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RESUMO

A monitorizagdo da qualidade das &guas balneares reveste-se de extrema importancia,
pois permite identificar e qualificar as praias com qualidade para banhos, fornecer
informacdes ao publico sobre a qualidade da agua, em cada zona, protegendo assim a

salde publica.

Este trabalho tem como objectivo caracterizar e avaliar a qualidade das dguas balneares,
costeiras e interiores, através da analise de parametros microbiol6gicos, nomeadamente
bactérias Escherichia coli e Enterococos intestinais, pelo método de microplacas,
realizando-se, ainda a comparacdo de trés métodos de andlise: Filtracdo por Membrana,

Microplacas e Colilert/Enterolert.

As quarenta amostras de aguas balneares utilizadas neste trabalho foram colhidas nos
concelhos de Almada, Cascais, Oeiras, Mafra, Sesimbra e Sintra procedendo-se a
deteccdo e quantificacdo das bactérias Escherichia coli e Enterococos intestinais. A
monitorizacdo da qualidade da agua foi realizada durante a época balnear com uma
frequéncia definida nos planos de monitorizacao elaborados anualmente, permitindo uma
gestdo eficiente do ambiente que nos rodeia e dos seus recursos, bem como a salvaguarda

da saude publica.

Através da analise dos resultados obtidos, foi possivel concluir que os parametros
Escherichia coli e Enterococos intestinais na maioria das amostras de aguas balneares
analisadas esta abaixo dos valores da norma de qualidade para a classificacdo de

qualidade Excelente, Boa ou Aceitavel (Anexo | do Decreto-Lei n.° 113/2012).

Palavras chaves: Aguas balneares, Escherichia coli e Enterococos intestinais, qualidade

da &gua.
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ABSTRACT

Monitoring of bathing waters is of extreme importance because it allows the identification
and qualification of beaches suitable for bathing, giving qualified information on bathing
waters to the public in each zone and thus protecting public health.

This dissertation aims at evaluating and characterizing coast and interior bathing waters
quality through the analysis of microbiological parameters, namely bacteria Escherichia
coli and Intestinal Enterococci, using the microplate method and by the comparison of

three methods of analysis: Membrane Filtration, Microplates and Colilert/Enterolert.

The forty bathing water samples were collected in Almada, Cascais, Oeiras, Mafra,
Sesimbra and Sintra municipalities for the detection and quantification of Escherichia
coli and Intestinal Enterococci. The monitoring of water quality is accomplished in
accordance with monitoring plans elaborated yearly allowing an efficient management of

the natural environment and its resources, protecting public health.

From the analysis of the obtained results, it was possible that tests of Escherichia coli and
intestinal Enterococci in the majority of analyzed water samples are below the quality
values for an Excellent, Good or Acceptable quality classification (Annex | of the Decree
No. 113/2012).

Key words: Bathing waters, Escherichia coli and Intestinal Enterococci, water quality.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO
1.1 Enquadramento do tema

Algumas das mais bonitas e acolhedoras praias do mundo encontram-se em Portugal. A
costa portuguesa estende-se por varios quilometros e possui um nimero grande de praias
de areia fina e branca que, combinadas com o clima mediterranico, tornam as praias locais
extrema beleza e irresistiveis. Assim, os banhos de mar sdo uma actividade recreativa
realizada ao longo dos meses mais quentes (SNIRH, 2018), pelo que é pertinente
assegurar, através da monitorizacao e gestdo adequadas, a qualidade das aguas balneares,

de modo a minimizar os riscos para a satde publica (Bedri et al., 2016).

A qualidade das aguas balneares € uma preocupacdo internacional crescente, tendo
aumentado, nos ultimos anos, a sensibilizacdo do publico para os impactos da ma
qualidade. A interdicdo de praias tem ocorrido com frequéncia, devido a ndo
conformidade da qualidade da 4gua com os padrdes exigidos. E, portanto, cada vez mais
um desafio equilibrar o descarte de aguas residuais com outras actividades em aguas

estuarinas e costeiras (Bedri et al., 2016).

Os espacos balneares podem ser definidos como um sistema multidimensional onde a
relacdo entre subsistemas humanos e biofisicos é continua, dindmica e complexa,
compostos pelo sistema costeiro, sistema sociocultural e sistema administrativo (Roca e
Villares, 2008; James, 2000). Os espacos balneares oferecem um alargado leque de bens
e servicos as comunidades e economias costeiras. Um desses servigos € a oportunidade

de lazer, que providencia beneficios aos utilizadores (Blackwell, 2007).

De acordo com Artigo 2.° do Decreto-Lei n.° 113/2012, as 4guas balneares sao definidas
como “aguas superficiais, quer sejam interiores, costeiras ou de transicdo, em que se
preveja que um grande nimero de pessoas se banhe e onde a pratica balnear ndo tenha
sido interdita ou desaconselhada de modo permanente” (ou seja, pelo menos durante uma

época balnear completa).
De acordo com a Lei n° 58/2005 entende-se por:

“Aguas Costeiras: aguas superficiais situadas entre terra e uma linha cujos pontos se

encontram a uma distancia de 1 milha néutica, na direcdo do mar a partir do ponto mais
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préximo da linha de base a partir da qual é medida a delimitacdo das &guas territoriais,
estendendo-se, quando aplicavel, até ao limite exterior das &guas de transi¢do”.

“Aguas de Transicdo: aguas superficiais na proximidade das fozes dos rios, parcialmente
salgadas em resultado da proximidade de &guas costeiras, mas que sdo também

significativamente influenciadas por cursos de aguas doces”.

“Aguas Interiores: todas as aguas superficiais Iénticas ou I6ticas (correntes) e todas as
aguas subterraneas que se encontram do lado terrestre da linha de base a partir da qual

sdo marcadas as aguas territoriais”.

A época balnear em Portugal ocorre predominantemente nos meses mais quentes (julho,
agosto e setembro), no entanto a sua duracao é distinta a nivel nacional, dependendo das
condigdes climatéricas, das caracteristicas geofisicas e dos interesses sociais e/ou

ambientais de cada localizagdo da 4gua balnear (APA, 2018).

Apesar dos consideraveis investimentos em infraestruturas de tratamento de &guas
residuais em zonas urbanas costeiras, realizados por todo o0 mundo nas Gltimas décadas
(Crowther et al., 2001; Kay et al., 2005), algumas aguas de zonas balneares continuam a
apresentar, com alguma frequéncia, valores de concentracdo microbioldgica superiores
aos valores paramétricos impostos legalmente (Bordalo, 2003). Entretanto, a qualidade
da agua nao depende apenas de condi¢des naturais. A ac¢ao antropica interfere qualitativa
e quantitativamente, a medida que afecta as caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas

dos sistemas hidricos (Pinto et al., 2009).

As descargas de aguas residuais domésticas e industriais, em aguas balneares tanto
costeiras como interiores, determinaram a necessidade de uma monitorizacdo de
indicadores microbiolégicos de contaminacdo fecal de forma a controlar a qualidade
dessas mesmas aguas de uso recreativo. Estes planos de monitorizacdo baseiam-se,
sobretudo, na analise dos valores numéricos de analises periddicas da qualidade
microbioldgica das aguas balneares, com a qual nem sempre é possivel antever ou agir
atempadamente, de forma a evitar o contacto dos banhistas com aguas contaminadas
(Leecaster e Weisberg, 2001).

A monitorizacdo da qualidade da agua pode ser considerada como um dos pré-requisitos
para o sucesso de qualquer sistema de gestdo das aguas, ja que a monitorizagao possibilita

a obtencdo de informacOes necessérias, a actualizacdo dos bancos de dados e o
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acompanhamento do processo de uso dos corpos hidricos, apresentando os efeitos sobre
as caracteristicas qualitativas das aguas e visando subsidiar as acgdes de controlo
ambiental (Carvalho et al., 2015).

Deste modo, politicos e gestores necessitam de informacao acerca dos valores associados
a utilizacdo da orla costeira, de modo a tomar decisdes de gestao e politicas que afectam
a qualidade do recreio destes espacos (Lew e Larson, 2005).

De acordo com o Decreto-Lei n°® 135/2009 de 3 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei n°
113/2012 de 23 de Maio procede-se a pesquisa e quantificacdo de Escherichia coli e de
Enterococos intestinais, segundo o Decreto-Lei 135/2009 de 3 de Junho. A avaliagéo da
qualidade das &guas balneares é feita com base nos programas de monitorizacdo que sao

elaborados anualmente.

Os valores referentes & norma de qualidade para a classificacdo das aguas balneares
constantes do Decreto-Lei n°® 135/2009 de 3 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei n°
113/2012 de 23 de Maio encontram-se descritos na Tabela 1, para as aguas balneares

costeiras e de transicdo, e na Tabela 2 para as aguas interiores.

Desta forma, a monitorizacdo da qualidade da agua pode ser considerada como um dos
pré-requisitos para o sucesso de qualquer sistema de gestdo das aguas, ja que a
monitorizacdo possibilita a obtencdo de informacdes necessarias, a actualizacdo dos
bancos de dados e o acompanhamento do processo de uso dos corpos hidricos,
apresentando os efeitos sobre as caracteristicas qualitativas das aguas e visando subsidiar

as acgdes de controlo ambiental (Carvalho et al., 2015).

Os riscos para a saude associados as zonas balneares podem estar relacionados com: calor,
frio, radiacdo solar, acidentes (afogamento e lesdes), qualidade microbioldgica da agua
de banho, algas e cianobactérias, organismos aquaticos perigosos; qualidade da areia;
questdes estéticas (WHO, 2011).

A qualidade ambiental das praias tem vindo a adquirir importancia crescente entre 0s
critérios de escolha de destino turistico. Os requisitos necessarios para garantir, em
seguranca, a utilizacdo das aguas identificadas como balneares passa ndo sé pelos acessos,

infraestruturas e seguranca das praias, mas também pela qualidade das aguas balneares.

A qualidade das aguas balneares representa, assim, ndo sé um factor de salde como

também um importante indicador de qualidade ambiental e de desenvolvimento turistico.
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Neste contexto, com o presente trabalho pretende-se caracterizar e avaliar a qualidade das
aguas balneares, costeiras e interiores, através da analise dos parametros microbioldgicos
com o objectivo de monitorizar o real estado da qualidade da agua, visto que o fluxo da
actividade balnear na regido é bastante forte, logo a necessidade de se garantir a qualidade

da mesma é fundamental.

1.2 Local do estagio

O presente trabalho final de mestrado (TFM) foi realizado na Agéncia Portuguesa do
Ambiente, IP (APA) ao abrigo do protocolo de estagio entre a APA e o ISEL (Anexo ).
A fusdo de nove organismos deu origem a APA em 2012, tendo principalmente como
missao a gestdo integrada das politicas ambientais.

A APA é a principal entidade em matéria do ambiente em Portugal, contando com cerca
de 700 colaboradores e integra cinco Administragcbes Regionais Hidrograficas (ARH-
Alentejo, ARH-Algarve, ARH-Centro, ARH-Norte, ARH-Tejo), sendo dotada de um
Laboratorio de Referéncia do Ambiente (LRA). O LRA situa-se em Lisboa e é composto
por cinco sectores: Metais; Quimica Geral; Biologia/Microbiologia; Qualidade do Ar;
Quimica Organica.

Os servicos prestados pelo LRA sédo reconhecidos pela sua independéncia, credibilidade
e flexibilidade e pelo facto de serem executados por técnicos especialistas com ampla
experiéncia nas diferentes areas de atuacdo. Atualmente, o Laboratdrio encontra-se
acreditado para 30 métodos, 0 que corresponde a 75 parametros, em Vvarias matrizes

ambientais (ex. dguas, aguas residuais, lamas e sedimentos).

1.3 Objectivos

O presente TFM tem como objetivo caracterizar e avaliar a qualidade das aguas balneares

costeiras, de transicao e interiores - através da analise dos parametros microbioldgicos.

Assim os objectivos especificos sdo:

e Realizacdo de ensaios com recurso a metodologias implementadas para
caracterizacdo microbioldgica das amostras de aguas balneares;

e Comparacgéo e validacdo de metodos de anélise;

e Controlo da qualidade dos resultados.
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O presente trabalho foi desenvolvido de Abril de 2018 a Marco de 2019. Os parametros
estudados Escherichia coli e Enterococos intestinais, foram determinados por métodos
microbioldgicos no de laboratério de referéncia da Agéncia Portuguesa do Ambiente, no
sector de Biologia/Microbiologia.

1.4 Estrutura do trabalho

Para cumprir os objetivos propostos o TFM é constituido por sete capitulos, sendo os

mesmos descritos seguidamente:

CAPITULO I. Introdugdo - O primeiro capitulo é introdutério, onde se expdem o

enquadramento do tema, objetivos e estrutura do trabalho.

CAPITULO I1. Enquadramento Legislativo — E o capitulo, onde se expde a legislacio

aplicavel.

CAPITULO II1. Aguas balneares — No terceiro capitulo, sio descritos parametros de
avaliacdo de qualidade das aguas balneares, monitorizacdo da qualidade das aguas
balneares, potenciais fontes de poluicdo, qualidades das &guas balneares na Europa e
Portugal, evolucdo das aguas balneares e locais galardoados. Neste capitulo procedeu-se
a analise de trabalhos cientificos, relatorios, e livros técnicos, para entendimento e
comparacdo dos resultados obtidos nesta investigacéo.

CAPITULO IV. Materiais e Métodos - No capitulo sdo descritos os materiais e métodos
analiticos utilizados para pesquisa e quantificacdo de Enterococos intestinais e de
Escherichia coli.

CAPITULO V. Resultados e Discussdo — O capitulo inclui a apresentacdo, anélise e

discussdo dos resultados obtidos nas analises.

CAPITULO VI. Conclusdes - No capitulo sdo apresentadas as conclusdes e apontadas

algumas possiveis linhas de pesquisa.

CAPITULO VII. Referéncias Bibliograficas - No capitulo apresenta-se diversas

referéncias, como artigos, teses e documentos legais.
Por ultimo, apresentam-se 0s anexos ao trabalho.

O presente trabalho deu origem a duas comunicagdes em painel, apresentadas no Forum

de Engenharia Quimica e Biologica 2018, decorrido nos dias 8, 9 e 10 de maio de 2018,
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no ISEL e no 18.° Encontro de Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENASB) e 0 18.°
Simpdsio Luso-Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental (SILUBESA), realizado
de 10 a 12 de Outubro 2018, na Fundacdo Dr. Cupertino de Miranda, no Porto (Anexo

).
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CAPITULO 2

2 ENQUADRAMENTO LEGISLATIVO

Nos ultimos anos, os padrbes de utilizagdo das aguas balneares mudaram e 0s
conhecimentos cientificos e técnicos evoluiram, pelo que se tornou necessario repensar
procedimentos ao nivel da monitorizacéo, classificacdo e gestdo da qualidade das dguas
balneares bem como da informacao que é disponibilizada ao publico.

De acordo com o Decreto-Lei n°® 135/2009 de 3 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei n°
113/2012 de 23 de Maio procede-se a pesquisa e quantificacdo de Escherichia coli e
Enterococos intestinais. A identificacdo e a avaliacdo da qualidade das aguas balneares

séo feitas com base nos programas de monitorizagcdo que séo realizados anualmente.

Os valores da Norma de Qualidade referentes as adguas balneares estdo descritos no
Decreto-Lei n° 135/2009 de 3 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei n°® 113/2012 de 23 de

Maio, na Tabela 1 para as dguas interiores, e na Tabela 2 para as aguas costeiras e de

transicao.
Tabela 1 - Norma de Qualidade - Aguas interiores (Decreto-Lei n® 113/2012)
Parametro Qualidade Qualidade Qualidade Métodos de analise de
EXCELENTE BOA ACEITAVEL | referéncia
Enterococos intestinais 1SO 7899-1 (1998) ou
(*) 200 (*) 400 (**) 330
(ufc / 100 ml) 1SO 7899-2 (2000)
ichi i 1SO 9308-3 (1998) ou
Escherichia coli em (%) 500 (91000 | (%) 900 (1998)
(ufc / 100 ml) 1SO 9308-1 (2000)

Tabela 2 - Norma de Qualidade - Aguas costeiras e de transigio (Decreto-Lei n° 113/2012)

Parametro Qualidade Qualidade Qualidade Meétodos de andlise de
EXCELENTE BOA ACEITAVEL | referéncia
Enterococos intestinais | (*) 100 (*) 200 (**) 185 I1ISO 7899-1 (1998) ou
(ufc / 100 ml) 1SO 7899-2 (2000)
Escherichia coli (*) 250 (*) 500 (**) 500 1SO 9308-3 (1998) ou
(ufc / 100 ml) 1SO 9308-1 (2000)

(*) com base numa avaliacéo do percentil 95 da funcdo densidade de probabilidade da distribuicéo log-

normal de base 10.
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(**) com base numa avaliacdo do percentil 95 da fun¢éo densidade de probabilidade da distribuicdo log-
normal de base 10.

De acordo com o Decreto-Lei n°® 135/2009 de 3 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei n°
113/2012 de 23 de Maio, a época balnear para cada agua balnear é fixada anualmente por
Portaria pelo membro do Governo responsavel pela &rea do Ambiente, até dia 1 de Marc¢o
de cada ano. Na auséncia de definicdo da época balnear de uma agua balnear, a mesma
decorre entre 1 de Junho e 30 de Setembro de cada ano.

No processo de avaliagdo e classificacdo das aguas balneares, estas sdo designadas como
Excelente, Boa, Aceitavel ou M4, sendo as mesmas definidas de acordo com o Anexo Il1
do Decreto-Lei n® 113/2012:

o Excelente Qualidade — “as aguas balneares séo classificadas como excelentes se no
conjunto de dados recolhidos sobre a qualidade das aguas balneares para o ultimo
periodo de avaliacdo os valores de percentil para as contagens microbiologicas forem
iguais ou melhores aos valores de “qualidade excelente”;

e Boa Qualidade — “as aguas balneares séo classificadas como boas se no conjunto de
dados recolhidos sobre a qualidade das aguas balneares para o ultimo periodo de
avaliacdo os valores de percentil para as contagens microbioldgicas forem iguais ou
melhores aos valores de “boa qualidade”;

e Qualidade Aceitavel - “as aguas balneares sdo classificadas como boas se no conjunto
de dados recolhidos sobre a qualidade das dguas balneares para o ultimo periodo de
avaliacdo os valores de percentil para as contagens microbiologicas forem iguais ou
melhores aos valores de “qualidade aceitavel”.

e Qualidade M4 - as aguas balneares sdo classificadas como boas se no conjunto de
dados recolhidos sobre a qualidade das aguas balneares para o Gltimo periodo de
avaliacdo os valores de percentil para as contagens microbioldgicas forem iguais ou

melhores aos valores de “qualidade aceitavel”.

Ainda de acordo com o mesmo Decreto-Lei “as aguas balneares podem apresentar uma

poluicdo de curta duracao desde que:

i) Estejam a ser tomadas as medidas de gestdo adequadas incluindo a vigilancia, os
sistemas de alerta precoce e a monitorizagdo para evitar a exposicdo dos banhistas
através de uma adverténcia e, se necessario, de um desaconselhamento ou interdicéo

da prética balnear;
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ii) Estejam a ser tomadas medidas de gestdo adequadas para prevenir, reduzir ou eliminar

as causas da poluicgéo;

iii) O numero de amostras ndo consideradas de acordo com o n° 7 do artigo 6° do Decreto-
Lei n® 135/2009 de 3 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei n® 113/2012 de 23 de Maio,
devido a poluicdo de curta duracdo o Ultimo periodo de avaliagcdo ndo representa mais
de 15% do numero total de amostras previstas nos calendarios de amostragem fixado
para esse periodo, ou mais do que uma amostra por época balnear sendo o nivel a

considerar o mais elevado™.
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CAPITULO 3
3 AGUAS BALNEARES

3.1 Parametros de avaliacdo de qualidade das aguas balneares

A qualidade das aguas balneares é¢ um tema de grande relevancia por ser considerado um
bom indicador da qualidade ambiental e de potencial de desenvolvimento turistico, para

além de determinante em termos de satde publica (REA, 2018).

As aguas balneares estdo sujeitas a varios tipos de poluicdo devido a varias causas, tanto

naturais como antropogeénicas, cujas fontes podem difusas ou pontuais.

A presenca de bactérias de origem fecal, incluindo os coliformes fecais e Enterococcos
tém sido utilizados como ferramenta de acompanhamento para a deterioragdo
microbioldgica e para a previsdo da presenca de microrganismos patogénicos. Estes
microrganismos sdo originarios de mamiferos superiores e aves, e a sua presenca em
aguas pode indicar contaminacao fecal e possivel associagdo com agentes patogénicos.
Os indicadores microbioldgicos sdo normalmente utilizados para demonstrar a presenca

ou auséncia de agentes patogenicos (Cordeiro, 2014).

A existéncia de poluicdo fecal em aguas balneares devido a presenca de microrganismos
patogénicos, a partir de determinados niveis, constitui um risco para a saude publica. Essa
contaminacdo ndo deve ser avaliada directamente pela determinacdo da presenca desses
microrganismos, mas sim de forma indirecta, através de indicadores microbiologicos. A
contaminacdo, pode ser de origem humana ou proveniente de animais como aves,

mamiferos domésticos e selvagens.

Os agentes bioldgicos continuam a ser o principal factor de contaminacdo da agua
causando diversas doencas (Germano, 2001). Segundo Sinton et al. (1994), as contagens
de bactérias cultivaveis de indicadores de contaminagdo fecal constituem uma previsao
valida de risco para a saude publica, uma vez que os meios de cultura sdo utilizados, quer
na monitorizacdo da qualidade de aguas balneares, quer em investigacOes

epidemiologicas.

De acordo com o Decreto-Lei n® 135/2009 de 3 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei n°
113/2012 de 23 de Maio procede-se a pesquisa e quantificacdo de Escherichia coli e

Enterococos intestinais. Na alinea ¢) do n° 4 do Artigo 7 deste Decreto-Lei, assume-se
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que o parametro Estreptococos fecais é equivalente a Enterococos intestinais e que o
parametro Coliformes fecais é equivalente ao parametro Escherichia coli.

3.1.1 Escherichia coli

A Escherichia coli, originalmente denominada por Bacterium Coli, foi identificada em
1885 pelo pediatra Alem&o Theodor Escherich. A Escherichia coli encontra-se presente
no intestino humano e de animais de sangue quente. E o indicador mais restrito do grupo
dos Coliformes que se encontra quase exclusivamente associado a microrganismos de
origem fecal. Esta bactéria, pertencente a familia Enterobacteriaceae, € caracterizada pela
presenca das enzimas [3- galactosidase e B-glucuronidase que se desenvolvem em meios
complexos a 44 - 45°C (Monteiro, 2000).

Estes microrganismos quando detectados em uma amostra de agua fornecem evidéncia
direta de contaminacéo fecal recente, e por sua vez podem indicar a presenca de patdgenos
entéricos (POPE et al., 2003).

3.1.2 Enterococos intestinais

O parametro Enterococos intestinais corresponde a um subgrupo dos Estreptococos
Fecais e é caracterizado pela alta tolerancia as condicdes adversas de crescimento, tais
como: capacidade de crescer na presenca de 6,5% de cloreto de sédio, pH 9,6 e a
temperaturas compreendidas entre 10 e 45 °C. E considerado o indicador mais adequado

para avaliar a contaminacéo fecal de aguas costeiras (Monteiro, 2000).

3.2 Monitorizacdo da qualidade das aguas balneares

Nas aguas balneares existem algumas interrogacdes no que concerne a efectividade do
modo e a forma de medicdo e monitorizacdo da qualidade da agua, e ainda no que diz
respeito ao numero de factores fisicos e ambientais que influenciam a inactivacdo dos

microrganismos anteriormente referidos nas aguas costeiras.

Alguns autores (Chigbu et al., 2004; USEPA, 2005; Zhou et al., 2007) verificaram a
existéncia de padrbes de variacdo espago-tempo, na abundancia de bactérias de origem

fecal, em &guas costeiras, escala espacial observada esta, normalmente, relacionada com
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a distancia entre o ponto de colheita de &4gua e a fonte de contaminagdo (descargas de
aguas residuais, escorréncias, ribeiras, etc.), enquanto a escala temporal observada esta
associada, sobretudo, com as variagcdes ambientais como precipitagdo, agitacdo maritima,
maré e velocidade do vento, entre muitos outros factores (radiacdo solar, temperatura,

salinidade, etc.).

Os critérios de amostragem, estabelecidos no ambito dos planos de amostragem, de
acordo com a Directiva Europeia 2006/7/CE, ndo consideram o periodo do dia, nem
factores ambientais como, por exemplo, a radiacdo solar, que influenciam a contagem de

Escherichia coli na 4gua (Whitman et al., 2004).

As amostras de agua sdo geralmente recolhidas de manhd cedo, de forma a permitir
cumprir os tempos analiticos, pelo que, os critérios adaptados ndo reflectem
correctamente a concentracdo de bactérias indicadoras no periodo de exposicdo dos
banhistas.

Os modelos numéricos tém provado ser uma boa ferramenta na previsdo de correntes e
distribuicdo da qualidade da &gua em estuarios e zonas costeiras, e tém sido muito
utilizados em estudos de avaliagdo de impactos ambientais, implementacdo e
monitorizacao de emissarios submarinos e da qualidade de dguas balneares (Kashefipour
et al., 2006; Whitman et al., 2004).

3.2.1 Perfis de aguas balneares

O objectivo principal da elaboracédo dos perfis das aguas identificadas como balneares em
cada ano é dotar as entidades responsaveis pela gestdo das mesmas de informacéo a cerca
das suas caracteristicas e dos factores que podem afectar a sua qualidade, para que possam
ser tomadas atempadamente as medidas e ac¢des que previnam, prevejam e solucionem
ocorréncias de poluicdo suscetiveis de provocar efeitos negativos na satde dos banhistas
(APA, 2018).

O Decreto-Lei n° 135/2009 de 3 de junho, alterado pelo Decreto-Lei n® 113/2012 de 23
de Maio, define que os perfis das dguas balneares devem ser estabelecidos pela APA, I.P.
até marc¢o de cada ano, em conformidade com o Anexo V deste Decreto-Lei. Cada perfil

pode abranger uma ou mais aguas balneares contiguas.
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Os perfis das &guas balneares incluem os seguintes elementos: identificacao e localizagdo
da &gua balnear, descricao da &gua balnear e envolvente (Figura 1), enumeracao, listagem,
caracterizacdo e quantificagdo das fontes de poluicdo e avaliagdo do potencial de
proliferacdo de cianobactérias; avaliacdo do potencial de proliferacdo de macroalgas e/ou
fitoplancton, histérico da qualidade das &guas balneares e, por fim, medidas de gestdo e
intervencdes. No anexo VI apresenta-se um exemplo de perfil completo da Fonte da
Telha.

Perfil de Agua Balnear da Fonte da Telha

Identificacio da Agua Balnear

Nome da Azua Balnear FONTE DA TELEA

Cédigo da Azua Balnear PTCXTL

Ano de Identificacio 1001

Categoria/Tipo Agua balnear costeira/Costa Atlantica Mesotidal Moderadamente Exposta
Nome da Zona Costeira Costa da Capanica

Foate: APA/ ARETO

Localizacio Geogrifica e Administrativa da Agua Balnear

Pais Portuzal

Distrito Senibal

Concelho Almada

Freguesia Costa da Capanica

Nome Bacia Hidrografica Baciz Hidrografica do Rio Tejo
Codigo Bacia Hidrografica PTRHS

Nome da Massa de Agua CWE-I-4

Cédigo da Massa de Agua PTCOSTI1

Figura 1 - Exemplo de perfil de agua balnear da Fonte da Telha

(APA, 2019)

Do ponto de vista da gestdo da praia, existe todo o0 interesse em que se conhegcam as
potenciais causas de contaminacdo, para desenvolver medidas de contencdo, e que se
consigam enquadrar as situagdes esporadicas que ocorrem. A politica de implementagao
do perfil das aguas balneares vai permitir que cada praia, em cada época balnear, esteja
apta para a proteccao do publico contra focos de poluig¢do crénica ou acidental. Assim, o
“Perfil das Aguas Balneares” serve niio so para fazer um levantamento e caracterizagao
da praia, como constitui também uma ferramenta que permite a adopgdo de medidas de
gestdo e de combate a possiveis focos de poluicdo (Silva, 2011).
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3.3 Potenciais fontes de polui¢do das 4guas balneares

As potenciais fontes de polui¢do das guas balneares é um dos pontos mais importantes
na implementacdo de um perfil das aguas balneares. E de salientar que a poluicio que
estd em causa € essencialmente a poluicdo microbiol6gica das aguas balneares, pois a
Directiva considera apenas dois parametros microbioldgicos, embora tenham de ser
considerados outros tipos de polui¢do, organismos ou residuos que afectem a qualidade

das aguas balneares e constituam um risco para a saude dos banhistas (Silva, 2011).

3.3.1 Poluicéo de curta duracéo

Segundo o Decreto-Lei n® 135/2009 de 3 de Junho, alterado pelo Decreto-Lein® 113/2012
de 23 de Maio, sdo consideradas como fontes de poluicéo, de curta duragéo, todas aquelas
que provocam contaminagdo microbiologica, através de Enterecocos intestinais e
Escherichia coli, com causas claramente identificaveis, prevendo-se que, em principio,
ndo afetardo a qualidade das &guas balneares por mais de cerca de 72 h, a contar do
momento em que a qualidade dessas dguas comecou a ser afectada, e para as quais a
autoridade competente tenha estabelecido procedimentos de previsdo e minimizacao dos
seus efeitos. E, assim, necessério proceder ao levantamento de todas as possiveis fontes
de poluicdo de curta duracdo que possam afectar as aguas balneares e a salde dos

banhistas.

Este levantamento deve passar pela descricdo da natureza, frequéncia e duracéo
esperadas, da poluicdo de curta duracdo, assim como das medidas de gestdo tomadas de
modo a controlar esses focos de poluicdo, e pela identificacdo e contactos dos organismos
responsaveis pela adopcao dessas medidas. E ainda necessario fazer um levantamento dos
dados sobre quaisquer causas de poluicdo remanescentes, incluindo as medidas de gestédo

tomadas e o calendario para a sua eliminacéo.

3.3.2 Poluicéo decorrente de situacbes anormais

E considerada como situagio anormal “um acontecimento ou uma combina¢io de
acontecimentos com repercussdes na qualidade das aguas balneares no local em questao,

0 qual ndo se prevé que ocorra, em média, mais do que uma vez de quatro em quatro

15
ALCINA LEONARDO/2018



LEONARDO A. 2019: Caracterizagio Microbiol4gica de Amostras no Ambito da Monitorizacéo de Aguas Balneares

anos”. Um exemplo de um caso de poluicdo anormal € a ocorréncia de acidentes com

petroleiros.

Deste modo, para o correcto levantamento de todas as fontes de poluigdo que possam
afectar a qualidade das &guas balneares, é essencial fazer um levantamento da
possibilidade de ocorréncia de situacdes anormais de poluicdo. A nova Directiva prevé
que, na ocorréncia de situacdes anormais de poluicdo, seja suspenso o calendério de
amostragem, que podera ser retomado ap6s o termo da situacdo anormal de poluicdo
(Silva 2011).

3.3.3 Poluicéo difusa

Este tipo de poluicédo resulta das variadas actividades de uso e ocupacdo do solo, e esta
dispersa ao longo da zona drenante atingindo as aguas balneares, e contribuindo para a
existéncia de problemas de poluigdo da agua, como os “blooms” de algas ou fitoplancton
e cianobactérias, e a contaminacao microbioldgica das dguas balneares (Yan et al, 2007).
As fontes de poluicdo podem afectar todos 0s recursos aquaticos, desde os rios as aguas
subterraneas e balneares. Uma das principais causas deste tipo de poluicdo é a

impermeabilizacdo dos solos.

A existéncia de canaliza¢bes parciais de linhas de agua, assim como, muitas vezes, a
densa vegetacdo, também favorecem o aparecimento de descargas ocultas e dificultam
bastante a deteccao (IHRH, 2000).

Ao contrério das fontes de poluicdo pontuais, as difusas ndo sdo de facil quantificacdo e
qualificacdo. Um estudo pormenorizado de toda a bacia drenante, de todas as fontes de
poluicdo, além de uma gestdo adequada do perfil das aguas balneares, permitird, a médio
prazo, uma diminuicdo da contribuicdo da poluicdo difusa nas dguas balneares, tanto pela
diminuicdo da sua emissdo (através das medidas de gestdo), como pela identificacdo da
sua origem e melhor controlo do seu impacto, passando, entdo, de fonte difusa para
pontual (Silva, 2011).

3.3.4 Poluicdo pontual

A poluigdo pontual resulta de descargas em locais especificos e facilmente identificaveis

e monitorizaveis (Souza, 2007).
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Pelczar et al. (1996) cita que infec¢Bes transmitidas por dgua balneares ocorrem quando
um microrganismo infeccioso é adquirido por meio desta &gua, contaminada por matéria
de origem fecal, contendo patégenos humanos e animais. Quando esses patdgenos
contaminam as &guas balneares, podem aparecer surtos epidémicos de doencas
intestinais, afectando um grande nimero de pessoas num curto periodo. A deteccdo da
fonte de contaminacdo, associada a varios casos, auxilia na determinacdo da origem de

tais epidemias.

Nos seres humanos, a E. coli pode causar doengas como: diarreia, colite hemorréagica
sindrome urémica hemolitica é uma sindrome caracterizada por insuficiéncia renal
progressiva, anemia hemolitica (destruicdo dos glébulos vermelhos e plaquetas) e lesdo
das paredes dos vasos sanguineos (Ismaili et al, 1995).

3.4 Qualidade das aguas balneares na Europa

O relatorio anual sobre a qualidade das dguas balneares da Unido Europeia de 2018, indica
que mais de 85% das zonas balneares, monitorizadas em 2016, satisfaziam as mais
rigorosas normas de qualidade, atingindo o nivel de ‘excelente’. 0s resultados obtidos
nas analises permitiram verificar “que a maioria das zonas balneares esta isenta de
poluentes nocivos para a satide humana ¢ para o ambiente”, ¢ que mais de 96% das zonas
balneares satisfazem os requisitos minimos de qualidade estabelecidos ao abrigo das
regras da Unido Europeia. As aguas balneares europeias estdo cada vez mais limpas, uma

tendéncia positiva que se vem verificando ao longo dos ultimos 40 anos (EEA, 2018).

Os resultados da qualidade das aguas balneares para cada pais da Europa, na época

balnear 2017 é apresentado na Figura 2.
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(EEA, 2018)
Figura 2 - Resultados da qualidade das &guas balneares para cada pais, ha época balnear 2017

De acordo com os padrées minimos de qualidade estabelecidos pela Directiva relativa as
aguas balneares, nos Estados Membros da UE em 2017, em cinco paises, 95% ou mais
das aguas balneares apresentam excelente qualidade, Luxemburgo (100%), Malta
(98,9%), Chipre (97,3%), Grécia (95,9%) e Austria (95,1%). Os paises que apresentaram
4guas balneares com qualidade suficiente foram: Austria, Bélgica, Croacia, Chipre,
Grécia, Letdnia, Luxemburgo, Malta, Romeénia, Eslovénia e Suica e o0s trés paises com
maior nimero de aguas balneares, classificadas como m4, sdo a Italia (79 aguas balneares

ou 1,4%), Franca (80 aguas balneares ou 2,4%) e Espanha (38 aguas balneares ou 1,7%).

Em comparacdo com 2016, o numero de banhos de ma qualidade das aguas, na Italia,
diminui 21 (de 100 aguas balneares em 2016 para 79 em 2017). Os paises com a maior
proporcao de aguas balneares de fraca qualidade sdo Estonia (4 aguas balneares ou 7,4%),
Irlanda (7 aguas balneares ou 4,9%) e Reino Unido (21 aguas balneares ou 3,3%). Na
Albania, de acordo com as disposi¢cdes da Directiva relativa as aguas balneares, pela
terceira vez, 12 locais de aguas balneares (ou 11,8%) foram classificados como ma4,
descendo 2,3 %, relativamente a 2016. Desde 2015, altura em que 31 locais de aguas
balneares (ou 39,1%) eram avaliados como ‘pobres’, o numero diminuiu
significativamente (EEA, 2018).
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3.5 Qualidade das aguas balneares em Portugal

Segundo dados divulgados pelo SNIRH (2018) em Portugal, existiam cerca de 737 aguas
balneares. O nimero de aguas balneares identificadas, que obrigatoriamente sdo sujeitas
ao controlo da qualidade da agua para a pratica balnear, tem evoluido bastante nas Gltimas
décadas, passando de 336, em 1993, para 603 em 2017. Destas, 80% sdo aguas balneares

costeiras ou de transicdo (480) e 20% sdo aguas balneares interiores (123).

Das 603 aguas balneares identificadas em 2017, 96,7% apresentaram qualidade
“aceitavel” ou “superior”, 87,7% apresentaram qualidade “excelente” e 0,8%
evidenciaram qualidade “ma”. Salienta-se ainda a existéncia de 15 aguas balneares que
ndo foram contabilizadas em nenhuma das quatro classes de qualidade estabelecidas pela
Directiva, em virtude de, até ao final da época balnear de 2017, ndo possuirem ainda uma
quantidade de dados suficiente para que fosse possivel proceder a sua avaliacdo

qualitativa.

Assim, estas 15 aguas balneares foram consideradas “sem classifica¢dao”, correspondendo
a 2,5% das aguas balneares identificadas. Importa, contudo, realgar que estas aguas
balneares foram sujeitas a monitorizacdo durante a época balnear de 2017, respeitando as

exigéncias legais.

De referir também que, nos casos gerais, para que ocorra a classificacdo da qualidade da
agua balnear é necessario um namero minimo de 16 amostras, para 0 conjunto de quatro
épocas balneares (minimo de quatro amostras por época balnear). Ou seja, na época
balnear de 2017, e para 0s casos gerais, a classificacdo das aguas balneares tem por base,

pelo menos, 16 amostras relativas aos anos de 2017, 2016, 2015 e 2014.

Analisando a Figura 3 constata-se que, em 2017, a percentagem de aguas com
classificagdo “aceitavel” ou superior é muito elevada (99,5%), sendo mesmo que 90,3%
das 4guas obtiveram a classificacio de “excelente”. Trés d4guas balneares,
correspondentes a 0,5% foram classificadas como de “ma” qualidade. Os restantes 1,4%
de aguas costeiras foram considerados “sem classificagdo”, porque ainda ndo dispdem do

namero de amostras que é necessario para efectuar a avaliacdo qualitativa (SNIRH, 2018).
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Figura 3 - Classificacdo das aguas balneares obtida em 2017

Nos ultimos anos, tem-se verificado, em Portugal, uma evolucao positiva da qualidade
das aguas balneares nacionais, como se pode observar nas Figuras 4 e 5.
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Figura 4 - Evolucédo da qualidade das dguas balneares costeiras e de transi¢do

Analisando especificamente as &guas balneares costeiras e de transicdo (Figura 4),
constata-se que, em 2017, a percentagem de aguas com classificacdo “aceitavel” ou
superior € muito elevada (97,7%), sendo que 90,6% das aguas obtiveram a classificagdo
de “excelente”. Ainda assim, 0,6% das aguas foram classificadas como de “ma”
qualidade. Os restantes 1,7% de aguas costeiras foram considerados “sem classificagdo”
(tendo sido sujeitos a controlo de qualidade da agua, mas ainda ndo dispondo de um
conjunto de 16 amostras) (APA, 2018).
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Figura 5 - Evolugdo da qualidade das aguas balneares interiores

Para as aguas balneares interiores (Figura 5), a avaliacdo efectuada, em 2017 evidenciou
também que a percentagem de dguas com classificacao “aceitavel” ou superior ¢ elevada,
(92,7%), sendo que 76,4% obtiveram classificagdo “excelente”. Em 2017, duas aguas
balneares interiores (1,6%) obtiveram classificagdo “ma”. Foram consideradas “sem
classificacdo” 5,7% das aguas balneares interiores (ou seja, apesar de sujeitas a controlo

de qualidade da &gua, ainda nao dispdem de um conjunto de 16 amostras) (APA,2018).

3.6 Bandeira Azul
3.6.1 Condicdes para atribuicdo da Bandeira Azul

A Bandeira azul é um simbolo de qualidade ambiental atribuido, anualmente, a praias
fluviais e costeiras ou de transi¢cdo que se candidatem ao galarddo e que cumpram um
conjunto de critérios estabelecidos pela Associacdo Bandeira Azul da Europa. O
programa Bandeira Azul tem por objectivo educar para a sustentabilidade da
biodiversidade marinha da orla costeira e lacustre e incentivar a adopcdo de

comportamentos sustentaveis que respeitem a Natureza.

Segundo ABAE, (2018) os Critérios do Programa Bandeira Azul para praias estdo
divididos em 4 grupos: Informacéo e Educacdo Ambiental, Qualidade da Agua, Gestdo
Ambiental e Equipamentos, Seguranca e Servicos. Este galarddo, atribuido apds a
verificacdo destes critérios, pressupfe que a qualidade da &gua tenha obtido a
classificacao de “excelente”.
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3.6.2

Locais galardoados

Segundo a Associacdo Bandeira Azul da Europa, a época balnear de 2018 contou com

332 praias classificadas com a Bandeira Azul, as quais se juntam 14 marinas e 5 navios

de ecoturismo. Segundo a informacéo divulgada pelo programa Bandeira Azul, um pouco

mais de metade das praias portugueses conseguiu a distingdo “Bandeira Azul”, um

ndmero ligeiramente superior ao de 2017, o suficiente para se registar o maior valor de

sempre. Na Figura 6 apresenta-se a evolugéo das praias galardoadas de 1987 a 2017.

Por regido, o nimero de praias galardoadas € o seguinte:
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Na regido Norte, 73 praias;
No Centro, 39 praias;

Na regido do Tejo, 48 praias;
No Alentejo, 32 praias;

No Algarve, 89 praias;
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Na Madeira, 14 praias.

N Marinas
s Costeiras

(ABAE, 2018)
Figura 6 - Evolugdo dos locais galardoados de 1987 a 2017
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De 2015 a 2018, as praias galardoadas tiverem um crescimento notavel. Em 2015, em
Portugal, foram galardoadas 283 praias e em 2018, foram galardoadas 332 praias, em

todo pais.

Espanha teve 696 bandeiras azuis em 2018 e é lider incontestado e mundial no galarddo
que garante a qualidade das praias e da sua agua. Os resultados mostram que Espanha tem
agora 590 praias de bandeira azul ao longo de sua vasta costa, correspondendo a 11 a
mais do que em 2017. Existem ainda bandeiras azuis para 101 marinas e 5 portos de
cruzeiros. Madrid este ano foi incluida, gracas a praia Virgen de la Nueva, nas margens
do reservatério de San Juan, perto da cidade de San Martin de Valdeiglesia, a cerca de
uma hora a oeste da cidade (ABAE, 2018).
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CAPITULO 4
4 CARACTERIZAQAO DA AREA DE ESTUDO
4.1 Localizagdo da area de amostragem

As amostras de aguas balneares utilizadas neste trabalho foram recolhidas como parte
integrante do plano de monitorizacdo das aguas balneares da zona Administracdo da
Regido Hidrogréafica do Tejo (ARH-Tejo, nos concelhos de Almada, Cascais, Oeiras,

Mafra, Sesimbra e Sintra).

Assim, avaliou-se a presenca e quantificacdo de Escherichia coli e Enterococos, em 40
amostras de aguas balneares dos respectivos concelhos. O mapa das aguas balneares na
zona ARH-Tejo € apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Mapa da zona de estudo envolvente

4.2 Aguas balneares monitorizadas

Em Portugal é habitual que a frequéncia de amostragem seja estabelecida tendo em conta
a categoria da agua balnear (costeira, de transi¢do ou interior), o seu historial e as pressoes
a que eventualmente esté sujeita. De modo geral, uma agua que obteve classificacdo anual
excelente, anteriormente, podera ser amostrada com frequéncia inferior a de uma agua

balnear que obteve classificacdo aceitavel ou ma (APA, 2018).
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Na Tabela 3 estdo descritas as 4guas balneares monitorizadas durante a execucdo do

trabalho, conselhos, categoria, época balnear e classificacdo obtida, em 2017, e tendo em

conta a classificagdo obtida em 2016. No anexo 111 apresenta-se a descricdo das cores de

classificagéo.

Tabela 3 - Aguas balneares monitorizadas neste trabalho

ALCINA LEONARDO/2018
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Concelho | Agua balnear Categoria | Epoca balnear 2018 Classificacéo2017
Almada Castelo Costeira 1 de Junho a 30 de Setembro
Almada Fonte nova Costeira 1 de Junho a 30 de Setembro
Almada Rainha (Caparica) Costeira 1 de Junho a 30 de Setembro
Almada S80o Jodo da Caparica | Costeira 1 de Junho a 30 de Setembro
Almada Sereia Costeira 1 de Junho a 30 de Setembro
Cascais Avencas Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Azarujinha costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Carcavelos costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Conceigdo Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Crismina Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Duquesa Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Guincho Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Moitas Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Parede Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Poca Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Rainha Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais S. Pedro do Estoril Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Cascais Tamariz Costeira 1 de Maio a 15 de Outubro
Oeiras Caxias Transicdo | 12 de Maio a 23 de Setembro | Boa
Oeiras Pago de Arcos Transicdo | 12 de Maio a 23 de Setembro | Boa
Oeiras Santo Amaro Transicdo | 12 de Maio a 23 de Setembro
Oeiras Torre Transicdo | 12 de Maio a 23 de Setembro
Mafra Porto das Caladas Costeira 15 de Junho a 16 de Setembro
Mafra S. Lourengo Costeira 15 de Junho a 16 de Setembro
Mafra Coxos Costeira 15 de Junho a 16 de Setembro
Mafra Ribeira de llhas Costeira 15 de Junho a 16 de Setembro
Mafra Algodio do Norte Costeira 15 de Junho a 16 de Setembro
Mafra F. da Telha Costeira 15 de Junho a 16 de Setembro
Mafra B. Sul Costeira 15 de Junho a 16 de Setembro
Mafra Foz Lisandro Interior 15 de Junho a 16 de Setembro
Sesimbra | Bicas Costeira 30 de Maio a 16 de Setembro
Sesimbra | Lagoa da albufeira Costeira 30 de Maio a 16 de Setembro
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Sesimbra | Lagoa albufeira -mar | Costeira 30 de Maio a 16 de Setembro
Sesimbra | M. de baixo (Meco) | Costeira 30 de Maio a 16 de Setembro

Sintra Magoito Costeira 15 de Junho a 15 de Setembro

Sintra Magas Costeira 15 de Junho a 15 de Setembro

Sintra Praia Grande Costeira 15 de Junho a 15 de Setembro

Sintra Adraga Costeira 15 de Junho a 15 de Setembro

Sintra S. Julido Costeira 15 de Junho a 15 de Setembro

Sintra Foz colares Interior 15 de Junho a 15 de Setembro

As aguas balneares descritas na Tabela 3, foram monitorizadas no periodo de Abril a
Julho, tendo em conta o calendério estabelecido pela APA.
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CAPITULO 5
5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Meios de cultura e solugdes de dilui¢ao

Os meios de cultura desempenham um papel fundamental na microbiologia. Sao
preparagdes quimicas produzidas em laboratérios, e que fornecem os nutrientes
necessarios ao crescimento e desenvolvimento de microrganismos (como bactérias,
bolores e leveduras) fora do seu meio natural (DRA, 2017). E necessério proceder ao
controlo de qualidade dos meios de cultura utilizados, a fim de avaliar e verificar se estéo
em conformidade com os critérios definidos pela (ISO 11133:2014) de forma a validar e

assegurar a fiabilidade dos resultados.
As solucdes de diluicdo e meios de cultura utilizados para este trabalho foram:
e Agua MilliQ esterilizada como solucdo de diluicio (Figura 8);
e DSM - Diluant Spécial pour Microplaques (Figura 9);
e Colilert-18 (Figura 10);
e Enterolert (Figura 11);
e Microplacas estereis MUG E. coli (Figural2);
e Microplacas estéreis MUD Enterococos (Figura 13);
e Solucdo de Ringer;
e Gelose de lauril-sulfato de sddio (isolamento E. coli);
e Fluorocult (confirmacdo E. coli);
e Meio de Slanetz & Bartley (isolamento Enterococos);
e Agar de bilis azida-esculina (confirmacdo Enterococos).

Gelose de lauril-sulfato de sodio (isolamento) € um meio solido selectivo vermelho,

onde as coldnias tipicas amarelas aparecem com cor amarelo liméo.

Fluorocult (confirmacéo) é um meio liquido violeta, para confirmag&o de coliformes. A

presenca de coliformes é evidenciada pela mudanga da cor do meio para amarelo, com
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emissdo de florescéncia com radiagdo UV. Caso a prova de fluorescéncia se apresente
negativa, executa-se a prova de Indol.

Meio de Slanetz & Bartley (isolamento Enterococos) € um meio selectivo sédio, cujos
componentes inibem o crescimento de bactérias Gram-negativas, pondo em evidéncia as

coldnias tipicas que aparecem com cor vermelha, castanha ou rosa.

Agar de bilis azida-esculina (confirmacdo Enterococos) neste meio, as coldnias tipicas
de Enterococos intestinais apresentam uma coloracdo acastanhada ou negra, que se

difunde no agar.

Figura 8 - Doseador com &gua MilliQ Figura 9 - Meio cultura DSM

(IDEXX, 2018) (IDEXX, 2018)
Figura 10 - Embalagem de Colilert Figura 11 - Embalagem de Enterolert
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5.1.1 Material de laboratério

O material de laboratdrio inclui o material de vidro e plastico e os equipamentos utilizados
na atividade laboratorial.

e Placas Petri esterilizadas, com diametro de 90 mm;

e Pontas esterilizadas para micropipetas;

e Frascos de vidro de 110 ml esterilizados;

e Frascos de plastico de 500 ml (Figura 12) e 1 L esterilizados;

e Comparador de cor;

e Caixa térmica (Figura 13);

e Luvas;

e Alcool;

e Membranas filtrantes, esterilizadas, com 47 mm de didmetro e porosidade de
0,45 pm;

e Copos de filtracdo esterilizados de 100 ml;

e Frascos de vidro “Schott” com tampa autoclavavel;

e Placas de Petri esterilizadas com didmetro de 60 mm ou 90 mm;

e Tubos de vidro com tampas;

e Ansas de repicagem esterilizadas;

e Pincas de pontas planas em aco inox.

=

Figura 13 - Caixa térmica para o transporte das

Figura 12 - Frascos de pléstico de 500 ml
amostras

esterilizado
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_Figura 14 - Frascos arrumados na Caixa térmica (IDEXX,2018)

para recolha das amostras
Figura 15 - Microplaca

5.1.2 Equipamentos

e Micropipetas de multicanal com 8 canais (Figura 16);
e Micropipetas de mono canal de 5 e 10 ml (Figura 16);
e Agitadores tipo Vortex (Figura 17);

e Balanca analitica (Figura 18);

e Autoclave (Figura 19);

e Estufa de incubacdo com termostato a 36 + 2 °C;

e Estufa de incubacdo com termostato a 41 + 0,5 °C;

e Estufas de incubacdo com termostato regulavel a 44+0,5 °C (Figura 19);
e Céamara de observacdo com lampada UV (Figura 21);
e Bicos de Bunsen;

e Seladora de Quanti-trays (Figura 21);

e Dispensador automatico de membrana;

e Contador de colonias com sistema de iluminacéo;

e Rampa de filtracdo bomba de vacuo.
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Figura 20 - Rampa de filtracdo Figura 21 - Estufas de incubagdo com termostato
regulavel a 44+0,5°C
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i:igura 22 - Seladora de Quanti-Tray Figura 23 - Camara de observagdo com lampada
uv

5.2 Metodologia
5.2.1 Amostragem

A forma como as amostras de dgua balnear sdo recolhidas tem impacto na qualidade dos
resultados. O procedimento de amostragem foi feito de acordo com a norma 1SO 19458
(2006).

5.2.1.1 Planeamento da colheita das amostras

A estratégia de amostragem define a localizacdo do ponto de colheita, 0 nimero de
amostras a recolher e frequéncia de amostragem, etc. Segundo LRA (2011) para que se
obtenham resultados com o nivel requerido, é fundamental que o planeamento e 0s
registos sejam adequados. Para elaboracéo do planeamento distinguem-se trés niveis para

a documentacéo:
e Elaboracdo do programa;
e Informacdo a fornecer ao pessoal da amostragem;
e Procedimentos operativos.

E importante, para além da descricdo do programa, a inclusdo de razdes subjacentes a
realizacdo do estudo, designadamente o0 que se pretende com os resultados, descricao das
especificagdes que a informacdo deve cumprir, caracteristicas temporais e espaciais e
processos ambientais a Tabela 4 demostra o resumo das técnicas de conservacdo das
amostras para a determinacdo dos parametros microbiologicos. A estratégia de
amostragem precisa ser operacionalizada num plano de amostragem. Este plano deve

servir de apoio ao pessoal envolvido no planeamento e analise e deve incluir:
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e Localizacdo do ponto de amostragem;
e NuUmero de amostras a recolher;

e Frequéncia de amostragem;

Tabela 4 - Resumo das técnicas de conservacdo das amostras para a determinacdo dos parametros
microbiol6gicos

Parametro Natureza do Tempo recomendados | Técnica de

recipiente (colheita/analise) conservagao
Bactérias coliformes Frascos V. ou P. Transporte ao abrigo da
Escherichia coli estéreis de 500 ml 6-8h luz, com refrigeracéo
Enterococos intestinais

(LRA, 2017)
Nota: A Norma ISO 19458 (2006). especifica que, em casos excecionais, a analise pode ser realizada até

as 24 h apos a colheita.

5.2.2 Recolha de amostras de aguas balneares

As amostras de aguas balneares costeiras, interiores e de transicdo, foram recolhidas de
forma directa e indirecta, a 30 cm de profundidade, numa coluna de agua com cerca de
1,3 metros, com recipientes de plastico, estéreis, de 500 ml. Estes recipientes foram
enchidos até cerca de 3/4 do seu volume, identificados de modo claro e indelével. Os
recipientes foram fornecidos pelo Laboratério e transportados em caixas térmicas (Figura
13). As amostras foram conservadas no frio e validadas ap6s confirmacdo das

temperaturas de colheita e de chegada ao laboratdrio.

5.2.2.1 Recolha directa

Em condicGes de seguranca, entrou-se no mar cerca de 1,3 m, passando pela zona de
rebentacdo e recolhendo as amostras a uma profundidade de 30 cm, abaixo da superficie.
O recipiente foi imerso, fechado, na agua, no sentido oposto ao corpo, sendo aberto e
cheio até + 3/4 do seu volume Figura 24 (LRA. 2011).
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Figura 24 - Recolha directa de amostras de aguas balneares.

5.2.2.2 Recolha indirecta

Este tipo de recolha é realizado, normalmente, quando as condi¢cGes do mar ndo permitem
recolher amostras em seguranca, através da utilizacdo de um balde em inox. O balde é
lavado trés vezes, com agua do local, antes de recolher amostra. Na zona de entrada do
mar, o balde que esta ligado a um cabo é lancado na dgua do mar, posteriormente, é
puxado na direccdo da praia, aguardando-se que a amostra sedimente e, com o recipiente
adequado, procede-se a recolha da amostra (Figura 25) (LRA, 2011).

Figura 25 - Recolha indirecta de amostras de aguas balneares
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5.2.3 Medicéo da temperatura no local de amostragem

Um factor importante para validacdo de amostragens e respetivos métodos e € a distingdo
das devidas variagBes temporais ou espaciais, numa massa de &gua, e as variagdes
causadas pelas condicfes a que a amostra pode estar sujeita. No local de amostragem, é
medida a temperatura da agua (Figura 26). Em seguida enche-se um frasco no inicio da

recolha das amostras para o controlo da temperatura.

Figura 26 - Medida de temperatura inicial no local de colheita

5.2.4 Recepcdo das amostras

Na recepcdo das amostras, no laboratorio, € medida a temperatura no frasco com a dgua
colhida no inicio da recolha das amostras, para verificar se as condi¢fes de refrigeracédo
das amostras foram mantidas, durante o transporte. A temperatura tirada no laboratério

tem de ser inferior a temperatura do local de amostragem (Figura 27).
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Figura 27 - Medida da temperatura para verificacdo das condi¢des de refrigeracdo das amostras

5.3 Parte experimental
5.3.1 Esterilizagdo dos materiais e meios de cultura

Em Microbiologia, é importante a esterilizagdo dos meios de cultura, das solucfes de
diluicdo e do material de vidro ou plastico que se utiliza. A esterilizacdo do material e dos
meios de cultura realiza-se utilizando uma autoclave (Figura 29), a temperatura de 121
°C, e com um periodo de esterilizacdo de 15 min, para os meios de cultura, e de 30 min

para o material.

Os meios contaminados com as culturas de bactérias foram descontaminados por
autoclavagem e, em seguida, descartados como residuos ndo perigosos. O material

contaminado foi lavado na maquina e seco na estufa de secagem.

A assepsia € extremamente importante em Microbiologia. Entende-se por assepsia todas
as condicdes, gestos e atitudes tendentes a manter o estado de auséncia de microrganismos

contaminantes, no meio em que se actua (Mariya,2008).

5.3.2 Preparacdo dos meios de cultura

Os meios de cultura sdo preparados a partir de meios desidratados, com agua MilliQ e
aquecidos, até que se dissolvam completamente. Apds a esterilizacdo, por autoclavagem
a 121°C, durante 15 min, os meios sao distribuidos em placas numa Camara de Fluxo
Laminar. Noutros casos, 0s meios de cultura e solugdes de diluicdo sdo preparados em

tubos de Petri e, posteriormente, esterilizados no autoclave a 121°C, durante 15 min.
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A sua preparacdo é um processo simples, mas requer a aplicacdo de certas regras. A
preparacdo dos meios de cultura e das solugdes de diluicdo foram efectuados segundo
(NP-4346:1998), na sequéncia seguinte:

e Pesagem do meio de cultura em um recipiente adequado;

e Dissolugdo em agua de qualidade apropriada, a quente ou frio, em recipiente
fechado;

e Identificacdo do meio de cultura ou da solucéo de diluicdo, através de marcacéo
do recipiente e da data de preparacédo e designacdo do meio (Figura 28);

e Esterilizacdo na autoclave a 121°C, durante 15 min (Figura 29) armazenamento

dos lotes, por datas de preparacdo e tipo de meio.

Os lotes de meios de cultura preparados no laborat6rio tém uma validade de 30 dias.

Figura 28 - DSM preparados e identificados Figura 29 - Esterilizagdo dos meios de cultura -

5.3.3 Controlo da qualidade do pH

O controlo de qualidade efectuado compreende a determinacédo de valor do pH, sempre
que se esteriliza a agua e €é realizada a contagem de microrganismos cultivaveis a 22°C,
com uma periodicidade mensal. Se a qualidade de agua ndo cumprir os critérios de

aceitacdo definidos, seré descartada.

Se a agua tiver sido utilizada para preparacdo de meios de cultura ou solucdes de dilui¢éo
que, entretanto, tenham sido utilizados no processo de analise de amostras, estas serdo

desprezadas.
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5.4 Pesquisa e quantificacdo de Escherichia coli e Enterococos intestinais pelo
método de Microplacas

5.4.1 Descri¢do do método de Microplacas

O substrato que demonstra a actividade enzimética bacteriana em questéo é o MUG (4-
metilumbeliferil § - D-glucuronido). O meio de cultura é desidratado e fixado ao fundo
dos pogos da microplaca. A reidratacdo do meio é conseguida quando a prépria amostra
de agua é introduzida nos pocos. Este método baseia-se na norma ISO 7899-1 (1998),
para 0s Enterococos e na norma 1SO 9308-3 (1998), para Escherichia coli. Este método
aplica-se a aguas balneares, superficiais e residuais. Na Figura 30 esta representado o
fluxograma de execucao do método das Microplacas.

Amostra

1

Preparacao das diluicGes

]

Transferéncia para placa de Petri

]

Distribuicdo nas microplacas

]

Incubacéo (44 £0,5) °C, durante (36-72) h

< D

Com fluorescéncia Sem fluorescéncia

i i

Enterococos Nao é Enterococos
Escherichia coli Nao é Escherichia coli
(LRA, 2017)

Figura 30 - Fluxograma de execu¢do do método das Microplacas.

Apos a preparacdo das diluicdes, transfere-se a amostra para uma placa de Petri. Em
seguida, € feito o preenchimento das microplacas que vao a incubar a uma temperatura
de 44+0,5 °C, durante 36 a 72 h, para pesquisa de Escherichia coli e Enterococos

intestinais. Apos a incubacdo, observa-se a microplaca sob radiacdo UV (Figura 23), a
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emissdo de fluorescéncia indica a presenca de Escherichia coli ou de Enterococos
Intestinais (LRA, 2017).

5.4.2 Diluictes

O namero de diluicGes depende da natureza e do teor bacteriano previsto. Para as dguas

balneares as diluigdes foram realizadas conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5 - Descricdo das diluigBes para aguas balneares

Origem N° de Diluigdes | N° de pocos (diluicBes) | Valores limite
(N° bactérias /100 ml)

Aguas balneares 2 64 pocos para 1/2 15 até 3,5 x 10*

64 pocos para 1/20

(1SO 9308-3, 1998)

Utilizando uma micropipeta com uma ponta esteril transferiram-se 18 ml da amostra de
agua balnear para o primeiro tubo contendo 18 ml de agua esterilizada, agitando o tubo
para homogeneizar a amostra (diluicdo 1/2). Com uma nova ponta estéril e apos
homogeneizacdo da amostra, transferiram-se 2 ml desta dilui¢do para o tubo contendo 18
ml de diluente DSM (diluicdo 1/20).

5.4.3 Inoculacéo e incubacdo das microplacas

Transferiu-se o conteldo do segundo tubo de diluicdo (1/20) para uma placa de Petri
estéril, de 90 mm de diametro e, utilizando uma pipeta multicanal com oito pontas
estéreis, distribuiram-se 200 pl, em cada po¢o da microplaca. Procedeu-se da mesma
forma para a diluicdo Y. ApGs a inoculacdo da microplaca, procedeu-se a selagem com
fita adesiva estéril e a incubacdo a 44°C+ 0,5°C, durante um periodo minimo de 36 h e

méximo de 72 h.

5.4.4 Leitura e determinacéo dos resultados

A microplaca foi colocada na cadmara UV (Figura 31) e contados todos 0s po¢os em que

se observou uma fluorescéncia azul, como positivos (Figura 32).
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Figura 31 - Microplacas de Escherichia coli e Figura 32 - Microplaca na camara UV.
Enterococos.

Nota: A leitura pode ser realizada em qualquer momento apés as 36 h e até as 72 h, uma

vez que a fluorescéncia nédo sofre alteracdes com o tempo.

Para cada diluicdo foi registado o namero de pocos positivos. O nimero mais provavel
(NMP) é uma estimativa estatistica de densidade de microrganismos, assumindo-se que
corresponde a uma distribuicdo de Poisson nos volumes inoculados; os intervalos de
confianca estdo associados ao NMP. Os célculos foram realizados utilizando tabelas do
NMP. Nos pogos positivos, os resultados foram expressos da seguinte forma: < n/100 ml,

sendo n, 0 NMP, para um pogo positivo, na diluicéo utilizada (ISO 19458, 2006).

5.5 Pesquisa e quantificacdo de Escherichia coli pelo método de Colilert

O método de Colilert foi desenvolvido pelos Laboratdrios IDEXX e tem por base a DST
(Defined Substrate Technology). O substrato definido, substrato hidrossolivel, é utilizado
como fonte de nutrientes vitais para 0s microrganismos a quantificar. A tecnologia pode
ser ainda designada como autoanalise, porque existe uma mudanca de cor produzida pelos
microrganismos-alvo, sem que haja a necessidade de testes de confirmacao. Para realizar
o teste, juntou-se o0 reagente em pd a amostra, verteu-se a amostra para 0 Quanti-trays -
que foi selado e que foi a incubar a 36+2°C, durante (20 £ 2) h, para a pesquisa de
Bactérias Coliformes e E. coli. As mudancas de cor especificas indicaram a presenca dos

microrganismos-alvo (Edberg et al. 1988).

Este método pode ser aplicado a todos o0s tipos de &gua, incluindo amostras contendo um
elevado teor de matéria organica e/ou uma elevada carga de bactérias heterotréficas. Para

a quantificacdo Escherichia coli, em &guas marinhas, torna-se necessaria a realiza¢do de
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uma pré-diluicdo 1:10, com agua esterilizada (1SO 9308-2, 2012). A forma de execucéo
do método é demostrada na Figura 33.

Amostra

]

Preparagdo das diluicdes

]

Adicdo do reagente a amostra

]

Transferéncia da amostra para o Quanti-Tray

|

Incubagéo (36+2) °C, durante (20£2) h

]

Contagem dos pogos amarelos

x,\

Pogos com coloracao Pocos com coloracdo amarela
amarela menos intensa igual ou mais intensa que a do
que a do comparador comparador
Negativo para bactérias Bactérias coliformes

coliformes e E. coli l

Com fluorescéncia

]

E. coli

Figura 33 - Fluxograma da execug¢do pelo método de COLILERT.

(LRA, 2017)

Juntou-se o conteldo da embalagem de Colilert-18 a 100 ml de amostra ou da sua
diluicdo. Uma vez o meio completamente dissolvido, transferiu-se a amostra para um
Quanti-Tray e procedeu-se a sua selagem numa Seladora. Os Quanti-Tray incubaram
numa estufa, a (36x2) °C, durante (20£2) h, para a pesquisa e quantificacdo de bactérias
coliformes e Escherichia coli.

Apos a incubacdo foram registados 0s pogos que apresentavam uma colora¢do amarela
(Figura 34), igual ou mais intensa do que a do comparador, (Figura 35) e consideraram-
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se positivos para as bactérias coliformes, 0s pocos que apresentaram cor amarela igual ou
mais intensa do que a do comparador e, simultaneamente emisséo de fluorescéncia sob a

radiagdo UV, foram considerados como positivos, para Escherichia coli. (IDEXX, 2016).

Figura 34 - Pocos com coloracdo amarela Figura 35 - Pogos com florescéncia

(IDEXX, 2016)

Com semelhanca ao método anterior, os resultados deste método exprimem-se sob forma
de NMP, por 100 ml de amostra. Os calculos de NMP foram efectuados através de

consulta de Tabelas estatisticas.

5.6 Pesquisa e quantificacdo de Enterecocos intestinais pelo método Enterolert

A técnica Quanti-Tray Enterolert é especifica para a deteccdo de Enterococos. Este
método utiliza como nutriente o substrato indicador 4-metilumbeliferona-B-D-glucésido
que, quando metabolizado pela enzima B-glucosidase, presente nos Enterococos, liberta
o grupo fluorocromo. Os derivados metil umbeliferil possuem a vantagem de ser bastante
sensiveis e especificos, facilmente detectaveis sob radiacdo ultravioleta (365 nm)
(Budnick, Howard & Mayo, 1996).

Este método pode ser aplicado a todo o tipo de &gua, incluindo amostras contendo elevado
teor de matéria organica ou uma elevada carga de bactérias heterotroficas. Para a
quantificacdo de Enterococos em dguas marinhas, torna-se necessaria a realizacao de uma
pré-diluicdo (1:10) com agua esterilizada. A Figura 36 demonstra a forma de execucao

do método.
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Amostra

]

Preparagdo das diluicdes

]

Adicédo do reagente a amostra

]

Transferéncia da amostra para 0 Quanti-Tray

]

Incubacgéo (41+0,5) °C, durante (24+2) h

]

'y 4

Pogos com fluorescéncia Pocos sem Fluorescéncia

i i

Positivo para Enterococos Negativo para Enterococos

(LRA, 2017)
Figura 36 - Fluxograma da execucdo pelo método de Enterolert

Adicionou-se o conteldo da embalagem de Enterolert a 100 ml de amostra, estando o
meio completamente dissolvido, transferiu-se a amostra para um Quanti-Tray e procedeu-
se a sua selagem. Os Quanti-Tray foram incubados numa estufa a (41 +0,5) °C, durante
(24+2) h, para a pesquisa e quantificacdo de bactérias Enterococos. Apos a incubacéo
foram registados como positivos 0s pocos, coloracdo amarela (Figura 37), que

apresentaram fluorescéncia (Figura 38).
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Figura 37 - Comparador Quanti-Tray Figura 38 - Enterolert, tabuleiro de substrato
definido para Enterococos, apds incubacao

(INDEXX, 2018)

Para este método, os resultados exprimem-se sob forma de NMP, por 100 ml de amostra.

Os calculos de NMP foram efectuados através de consulta de Tabelas estatisticas.

5.7 Pesquisa e quantificacdo da bactéria Enterococos intestinais, pelo método de
Filtracdo por Membrana

O metodo de filtracdo por membrana aplica-se em aguas naturais doces, aguas naturais
salinas e aguas de consumo (tratadas e ndo tratadas), com baixa carga microbiana e isentos

de matéria em suspensdo. A Figura 39 demonstra a forma de execucdo do método.

Agitou-se o frasco da amostra para obter uma distribuicdo uniforme dos microrganismos,
a filtracdo da amostra ou das suas diluicdes, através de membrana filtrante de porosidade
0,45um, gue foi colocado sobre o meio de cultura selectivo, em seguida, incubado a (36
+ 2) °C, durante (44 = 4) h. Apés a incubacdo, contaram-se as colonias tipicas de cor
vermelha, purpura ou rosa. (Figura 40) A confirmacdo destas colonias foi efectuada
transferindo a membrana para 0 meio de cultura contendo Bilis azida esculina, pré
aquecida a 44 + 0,5 °C. Os Enterococos intestinais hidrolisaram a esculina do meio e o
produto desta hidrélise combinou-se com o ido ferro, para dar um composto de coloragédo
enegrecida que se difunde no meio, em 2 h (Figura 42) (1SO 7899-2, 2000).
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Amostra (100 ml)

]

Preparacdo das diluicGes

]

Filtracdo de um volume de amostra/ diluigcdo

i

Membrada filtrante (porosidade 0,45 pm)

Membrana colocada em Petri com agar Slanetz e Bartley

|

Incubacéo a (36+2) °C, durante (44+4) h

!

Contagem de coldnias vermelhas, parpura ou rosa (confirmacao)

1

Transferéncia da membrana para agar de Bilis azidas-esculina pré-aquecido a (44+0,5) °C

1

Incubacéo a (44+0,5) °C durante 2 h

]

Contar as colonias castanhas ou negras Enterococos

]

Expressao dos resultados em ufc/100 ml
(LRA, 2012)

Figura 39 - Fluxograma Execucdo pelo método Filtracdo por Membrana de Enterococos intestinais.

Figura 41 - Placa com os pontos  Figura 42 - Placa com col6nias
marcados das colonias tipicas tipicas confirmadas
de cor vermelha, contadas

Figura 40 - Placa com coldnias
tipicas de cor vermelha
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Os resultados exprimem-se sob forma de unidade formadora de coldnias (UFC) por 100

ml de amostra.

5.8 Pesquisa e quantificacdo da bactéria de E. coli, pelo método de Filtracdo por
Membrana

Procedeu-se a filtracdo da amostra ou das suas diluicGes, através de membrana filtrante
de porosidade 0,45 pm, que foi colocada sobre o meio de cultura gelosado seletivo,
contendo lactose e incubado a (36 + 2) °C, durante (21 + 3) h, para a pesquisa de bactérias
coliformes, de coliformes fecais e E. coli. Apds incubacdo, observou-se o crescimento
das coldnias (Figura 43), tendo-se contado como bactérias coliformes presumiveis todas
as colonias de cor amarela ou laranja, independentemente do seu tamanho e de mostrarem
ou ndo o desenvolvimento de cor amarela no meio de cultura por baixo da membrana

filtrante.

Figura 43 - Placa da membrana no meio filtrante e placa com contagem do meio filtrante

Para os testes de confirmacdo replicaram-se todas as colénias presumiveis de bactérias
coliformes ou um nimero representativo (pelo menos cinco colonias de cada tipo) para

um meio de cultura nutritivo (ndo selectivo) para se proceder ao teste da oxidase.

Consideram-se bactérias coliformes todas as coldnias que fermentam a lactose e sdo

oxidase negativa.

Todas as coldnias confirmadas como bactérias coliformes foram replicadas para tubos
com meio de cultura Fluorocult-DEV, a (44 + 0,5) °C, durante (21+3) h (Figura 44) ap6s
a incubacdo observou-se a fermentacdo da lactose e a fluorescéncia sob a radiacdo
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ultravioleta, a mudanca de cor do meio, para amarelo (Figura 45), confirmou-se como

coliformes fecais.

Todos os tubos confirmados como coliformes fecais foram observados sob a radiagéo
ultravioleta, para a pesquisa de E. coli. Nos casos de fluorescéncia negativa, ap6s 24 h de
incubacdo, este periodo foi prolongado por mais (21 + 3) h, ap6s que se observou a
emissdo de fluorescéncia que, sendo positiva, é indicativa da presenca de E. coli. A
fluorescéncia negativa pressupde a efectivacdo de um teste de producdo de indol,
adicionando 0,2 a 0,3 ml de reagente de Kovac's. O aparecimento de um anel vermelho
confirma a presenga de E. coli.

Sendo a fluorescéncia positiva, ndo é necessaria a realizacdo da prova de producdo de
indol, uma vez que, para a identificacdo de E. coli, € suficiente detectar a presenca da
enzima R-D-glucuronidase (MUGH).

Caso a prova de fluorescéncia, apds 48 h de incubacdo no meio de Fluorocult-DEV, se
apresente negativa, executa-se a prova de Indol. Se esta prova for negativa significa a

auséncia de Escherichia coli.

Se a prova de indol for positiva, é necessaria a realizacdo de testes bioquimicos

complementares, como a prova de utilizacao de citrato, como Unica fonte de carbono.

A partir do isolamento em nutriente agar, replicam-se as colénias para 0 meio de Simmons
Citrato Agar, que vai a incubar a (36+2) °C, durante (44+4) h. A Escherichia coli ndo tem
capacidade de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono, pelo que nao devera revelar

crescimento neste meio de cultura.

TP e

X

Figura 44 - Tubos de ensaio com Fluorocult Figura 45 -Tubos de ensaio que passaram para
coloragdo amarela.

49
ALCINA LEONARDO/2018



LEONARDO A. 2019: Caracterizagio Microbiol4gica de Amostras no Ambito da Monitorizacéo de Aguas Balneares

Todos os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Col6nias por 100 mli
da amostra (ufc/100 ml) (1SO9308-1:2000).

5.9 Controlo da qualidade interno e limpeza e higiene das salas de trabalho

O controlo da qualidade interno tem como objectivo assegurar que todo 0 processo

analitico esta controlado e que, consequentemente, os resultados séo fiaveis.

A limpeza do chdo das salas do sector de Biologia é efectuada diariamente. A limpeza
das bancadas de trabalho foi efectuada antes e depois das sessbes de trabalho analitico.
pelos técnicos do sector, utilizando, para o efeito, solu¢bes desinfectantes e bactericidas
ou alcool a 70% (v/v).

As rampas de filtracdo foram esterilizadas a chama, antes de se iniciar o procedimento

analitico e desinfectadas com &lcool a 70% (v/v).

As superficies e o interior dos equipamentos foram sujeitos a operacdes de limpeza
periodicas: mensal (estufas e camaras de fluxo laminar), trimestral (frigorificos e

autoclaves) ou anual (arca congeladora).

5.9.1 Controlo da qualidade dos Meios de cultura, solucdes de dilui¢édo, reagentes
e aguas utilizadas na sua preparacao

O objetivo do controlo da qualidade de meios de cultura € garantir a confianga dos
resultados e que os meios de cultura utilizados serdo sempre aceites com uma determinada

sensibilidade.

O controlo dos meios de cultura e das solugdes de diluicdo foi efectuado apds a sua
preparacdo e depois de se encontrarem a temperatura ambiente, para cada lote de meio de

cultura ou solucéo preparada internamente, no laboratério.

5.9.2 Controlo ambiental

O controlo da qualidade ambiental foi efectuado para verificar se, durante o
processamento das amostras, ndo houve contaminacdo por factores ambientais. Este
controlo é efectuado com placas de sedimentacéo, de 90 mm de didmetro, contendo gelose
nutritiva e aberta, durante 15 min, nas zonas de trabalho, enquanto se processavam as

amostras.
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As placas foram incubadas a 30°C, durante 3 dias, e foi efectuada a contagem das coldnias
que se desenvolveram. Na Tabela 6 apresenta-se os critérios de aceitagdo para o controlo

ambiental.

Tabela 6 - Critérios de aceitagdo para o controlo ambiental

Controlo ambiental

Placa de sedimentacgdo

Bancada <10 ufc / placa /15 min
Camara de fluxo laminar 0 ufc / placa /15 min
Placas de contato <10 ufc / 25 cm?

Sempre que os valores encontrados excederam os critérios de aceitacdo, foi realizada uma
analise das causas, para avaliagdo do impacto, nos resultados das amostras efectuadas.
Quando, dessa analise, ndo resultaram quaisquer conclusées, os resultados das amostras

foram desprezados e repetidas as recolhas das amostras, sendo realizadas novas analises.

5.10 Controlo de qualidade para os métodos analiticos quantitativos

O controlo da qualidade dos métodos analiticos tem por objectivo avaliar:

e Modo como é efectuada a limpeza das salas de trabalho;
e Modo como se efectua o controlo interno da qualidade;
e Critério de aceitacdo dos resultados;

e Critérios de aceitacdo dos equipamentos.

5.10.1 Andlise dos brancos

A inclusdo de brancos, em cada série de amostras efectuadas, permite avaliar as condicGes
de esterilidade ao longo do processo analitico, bem como eventuais alteraces dos meios
de cultura e reagentes. Foi efectuado um ensaio de branco, por dia, por cada parametro e
por cada analista, sendo os resultados aceites apenas quando ndo houve nenhum
crescimento. Nos casos em que se registou crescimento, num ensaio em branco, foi feita

uma anélise das causas, para avaliacdo do impacto nos resultados das amostras efectuadas
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nesta série. Face a auséncia de uma conclusdo, os resultados desta amostra foram

desprezados e repetidas as amostras e efectuadas novas anélises.

5.10.2 Andlise dos duplicados

A andlise dos duplicados permite avaliar o desempenho dos analistas, a correcta aplicagdo

do método de ensaio, repetibilidade e a deteccdo de possiveis erros aleatorios.

Foi efectuado um ensaio de branco, por dia, por cada parametro e por cada analista. A
avaliacdo dos resultados foi realizada de acordo com os critérios de precisdo (CP),
calculados com base nos duplicados dos anos anteriores e com o minimo de 15 resultados

para cada parametro.

Quando os valores dos ensaios em duplicados ndo cumpriram o estipulado, foi feita uma
analise de causa, para avaliacdo do impacto dos resultados das amostras efectuadas nesta
série; no caso de analises inconclusivas, os resultados desta amostra foram desprezados,

sendo repetidas as recolhas das amostras e efectuadas novas analises.

Quando o resultado a emitir para uma dada amostra resultou de uma analise de

duplicados, o valor dado como resultado foi sempre o valor mais elevado.

5.10.2.1 Determinacéo dos critérios de precisédo (CP)

Os critérios de precisao sdo calculados anualmente com base nos valores de duplicados
obtidos na rotina laboral, para cada parametro (carta de duplicados). Os valores dos
duplicados séo convertidos em logaritmos e calculada a sua amplitude. Calcula-se a média

dividindo o somatério de amplitude dos logaritmos pelo n° de observacdes.

De acordo com o critério de precisdo (CP) determinado (equacdo 1), os valores dos

duplicados do ano seguinte sdo, ou ndo, aceites com uma precisao de 95%.

CP = 3,27 * média Equacéo (1)
Em que:
CP- Critério de precisdo;

Média — E a media dos valores dos duplicados calculados durante o ano.
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5.10.3 Cartas de controlo

A partir do material de referéncia quantitativo sdo construidas cartas de controlo a partir
da analise de 20 lenticulas com um numero quantificavel de microrganismos utilizando
0s métodos de rotina, em dias consecutivos, ou 0 mais préximo possivel. Os resultados
destas contagens sdo convertidos em logaritmos e com estes valores calculam-se a média

e 0 desvio-padrdo (equagéo 2).

$=0,8865x R R= =" |xi—Xi—1|  Equacdo (2)

=D,
Em que:

n- NUmero de observacdes;

s- Desvio padréo;

R - Amplitude movel;

Xi- Posi¢cdo/numero de ordem da observacao.

Na construcdo da carta sdo calculados os limites de controlo inferiores e superiores de

aviso e de accdo, considerando o seguinte:
Limites de aviso: (X £ 2 S)
Limites de accdo: (X £ 3 s).

Os critérios de analise das cartas de controlo séo os seguintes:

e Existéncia de um ponto que se encontra fora do limite de alarme;

e Existéncia de 2 resultados consecutivos fora do mesmo limite aviso:

e Existéncia de 9 resultados consecutivos do mesmo lado da média;

e Existéncia de 6 resultados consecutivos de denotam a tendéncia crescente ou

decrescente.

Na obtencédo de valores que se situem fora dos limites de controlo, foram verificadas as
condicdes de preparacao dos meios de cultura utilizados, as temperaturas de incubacéo e

testes de confirmacdo, e estabelecidas as ac¢des correctivas que se julguem necessarias.
5.11 Controlo de qualidade analitico para métodos miniaturizados
Nos métodos miniaturizados foram efectuados os seguintes controlos:

53
ALCINA LEONARDO/2018



LEONARDO A. 2019: Caracterizagio Microbiol4gica de Amostras no Ambito da Monitorizacéo de Aguas Balneares

e Um branco / parametro / analista por dia de trabalho;

e Umduplicado / parametro / analista por dia de trabalho;

e Um ensaio em paralelo / pardmetro / mensalmente;

e Um ensaio com o material de referéncia / parametro / quinzenalmente;

e Um controlo positivo (controlo de eficicia do crescimento) e controlo negativo
(controlo de inibicdo de crescimento) no inicio da utilizacdo de cada novo lote,

interno ou externo.

5.11.1 Ensaio em paralelo

Os ensaios em paralelo sdo efectuados mensalmente, mediante a analise da mesma
amostra por analistas diferentes. Os resultados obtidos permitiram avaliar a precisdo
intermédia e sdo utilizados para o célculo das incertezas associadas aos diferentes

métodos.

5.11.2 Controlo de qualidade externo / Ensaios interlaboratoriais

Os ensaios interlaboratoriais permitem avaliar a reprodutibilidade dos resultados, o
desempenho dos laboratdrios por comparagdo com outros laboratérios e comparar 0s
métodos. Os relatorios ou os resultados enviados pelas entidades promotoras sédo
analisadas quando recebidos. E verificado se os resultados obtidos nos laboratérios est&o
de acordo com os esperados e se existe tendéncia positiva ou negativa dos resultados que
vao obtendo, ao longo das varias distribuicdes.

Sempre que os relatdrios contemplem o calculo de z-score, 0s resultados séo considerados

ndo satisfatorios se apresentarem valores < - 3,01 ou > +3,01.

Sempre que haja valores que ndo se situem dentro dos limites aceitaveis, € preenchido um
relatério de ndo conformidade e sdo verificadas as condicGes de preparacdo dos meios de
cultura utilizados, a temperatura de incubacédo e testes de confirmacdo, de modo que se

possam estabelecer as ac¢fes correctivas que se julgarem necessarias.
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CAPITULO 6
6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A monitorizacdo da qualidade das aguas balneares é de extrema importancia pois 0s
resultados das analises sdo utilizados para avaliar a qualidade e fornecer informacdo ao
publico sobre as zonas balneares. Das 40 amostras de guas balneares alvo de estudo no
presente trabalho, para os pardmetros Escherichia coli e Enterococos intestinais, 39
amostras foram analisadas utilizando o método de Microplaca e 1 foi analisada pelos
métodos de Filtracdo por Membrana, Microplaca e Colilert/Enterolert. Os resultados de
E. coli e Enterococos das aguas balneares que apresentaram indicios de contaminacéo
fecal, encontram-se descritos por concelho onde se relacionou 0 Nimero Mais Provavel,

por 100 ml durante os dias de amostragem, por concelho.

6.1 Resultado das analises microbioldgicas de Cascais

O concelho de Cascais possui diversas praias, diferentes entre si e pertencentes a zona
designada por Costa do Estoril, somente uma praia apresenta actualmente uso suspenso
devido a falta de seguranca decorrente da inexisténcia de sedimentos (areia), a Praia do
Abano.

Em 2017, a grande maioria das aguas balneares do concelho apresentaram niveis de
qualidade excelentes, excepto as praias da Duquesa e Conceicdo. Nas Figuras 46 e 47,

sdo apresentados os resultados das dguas balneares alvo deste estudo em Cascais.
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Figura 46 - Resultados das andlises de Escherichia coli das amostras do conselho de Cascais
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Figura 47 - Resultados das andlises de Enterococos intestinais das amostras do conselho de Cascais

No concelho de Cascais, a amostra da Praia da Rainha recolhida no dia 12.06.18, o
resultado das analises para os parametros E. coli e Enterococos intestinais estdo muito
acima da norma de qualidade (Anexo | do Decreto-Lei n.° 113/2012), assim como a

amostra recolhida na praia da Parede, no dia 10.07.2018, para o parametro E. coli.

As restantes amostras analisadas neste conselho apresentaram contaminagéo fecal, mas

dentro dos valores da norma de qualidade, ou seja, qualidade excelente ou boa.
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6.2 Resultado das analises microbioldgicas de Mafra

O Concelho de Mafra possui 11 quildémetros de costa e 13 praias, a sua maioria
localizadas na pitoresca vila piscatoria da Ericeira. Essas praias sdo de mar batido, ar
bastante iodado, areia grossa e clara, quase todas elas surgem enquadradas por bonitas
arribas rochosas. Nas Figuras 48 e 49 sdo apresentados os resultados da monitorizacao
das aguas balneares analisadas neste concelho.
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Figura 48 - Resultados das anélises de Escherichia coli das amostras do concelho de Mafra.
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Figura 49 - Resultados das anélises de Enterococos intestinais das amostras do concelho de Mafra

No conselho de Mafra, as amostras analisadas que apresentaram indicios de contaminacéo
fecal foram: Ribeiras das Ilhas, Foz Lisandro Mar e Rio. A amostra de dgua balnear com
maior concentra¢do de contaminagéo fecal para os dois parametros analisados E. coli e

Enterococos intestinais foi a da Foz Lisandro Rio nos dias 11.06.18. e 16.07.18. No dia
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11.06.18 ouve contaminacdo fecal de curta duracdo, e tem se verificado que este tipo de
poluicdo tem ocorrido varias vezes durante o ano. Tal contaminacdo pode ser devida ao

rio Lisandro afluente a praia.

As praias da Ribeira de ilha e Foz Lisandro Mar apresentaram indicios de contaminagdo
fecal para os dois parametros analisados, mas estando todas as amostras abaixo dos
valores da norma de qualidade para a classificagdo de qualidade excelente (Anexo | do
Decreto-Lei n.° 113/2012).

As restantes amostras analisadas deste conselho ndo apresentaram indicios de

contaminacgéo para 0s ambos 0s parametros.

6.3 Resultado das analises microbioldgicas do conselho de Sintra

Actualmente o concelho de Sintra possui 6 aguas balneares monitorizadas, existem
outras, mas de dificil acesso que ndo dispdem de apoios de praia nem vigilancia. As aguas
balneares de Sintra foram consideradas de qualidade “Excelente” nos tltimos anos. Em
2018, as praias do Magoito e Macas apresentaram focos de polui¢do fecal durante o
periodo de Maio a Junho. Os resultados da monitorizacdo s@o apresentados nas Figuras
50 e 51.
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Figura 50 - Resultados das anélises de Escherichia coli das amostras do concelho de Sintra
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Figura 51 - Resultados das andlises de Enterococos intestinais das amostras do concelho de Sintra

No concelho de Sintra, a amostra de agua balnear da praia das Macas recolhida no dia
05.06.18, apresentou concentragdes elevadas de contaminacgéo fecal para o parametro E.
coli, estando ainda assim a abaixo dos valores da norma de qualidade para a classificagdo

de qualidade boa ou aceitavel (Anexo | do Decreto-Lei n.° 113||2012).

A amostra de agua balnear da praia do Magoito apresentou concentracdes muito elevadas
(1474 NMP/100 ml), ultrapassando os valores da norma da qualidade de contaminagéo
de Enterococos intestinais no dia 05.07.2018. Tal facto deveu-se a falha de energia
ocorrida na Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais do Magoito, que teve como
consequéncia a descargas de aguas residuais sem o devido tratamento, na segunda maior

praia do concelho de Sintra, originando assim polui¢do de curta duracéo.

A Praia de Sao Julido, apresentou contaminacédo fecal somente no parametro Enterococos

intestinais, mas dos valores da norma para a classificacdo de qualidade excelente.

6.4 Resultado das analises microbioldgicas de Oeiras

As aguas balneares do concelho de Oeiras apresentam boa qualidade. A qualidade das
aguas e dos areais de regido de Oeiras continua a ser alvo da distincdo de prémios
nacionais, tendo sido a Praia da Torre distinguida, em 2017, como Praia com Qualidade
Ouro pela Quercus. Os resultados das analises efectuadas neste conselho séo apresentados

nas Figuras 52 e 53.
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Figura 52 - Resultados das andlises de Escherichia coli das amostras do concelho de Oeiras
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Figura 53 - Resultados das anélises de Enterococos intestinais das amostras do concelho de Oeiras.

Das amostras recolhidas no concelho Oeiras, nenhuma apresentou poluicdo fecal
significativa, estando todas as amostras abaixo dos valores da norma de qualidade para a
classificacdo de qualidade excelente ou boa (Anexo | do Decreto-Lei n.° 113/2012). A
amostra com os valores mais elevados para os dois parametros estudados é a de Caxias
recolhida no dia 10.07.2018 e seguida pela amostra de Pagos de Arco recolhida no dia
10.07.18 (Figuras 52 e 53).

As amostras das praias de Santo Amaro e Torre apresentaram indicios de contaminacgéo
para os dois parametros Escherichia coli e Enterococos (Figuras 50 e 51), mas os valores

séo inferiores ao limite de detegé&o.
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6.5 Resultado das andlises microbioldgicas de Almada

A avaliagdo da qualidade da &gua das praias do concelho de Almada tem sido efectuada
periodicamente, sendo atribuida classificagdo global “EXCELENTE”, de 2011 a 2017.
Esta classificacdo tem contribuido ao longo dos anos para a atribuicdo do galarddo

“Bandeira Azul” as praias do municipio.

Em 2018 e até a data da realizacdo deste estudo, a situacdo nao foi diferente dos anos
anteriores, como se observa nas Figuras 54 e 55. Todas as aguas balneares analisadas,

neste concelho, estiveram abaixo do valor da norma de qualidade méaximo referido.
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Figura 54 - Resultados das anélises de Escherichia coli das amostras do concelho de Almada
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Figura 55 - Resultados das anélises de Enterococos intestinais das amostras do concelho de Almada

Das amostras recolhidas no concelho de Almada, nenhuma apresentou poluigédo fecal

significativa, estando todas as amostras abaixo dos valores da norma de qualidade para a

61

ALCINA LEONARDO/2018



LEONARDO A. 2019: Caracterizagio Microbiol4gica de Amostras no Ambito da Monitorizacéo de Aguas Balneares

classificagéo de qualidade excelente (Anexo | do Decreto-Lei n.° 113/2012). A amostra
com os valores mais elevados dos dois parametros estudados é a da Fonte da Telha
recolhida no dia 11.06.2018 (Figuras 54 e 55), seguida da amostra da praia da Rainha
(Caparica).

As amostras das praias Castelo, Praia Nova e S8o Jodo apresentaram indicios de
contaminacé@o fecal somente para o parametro Escherichia coli (Figura 54), tendo-se
verificado que para o parametro Enterococos os valores sdo inferiores ao limite de

detecéo.

6.6 Resultado das analises microbioldgicas do conselho de Sesimbra

O concelho de Sesimbra possui ao longo da sua costa maritima 6 praias, 4 das quais
monitorizadas pela Agéncia Portuguesa do Ambiente. A avaliacdo da agua das praias do
concelho de Sesimbra tem sido efectuada periodicamente, sendo atribuida classificacéo
global “Excelente”, até a data. Esta classificagdo tem contribuido ao longo dos anos para

a atribuicdo do galarddo “Bandeira Azul” as praias do concelho.

Este ano ndo foi diferente, os resultados da monitorizacdo da qualidade das aguas
balneares das amostras analisadas neste conselho tiveram resultados satisfatorios, o
parametro Enterococos intestinais apresentou concentracfes < 15 NMP/100 ml em todas
as amostras analisadas, somente a lagoa da albufeira apresentou 15 NMP/100 ml para o
parametro Escherichia Coli, na amostra recolhida no dia 22.05.2018, mas ainda abaixo
dos valores da norma de qualidade para a classificacdo de qualidade excelente (Anexo |
do Decreto-Lei n.° 113/2012).

6.7 Resultado das Analise da comparacao dos trés métodos

Devido a existéncia de diversos métodos para analise microbioldgica disponiveis
comercialmente, para a deteccdo E. coli e Enterococos intestinais em aguas, tém sido
realizadas varias pesquisas visando testar a eficiéncia dos mesmos na avaliacdo da

qualidade microbioldgica de aguas de diferentes origens.

Numa amostra recolhida numa agua balnear interior, foi realizado ensaios utilizando
diferentes técnicas para pesquisa e quantificagdo de Escherichia coli e Enterococos

intestinais, as técnicas utilizadas foram: filtracdo por membrana, Microplacas e Colilert/
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Enterolert. Na Tabela 7 sdo representados os resultados obtidos nas técnicas para

comparacdo dos trés métodos.

Tabela 7 - Resultado da comparacéo dos trés métodos

Meétodos de Analise
Parametros
Filtracéo Microplacas Colilert Enterolert
(ufc/200 ml) | (NMP/100 ml) (NMP/100 ml) (NMP/100 ml)
Escherichia coli 49 141 49 -
Enterococos 56 161 - 117
intestinais

Na Tabela 7 observou-se que a quantificagdo Escherichia coli e Enterococos intestinais
pelos métodos das microplacas, os resultados foram mais elevados em relacéo as duas
outras técnicas. Para maior ilustracdo dos resultados na Figura 56 apresentam-se 0s

resultados para os diversos métodos de determinacdo dos parametros microbioldgicos.

180 1+
160 A
140 4
120 4
100 4
80 A
60 A
40 H

20 -

0 4

Filtragdo (ufc /100 ml)  Microplacas (NMP/ 100 ml)  Colilert (NMP/100 ml) Enterolert (NMP /100 ml)

m Escherichiacoli  m Enterococos intestinais

Figura 56 - Resultado da comparaco dos trés métodos

Os resultados da quantificagcdo de bactérias em aguas balneares, utilizando o método de
filtracdo por membrana, foram inferiores aos das outras técnicas para a deteccdo dos
microrganismos citados. As técnicas utlizadas, para comparacdo, ndo apresentaram

diferenca significativa nos resultados.

As técnicas Colilert e Enterolert, em termos de execucdo sdo mais praticas e rapidas,
permitem a obtencdo de resultados mais céleres, em 24 h, o que representa uma grande
vantagem para deteccdo de episddios de contaminacdo das aguas balneares.
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Com base nos resultados encontrados no presente estudo, podemos compara-los com

estudos que vém sendo realizadas por diversos autores:

Eccles et al. (2004) realizaram um estudo comparativo utilizando a Técnica da Membrana
Filtrante e a técnica Colilert para o isolamento e enumeracdo de E. coli em lago de esgoto
tratado e ndo observaram uma variacdo consideravel no indice de recuperacdo do

microrganismo, em qualquer das técnicas estudadas.

Niemela et al. (2003) descreveram um estudo envolvendo 20 laboratérios de 13 paises
europeus, visando comparar a eficiéncia da técnica Colilert com a técnica convencional
da Membrana Filtrante, que ¢ a técnica recomendada nos paises europeus. Os resultados
deste estudo mostraram que a tecnologia de substrato definido detectou contagens
significativamente mais elevadas de coliformes e E. coli, quando comparado com a
técnica padrdo, o que revelou menor eficiéncia da técnica da Membrana Filtrante em

detectar a presenca destes microrganismos em aguas potaveis.

Chao et al. (2003) compararam a eficiéncia do método Colilert com o método de Filtracao
em Membrana, para enumeracdo de coliformes totais e E. coli, em 125 amostras de agua
de rios, nascentes, observaram que a quantificacdo dos microrganismos coliformes totais
e E. coli foi semelhante, em ambos os métodos utilizados, obtendo, portanto, resultados

semelhantes entre 0 método convencional e 0 método rapido.

6.8 Controlo da qualidade para os métodos analiticos quantitativos
6.8.1 Resultados da analise dos brancos

Quanto aos brancos analisados, nenhum deles apresentou crescimento, todos tiveram
resultados igual a 0, o que significa que as condicdes de esterilidade, ao longo do processo
analitico, bem como também eventuais alteracdes de meios de cultura e reagentes, estdo

em conformidade.

6.8.2 Resultado da analise dos critérios de precisao dos duplicados de 2017

De acordo com o critério de precisdo determinado em 2017 para E. coli e Enterococos

intestinais, os valores dos CP séo apresentados nas Figuras 57 e 58.

64
ALCINA LEONARDO/2018



LEONARDO A. 2019: Caracterizagio Microbiol4gica de Amostras no Ambito da Monitorizacéo de Aguas Balneares

n= 45 n= 32
Somatoério Ampl.= 1,8374 Somatério Ampl.= 1,4119
Média= 0,04176 Média= 0,04412
Critério Precisdo= 0,13655 Critério Precisdo=_ 0,14428
Figura 57 - Resultados do CP para E. coli Figura 58 - Resultados do CP para Enterococos

Em 2017, obteve-se 0,14 de critério de precisdo E. coli e Enterococos intestinais, (para 0s
valores > 61INMP/100 ml) — Método Microplacas. De acordo com o critério de precisao
determinado, os valores dos duplicados de 2018 serdo aceites com precisdo de 95%. As
cartas de controlo dos critérios de precisao de 2017 sdo apresentados nas Figuras 59 e 60,

para os dois parametros analisados.
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Figura 59 - Carta de controlo de duplicados de amostras de 2017 para Escherichia Coli
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Figura 60 - Carta de controlo de duplicados de amostras de 2017 de Enterococos intestinais
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Analisandos as Figuras 59 e 60, do critério de precisdo para E. coli e Enterococos

intestinais, todos os duplicados analisados em 2017, encontravam-se abaixo do limite

estabelecido, o que evidencia o bom desempenho dos analistas na aplicagdo do método

de ensaio, repetibilidade e a detec¢do de possiveis erros aleatorios.

6.8.3 Resultado da anélise de duplicados de rotina de 2018

As cartas de controlo dos resultados da analise de duplicados de rotina de 2018 sédo

apresentados nas Figuras 61 e 62, onde foram analisados 14 duplicados, os pontos apds

as 14 observacdes nas cartas de controle ndo foram determinados.
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Figura 61 - Carta de controlo dos duplicados de amostras de 2018 de E. coli
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Figura 62 - Carta de controlo dos duplicados de amostras de 2018 de Enterococos intestinais

ALCINA LEONARDO/2018

66



LEONARDO A. 2019: Caracterizagio Microbiol4gica de Amostras no Ambito da Monitorizacéo de Aguas Balneares

Nas Figuras 61 e 62 observar-se que os valores dos ensaios em duplicados, para a E. coli
e 0 Enterococos intestinais, estdo dentro do limite estipulado, pelo que, neste caso, ndo
sera necessario realizar analise de causa para avaliacdo do impacto, uma vez que todos se
encontram abaixo do valor do Critério de Precisdo. Este facto evidencia o bom
desempenho dos analistas na aplicagdo do método de ensaio, repetibilidade e a deteccao

de possiveis erros aleatérios.

6.9 Resultado do Controlo da qualidade externo

Os resultados do ensaio interlaboratorial para os pardmetros Escherichia coli e

Enterococos intestinais é apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - Resultados do ensaio interlaboratorial

Parametro Z-Score
Escherichia coli - Microplacas 0,85
Enterococos intestinais - Microplacas 0,46

Calculo de z-score

Valores z- score < 2,0 — SATISFATORIO;
Valores 2,0 < z-score < 3,0 - QUESTIONAVEL;
Valores z- score > 3,0 — INSATISFATORIO.

Observando a Tabela 8 verificar-se que os resultados obtidos no laboratorio séo
considerados satisfatorios, porque os valores do z- score < 2.0, uma vez que 0S ensaios
interlaboratoriais permitem avaliar a reprodutibilidade dos resultados, o desempenho dos

laboratdrios por comparacao com outros laboratérios e comparar 0s métodos.
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CAPITULO 7
7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Em Portugal, a qualidade das &guas balneares tem tido uma evolugdo positiva. A
qualidade das &guas balneares cumpriu com a meta estabelecida pela Directiva Europeia
2006/7/CE, de que em 2015 mais de 80 % das aguas balneares foram classificadas como
excelente. Do estudo efectuado, verificou-se que tem havido uma melhoria na qualidade
das aguas balneares da Administracdo da Regido Hidrogréafica do Tejo (ARH - Tejo), ao

longo dos ultimos anos.

A monitorizacdo das aguas balneares é feita de forma regular e eficiente, os planos de
monitorizacao sdo eficazes, permitindo uma gestao eficiente do ambiente que nos rodeia

e dos seus recursos, bem como a salvaguarda da saude publica.

Pela analise dos resultados obtidos, € possivel concluir que, das praias avaliadas nos
concelhos de Almada, Cascais, Mafra, Oeiras, Sesimbra e Sintra, 0s parametros
Enterococos intestinais e Escherichia coli, nas amostras de aguas balneares,
apresentaram, na sua maior parte, valores inferiores aos valores referido da norma de
qualidade para a classificacdo de qualidade excelente (Anexo | do Decreto-Lei n.°
113/2012), com excepcdo das praias das aguas balneares da Parede, Foz Lisandro-Rio,
Macas, Magoito e Rainha (Cascais), onde pontualmente existem focos de poluicédo fecal
bastante elevados aos valor referido da norma de qualidade para a classificacdo de

qualidade excelente, boa ou aceitavel.

Em todas as andlises efectuadas, ao longo deste trabalho, as que mais se evidenciaram,
com a presenca de contaminacdo fecal, foram as praias da Foz do Lisandro-Rio, Rainha

e Magoito.

As técnicas utilizadas para comparacdo, ndo apresentaram diferenca significativa nos
resultados, as técnicas Colilert e Enterolert, em termos de execucdo sdo mais praticas e
rapidas, permitem a obtencdo de resultados mais céleres, em 24 h, o que representa uma
grande vantagem para deteccdo de episodios de contaminacdo das aguas balneares em

relacdo as técnicas Microplacas e Filtracdo por Membrana.

Quanto ao controle da qualidade dos resultados, os brancos analisados nenhum deles

apresentou crescimento, todos tiveram resultados igual a 0, o que significa que as

69

ALCINA LEONARDO/2018



LEONARDO A. 2019: Caracterizagio Microbiol4gica de Amostras no Ambito da Monitorizacéo de Aguas Balneares

condi¢des de esterilidade, ao longo do processo analitico, bem como também eventuais
alteracdes de meios de cultura e reagentes, estdo em conformidade.

Os critérios de precisdo E. coli e Enterococos intestinais, foram > 61 NMP/100 ml,
Método Microplacas, de acordo com o critério de precisdo determinado, os valores dos
duplicados de 2018 foram aceites com precisdo de 95%.

Os duplicados, para a E. coli e o Enterococos intestinais, estdo dentro do limite estipulado,
este facto evidenciou o bom desempenho dos analistas na aplicacdo do método de ensaio,
repetibilidade e a deteccéo de possiveis erros aleatorios.

Os Resultado da Analise de Duplicados de rotina de 2018, foram considerados
satisfatorios, os valores do z- score < 2.0, 0 desempenho dos métodos do laboratorio em

comparagdo com outros laboratorios, foram considerados positivos.

Os principais indicadores de contaminacdo das aguas balneares identificados foram
descargas de dguas residuais “tratadas”, lixo abandonado na areia e dunas, sobrelotagado
das praias por parte dos banhistas, admissdo de animais domésticos sem recolha das suas
fezes, abandono na areia de peixes e crustaceos utilizados na actividade da pesca de rede,
aves marinhas, matéria organica no meio envolvente a praia, todos sdo factores que

podem influenciar negativamente a qualidade das dguas das praias.

A contaminagdo fecal tem origem em esgotos urbanos, actividades agropecuarias,
processos industriais, drenagem pluvial urbana, e chega as dguas balneares atraves de
duas vias principais: descargas directas na praia ou em areas proximas e através das
ribeiras afluentes que podem transportar elevadas cargas resultantes de fontes de poluicéo

difusa e pontual.

Uma das formas para a resolucdo do problema da deterioracdo da qualidade de aguas
balneares por avarias ou mal funcionamento de ETAR ligadas a pontos de rejeicdo, €
desenvolver diligéncias para que a entidade gestora do ponto de rejeicdo informe
imediatamente as entidades competentes. Seria também desejavel que as entidades
gestoras desenvolvessem e implementassem mecanismos para minimizar as descargas

consequentes das avarias, nomeadamente possuindo bacias de retencéo.

A qualidade das areias das praias é influenciada positivamente pela recolha frequente do
lixo abandonado na areia, pela remog¢do mecanica diaria de lixos, pela colocagdo de
recipientes de lixo adequados as dimensdes da praia e espagos adjacentes; pelo tratamento
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das areias para reducao do nimero de microrganismos; pela limitagdo do acesso as praias
por trajectos bem definidos; pela identificacdo e tratamento de fontes de contaminacao

adjacentes a praia.

Por esse motivo, € necessario criar um Programa de Vigilancia da Qualidade
Microbiologica das Areias em Zonas Balneares, de forma a avaliar a qualidade
bacterioldgica e micrologica das areias nas praias.
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CAPITULO 7
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ANEXOS

Anexo | - Protocolo de estégio entre a APA e o ISEL

- Q A LG nu \E }
ISEL A\ St

RMAL B8 AL

PROTOCOLO DE COOPERAGAO
ENTRE O INSTITUTO SUPERIOR DE ENGENHARIA DE LISBOA,
A AGENCIA PORTUGUESA DO AMBIENTE, 1.P.
E A ESTUDANTE ALCINA DA GRAGA LEONARDO

Entre

o Instituto Superior de Engenharia de Lishoa, pessoa coletiva n® 600 016 234, com sede na Rua Conselheiro
Emidio Navarro, 1, 1959-007 Lisboa, neste ato representado pelo seu Presidente, Professor Doutor Jorge
Alberto Mendes de Sousa, adiante designado por ISEL, na qualidade de primeiro outorgante,

a Agéncia Portuguesa do Ambiente, I.P., pessoa coletiva n? 510 306 624, com sede na Rua da Murgueira,
n?9/S2, 2610-124 Amadora, neste ato representads pelo Presidente do seu Conselho Diretivo, Dr. Nuno
Lacasta, adiante designado por APA, na qualidade de segundo cutorgante,

e

a estudante Alcina da Graga Leonardo, portador do titulo de residéncia com o nimero 475V5873V, NIF
289618002 residente em Lisboa Cdivelas, Arrojs, Rua Dr. Jodo Santos n.2 13, na qualidade de terceiro

outorgante, é celebrado e mutuamente aceite o Protocolo que se rege pelas clausulas seguintes:

CLAUSULA 12
Objetivo

1. O presente protocolo tem como objetivo a realizag3o de estagio da estudante do ISEL Akina da Graga
Leonardo, no dmbito do trabalho final do mestrado em Engenharia da Qualidade e Ambiente.

2 Durante 3 vigéncia do estagio a aluna Alcina da Graga Leonardo mantém o seu estatuto de estudante
do ISEL.

3. Em anexo s30 apresentados o resumo e o plano de trabalho, que constam da proposta de TFM.

CLAUSULA 27
Durag3o, local e hordrio

1. O estagio terd inicio no diz 9 de abril de 2018 e término a3 31 de julho de 2018.

y B O estégio sera realizade nas instzlacBes da APA.

o
S

aoi Pig Rua Conselhero Emidio Navano 1
P=1 1959007 Lisboa-

= Tok (#351) 218 517 000
g' Fax (+351) 218 317 162
o Web: wen iscipt
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AL e
\
fs’ I AGENCIA
I S E L PORTUGUESA
DT T T —
CLAUSULA 3¢
Orientacdo do estégio

Os responsaveis pela orientagdo do estagio devem estabelecer entre si os contactos necessérios tendo em
vista © bom cumprimento dos cbjetivos do estagio. Sdo nomeados em representacdo do ISEL a Professora
Doutora Maria Teresa Loureiro dos Santos e em representagdo da APA a Dr?. Maria Ana Cunha, como

orientadores do presente estagio.

CLAUSULA 42
Seguro escolar

A estudante é abrangida pelo seguro escolar, cuja apdlice consta em anexo ao presente protocolo e cujo

pagamento é da respensabilidade do ISEL.

CLAUSULA 52
Obrigacdes da estudante

A estudante fica obrigada ao cumprimento de todas as normas estabelecidas pela APA, nomeadamente no
que concerne ac sigilo profissional, as regras de utilizagdo e manutengao de recursos materiais colocados a

sua disposigdo e as disposigdes relativas a seguranga e salide no trabalho.

CLAUSULA 67
Vigéncia

O presente protocolo é valido durante o periodo de realizagdo do estagio.

CLAUSULA 72
DisposicBes finais

R As duvidas e omissdes, bem como eventuais atualizacdes deste protocolo, serdo resolvidas pelos

outorgantes.

2. Feito em trés exemplares ficando um exemplar em poder do ISEL, outro em poder da APA e outro da

estudante.

P 33 Rua Conssiheiro Emidio Navamo 1
1958007 Lisbos-

Tet (+351) 218 317 000

Faxc (#351) 218 317 162

Web: wow iselpt

GAQ,MD.09.03
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AL
} AGENCIA
ISEL A=
CLAUSULA 82
Aceitacio

As partes envolvidas declaram aceitar o presente protocolo, com todas as cldusulas que ficam exaradas, e vao

assinar.

Lisboa, 06 de abril de 2018

Pelo ISEL Pela APA
?ﬂy = o~ / | :
Professor Doutor Jorge Alberto Mendes de Sousa Dr. Nuno Lacasta
Presidente do ISEL Presidente do Conselho Diretivo da APA, |.P.P

)(Xuma cu Q} lemtd‘o

Alcina da Graga Leonardo
A Estudante
3
g =¥ Rua Emidso Navario 1
= 1959-007 Lisboa- Portugal
= Tek (+351) 218 317 000
g Fax (+351) 218 317 162
S Web: www isel pt
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Anexo Il - Publicagdes do trabalho

Poster - 18.° Encontro de Engenharia Sanitaria e Ambiental (ENASB) e 0 18.°

Simposio Luso-Brasileiro de Engenharia Sanitaria e Ambiental (SILUBESA).

b Laboratério de R ia do Ambiente, Agencia P

Caracterizacio Microbiolégica de Amostras no Ambito // L
da Monitorizacao de Aguas Balneares \
A. G. Leonardo a,, M. A. Cunha b, M. T. Santos a

a Area Departamental de Engenharia Quimica, Instituto Superior de Engenharia de Lisboa (ISEL), Instituto
Politécnico de Lisboa, R. Conselheiro Emidio Navarro 1, 1959-007 Lisboa, Portugal

PORTUGUESA
DO AMBIENTE

ISEL

-Zambujal Ap. 75852610-124 Amadora, Portugal

Resumo

A monitorizagdo da qualidade das aguas balneares ¢ de extrema
importancia, pois permite identificar e qualificar como praias com
qualidade para banhos, protegendo desta forma a satde publica.

Este trabalho tem como objetivo caracterizar e avaliar a qualidade das
aguas balneares, costeira ¢ interiores, através da andlise de parametros
microbiologicos, nomeadamente bactéria Escherichia coli e Enterococos
intestinais. Pretende-se ainda implementar e validar de métodos de
andlise.

Introducio
A costa Portuguesa estende-se por muitos quilometros, contando com
vastos areais ¢ belas paisagens que combinados com o clima
mediterranico, tornam as praias portuguesas locais irresistiveis, onde os
banhos de mar constituem uma atividade recreativa muito praticada
(SNIRH, 2018).

As aguas balneares (AB) sdo definidas como “as aguas superficiais, quer
sejam interiores, costeiras ou de transi¢do, em que se preveja um grande
numero de banhistas e onde a pratica balnear nao tenha sido interdita ou
lhada de modo per (ou seja, pelo menos durante uma
¢época balnear completa)” (Lei n.® 58/2005). Na Figura | ¢ apresentada a
classificagdo das AB em 2017.

desac

Boa Aceitavel  Ma
7.8% 1.4

0.5%

* Excelente

« Boa

= Aceitavel
Ma

Excelente
90.3%

Figura 1 : Classificagdo das dguas balneares obtidaem 2017 SNIRH (2018)

Os resultados da monitorizagao efectuada durante a época balnear siao
disponibilizados ao piblico a medida que sdo analisados ¢ no caso de se
verificarem resultados anormais o publico ¢ alertado.

A legislagdo aplicavel as dguas balneares ¢ o Decreto-Lei 135/2009, de 3
de Junho com a redagdo que lhe foi dada pelo Decreto Lei n® 113/2012,
de 23 de Maio (Tabela 1)

Tabela 1 : Limites de classificagio de Aguas costeiras e transi¢io

Qualidade Métodos de

Parimetro Excelente Boa Aceitavel anilise de
referéncia

Enterococos (*) 100 (*) 200 (**) 185 1SO 7899-1 ou
intestinais 1SO 7899-2
(ufc/100ml)
Escherichia coli (*)250 (*) 500 (**)500  1SO 9308-3 ou
(ufc/100mi) 1SO 9308-1

A qualidade das AB representa ndo s6 um factor de satide publica como
também um importante indicador de qualidade ambiental e de
desenvolvimento turistico. Numa primeira fase foram recolhidas
amostras de aguas balneares das praias na zona de Cascais para
determinagdo dos parametros diversos parametros microbiologicos.
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Materiais e Métodos
A amostragem foi realizada de acordo ISO-19458:2006.

As amostras de AB foram recolhidas nas praias Concei¢do, Duquesa,
Poga e Rainha (Cascais) de forma direta (Figura 2) e indireta
(Figura 3) a 30 cm de profundidade, numa coluna de agua de cerca
de 1,3 m. Os recipientes utilizados foram de plastico (500 ml)
(Figura 4), tendo sido enchido cerca de 3\4 do seu volume.

Apos a recolha das amostras de AB, os recipientes foram colocados

em caixa termina para conservagdo a temperatura de (2 a 8 °C)
(Figura 5).

Figura 2: Recolha directa de amostras de AB  Figura 3: Recolha indirecta de
amostras de AB

A4

X

Figura 4: Frascos amostragem de
plastico (500 ml)

Figura 5: Caixa térmica para
conservagiio e transporte das amostras

Os métodos analiticos utilizados visavam a pesquisa e quantificagio
de Enterecocos intestinais (MICROPLACAS 1SO-7899-1:1998 e
COLILERTE 1SO-9308-2:201 2) e de Escherichia coli
(MICROPLACAS ISO-7899-1:1998 ENTEROLET).

Resultados
Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados
referidos microrganismos das amostras de AB.

obtidos para os

Tabela 2 : Resultados das analises I — pelo de método de
MICROPLACAS
Aguas balneares| Escherichia Coli Enterococos
NMP\100ml NMP\100mlI
46 15
30 >15
61 30
71 30
Conclusdes

Pela andlise dos resultados obtidos ¢ possivel concluir que das 4
praias avaliadas os pardmetros Enterococos intestinais e
Escherichia coli apresentavam concentragdes inferiores a
100NMP\100ml, sendo que a classificagio destas adguas ¢
considerada excelente.

O presente trabalho ainda se encontra em execugao.
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e 10 de maio de 2018, no ISEL.
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A. G. Leonardo #, M. A. Cunha b, M. T. Santos ?
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A monitorizagdo da qualidade das dguas balneares é de extrema importéncia, pois permite identificar e qualificar as praias com qualidade para banhos, protegendo desta forma a
salde publica. Este trabalho tem como objetivo caracterizar e avaliar a qualidade das dguas balneares, costeira e interiores da zona de ARH-tejo, através da andlise de
pardmetros microbioldgicos, nomeadamente bactéria Escherichia coli e Enterecocos intestinais. Pretende-se ainda implementar e validar novos métodos de analise. Foram
analisadas aguas balneares de 13 praias do concelho de Cascais e 4 praias do concelho de Oeiras, tendo-se verificado que os referidos parametros apresentaram concentracdes

inferiores aos valores de referencia, sendo a classificagio destas aguas considerada come excelente.

INTRODUGAO RESULTADOS

As aguas balneares sao definidas como “as aguas superficiais, quer sejam interiores, Qeiras

costeiras ou de transigdo, em que se preveja um grande nimero de banhistas e As aguas balneares do concelho de Oeiras apresentam boa qualidade, tendo sido

onde a prética balnear ndo tenha sido interdita ou desaconselhada de modo distinguidas com prémios nacionais, ex. Praia da Torre com Qualidade Ouro pela Quercus
permanente (ou seja, pelo menos durante uma época balnear completa)” (Lei n.2 (2017). Os resultados das analises para 2018 s&o apresentados nas Figuras 3 e 4.

58/2005 e Lei n.° 44/2017, de 19/06).

Face & implementacdo da legislagdo Europeia ocorreu uma evolugdo positiva na %0 %
qualidade das dguas balneares nos paises da comunidade europeia. Os resultados da W07.05.18 #15.05.18 = 120615 = 10.07.18 0548 W ISO5.L8 W LL06A8 100718
monitorizacdo efetuada durante a época balnear sdo disponibilizados ao publico & 200 20
medida gue s3o analisados e no caso de se verificarem resultados anormais o
plblico é alertado. E 150 0
Em Portugal existem cerca de 737 dguas identificadas como balnear, mas s6 603 im é,m
faoram monitorizadas 2017. O nimero de dguas balneares monitorizadas, tem
evoluido consideravelmente nas Gltimas décadas, passando de 336 em 1993 para 50 .
603 em 2017. A evolugao da qualidade das aguas balneares costeiras e de transigao u ‘
o o L] l

& apresentada na Figura 1.
Caias  Pagade Arcos Santo Amaro Pago O Avcas SRIO Aea0 T

Figura 3. Escherichia coli das amostras de Osiras Figura 4. Enterococos intestinais de Oeiras.

100% .
P Bt 0u
0%
0% __ hosiiver, gou, Cascais
; o valor imperativa 0 concelho de Cascais possui diversas praias, diferentes entre si e pertencentes a zona
prig designada por Costa do Estoril. 1 praia apresenta uso suspenso devido a falta de seguranga
0% ——— "M4" ou ndo conforme decorrente da inexisténcia de sedimentos, a Praia do Abano. Em 2017, a grande maioria das
20% aguas balneares apresentaram niveis de qualidade excelentes, exceto as praias da Duguesa
0% e Conceicdo. Nas Figuras 5 e 6 sdo apresentados os resultados dguas balneares para 2018.
pel i
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Figura 1. Evolugdo da qualidade das dguas balneares costeiras e de transigdo, (APA, 2017) P
o
A evolugdo da qualidade das 4guas balneares interiores é apresentada na Figura 2. g ém
g ]
oo “Excelente” ou ]
90% = cumpre o valor-guia
0% ,,JI L‘JIJ Ldu | .|.| |IJJ Jdoa
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m [ Figura 5. Escherichia coli das amastras de Cascais Figura 6. Enterococos intestinais de Cascais
—— "Mi" ou o conforme
ﬂ Sintra
o o Somclasificacho 0 concelho de Sintra possui 6 dguas i. de
A 4 N excelente, Existem outras, mas de dificil acesso que ndo dispdem de apoios de praia nem
@’jf;_@fjgffffff#ff#ﬁfffff vigildncia. Os resultados da monitorizagdo para 2018 s&o apresentados nas Figuras 7 e 8 .
- 0 1400
Figura 2. Evolugdo da qualidade das dguas balneares interiores (APA, 2017) 50518 Ene e o 190818 orsn - emosoets o806t
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MATERIAIS E METODOS I i
A recolha das amostras dguas balneares foi realizada de acordo com o i H e
procedimento de amostragem apresentado na [S0-19458:2006. De cada agua foi o o
recolhido um volume de 500 mL em recipientes de plastico. o0
100
Os analiticos utilizados visavam a isa e quantificagdo de I o
Enterecocos intestinais (MICROPLACAS 1S0O-7899-1:1998 e COLILERTE 1SO-9308- ° [ . o
2:2012) e de Escherichia coli (MICROPLACAS 1SQ-7899-1:1998 ENTEROLET). Magoita  Magas  Colwes  Adrags  Siulila  Grande Magito  Maga:  Colires Adrags SJulllo Grande
Figura 7. Escherichia coli de Sintra Figura 8. Enterococos de Sintra

CONCLUSOES

Em Portugal a qualidade das aguas balneares tem tido uma evolugéo positiva, tendo cumprido com a meta de 2015, em que mais de 80 % sdo classificadas como excelentes. Do
estudo efetuado verificou-se que tem havide uma melhoria na qualidade das aguas balneares da regido ARH- Tejo, ao longo dos Gltimos anos. A monitorizagdo das aguas balnear é
feita de forma regular e eficiente, os planos de monitorizacdo sdo eficazes, permitindo uma gestdo eficaz do Ambiente e dos seus recursos, bem como a salvaguarda da satde
publica. Os principais indicadores de contaminacdo das aguas balneares identificados foram descargas de dguas residuais, lixo abandonado na areia e dunas, sobrelotacdo das praias
por parte dos banhistas, admissdo de animais domésticos sem recolha das suas fezes, abandono na areia de peixes e crustaceos utilizados na atividade da pesca de rede, aves
marinhas, matéria organica.
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Anexo 111 - Simbolos de informacéo sobre a qualidade anual para cada agua
balneares.

S&o adaptados os seguintes simbolos de informacéo sobre a classificagdo anual para
cada &gua balnear:

* * * Agua excelente para banhos * * Agua boa para banhos
% %k %k Excelente s %k ¥k Excelente
>0 * Kk Boa >0 % k  Boa
* Aceitsvel * Aceitivel
- M3 - M3&
* Agua aceitdvel para banhos Y Agua aceitavel para banhos
“ & W Excelente % % Y Excelente
- 2’ -: * :z:irauel ;. :* :z:.uvd
— M3 — T - Ma
-— Agua ma para banhos
“ 7k W Excelente
e * k  Boa
* Aceitével
- M3

Banho desaconselhado

Proibido tomar banho

Cddigo da cor | Classe ou estatuto relevante a qualidade das aguas balneares

Qualidade Excelente

Qualidade Boa

Qualidade Aceitavel

Qualidade Ma

Sem Classificacao (ou ainda ndo reuniu o namero suficiente de
amostragem para ser classificada)

Né&o identificada (identificada pela primeira vez na presente época
balnear)
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Anexo IV - Perfil de 4gua balnear da Fonte da Telha

by i) AGENCIA Administragdo da Regido
£ DO ORDENAMENTO DO TEARTORD PORNGUESA e . o
) DO AMBIENTE Hidrografica do Tejo e Oeste

gua Balnear da Fonte da Telha

Perfil de

Identificacio da Agua Balnear

Nome da Agua Balnear FONTE DA TELHA

Cédigo da Agua Balnear PTCXTL

Ano de Identificacio 1991

Categoria/Tipo Agua balnear costeira/Costa Atlantica Mesotidal Moderadamente Exposta
Nome da Zona Costeira ~ Costa da Caparica

Fonte: APA/ ARHTO

Geogrifica e Administrativa da Agua Balnear

Pais Portugal

Distrito Setibal

Concelho Almada

Freguesia Costa da Caparica

Nome Bacia Hidrografica Bacia Hidrogréfica do Rio Tejo
Caodigo Bacia Hidrografica PTRHS

Nome da Massa de Agua CWB-1-4

Cédigo da Massa de Agua PTCOSTI11
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IS TERIC) 0, AL TINRA, AGENCIA Ad P .
0 AR, DO ministragdo da Regido
byt 2\ rorrucuesa A o 8

DO AMBIENTE Hidrogréfica do Tejo e Oeste

Descrigio da Agua Balnear ¢ Zona Envolvente
Caracteristicas da Agua Balnear

Praia extensa de areia fina e branca, com envolvente rica em patrimonio natural protegido, designadamente a
Paisagem Protegida da Arviba Fossil da Costa de Caparica ¢ a Mata Nacional dos Medos. Cordio dunar a norte,
Existéneia de niicleo piscatorio. Na proximidade existe local privilegiado para a pritica de mergulho.

Tipologia da Praia: Tipo 2 - Praia ndo urbana com uso intensivo

Tipo de substrato: Arenoso

Extensio da frente de praia: 7253

Acessos vidrios: A partir da Costa da Caparica- estrada florestal; a partir do Seixal — avenida do
Mar,

Acessos pedonais: Escadaria para descida a partir da estrada florestal

Afluéncia: Muito elevada em fins de semana na época balnear. Capacidade de carga: 2004
utentes

Declive da zona de banhos: Suave e mais acentuado na zona sul

Atividades Recreativas: Surf, windsurf, mergulho

Instrumento de Ordenamento: POOC Sintra-Sado ¢ Plano de Ordenamento da Paisagem Protegida da Arriba
Fossil da Costa da Caparica (PPAFCC)

Equipamentos e Servigos

Vigiliincia: Sim Posto Socorros: Sim Recolha de Lixo: Sim
Sanitdrios: Sim Duche: Sim Limpeza de Praia: Sim
Acesso deficientes: | Sim Animais domésticos: | Nao Painel informativo: Sim
Apoios de praia: Sim Estacionamento: Sim | Capacidade estacionamento: |

Condigdes Hidrolidgicas e Meteoroldgicas
Hidrodind mica:

Regime de marés: Maré semi-diurna. Mesotidal: 2-4m

Temperatura da dgua: Temperatura da dgua varia entre os 17°C e os 19°C na época balnear,

Regime de ventos: Ventos dominantes de Norte/Noroeste nos meses de verdo

Temperatura do ar: A temperatura do ar nos meses mais quentes varia em média entre os 18°C ¢ os
29°C,

Precipitacio (época balnear):

N" horas sol (época balnear): 10h

Mais informagiio sobre marés pode ser consultada em: hitp://www.hidrografice. pt/previsac-mares.php
Mais informagdo sobre ondas pode ser consultada em: hitp://www.maretec.mohid.comww3/

Zona Envolvente

Dunas baixas a norte e grande proximidade de arriba fossil a sul. Area urbana de origem clandestina e degradada.
Percursos pedestres e parques de merendas na Mata Nacional dos Medos. Campos de golfe na Aroeira.

Risco Arribas: Inexistente
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g MRSTERO DA AGRCATIM / :g::}c(;t - Administracio da Regido
a s DO AMBIENTE Hidrogréfica do Tejo e Oeste

Coordenadas do Ponto de Monitorizacao:

Aproximadamente no enfiamento da estrada de acesso, frente ao apoio de praia Paleio e Mar, por tras dos balnedrios
Latitude 38,571429°, Longitude -9,197475°
Sistema de Coordenadas: ETRS89.

Avalia¢io da Qualidade da Agua Balnear

Durante a época balnear sio monitorizados indicadores microbiolégicos de contaminagio fecal pela ARH do Tejo,
I.P., nas aguas balneares designadas da sua drea de intervengio, de acordo com a legislagio em vigor, Decreto-Lei
135/09, de 3 de Junho, com as alteragdes introduzidas pelo Decreto-Lei 113/2012, de 23 de Maio. As dguas balneares
sdo classificadas de acordo com os niveis destes indicadores na agua. Os standards europeus utilizados para
classificar as dguas balneares surgem de recomendagdes da Organizagio Mundial de Saide e estdo relacionados com
questdes de satde publica. Os resultados da monitorizagio desta agua balnear e mais informacio sobre a avaliagio da
qualidade das dguas balneares pode ser encontrada no sitio da APA: www.apambiente.pt ¢ www.snirh.pt.

Avaliaciio da Qualidade da Agua Balnear entre 2008 e 2012
Ano 2008 2009 2010 J 2011 ‘ 2012
Classificagio [NBORRIN  Accitivel | B ISl

* Classificagdo segundo o Decreto-Lei n°236/98, de | de Agosto.
** Classificagio segundo o Decreto-Lei n°135/09, de 3 de Junho (que substitui o anterior), com as alteragdes
introduzidas pelo Decreto-Lei n® 113/2012, de 23 de Maio.

Excelente**

seri Lz rena
O uso do solo na bacia drenante desta dgua balnear ¢ constituido principalmente por zonas florestais com alguns

aglomerados urbanos. Ha uma forle ocupagio urbana na zona da dgua balnear.
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AL (HC LN TURA, . .
DOWALOONSE ) :g:?uccl?.ussa Administracdo da Regido
s DO AMBIENTE Hidrografica do Tejo e Oeste
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? ‘ WO Arg:?ucomsu Administragdo da Regido
e - DO AMBIENTE Hidrogréfica do Tejo e Oeste
Potenciais Fontes de Polui¢iio

Nio existem fontes de poluigdo significativas na envolvente desta dgua balnear.

g

sco de Ocorréncia de Episédios de Poluigio de Curta Duragio
Nio hd historial de ocorréncia de fendmenos de poluigio de curta duragio.

Ocorréncia

O

lisgc deo risco de da
qualidacs da dgua bainear C:] svaliagdo do risca

{APA, DSR}
Frevisio de impacte negetivo re
cualicade ¢a spua ¢/cu na saide dos
barhistas

O

| Aplicacdo de medidas de gestdio (2pa = sntizades ]
ncia)

competectes; resolugls cu mitigagss des causas/ efeitos da ocorrs

) 1

Intergicle | | Informacio Informacic &s antidedes:
< > abli Lam. tuole Autand. Sadde.
a0, priblico Bulatic.diestion, ABAE.
(apa) wrkidades gestocas sisteras
(ARA)
A
S0 barbo (PR |1 t
¥
Morstorzacio da
qualidade (APA)
| !
EBrograma de monitocizacls oficil Amcztracem excegonal e
- apoce bulrenr (AP4) = ausbagic avaliacio pontusl da
pontoal da gualidade ca dgua cualidace (2PA)
Azue 'Tmproprin Agus “Pripria Lavantamante da
sarz tanhes’ para banhes” [ > | restrigo do barko

APA - Agincia Poruguesa do Ambiente;
DSR - Delegado de Saude Regional;
ABAE - Associagio Bandeira A2ul da Europs.

Em caso de risco de ocorréncia de fenémenos de poluigio, serd colocado um aviso a desaconselhar o banho.
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RIS TIERICY (DA AGRICLN TURA,
50 MAR, DO AMBITNTE J :g::.:ccuﬁssa Administragdo da Regido
£ DO ORBENAMENTD DG TERRITORIO DO AMBIENTE Hid rogréfica dD TEj'D e Oeste

Avaliacio do risco de proliferacio de organismos potencialmente patogénicos

Cianobactérias Improvivel
. Fitoplincton ‘ Improvivel
Macroalgas Improvivel
. - Medidas de Gestiio

Em caso de sintomas de bloom de fitopldncton ou cianobactérias, desaconselhar a pritica de banhos, ativar um
programa de monitorizagio e alertar os servigos de saide. Em caso de presenga de excesso de macroalgas deve ser
ativada a limpeza imediata da dgua e do areal.

Identificacfio das Autoridades Competentes

Av. Almirante Gago Coutinho, n” 30 - 1049-066 Lisboa
Tel: 218430400
Fax: 218430404

Gestio da Agua Balnear APA, LP./ ARH do Tejo e

Oeste Correio electronico: geral@apambiente.pt
arht.geral@apambiente. pt
Lgo. Luis de Camdes, 2800 - 158 Almada
. Tel: 212724534
Autarquia C.M, Almada
Fax: 212724555
Email: gab.presidencia@icma.m-almada.pt
Praceta Ricardo Jorge, 2 Pragal - 2800-709 Almada
Tel: 242726000
Saneamento SMAS Almada
Fax: 242741629
Email: geral{@smasalmada.pt
Av, Estados Unidos da América, n* 77 - 1749 - 096 Lisboa
Tel: 218424817
Autoridade de Sahde A.R.S. Lisboa

Fax: 218499740
Email: portal.arslvi@arslvi.min-saude.pt
Praga da Republica, 2904 - 537 Setabal
Tel: 265548270
Fax: 265548279
Email: capitania.setubal@marinha.m

Autoridade mariima  Capitania do Porto de Setabal
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AR TERIC) T, ACRRCLI TINRA, - .
')r?u.na_':rumnlrm.'i ) ‘;g:TP:.IcGI?.IESA Admlnlstragéa da Rﬁglﬁﬂ
FrosERaRe b DO AMBIENTE Hidrografica do Tejo e Deste

Titulo
Perfil de dgua balnear da Fonte da Telha
Resumo

Este documento apresenta o primeiro perfil de dgua balncar realizado para a Fonte da Telha

Autor

APA, LP./ ARH do Tejo e Oeste

Data de Produgio

Margo de 2011 (atualizagio em Maio de 2013)
Data de Revisio

Margo de 2015

Motivo de Revisio

De acordo com o art.” 9 do Decreto-Lei 135/2009, de 3 de Junho, com as alteragdes introduzidas pelo Decreto-Lei
1132012, de 23 de Maio, os perfis serio revistos se a classificagio da dgua balnear se alterar ou se existirem
alteragdes significativas na dgua balnear ou na zona envolvente, Classificagio Boa — revisio de 4 em 4 anos;
Aceitivel - 3 em 3 anos; Ma - 2 em 2 anos. Os perfis serdo ainda atualizados se forem identificadas outras fontes de
poluigio.

Fontes de Informagio Relevante

APA, LP./ARH do  Informagio sobre a qualidade pontual das dguas balneares. Informagio www.apambiente.pt

Tejo e Oeste sobre Perfis de Agua Balnear.
SMNIRH Informacio sobre dguas balneares e qualidade das aguas balneares. www.snith.pt
EEA Informagdo sobre Ambiente na Unido Europeia. www.eea.europa.eu/

Lisboa, Maio de 2013
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Anexo V - Registos de Resultados das Analises Microbiol6gica

Neste anexo é composto por alguns dos registos das Analises feitas ao longo deste

trabalho.
) LRA — SETOR DE BIOLOGIA _ - I
fp  aGENCHE B ) o N ) , :
1:[’#} % PORTLIGLESA REGISTO DE RESULTADOS DE ANALISE MICROBIOLOGICA '
A DO AWBIENTE , :
REDE LASORATORIAL - METODOS MINIATURIZADOS —
Bactérias Coliformes, E. cofi & Entsrococos Intestinais
N° amostra Data de colheita Local de colheita Observacées
a5 bl 43 T
] . P Resultado
DilT MN.® de pogos positivos
Bactérias e pogos p o (NMF/100mL)
coliformes
3 Colilert
E. coli 112 1%
O Colilart . ) 3 3{ i
F Microplaca j.-] A0 ,' ! 'ﬁ a1
Enteracocos i s
intestinais 119 | -
'] Enterolert noey | : 4 J
C Migroplaca —i !:‘}U .[ . -=':_. ‘1 1 25

N® amostra

Data de colheita

|
© Técnico: _:4- N T £ B R TR

Data de inicio do ensaio: / !

Ragising ¢m Intrducis e validagas de resultados com rastreabilidade na base de dados LabWvay

Data de fim do ensaio: ____{ /

Local de colheita Observagbes
- d an, L .
05 fole/ 13! Adiaga
- & —
/T a B Resultado
Bactérias DilToma N.° de pogos positivos (NMP/to0mL)
coliformes
O Colllert
E. coli Ao ud { o i
O Calilart 4 . A
0 Microplaca 4 10 (‘ ‘i Ht
i [ =
Enterococes i v &
intestinais ’ e
] Enteralert Ef Vor O Z jd |
@ Microplaca S

Imp.O44 LA 1
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_ |LRA — SETORDE BIOLOGIA ] ] ]
ji PORTUEUESA REGISTO DE RESULTADOS DE ANALISE MICROBIOLOGICA |
G5 % DD AMBIENTE ’

- METODOS MINIATURIZADOS — _
REDE LABORATORIAL .
' Bactérias Coliformes, E. coli ¢ Enterococos intestinais
N°amostra | Data de colheita Local de cotheita Observagoes
| Gil. Toma | N> de pogos positivos ‘E:";':imf’
Bactérias . . —
celiformes
0 Colitert
E. coli ‘1' v Lr"Lf -
5 e 34 By 59
icropiaza 'J— ~ . L .
o
Ente i =iy
. mco.ms 4 e e f-j
intestinais A (e T
OEnterolert ~ | 2 5 o ie .
[ Microplaca LS +
N° amostra | Data de colheita Local de colheita [ Observagoes |
Y L kR T | |
. ! }
[ [ ! ; Resultado
| Dil,Toma M.* de pogos positivos
Bactérias | ' ) {NMP/100mL)
coliformes
0 Colllert
_ 24f.
E coll A3 bl _
: o} T
3 Calilert . '. i _,1 o) R.Ug +
13 Micropiaca 4 o0 34
Enterccocos 1 3 Lwﬁi
intestinais 4 L Ly
. g e U
0O Enterolet 1 t i 1 ._%
7 Microplaca - MU | -

' . i i
O Técnico: ﬂ AP UV B DA AL

Data de inicio do ensalo: /

Y — Data de fim do ensaio: /

Ragistos da introdugao # valdaglo de resullados com rastreaoildads ra haso do Jados LaviVay

Imp.044 LAB .1
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. LRA — SETOR DE BIOLOGIA ) i ]
*
aﬁ’- S | REGISTO DE RESULTADOS DE ANALISE MICROBIOLOGICA
% DOMERNTE - METODOS MINIATURIZADOS —

REDE LABORATORIAL

Bactérias Coliformes, E. coff e Enterococos Intestinais

|_ N® amostra

Data de colheita

Local de cotheita - |

Cbservagbes

_'F . dr

Y

i T4

g

050kl 1%

Diapé. e Cho
i

Bactérias
celiformes -
O Caliter:

DilfTama

Resultade

N.% de pogos pusiti\rns_ (NEIPT100mL)

E. coli
O Calilert,
@ Migmplaca

oy

&

\-h—-

Enterococos
intestinais.
I Enterolert
A Microplaca

\
=
'
)
(S
U"\

5
L

.
T
b

[ N°amestra

Data de colheita Local de colheita Observagoes

T

Bactérias
coliformes

C Calilert

Resultado
(NMP/100mL)

Dil i Toma N.? de pocos positives

E. coli
C Colilart
0O Microplaca

| Enterococos
intestinais

[ Enterolant
O Microplaca

O Técnico: A L Sl

Data de inicio do ensaio: I

Registos do rtroduglo s validagdo de resultadus com rastreabilicade na base di dados LabWay

Data de fim do ensaio: / i
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LRA - SETOR DE BIOLOGIA

Yy AcENCA o )
| }f},, PORTUGUESA REGISTO DE RESULTADOS DE ANALISE MICROBIOLOGICA
A % DO AMBIENTE . )
REDE LABORATORIAL - METODOS MINIATURIZADOS —

Bactérias Coliformes, E. cofi e Enterococos Intestinzis

N® amostra Data de colneita Local de colheita ' Observagdes |
i § oo 1)
12 ob. 43 [ §pimdie

_ B ) Resultado
Backris . Dil./Toma | N.* de pogos posli.til\-rlcl:-sl |  (NMPr100mL)
coliformes ' | i
I Colilert

.E.c-oh' | o _:?7]5

0 Calilart i 2 % 1;¢ l
Klicroplaca FEr - a L
s o0 3
Enterococas -
1 s -~
R . 33 |
intestinais 4 1 3(-
O Entarolart . PR 1 : -
}I Microplaca o '.‘»U-) [ ! .
~ N°amostra | Datade colheita Local de colheita T ‘Observagoes
7, ) i agoe
— A ainHun Cupl cacie
r -
[ o it Resultado |
DiL/Toma N.* de pogos positivos
Bactérias B o (NMP/100mL) !
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