimir o crescimento das bactérias gram-negativas e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio, um
composto incolor que se reduz, com formacéo de cor vermelha, pela acdo dos enterococos intestinais. As
coldnias tipicas crescem, com uma cor vermelha, castanha ou cor de rosa, no centro da coldnia ou em
toda. Caso se formem colonias tipicas, a confirmacdo é realizada por transferéncia da membrana para
meio sélido de bilis esculina azida agar, previamente aquecido a 44°C. Neste meio 0s enterococos
intestinais hidrolisam a esculina em 2 horas produzindo 6,7- dihidroxicumarina que se combina com 0s

iGes ferro para formar um composto de cor castanha ou negra que se difunde pelo meio.

Equipamento

Rampa de filtracdo

Membrana filtrante esterilizada, com porosidade de 0,45um.
Incubadora

Autoclave

Pincas esterilizadas

Meios de cultura e reagentes
Meio Slanetz e Bartley

Triptose 20g

Extracto de levedura 5 g

Glucose 2 g

Hidrogenosulfato de potassio (K2HPO4) 4 g

Azida de sodio (NaN3) 0,4 g

Agar8al8g

Agua destilada: 1000 mL

Dissolver os ingredientes em fervedura, e depois deixar arrefecer até 50-60°C.
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Solucdo TTC - Dissolver 1 g de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) num pequeno volume de agua,

perfazer até 100 mL, esterilizar através de filtracdo em membrana de 0.2 pm;

Meio completo - Juntar 10 mL da solugdo TTC a 1000 mL do meio base arrefecido a 50-60°C, repartir

por caixas de Petri (cerca de 20 mL/caixa); guardar no frio e no escuro e utilizar no prazo maximo de 15

dias.

Meio bilis-esculina-azida agar

Triptona 17 g

Peptona 3 g

Extracto de levedura 5 g

Bilis desidratada 10 g

Cloreto de sédio 5 g

Esculinalg

Citrato de ferro (I11) e amoénia 0,5 g
Azida de sodio (NaN3) 0,15 g
Agar 8 a 18¢

Agua: 1000ml

Dissolver os ingredientes e esterilizar durante 15 minutos a 121+3°C. Arrefecer até 50-60°C e colocar
em caixas de Petri um volume suficiente para que o meio tenha entre 3 a 5 mm de altura. Colocar na

posicdo horizontal. Conservar no frio pelo prazo méximo de duas semanas.

Filtracdo e incubacdo: Filtrar um volume de agua da amostra, colocar a membrana filtrante no meio de
Slanetz and Bartley e incubar as placas a 36£2°C durante 44h+4h. Apos a incubacdo, Examinar as
membranas e contar todas as col6nias que apresentem uma coloracdo vermelha, castanha ou rosa, no
centro ou em toda a colodnia. Se existirem colonias tipicas, colocar a membrana numa caixa de Petri com
meio bilis esculina-azida agar, previamente aquecida a 44°C e colocar a incubar a 44+0,5°C durante 2 h.
Considerar como resultado positivo todas as colonias que apresentem, no meio circundante, uma
coloracdo castanha ou negra e conta-las como enterococos intestinais

Fonte: (Abelho, 2012)
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3.4.5.4 Quantificacdo Estafilococos NP 4343 1998

A quantificacdo de estafilococos € realizada através da filtracdo de um dado volume da amostra ou das

suas diluicdes, atraves de membrana filtrante de porosidade 0,45um e @ 47mm. A membrana é colocada
em meio de cultura seletivo. Incuba-se a 37+1°C durante 48+4h. Observam-se as coldnias desenvolvidas
a superficie da membrana e regista-se a contagem dos varios tipos de coldnias suspeitas. Repicam-se trés
coldnias de cada tipo, para meio de cultura ndo seletivo, incuba-se a 37+1°C durante 24+4h e procede-se

ao seu estudo morfologico e bioquimico.

Aparelhos e utensilios
Aparelho para esterilizacdo por calor seco (estufa) e pelo calor himido (autoclave)
Estufas de incubacéo

Tubos de ensaio

Meios de cultura

Meio Seletivo de isolamento - Gelose salina de manitol de Chapman (proteose de peptona 10g; extracto
de carne 1g; cloreto de s6dio 75g; manitol 0,3g; vermelho de fenol 0,2g; agar 15g; agua 1000ml).

Na preparacdo do meio de cultura, dissolve-se no meio completo desidratado 0s seus componentes em
1000 ml de agua destilada. Aquece-se a ebulicdo até se dissolver completamente. Ajusta-se, se
necessario, o pH de modo a que depois da esterilizacdo, em autoclave a 121+1°C durante 15min, o meio
apresente um valor de 7,4+0,1 a 25°C.

Meio ndo seletivo de isolamento — meio nutritivo gelosado, composto por extracto de carne 1g; extracto
de levedura 2g; peptona 5g; cloreto de sodio 5g; agar 15g; agua 1000ml. Dissolve-se 0 meio completo,
ou 0s seus componentes, em 1000ml de &gua destilada. Aquece-se a ebulicdo até se dissolver
completamente. Ajusta-se, se necessario, 0 pH de modo a que depois da esterilizacdo, em autoclave a
121+1°C durante 15min, este seja de 7,4+0,2 a 25°C.

Meio semi-solido de carne e levedura, com a seguinte composicdo: triptona 10g; extracto de carne 3g,
extracto de levedura 6g; glucose 2g; cloreto de sodio 5g; hidrocloreto de cisteina 0,3g; agar 69; agua
1000ml. Na preparacéo dissolve-se 0 meio completo desidratado, ou 0s seus constituintes, em 1000ml de
agua destilada. Aquece-se a ebulicdo, agitando sempre até se dissolver completamente. Ajusta-se, se
necessario, 0 pH de modo a que apo6s a esterilizacdo o valor seja igual a 7,2+0,2 a 25°C. Distribui-se 7

ml de meio em tubos de ensaio (8mm x 180mm).
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Reagentes
Peroxido de hidrogénio (solucdo aquosa de peroxido de hidrogénio a 30g/L)

Reagente de coagulase (plasma de coelho com EDTA)

Técnica
Filtra-se o volume de agua escolhido ou as suas diluicdes por membrana filtrante de porosidade 0,45um
e 47mm@. Coloca se a membrana na placa de Petri com o meio seletivo de isolamento. Incuba-se as

placas em posicao invertida a 37°C + 1°C durante 48hx4h.

Identificacéo

1° Observam-se as coldnias caracteristicas desenvolvidas a superficie da membrana, no meio seletivo de
isolamento, isto &, as colonias amarelas ou brancas, envolvidas ou ndo por halo amarelo, eliminando-se
as coldnias grandes mucosas, que correspondem a bactérias do género Bacillus.

2° Contam-se as coldnias suspeitas agrupando-se pelo seu aspeto, faz-se um isolamento de 3 colonias de
cada tipo, em meio ndo seletivo. Incubam-se a 37°C + 1°C durante 24hx4h. Efetua-se a coloracdo de
Gram. Observam-se a morfologia das colonias apds coloragdo de Gram. A partir das colonias que sejam
cocos Gram positivos realizam-se 0s seguintes testes bioquimicos: - Pesquisa da catalase; -

Determinacéo do tipo respiratorio; - pesquisa de coagulase.

Pesquisa de catalase: coloca-se uma gota de solucdo de perdxido de hidrogénio sobre uma lamina. Com
uma vareta de vidro ou plastico, colhe-se uma colénia e pGe-se em contacto com o reagente. As bactérias
produtoras de catalase cindem o peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua. A formacéo de bolhas de
oxigénio indica a presenca de colonias catdlase positiva.

Determinacdo do tipo respiratorio: regenera-se 0 meio semi-solido de carne e levedura previamente
distribuido em tubos durante 15min. Mantém-se os tubos a 45°C +1°C. A partir de uma colonia isolada,
inocula-se, com uma pipeta de Pasteur fechada, toda a altura do meio, com movimento helicoidal, de
baixo pra cima. Da mesma forma podera inocular-se, uma suspensdo duma colonia isolada, com pipeta
de Pasteur aberta, sem esgotar todo o seu contetdo, solidifica-se imediatamente o meio, mergulhando os
tubos em &gua fria. Incuba-se a 37+1°C durante 24+4h. Como os estafilococos s@o bactérias aerobias e
anaerdbias facultativas verifica-se crescimento em todo o meio.

Pesquisa de coagulase: Transferem-se as colonias estafilococos para tubos pequenos contendo plasma e

incubam-se a 37+1°C. A leitura é feita apds 4h e 24h de incubacéo.
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Expressao de resultados

Por convengdo cada colonia tem origem num s6 microrganismo. Exprimem-se os resultados obtidos em
namero de coldnias de estafilococos produtores de coagulase e estafilococos de coagulase por 100ml.
Deve obter-se este resultado pela contagem sobre uma membrana que possua de preferéncia menos de

100 colonias caracteristicas aplicando-se a seguinte formula:

N =((nx100)/v) X f

N- Numero de estafilococos em 100ml da amostra
n — numero de coldnias identificadas como estafilococos
f — taxa de diluicdo

v- diluicdo de amostra filtrada ou da sua diluicdo

Fonte: (Abelho, 2012)

3.4.5.5 Enumeracdo de microrganismos cultivaveis: contagem de colénias por sementeira em meio

extrato de levedura agar — 1SO 6222

A inoculagdo é realizada atraves da mistura, em meio de cultura especifico em placas de petri, 0s
volumes das amostras ou as suas dilui¢cdes. A incubacdo de um conjunto de placas a 36°C durante 44 h, e
outra conjunto a 22°C durante 68h. O calculo do numero de unidades de formacdo de coldnias por

mililitro (ml) da amostra a partir de nimero de col6nias formadas no meio de cultura.

Equipamento

Equipamento de esterelizacdo (autoclave)
Incubadora

Caixas de Petri

Banho de agua

Equipamento de contagem de colonias
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Meios de cultura e reagentes
Agar extrato de levedura’
Triptona 6.0 g/L

Extracto de levedura 3.0 g/L
Agar 15.0 g/L

Agua destilada 1000ml

Adicionar os componentes, ou 0 meio completo desidratado a 4gua e dissolver por aguecimento. Ajustar
0 pH, se necessario, de modo que apos a esterilizacdo este seja de 7,2+0,2 a 25°C. Distribuir volumes de
15 ml a 20 ml, em tubos, garrafas ou outros recipientes. para 0 armazenamento em volumes maiores, use
recipientes com capacidade até 500ml. Esterilizar em autoclave a 121+3° C durante 15+1 minutos.

Para uso, fundir o meio, deixar arrefecer e manter a temperatura a 45+1°C usando um banho de &gua
termostatizado. Recomenda-se armazenar o0 meio ndo mais do que 4 horas a 45 ° C, depois disso deve
ser descartado.

Para a incubacdo deve-se inverter as placas e incubar um conjunto a 36x2°C durante 44+4h e outro
conjunto a 22+2°C durante 68+4h. Examinar as placas assim que séo retirados da incubadora, se isso ndo
for possivel, armazena-los a 5+3°C e examina-las no prazo de 48h. Rejeitar qualquer placa com um
crescimento confluente.

Para cada temperatura de incubacdo, contar as colonias presentes em cada placa e calcular a estimativa
do namero de unidades formadoras de col6nias presente em 1 ml de amostra.

Fonte: (Abelho, 2012)
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4. Resultados

4.1. Precipitacédo e Temperatura

A precipitacdo e a temperatura sdo dois fatores meteoroldgicos que podem interferir com as
carateristicas fisico-quimicas e microbioldgicas da agua superficial, sub-superficial e subterranea,
podendo assim condicionar a qualidade da mesma. Tendo em consideragédo esse facto apresenta-se
na Figura 3 e Figura 4 o registo de precipitacdo e da temperatura média (minima e maxima),
respetivamente, durante os meses em que foi realizada a recolha de amostras nos fontanarios.

Relativamente a precipitacdo, podemos observar, tal como seria de esperar, que a precipitacao é
maior durante os meses de outono e inverno, especialmente entre 0s meses de setembro e de
dezembro. Pelo contrario, durante a primavera e 0 verdo, a precipitacdo apresenta os valores mais
baixos, especialmente em julho e agosto.

Precipitagdo média em mm

300
250

200

{mm)
e
(=]

100

50

0
Outubro Novembro Dezembro Janeiro de Fevereiro Marcode Abrilde Maiode Junhode Julhode Agostode Setembro Outubro
de 2014 de2014 de 2014 2015 de 2015 2015 2015 2015 2015 2015 2015 de 2015  de 2015

Figura 3 - Variagdo da precipitacdo média (mm) na Guarda, de outubro de 2014 a outubro de 2015
Fonte: (IPMA, s.d.)
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A precipitacdo tem uma influéncia direta no caudal dos fontandrios, com um aumento
significativo durantes os meses de maior precipitacdo e uma diminui¢do, por vezes acentuada,
durante os meses mais secos. Este facto pode também influenciar a qualidade da agua, ndo apenas
pelo efeito diluicdo durante os meses de maior precipitacdo e o efeito de concentragdo durante 0s
meses mais secos, mas também pelo efeito de arrastamento que pode ocorrer nos meses de maior
precipitacao.

Relativamente a variacdo da temperatura média minima e maxima, registam-se temperaturas
mais elevadas durante os meses de verdo, especialmente em julho e agosto e temperaturas mais
baixas durante 0os meses inverno, em especial entre dezembro e fevereiro, tal como seria de esperar.
O parametro temperatura tem influéncia ndo apenas nas taxas de atividade bioldgicas, com a
consequente alteracdo da qualidade microbiologica das massas de &guas, mas também sobre a
cinética quimica e consequentemente na qualidade fisico-quimicas das mesmas.

Temperatura

35

30

== Temperatura média minima

Temperatura média méxima

Figura 4 - Variagdo da temperatura media minima e maxima (°C) na Guarda, de outubro de 2014 e outubro de 2015
Fonte: (IPMA, s.d.)
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4.2. pH

Como se pode observar pela Figura 5, a variagdo do parametro pH apresenta ao longo do tempo
uma evolucdo semelhante. As amostras recolhidas no fontanério do Mileu séo as que apresentam um pH
mais elevado, variando entre 5,5 e 6,4. As restantes amostras apresentam valores préximos, com
variacdes ao longo do tempo também elas semelhantes. Em termos médios o pH da agua nos diferentes
fontanarios varia entre 0s 5,2 e 0s 6,1, 0s quais sao tipicos para esta zona do pais. As amostras recolhidas
no Bairro da Luz, Rio Diz, Alfarazes, e Alameda sdo aquelas que apresentam valores mais proximos
entre si, bem como uma variacdo ao longo do periodo de monitorizagdo muito semelhante.

Tendo em consideragdo o DL n° 243/2001, nenhuma dos fontanarios cumpre os valores

regulamentados uma vez que o pH da agua para consumo humano devem situar-se entre 6,5 e 9.
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Figura 5 - Variacéo do pH, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para os fontanérios Dorna (EP e Amores),

Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
O DL n° 243/2001 Anexo I Parte C tem uma nota em que diz o seguinte “Nota 3. — Para a agua
sem gas contida em garrafas ou outros recipientes, o valor minimo do pH pode ser reduzido para 4,5
unidades. Para a agua, em garrafas ou outros recipientes, naturalmente rica ou artificialmente
enriquecida em didxido de carbono, o valor minimo pode ser mais baixo”. Esta afirmagao explica-nos o
porqué de encontrar nas aguas de garrafa valores diferentes para o valor legislado de ph para aguas de
consumo. (MAQT, 2001)
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4.3. Organismos viaveis a 22 e 37°C

Este parametro tem pouco significado como indicador de poluigdo fecal, contudo é um indicador
que permite controlar a variacdo quantitativa de organismos presentes, servindo a temperatura como
fator seletivo entre organismos mesofilos (22°C) e os que apresentam maior resisténcia a temperaturas
mais elevadas, os termdfilos (37°C). A presenca de um maior nimero de col6nias é contudo um
indicador da presenca de uma maior concentracdo de matéria organica biodegradavel. A maior presenca
de organismos viaveis a 22°C ¢ um indicador das caracteristicas naturais da massa de agua e nao
propriamente um indicador de existéncia de contaminacdo de origem fecal, mas a sua varia¢do ao longo
do tempo permite determinar se existem alteracOes das condicdes do meio natural que merecam a
atencdo por parte das entidades sanitarias.

Dos resultados indicados na Figura 6, fica evidente que os fontandrios Mileu e Rio Diz se
destacam como aqueles que apresentam de forma sistematica, contagens superiores ao limite legal
imposto para este parametro (100 ufc/ml) (ufc - unidades de formacgdo de coldnias). Os restantes
fontanarios apresentam valores médios muito inferiores ao limite legal, embora existam, pontualmente,
amostras com valores que ultrapassam o limite legal de 100 ufc/ml. Pode-se ainda verificar que existe,
para este pardmetro, um comportamento muito proximo entre a agua do fontanario de Alfarazes e do
Bairro da Luz e também entre o fontanario da Dorna (EP) e Dorna (Amores).

E possivel ainda verificar que os resultados ndo apresentam uma tendéncia definida ao longo do
espaco temporal em que se realizou a monitorizacdo, o que também parece indicar que nédo existe uma

influéncia significativa da precipitacdo e da temperatura na qualidade microbiol6gica destas aguas.
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Figura 6 - Variacdo da contagem de organismos viaveis a 22 e 37°C, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para 0s
fontanarios Dorna (EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.

Os organismos viaveis a 37°C é um indicador geral da integridade da agua e da sua potencial
contaminacdo com origem animal. Tal como referido anteriormente, a evolugdo deste parametro podera
dar informagdes importantes sobre a integridade da massa de agua.

Dos resultados indicados na Figura 6, fica evidente que os fontanarios Mileu e Rio Diz se
destacam, pela negativa, relativamente aos restantes pontos de recolha. Em termos médios, nestes dois
pontos, 0 nimero de organismos vidveis a 37°C é superior a 100 ufc/ml. Os restantes fontanarios
apresentam valores médios inferiores a 20 ucf/ml que é o limite legal imposto no DL n°® 243/2001.
Contudo, apenas nos fontanarios com a designacdo Dorna (EP), Dorna (Amores), Alameda, e Alfarazes
se obtiveram, ao longo de todo o periodo de monitorizagdo, valores inferiores ao limite legal
anteriormente referido.

Os resultados obtidos ndo apresentam qualquer tendéncia definida ao longo do espago temporal
em que se realizou a monitorizagdo, o que parece indicar que ndo existe uma influéncia significativa da

precipitacdo e da temperatura na qualidade microbiol6gica destas aguas.
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4.4. Clostridios sulfito-redutores

Dos organismos anaerobios, esporolados, e redutores de sulfitos, os Clostridios sulfito-redutores
séo considerados como indicadores de poluigédo fecal. As formas esporoladas sdo muito mais resistentes
do que as formas vegetativas, permitindo que este indicador seja capaz de identificar episodios de
contaminacdo de origem mais remota. Dos resultados indicados na Figura 7, é de salientar que, face aos
resultados obtidos, podemos agrupar os fontanarios em 3 grupos distintos. O fontanario do Mileu e do
Rio Diz como aqueles que apresentam piores caracteristicas, depois o Bairro da Luz e Alfarazes, e um
terceiro grupo constituido pelos fontanarios Dorna (EP), Dorna (Amores) e Alameda com uma qualidade
significativamente melhor. De referir que todos os fontanarios, com excecdo do fontanario da Alameda,
apresentaram em pelo menos uma ocasido amostras com valores superiores ao valor limite imposto pela
legislacdo (0 ufc/100ml). Ao contrario do referido anteriormente, é de realcar que os resultados parecem
evidenciar uma tendéncia de aumento do nimero de unidades formadoras de col6nias com o aumento da
temperatura e com a diminuicdo da precipitacdo, ja que os valores mais elevados s&o obtidos durantes o0s

meses mais quentes e com menor precipitagéo.
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Figura 7 - Variagdo da contagem de Clostridios sulfito-redutores, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para o0s
fontanarios Dorna (EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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4.5. Coliformes e E. coli

A presenca de bactérias Coliformes e de E. Coli sdo um dos indicadores de contaminacéo de
origem fecal mais importantes. Dos resultados indicados na Figura 8, é de salientar que, face aos
resultados obtidos, podemos agrupar os fontanarios em 2 grandes grupos. O fontanario do Mileu, Rio
Diz, e Bairro da Luz como aqueles que apresentam piores caracteristicas microbioldgicas, o outro grupo
de fontanarios com Alfarazes, Alameda, Dorna (EP), Dorna (Amores) com uma qualidade
significativamente melhor. De referir que todos os fontanérios apresentaram em pelo menos uma ocasido
amostras com valores superiores ao valor limite imposto pela legislacdo (0 ufc/100ml). As aguas dos
fontanarios da Dorna (EP) e da Alameda apresentam um comportamento ao longo do periodo de
monitoriza¢do um comportamento muito semelhante. E de realcar que os resultados parecem evidenciar,
tal como anteriormente, uma tendéncia de aumento do nimero de unidades formadoras de colénias com
0 aumento da temperatura e com a diminuicdo da precipitacdo, j& que os valores mais elevados sdo

obtidos durantes 0s meses mais quentes e com menor precipitacéo.

Coliformes EColi

b 0 5 0 5 G 9 9 ¢ 9 V) M b M 0) ) 0 4 0) ) 0 )
B A I A A S A A S P AN T T ST N SR T O

s

Iy & &
v A ¥ At A et X A A o v ¥ ¥ i A ¥ A A ¥ o A¥ M ¥ v
P A N A Y Y N A A I N N AN SN Y A AN
3 b 1 A A A ¥ I

B Doma (Ep) MDoma(Amores) MAlameda  Alfarazes WBairodaluz ®Mileu WRioDiz MDoma (Ep) WDorna[Amores) MAlameda ~ Alfarazes MBaimodaluz EMileu MRioDiz

Figura 8 - Variagdo da contagem de Coliformes e E. coli, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para os fontanarios

Dorna (EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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Os resultados obtidos para a E. coli, permitem verificar que os fontanarios do Mileu e do Rio Diz
sdo aqueles que piores caracteristicas evidenciam relativamente ao pardmetro microbioldgico em
questdo, a semelhanca do que ja anteriormente se verificava. Por outro lado, os fontanarios de Alfarazes,
Alameda, Dorna (Amores e EP), e Bairro da Luz s&o os que apresentam uma melhor qualidade. Especial
referéncia merecem os fontanarios de Alfarazes e da Alameda que em todo o periodo de tempo em que
foi realizada a monitorizagdo cumpriram os critérios de qualidade relativo ao pardmetro E. Coli (0
ufc/100ml).
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4.6. Estafilococos

Os estafilococos fazem parte do microbiota usual do corpo humano, nomeadamente a espécie S.
Aureus. Na epiderme, entre outras bactérias, encontra-se o S. Epidermis, embora o S. Aureus também se
possa encontrar. No estbmago, podem estar presentes diversas espécies do género Staphylococcus spp.,
também no intestino grosso podem encontrar-se bactérias muito diversas de estafilococos.

Os resultados obtidos (Figura 9), permitem verificar que, tal como em analises anteriormente
discutidas, os fontanarios do Mileu e do Rio Diz sdo aqueles que piores caracteristicas evidenciam
relativamente ao parametro Estafilococos. Por outro lado, e também como anteriormente verificado, 0s
fontanarios de Alfarazes, Alameda, Dorna (Amores e EP), e Bairro da Luz sdo 0s que apresentam uma
melhor qualidade. Contudo, em nenhum dos casos houve o cumprimento integral da condicdo limite
imposta no DL n° 243/2001 e que era de 0 ufc/100ml. Pode-se também constatar que a maior
contaminagdo ocorre durante os meses mais frios e chuvosos e ndo tanto nos meses mais quentes e com

menor precipitacdo.
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Figura 9 - Variacdo da contagem de Estafilococos, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para os fontanarios Dorna

(EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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4.7. Enterecocos

Os enterococos sdo bactérias Gram positivas, comensais do aparelho digestivo que podem
utilizar a via hidrica como forma de transmissdo. Os resultados obtidos (Figura 10), permitem verificar a
mesma tendéncia ja referida nos anteriores casos, isto é, as aguas dos fontanarios do Mileu e do Rio Diz
com uma qualidade microbioldgica significativamente pior do que a registada para 0s restantes
fontanarios. No caso dos enterococos, e tal como ja tinha ocorrido para os Estafilococos, em nenhum dos
casos houve o cumprimento integral da condicdo limite imposta no DL n° 243/2001 e que era de O
ufc/100ml. A monitorizagdo ao longo do tempo também permite concluir que ndo existe uma relacéo
direta evidente entre os fendmenos meteoroldgicos, como a precipitacdo e a temperatura, e a

contaminacdo das aguas por enterococos.
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Figura 10 - Variacio da contagem de Enterococos, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para os fontanarios Dorna
(EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.

36



Relatério de Projeto Ambiental Avaliagdao da qualidade da 4agua de chafarizes na cidade da Guarda

4.8. Metais alcalinos e alcalino-terrosos

A andlise dos resultados obtidos para os metais alcalinos e alcalino-terrosos (Figura 11),
nomeadamente sddio, potassio, calcio e magnesio permite verificar que a variagdo da concentragdo ao
longo do periodo de monitorizacdo segue a mesma tendéncia em todos os fontanarios. As concentragdes
méaximas para os 4 catides analisados, para a maioria dos fontanarios, ocorre durante 0os meses de
fevereiro e de marco, enquanto que as concentragdes minimas ocorrem de forma mais aleatdria ao longo
do ano, mas com especial incidéncia nos meses de julho, agosto e setembro.

Relativamente as concentragfes dos metais alcalinos e acalino-terrosos, podemos observar que
ndo existem concentracdes especialmente elevadas para o esperado em aguas subterraneas ou sub-
superficiais. Assim, verifica-se que a concentracdo maxima encontrada para o sodio foi de 33,0 mg/l
(Mileu) e a concentracdo minima foi de 7,2 mg/L (Alfarazes). A concentracdo de potassio variou entre
14,8 e 1,1 mg/L (Bairro da Luz e Alfarazes, respetivamente). Para o calcio a concentragdo variou entre
31,7 e 3,9 mg/L (Dorna EP e Rio Diz, respetivamente), enquanto que para 0 magnésio a variacdo foi
entre 5,0 e 1,6 mg/L (Mileu). Apesar de alguns destes iGes ndo constarem, atualmente, dos critérios de
avaliacdo da qualidade da agua para consumo humano, a verdade € que nenhum ultrapassa os critérios
de qualidade existente em legislacdo anterior (Decreto-Lei n.o 236/98 de 1 de Agosto), estes elementos
foram retirados dos critérios de avaliacdo pois ndo apresentavam nem concentragdes nem presenga nas

aguas com relevo para que os seus valores fossem legislados.
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Figura 11 - Variacdo da concentracdo de sédio, potassio, magnésio e célcio, de outubro de 2014 a outubro de 2015

para os fontanarios Dorna (EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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4.9 Metais de transicao

Os resultados obtidos para os metais de transi¢do (Figura 12), nomeadamente cromio, niquel,
cadmio, e manganésio permitem verificar que a variagdo da concentracdo de cada um deles, ao longo do
periodo de monitorizacéo, segue a mesma tendéncia em todos os fontanérios. E de salientar na evolugio
temporal das concentracfes para o cromio, a maior semelhanca entre as dguas dos fontanarios do Rio
Diz, Mileu e Bairro da Luz, enquanto que € possivel constatar uma semelhanca para um segundo grupo
constituido pelas aguas dos fontanarios de Alfarazes, Alameda e Dorna (EP e Amores). De acordo com
o DL 243/2001, a concentragdo limite para o crdmio numa agua de consumo ¢ de 50 pg/L, o que
significa que em 14 de julho as aguas dos fontanarios do Mileu e do Bairro da Luz ndo cumpriram esse
critério. Contudo, podemaos referir que todas as aguas dos fontanarios apresentam valores médios muito
inferiores ao limite legal, com médias entre 4,5 ¢ 11,3 ug/L e valores maximos de 77 ug/L (Bairro da
Luz) e valores minimos de 1 pg/L. (Alameda, Dorna EP e Bairro da Luz). Os valores mais elevados
situam-se entre 0os meses de maio e julho, enquanto que os valores mais baixos se encontram entre 0s
meses de setembro a janeiro.

Para o niquel, podemos constatar que com excecdo das aguas dos fontanarios da Dorna
(Amores), Alameda, e Alfarazes, as restantes aguas dos fontanarios analisados apresentam pontualmente
concentragOes superiores ao limite legal (20 pg/L), nomeadamente nos meses de novembro, dezembro, e
junho. Contudo, em termos médios, a concentracdo de niquel na 4gua, em todos os fontanarios, € muito
inferior ao limite legal (entre 5,4 e 8,4 ng/L). A concentracdo méxima detectada no periodo de
monitorizagdo foi de 24,9 ug/L (Rio Diz) e a minima foi de 0,3 pg/L (Alameda).

Relativamente ao elemento cadmio, as aguas dos fontanarios ndo apresentam concentragdes
superiores a legislacdo (5ug/L). Tal como verificado nos casos anteriores, ao longo do periodo de
monitorizacdo, verifica-se que a variacdo da concentracdo para o cddmio segue a mesma tendéncia em
todos os fontanarios. Os valores médios obtidos no periodo de monitorizacdo variam entre 0,3 e 0,7
pg/L, com a determinagdo de uma concentragdo maxima de 2,2 ug/L (Mileu) e uma concentragdo
minima inferior a 0,1 pg/L (Mileu e Alfarazes).

Os resultados obtidos para o manganésio permitem verificar que a variagdo da concentracdo
durante o periodo de monitorizacdo é muito semelhante entre as aguas do fontanario da Dorna (Amores)
e do Mileu, mas substancialmente diferente dos restantes fontanarios analisados, que entre eles
evidenciam um comportamento analogo. E também de referir que, com excecdo das aguas dos

fontanarios da Dorna (Amores) e Mileu, todas as aguas dos restantes fontanarios possuem pelo menos
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uma analise em que a concentracdo determinada é superior ao valor maximo legislado (50ug/L). Em
evidéncia esta a agua do fontanario da Dorna (EP) que em 13 amostras efetuadas, 10 evidenciaram
valores superiores ao permitido legalmente. Os valores mais elevados foram registados durante o0 més de
mar¢o para a generalidade das aguas dos fontanarios em estudo. Em termos médios, as concentragdes
variam entre os 68,9 pg/L na Dorna (EP) e os 6,1 pg/L no Mileu. O valor mais elevado registado foi de
253 pg/L no Bairro da Luz e o mais baixo foi de 0,5 pg/L no Mileu.
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Figura 12 - Variacao da concentracao de crémio, niquel, cAdmio e manganésio, de outubro de 2014 a outubro de 2015
para os fontanarios Dorna (EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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4.10. Outros metais

Os resultados obtidos para os outros metais da tabela peridédica, nomeadamente chumbo e aluminio
(Figura 14) permitem verificar que a variagdo da concentracdo de cada um deles, ao longo da
monitorizagdo, segue a mesma tendéncia em todos os fontanarios. Quanto ao chumbo podemos verificar
gue em apenas um caso se verifica uma concentracdo superior ao limite legal (10 pg/L) no fontanario
Dorna (EP) em 14 de julho de 2015. No entanto, é de destacar que as medias obtidas para cada um dos
fontanérias durante a monitorizacdo, é muito inferior ao limite legal. Assim, a média varia entre 1,4 e 2,9
Mg/L, com concentracdo maxima de 13,4 pg/L registada no fontanario Dorna (EP) e a concentragdo
minima inferior a 0,1 pg/L no fontanario Rio Diz. A evolugdo das concentracfes de chumbo ao longo do
periodo de monitorizacdo mostra que, de uma forma geral, as concentracfes sdo mais elevadas durante
os meses de junho, julho e agosto e mais baixas durante os meses de novembro, dezembro e janeiro. E
também evidente a semelhanca de comportamento entre os diferentes fontanarios no que se refere a

evolucdo das concentraces de chumbo ao longo do periodo de monitorizagéo.
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Figura 13 - Variacao da concentracao de chumbo, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para os fontanarios Dorna

(EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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O aluminio encontra-se na agua dos varios fontandrios em concentragdes muito elevadas, sendo que na
maioria dos casos as concentracdes determinadas em cada uma dos fontanarios ultrapassa de forma
significativa o limite legal imposto pelo DL 243/2001 que é de 200 pg/L. Este facto fica perfeitamente
evidente quando o valor médio da concentragdo nos diferentes fontanarios monitorizados oscila entre
428 e 2657 pg/L. A concentracdo mais baixa de aluminio detectada no periodo de monitorizagdo foi de
18,3 pg/L na agua do fontanério Dorna (Amores), em fevereiro de 2015, e a concentracdo mais elevada
foi encontrada na agua do fontanario do Mileu, em margo de 2015, com 30181 pg/L. Dado que este
altimo valor é muito elevado, quando comparado com as concentracfes encontradas nas aguas dos
outros fontanarios, e do préprio fontanario do Mileu, ndo € de excluir que este resultado pode estar
afetado de um erro analitico substancial. Relativamente a evolucdo temporal da concentracdo de
aluminio verifica-se que as aguas dos diferentes fontanarios analisados revelam comportamentos muito

semelhantes.
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Figura 14 - Variacao da concentracdo de aluminio, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para os fontanarios Dorna

(EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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4.11. Halogéneos

No que diz respeito a concentracdo dos halogéneos determinados nas aguas dos fontanarios,
fluoretos e cloretos (Figura 15), de outubro de 2014 a outubro de 2015, é de salientar que em nenhuma
das situacGes os limites legais impostos sdo ultrapassados (1,5 e 250 mg/L, respetivamente). Os valores
médios para os fluoretos variam entre 0,1 e os 0,2 mg/L, com maximos de 0,6 registado em 4
fontanarios (Dorna EP, Dorna Amores, Alameda e Alfarazes) e minimos inferiores a 0,1 mg/L em 3
fontanarios (Dorna EP, Dorna Amores, e Alameda). A variacdo da concentracdo dos fluoretos no
periodo de monitorizagdo ndo segue de forma muito clara uma tendéncia, embora as concentragdes mais
elevadas se encontrem durante os meses de julho e agosto.

Para o ido cloreto, verificamos que as concentracBes médias obtidas para cada um dos
fontanarios variam entre 11,6 (Alfarazes) e 27,8 mg/L (Dorna Amores). A concentracdo mais elevada
registada foi de 35,1 mg/L (Dorna Amores) e a mais baixa foi de 9,4 mg/L (Alfarazes). De uma forma
geral, podemos dizer que a evolucdo da concentracdo do ido cloreto ao longo do periodo de
monitorizacdo segue uma tendéncia muito semelhante para todas as aguas dos diferentes fontanarios.
Com as aguas do fontandrio de Alfarazes a destacarem-se como aquelas que apresentam as
concentracBes mais baixas, enquanto que as aguas do fontanario da Dorna (Amores) sdo as que

apresentam concentracdes mais elevadas.
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Figura 15 - Variagdo da concentracéo de fluoretos e cloretos, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para os
fontanarios Dorna (EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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4.12. Nitratos e Sulfatos

A determinacdo da concentracdo dos nitratos nas aguas dos fontanarios estudados permite
verificar que existem alguns incumprimentos ao longo do tempo em que foi realizada a monitorizacdo
(Figura 16). Assim, é de salientar que os fontanarios de Rio Diz, Bairro da Luz e Dorna (EP) apresentam
no més de fevereiro de 2015 concentracfes de nitratos superiores ao limite legal (50mg/L). Em termos
da concentracdo média para 0s nitratos, esta oscila entre 22,4 mg/L (Alfarazes) e 39,1 mg/L (Bairro da
Luz e Dorna EP), com a concentragdo maxima e minima a registar-se no Rio Diz, com 66,6 e 11,1 mg/L,
respectivamente.

A concentragdo de sulfatos, ao contrario do verificado para os nitratos, ndo apresenta qualquer
valor superior ao limite legal (250 mg/L), pelo que o cumprimento é total. As concentracdes média
oscilam entre os 11,6 mg/l (Alfarazes) e os 29,6 mg/L (Mileu), com 0 maximo registado também no
Mileu com 35,7 mg/L e 0 minimo em Alfarazes com 5,2 mg/L.

A evolugdo das concentragdes ao longo do tempo é muito semelhante entre as &guas dos
fontanarios, com o registo das concentracdes mais elevadas para os nitratos no més de fevereiro. Para a
concentracdo de sulfatos a variagdo ao longo do ano ndo evidencia uma tendéncia marcadamente

definida, o que parece indicar que ndo existe uma influéncia das condicdes climatéricas na sua evolugéo.
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Figura 16 - Variacao da concentracao de nitratos e sulfatos, de outubro de 2014 a outubro de 2015 para os fontanarios
Dorna (EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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4.13. Oxidabilidade

O periodo de monitorizacdo do parametro oxidabilidade foi apenas medido entre fevereiro e
outubro de 2015 (Figura 17). Apesar do pequeno espago do tempo em que foi realizado o ensaio,
podemos no entanto verificar que os valores mais elevados foram registados nos meses de fevereiro de
marco, enquanto que nos meses em que a precipitacdo é menor a oxidabilidade tende a ser também mais
baixa. E também de realcar que em apenas uma 0casido se registou uma concentragdo superior ao limite
legal, que é de 5 mg/L O, na &gua do fontanario Dorna (EP) em margo. Para além desta ocorréncia 0s
valores determinados sdo relativamente baixos, com a média das concentragGes de oxidabilidade a
oscilarem entre 1,0 (Alameda) e 1,9 mg/L (Dorna EP), e como valor maximo a registar-se também no
fontanario da Dorna (EP) com 7,7 mg/L e o minimo a ser registado em Alfarazes com 0,3 mg/L. E ainda
de referir que a variacdo da concentracdo ao longo do tempo € muito semelhante entre as aguas dos

fontanarios analisados.
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Figura 17 - Variacao da oxidabilidade (mg/L O2), de fevereiro de 2015 a outubro de 2015 para os fontanarios Dorna

(EP e Amores), Alameda, Alfarazes, Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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4.14. Analise de Clusters

A andlise de clusters ¢ uma ferramenta estatistica que pode ser usada para classificar objetos,
dados por observacdo das semelhancas e dissemelhancas entre elas. A este tipo de grupos homogéneos é
dada a designacéo de clusters. O método da analise de clusters pode ser descrito, de forma simplificada,
da seguinte forma: dado um conjunto de n observacgdes, sobre os quais existe informacao de um conjunto
finito de varidveis, 0 método agrupa as observacdes em fungdo da informacao existente, de modo que 0s
individuos de um grupo sejam tdo semelhantes entre si quanto possivel e tdo diferentes dos restantes
grupos quanto possivel. Esta analise pretende deste modo organizar um conjunto de casos em grupos
homogéneos, de tal modo que os individuos pertencentes a um grupo sd@o o mais semelhante possivel
entre si e diferenciados dos restantes. Esta analise procura classificar um conjunto de objetos
(individuos, produtos, etc.) em grupos ou categorias usando os valores observados das variaveis, sem
que seja necessario definir critérios que classificam os dados que integram determinado grupo.

Através do programa informatico SPSS® (IBM) e utilizando como dados as médias dos
resultados analiticos obtidos durante o periodo de monitorizacdo, foi possivel determinar o grau de
semelhanca/dissemelhanca entre os fontanarios estudados. Assim, e considerando os dados gerados pelo
programa informéatico que nos mostra a matriz de proximidade e o dendograma (Figura 18), € possivel
afirmar que os 7 fontanarios analisados podem ser associados em 3 grupos distintos. Um grupo
constituido pelos fontanarios Alameda e Alfarazes, outro grupo constituido pelos fontanarios Dorna (EP)
e Dorna (Amores) e um terceiro grupo constituido pelos fontanarios Bairro da Luz, Mileu e Rio Diz. E
também visivel que neste Gltimo grupo existe uma maior proximidade entre os fontanarios do Mileu e
Bairro da Luz do que propriamente com o fontanério Rio Diz. Esta observacdo estd de acordo com a

perspectiva dos resultados obtidos ao longo do periodo de monitorizacéo.
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A constituicdo destes grupos estd também de acordo com as expectativas iniciais, tendo em
consideracdo a sua localizacdo geogréafica. Os fontanarios Dorna (EP) e Dorna (Amores) encontram-se
muito préximos sob o ponto de vista geogréafico, o que permite admitir que o veio de agua que alimenta
estes dois fontanérios serd& o mesmo. Relativamente aos fontanarios Alameda e Alfarazes, embora
afastados em termos espaciais, encontram-se situadas na mesma encosta da cidade, com o fontanario da
Alameda a uma cota superior ao fontanario Alfarazes. O mesmo ocorre com o0s fontanarios Bairro da
Luz e Mileu, que também se encontram situados numa outra encosta da cidade, embora o Rio Diz ndo
pertenca a essa mesma encosta. Face aos resultados obtidos podemos concluir que existem pelo menos 3
veios de &gua principais, um que alimenta os fontanarios da Dorna (EP e Amores), um outro que
alimenta os fontanarios da Alameda e de Alfarazes e um terceiro que alimenta o Bairro da Luz, Mileu e
Rio Diz. N&o é de excluir no entanto que cada um destes veios principais ndo sofra alteracdes no seu
percurso para alimentar cada um dos fontanarios permitindo que estes adquiram propriedades diferentes
ou que estejam sujeitos as contaminagdes de diferente natureza. Para que tal possa ser verificado, €

necessario um conjunto mais significativo de observag6es, por um periodo de tempo mais alargado.
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Proximity Matrix

Squared Euclidean Distance

Case 1:DornakP | 2:DornaA | 3:Alameda | 4:Alfaraze 5:BLuz B:Mileu 7:RDiz

1:DornakP L0000 52,622 219,500 291,611 | 184,112 | 152,256 | 239,938
2:DornaA 52,622 L0000 53,362 153,350 73,076 79,724 85,667
3:Alameda 219,500 53,362 000 8612 | 203,431 | 287,695 | 130,376
4:Alfaraze 291,611 153,350 8.612 000 | 285,245 | 390,012 | 191,134
5:BLuz 184,112 73,076 203,431 285,245 ,000 49,202 53,703
6:Mileu 152,256 79,724 287,695 390,012 49,202 ,000 78,360
T:RDiz 239,938 85,667 130,376 151,134 53,703 78,360 L0000

This is a dissimilarity matrix

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)
Rescaled Distance Cluster Combine

0 5| lII] lIS EIEI 2I5
Alameda 3
Alfaraze 4
DornakP 1
> Domah, 2
BLuz 5
Mileu ]
RDiz 7

Figura 18 — Matriz de proximidade e dendograma obtidos através das médias dos resultados analiticos para as dguas

dos fontanarios da Alameda, Alfarazes, Dorna (EP), Dorna (Amores), Bairro da Luz, Mileu, e Rio Diz.
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5. Conclusoes finais

Os fontanarios evidenciam uma qualidade de agua imprépria para consumo humano na maior parte
do tempo. Ou por questdes associadas ao ndo cumprimento dos critérios de qualidade fisico-quimicos ou
dos critérios microbiol6gicos, ou ambos.

A colocacdo de editais e/ou placas com a informacao de agua impropria para consumo ou agua ndo
vigiada por parte do municipio faz todo o sentido, embora seja evidente que muitas pessoas continuam a
utilizar estas aguas para diversas atividades associadas ao consumo humano. Justifica-se assim que as
entidades de saude publica emitam alertas acerca de perigosidade que pode estar associada a utilizacdo
destas &guas para consumo humano. Fica também evidente que as a¢BGes de consciencializacdo da
populacdo da cidade para as questbes ambientais e de salde publica ainda carece de uma maior
abrangéncia de modo a que possam chegar a uma franja da populacdo que ainda nao interiorizou estas
questoes.

Os resultados da andlise de clusters permitem ainda referir que existe uma semelhanca na qualidade
da &gua entre alguns destes fontanarios. Assim, existe uma semelhanca maior entre os fontanarios
situados na zona da Dorna (EP e Amores), entre os fontanarios da Alameda e de Alfarazes, que se
situam numa outra encosta da cidade, e finalmente entre os fontanarios Bairro da Luz, Mileu e Rio Diz.
Estes resultados admitem que se possa pensar em controlar analiticamente os fontanarios sem a
necessidade de realizar de forma sistemética, ensaios analiticos em todos eles. Deste modo, € possivel,
com custos financeiros muito mais reduzidos, controlar a qualidade das dguas dos fontanarios. Mas para
que tal possa ser efetivado, é ainda necessario proceder a mais estudos e avaliacdes de qualidade de
modo a que seja possivel, através de métodos estatisticos criar modelos matematicos que nos permitam,
com base em resultados laboratoriais fazer a previsdo dos resultados em outros fontanarios associados.

Assim, como desafio para futuros trabalhos no ambito da unidade curricular de projeto, do curso de
licenciatura em Energia e Ambiente, proponho que este trabalho possa ter continuidade, ja que se
perspectiva que o mesmo pode ter aplicabilidade, permitindo que o controlo analitico das aguas dos
fontanarios, que constituem um bem publico, possam ser realizadas a um custo muito inferior ao que

seria necessario se todas elas fossem analisadas de forma indiscriminada.
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