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1 INTRODUGAO

A crescente enfase em relagao a importancia do monijtoramento da qua
lidade da agua do ponto de vista baetericlogico impoe a necessidade

de avaliagao dos laboratorios responsavéishpela realizagao dessas ana

lises, com o objetivo de verificar se informagoes corretas, confia
veis e adequadas a sua finalidade‘estao sgndo fornecidas pelos mes
mos.

Os programas de avaliagao dBo enfase da utilizagao de procedimentos

padronizados, de tal modo que os dados produzidos por diferentes la
boratorios possam ser unidformémentedinterpretados e requerem o desen
volvimento de um programa“de controle de qualidade analitica orien
tado no sentido de ser obtida, uma garantia total de qualidade em cada
laboratorio. Este confifobe,de ‘qualidade envolve o conjunto de medi
das que, levadas ajféfeito, garantam a obtengao de resultados confia
veis e nao se oriénta dAicamente no controle de qualidade de equipa
mentos e reagentés oul no cgntrole de qualidade do pessoal e continui
dade de seu treinamento; @presenta um sentido bem mais amplo e envol
ve a considepacaohde todos os elementos que possibilitem a melhoria

do trabalho/no laboratorio.

E de fundamenitad importancia a sistematizagao de um programa de con
trole de qualidade analitico, no qual sejam considerados todos 0s
aspectos relativos as analises bacteriologicas de agua, desde a co
lheita das amostras até a emissfo dos resultados. Estes programas ri
gidos devem ser desenvolvidos por todos os ‘laboratorios que atuam
na execugao dessas analises e assumem uma importancia particular na

queles -em que apenas esporadicamente sao realizados testes microbio
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légicoé; sob tais condigoes, o prolongado armazenamento de meios de
cultura, a reduzida pratica dos técnicos na realizagao dessas anali
ses, a falta de precisao de equipamentos, em decorréencia do longo tem
po sem uso, podem constituir uma fonte de erros nos resultados anali

ticos.

A implantagao de um bom programa de controle de qualidade analitica
e a avaliacao periddica do desempenho dos laboratofiéSlsa@oy,. medidas
imprescindiveis que visam nao somente assegurar uma Operagao efeti
va desses 1aboratérios, como também manter elevados o profissionalis
mo e a moral do pessoal, aumentando a confianGa dos tecnicos em

. seus trabalhos.

2 * OBJETIVO

Esta Norma visa relaciénar os itens pringipais Fedbativos a equipamen
tos, materiais, meios de cultura e pessoalj caja avaliagéo é rwces%é
ria para o controle de qualidade de Laboratorios de Analises  Bacte
riolégicas de Agua e se refere as pPincipéis determinagoes usualmen
te realizadas nesses laboratorios.) Sao dpresentados, também, os itens
relativos a instalacoes e seguranga' do trabalho, cuja consideragao &

fundamental na avaliagdo desses laboré@torios.

3 NORMAS COMPLEMENTARES

Na aplicacado desta Norma é negessariol consultar:

a) M1.001 - Lavagem, preparo e esteriiizagéo de materiais em labo
ratério de mickobiologia; h
b) L5.215 - Prova dépadequabilidade biologica da agua  destilada
| para/fins microbiolégicos;
c) L5.216 - Controlefde qualidade de meios de cultura;
d) L5.009 -~ Se¢guranga e higiene do trabalho em laboratorio de mi

crobiolegiag

e) L5.011 -« Ensaio para verificar a toxicidade de detergentes para'

layagempde material de laboratorio;
f) L5.202 = CAliformes totais e fecais - Determinagao do numero
' mais provavel pela técnica de tubos multiplos;
g) L5.214 - Coliformes totais - Determinagao pela tecnica de mem
brana filtrante;
h) L5.201 - Bactérias heterotroficas - Contagem em placas.

I

DEFINICOES
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Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes de 4.1 a 4.5.

4.1 Técnica dos tubos multiplos

[ uma técnica para cuja execugao volumes decrescentes da amostra (ai
luicoes decimais consecutivas) sao inoculados em um meio de cultura
adequado ao microrganismo em teste, sendo que cada volume e inocula
do em série de 5 tubos. Através do decréescimo dos ‘wolumes @foculados
obtem-se uma diluicao em gue todos os tubos, ou a maiorié, fornecem
resultados negativos. A combinagao de resultados, positivos e negati
vos obtida é usada para calcular o nimero mais provauel (NMP) das bac

terias pesquisadas em 100 mL da amostra.

4,2 N.M.P

Mamero mais provavel é a estimativa da @émsidade de bactérias em uma
amostra, calculada a partir da combinagao de fresultados positivos e

negativos, obtidos mediante a eplicagao da écnica de tubos multiplos.

4.3 Técnica de membrana filtrante

£ uma técnica utilizada para determinaf a densidade de bacterias em
amostras de agua, através da filtragao de svolumes adequados da mesma
em membrana filtrante com porosidade de 0,45 um. As bacterias a se
rem detectadas, apresentandog dimensoes maiores, ficam retidas na su
perficie da membrana, a qual e , entao, incubada em meio de cultura
adequado, a2 temperatura e durante o periodo de tempo apropriados pa
ra o desenvolvimento das bacterids pesquisadas. Formam-se, assim, co
lonias facilmente visualizadas, cuja contagem corresponde ao nume ro

dessas bactérias no velume filtrado.

4.4 Contagem de bactérias heterotroficas em placas

£ um método utili&ado para determinar a densidade de bactérias hete
rotroficas aerobids, ¢ anaefbbias facultativas em agua, para cuja
realizacgao inocul am-se volumes adequados da mesma, em placas T de
Petri e, a seguir, adiciona-se Agar Triptona-Glicose-Extrato de Leve
dura. As baéteéerias®viaveis, que podem se desenvolver nas condigoes
estabelecidaslAutricio, temperatura e periodo de incubagao), formam
colonias, cuja combagem corresponde a densidade bacteriana no volume

inoculado da amostra.
4.5 1 4

Simbolo matematico que indica a somatoria de varios valores.

5 APARELHAGEM
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Neste item sao apresentados os materiais, equipamentos, reagentes e
meios de cultura requeridos para a execugao dos testes relativos ao

controle de qualidade.

5.1 Materiais e equipamentos

5.1.1 Algas de inoculagio.

5.1.2 Autoclave.

5.1.3 Balangas de topo e analitica.

5.1.4 Banho-maria (55°C e 44,5 % 0,2°¢c).

5.1.5 Bico de Bunsen.

5.1.6 Caikas de ago inoxidavel de 50 cm x 30 cmpx 20/¢m.

5.1.7 . Destilador de égua ou aparelho para desionizagéo.

5.1.8 Estantes de arame galvanizado, perfuradas, para tubos de ensaio.

5.1.9 Estufa para esterilizagao e secagem.

5.1.10 Equipamento para filtragao,

5.1.10.1 Fonte de vacuo.

5.1.10.2 Frasco de filtragao.

' 5.1.10.3 Frasco de protec¢ao.

5.1.10.4 Porta-filtros.

5.1.11 Frasco para agua de diluigéo.

5.1.12 Frasco para coleta de amostras.

5.1.13 Hastes de madeiran : ‘ | {3
5.1.14 inéﬁbadora bacteriologica (35 ¥ 0,5°0). |

5.1.15 Lampada def luz fluoreScente branca (fria), para microscépio

estereoscopico.
5.1.16 Materidis para preparagao de meios de cultura.-
5.1.17 Medidor de/ pH-.

5.1.18 Membranas filtrantes estereis de 47 mm de diZmetro,com porosidade de
0,45 pm, brancas, quadriculadas.

5.1.19 Microscépio estereoscépico binocular. -
5.1.20 Pingas de agqninoxidével, com extremidades arredondadas.

5.1.21 Pipetas tipo Mohf de 10 mL, 5 mL e 1 mL.
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5.1.22

5.1.22,

1

Placas de Petri.

De plastico nao toxico, bem vedadas, de 48 mm de didmetro

e 8,5 mm de altura.

N

2

5.1.22.

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro de boa qualidade,

com 15 mm de altura x 100 mm de diametro.

5.1.23
5.1.24
5.1.25

5.1.26

5.1.27
5.1.28

5.1.29

Provetas graduadas de 100 mL ou porta-filtros gradwados.
Refrigerador.

Tampas metalicas para tubos de ensaig.

Tela de amianto de 22 x 22 cm.

fripé.

Tubos de Durham de 5 mm x 40 mmf@yl@uum x 75 mm.

Tubos de ensaio de 18 mm x 180 mmj de 16 mm x 150 mm e 12 mm

x 120 mm.

5.1.30 Tubos de ensaio de 15 mm & 150 mmy,com tampas de rosca.

5.2

Reagentes

5.2.1

P

ara a preparagao dos meios degewltura e solugoes utilizados

neste ensaio, s2o0 os seguing€s os Peagentes necessarios:

5.2.2

0

agar;

alcool etilico a 95%;

azul de bromotimol;

azul de metileno;

casitona; :

cloreto depsodio (Na€l) p.a;
dextroseg

fosfatol dipotassigh (K,HPO,) p.a.;
hidroxidolde sodio (NaOH) p.a.;
infud@onde carhe bovina;
peptamina;

péptona de soja.

proteose peptona;

tioglicold@to de sodio;

triptona.

-

s reagentes devem ser de grau bacteriolégico e de procedég

cia iddnea, apresentar odor, cor e consisténcia inalteradas, ser 11

vres de elementos bactericidas ou bacteriostaticos, bem como de car

boidratos inespecificos.
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5.3 Meios de cultura

5.3.1 Caldo de soja e triptona

Formula:

TP P ONB e + v v s e v s essaneeneseennosssansssssossesoassnnss 17,0 g
Peptona de soja....cecececcenn ser b e e e e s e e v e o aaans . 3,0 g
Dextrose..............................;............... 2,5 g
Cloreto de £0dio (NaCl) P.e@.veeerrnnenconocnn . Y 5,0 g
Fosfato dipotassico (K,HPO,) Pedieneinveineinnnnn. cees 2,5 g
Agua destilada. ... ieeeieeerocreovsnosnnrovsaesododele . 1 000 mL

pH final: 7,3 % 0,2

Preparo:

Para o preparo deste meio, pesar'BO g do meio desidratado "Tryptic
Soy Broth" e acrescentar 1 000 mL de aguandestiladay fria. Deixar em
repouso durante aproximadamente 15 minutos:jAquecer, agitando fre
qﬁentemente, até a completa dissolucgaesdo meio, tomando cuidado pa
ra que nao seja atingida a temperatlira defébulicao. Ajustar o pr pa
ra 7,3.

Distribuicao:

Este meio deve ser distribuideflcomelsegue:

Distribuir, com todos os cuidados de assepsia, volumes de aproxima
damente 12 a 13 mL de caldo de,soja e/triptona em tubos de 15mm x 150
mm, com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
minutos. Apés autoclavagao, ©s tubos contendo o meio preparado podem

ser armazenados a temperatura ambiente.

5.3.2 Meio de Brewef) com Tioglicolato

"Formula:

Infusao de carne bovina..........;....}............1,.. 500,0 g
Cloreto de SOALOMUNACI YN . . oo evvvrreerennnceanroanes 5,0 g
Fosfato dipot@ssico (K HPO,) P.@iceceeneannnn. e eeeeeen 2,0 g
Proteose pepona.d . ettt iieceecossssorsoacenesancas 10,0 g
DEXEIOSE s e v e dl e et ettt et et et e 5,0 g
Tioglicolato de SOABO. . vvveverrernonronooennssannsonss 0,5 g
2= < PP 0,5 g
Azul de metileno....voieeeininrncenrsonsssessoeccocsanss 0,002 g
Agua Gestilada...cuseueeeeonaneirnneronnaseoannseroanns 1 000 mL

pH final: 7,2 ¥ 0,2

T
e
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Preparo:

Para o preparo desse meio, pesar 40,5 g do meio desidratado "Brewer
Tioglycollate Medium" e acrescentar 1 000 mL de agua destilada:ﬂda.
Deixar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agi
tando freq&entemente, até a completa dissolugao do meio, tomando cui
dado para que nao seja atingida a temperatura de ebuliigaony..Ajustar o

pH para 7,2.

Distribuigao:

Este meio deve ser distribuido como segue:

Distribuir, com todos os cuidados de assepsia, volumes de 12 a 13 mL
do meio de Brewer com tibglicolato em tubos de d5/mm x 150 mm, com
tampa de rosca. Esterilizar em autoclavela 121°2C, durante 15 minu
tos. Apos autoclavagao, os tubos contende o/meio preparado devem ser
resfriados a 25°C e armazenados ao abrigotda luz e a temperatura

ambiente.

Nota: Se o meio nao for utilizado imddiatamente apos sua preparagao
e se em mais de 20% da parte superior de cada tubo ocorrer a
mudanga de coloragao para verdegll 6 mesmo nao e adequado para
o uso. Em tais circufistancias, ¢ permitido um reaquecimento do

meio em banho-marial, para eliminar o oxigenio absorvido.

5.3.3 Meio fluido de Sabouraud

Formula:

Casitona...eeieeeess s s e veceNicosscrsaoannnen e e s asanae 5,0 g
Peptamina......oeepeeeaeoeeale e e et as e s s es o e . 5,0 g
DEXTrOSE . e v e v nvofannnsepeacenenees et s sesassanseeacos e . 20,0 g
Agua destilada.d...., A et 1 000 mL

pH final: 5,7 1 Qpe

Preparo:
¢ B

Para o preparo dessélmeio, pesar 30 g do meio desidratado "Fluid
Sabouraud Médium" e acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria. Dei
xar em repouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer, agitan
do freqﬁentemente, atée a completa dissolugao do meio, tomando cui
do para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Ajustar o

pH para 5,7.

Distribuigao:

Este meio deve ser distribuido como segue:
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Distribuir, com todos os cuidados de assepsia, volumes de 12 a 15 mL
do meio fluido de Saboupaud em tubos de 15 mm x 150 mm, com tampade
rosca. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apés au
toclavagao, os tubos contendo o meio preparado podem ser armazenados

a temperatura ambiente.

5.4 Solugoes

5.4.1 Solugao alcoodlica de fenolftaleina

Formula:
Fenolftaleina. e i eeeeeeeeenneensonnnns oA .. 5,0 g
Alcool etilico @ 95%..ceverniiennennneenennufon. .. 500 mL
Agua destilada......... R 500 mL
Preparo:

Pesar 5,0 g de fenolftaleina e dissolver em500 mL de alcool etilico
a 95%. Homogeneilzar bem até a completa dissolucao do reagente. Acres
centar 500 mL de égua destilada e, & seguim, adicionar algumas go
tas de uma solugao de hidroxido de/s6diof0,02 N (item 5.4.2), ate

que apareca uma coloragao rosa-clare.

5.4.2 Solucao de hidroxido de sodio 0,020N

Formula:
Hidréxido de sodio (NaOH) p.a-a... e ... .. cennen - 0,8 g
Agua destilada...ccoeeeee e o ooialp.ut. . Ces e e en 1 000 mL
Preparo:

Pesar 0,8 g de hidroxiopde, sodilo, colocar em um baldo volumétrico e
completar o volume para 1 000 mL com égua destilada. Homogeneizar

bem até a completa dissoflugao do reagente.

5.4.3 Solucdo delazuldde bpbmotimol a 0,04 %

Formula:
Azul de bromo®timolj . .ewmes e e e e asaee e s e Gt e 0,1 g
Solucao de Hidgroxddo de sodio 0,01 N (NaOH-0,01N) .. : 16 mL
Agua destilada QuSkD ccscevecoscasns c s e s co e s : 250 mL
Preparo:

Pesaf 0,1 g de azul de bromotimol e adicionar 16 mL de solugéo =~ de
hidroxido de sédio 0,01 N (item 5.4.4). Diluir para 250 mL com agua
destilada.

{'T
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5.4.4 Solugao de hidroxido de sodio 0,01 N

Férmula:
Hidroxido de 80dio....vveeren.. e et ' 0,4 g
Agua destilada Q.S.P.veeeeeeeeneenns C i ieeeenaaeas 1 000 mL
Preparo:

Pesar 0,4 g de hidroxido de sodio, colocar em um bald® volumetrico.
e completar o volume para 1 000 ml, com égua destil ada. ) Homogeneizar

bem ate a completa dissolugao do reagente.

6 EXECUGAO DO ENSAIO

Para a avaliagao de laboratérios de andlises.bacterioldgicas de agua,
alguns requisitos relativos as instalagoes do laboratério, a seguran
¢a do trabalho, a materiais e equipamehtos, a meios de éultura e pes
soal tecnico sao requeridos e o sed eumprimento deve ser -observado.

Estes requisitos estao relacionados nog iténs 6.1 a 6.10.

6.1 Instalacgoes do laboratorio

O laboratorio de analises bactemiologi@as de agua deve apresentar as

caracteristicas descritas nés itensh6.1.1 a 6.1.9.

6.1.1 Area suficiente para permitin d desenvdlvimento'dos trabalhos

em periodos de maxima utdilizagao.

6.1.2 Disponibilidade de “@spago fisico para armazenar meios de cul

tura, vidraria, reagentes e ‘para lavagem e,estebilizagéo de materiais.

6.1.3 Localizagao sem area Yimpa, protegida de correntes de ar e mu

dangas bruscas de/temperatura.

- : 1" . ’ .
6.1.4 Manutengao de/ um sepxrvigo de limpeza frequente de bancos, arma
rios, bancadas, pises,e janelas para evitar o acumulo de poeira.e ou

tros residuogh

6.1.5 Temperaturaiambiente mantida entre 18 e 30°C, apropriada para

permitir o funcionamento adequado das incubadoras.
6.1.6 Agua, gas eleletricidade devidamente instaltados.

6.1.7 Piso anti-derrapante, impermeavel e resistente a alcalis e

acidos; paredes de cor clara, revestidas com material liso, resisten

te e impermeavel numa altura de, no minimo, 2 metros.

6.1.8 Bancadas em nimero suficiente para atender a demanda do pro

cessamento de amostras.
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6.1.9 Area de escritorio isolada da area de execugao das analises.

6.2 Seguranca do trabalho em laboratorio de analises -bacteriolégi

cas de agua

Devem ser considerados os itens relativos a seguranga do trabalho em

laboratorio de microbiologia, apresentados na Norma CETESB L5.009.

6.3 Controle de desempenho dos equipamentos

Os equipamentos utilizados em laboratorios de analises bacteriolégl
cas de agua devem atender a uma série de especificacoes em funcio de
sua finalidade e, portanto, requerem cuidados/especiads, sendo que,
. para muitos deles, impoe-se a necessidade def realizacgao de testes-con
trole‘periédicos com o objetivo de avaliar a efetividade de sua ope
ragao. A avaliacao dos equipamentos envolve a verifi#i¢acao dos itens

pertinentes a cada um deles.

6.3.1 Incubadora bacteriologica

6.3.1.1 Especificagdes

Deve ter capacidade suficiente para@o trabalho diério e. permitir a
circulagao do ar ao redor das cultunras quandg 'o material estiver sen
do incubado. Deve ser equipéda com termostato e ménter a umidade re
lativa alta (75 a 85%).

6.3.1.2 Cuidados especiais

Nao deve ser submetida a eXcessivas variacoes de temperatura ambien

te. Periodicamente, deve ser)efetuada sua manutengéo preventiva.

6.3.1.3 Controle de temperatura

Deve sef-feito diariamente, atraves da leitura dos fegistros efetua
dos, para assegurarfque as variacoes de temperatura nao ultrapassem
0s 1imites permitidos. Deve-g@ fazer a leitura da temperatura no mi
nimo duas vezes ao diE, sendo que os termometros utilizados devem ser
“calibrados e appré€sentar, eomo requisito minimo, divisoes de escala
de 0,5°C; devem ser colocados em varios pontos da incubadora, com

0 bulbo submérso em égua e glicerina ou 0leo mineral (mistura a 50%).

6.3.2 Banho-maria

6.3.2.1 Especificagoes

Deve ser equipado com termostato e um agitador de baixa velocidade, pa
ra promover a circulagao da égua, com a finalidade de manter a tem
peratura uniforme em todos os pontos.

L,
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6.3.2.2 Cuidados especiais

a) Semanalmente, deve ser efetuada a lavagem do banho-ma
ria, utilizando-se um detergente adequado;

b) As estantes a serem colocadas no banho-maria devem ser
de ago inoxidavel ou ago galvanizado plastificado, para
evitar problemas de corrosao metalicad

¢c) A manutengao preventiva do banho-naria deveAser realiza

da periodicamente.

6.3.2.3 Controle da temperatura

Deve ser feito atraves da leitura da tempegatura, no minimo duas ve
zes ao dia. Os termometros utilizados devem Se€r calibrados e apresen
tar divisoes de escala de O, 1°C. Para o ensaio de coliformes fecais,
a temperatura deve ser de 44,5 ¥ 0,2°C..Para utlllzagao do banho-ma
ria para outros ensaios, a temperatura deve/ ser regulada, obedecendo

as exigencias espe01flcas de .cada umgdeles.

-

6.3.3 Autoclave

6.3.3.1 Especificagoes

Deve ter capa01dade suficiente_para ‘permitir a circulagao do Vvapor
ao redor do material a ser gsterilizado por esse metodo. Construida
para fornecer uma temperatura uniforme de 121°C, deve ser equipada
com uma valvula de seguranga e um germometro, cujo bulbo deve estar
na diregao da linha de eseape doivapor condensado (dreno). E recomen
davel que a autoclave atinja a temperatura de 121°C dentro de, no ma
ximo, 30 minutos e mantenha essa temperatura durante o periodo de es

terilizacgao.

6.3.3.2 Cuidadog espe@iais

Programas de manditengao preventiva da autoclave devem ser realizados

periodicamente,

6$.3.3.3 Controles:

a)nControle de temperatura:

£ felto atraves da leitura de um termometro calibrado, cu
jo bulbo deve estar na diregao da linha de escape do Va2

por condensado. - ' -
b) Controle do tempo da operagao total:

A operacgao total de uma autoclave deve durar, no maximo,

uma hora. Para este controle, deve-se acompanhar oS ci
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clos de operagao, efetuando-se os registros corresponden

tes de tempo-temperatura.

c) Controle de tempo necessario para atingir a temperatura

de esterilizagao:

E realizado através da verificagao dos registros de ‘tem
po-temperatura correspondentes ao ciclosgpde operagao da

autoclave.
d) Controle da eficiéncia na esterilizagao:

E feito através da utilizagao de bioindigadores (ver item
6.4.1) e atraves do teste de estérilidade 'de meios . de
cultura descrito na Norma CETESB L5216, item 7.6.

6.3.4 Estufa para esterilizagao

6.3.4.1 Especificagoes

Deve ser equipada com um termostato e operar normalmente a uma tempe
ratura de 170-180°C; sua capacidade devgpser suficiente para per
mitir a circulacao do ar quente aolredorfdo material a ser esterili

zado.

6.3.4.2 Cuidados especiais

Programas periodicos de manutengao preventiva devem ser obedecidos.

6.3.4.3 Controles

a) Controle da temperatura:
Deve ser feito atkavés da utilizacao de termometros ca
librados dentro de‘uma variagao de 160-180°C. Paralela
. mente a esse cdntrole, devem ser utilizadas fitas-contro
le, nasfquais a alteragao da cor em faixas determinadas

indical que @ temperatura de esterilizagao foi atingida.
b) Controle‘da efiltiencia na esterilizagao de materiais:,

'ﬁ feito atraVés da realizagéo de testes de. esterilidade
dos materdiais submetidos a esterilizagao. (ver item 6.4.2.

Testel de esterilidade de materiais).

6.3.5 Destilador dépagua ou aparelho para desionizagéo{

6.3.5.1 Especificacoes

O destilador de agua e o tanque de armazenamento devem ser construi
dos de um material que nao contribua para a contaminagao. Todas as
superficies que entram em contacto com a agua destilada devem ser

/-
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de ago inoxidével, vidro (quartzo ou pyrex) ou latao banhado com es
tanho, sendo que, neste ultimo,caso, deve-se tomar cuidado com o des
gaste do revestimento, pois isto determinaria o contacto direto- da
agua destilada com o latao. Os tanques de armazenamento devem ser de
acgo inoxidavel, fibra de vidro ou plastico apropriado (por exemplo,
politetrafluoroetileno), devem ter uma tampa que /Sepajuste perfeitg
mente e um filtro na entrada de ar para remover gages € vapores. Os
destiladores metalicos devem ter, adaptado, um sistema . de drenagem

constante para evitar a fomrmagao de incrustagoesi

6.3.5.2 Cuidados especiails

a) O destilador deve ser desmontado @plimp@d periodicamente
e seu recipiente de fervura deve ser“esvaziado- diariamen

te e, posteriormente, ser cheio“com égua limpa;

b) Cuidados especiais devem ser toemados para nao se introdu
zir qualquer contaminaga@ogynos tanques de armazenamento

~ou em qualquer conexdo assofidda ao destilador;

c) As instalagoes de um|sistema de distribuigao de agua des
tilada devem ter tubos e,conéxoes de estanho puro, latao
banhado com estanfo,lago inoxidavel, vidro :ou plastico
apropriado; o dloreto dehpolivinila (PVC) & uma fonte de

contaminagao epor isso nao deve ser usado.

6.3.5.3 Controle de qualidade wda égua destilada produzida'

E feito através da aplicagae, de testes biologicos e quimicos relacio
nados na Tabela 1, com,0s respectivos limites e freqﬁéncia de reali
zagao.

6.3.6 pHmetro

6.3.6.1 Especifibacdes

0 pHmetro deve ser dotado de um siétema eletronico capéz ~de  forne

cer lefturag diretas com exatidao de % 0,1 unidade de pH.

6.3.6.2 Conitrole da exatidao

f feito atravées dajputilizagao de solugoes-padrao, tamponadas . com
pH = 4,0,pH = 7,0 e pH = 10,0, pelo menos duas vezes ao dia,

' 6.3.7 Termometros

6.3.7.1 Especificacgoes

Os termometros utilizados rotineiramente no laboratério para o con

trole da temperatura de incubadoras, banhos-maria, autoclaves estu
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fas de esterilizagao, etc., devem ser calibrados e apresentar escala

adequada a finalidade de seu uso. O laboratorio deve possuir ou ter
acesso a um Orgao que possua um termometro certificado pelo "Nacional

Bureau of Standards'" (NBS) ou outro orgao equivalente.

6.3.7.2 Controle da exatidao

E feito através da verificagao das temperaturas registradas pelos
termometros usados rotineiramente, tomando como padréo de comparagéo
um termometro certificado pelo '"National Bureau of Standards" (NBS)
ou outro orgao nacional equivalente. Essa verifild@gao deve ser feita
a temperaturas selecionadas, dentro de uma faika de variacgao adequada

ao uso a que se destina o termometro em testes

6.3.7.3 Cuidados especiais

A coluna de mercurio do termometro nao deve estar seccionada, apre

sentando'espagos de ar.

6.3.8 Balangas

6.3.8.1 Especificagoes

As balancas utilizadas para pesar meios de ¢ultura devem ter capaci
dade de pesar 200-300 g, no minimo, e S8ensibilidade de pelo menos

0,1 g ao pesar 150 g.

A balanga analitica, utilizada para pegar quantidades pequenas (infg
riores a 2 g), deve ter sensibilidade/de pelo menos 1 mg ao pesar
10 g.

6.3.8.2 Cuidados especiais:'

a) As balancas devempestar protegidas contra vibragoes, umi
dade e mudangas bruscas de temperatura, devendo, portan
to, sep colocadas, em lugares adequados;

b) Devem‘“ser mantidas limpas e manejadas por pessoal que
conhega seulfuncionamento e manutencgao; )

c) Deyem ser submetidas a programas de manutengao preventiva.

6.3.8.3 Controle/da sensibilidade

Deve ser realizadopperiodicamente, com a finalidade de verificar se
sao cumpridas as especificagoes quanto a esse item, para cada tipo

de balanga empregado no laboratério.

6.3.9 Contador de colonias

6.3.9.1 Especificagoes

Deve fornecer visibilidade satisfatoria das colonias ¢ ampliagao
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de 1,5 diametros e apresentar uma placa WOlfhﬁgel ou um modelo equi
valente, com linhas formando um quadriculado, para orientar a conta

gem. Preferivelmente, deve apresentar campo escuro.

TARELA 1 - Testes biologicos e quimicos para controle da

Agua destilada

Paréin tros/Unidades W’ oo, ) S
Testes Microbiologicos
Contagem de bactérias | Agua recemdestilada < 1000 mensal
heterotroficas em pla r— . ~ \ .
cas (UFC/mL)* Agua destilada estocada </10000 mensal
I—gri‘cl)\a/za df iizggagjklgfde biologica da agua 'de:s_ 0,8-3,0 anual *#**
Testes/ Quimicds
Condutividade pS/om a 25%C 41 diario
pH . 5,5-7,5 diario
Carbono orgsnico total (mg/L) - <1,0 mensal
Amonia/Aminas (mg/L) <0,1 ~mensal
Cloro residual ausente ; mensal
Cadmio <0,08
Churbo < 0,05
Cébre <0,05
Metais pesados Cromo <0,05 mensal
(mg/L) Niguel < 0,05 |
’Zinco < 0,05
Total | <1,0
*  — Ver Norma Tecnliica L5.201
*% _ Ver Norma Técnica L5.215

#x% _ Anual ou quando da aquisigao de novo destilador.

6.3.9.2 Cuidados especiais

Deve ser submetido a um programa de manutengéio preventiva.
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6.3.10 Porta-filtros

6.3.10.1 Especificagdes

Devem ser esterilizaveis e apresentar boa vedagao durante a filtra
¢ao. Se forem de metal, a cobertura metalica nao deve estar  gasta,
deixando exposto o metal da base, que pode ser toxico. Além de  ago
~ inoxidavel, os porta-filtros podem ser de vidro ou pléstico apropria
do.

6.3.10.2 Cuidados-especiais

a) Os porta-filtros devem ser lavados peloimenos uma vez
vez por semana, com um detergente adequado, para evitar
o acumulo de impurezas ou incrustagees sébre suas pare
des. ‘

b) Com a finalidade de evitar ‘ranhurasjuse o funil‘for ‘de
ago inoxidavel, devera ser mensalmente recoberto com
uma camada superficial de_silicone e depois polido com

uma flanela macia e 1limpa.

6.3.10.3 Controle da estérilidade‘dos porta-filtros

Este controle deve ser feitoé antes dopiniedo e apds a filtragao  de

amostras. Para sua execugao, péalizZar o teste descrito no item 6.4.3.

6.3.11 Membranas filtrantes

6.3.11.1 Especificagoes

Devem proporcionar uma completa retengao de bactérias em sua superfi
cie e velocidade de filtragao satisfatoria. Devem ainda ser resis
tentes, livres de glicefimape nao devem apresentar areas hidrofébi
cas. As dificuldaded basicas encontradas com membranas filtrantes nor
malmente se relacionam gom distribuigéo dos poros, presenga de areas
hidrofobicas, toxidez Ma tinta empregada na impressao do quadricula
do em sua superficie superdor e com o proprio material empregadof em
sua confecgao, Espécificagoes mais detalhadas sao apresentadas na
norma CETESB/L5.214,

6.3.12 Pingas p@ra uso na tecnica de membrana filtrante

6.3.12.1 Especificagoces

Devem ser de modelo adequado, de preferéncia com extremidades arre
dondadas ou retas. Nao devem apresentar rugosidades, pois poderao

danificar as membrmmm,filtrantes.

6.3.13 Instrumentos para inoculagao
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6.3.13.1 FEspecificagoes

As algas de inoculagao podém ser de niquel-cromo ou platina—iridio
ne 22 ou 24. Podem também ser utilizados fios de aluminio ou ago ino
xidavel. Devem ter 7 a 8 cm de comprimento e 0,5 mm de diametro,
apresentando na extremidade um aro com diametro minimo de 3 mm. Para
a transferencia de cultura entre meios 1iquidos, podem _ser utilizg
das hastes de madeira descartaveis de aproximadamente 20 cm de com

primento e 0,2 cm de diametro.

6.3.14 Microscopio estereoscopico

6.3.14.1 Especificacgoes

Deve fornecer uma ampliagao de 10 a 15 diametros,e sér utilizado com
iluminagao proporcionada por uma lampada.de luz fluorescente branca

(fria).

6.4 Testes para avaliar a efetividade de ‘Operacgao de equipamentos

O controle da eficiencia de determinadogheguipamentos requer a reali
zagao de testes especiais. Nos itéens anteriores, foi feito referen

cia aos seguintes testes: .

6.4.1 Testes de eficiéncia dagautoclave, utilizando-se bioindicado

res.

6.4.1.1 Principio do teste

Este teste baseia-se no Principiegde que, autoclavando-se suspensoes
de bactérias esporuladas, Se o.processo de estepilizagéo for efici
ente, nao deve ser detectado crescimento destas bactérias apés sua

incubagao a temperatura e t&mpo) apropriados ao seu desenvolvimento.

6.4.1.2 Procediménto

a) Utid¥izar @ampolag contendo suspensao de Bacillus stearothermophilus

e coloca-las Msia autoclave, em diferentes lugares, de tal
modo  gue areas criticas para a esterilizagao possam ser

verificadas.
b) PreCeder ao processo normal de autoclavagao.

c) Apés alautoclavagao, retirar as ampolas contendo a sus
pensdo de bactérias e incuba-las a 55°C durante 24-48h.

-

d) Apds o periodo determinado de incubagao, verificar se
houve crescimento das bactérias, o qual e “visualizado
através da mudanga da coloragao da suspensao contida nas

ampolas de roxa para amarela.
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6.4.1.3 Resultados

Os resultados deste teste para avaliar a eficiencia da autoclave sao
considerados satisfatorios se nao for detectado crescimento de Bacillus

stearothermophilus

6.4.2 Teste de-esterilidade de materiais

6.4.2.1 Principio do teste

Este teste baseia-se no principio de ‘que, comprovando-se a estérilidade de ma
teriais submetidos éesterilizagéo em estufa a 170—18OOC, ou em autoclg
ve a 121°C, demonstra-se a eficiéncia do desenpenho destes equipamen

tos.

6.4.2.2 Procedimento

a) Selecionar alguns tubos de erdsailolsubmetidos a  eésterili
zagao na estufa cuja efetividade dé operacio se deseja
verificar, separa-los em trés grupos, identificando-os co

mo grupos A, B e C,.

b) Com todos os cuidados de assépsia, transferir volume ade
quado do meio de Brewerhcom tioglicolato para os tubos
do grupo A, de caldo _de sojamé triptona para os tubos do
grupo B, e do meiof fluidode Sabouraud para os tubos Jdo

grupo C,

c) Tamponar cada tubo 'dos tres grupos logo apos a transfe
rencia do meio cerrespondente. Incubar os tubos dos gru
pos A e B a 35°C ‘@hos do grupo C a temperatura ambiente.
A incubagaopdeve serhfeita durante 48 horas a 14 dias.

d) Apos o periodo de incubagdo, efetuar a leitura de todos .

os tubos, comsiderando qualquer alteracgao observada nos
meios de culturafcomo indicativa de crescimento de mi

crorganismos,.

6.4.2.3 Resultados

Os resultadog desté teste sao considerados satisfatdorios se nao for
observado crescimento de microrganismos em nenhum dos tubos corres

pondentes aos tres grupos utilizados para o teste.

6.4.3 Teste de controle da esterilidade de porta-filtros -

‘-6.4.3.1 Principio do método

Este teste baseia-se no princiﬁro de que,filtrando—se um volume de
terminado de égua de diluigao, cuja esterilidade fol previamente tes
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tada, atraves de membrana filtrante com porosidadé de'0;45 um, se nao
for detectado o crescimento de bactérias na superficie da  membrana

apos sua incubagao em meio de cultura adequado, iéto comprova a au
sencia de contaﬁinagao do porta-filtro pelas bactérias, para cuja de
teccao se destina o ensaio para o qual este equipamento sera utiliza
do. O meio de cultura empregado neste teste é definido em fungao das
bactérias que serao pesquisadas: se o porta-filtro ()Wfof utilizado pa
ra a determinacao de coliformes totais, o meio sera o "M-Endo Nyﬂ‘LES”{
se o teste for relativo a determinagao de coliformés fegais, o Agar
M-FC sera o meio.empregado. Este teste devdra ser realizado antes e
depois da execugdo de analises através da te@nica de membrana fil

trante.

6.4.3.2 Procedimento

Para a rcalizagao deste teste, o procedimento a ser seguido e o mes
mo utilizado para a determinagao de@@@liformes totais pela técnica’
de membrana filtrante descrito nal Norma/ CEBESB L5.214 (item 4.6.1 a
4.4.15), observando-se apenas qué a amostra, neste caso, corresponde
ra a um volume de 100 mL de agua de‘diluigao esteril, distribuido
em proveta estéril, com a abent@ipa recoberta com papel aluminio; as
especificagSes relativas aof meio de' eultura jé foram abordadas no

item anterior (item 6.4.3.1).

6.4.3.3 Resultados

Os resultados deste teste s@ao considerados satisfatérios se nao for
detectada a presenga,de colonias das bactéerias pesquisadas nas pla

cas correspondentes, a cada“porta-filtro testado.

6.5 Avaliacgao defmatepiais

Os materiais dedwidrd, metdl e plastico utilizados em Laboratdrios
de Analises Bacteriologidas de Agua devem atender a uma série de es
pecificacoesfem funcao de sua finalidade, requerem cuidados / especi
ais relativos ao/sell preparo e esterilizagao e, para alguns deles,
impde-se a neceSsidade de realizagao de testes especificos. A avalia
géo dos materiaispenvolve a verificagéo dos itens acima assinalados

pertinentes a cada um deles.

-

6.5.1 Materiais de vidro

Devem ser de borossilicato ou vidro neutro de boa qualidade. O vidro
alcalino nao deve ser utilizado para fins microbiolégicos, pois po
de liberar, na égua ou no meio de cultura, substancias que determi

nam alteragoes nos valores de pH e podem, inclusive, possibilitar
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0 crescimento de certas bactérias coliformes durante um armazenamen
~to de curta duragao. A ausen01a de alcallnldade dos materiais de vi
dro deve ser comprovada atraves da reallzagao do teste descrito no
item 6.6.1. A’lavagem da vidraria deve ser realizada de acordo com
as especificagaes apresentadas na Norma Tecnica CETESB M1.001 e re
quer a utilizagao de detergentes, cuja édequagéo a0 uso em laborato
rios deve ser testada atraves da realizagao do endai® descrito .- né
Norma CETESB LS. 011.

6.5.1.1 Pipetas

a) Especificagoes:

Devem ter capacidade adequada, possibilitar escoamento
rapido, ser calibradas, sendo que o eprolmaximo permiti
do € de 2,5%.

b) Cuidados especiais:

Deve ser colocado um pequene tampa&o de algodio na parte

superior de cada pipetd, anteslde sua esterilizacao, co

mo medida de segurancal para ‘o opérador, para evitar in

gestao acidental de amogtras defagua contaminadas. Para

evitar a ingestao de ca&sticos, solventes volateis ou ou

tro agente perigogo qualquer, deve-se usar pera de.borpg
cha adaptada a pipeta. Déve ser utilizado papel de boa
qualidade, que resista a dltas temperaturas, quando - se
procede a esterilizagaolfidas pipetas individualmente.

6.5.1.2 Placas de Petri

a) Especificacoess
Devem apresentar o fundo perfeitamente plano, sem ranhu

ras e bolhas de ap 1nclusas no Vldro com 15 mm de altg

ra e 100pmm de diametro.
b) Cuidd@dos espe@iais:

£ freconendaver esterilizar e armazenar placas de Petri
ésperdes envoltas em folhas de papel resistente 3 tempe
raturajde esterilizagao (papel Kraft), quando nao se dis
poe de estojos metalicos adequados a essa finalidade.

IS

6.5.1.3 Tubos de ensaio

a) Especificagoes:

Devem apresentar volume adequado para conter o meio e a

O
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amostra a ser inoculada. Usualmente, sao utilizados tu
bos de 18 x 180 mm, 16 x 150 mm e 12 x 120 mm, selecio

nados em fungao do ensaio no qual serao utilizados.
b) Cuidados especiais:

As tampas a serem utilizadas devem proporcionar um ajus

te hermetico.

6.5.1.4 Tubos de fermentagao (Tubos de Durham)

a) Especificagoes:

Devem ser de borossilicato (pgrex) ou vidro neutro, com

diametro nao inferior a 40% do dié@metrg do tubo de ensaio
em cujo interior serao utilizados. Usl@ialmente sao empre
gados tubos de Durham de 2, mm X 45¥mm (para tubos de en
saio de 16 mm x 150 mm) e de 6 mm x 40 mm (para tubos de

ensaio del2mm x 120 mm.

6.5.1.5 Frascos para coleta de amostras

a) Especificagoes:

Devem ter capacidade minimd de 125 mL, boca larga e tam
pa a prova de vé@zament®, de preferencia tampa de rosca
feita de metal ou plastico. As tampas de metal  devem ser
forradas com um protetor nao toxico para evitar o contac
to direto entre o metadl e a amostra contida no frasco.
Tambem sdo acedtaveis tampas de vidro esmerilhado, desde
que, antes de sua esterilizagao, sejam cobertas com fo

lha de,papel aluminio ou papel impermeavel;
b) Cuidddos especiais:

Quando ufilizadas as tampas de vidro esmerilhado,  inse
rir um‘Darbante fino ou papel entre a tampa e o gargalo,
antes da esterilizagao, para facilitar a sua abertura

durantea amostragem.

6.5.2 Materiads de metal

Em geral, o Gnico'Material de metal aceitavel para uso microbiolo
gico € ago inoxidavel. Materiais de cobre ou seus derivados nao de
vem ser utilizados, pois este metal & muito téxico para as ‘bacterias.
O aluminio pode ser utilizado apenas quando nao estiver em contacto
direto com o meio de'cultura, agua de diluigéo ou outros materiais

que possam reagir com ele.
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6.5.3 Materiais de plastico

Devem ser esterilizaveis e nao apresentar residuos toéxicos.

6.5.3.1 Placas de Petri de pléstico para uso na técnica de membrana
filtrante
a) Especificagoes:
Devem apresentar 48 mm de di%metroe&S,Shmldaa&tura'eprg
porcionar boa vedacao, '
b) Cuidados especiais:
Embora se jam descartéveis, estas placas poedem ser reuti
lizadas se submetidas a processof ,de lavagem e esterili
zagao adequados (Ver Norma CETESB M14001 )/
6.5.3.2 Frascos para coleta de amostras

a)

b)

c)

Especificacgoes:

Devem ser de polipropilenemou policarbonato, com capaci

dade minima de 125 mL, boca larga, e“tampa de rosca a

prova de vazamento.
Cuidados especiais:

E importante que of frascdos ou tampas de plastico nao 11

berem substancias’ toxicas ou nutritivas na amostra.
Controles:

Para assegurar ajausencia de substancias toéxicas ou nu
tritivas, deve ser‘pealizada a prova de adequabilidade bi
ologica dafgmapdestilada, descrita na Norma - CETESB
L5.215, pPfocedendo da seguinte forma: deixar o material
de plasgico dPser testado em ‘contacto com a agua destila
da esteril durant@e 24 horas e posteriormente analisar a
agua com @ finalidade de determinar a presenga dessas subs
t&xﬁas, efefuando a prova de adequabilidade  bioldgi

ca.

6.6 Testes para avaliagao de materiais

0 controle da qualidade de certos materiais envolve a realizacao de

testes especiais. Nos itens anteriores, foi feito referéncia ao se

guinte teste:

6.6.1

Teste para verificar a alcalinidade da vidraria.

6.6.1.7

Principio do meétodo
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Fste teste baseia-~se no principio de que se o material de vidro tes
tado liberar residuos alcalinos, isto pode ser detectado atraves da

utilizacao de um indicador de pH adequado.

6.6.1.2 Procedimento

a) Colocar agua destilada em frascos ougtubos selecionados

para o teste.
b) Autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

c) Apés a autoclavagao e posteriopf{resfriamento da égua des
tilada contida nos tubos ou frascos, adicionar algumas
gotas de solugao alcoolica de fefielftaleina (item
5.4.1).

d) Efetuar a leitura, considevando ja wviragem do indicador

para rosa como indicagao da algalinidade do vidro.

6.6.1.3 Resultados

Os resultados deste teste sao satisfatorios se for comprovada a au

sencia de alcalinidade do vidro.

6.6.2 Teste para verificagaogde, pH

6.6.2.1 Principio do método

Este teste tem como objetivo verifigar a limpeza da vidraria apés 0
processo de lavagem, quanto a presenga de residuos acidos ou alcali

nos.

6.6.2.2 Procedimento

a) Separar tubos de ensaio, placas de Petri, frascos e/ou

outnos materiais de vidro, apés a lavagem, -

b)‘Adicionar algumas gotas de uma solugao de azul de . bromo
timol a Op04% (item 5.4.3). |

c) Efetuar a leitura, considerando a viragem do  indicador
pap@ amarelo como indicagdo da presenga de residuos aci
dos, e, para azul, como indicagao da presenga de residuos

alcal¥inos.

6.6.2.3 Resultados

-

Os resultados deste teste si3o satisfatorios se for comprovada a au

sencia de residuos acidos ou alcalinos.

6.7 Avaliagéo da qualidadezde meios de cultura
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Esta avaliagdo deve ser baseada na verificagao do cumprimento das es
pecificacoes relativas ao Controle de Qualidade de Meios de Cultura

apresentadas na Norma CETESB L5.216.

6.8 Avaliagao da gualidade do trabalho do pessoal tecnico

A qualidade do trabalho do pessoal envolvido na execugao de analises
& um item fundamental para a obtencdo de dados confiaveis em labora
torios de Analises Bacteriologicas de Agua e por iss@)deve ser ava
liada periodicamente. Sao os seguintes 05 testes recomendados para

essa avaliagao:

6.8.1 Teste relativo a contagem de coldnias Mde bacterias

Este é relativo as contagens de colonias de coliformes/ totais ou fe
cais pela tecnica de membrana filtrante e para a contagem padrao em
placas e deve ser efetuado no minimo umaf{vez Pergmes,. Para sua exe
cugao, a partir de uma amostra submetida ags, efisaios relativos as de
terminagaes especificadas acima, cada analista deve efetuar a conta
gem das colonias que se desenvolverem. A diferenga entre a contagem efe
tuada por cada analista e uma contagem—padréo, realizada por um ana

lista com real experiencia, nao deve, exceder/ a 10%.

6.8.2 Teste relativo a identificacio deélicolonias tipicas de colifor

"mes (Técnica de membrapa filtrante)

Mensalmente,cada analista deve efetuar a verificacao de um minimo
de 50 coldnias tipicas de goliformes ém "M-Endo Agar LES'". Essa veri
ficagio e feita através da Ymansferéncia de cada uma destas colonias
para Caldo Lactosado e, apés incﬁbagéo a 35 Bl O,SOC durante 24-48h,
efetua—-se a transferen@iamde um inoculo de cada cultura que produziu
gés nesse meio de cultura para um tubo correspondente contendo Caldo
Lactosado Verde BridhantéyBile 2%. A comparagao entre o n? de cold
nias identificadad comd tipigdas na cohtagem em "M-Endo Agar LES" e o
n? de colonias que apresent@ram resultado positivo no testecm verifi
‘cagdo em CaldoflacBosado Verde Brilhante Bile a 2% (produgao de gas),
permite calcular a préciséo de cada analista, expressa em porcenta
gem de acertos3 Of langamento em gréficos dos resultados mensais, 69
tidos para cada ‘analista durante todo o ano, permite ao tecnico acom
- panhar o seu desenvolvimento e a comparagao com os resultados obti
dos por outros analistas pode atuar como um estimulo para sua Qelhg

ria.

6.8.3 Teste relativo a determinagao de célifofmes totais ou fecais,

pela tecnica de membrana filtrante, em fungao do criterio de preci
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sao estabelecido no laboratorio.

6.8.3.1 Estabelecimento do critério de precisio

I realizado a partir de 15 amostras de rotina, em duplicata, nas quais
testes previos evidenciaram a presenga de coliformes. Cada analista
envolvido na execugao da determinagao de coliformes totais através
da técnica de membrana filtrante devera analisar uma ou mads amos
tras, sempre em duplicata, de tal modo que seja obtido o total de 15
amostras (em duplicata) necessario ao estabelecimentepdo critério de
precisdo do laboratoéorio. A analise estatistfica doshdades  correspon
dentes a esse conjunto de amostras, em relagao as contagens obtidas
para cada amostra, permite estabelecer o critério de precisao a ‘ser

utilizado nas verificagoes futuras da precisao d@$ analistas.

A analise estatistica é realizada calculando-se’cs logaritmos (L, e
L2) dos resultados correspondentes as contagens (C1 e C2) relativas
a cada amostra (observagao: se umagom ambasghas contagens apresenta
rem resultado -igual a zero, adiffionarfuma unidade aos dois valores
obtidos). Calcular a diferenca entre ©s logaritmos das contagens re
lativas a cada amostra (log R) ey ha segudr a média aritmetica dessas
diferengas (R). O critério degpmecisao sera correspondente ao produ
to do coeficiente 3,27 pelo valor“obtido para R. Considere-se o se

guinte exemplo:

A Tabela 2 nos fornece @adoghrelatdvos as amostras analisadas para o

estabelecimento do criterio de preciséo.

TABELA 2 =wDados relativos as amostras analisadas no

estabeleeimento do critério de precisao

Contagens Log das contagens Log R )
Amostra diferenga entre
C1 C2 L1 L2 os log L1 e L2
89 71 1,9494 1,8513 0,0981
2 38 34 1,5798 1,5315 0,0483
58 67 1,7634 1,8261 0,0627
14 7 6 | 0,8451 | 0,7782 0,0669
15 110 121 2,0414 2,0828 ‘ 0,0414
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Calculos:

1) Calcular a soma das diferengas entre os logaritmos das contagéns

correspondentes as amostras analisadas:

Z log R = 0,0981 + 0,0483 + 0,0627 + .... + 0,0669 + 0,0414
= 0,71889

2) Calcular a média aritmetica (R) das diferencas{ehtPepos logarit
mos das contagens correspondentes as amostras analigada$:

log R _ 0,71889

R = n - i5

= 0,0479

R = média aritmética das diferengas entré os logaritmos das conta
gens '

n = namero de amostras.

]

3) Calcular o critério de precisio, multdplicando valor obtido pa

ra R pelo coeficiente 3,27.
Critério de precisao = 3,27 x R &F8J27_x 0)0479 = 0,1567

6.8.3.2 Verificagao mensal em fungao dé critério estabelecido

Uma vez estabelecido o critério de precisad (item 6.8.3.1), realizar
mensalmente a determinagao de coliformeS totais ou fecais em 15 amos
tras de rotina, em duplicatag conforme descrito no item anterior e
submeter os dados obtidos ad mesmo tratamento. Comparar a media das
diferengas obtida para as, 15 amostras analisadas em cada meés com a
'média das diferengas obtidas com 68 dados relativos ao estabélecimeg
to do critério de precisao. 8e a diferenga entre-essas medias for su
perior ao criterio de precisaoldeterminado, a precisao dos analistas
esta fora de controle e isso iMpoe a necessidade de serem verifica
das as causas que gstao,determinando a ocorreéncia de erros nessas

analises.

6.8.3.83 Avaliagao diaria @m funcio do critério estabelecido

Consiste em vgrificar diariamente os resultados das contagens em du
'plicata de, mo minimo, uma amostra de rotina, calcular a diferenga en
tre o logaritme dos mesmos, classificando como aceitaveis os resulta
dos para os quaislessa diferenga € igual ou inferior ao critério de

precisao.
Exemplo: Criterio de precisao estabelecido: 0,1567 (vide Tabe;éxa).

'6.8.4 Comparagao dos resultados obtidos para a mesma amostra por di

ferentes analistas

€3
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Mensalmente, no minimo uma amostra que contenha coliformes deve ser
selecionada para ser analisada em duplicata por diferentes analis

tas,con a finalidade de verificar se resul tados comparéveis sao obti

dos.
TABELA 3 - Resultados das contagens em duplicata e
estabelecimento da classificagao dos e
sul tados ' |
Data da Nome do | Contagens ggﬁtag:is Diferenga Classificagéo
analise analista. o c L L 1ent(r‘le %S) dos .
1 2 1 2 og \log resultados
10/6 A.M. 71 65 | 0,85 [On8i 0,04 aceitavel
11/6 . S.C.G. 110 121 0,04 11,08 0,04 aceitavel
12/6 L.Y.A. | 112 | 187 2,05 |2,27 0,22 nao aceitavel

6.9 Avaliacao das técnicas empnegadas{no laboratorio

6.9.1 Avaliagdo da eficiéncia dajtecnicalde tubos maltiplos

Essa avaliagao e feita atravéspda analise mensal das combinagoes dos
resultados positivos obtidegs para Q calculo do N.M.P., em analises
realizadas pela técnica de tubos multiplos. Para essa analise utili
za-se a Tabela 4, onde gao ‘@presentadas as combinagoes dos resulta
dos positivos, bem como a@pporcentagem esperada para cada tipo de com
binagao. Na analise mensalla ser realizada no laboratorio, classi
ficar as combinacoesmde resulitados positivos obtidos em grupos A, B,

C e D, sendo as seguintes poreentagens esperadas:

Grupo AL combinagSes esperadas em 67,5% ou mais das amos
tras.

Grupo B: ecombin@coes esperadas em 23,6% ou menos das . amos
tras. | ‘ .

Grupo C€: combinagSes esperadas em 7,9% ou menos das amos

' tras. '

Grupo<Dp combinagoes esperadas em 1% ou menos das amostras.

Notas: a) As combinacoes dos grupos C e D sao consideradas anomalas
e suas ocorrencias evidenciam a presenga de falhas-na rea

lizagao desta tecnica.

b) Esta avaliacao deve ser feita a partir de, no minimo, 50

resul tados.
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6.10 Recursos administrativos: documentagao

Em relacao ao setor de administragao interna do laboratorio, a docu
mentagao de todos os procédimentos analiticos deve ser verifica
da. Esses documentos sobre a metodologia deverao apresentar descri
950 detalhada, sem margem de duvidas e estar prontamente disponiveis
para o pessoal téecnico. Deve-se verificar se esses_procedimentos aten

‘dem a um programa de revisao periédica a curtos intervalos“de tempo,

pois alguns tem tendéncia de sofrer uma evolugao com'® Mempo ¢ modi -

ficagoes poderao ser necessarias. 0 laboratoriogdevera‘ter um siste
ma de registros onde qualquer modificacao quef possa ‘dnterferir na me

todologia seja relatada e documentada.

Em relagao ao armazenamento de dados, o laboraterio devera ter um re
gistro, de facil manuseio, de todas as informagSes relativas as ané
lises efetuadas, tais como data, origem, ‘metodologia da .analises,

amostragem , nome do coletor, etc.

/TABELA 4
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TABELA 4 - Classificagdes de combinagoes de NMP

Grupo A: 2 67,5%

Grupo B: < 23,6%

Grupo C: <7,9%

000

100

110

200

210

211
220

-

301
311
320
330

400

401
411
421
430
431
440

500 511
510 521

555

531 -
541
542

501
502
522
532
533
543
544

Grupo D: £1,0%

Todos os outros

cédigos
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