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RESUMO

Autor: Joaquin Josue Paredes Villacorta
Orientadora: Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

A agua empregada na producdo de doses inseminantes (DIs) de suinos pode ser
um dos veiculos de introducdo de bactérias contaminantes, podendo levar a perda de
qualidade das mesmas. O objetivo do presente estudo foi avaliar o nimero de mesofilos
aerobios totais (MAT) na agua utilizada em centrais de inseminacdo de suinos e sua
influéncia nas contagens bacterianas das DIs produzidas. Foram conduzidos trés ciclos
de amostragem em seis centrais de inseminacdo (A-F), intencionalmente incluidas no
estudo de acordo com os critérios: estar localizada no sul do Brasil; produzir >1.000 DIs
mensais; e concordar em participar do estudo. A cada ciclo, eram colhidas amostras de
agua antes da purificacdo, dgua ap6s a passagem pelo sistema de purificacdo, agua apés
armazenamento, diluente, sémen in natura de trés machos distintos de fertilidade
comprovada; e das respectivas doses inseminantes preparadas com sémen e diluente
amostrados. A agua colhida antes do sistema de purificacdo foi avaliada quanto ao
namero mais provavel (NMP) de coliformes totais e Escherichia coli, em 100 mL. pela
técnica dos tubos multiplos. Todas as amostras colhidas foram avaliadas quanto ao
namero de mesoéfilos aerdbios totais (MAT), por meio da semeadura em profundidade
em Agar para Contagem (PCA). Todas as 18 amostras de agua colhidas antes da
purificacdo apresentaram <1,1 NMP.100 mL™ de Escherichia coli. A média de MAT
nas amostras de agua variou entre 0,1 log UFC.mL™ na 4gua ap6s-purificagdo da central
E e 3,5 log.UFC.mL™ na 4gua antes da purificacdo da central F. Ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre as contagens médias de MAT obtidas em diferentes tipos de
amostra de 4gua e entre as centrais de inseminacdo. A média de MAT nas amostras de
diluente variou de 0,16 log UFC. mL™ & 2,78 log UFC.mL™. As centrais D e F
apresentaram diluentes significativamente (P<0,05) mais contaminados. No sémen, a
média de MAT variou de 1,75 log. UFC.mL™ & 3,79 log UFC.mL™ e nas DIs entre 0,73
log.UFC.mL™ e 2,88 log UFC.mL™. A central de inseminacio F apresentou média de
MAT significativamente (P<0,05) maior que as demais centrais. Considerando 0s

padrdes existentes, conclui-se que a agua captada, purificada e armazenada apresentou



boa qualidade microbioldgica em todas as centrais de inseminacdo e ndo influenciou a
média de mesofilos aerdbios totais das DIs preparadas. O incremento de bactérias,
quando observado, foi provavelmente resultante da contaminagédo de origem ambiental

durante o preparo do diluente e das doses inseminantes.

Palavras chaves: Mesofilos aerdbios totais, agua purificada, diluente contaminado,

sémen suino, doses inseminantes.



ABSTRACT

Author: Joaquin Josue Paredes Villacorta
Advisor: Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso

The water employed in the production of insemination doses (IDs) of swine may
be one of the vehicles for introduction of contaminant bacteria, and can lead to their
quality loss. The objective of this study was to assess the number of total aerobic
mesophilic (TAM) in water used in swine artificial insemination centers (SAIC) and its
influence in the total bacterial counting of the IDs produced. Three cycles of sampling
were conducted in six SAIC (A-F) intentionally included in the study according to the
following criteria: to be located in the south of Brazil, to produce > 1.000 (IDs)
monthly, and to agree in participating of the study. At each cycle, samples were
collected from water before the purification, water after passage through the
purification system, water after storage, extenders, fresh semen collected from three
different boars and the respective (ID) prepared with the semen and extender sampled.
The water collected before the purification system was evaluated for total coliforms and
Escherichia coli most probable number (NMP) in 100 mL using the multiple tubes
technic. All samples collected were evaluated for the number of total aerobic mesophilic
(TAM) by the pour plate technic. All the 18 samples of water collected before the
purification presented < 1.1 NMP. 100 mL™ of Escherichia coli. The average of TAM
in the water samples varied between 0.1 log.CFU. ml™ in the water after purification of
the central E and 3.5 log. CFU.mL™ in the water before purification of the central F.
There was no significant difference (P>0.05) among the average counting of TAM
obtained in different water samples types and among SAICs. The average TAM in
samples of diluents varied from 0.16 log.CFU.mL™ to 2.78 log.CFU.mL™; the SAICs D
and F presented diluents significantly (P< 0.05) more contaminated. Among the semen
samples, the TAM average varied from 1.75 log.CFU.mL™ to 3.79 log CFU.mL™ and in
the DIs between 0.73 log.CFU.mL™ and 2.88 log.CFU.mL™. The SAIC F presented
average of TAM significantly (P<0.05) higher than the others SAICs. Considering the
available standards, it was concluded that water collected, purified and stored
presented a good microbiological quality in all insemination centers and did not

influence the number of TAM in the prepared IDs. The increase on bacterial population



may have resulted from contamination of environmental origin during the preparation

of the extender and insemination doses.

Key-words: Total mesophilic aerobic, purified water, diluent contaminated, swine

semen, insemination doses
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1 INTRODUCAO

A &gua é essencial para a vida no planeta, participando de todos os ciclos
bioldgicos da natureza. Est4 envolvida em inimeras rea¢fes bioquimicas que abrangem
0s processos de oxidacdo e de hidrdlise de compostos como hidratos de carbono, acidos
graxos e aminoacidos, sendo impossivel conceber uma funcéo direta ou indireta do
metabolismo celular sem agua (GIRARD, 2012; PATIENCE, 2012).

A agua pura é inodora insipida e incolor. Quando suas propriedades de odor, cor
ou turbidez estdo alteradas, seu consumo pode implicar em ameaca a salde humana e
animal, j& que a agua pode ser um veiculo de contaminantes quimicos e
microbioldgicos. A qualidade das amostras de agua € avaliada por critérios fisicos,
quimicos e microbioldgicos (PATIENCE, 2012; MCALLISTER; TOPP, 2012).

As regides Sul e Sudeste do Brasil caracterizam-se por apresentar elevada
disponibilidade de agua superficial e subterranea. Essa riqueza em mananciais hidricos
propicia o estabelecimento de popula¢gdes humanas e torna-se fator importante para o
desenvolvimento da producdo animal. Porém, o incremento da populacdo humana e
animal representa risco aos mananciais aquiferos, pelas atividades produtivas que
modificam o ambiente natural e impactam a qualidade fisica, quimica e microbioldgica
da 4gua (GEOBRASIL, 2007). Quando contaminada, a agua pode veicular e propagar
micro-organismos patogénicos que podem causar doengas na populacdo humana e
animal. Como exemplo, é possivel citar aguas colhidas de po¢os contaminados por
esgoto domiciliar (BRASIL, 2006). Sendo assim, além dos aspectos fisicos, o
monitoramento da qualidade microbioldgica da agua torna-se de extrema importancia.

Na suinocultura moderna, 0 manejo reprodutivo, visando o aproveitamento da
selecdo genética dos reprodutores e a diminui¢do do custo de producgédo tem ampliado o
uso da técnica de inseminagdo artificial (IA) (BORTOLOZZO et al., 2005). Em
decorréncia disto, houve o aumento da manipulacdo do sémen suino que é coletado,
processado e armazenado em diluentes, constituindo as chamadas doses inseminantes
(DI). Por meio desse processamento, objetiva-se manter viaveis e férteis os
espermatozoides, por alguns dias, nas centrais da inseminagdo artificial (CIAs) ou
permitir a distribui¢do das DI para granjas, onde estdo alojadas as matrizes. Entretanto,
0 processamento e distribuicdo também aumenta a preocupacdo com a biosseguridade
da cadeia produtiva da inseminacéo artificial (ALTHOUSE et al., 2000).
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Durante o processamento da DI sdo requeridos equipamentos adequados, com
baixo nivel de contaminacdo bacteriana e livre de residuos quimicos. Insumos
descartaveis ou submetidos a higienizacdo rigorosa sdo imprescindiveis desde a coleta
até a preparacdo das doses inseminantes. A existéncia de pessoal técnico treinado e
qualificado também contribui para a producdo de doses de melhor qualidade
(BORTOLOZZO et al., 2002). A qualidade do diluente é importante para garantir a
melhor viabilidade dos espermatozoides pelo periodo requerido para o fornecimento das
Dls até as granjas distantes das centrais de inseminacdo artificial (BORTOLOZZO;
WENTZ, 1995).

Além das condi¢cbes de estocagem, sob temperatura uniforme, a higiene da
producdo da DI pode influenciar a viabilidade dos espermatozoides (BORTOLOZZO et
al., 2002). A fonte priméria de contaminagdo bacteriana pode ser a coleta do macho
suino ou ocorrer durante o processamento das doses inseminantes. Entretanto, a
qualidade da agua captada, purificada e armazenada também pode atuar como fator
deletério para as doses inseminantes (ALTHOUSE; LU, 2005). Esse ultimo aspecto —
qualidade microbiolégica da dgua armazenada — muitas vezes é esquecido nas centrais
de inseminacdo, principalmente ap6s a passagem por sistemas de purificagdo que
garantem ser capazes de fornecer agua de boa qualidade.

A partir disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade de
amostras de agua em diferentes etapas (captagdo, purificacdo e armazenamento) em
centrais de inseminagdo do sul do Brasil, avaliando sua influéncia na contagem de

heterotroficos totais nas doses inseminantes produzidas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aguas na producéo animal

A agua é o recurso natural liquido mais abundante do planeta, impossivel de ser
substituido na existéncia de plantas, animais e micro-organismos. Do total da agua
disponivel no planeta, 97% ¢é salgada e constitui os mares e oceanos; somente 3% &
agua doce superficial ou subterrdnea. Do total da &gua doce, 98% estdo na camada
subterranea e apenas 2% em rios e lagos (GEOBRASIL, 2007). No ambito global,
aparentemente, ha um amplo suprimento de agua, entretanto é preciso considerar que ha
flutuacdo na quantidade de agua disponivel, de acordo com os periodos do ano e entre
diferentes anos. Além disso, ndo deve ser esquecido que efluentes de origem doméstica
ou industrial podem comprometer a qualidade da &gua disponivel (PATIENCE, 2012).

Estima-se que a demanda de agua global aumentard em 50% até 2025,
considerando como base o consumo registrado em 1995 (UNEP, 2008). Esse aumento
de consumo devera ocorrer principalmente nos paises em desenvolvimento, em
decorréncia do aumento do poder aquisitivo da populacdo, o que demandara maior
producdo agropecuaria e industrial (DOREAU et al., 2012). Estudos demonstram que ha
um elevado consumo de &gua na agricultura e, principalmente, na criacdo de animais de
producdo (OECD; FAO, 2012), porém ndo ha evidéncias de que a exploracdo pecuéria
seja causadora, por si SO, de escassez de agua (DOREAU et al., 2012). Por outro lado, a
falta de gestdo adequada em regibes de producdo animal intensiva pode reduzir a
disponibilidade de agua e acarretar problemas de poluicdo (BELLAVER; OLIVEIRA,
2009).

A qualidade de agua é um problema critico nos recursos hidricos, podendo ser
afetada direta o indiretamente pela poluigdo do esgoto urbano ou de dejetos das areas
rurais (GEOBRASIL, 2007). A contaminacdo microbiana da agua fornecida aos
humanos e animais pode ocorrer por infiltracdo direta a partir dos sistemas de producao
intensiva de animais, por dejetos humanos, aguas residuais urbanas, ou por &aguas
superficiais que contaminam pogos, principalmente durante a época de chuvas intensas
(DAVIES-COLLEY et al., 2004). As bactérias, por seu tamanho reduzido,
hidrofobicidade e carga eletrostatica, sdo capazes da migracdo descendente através dos

poros do solo, podendo alcancar as aguas subterraneas. O crescimento e sobrevivéncia
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das bactérias nas A&guas subterraneas dependem da existéncia de nutrientes,
concentracdo de oxigénio, temperatura, salinidade e pH (MCLLISTER; TOPP, 2012).
Em &reas de producdo intensiva de suinos, os dejetos produzidos podem ter influéncia
negativa nos corpos hidricos, pois, além de introduzirem bactérias no ambiente,
providenciam alto teor de matéria organica que causara a poluicdo, selecionando as
bactérias heterotroficas de crescimento rapido e consumidoras de oxigénio (SILVA;
BASSI, 2012)

2.2 Parametros de qualidade da agua

A qualidade da &gua pode ser monitorada por suas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas. A interpretacdo das andlises laboratoriais pode variar, de acordo
com o tipo de &gua dos sistemas de abastecimento, reservatorios, mananciais, ou corpos
receptores. Os parametros de potabilidade da &agua para consumo humano sao
estabelecidos pela Portaria 2.914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011). A agua de
consumo natural para animais pertence a categoria de agua doce classe trés,
regulamentada pela Resolu¢cdo do CONAMA n°. 357 (CONAMA, 2005). Em ambos os
casos, ha limites méaximos estabelecidos para variaveis inorganicas (minerais) e

organicas, solidos suspensos, cor, micro-organismos, turbidez e pH.

2.2.1 VVariaveis fisicas

2.2.1.1 Cor aparente

E caracterizada pela presenca de coloracdo, associada a reducdo da luz que
atravessa a amostra. Sua origem € a presenca de matéria orgénica e inorganica em
estado coloidal, como &cido hdmico, acido fulvico, 6xido de ferro e manganés. Seu
efeito e estético, pois causa repulsa ao consumidor (CETESB, 2009). O padrao aceitavel
de potabilidade da agua para consumo humano (BRASIL, 2011) é de 15 uH (Unidades
Hazen; equivalente a cor produzida por 1mg de Platina por litro de agua, na forma de

hexacloroplanitato).
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2.2.1.2 Turbidez

A turbidez da agua € a auséncia de limpidez, resultante da atenuacdo que um
feixe de luz sofre ao atravessa-la. A presenca de materiais particulados solidos em
suspensdo, tais como matéria organica e inorgénica particulada, algas, bactérias,
plancton, lodo, areia, ferro, zinco, entre outros, causa a turbidez da dgua (FUNASA,
2006). A agua com turbidez elevada pode ocorrer nas estacdes chuvosas e pela
contaminagdo por esgotos domésticos ou efluentes industriais. A determinacdo da
turbidez € um indicador sanitario muito importante para identificar a potabilidade da
agua, aceitavel para o consumo humano e abastecimento publico (CETESB, 2009;
PARRON et al., 2011). Em aguas de classe trés, 0 maximo permitido ¢ 100 UNT
(Unidade de Turbidez Nefelométrica); ja a &gua potavel tem como valor méximo
permitido 0,5 uT (equivalente a 5 UNT) em 95% das amostras colhidas apds o
tratamento (BRASIL, 2011).

2.2.1.3 Solidos totais dissolvidos

Os solidos totais (dissolvidos em suspensdo) expressam a concentracao de todas
as impurezas dissolvidas na dgua (PARRON et al., 2011). Os soélidos dissolvidos sdo
aqueles que permanecem na agua apds a passagem por membrana filtrante com poro de
1,2 um. Os sais sdo os principais componentes dos solidos dissolvidos e, quando estdo
presentes em excesso, provocam alteracao do gosto da agua e corrosdo. A Portaria 2.914
prevé valores maximos permitidos de 1.000 mg/L para agua potavel (BRASIL, 2011),
enguanto que em aguas de classe 3 o valor maximo previsto é de 500 mg/L (BRASIL,
2005).

2.2.2 Variaveis quimicas

2.2.2.1 Potencial hidrogeniénico (pH)

Expressa o equilibrio entre os fons (H") e (OH") na 4gua. Quando o valor de pH
é menor que 7,0 indica agua é4cida, e pH maior que 7,0 indica alcalinidade. E um
parametro muito importante na analise de agua. A influéncia do pH se da diretamente
sobre a viabilidade dos organismos que compdem esse ecossistema (PARRON et al.,

2011; FUNASA, 2006). O pH da &gua para consumo humano, apos tratamento, deve
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estar entre 6,0 e 9,5 de acordo com a Portaria n°. 2914 do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011). Agua de consumo para animais deve apresentar pH entre 6,0 e 9,0
(BRASIL, 2005).

2.2.2.2 Cloro residual livre

Esse é um parametro previsto apenas para dgua apds o tratamento e indica a
eficiéncia da desinfeccdo. O cloro (Cl) é um elemento quimico que apresenta alta
solubilidade na agua. O acido hipocloroso (HOCI) formado pela adicdo do cloro a 4gua
dissocia-se rapidamente em H+ e ion hipoclorito (CIO"). O cloro existente na agua, sob
forma de &cido hipocloroso e o ion hipoclorito, é denominado de cloro residual livre
(PARRON et al., 2011)

O é&cido hipocloroso (HOCI) acrescentado na agua apresenta acdo bactericida e
viricida mais elevada que o ion hipoclorito, porém nao tem a mesma eficicia na
destruicdo de cistos, oocistos de protozoarios e ovos de helmintos, porque esses sdo
altamente resistentes a cloracdo (BRASIL, 2006).

A desvantagem do uso do cloro é o risco de corrosdo das canalizagGes e valvulas
de equipamentos metalicos, a baixa acdo em presenca de matéria organica e a formacéo
de substancias toxicas como os tri-halometanos. Elevada concentracdes de cloro podem
ocasionar alteracfes indesejaveis no sabor e odor da dgua (BRASIL, 2006; FUNASA
2006). A portaria no. 2.914 do Ministério da Salde especifica a obrigatoriedade da
presenca de cloro residual livre de 0,5 mg/L na agua, com uma conservacao minima de
0,2 mg/L nos diferentes pontos da redes de distribuicdo publica (BRASIL, 2011).

2.2.2.3 Parametros inorgénicos e organicos

O risco a saude devido as substancias quimicas toxicas, na dgua para consumo
humano ou animal, originam-se primariamente da sua habilidade em causar danos a
saude, apos prolongado periodo de exposi¢do. Ha poucos contaminantes quimicos da
agua que podem levar & problemas de salde ap6s uma Unica exposicao, exceto em casos
de contaminacdo acidental massiva. Valores maximos permitidos estdo previstos para

diversas substancias organicas (agrotoxicos, benzeno, acrilamida, etc.) e inorganicos
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(ferro, nitrato, chumbo, mercdrio, etc.) na legislacdo brasileira para dgua potavel e de
classe 3, conforme consta no Anexo 1 (CONAMA, 2008)

2.2.2.4 Condutividade elétrica (CE)

A condutividade elétrica é a medida da capacidade da agua de conduzir a
corrente elétrica. Quanto mais pura a agua, menor € a sua condutividade (PARRON et
al., 2011). E utilizada para estimar a quantidade total de sdlidos dissolvidos na agua
(BLAINE, 2011).

A unidade de medicdo da condutividade € comumente o microsiemens/cm
(uS/cm). A agua potavel & 25°C apresenta valores de 50-1500 puS/cm; a agua destilada
de 0,5-2 uS/cm; e a agua ultra-pura apenas 0,005 uS/cm (BRASIL, 2006).

2.2.3 Variaveis microbiologicas

2.2.3.1 Coliformes termotolerantes

Os coliformes termotolerantes sdo caracterizados como o grupo de coliformes
capazes de multiplicacdo em temperatura de 45°C. Entre as espécies que compreendem
esse grupo, a Escherichia coli apresenta forte associagdo com a contaminacdo fecal.
Porém, bactérias de origem ndo fecal como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae e Citrobacter freundii também fazem parte deste
grupo (SILVA et al., 2010).

Na legislacdo brasileira, os coliformes termotolerantes s&o utilizados como
padrdo de analise microbioldgica de aguas superficiais, de abastecimento, recreacéo,
irrigacdo agricola e piscicultura (CETESB, 2009). Na agua potdvel devem estar
ausentes em 100 mL de amostra analisada (BRASIL, 2011). Para dessedentagéo de
animais criados confinados ndo deverd ser excedido o limite de 1.000 coliformes
termotolerantes por 100 mililitros, em 80% ou mais de pelo menos seis amostras
coletadas durante o periodo de um ano. (BRASIL, 2005)

2.2.3.2 Coliformes totais
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E um subgrupo da familia Enterobacteriaceae, definidos como bacilos Gram-
negativos, aerobios e anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, oxidase
negativos, capazes de se desenvolver na presenca de sais biliares ou agentes tenso-
ativos e crescem em uma temperatura de 35°+2°C (BRASIL, 2011; FUNASA, 2006).

A presenca de coliformes totais na saida do sistema de tratamento indica falhas
no tratamento da agua. Portanto, segundo a legislacdo brasileira, esse indicador deve
estar ausente em amostra de 100 mL de agua colhida na saida do sistema de tratamento.
No sistema de distribuicdo também devem estar ausentes em 95% das amostras
examinadas mensalmente (BRASIL, 2011).

2.2.3.3 Heterotréficos totais

Sdo definidos como bactérias capazes de produzir unidades formadoras de
colénia (UFC) na presenca de compostos organicos contidos em meios de cultura
apropriados, sob condicdo de incubacdo & 35,0 £ 0,5°C, apds 48 horas. Indicador de
populacdo bacteriana geral de &gua e alimentos, ndo diferencia os tipos de bactérias
presentes. Na andlise de agua, esse indicador ajuda na avaliacdo da eficiéncia do
tratamento e, no sistema de distribuicdo, auxilia na verificacdo da integridade do sistema
e/ou na existéncia de pontos de estagnacdo (HELLER; PADUA, 2006). Em planos de
amostragem de aguas de distribuicdo, devem ser pesquisados em pelo menos 20% das
amostras colhidas, ndo podendo exceder 500 UFC/mL (BRASIL, 2011).

2.2.3.4 Cianobactérias

S&o micro-organismos procarioticos, aerobicos e foto-autotroficos. Os ambientes
de 4gua doce sdo 0s mais favoraveis ao seu crescimento, principalmente quando ha alta
concentracdo de nitrogénio e fosforo. A crescente eutrofizagdo dos ambientes aquéaticos
tem causado o enriquecimento artificial, favorecendo a multiplicacéo de cianobactérias,
entre outros efeitos (FUNASA, 2006). Varios géneros de cianobactérias produzem
toxinas, denominadas de cianotoxinas. As duas principais classes de cianotoxinas séo as
neurotoxinas e as hepatotoxinas. Entre as neurotoxinas, as saxitoxinas representam um
grupo dos chamados venenos paralisantes de mariscos, que agem inibindo a condugéo

nervosa por bloqueamento dos canais de sodio. Entre as hepatotoxinas, ha as
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microcistinas, que sdo promotores de cancer hepatico e a cilindrospermopsina, alcaloide
hepatotdxico, cujo mecanismo de acdo se da por inibicdo da sintese proteica, causando
danos potencialmente severos nas células renais, pulmonares e cardiacas (FUNASA,
2003).

Na Portaria 2.914 do Ministério da Salde esta prevista a pesquisa mensal de
cianobactérias no manancial de abastecimento de agua e, quando sua populacéo excede
10.000 células/mL, esse monitoramento deve ser semanal. Em populagdes superiores a
20.000 células/mL a cianotoxinas devem ser monitoradas, semanalmente, no ponto de
captacdo. O valor maximo de cianotoxinas na agua tratada é de 1ug/L para microcistina
e 3ug equivalente STX/L para saxitoxina (BRASIL, 2011). Para aguas de classe 3
usadas para dessedentacdo de animais, 0 maximo de cianobactérias permitido é de
50.000 células/mL (BRASIL, 2005).

2.3 Inseminacéo artificial de suinos no Brasil

As primeiras instalagdes produtivas da suinocultura tecnificada no Brasil datam
do inicio da década de 50. Melhorando 0s manejos sanitarios das ragas produtoras de
carne, os suinocultores organizaram as AssociacGes Brasileiras com suas diferentes
filiais estaduais. De fato, na década de 1975 foram abertas as duas primeiras centrais de
inseminacdo artificial suina no municipio de Estrela (RS) e Concordia (SC)
(EMBRAPA, 1999; BORTOLOZZO; WENTZ, 1997).

Durante os programas de inseminacao artificial o sémen diluido é armazenado e
conservado em refrigeracdo em temperatura entre 15°C a 18°C. Durante seu periodo de
viabilidade, por trés dias apo0s a coleta, deve ser transportado com estritas condigdes
sanitarias e em refrigeracdo. Associado ao adequado treinamento de pessoal,
fiscalizacdo periddica da técnica e diagnostico apropriado do estro, a inseminacao
artificial é uma técnica vantajosa. A qualidade da dose inseminante é essencial para
obter bons resultados produtivo. A desvantagem € ocusto econdmico e 0 risco sanitario
de transmissdo de doencas nos plantéis usuarios da inseminacdo artificial aberta
(BORTOLOZZO et al., 2005). Os programas fechados, internos, tem mais vantagem,
pois as doses inseminante sdo coletadas, diluidas, processadas e conservadas na granja.
Entretanto, essa necessita ter infraestrutura laboratorial minima e pessoal técnico
capacitado (BORTOLOZZO; WENTZ, 1998).
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2.4 Etapas da coleta do sémen

Em uma central de inseminacdo artificial, o processamento do sémen passa por
diferentes etapas para obter ejaculados de qualidade e quantidade que permitam

resultados economicamente viaveis.

2.4.1 Coleta do sémen

A habilidade pratica e o treinamento técnico do coletador, assim como a selecéo
dos animais doadores de sémen sdo essenciais para 0 sucesso. Pelas caracteristicas
fisiologicas dos reprodutores suinos, os cachacos jovens, de até 12 meses de idade, sdo
submetidos a uma coleta por semana. Nos machos adultos, o sémen é coletado duas
vezes/semana. Utiliza-se a técnica da médo enluvada, apds cuidados higiénicos para ndo
haver contaminacdo na coleta do ejaculado total. O copo coletor de 500 mL e todos 0s
materiais devem ser estéreis e ficar a temperatura de 35 a 37°C, evitando o choque
térmico do espermatozoide. O coletador devera utilizar luvas de borracha e sobreluvas
para higienizacao da regido prepucial (EMBRAPA, 1999).

Depois da monta do cachaco no manequim, o pénis é exposto, fixado pelo
coletador em sua extremidade, exercendo uma flexdo de um angulo 90°C e efetuando
uma pressao ritmica sobre o pénis do reprodutor até que o cachaco retraia o pénis e
desca do manequim. A glande de reprodutor suino deve ficar livre, evitando o contato
do sémen com a luva do coletador (TONIOLLI, 2010).

2.4.2 Avaliacao do sémen

Existem diferentes parametros para avaliar a qualidade do sémen suino: aspecto,
concentracdo, motilidade, morfologia, integridade do acrossoma, volume do ejaculado,
namero total de espermatozoides viaveis (TONIOLLI, 2002).

A avaliacdo da qualidade da dose inseminante fornecida pelo reprodutor suino é
essencial para o programa de inseminacdo artificial, embora seja também importante a
técnica de processamento do ejaculado e as atividades efetuadas durante a producéo e
armazenamento das doses (TONIOLLI, 2002).
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Quando se faz a avaliagdio no laboratorio, a porcentagem de células
espermaticas moveis (motilidade) estd altamente correlacionada com a quantidade de
espermatozoides vivos ou viaveis (viabilidade) (BORTOLOZZO et al., 2008).

O ntmero das doses de sémen e o grau de diluicdo apropriada séo variaveis que
dependem da concentracdo e do volume no ejaculado coletado do cachago. O calculo é
realizado para obter doses com um total aproximado de 3 x10° espermatozoides em 100
mL. Durante o processo de diluigéo, o diluente deve ser adicionado de forma gradual ao
sémen e ndo vice-versa, evitando o choque térmico. ApOs serem envasadas em
recipientes adequados estéreis, as doses sdo conservadas entre 15 e 17°C (TONIOLLI,
2010).

2.5 Cuidados higiénicos durante a coleta e processamento do sémen para a
producéo de doses inseminantes

O aparelho reprodutor do macho suino mantém a termorregulacdo dos testiculos
em temperatura entre 2,5 e 4°C menor que a temperatura corporal, permitindo a
producédo de espermatozoides em condic@es estéreis. (FLOWERS, 2008) (WILLIAMS,
2009 apud GARNER ; HAFEZ, 1993). (ALTHOUSE; LU, 2005)

Durante o manuseio do diverticulo prepucial do cachaco é essencial a higiene,
evitando a coleta das fracdes gelatinosas pré-espermaticas das glandulas bulbouretrais
(porcéo geralmente sem espermatozoides) a fim de diminuir a contaminacao bacteriana
(SONE, 1990).

A contaminacdo bacteriana pode ser originada das maos do coletador,
contaminando o ejaculado antes do processamento e disseminando as bacterias nos
materiais de processamento do sémen. Por causa disso, devem ser implantados
protocolos técnicos de minima contaminacdo bacteriana, com higiene individual. Esses
devem ser aplicados durante a preparagdo do macho, durante a coleta e processamento
do sémen e higiene laboratorial em geral (ALTHOUSE et al., 2000).

No estudo de Goldberg (2009) foi confirmado que, para reduzir
significativamente a contaminagdo bacteriana, deve-se realizar limpeza e desinfecgéo
rotineira das instalagdes, das baias e locais de coleta. Da mesma forma, higiene e
limpeza do macho e do preplcio antes da coleta, descarte dos primeiros jatos do

ejaculado, correta fixacdo do pénis, utilizacdo de sobre-luvas descartaveis para
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diferentes coletas, e uso de filtros descartaveis na separacdo da porcdo gelatinosa do
ejaculado suino sdo medidas que permitem a reducdo da contaminacao. Porém, é quase
impossivel coletar ejaculados de sémen suino livre de contaminantes (SONE et al.,
1992).

2.5.1 Finalidade do diluente de sémen suino

O diluente é uma solucdo aquosa utilizada para aumentar o volume do ejaculado
coletado, constituindo a dose inseminante. A funcdo do diluidor é preservar todas as
caracteristicas metabolicas funcionais das células espermaticas, protegé-las para
adaptarem-se a refrigeracao, pois o sémen suino é extremamente sensivel ao choque do
frio. Com relagdo ao conteldo de lipidios da membrana celular do espermatozoide,
propiciam a viabilidade dos espermatozoides durante alguns dias apds a colheita
(GADEA, 2003). Os diluentes comercialmente disponiveis tém um pH (6,8 a 7,3),
isotdnico proximo do neutro. De forma similar aos meios de cultura celular contém
substratos energéticos, tampbes bioldgicos e diferentes eletrolitos para manter um
balanco osmético (ALTHOUSE et al., 2000).

A pressdo osmotica do espermatozoide suino in natura é 290-300 mOsm
(LEVIS, 2008). Pressdes abaixo de 200 mOsm diminuem notavelmente a motilidade
das células espermaticas. Assim, as solugdes hipotonicas e hipertdnicas produzem um
desequilibrio na pressdo osmética com perda ou aumento de agua, levando a lesdo e
alteracdo da membrana celular do espermatozoide (GADEA, 2003).

As células esperméticas e bactérias, durante a armazenagem da dose
inseminante, produzem produtos metabdlicos, como o 4cido lactico. A medida que
aumenta sua concentracdo, o pH intracelular do espermatozdide é alterado para
condicBes desfavoraveis a motilidade. Assim, os tampdes, como citrato de sédio, sdo
utilizados para proteger os espermatozoides das alterages extremas do pH produzido
pelos residuos metabolicos (HANCKOC, 1959; LEVIS, 2008).

2.5.2 Qualidade da agua para preparo de diluentes

A quantidade de doses inseminante preparadas esta relacionada a concentragédo

de sémen in natura. O célculo é feito de forma a obter doses inseminantes com 3x10°
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espermatozoides em 100 mL de volume. Usualmente, o diluente é preparado a partir da
suspensdo de produto comercial em pé em agua purificada de boa qualidade
(TONIOLLI, 2002).

As atividades de um laboratério requerem agua de qualidade. A &gua purificada,
na qualidade desejada, resulta das diferentes combinagdes de processos de tratamento.
N&o existe um método que isoladamente elimina ou remove todos 0s contaminantes
organicos e inorganicos (TAVARES et al., 2004; SILVA et al., 2006).

Para eliminar as impurezas que sdo fontes de contaminacdo bacteriana da dgua
usada no laboratdrio, existem diversos processos de pré-tratamento. Esses removem
particulas grosseiras em suspensdo na agua de alimentacdo, garantindo, assim, a vida
util dos equipamentos de destilacdo, filtracdo, ultrafiltracdo, adsor¢do em carvdo
ativado, deionizacdo, radiacdo ultravioleta e osmose reversa (SILVA et al.,, 2006;
MEDINA et al., 2010).

A destilacdo é um processo antigo, constituido pela ebuli¢do, evaporacédo e
condensacdo da agua. A ebulicdo inativa bactérias e virus, removendo muitos
compostos organicos como 0s sais minerais, embora ndo possa remover substancias
inorganicas dissolvidas. Economicamente ndo é vidvel pela alta quantidade de agua
consumida, na relacdo de 15 L para cada litro de adgua destilada produzida, e gasto de
energia elétrica (0,7Kw/L) (TAVARES et al., 2004; MEDINA et al., 2010).

A deionizacdo, ou desmineralizagdo, é produzida por deionizadores de dgua que
incorporam um cartucho descartavel de polimeros organicos. Sua funcao é absorver nas
resinas trocadoras de ions de hidrogénio (H") os contaminantes catidnicos (célcio,
magnésio, ferro, sddio e outros metais e cations). As resinas aniénicas trocam seus ions
hidroxila (H’) por contaminantes anidnicos (sulfatos, cloratos, nitratos, fosfatos e outros
anions, além da silica). A deionizacdo usada isoladamente na purificacdo da agua tem
suas desvantagens, porque ha fuga de particulas fragmentadas de resina dissolvida na
agua passante durante a troca de fons. E necessario um conjunto de filtros para obter
agua livre de particulas, uma vez que o processo ndao remove toda a matéria organica da
agua de alimentagdo, permitindo que as bactérias crescam com rapidez na agua
estagnada dos cartuchos. Deve-se combinar a deionizagdo com outros processos de
purificacdo de melhor desempenho (BREDA, 2001; SILVA et al., 2006; MENDES et
al., 2011).
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A osmose reversa € constituida pela alta pressao hidraulica aplicada no processo
de passagem da agua por uma membrana semipermeavel longitudinal, onde sé&o
separadas as particulas e impurezas, passando pelas paredes porosas das membranas a
agua purificada. Os equipamentos de osmose reversa apresentam menor desperdicio da
agua (3L por litro de agua purificada) e menor consumo de energia elétrica (BREDA,
2001; TAVARES et al., 2004; SILVA et al., 2006). A osmose reversa remove 99% das
particulas organicas e 95% dos ions inorganicos. Tem alta eficiéncia na purificacdo e
remocdo de bactérias e pirégenos. Pode ser combinada com a deionizagdo para diminuir
a frequéncia de regeneracdo das resinas de troca ibnica e conseguir maior pureza da
agua (BREDA, 2001).

Com a utilizagdo dos diferentes processos -destilagdo, osmose reversa ou
deionizagdo - é possivel obter agua tipo Il, livre de impurezas organicas para a
preparacdo de meios de cultura e aplicacfes analiticas no laboratério de microbiologia.
A agua tipo | e Il deve ser utilizada logo ap0s a purificacdo; ndo é possivel armazena-la
pelo risco de recontaminacdo a partir do ambiente durante seu armazenamento.
(MEDINA et al., 2010; BREDA, 2001).

A radiacdo ultravioleta (UV) é um processo fisico utilizado nos sistemas de
desinfeccdo e purificacdo da agua. Empregam-se lampadas com vapor de mercurio, que
emitem ondas de luz UV-C (185 nm a 254 nm). Para tratamento da agua, as lampadas
ficam em contato com o fluxo de agua. Deve ser utilizada no estagio final de purificacdo
para diminuir as impurezas organicas através da fotoxidacdo e melhorar a acdo
germicida (AGUIAR et al., 2002; BRASIL, 2010).

A radiacdo ultravioleta de 254 nm interfere na biossintese bacteriana causando
danos na estrutura do DNA, além de comprometer a sintese proteica das bactérias nos
processos de transcricdo e traducdo do RNA (WRIGHT; CAIRNS, 1998; AGUIAR,
2000). A presenga de matéria orgénica ou outras particulas em suspensdo protegem as
bactérias, depositando-se na superficie da lampada que diminui a profundidade de
penetracdo da radiacdo UV, limitando e prejudicando a eficiéncia do método. A turbidez
e baixas dosagens de radiagdo podem ndo inativar efetivamente as bactérias. No
laboratorio, é indispensavel a afericdo da qualidade da radiagdo UV no fluxo da agua, a
velocidade e tempo de utilizagdo da fonte de radiacdo durante o processo de purificagdo
(BRASIL, 2010).
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Durante a rotina laboratorial é importante fazer a revisdo e limpeza dos
dispositivos e aparelhos de purificacdo, realizar a manutencdo e examinar a qualidade
da agua purificada (WRIGHT; CAIRNS, 1998).

2.6 Contaminacao bacteriana durante o processamento das doses inseminantes

Althouse et al. (2005) demonstraram que o aumento da contaminacéo bacteriana
resultava na aglutinacdo de espermatozoides, com diminui¢do da longevidade das doses
inseminantes.

Ja foram identificados em amostras de sémen e dose inseminante de suino, ao
menos 25 géneros de bactérias contaminantes, sendo as mais frequentes: Escherichia
coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Proteus sp., Serratia marcescens,
Enterobacter sp. e Klebsiella sp. (ALTHOUSE et al., 2008; MAROTO et al., 2010).

Existe a possibilidade de contaminacdo do trato urogenital e do sistema
reprodutor suino por bactérias patogénicas que se originam da microbiota intestinal
(MAES et al., 2008; MAROTO et al., 2010; BUSSALLEU et al., 2011). Entretanto a
maioria das bactérias contaminantes do sémen ndo é patogénica; porém, quando
alcancam alto nimero na dose inseminante podem ter um efeito espermicida, alterando
a qualidade e longevidade do espermatozoide (ALTHOUSE et al., 2000; ALTHOUSE;
LU, 2005).

Os antimicrobianos impedem o crescimento e proliferacdo das bactérias, mas sua
total eliminacdo ndo é garantida devido a resisténcia bacteriana. Além disso, condi¢bes
ambientais (por exemplo temperatura de refrigeracdo) podem prejudicar a atividade dos
antimicrobianos (SONE, 1990; MAES et al., 2008). As bactérias podem apresentar
resisténcia a gentamicina, aminoglicosideos, B-lactamicos, lincosamidas e outros
antimicrobianos utilizados em diluentes de sémen suinos comercializados (ALTHOUSE
etal., 2000; ALTHOUSE; LU, 2005).

As bacterias alteram a morfologia do espermatozoide afetando o funcionamento
da motilidade flagelar ou causando prematura reacdo acrossomica (MAROTO et al.,
2010). Induzem, ainda, uma alta incidéncia de aglutinagdo dos espermatozoides, leséo
de acrossomas, motilidade deficiente e diminui¢cdo do periodo de viabilidade dos
espermatozoides pela acidificacdo do meio, independentemente do diluente utilizado
(ALTHOUSE et al., 2000; BIANCHI et al., 2006). A contaminagdo por bactérias
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diminui a qualidade do sémen ou causa infeccdo no sistema reprodutor das fémeas
suinas, como a endometrite (MAES et al., 2008). O aumento no retorno do estro, de 17
a 25 dias apos inseminacao artificial, pode variar de 17 a 100% em granjas suinas que
aplicam doses inseminante contaminadas (ALTHOUSE et al., 2000; BIANCHI et al.,
2006). A presenca de populacdes elevadas de bactérias na dose inseminante afetaria
sua capacidade de fertilizacdo nas fémeas suinas (MAROTO et al., 2010). Uma das
bactérias mais pesquisadas € a Escherichia coli que pode estar presente no sémen em
quantidade variavel. Adere-se a superficie do espermatozoide pela ligacdo manose-
dependente produzindo lesbes ultraestruturais na membrana celular, diminuindo a
motilidade e aumentando a prevaléncia de aglutinacdo (DIEMER et al., 1996;
ALTHOUSE et al., 2000; DIEMER et al., 2000).

Segundo Maroto et al. (2010), o sémen suino contaminado com Escherichia coli
em contagens maiores que 3,5 x 10 UFC/mL™ durante a refrigeracdo & 15°C apresenta
alteracdo na fertilizacdo e no tamanho de leitegada. Além disso, tem efeito prejudicial
na qualidade do sémen utilizado para inseminacao artificial.

As cepas enterotoxigénicas e verotoxinogénicas da Escherichia coli podem
sobreviver no sémen, alterando a qualidade das doses inseminante, causando grandes
perdas econdmicas na industria suina (BUSSALLEU et al., 2011). Doses inseminantes
com elevada contaminacao por Escherichia coli podem apresentar aglutinacdo, que tem
um efeito negativo na motilidade dos espermatozoides. Os diluentes sdo meios muito
ricos em nutrientes, suficiente para permitir o crescimento populacional de bactérias que
podem aderir aos espermatozoides, tornando-os ndo funcionais durante a fertilizacao
(MAROTO, 2010 apud BOLLWEIN et al., 2004).

As fontes de contaminacdes de origem animal provém da coleta dos ejaculados e
inclui, entre outras, a contaminacdo por fezes suinas, fluidos da cavidade prepucial,
secrecOes respiratorias, pele e pelos (ALTHOUSE; LU, 2005). As fontes de
contaminacgéo, de origem ndo animal, podem ser provenientes da agua contaminada na
sua origem, ou nos barriletes de armazenamento da agua purificada pelo sistema de
osmose reversa. Alem disso, sistema de ventilacdo deficiente no laboratorio, vidraria
ndo esterilizada, equipamentos com condi¢des higiénicas inadequadas e a partir do

manipulador podem contribuir para a contaminagdo (ALTHOUSE et al., 2000).
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RESUMO

A agua empregada na producdo de doses inseminantes (DIs) de suinos é um dos veiculos de
introducdo de bactérias contaminantes, podendo levar a perda de qualidade das DIs. O objetivo
do presente estudo foi avaliar o nimero de mesofilos aerdbios totais na agua utilizada em
centrais de inseminacdo de suinos e sua influéncia nas contagens bacterianas das DlIs
produzidas. Foram conduzidos trés ciclos de amostragem em seis centrais de inseminagdo (A-
F), intencionalmente incluidas no estudo de acordo com os critérios: estar localizada no sul do
Brasil; produzir >1.000 DIs mensais e concordar em participar do estudo. A cada ciclo, foram
colhidas amostras de agua antes da purificacdo, dgua ap6s a passagem pelo sistema de
purificacdo, 4gua ap6s armazenamento, diluente, sémen in natura de trés machos distintos de
fertilidade comprovada, e das respectivas doses inseminantes preparadas com sémen e diluente
amostrados. A &gua colhida antes do sistema de purificagdo foi avaliada quanto ao nimero mais
provavel (NMP) de coliformes totais e Escherichia coli em 100 mL, pela técnica dos tubos
maultiplos. Todas as amostras colhidas foram avaliadas quanto ao nimero de mesofilos aerébios
totais (MAT), por meio da semeadura em profundidade em Agar para Contagem (PCA). Todas
as 18 amostras de agua colhidas antes da purificacdo apresentaram <1,1 NMP.100 mL™ de
Escherichia coli. A média de MAT nas amostras de agua variou entre 0,1 log UFC.mL™ na agua
apos-purificacio da central E e 3,5 logUFC.mL™ na agua antes da purificacdo da central F. N&o
houve diferenca significativa (P>0,05) entre as contagens médias de MAT obtidas em diferentes
tipos de amostra de &gua e entre as centrais de inseminagdo. A média de MAT nas amostras de
diluente variou de 0,16 log UFC. mL™ a 2,78 logUFC.mL™. As centrais D e F apresentaram
diluentes significativamente (P<0,05) mais contaminados. No sémen, a média de MAT variou
de 1,75 log UFC.mL™ a 3,79 log UFC.mL™ e nas DIs entre 0,73 logUFC.mL™ e 2,88
logUFC.mL™. A central de inseminacdo F apresentou média de MAT significativamente
(P<0,05) maior que as demais centrais. Considerando os padrdes existentes, conclui-se que a
agua captada, purificada e armazenada apresentou boa qualidade microbiol6gica em todas as
centrais de inseminacdo e ndo influenciou a média de mesofilos aerdbios totais das Dls
preparadas. O incremento de bactérias, quando observado, foi provavelmente resultante da

contaminacdo de origem ambiental durante o preparo do diluente e das doses inseminantes.

Palavras chaves: Mesofilos aerdbios totais, dgua purificada, diluente contaminado, sémen

suino, doses inseminantes.
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ABSTRACT

The water employed in the production of insemination doses (IDs) of swine may be one of the
vehicles for introduction of contaminant bacteria, and can lead to their quality loss. The
objective of this study was to assess the number of total aerobic mesophilic in water used in
swine artificial insemination centers and its influence in the total bacterial counting of the IDs
produced. Three cycles of sampling were conducted in six artificial inseminations centers (A-F)
intentionally included in the study according to the criteria: to be located in the south of Brazil,
to produce > 1.000 (IDs) monthly, and to agree in participating of the study. At each cycle,
samples were collected from water before of the purification, water after passage through the
purification system, water after storage, extender, fresh semen from three different boars and
the respective (ID) prepared with the semen and extender sampled. The water collected before
the purification system was evaluated for the most probable number (NMP) of total coliforms
and Escherichia coli in 100 mL using the multiple tubes technic. All samples collected were
evaluated for the number of total aerobic mesophilic (TAM) by the pour plate technic. All the 18
samples of water collected before the purification presented < 1.1 NMP. 100 ml™* of
Escherichia coli. The average TAM in the water samples varied between 0.1 log.CFU. mI™ in
the water after purification of the central E and 3.5 log. CFU.mL™ in the water before
purification of the central F. There was no significant difference (P>0.05) among the average
counting of TAM obtained in different water samples types and among SAICs. The average
MAT samples of diluents varied from 0.16 log.CFU.mL™ to 2.78 log.CFU.mL™; the central D
and F presented diluents significantly (P< 0.05) more contaminated. In the semen samples, the
average MAT varied from 1.75 log.CFU.mL™ to 3.79 log CFU.mL™ and in the DIs between 0.73
log.CFU.mL™ and 2.88 log.CFU.mL™. The central F presented average of TAM significantly
(P<0.05) higher than the others SAICs. Considering the available standards, it is concluded
that the water collected, purified and stored presented a good microbiological quality in all
insemination centers and had no influence the average of TAM in the prepared IDs. The
increase on bacterial population may have resulted from contamination of environmental origin
during the preparation of the extender and insemination doses.

Key-words: Total aerobic mesophilic, purified water, diluent contamination, boar semen,

insemination doses
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INTRODUCAO

Na suinocultura moderna, 0 manejo reprodutivo visando o aproveitamento da genética
dos reprodutores e a diminuicdo dos custos de producdo, ampliou o uso da técnica de
inseminacdo artificial (Bortolozzo et al., 2005). Em decorréncia disso, houve o incremento no
processamento do sémen suino que é coletado, avaliado, diluido e armazenado, constituindo as
chamadas doses inseminantes (DI). Por meio dessas, objetiva-se manter os espermatozoides
viaveis e férteis por um tempo maior, otimizando seu emprego nas centrais da inseminagdo
artificial (CIAs) ou permitindo a distribuicdo das DIs para granjas onde estdo alojadas as
matrizes. Por outro lado, o processamento aumenta o risco da introducdo e multiplicacdo de
micro-organismos contaminantes nas DIs, o que pode acarretar a perda de qualidade das
mesmas (Althouse et al., 2000; Waberski et al., 2008).

A coleta de sémen suino ndo € um processo asséptico (Althouse e Lu, 2005), porém o0s
procedimentos adotados durante a coleta influenciam diretamente o nivel de sua contaminagdo
(Dias et al., 2000; Benneman et al., 2000; Waberski et al., 2008). As etapas subsequentes,
durante a preparacao das Dls, também podem determinar o aumento da populagdo microbiana,
devido ao contato do sémen com utensilios e frascos ndo esterilizados, ou & utilizagdo de
diluente contaminado (Althouse ; Lu, 2005). A contaminacdo do diluente, por sua vez, pode
ocorrer pela falta de higiene durante seu preparo ou pelo uso de agua de méa qualidade (Althouse
et al., 2000).

De acordo com a legislacdo, a agua utilizada na producéao animal deve apresentar padréo
microbioldgico compativel a classe 3 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
para agua doce, o qual prevé que, em no minimo seis amostras colhidas em um periodo de um
ano, 80% devem conter até 1.000 coliformes termotolerantes em 100 mL de amostra
(CONAMA, 2005). No caso do uso de &gua subterranea para a dessedentacdo animal, o padrdo
estabelecido pelo CONAMA prevé que o valor maximo permitido é de 200 coliformes

termotolerantes em 100 mL de amostra (CONAMA, 2008). Entretanto, a dgua utilizada na
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producdo de aves e suinos apresenta, geralmente, qualidade superior aos padrfes previstos na
legislacéo.

No que diz respeito a preparacdo de Dls, aconselha-se (Mellagi, 2011) a utilizacdo de
agua reagente tipo Il na classificacdo do National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 1997) e do Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO, 2001). Segundo esses
padrdes, a agua tipo Il pode apresentar no maximo 1.000 Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC.mL™) de bactérias mesofilas aerdbias totais. Apesar de ser aconselhada a utilizacio
imediata da &gua purificada, a maioria das CIAs realiza seu armazenamento em barriletes, para
permitir o preparo do nimero necessario de DIs para atender a rotina de inseminacao artificial.
Dessa forma, além da qualidade da agua captada, a eficacia do sistema de purificagdo e o risco
de recontaminagdo durante o armazenamento podem influenciar o nimero de bactérias presente
na agua utilizada no preparo das DIs.

Uma vez que a agua representa um componente crucial no preparo das Dls, o objetivo
desse estudo foi avaliar o nimero de bactérias, meséfilos aerdbios totais (MAT) na agua
utilizada em centrais de inseminacdo de suinos e sua influéncia nas contagens bacterianas das

Dls produzidas.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés ciclos de amostragem em seis centrais de inseminacao,
intencionalmente incluidas no estudo, de acordo com os critérios: serem localizadas nas regifes
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina; produzirem >1.000 DIs mensais; e concordarem em
participar do estudo. As coletas de amostra em cada central aconteceram mensalmente, no
periodo de julho a novembro de 2012. A caracterizagdo das centrais de inseminacéo, em termos

do tipo de &gua captada e seu sistema de purifica¢do, encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracterizacdo de seis centrais de inseminagéo de suinos, amostradas no sul do Brasil em 2012,
guanto a origem de captacdo de agua, sistema de purificacdo de agua e média mensal de doses

inseminantes produzidas.

Central de Origem da agua Sistema de Purificacéo Média mensal de
Inseminacédo captada doses inseminantes
A Poco artesiano Osmose reversa e luz 16.000
ultravioleta

B Poco artesiano Osmose reversa e luz 6.000
ultravioleta

C Poco artesiano Osmose reversa e luz 18.000
ultravioleta

D Poco artesiano Osmose reversa 18.000

E Poco artesiano Osmose reversa e luz 8.000
ultravioleta

F Poco artesiano Osmose reversa e luz 3.000
ultravioleta

A cada ciclo, eram colhidas amostras (120 mL) de agua: antes da purificacdo (agua
captada pela central de inseminacdo); apds a passagem pelo sistema de purificacdo; e apos
armazenamento. Uma amostra de diluente foi colhida imediatamente apds a suspensdo do
produto comercial em pd na agua armazenada que havia sido amostrada. Cada tipo de amostra
foi colhida assepticamente, do ponto de saida dos respectivos tipos de agua (antes ou apds a
purificacdo e ap6s armazenamento), da mesma forma como era realizada a coleta rotineira para
seu uso no laboratorio (NCCLS, 1997). A amostra (10 mL) de diluente foi retirada diretamente
do recipiente onde o mesmo havia sido preparado. Além disso, foram colhidas aliquotas (10
mL) de s€émen “in natura” de trés machos coletados nesse mesmo dia e das respectivas DIs

preparadas com sémen e diluente amostrados. Todas as amostras foram colhidas em frascos
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plésticos estéreis e remetidas ao laboratério em caixas isotérmicas com gelo reciclavel. O
processamento das amostras ocorreu no prazo maximo de 24 horas.

A é&gua colhida antes do sistema de purificacdo foi avaliada quanto ao NUimero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e Escherichia coli pela técnica dos tubos multiplos,
utilizando o método COLILERT® (Idexx Laboratories), conforme as recomendacdes do
fabricante. Os resultados obtidos foram expressos em NMP em 100 mL de amostra (NMP.100
mL™).

Todas as amostras colhidas foram avaliadas quanto ao nimero de mesdéfilos aerdbios
totais (MAT), por meio da semeadura em profundidade em Agar para Contagem, (Himedia)
como descrito anteriormente (Silva et al., 2010). Os resultados foram expressos em Unidades
Formadoras de Coldnia por mililitro. (UFC.mL™).

As contagens de mesofilos aerébios totais, obtidas em cada tipo de amostra proveniente
de cada central de inseminag&o foram transformadas em logaritmo na base 10 (log) e analisadas
por ANOVA. As médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey-Kramer (maltiplas
médias). Para analise foi utilizado o programa estatistico SPSS versdo 1.8, com nivel de

confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 18 amostras de agua colhidas antes da purificagdo apresentaram <1,1 NMP.100
mL™ de Escherichia coli. O niimero de coliformes totais em 100 mL de amostra variou de <1,1
NMP a >23 NMP; em 44,5% das amostras foi inferior a < 1,1 NMP.100 mL™. Esses parametros
demonstram a boa qualidade da &gua captada, os quais estdo de acordo até mesmo com 0s
valores maximos permitidos para dgua potavel para humanos (Brasil, 2011). Esse resultado est4,
provavelmente, relacionado ao uso de agua subterranea captada por pogos artesianos em todas
as centrais estudadas.

Aguas subterraneas geralmente vertem por nascentes incrustadas em morros com ampla

cobertura vegetal e apresentam normalmente 6timo padrdo de potabilidade (Rheinheimer et al.,
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2010). Entretanto, a acdo antrépica em dareas rurais, como a deposicao de dejetos animais nao
tratados no solo, contribui para a poluicdo da agua subterranea (Colvara et al., 2009). Areas com
exploracdo intensa de animais tém sido apontadas como de maior risco para a perda da
qualidade da agua (Rheinheimer et al., 2003), entretanto os resultados do presente estudo nao
demonstram a deterioragdo da agua subterranea nos locais onde as centrais estdo estabelecidas.
Esse resultado corrobora com estudo publicado recentemente, que relatou que a &gua
subterranea utilizada em regido de exploracdo de suinos no Noroeste do Rio Grande do Sul
estava em conformidade com os pardmetros da legislacdo brasileira, levando os autores a
concluir que ainda ndo houve efeito deletério na 4gua de abastecimento da comunidade, em
decorréncia da exploragdo de suinos na regido (Nanni et al., 2012).

A média de MAT nas amostras de agua variou entre 0,15 log UFC.mL™" na 4gua p6s-
purificacdo da central E até 3,49 log UFC.mL™ na 4gua antes da purificacdo da central F
(Tabela 2). N@o houve diferenca significativa (P>0,05) entre as contagens médias obtidas em
diferentes tipos de amostra e entre as centrais de inseminacdo. Estes resultados indicam que em
todas as centrais ndo houve alteracdo significativa da qualidade microbiolégica da agua,
independente do tipo de sistema de purificagdo e armazenamento empregado.

Um aspecto que deve ser considerado € que na agua captada, além de ndo haver
contaminagdo de origem fecal, indicada pela auséncia de E.coli em todas as amostras colhidas, a
contagem média de MAT ficou entre 1,58 logUFC.mL™ e 3,49 logUFC.mL™. Resultados
similares haviam sido relatados em amostras de agua subterranea colhidas na regido do rio
Lajeado Suruvi, em Santa Catarina. Nesse estudo, foram encontradas contagens de mesoéfilos
aerobios totais entre 4,056x10" e 1,3x10* UFC.mL™, o que equivale a 1,61 log UFC.mL™ e 4,11
log UFC.mL™" (Schneider et al., 2008). A legislacio que regulamenta o controle das aguas
subterraneas brasileiras ndo prevé valores méximos permitidos para mesoéfilos aerdbios totais
(CONAMA, 2008). Entretanto, a legislacdo que regulamenta o padrdo de potabilidade da agua
(Brasil, 2011) estabelece que no sistema de distribui¢do de agua tratada esse grupo de micro-

organismos ndo pode exceder de 500 UFC.mL™. Em face desses parametros, é possivel afirmar
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gue a agua captada nas centrais apresentava muito boa qualidade do ponto de vista dos
pardmetros microbioldgicos.

Mesmo nas situagcbes em que a &gua captada em pocos artesianos ou recebida do
sistema de tratamento urbano apresente padrfes de potabilidade, ainda poderdo estar presentes
quantidades varidveis de micro-organismos, materiais organicos e inorganicos, ndo sendo
adequada para o emprego em laboratério. Essas impurezas alteram caracteristicas como pH e
condutividade da agua, exercendo efeito deletério sobre células ou alterando reagentes
preparados e ensaios realizados no laboratério. No Brasil, esta determinado (INMETRO, 2001)
que, para o preparo de soluces e ensaios em laboratorios clinicos humanos, deve ser empregada
Agua Reagente (AR) Tipo Il (NCCLS, 1997). Para laboratdrios veterinarios nio ha
especificagdo, porém a utilizacdo de AR Tipo Il foi aconselhada para a preparacéo de diluentes
para as DIs em centrais de inseminagdo artificial de suinos (Mellagi, 2011). No presente estudo,
algumas amostras colhidas ap6s o sistema de purificagdo em trés centrais (A, B, F) estavam em
desacordo com o valor maximo previsto (3 log UFC.mL™ de MAT), apesar da contagem média
desses micro-organismos estar dentro do limite estabelecido, em todas as centrais (Tabela 2).
Esse resultado evidencia que, em algumas ocasides, doses inseminantes foram preparadas com
agua que ndo foi suficientemente purificada. Essa falha pode ser causada pela exaustdo do
sistema de troca ionica, decorrente do acimulo de contaminantes no sistema de osmose reversa,
ou pelo rompimento de filtros (NCCLS, 1997). Por essa razéo, o controle, limpeza e reposicao
dos componentes do sistema de purificacdo deve ser parte da rotina do laboratério que prepara
as Dls.

Durante o armazenamento, a qualidade microbiol6gica da dgua permaneceu inalterada,
pois ndo houve diferenca significativa nas médias de MAT observadas em amostras colhidas
antes e apos essa etapa (Tabela 2). A limpeza dos barriletes de armazenamento pode ser um
ponto critico nos laboratérios que preparam as Dls, pois a dificuldade de sua higienizacdo pode
levar a formacdo de biofilmes microbianos que constituem fonte permanente de contaminagéo

para a agua armazenada (Waberski et al., 2008). Portanto, a manutencdo da qualidade



microbioldgica da dgua armazenada foi um aspecto positivo observado nas CIAs, o que indica

gue estdo sendo tomadas medidas corretas de controle.
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Tabela 2 — Média (log UFC.mL™) em amostras de 4gua de seis centrais de inseminag&o de suinos do sul

do Brasil, colhidas antes e ap6s a passagem por sistema de purificagdo e durante o armazenamento.

Central de Média (log UFC.mL™) de meséfilos aerébios totais
Inseminagéo (minimo e maximo)
Antes da purificacio Apds a purificacdo Armazenada
A 1,6 (0-2,6) 1,7 (0,3-3,3) 2,3(0-4,8)
B 2,8(1,9-338) 1,9 (0-3,9) 1,6 (0,7-2.22)
C 2,7 (2,0 - 3,24) 1,9 (1,0 - 3,0) 1,8 (1,0-3,1)
D 1,9 (1,1-2,5) 2,1(1,2-29) 1,7 (0,6 — 2,6)
E 1,6 (1,0 - 2,5) 0,1 (0-0,5) 1,3(0-2,2)
F 3,5(2,7-49) 3,0(2,6-3,7) 1,7 (1,3-2,0)

UFC= Unidades Formadoras de Coldnia

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entre as centrais de inseminagéo.

O sucesso da inseminagdo artificial depende, entre outros fatores, da manutencéo da
capacidade fertilizante das células espermaticas, sendo essa a principal fungdo dos diluentes
empregados na producdo das doses inseminantes (Bortolozzo et al., 2005). Por outro lado, o
preparo do diluente pode ser uma das etapas que contribui para a introducdo de bactérias na
dose inseminante, tanto pela utilizagdo de &gua de baixa qualidade para a suspensdo dos
produtos comerciais em po, quanto pelo contato com recipientes ou ambientes contaminados
(Althouse, 2000; Waberski et al., 2008). Nas centrais estudadas, a média de MAT nos diluentes
variou de 0,16 log UFC.mL™ (central E) a 2,78 log UFC.mL™ (central F) (Tabela 3). As centrais
D e F apresentaram diluentes significativamente (P<0,05) mais contaminados do que as demais
centrais estudadas. Uma vez que nao houve diferenca significativa, entre centrais, no nimero de
mesofilos aerdbios totais na agua utilizada para a suspensao do diluente, é possivel inferir que

0s procedimentos de preparo foram os responsaveis pela maior contaminacéo observada.
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A coleta do ejaculado suino ndo é um processo livre de contaminagdo; apenas centrais
com padr@es higiénicos muito elevados conseguem obter sémen livre de bactérias (Schulze et
al., 2012). Nas centrais amostradas no presente estudo, a média de MAT variou de 1,75 log
UFC.mL™(central F) & 3,79 log UFC.mL™ (central D) (Tabela 3). As médias de MAT relatadas
em estudos conduzidos em centrais de inseminagdo de suinos variam de 10% (2 log UFC.mL™)
até 10° (5 log UFC.mL™) (Dias et al., 2000; Goldberg, 2009; Schulze et al., 2012).

O protocolo adotado na limpeza das instalacbes e dos animais, bem como os
procedimentos de coleta como uso de sobreluva e esvaziamento completo do diverticulo
prepucial demonstraram ser capazes de diminuir de 4 log UFC.mL™" para 2 log UFC.mL™, a
contagem de MAT no sémen coletado em centrais de inseminacéo de suinos (Dias et al., 2000).
Pelos prepuciais compridos, luva de coleta suja e liquido pingando pela méo do coletador para o
interior do frasco de coleta s@o fatores de risco para o aumento do percentual de ejaculados com
contagens superiores & 2 log UFC.mL™ de MAT (Goldberg, 2009). O mesmo autor constatou
que contagens iniciais inferiores a 2 log UFC.mL™, originavam DIs com baixa contaminag&o
bacteriana (<1 log UFC.mL™), apds 48 horas de armazenamento. No presente estudo apenas a
central F apresentou médias de MAT inferiores a 2 log UFC.mL™, demonstrando que ainda ha
aspectos na coleta de sémen que podem ser melhorados nas centrais de inseminacdo artificial
suina.

As Dls preparadas, a partir do sémen e diluente que haviam sido amostrados,
apresentaram médias de MAT entre 0,73 log UFC.mL™ (Central B) e 2,88 log UFC.mL™
(Central F) (Tabela 3). As centrais D e F apresentaram média de MAT significativamente maior
que as demais centrais, coincidindo com os resultados obtidos na analise do diluente. No caso
da Central F, apesar de ter sido a Unica onde o sémen coletado apresentou média de MAT
inferior a 2 log UFC.mL™, houve incremento expressivo do nimero de bactérias nas doses
inseminantes, demonstrando a importancia da higiene em todas as etapas da coleta de sémen
preparadas do diluente e processamento das DIs. Em todas as centrais, exceto a F, as Dls

apresentaram médias de MAT inferiores as do sémen, resultado esperado em virtude do efeito
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da diluicdo que ocorre durante a preparacdo das doses inseminantes. Nessa central, além do
emprego de diluente que apresentava maior nivel de contaminacdo, provavelmente houve
incremento do numero de mesofilos aerdbios durante a preparacdo das Dls. Estudo conduzido
em centrais de inseminacdo europeias (Schulze et al., 2012) demonstrou que médias de MAT
maiores do que 100 UFC.cm™ foram encontradas na superficie de estufas (46%), pias (42%),
sistema de transferéncia do ejaculado (29%), teclado de equipamentos (29%), parte interna da
tampa do tanque de diluicdo (17%) e superficies de bancadas (13%). Nessas centrais, apenas 8%
dos diluentes amostrados apresentavam > 100 UFC.mL™ (2 log UFC mL™), demonstrando que o
ambiente e as superficies em contato com a DIs durante a preparacéo eram a origem do aumento

da contagem microbiana das mesmas.

Tabela 3 — Mediana de contagem de mesofilos aerébios totais em amostras de diluente, sémen e doses

inseminantes colhidas em seis centrais de inseminacdo do Sul do Brasil, 2012.

Contagem média (Log UFC.mL™) de meséfilos aerdbios

Central de (desvio padrao)
Inseminacéo Diluente Sémen Dose inseminante
A 0,77 (0,79) ® 2,38 (0,97) ® 1,62 (0,34) *"
B 0,50 (0,80) ® 2,91 (0,74) ™ 0,73 (1,00) ®
C 1,11 (1,39)° 2,34 (0,85) ® 1,46 (1,34)°
D 2,18 (0,65) © 3,79 (0,66) © 2,09 (1,41)
E 0,16 (0,27) ® 2,74 (1,10) ** 1,36 (1,53)
F 2,78 (0,86) © 1,75 (0,43) ® 2,88 (0,98) ©

* Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre as médias.

UFC= Unidades Formadoras de Coldnia

Na maioria das centrais, sdo acrescidos antimicrobianos as DIs, como forma de manter a

populacdo microbiana estavel durante o armazenamento a 17°C, o qual pode se estender até trés
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dias (Bortolozzo et al., 2005). Nessa temperatura, o tempo de geracdo das bactérias mesoéfilas
aumenta, porém ainda ha crescimento populacional. Elevadas popula¢es bacterianas, por sua
vez, podem exercer efeito deletério sobre as DIs, como aglutinagdo dos espermatozoides, lesdes
de acrossoma, acidificacdo e perda de motilidade (Althouse, 2000; Althouse; Lu, 2005;
Althouse, 2008). Deve-se considerar que 0 uso de antimicrobianos nas DIs é capaz de diminuir
0 nmero de bactérias, porém néo elimina totalmente a contaminacdo (Bennemann, 2008), pelo
fato de que muitas bactérias contaminantes sdo resistentes aos antimicrobianos utilizados nas
DIs (Schulze et al., 2012). Dessa forma, o uso de antimicrobianos ndo substitui ou reverte
desvios nas boas praticas de preparo das DIs. Essas boas préaticas, por sua vez, devem incluir, no
minimo os seguintes cuidados: a higiene rigorosa durante a coleta do ejaculado, a inspe¢do da
limpeza de tubulac@es e recipientes em contato com a agua, diluente ou DIs; e a limpeza das
superficies do laboratdrio. Além disso, 0 monitoramento periédico da qualidade da agua e da

eficacia do sistema de purificacdo deve ser parte da rotina do laboratério.

CONCLUSOES

A 4gua captada, purificada e armazenada apresentou qualidade microbiol6gica
satisfatoria em todas as centrais de inseminacdo. Nas condi¢des do estudo, a qualidade de agua
ndo influenciou a média de mesofilos aerdbios totais das DIs preparadas. O incremento de
mesofilos aerdbios totais, quando observado, foi provavelmente resultante da contaminagéo de

origem ambiental durante o preparo do diluente e das doses inseminantes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A 4gua é um componente essencial nas atividades de laboratério, desta forma
deve haver um adequado processo de purificacdo, procurando a remocgao das impurezas
e da contaminacgdo bacteriana. Também € importante fazer uma continua manutencdo e
revisao do equipamento de purificacdo, para garantir uma melhor qualidade no método
do tratamento durante a purificagdo da agua.

Durante o periodo de armazenamento da &gua purificada, os riscos de
contaminacdo bacteriana podem acontecer mediante a formacdo de biofilmes nos
barriletes, com efeito deletério para a pureza da agua.

Estudos realizados descrevem que os diluentes contem nutrientes suficientes
para fornecer um meio adequado para o crescimento bacteriano. O acréscimo de
antimicrobianos pode contribuir para o controle de bactérias, mas ndo é suficiente para
reverter desvios nas boas praticas de producao das Dls.

Portanto, as centrais de inseminacdo devem concentrar esforcos no treinamento
de pessoal, na elaboracdo de procedimentos padronizados de producdo de DIs e no
monitoramento periddico da qualidade microbioldgica da agua purificada, do sémen e

das Dls produzidas.
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ANEXO 1

O Anexo | apresenia lista de pardmetros com malor probabilidade de ocorréncia em
dguas subterraneas, seus respectivos Valores Maximos Permitidos (VMP) para cada um
dos usos considerados como preponderanies e os limites de quantificacdo praticavels
(LQP), considerados como aceitdveis para aplicacio desta Resolucio.

Pardmetros Ne CAS Usos Preponderantes da Agua

Consumo | Dessedentacao Trrigacio R 3 mpﬁdpdm

Humanao de animals
Inorginicos pel-1
Aluminio 7429.90.5 200 (1) 5.000 5000 200 50
Antimdnio 7440-36-0 5 5
Arsénio 7440-38.2 10 200 50 B
Bdrlo 7440-39-3 700 1.000 20
Rerillo 7440-41-7 1 100 100 4
Boro 744042.0 500 (2) 5.000 500 (4) 1.000 200
Cadmio 7440-43-9 5 50 10 5 5
Chumbo 7439-92-1 10 100 5.000 50 10
Claneto 57-12-5 70 100 50
Cloreto 16887-00-6 | 250,000 (1) ];]cucc'ii.]u[;?&- 400,000 2000
Cobalto 7440-484 1.000 50 10
Cobre 7440-50-8 2,000 500 200 1.000 50
Ferro 7439-89.6 300 (1) 5.000 300 100
Fluoreto 7782-41-4 1500 2,000 1.000 500
Litlo 7439.93.2 2500 100
Manganés 7439-96.5 100 (1) 50 200 100 %
Merctirio 7439.97-6 1 10 2 1 1
Molibdénio 7439.98-7 70 150 10 10
Niguel 7440-02-0 20(3) 1.000 200 100 10
Nitrato (expresso 14797-55-8 10.000 50.000 10.000 300
em N}
f_“r‘r‘l"\'j” (expresso 14797-65-0 1.000 10.000 1.000 1.000 20
Prata 7440224 100 50 10
Selénio 7782-49-2 10 50 20 10 10
Sadio 7440-235 | 200.000 (1) 300.000 1000
Sulfato 260000 (1) [ 1.000.000 400,000 5.000
Uranlo 7440-61-1 15 (2,3) 200 10(4)
100 (5) 50
Vanddio 7440-62-2 50 100 100 20
Zinco 7440-66-6 5.000 (1) 24.000 2.000 5.000 100
Organicos pel-1
Acrilamida 79-06-1 0.5 0,15
Benzeno 71-43-2 5 10 2
Benzo antraceno 56-55-3 0,05 0,15
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Benzo fluorantena 205-99-2 0,05 0,15
Benzo (k) fluoranteno 207-08-9 0,05 0,15
Benzo pireno 50-32-8 0,05 0,01 0,15
Cloreto de vinila 7h-01-4 i 2
Clorofdrmio B7-66-3 200 5
Criseno 218-01-9 0,05 0,15
1.2-Diclorobenzeno 95-50-1 1.000 (1) 5
1.4-Diclorobenzeno 106-46-7 300(1) 5
1.2-Dicloroetano 107-06-2 10 i 10 5
Organicos
1.1-Dicloroeteno 7h-35-4 30 0.3 5
1.2-DMcloroeteno
(c1s + trans) cls (156-59-2)
trans [156-60-5) ] 5 para cada
Dibenzo antraceno 53-70-3 0,05 0,15
Diclorometana 75-09-2 20 10
Estireno 100-42-5 20 5
Etilbenzenao 100-41-4 20001 5
Fendis (10) 3 2 10
Indeno(1.2,3)pireno 193-39-005 0,05 0,15
];:.;E:::-“r;uuina de 7) (9) 1)) 0,5 0,1 0,01 para cada
fetracloreto de 56-23-5 2 5 3 2
1.2.4-TCB(120-
Triclorobenzenos B2-1); 1.3,5-
1.2,4-TCE + 1,3,5- TCRB(108-70-3) 20 5 para cada
TCB + 1.2,3) 1.2,3-TCBI&7-
61-6)
Tetracloroeteno 127-18-4 40 10 5
1,1.2Trcloroeteno 79-01-6 70 30 5
Tolueno 108-88-3 170 (%) 5
m (108-38-3);
Xlleno Total [o+m+p) o (95-47-6); 300 (*) b para cada
p(106-42-3)
Agrotdxicos
Alaclor 15972-60-8 20 3 0,1
Aldicarly
Adicab ¢ ald s sulons e
:Ei:z:ﬁj: ald. IZI[HE]-EII?Il--t‘.de 10 3 para cada
do
Aldrin + Dieldrin t][?jrlgnfigiu1 0,03 1 0005 para
(B0-57-1)
Atrazina 1912-24-9 2 i 0.5
Bentazona 20057-89-0 300 400 30
Carbofuran 1563-66-2 7 30 ]
Clorotalonl 1897-45-6 30 5, 0.1
Clorpirifis 2921-88-2 30 2 2
24-D 94-T5-7 30 100 2
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DDT (pp'- DDT + _qu];[;J[')][;l J
E[p)]-][‘,}[)]l- + - [T2-.;:-5-_EI ) _]::.p'-_ 2 3 0,01 para cada
DDy (72-54-8)

:ff"f? f]:ﬂu1|1racn:- 1(3259-96-6)

sulfato (1031078 - w | Maa

Endrin 72-20-8 0.6 1 0,01
0,13 (B):

Glifosato + Ampa 1071-83-6 500 280 0,06 (7); 200 30
0,04 (@)

Heptacloro + Heptacloro

heptacloro epdxtido (7H-44-8);

Heptacloro epdxido 0.03 3 0,01 para

(1024-57-3) cada

Hexaclorobenzeno 118-74-1 1 0,52 0,01

g B1C) 56-89-9 2 1 10 0,01

Agrotaoxicos pgL-1

Malation 121-75-5 150 2

Metolacloro 51218-45-2 10 50 28 BOD 0.1

Metoxicloro 72-43-5 20 0.1

Molinato 2212-67-1 B 1 i

Pendimetalina 40487-42-1 20 600 0,1

Pentaclorofenol #47-86-5 9 10 2

Permetrina H2645-53-1 20 300 10

Propantl T09-98-8 20 1.0:00 10

Simazina 122-34-9 2 10 0.5 1

Trifuralina 1582-09-8 20 45 R00 0,1

Microorganismos

E.coll Ausexes | 2007100 mi BOD/100mL -

Enterococos - - - - 100/ 100mL --

e : Ausemtes | 2007100 mi 1000/100mL -
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TABELA ITIT - CLASSE 3 - AGUAS DOCES

PADROES
PARAMETROS VALOR MAXIMO

Clorofila a 60 ng'L
Densidade de cianobactérias 100.000 cel/'mL ou 10 mm*T
Sélidos dissolvidos totais 500 mg/L

PARAMETROS INORGANICOS VALOR MAXIMO
Aluminio dissolvido 0.2 mg/T Al
Arsénio total 0,033 mg/T As
Bario total 1.0 mg/L. Ba
Berilio total 0.1 mg/T Be




Boro total

0,75 mg/L B

Cadmio total

0,01 mg/L Cd

Chumbo total

0,033 mg/L Pb

Cianeto livre

0,022 mg/L CN

Cloreto total

250 mg/L C1

Cobalto total

0.2 mg/L Co

Cobre dissolvido

0,013 mg/L Cu

Cromo total

0,05 mg/L Cr

Ferro dissolvido

5.0 mg/L Fe

Fluoreto total

14mg/LF

Fésforo total (ambiente léntico)

0,05 mg/L P

Fostoro total (ambiente intermedirio, com tempo de
residéncia entre 2 e 40 dias, e tributirios diretos de
ambiente léntico)

0,075 mg/L P

Féstoro total (ambiente Idtico e tributirios de

ambientes intermediarios)

0,15 mgL P

Litio total

2.5 mg/L L1

Manganés total

0.5 mg/L. Mn

Meretirio total

0,002 mg/L Hg

Niquel total

0,025 mg/L N1

Nitrato

10,0 mg L N

Nitrito

1.0 mg/L N

Nitrogénio amoniacal total

133 mg/L N, parapH<7.5

5,6 mg/L N, para 7,5 <pH < 8,0
2.2 mg/L N, para 8,0 <pH < 8,5
1.0 mg/L N, para pH > 8.5

Prata total

0,05 mg'L Ag

Selénio total

0,05 mg/L Se

Sulfato total

250 mg/L SO4

Sulfeto (como HaS nio dissociado)

0.3 mg/L S

Uranio total

0,02 mgL U

Vanadio total

0,1 mgL V

Zinco total

5mg/L Zn

PARAMETROS ORGANICOS

VALOR MAXIMO

Aldrin + Dieldrin 0,03 ng/L
Atrazina 2 ng'L
Benzeno 0,005 mg/L
Benzo(a)pireno 0,7 pg/L




PARAMETROS ORGANICOS

VALOR MAXIMO

Carbaril 70.0 pg/L.
Clordano (cis + trans) 0,3 /L.
24-D 30,0 pg/L.
DDT (p,p'-DDT+ p,p'-DDD) 1,0 ug/L.
Demeton (Demeton -O + Demeton -S) 14,0 pg/L.
1,2-Dicloroetano 0,01 mg/L.
1,1-Dicloroeteno 30 pg/L.
Dodecacloro Pentaciclodecano 0,001 pg/L.
Endossulfan ( | + I + sulfato) 0,22 pg/L.
Endrin 0,2 pg/L.
Fendis totais (Sustancias que reagem com 4- 0,01 mg/L.
aminoantipirina)

Glifosato 280 ug/L.
Gution 0,005 pg/L.
Heptacloro epdéxido + Heptacloro 0,03 pg/L.
Lindano (Gama- HCH) 2,0 pg/L.
Malation 100,0 pg/L.
Metoxicloro 20,0 pg/L.
Paration 35,0 pg/L.
PCBs - Bifenilas policloradas 0,001 pg/L.
Pentaclorofenol 0,009 mg/L.
Substancias tenso- ativas que reagem com o azul 0,5 mg/L.
de metileno

2,45 -T 2,0 ug/L.
Tetracloreto de carbono 0,003 mg/L.
Tetracloroeteno 0,01 mg/L.
Toxafeno 0,21 pg/L.
2,4,5-TP 10,0 pg/L.
Tributilestanho 2,0 ug/L. TBT
Tricloroeteno 0,03 mg/L.
2,4,6 - Triclorofenol 0,01 mg/L.

Fonte: CONAMA, 2005







