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Resumo

A agua é um dos recursos mais abundante no planeta e essencial a vida, pelo que é
imprescindivel a sua gestdo e qualidade. No entanto, a sua utilidade deve ser salvaguardada
guer nos aspectos ambientais quer sanitarios. O presente estudo teve como objectivo analisar
amostras de 4gua para o consumo humano provenientes da provincia do Huambo e associar a
gualidade com o meio ambiente. Assim colheram-se duas amostras de agua da torneira e do
poco e avaliou-se a qualidade microbiolégica (nimero de coldnias a 22°C e 37°C, Pseudomona
aeruginosa, esporos de Clostridium sulfito redutores, coliformes totais e E. coli e
Enterobacteriaceae). As analises foram efectuadas de acordo com as normas portuguesas e
europeias. No que diz respeito aos resultados obtidos nas analises microbioldgicas, as aguas
foram classificadas como improéprias, pois os valores maximos admissiveis (VMA) legalmente
estipulados pelo Decreto-Lei n° 306/2007 de 27 de Agosto, foram ultrapassados em relacdo aos
microrganismos a 22°C e 37°C e coliformes totais. E. coli, esporos de Clostridium sulfito-
redutores e Pseudomonas aeruginosa estavam ausentes em todas as amostras analisadas. A
contaminacdo microbiologica observada revela a necessidade de vigilancia do sistema de
abastecimento de agua na cidade do Huambo.
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Abstract

The water is one of the most resource abundant on planet and essential to life, however it is
extremely indispensable their quality. Meanwhile, their utility must be safeguard either on
ambient aspects even sanitary. The present study has as objective to analyze the samples of
water for the human being consume originating from Central Tableland Haumbo-city, and to
associate the quality with the environment so, it was collecting two samples of tape water and
from shaft and it was evaluated microbiology’s quality (colonies number to 22°C and 37°C,
Pseudomonas aeruginosa, Clostridium spores, total coli forms and E. coli and
Enterobacteriaceae). Analyzes it was effectuated in order with portuguese and europeans
standards. In relations to the obtained results on microbiology’s analyzes, the water it was
classified as improper so the maximum acceptable values (VMA) legally stipulated from Decree
Law n 306/2007 of 27 of August, it was exceeded in relation to microorganism from 22°C e 37°C
and total coli forms. E. coli, Clostridium spores, sulphite-reducing and Pseudomonas aeruginosa
it was absent in all samples analyzed. Relatively to the parameters the values obtained to the
parameters analyzed it was inferior. In spite of what we observe inferior values the limit legally
stipulated by the law. It was concluded that the water is improper for the human being consume.
Being in attention the values obtained on microbiology’s analyzes. The microbiology’s
contamination observed, it reveals the necessity of vigilance of the system of supplies of water
in Huambo city.

Key words: water quality; microbiology; contamination; bacterium

Introducéo

A 4gua é um elemento fundamental para o desenvolvimento sustentavel dos paises, desde a
proteccdo e conservacdo ambiental a seguranca alimentar, ao aumento do turismo e
investimento, a educacdo e promocdo da igualdade do género, em todos 0S processos
produtivos e as perdas de produtividade devidas a doencas e ma nutricdo Mendes (2010). Ao
longo dos tempos tem-se registado um crescente aumento populacional em algumas regides da
provincia do Huambo em detrimento do recurso hidrico mais valioso, a agua. Este aumento tem
vindo a diminuir a sua qualidade, tornando-a impropria para o0 consumo humano.

O acesso das populacdes ao saneamento basico adequado ndo € universal e todos os anos
morrem milhdes de pessoas de doencas associadas a agua impropria. A existéncia de uma
rede de saneamento basico, juntamente com o uso de disseminacdo de préticas higiénicas

adequadas (lavagem das maos, por exemplo), é considerada uma condicdo prévia para a

reducédo das taxas de morbilidade e mortalidade do homem Mendes y Oliveira (2004).
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De acordo com o Decreto-Lei n® 306/2007 de 27 de Agosto, a agua destinada ao consumo
humano, é definida como:
> Toda a agua, no seu estado original ou depois do tratamento, que é usada para beber,
cozinhar, preparar alimentos ou outros usos domesticos, independentemente da sua origem e
de ser fornecida a partir de uma rede de distribuicdo, de um camido ou navio cisterna, em
garrafas ou outros recipientes, com ou sem fins comerciais;
> Toda a &gua utilizada numa empresa da induUstria alimentar para o fabrico,
transformacao, conservacdo ou comercializacdo de produtos ou substancias destinadas ao
consumo humano, excepto quando a utilizacdo dessa agua nao afecta a salubridade do género
alimenticio na sua forma acabada.
Toda a agua destinada ao consumo humano antes do seu uso sofre um processo de
potabilizacéo.
A agua utilizada para o consumo humano ndo deve causar danos a saude publica, deve ser
agradavel ao paladar, a vista dos consumidores e, ndo causar deterioracdo ou destruicdo das
diferentes partes dos sistemas de abastecimento. O presente estudo teve como objectivo
avalhar as amostras de agua para o consumo humano provenientes da provincia do Huambo e

associar a qualidade com o meio ambiente.

Poblac&o e muestra

Amostragem. Para o efeito colheram-se amostras provenientes do sistema de abastecimento
publico (agua da torneira) e aguas subterraneas (pocos profundos).

Foram colhidas amostras em dois pontos da cidade em estudo, onde duas foram
acondicionadas a temperatura ambiente e outra em condigdes de refrigeragdo. As amostras
foram colhidas da rede de sistema de abastecimento publico (torneiras) e outra em pocos
profundos. A colheita ocorreu entre os meses de Setembro de 2016 a Janeiro de 2017, de
acordo com o Decreto-Lei 236/98.

As amostras de agua foram colhidas em frascos de vidro de 500 mL estéreis (amostras para
analise microbiologica). As analises iniciaram apds a chegada das amostras ao laboratorio. Na
colheita das amostras teve-se a precaucdo que estas fossem homogéneas, ou seja
representativas do local amostrado. Foram determinados parametros microbiolégicos (numero
de coldnias a 22° e 37°C, coliformes totais e Escherichia coli, esporos de Clostridium sulfito-

redutores, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae.).
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Andlises microbioldgicas. Foi efectuada a analise microbiologica a todas as amostras de agua
(torneira e poco).
As andlises microbioldgicas foram realizadas de acordo com as normas internacionais e

portuguesas e por Kits (Métodos Oficiais da AOAC).

Materiais e métodos

O material usado foi comum no laboratério de microbiologia e todo foi lavado, passado por agua
destilada 20 min, seco em estufa e esterilizado pelo calor seco/estufa a 180°C durante 3 h.
Colheita, acondicionamento e transporte das amostras. Para o procedimento das analises
microbioldgicas foram recolhidas amostras de &gua provenientes de diversas origens. A
colheita foi efectuada de acordo com a NP — 1828 (1982), em condi¢cdes de assepsia. Para a
colheita das aguas do poco usou-se frascos de mergulho devidamente esterilizados com a
capacidade de 500 mL. A recolha foi feita com a maxima precaucao evitando que 0S mesmos
rocassem nas paredes e arrastassem alguns residuos. De acordo com o Decreto-Lei n°
306/2007 de 27 de Agosto, para a colheita de aguas da torneira devem-se ter em conta o
seguinte:

1. Flamejar o algodao em alcool e desinfectar a torneira;

2. Deixar correr agua durante 5 min para eliminar qualquer vestigio de matéria organica
existentes na tubagem;

3. Recolher para um tubo estéril em condicdes de assepsia e identificar a amostra.

Apos a colheita as amostras de agua foram transportadas para o laboratério de microbiologia
onde permaneceram no frigorifico a temperatura controlada até ao momento da andlise.

A preparacdo das amostras foi efectuada de acordo com a NP — 1829 (1982), os frascos foram
identificados durante todas as fases da andlise, a fim de se evitar qualquer hipbtese de
confusdo. A manipulacdo das amostras foi feita em condi¢cdes de assepsia.

Meios de cultura Os meios de cultura fornecem aos microrganismos 0s nutrientes necessarios
para o seu desenvolvimento e multiplicacdo. Cada grupo de microrganismos tem necessidades
nutricionais especificas, como tal, os meios sdo escolhidos de modo a satisfazer essas
necessidades. A incubacdo dos meios de cultura, ap6s a inoculacdo da amostra de agua,
permite o desenvolvimento dos microrganismos resultando na formagao de colonias tipicas (no
caso de meios solidos) o que facilita a sua identificagcéo.

Neste trabalho os meios de cultura utilizados para a pesquisa e quantificacdo dos
microrganismos pesquisados, foram escolhidos de acordo com as normas em vigor e estao

descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Meios de cultura usados na pesquisa e enumerac¢do dos microrganismos estudados

Microrganismos Meios de cultura

Coliformes Totais e Escherichia coli KitSimPlate

Pseudomonas aeruginosa Agar Cetrimide

Esporos de Clostridium sulfito - redutores ReinforcedClostridial Agar (RCA)
Enterobacteriaceae KitSimPlate

Numero de colonias a 22 e 37°C PlateCount Agar (PCA)

Contagem de microrganismos total a 22 e 37°C. A contagem de microrganismos aerdbios foi
realizada de acordo com a ISO 6222 (1999). Semeou-se por incorporacdo 1mL (para 0s
mesofilos a 37°C), de cada uma das diluicées decimais seriadas 10*, 102 e 10 em placas de
Petri contendo meio de cultura Plate Count Agar (PCA) e por espalhamento para os mesofilos a
22°C adaptados ao frio (0,1 mL), as quais foram incubadas a temperaturas diferentes, 22 e
37°C durante 48 h. ApGs o periodo de incubacao procedeu-se a contagem das coldnias. Os
resultados foram expressos em unidades formadoras de colonias por mL de agua analisada

(UFC/mL). Para realizacdo dos célculos utilizou-se a seguinte formula:

»c

UFC/mL =
/ML= X a1+ 0,1n2) x d]

Onde:

Y c- somatério das colénias em todas as placas contadas;
V - volume de inoculo semeada em cada placa;

nl - namero de placas da primeira diluicao;

n2 - numero de placas da segunda dilui¢ao;

d - diluicdo a partir da qual se obtiveram as primeiras contagens.

Contagem de bactérias coliformes totais e Escherichia coli. A contagem de coliformes totais e
Escherichia coli foi realizado utilizando o SimPlate® da Bio Control (método oficial AOAC
2005.03) e procedeu-se de acordo com as recomendacdes do fabricante. O meio de cultura
fornecido foi hidratado em 100 mL de agua estéril. Em todos os tubos de ensaio foram

colocados 9 mL de meio de cultura previamente hidratado e 1mL da amostra, homogeneizou-se
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com auxilio do vortex. Seguidamente, verteu-se o contetdo dos tubos para uma placa contendo
84 pocos e espalhou-se uniforme e cuidadosamente o liquido com movimentos circulares para
gue os pocos ficassem totalmente cobertos e sem bolhas de ar. Por ultimo, o excesso foi
removido. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 a 48 h. ApGs o periodo de incubacéo,
procedeu-se a enumeracao dos coliformes totais através da contagem do niumero de po¢cos em
gque ocorreu a mudanca de cor do meio de cultura. Enquanto, para a identificacdo e
enumeracdo da Escherichia coli, procedeu-se a contagem do numero de pocos em que se
observou a fluorescéncia apds exposicao da placa a uma lampada de UV a 365 nm.
Com base na tabela fornecida pelo fabricante, calculou-se o numero de coliformes e
Escherichia coli presentes na amostra e os resultados foram expressos em UFC/mL.
Enterobacteriaceae. A contagem de Enterobacteriaceae foi realizada utilizando o Kit SimPlate®
da Bio Control (método oficial AOAC 2005.03). O procedimento analitico foi idéntico ao referido
anteriormente.
Contagem de esporos de Clostridium sulfito-redutores. A quantificacdo de esporos de
Clostridium sulfito-redutores foi realizada aquecendo-se previamente a amostra a uma
temperatura de 80°C para inactivar as formas vegetativas das bactérias. Apds esse processo a
amostra foi incubada em meio de cultura selectivo e diferencial Reinforced Clostridial Agar
(RCA) (em condicbes de anaerobiose), seguida de sementeira directa ou filtracdo por
membrana. Assim em tubos de ensaio esterilizados e com a maxima assepsia, colocaram-se 1
mL e 5 mL da amostra e foi aquecida em banho-maria a 80°C durante 10 min. Apos este
periodo, as amostras foram retiradas do banho, e arrefecidas rapidamente em agua fria.
Seguidamente as amostras foram transferidas para placas de Petri contendo o0 meio RCA, as
quais foram envolvidas em parafilime. Incubou-se a 37°C durante 48 h. Apdés incubacao,
contaram-se as coldnias negras.
Contagem de Pseudomonas aeruginosa. A quantificacdo de Pseudomonas aeruginosa foi feita
de acordo com o referencial ISO 16266 (2008). Num frasco de poliestireno estéril de
capacidade de 200 mL, hidratou-se o meio de cultura Agar Cetrimida como recomendado pelo
fabricante. O método utilizado baseou-se na sementeira por incorporacéo das diluicdes de 10™

e 10 das amostras. As placas foram incubadas a 37°C durante 48 h.

Resultados e discusséo
Os resultados obtidos das analises microbiolégicas (Tabela 1), indicam que as amostras de
agua da torneira para 0s microrganismos crescidos a 22 como a 37°C apresentaram valores

superiores ao legislado (Decreto-Lei n°® 306/2007 de 27 de Agosto), o qual recomenda que o
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numero de coldnias a 22 e a 37°C da agua destinada ao consumo humano nao ultrapasse o
valor de 100 UFC/mL e 20 UFC/mL respectivamente. Estudos realizados por Matos (2008),
afirma que o nimero de coldnias pode ser reduzido através de processos de tratamento da
agua, como a sedimentacdo e coagulacdo, outro sim, 0 seu humero aumentara quando Sao
utilizados outros processos de tratamento como a infiltracdo, isto quando os filtros ndo sao
alvos de uma adequada manutencao. Nos seus estudos demonstraram que a contaminacgéo da
agua pode ocorrer nas fontes de captacdo, nos reservatérios e/ou redes de distribui¢cdo, pois €
comum ocorrer a disposicdo inadequada de residuos organicos oriundos de actividades
humana e animal, propiciando maior oportunidade de contaminacédo da agua. Isto significa que

as aguas do presente trabalho sao improprias para o0 consumo humano.

Na contagem de coliformes totais, verificaram-se valores superiores (Tabela 2) ao legislado em
todas amostras analisadas. De acordo com o Decreto-Lei n°® 306/2007 de Agosto, os valores
parameétricos para agua destinada ao consumo humano sdo <10 UFC/mL. Convém salientar
que a contaminacdo das aguas por coliformes totais pode ter outra origem (contaminagéo
ambiental, manipuladores, transporte) que nao apenas por fezes. Estes resultados corroboram
com os resultados encontrados ao analisar o sistema de abastecimento de dgua de consumo
da cidade do Huambo, verificou altos indices de contaminacéo por bactérias coliformes totais,
sendo esta a principal causadora de doengas intestinais. Alinhado aos resultados obtidos
observa-se que as andlises de Coliformes totais apresentaram valores adequados em 100 mL
de acordo com a Portaria n°® 2914/2011. A presenca de coliformes totais nas aguas de consumo
nao € resultado somente de factores ambientais mas, sim de pouca informacao, falta de
estruturas sanitarias, ma conservacao dos pocos domésticos de abastecimento, a falta de
manutencdo dos reservatorios, baixa qualidade de redes de distribuicdo e principalmente o
manejo inadequado. Autores justificam que a ocorréncia de contaminacdo microbiolégica da
agua por coliformes totais pode ser pela percolacdo e infiltracdo das chuvas em locais de

pastagem que arrastam excretos humanos e animais.

O facto de ndo se encontrar Escherichia coli (indicador de contaminagéo fecal), em nenhuma
das amostras analisadas pode estar relacionado com as condicbes de transporte e
manuseamento da agua. De facto, trata-se de microrganismos muito sensiveis as condi¢des de
stress WHO (2002).

Em relacdo aos esporos de Clostridium sulfito-redutores, verificou-se auséncia de esporos em
todas as amostras, sugerindo que ndo houve contaminacéo fecal remota. Também se observou

gue Pseudomomas aeruginosa estava ausente em todas as amostras estudadas.
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provenientes do pogo e torneira, transportadas a temperatura ambiente.

Tabela 2. Média e desvio padréo dos resultados obtidos para os parametros microbiolégicos nas amostras de agua

~ |valor
Poco Torneira o
Parametrico
NUmero de colénias a 37°C 8,273*10°  4,405*10°| 20/mL
(UFC)/mL Média * "
S* 3
(48 h) 2,186*10° 4 91%10°
NGmero de col6nias a 22°C 5,73*10°  3,95*10° | 100/mL
(UFC)/mL Média + +
S*
(48 h) 4,00710°  2,57*10°
Média  4,0010"  2,67*10° |0/100 mL
Coliformes totais (UFC)/100mL S* * *
3,46*10"  1,15*10°
Escherichia coli (UFC)/100mL Média <10 <10 |0/100 mL
2,67*101  2,00*10°
. Média
Enterobacteriaceae o t +
1,15*10 * 0,00
Esporos de Média <10 <10 0/100mL
Clostridium
sulfitoredutores
(UFC)/100mL
Pseudomonas  aeruginosa Média <10 <10 |0/250mL
(UFC)/mL

Os valores obtidos para todos os parametros analisados, que apresentaram resultados
positivos, foram superiores nas aguas transportadas a temperatura ambiente, sugerindo a

necessidade do transporte ser feito de forma adequada.
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Conclusdes

1.

Escherichia coli, esporos de Clostridium sulfito-redutores e Pseudomonas aeruginosa
estavam ausentes em todas as amostras analisadas. Estes resultados sobretudo da
Escherichia coli, poderdo estar relacionados com elevadas temperaturas durante o
transporte.

Os valores obtidos para os coliformes totais, numero de colonias a 22 e 37°C e
Enterobacteriaceae, foram superiores aos limites legalmente estipulados, sugerindo que
as aguas sao improprias para o consumo humano.

O factor temperatura deve ter influenciado no aumento de crescimento bem como na
morte de alguns microrganismos durante o transporte das amostras.

As condi¢cBes de acondicionamento e a manipulacdo das amostras podem estar na
origem dos valores superiores nos parametros analisados.

As analises microbioldgicas da agua revelaram altos indices de contaminacéo

relativamente as Enterobacteriaceae, coliformes totais, nimero de colénias a 22 e 37°C.
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