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INTRODUGAO

O manganés é o segundo metal mai® abundante na crosta terrestre.
Encontra-se na natureza como vérios 6éxidos e hidréxidos. O manganés
ndo é realmente considerado um componente tdxico, mas sua presencga em
ambientes aquAticos pode constituir-se“em um problema. em virtude da
oxidagdo () deposicdo do  metal caugada por microrganismos,
principalmente bactérias.

O primeiro trabalho sobre gioxXidagdo bioldgica do manganés foi
desenvolvido por Bijerinck( que )descreveu varias bactérias que
apresentavam essa capacidade. O processo de oxidag¢dc foi demonstrado
pela adig@o de uma amostra de solo & um meioc com &gar contendo sais
manganosgos. A ag3o microbiocldgica foi evidenciada pelo
desenvolvimento de colénias, com oloragdo marrom resultante do
acimulo de éxido manglnico. As_colénias também podem apresentar-se
filamentosas ou achatadas. lembrando as colénias caracteristicas do
género Leprotiirix.

Dentre as bactérias gque depositam o ferromanganés. incluem-se as
cldssicas tais como: Sphaerotillus. Gallionella. Zoptothrix.
crenothirix, Clonothrix @ as mais recentemente descritas
Metallogenium Siderocapsaceae. Pedomicrobium e Hyphomicrobium. Além
dessas. vaérias bagtérias heterotréficas s3c capazes de realizar esta

oxidacgdo: Racillus. Microdoccus. Psoudomonas. Flavobacterium.
cytophaga. Ghromobacteriuf. Qceanospirillum., Caulobacter.
Arthrobacter. Nacardie e Streptomyces.O crescimento e

desenvolvimento desfes micdrorganismos em larga escala nos sistemas de
distribuig#o, _se manifesta através da turvagdo, alteragdo da cor da
adgua, e também estd associado com a tuberculizag3o e corrosfes de
tubulacdes. /Nos | sistemas dg distribuicdo de 4gua potdvel, podem
provocar escurecimentcle odor desagradivel.

As bactériashque depositam Oxidos de manganés est3o distribuidas em
uma ampla variedade de ambientes, incluindo solos. pantanos,
nascentes. represas. lagos, mares rasos e profundos. Apesar das
di ferengas geoquimicas entre esses ambientes. parece que a deposigdo
do ferro e manganés frequentemente ocorre em zonas onde o ferro e o
manganés soliveis. o Oz e as bactérias que depositam ferro e manganés

coexistam pelo menos parte do tempo.
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1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o método que permite a contagem de colénias da
bactérias que oxidam o manganés através da técnica de "spread-plate",
como instrumento auxiliar no controle bacterioldégicogpara:

a) avaliag3o das condiges de pocgos. fontese. reservatdérios e
eistemas de dietribuiglo de d&gua para consumo humano;

b) avaliag8o de eficiéncia das diversas etapas de operag3c de
estacles de tratamento de Agua na remog@o,desgas bactérias:;

c) estimativa da biomassa de bactérias gque oxidam manganés presen
tes em corpos d'dégua:

d) preveniao e determinag3o das possiyveis causag de deterioragio
da qualidade da &gua associadas com,a tuberculizacso e corrgo
sdo de tubulacgdes.

2 NORMAS COMPLEMENTARES
Na aplicag@o desta Norma é necessdrio consulttar:
M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizag3o de materiais em Labora
térios de microbiologiapg= Norma \Técnica CETESB
L5.215 - Prova de adequabilidade biocoldgica da dgua destilada
para fins microbioldégicos ~ Norma Técnica CETESB
L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura - Norma
Técnica CETESB .

Guia de Orientagifo de Coleta @ Preservaciio de Amostras de Agua -
CETESB./SEMA.

3 DEFINICOES
Para os efeitos desta Norma s3o adotadas as defini¢des de 3.1 a 3.4.
3.1 Bactérias heterotréficas

Bactérias que requerem um \ou mais compogstos orglnicos como fonte de
carbono.

3.2 EDTA

Acido etilenodiamirietetracético.

3.3 p.a.

Para andlise.

3.4 Densidade de bactérias

Nimero de unidades formadoras de coldnias de bactérias por unidade de
volume (UFC/mL). ‘

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos
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4.1.1 Autoclave

E normalmente operada a uma pressdo de 103 393 Pa (1.05 kgfscm3 ou 15
lb/pol2) produzindo uma temperatura de 121.6°C., ao nivel do mar. Em
seu funcionamento deve-se observar a substituic¢dofipor,vapor de todo o
ar existente na c8mara: a operacgdo total desse equipamento deve
durar, no minimo. uma hora; é recomenddvel qgque \a Aemperatura de
esterilizagio seja atingida em até 30 minutos.

4.1.2 Balanga

Com sensibilidade de 0.1 g ao pesar 150 g.}

4.1.3 Banho-maria

Equipado com termostato para manuteng3o da temperatura na faixa de

44-48°C, com capacidade suficiente/ Ipara, comportar recipientes
contendo o meioc de cultura. cuja tempsratura deve ser estabilizada

antes de sua distribuigio em placas de Patril 2

4.1.4 Capela de fluxo laminar
Equipada com filtro que possibilife a remocdo de particulas presentes
no ar filtrado de maneira laminar., /diretamente sobre a &rea de

trabalho. Este equipamento é de uso ‘opcional. podendo o teste ser
realizado em ambiente que proporcicne o grau de assepssia requerido.

4.1.5 Destilador de &gua ou aparelhos para desionizagé&o

Devem produzir &gua n#o téxXica, livre de substancias que impegam a
multiplicagdo bacteriana ou interfiram nela3, cuja condutividade deve
ser inferior a 2pS/cm2 a 28°C @ pH na faixa de 6.5 a 7.5,

4.1.6 Estufa de esterilizagsdo

Mantida a uma temperatura de 170 1 10°C durante o perfiodo de
esterilizacsio (minimo de duas horas).

4.1.7 Incubadora bacterioclégica termostatizada

Deve manter a temperatura na faixa de 25 t 0.5:C @ a umidade relativa
entre 75 e 85%.4 ‘ .

1 As balangas devem ser colocadas am local adegquado, protagidas de vibragles,
umidade s mudancas bruscas de tempsratura; precisam ser mant idas limpas ®
manuseadas por pésscal) que conhega seu funcionamento.

2 Devem ser feitos ragistros continuos e psritodicos de temperatura e os termémetros usados graduados
com intervalo/de escala_ds 1°C: As estantes a serem colocadas no banho-maria tém que ser de ago
inoxidavel od ago galvanizado.

3 A densidade{de bactérias heterotréficas na &gua recém destilada deve ser inferior a 1000 unidades
formadoras de colénias por nf; (UFC/mk) e a 1000 UPC/ml na égua destilada armazenada, devendo esse
controle ser sfatuado, com fraguéncia minima msnsal (Norma CETESR L5.215).

4 A verificagdio de temperatura deve ser feita periodicamsnte (minimo de duas veses ac dia} através de
termSmetros (com bulbo submerso em 4gua, glicerina ou 6lec mineral) colocados em pontos representati
vos da incubadora, sendc aconselhavel tanbém a colocagico ds um termémetro de méxima e de minima na
sua parte central. A estratificagSo da temperatura na incubadora pode ser evitada através da coloca
gio em seu interior ds um dispositive para circulaglo do ar.
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4.1.8 Placa rotatéria (“roter-plate")

Projetada para imprimir um movimento de rotagdic com velocidade
angular de 50 rpm a placas de Petri contendo o meio de cultura sélido
em seu interior, .

4.1.9 Contador de colénias
Tipo Quebec ou similar, preferencialmente comgcampc @scuro, ou outro

modelo que fornega aumento equivalente (1.5( difmetros) e possibilite
visualizag@o satisfatdria das coléniams de bactérias a merem contadas,

devendo apresentar o campo quadriculado (quadrados de 1 cm? ),

4.1.10 Medidor de pH

Deve fornecer exatid&o minima de 0.1 unidade de ‘pH e sua calibracgdo
sor feita pelo menos duas vezes ao dial comlpgno,minimo. duag golugdes-
tampdo padrdes (pH 4.0. pH 8.86 ou pH 9.18).

4.1.11 Refrigerador

Deve manter a temperatura na fixa de 2 a 10°C.

4.2 Vidraria

4.2.1 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou pléastico autoclavdvel atéxico, com capacidade
ménima de 125 mL. boca larga eptampa a prova de vazamento.

4.2.2 Frascos para 8gua de diluigso

De boroseilicato ("pirex"). ou wvidro neutro. com tampas de rosca gque
permitam boa vedagé@o e sejam‘livres de substéncias téxicas soluveis.

4.2.3 Frascos para preparacido de meios de cultura

Devem ser de vidro neutro | ou ago inoxidével. Devem estar limpos e
isentos de gualguer substlncla todéxica,

4.2.4 Pipetas

De borossilicato.ftipo Mohr de 1 mL e 10 mL. com graduag3o de 110,
com bocal para tampdo/de algoddo. com erro de calibrac@o inferior a
2,5%, .

4.2.5 Placas de Petri

De boroesiligdato) (“pirex"”) ou vidro neutro de boa qualidade. ou de
plédstico atdxico| transparente. O fundo deve ser perfeitamente plano.

s?m ranhuras nem bolhas de ar. com 100 mm de difmetro e 15 mm de
altura.

4.2.6 Pastonetes de vidro (algas de Drigalski)

Com 4 mm de didmetro e 20 cm de comprimento, apresentando a 4 cm de
uma das extremidades., uma inclinag@o de 45°.
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4.3 Outros materiais
4.3.1 Bico de Bunsen ou similar

Deve ter funcionamento adequado, de modo a produzir combustdo
completa.

4.3.2 Caixas ou cestas de acgo inoxidével

Para esterilizacgdo de materiais.

4.3.3 Estojo para pipetas

Utilizar para acondicionamento e esterilizagdo das pipetas, estojos
de aluminio ou de ago inoxiddvel. de tamanho “adeguado / Opcionalmente.

as pipetas podem ser embrulhadas individualmente jem papel Kraifit para
esterilizag3o.

4.3.4 Papel aluminio.

4.3.5 Papel Kraft.
4.3.6 Tela de amianto.
4.3.7 TermOmetros.
4.3.8 Tripé.

5 MEIOS DE CULTURA E SOLUGOES

Nota: Para o preparo de meiog de cultura. devem ser usados. preferen
cialmente. meios desidratados ‘de qualidade comprovada. Pode-
s6., no entanto. prepard-los em laboratério, a partir de seus
componentes especificos. devendo ser utilizados para essa
finalidade. substéAngcias com alto grau de pureza (p.a.).

5.1 Meio para bactérias que oxidam o manganés

§.1.1 Férmula

Citrato de cAlcio ... L i e + o o v vt et et i e e 10.0 g
Sulfato de aménioc [(NH SO, HXOT . .. ... .. .. .. . . . .. 1.0 g
Sulfato manganogo (MnSO4.HxO) ...... T ve..00 5,0 g
Sulfato de magnésiol (MgSOL . 7H0) . ... ... ... .. . . ... 0. 0.001 g
Agar .......... .. ... A e e e e 20,0 ¢
Agua destilada .. 4w . 4. . A e e 1000 mi

5.1.2 Preparo

Pesar os compgnentes e acrescentar 1000 mlL de 4&gua destilada fria,
deixando em gepouso durante aproximadamente 15 minutos. Aquecer.
agitando freglientemente até a completa dissolug@o do meio, tomando
cuidado para hgue nd3o seja atingida a temperatura de ebuligdo.
Esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Distribuir
volumes de aproximadamente 12 ml. em placas de Petri de 15 mm x 100
mm, previamente esterilizadas. As placas de Petri contendo o meio
para bactérias gque oxidam o manganés podem ser armazenadas sob
refrigerac3o (2 a 8°C) durante o periodo méximo de 15 dias,

"
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5.2 Agua de diluigéo
5.2.1 Férmula

SolugdBo~estogque A ... .. ... s e e 1,25 mL
Sclucgdo-egtoque B .. ... ... i e e s 5.0 mL
Agua destilada . ....... ... e e e e e Y 1000 mL

$5.2.2 Preparo
a) preparar a solucdo-estoque A com a_seguinte \composigdo:

Fosfato monopotdssico (KHPO4) p@a. . ... W0, . 0 ... ... 34.0 g
Agua destilada ................ 4/ . i, e 1000 mL

Dissolver o fosfato monopotéssico em 500/ mL de Agua desti
lada, ajustar o pH para 7.2 : 0.5 compsolugdo de hidroxido
de sédio 1N e completar © volume para um litro de 4&gua
destilada. Distribuir volumégpadequados 'a necessidade do
laboratério em frascos com \tampa de)rosca. Esterilizar
em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar em

geladeira.5
b) preparar a solugdo-estogdellB com a seguinte composigio:

Cloreto de magnésio (MgCl,.6HO)y.................. 81.1 g
Agua destilada ......|. R A 1000 mL

Dissolver o cloreto de magnésio em 500 mL de &gua destila
da e completar o volume paral 1000 mL com Agua destilada.
Distribuir volumesgadeguados & necessidade do laboratdrio
em frascos com tampa de rosca. Esterilizar em autoclave
a 121°C, durante 15 minutos. Armazenar em

geladeira.S ‘

c¢) adicionar 1,25 ﬁL’da solug3o-estoque A @ 5 mL da solucdo-
estoque B a um litro deségua destilada:

d) distribuir em frascog de diluig¢lo, quantidades adequadas
para gque o volume final. apés esterilizacdo, seja de
90 x 2 mL: ‘

e) tamponar, e esterilizar em autoclave a 121°C durante
15 minutos: e

f) armazenar & temperatura ambiente,
5.3 Solucio de hidréxido de sédio 1N
5.3.1 Eérnula

Hidréxido ide s6dio (NaOH) pP.a&. .. . it vty 40,0 g
Agua/ recém destilada . .............. ... 1000 mL

5.3.2 Preparo

Pesar 40.0pg de hidréxido de sédioc e dissolver em 1000 mL de
dgua recém destilada. Armazenar em frasco com tampa de rosca.

5 Antes da utilizagdo da soluglo-estogue A, deve-se verificar se nfoc hd guaisquer svidénciaz de
contaminag#o microbiana (turbidez, pressnga de material em suspensfio). Em caso afirmativoe,
essa solucglo deve ser descartada.
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6 EXECUGAO DO ENSAIO
6.1 Principio do método

A determinagdo da contagem de bactérias que oxidam,o manganés em uma
amostra baseia-se no principio de qus em meio enriquecido com sais de
manganés, sob condig¢des adequadas de temperatura/ e tempo de
incubag3o. a8 bactérias vidveis serdo sevidenciadas através da
formagdoc de coldniams tipicas (marrons., {filamentosas ou achatadas).
devido a precipitag8o do mangands na forma de oOxldo manginico,

6.2 Amostragem

Deve sgser efetuada segundo as especificagles apresentadas no Guia de
Coleta de Amostras de Agua. da TEB. 1988,

6.2.1 Amostra
6.2.2 Identificacdo

A amostra deve ser bem identificada e toda® as informagdSes sobre a
mesma devem ser completas (n® da amostra. data, local, pH.
temperatura. cloro residual e ocutrasginformagdes necessirias para que
o8 resultados possam eer interpretados corretamente).

6.2.3 Agente neutralizador de clorol residual

Para a coleta de amostras de 4guas tratadas. deve-se adicionar ao
frazco de coleta. antes de sua esterilizaGéoc., 0.1 mlL de uma solugdo a
1.8% de tiossulfato de sdédio para 'cada 100 mlL da amostra, para
neutralizar a ac3o do cloro gesidual. Essa quantidade de tiossulfato
de gédio é suficiente para neutralizar concentragdes de até 5 mg-L de
cloro residual. sendo adegquada para as amostragens de rotina. Em
situagdes especiais., como| por exemplo em semergéncias. em gue o
regidual de cloro pode ser maior. uma maior quantidade de tiossulfato
é requerida. Nestes casog, podem ser utilizados volumes de 0.1 mL de
uma solugdo a 10% de ‘tiossulfatd de sdédio para cada 100 mL da
amostra, sendo esta quantidade suficiente para neutralizar
concentracgdes de até 15 mg<L de cloro residual.

6.2.4 Agentes quelantes

Para a coleta de amostras de dguas poluidas, suspeitas de conterem
concentragdes superiores a 0,01 mg-/L de metais pesados., tais como
cobre. zinco. etc.. deve—-se adicionar ao frasco de coleta., antes ‘de
sua esterilizag3o., 0.3 mL de uma solugl3o -a 15% de EDTA (pH final =
6.5). para cada 100/ mL da amostra. além do tiossulfato des sgddio
(volumes de 0.1 mihdé uma golugdo a 10% para cada 100 mL da amostra).
A solugdo de EDTA, pode ser adicionada ao frasco de coleta
separadamente . gou ja& combinada com a soluglio de tiossulfato de sodio.
o) quaé. na concentracio empregada, previne apenas a acdo bactericida
do cobre.
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6.2.5% Transporte & congervagcgio

Apds a coleta. a amostra deverd ser enviada ao laboratério o mais
rdpido possivel. O tempo maximo ideal entre a amostragem e o inicio
do exame é de oito horas., sendo que o tempo limite . nidoco deve exceder
24 horas. As amostras devem ser transportadas sob refrigeracdo (4 a
10°C) e conservadas asgssim até o inficio do exame.

6.3 Procedimento

6.3.1 Antes de iniciar o trabalho. deginfectar “a bancada do
laboratério ou a capela de fluxo laminar. ueando um)desinfetante que
n3o deixe residuocs.

6.3.2 Preparar as placas de Petri contendo ‘@ymeic para bactérias que
oxidam o manganés, verificando se n&o hé& umidade/ na superficie do
mesmo .

6.3.3 Proceder A marcagio das placas em dupliéata para cada volume
da amostra a gser inoculado, anotando na tampa de cada placa, o nimero
designado pelo laboratério para a amostra, © volume a ser inoculado.
a data e o tipo de 4&gua.

6.3.4 Homogeneizar a amostra, pno minimo (25 wvezmes, inclinando o
frasco, formando um Aangulo de aproximadamente 45° entre o brag¢o e o
antebraco. Para essa finalidade pode |g8er utilizado também um
homogeneizador mecfnico. :

6.3.5 Com uma pipeta esterilizada de 1 _ml e obedecendo aos cuidados
de assepssia. pipetar 1.0 mL da _amostra e inocular volumes de 0.5 mL
na superficie do meic de cultura nas placas de Petri correspondentes
a esge volume., O inéculo deve ser) depositado no centro da placa,.
Observar que para aplica¢g3o dessa tecnica. o meio-de cultura deve ser
submetido a uma desidratacac prévia |apdés sua distribuigdo em placas.
visando facilitar a absorgdo do indculo (Anexo A).

6.3.6 Colocar cada placa de Petri aberta, J4& com o© indculo na
superficie do meio de “ecultura., na placa rotatéria e ligar o
eguipamento.

6.3.7 Com um bastonete de  vidro (alga de Drigalski) devidamente
flambado e esfriado/ tocarplevemente a superficie do meioc de aultura
contendo o© indculg, de maneira gue. com o movimento de rotagdo
imprimido & plaga de Petri pelo equipamento. se obtenha o
sspalhamento do Andécudo na superficie do meio de cultura. Nesta
operacdo. tomar cuidado para ndo ferir o 4gar.

6.3.8 A seguir, retirar a placa de Petri do equipamento e feché-la.

6.3.9 Para inoculacdoc de volumes de 0,1 mL da amostra, proceder na
seqlidéncia def&crita nos ‘itens anteriores. usando para inoculagdoc da
amostra na guperfiicie do meio de cultura. pipetas esterilizadas de
0.1 mL.

6.3.10 Apds a/ semeadura. deixar as placas A temperatura ambiente
durante o tempo)suficiente para gue o indéculo seja absorvido pelo
meioc nutriente.

6.3.11 Quando for necessiArio examinar volumes decimais inferiores a
0.1 mL da amostra. proceder da seguinte maneira:
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6.3.11.1 Homogeneizar a amostra (como em 6.3.4) e, com uma pipeta
estéril de 10 mL e obedecendo aos cuidados de assepssia. transferir
10 miL da amostra para um frasco previamente identificado. contendo
90 £+ 2 mL de #4&gua de diluigd8oc estéril., Estard preparada assim a
primeira diluig%o decimal (10-!). sendo que 1 mL dapmesma corresponde
ao volume de 0,1 mL da amostra.

6.3.11.2 Repetir a operagsdo segundo o item anterior, com o frasco
contendo a diluig3o feita anteriormente (10-') e desta. com uma nova
pipeta estéril de 10 mL. transferir 10 mLggpara um, novo frasco,.
previamente identificado. contendo 90 : 2/ml. de)dgua de diluigdo
estéril. Prepara-se assim a segunda diluigdo decimal (10°2), sendo
que 1 mL da mesma corresponde ao volume de/0.01 mlL da amostra.

6.3.11.3 Proceder dessa maneira na seqiénciadas diluigdes desejadas
{10-3, 10-4, ,.....10°%),

6.3.12 Homogeneizar a diluig@o degejada {como em 6.3.4) e.
obedecendo aos cuidados de assepssia e inocular wvolumes de 0.5 e 0.1
mL conforme degcrito em 6.3.5 @ 6.3.9.

6.3.13 Incubar as placas a 20°C durante 10 dias, em posigdo
invertida., para evitar a condensag3o de 4agua sobre a superficie do
meio.

6.3.14 Apdés o periodo de incubagdo, efetuar a leitura das placas com
0 auxilio de um contador de colénias e calcular a densidade de
bactérias que oxidam o manganés conforme descrito no item 7.

7 RESULTADOS
7.1 Cédlculo da densidade de bactérias que oxidam o manganés

7.1.1 Selecionar para leitura as placas em duplicata correspondentes
ao volume inoculado que) tenha fornecido contagens e multiplicar o
resultado pelo inverso da diluigdo utilizada nessas placas.

Exemplo: Para uma ) amostra cujo volume selecionado foi
0.001 mL (10-3) e o® %alores obtidos foram 40 e 46 colénias,.
calcular conforme, se &egue:

densidade de
soma dos valgyts inverso bactérias que
das duplicatas, £ 4 diluidBo = oxidemo 40146 10° = 43000
2 manganéa/mL 2

7.1.2 Quando as/placas’ correspondentes a todos os volumes inoculados
apresentarem contagena inferiores a 30, efetuar as contagens na
duplicata correspondente ao maior volume. Calcular a média aritmética
e multiplicario valor pela diluigd3o utilizada.
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Exemplo: Para uma amostra cujo maior volume inoculado foi
1 mL (10°) o os valores obtidos foram 6 e 8 coléniams. calcu
lar conforme se segue:

gsoms dos valores :am?:?;t
das dplicstss o dimicto = oxidamo @ === _S150 47=1
2 manganés/ml. 2

7.1.3 Quando as placas correspondentse a todos os volumes inoculados
apresentarem contagens superiores a 300, porém |© menor volume
inoculado fornecer contagens prédximas a 300, )efetuar/ as contagens nas
placas correspondentes a esse volume. Calcular a média aritmética das
contagene e multiplicar o resultado pelo “dinverso da diluig3o
utilizada nas placas.

Exemplo: Para uma amostra cujo), menor wvalor inoculado foi
0.01 mL (10-2) e os valores obtidos foram 380 e 400 coldnias,
calcular conforme se gegue:

densidade de
soma dog valores inverso bactérias que
2 manganée/ml 2

7.1.4 Quando as placas corréspondentes a todos os volumes inoculados
apresentarem contagens muito superiores a 300, proceder conforme um
dog seguintes casos: *

7.1.4.1 Placas com menos )de 10/ colénias por cm?: efetuar as
contagens em 13 cm?2 (13 gquadrado® do contador de colfnias). que
apresentem distribuigdo representativa de coldnias. em cada uma das
placas em duplicata correspondentes ao volume selecionado para
contagem, utilizando 86 possivel sete quadrados congecutivos
horizontalmente o seis quadrados verticalmente. Multiplicar a soma
das contagens de cadalplace por cinco (quando a drea da placa for de
65 cm?2), Calcular a média aritmética e multiplicar pelo inverso da
diluicgdo utilizada/nessas placas.

Exemplo: Fara uma amogtra, cujo volume selecionado para
leitura foifde 041 mL (10-!) e as somas dos 13 quadrados
obtidos no/contador para cada placa (de wvidro) foram 116 e
98, multiplicar/o wvalor obtido para cada placa por cinco.
Calcular a média aritmética e multiplicar pelo inverso da

dilaigao.
soma dog/valores dos % 8 densidade de bactérias que oxidam
13 quadrados da placa o manganés/placa
soma dos valores inverso :auf:?;t
das duplicatas 4 ilicio = oxidamo  m=== LISV O 44 - 5350

2 . manganés/ml. 2
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7.1.4.2 Placas com 10 a 100 coldnias por cm?: efetuar a contagem em
quatro quadradog representativos (4 cm?) aem cada uma das placas em
duplicata selecionadas para leitura. Calcular a média aritmética das
contagens por cm? para cada placa e multiplicar_cada resultado pela
drea da placa em cm? (usualmente 65 para placas de Widro,e 57 para
placas de pléstico). Calcular a média aritmética e multiplicar pelo
inverso da diluig3oc utilizada nessas placas.

Exemplo: Para uma amostra cujo volume selecionadoc foi
0.1 mL (10-!) e os valores dos quadfados)da duplicata foram
50. 40, 43, 37 e 36. 44, 42, (38 em placas de vidro,
calcular conforme se segue:

soma dos valores dos dreada __  densidade de bactérias que oxidam

quatro quadrados ¥ olaca B o manganés/placa
50+43+46+37 o _ o0
4
36+44+42+438 o _ o0
4
soma dos valores . o gm1Qﬁ:::
das duplicatas da diluicio = oxidamo 2860 + 2600 x 10 = 27300
2 mengsnds/ml, 2

7.2 Expressio dos resultados

7.2.1 Expressar o resultado em termos de unidade formadores de
colénias de bactériag que oxidam o mangands por mililitro (UFC. mL).

7.2.1.1 Quando osjpyresultados finais obtidos foreh superiores a 100,
efetuar o arredondamento (de tal modo que o resultado final apresente
apenas 2 algarismos significativos) segundo as seguintes regras:

Valores de /101 a 1000

a) Quandoio, algarismo da®s unidades for igual ou superior a
cinco. sSomar uma unidade ao algarismo das dezenas.
Exemplo: 145 é expresso como 150 UFC/mL.

b)/Quando o© algarismoc dasg unidades for inferior a cinco,
congid@rd-lo como zero. Exemplo: 142 & expres®o como
140/ UFC/mL .

7.2.1.2 Quando, os resultados finais obtidos forem superiores a
1000, congiderar ) zero o algariemo das unidades e efetuar o
arredondamento da seguinte forma:

a) Quando o algarismo das dezanas for igual ou superior a
cinco. somar uma unidade ao algarismo da centena.
Exemplo: 1351 6 expresso como 1400 UFC-mL.
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b) Quando o© algarismo das dezenas for inferior a cinco.
considerd-lo como =zero. Exemplo: 1348 & expressc como
1300 UFC/mL .

7.2.2 Se as placas correspondentes a todogz os volumes, inoculados ndo
apresentarem colOnias. expressar o resultado como <1 multiplicado
pelo inverso do maior volume inoculado (Exemplo: \para uma amostra.
cujo maior volume inoculado foi 0.01 mlL e ndc se obgerfvou crescimento
em nenhuma das placas, o resultado & expressc como <100 UFC,mL).

7.2.3 Se as placas correspondentes a todds o8 wolumes inoculados
apresentarem mais que 100 colénias por cm?., expressar o resultado
como >6300 para placas de vidro ou cgmo »>5700| para placas de
pléstico. multiplicado pelo inverso dojp.menor ~olume inoculado
{exemplo: para uma amostra cujo menor volume inoculado foi 0.01 mlL. o
resultados & expresso como >650000 para placashde vidro ou »570000
UFC/mL para placas de plastico).

Nota: Neste caso. o resultado deve ger expresso como 'contagem
estimada’,

7.2.4 Quando as placag nd3o puderem ser contadas devido a erro nas
diluigde®s. quebra acidental dag amostras ou quando se observarem
evidédncias de contaminagdo., relatar /o, resultadec como: "andlise
prejudicada devido a acidente 4de laboratorio", e requisitar nova
amostra para repeticdo da andlise.

7.3 Relatério
Do relatério deve constar no minimo:

local e datas de coleta & anélise;

caracterizagso completa/ da amostra (tipo de A4Qua, cloro residual,
temperatura. etc.): )

nome do coletor da amostra:

resultado do ensaio. jexpresso conforme 7.1:

cédigo desta Norma e técnica mtilizada:

nome e assinatura do responsdvel pela andlise.

7/ANEXCO A
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ANEXO A -~ Pré-secagem do meio de cultura a sger utilizado na
técnica de “"spread plate”

A-1 Apds a distribui¢do do meioc de culturagem placas de Petri. o
mesmo deve ser submetido a uma pré-secagem para ser obtida uma perda
de 2 a 3 g de &gua. Essa pré-secagem tem como finalidade facilitar a
absorc@o do indculo da amostra. guando da realizacg3co da analise.

A-2 A desidratagdo do meio de cultura pode) ser obtida através de
sua incubag@o a uma determinada temperatura e durante um determinado
periodo. A Tabela e a Figura 1 sintetizam a relag8c entre a perda de
dgua e temperaturas e tempos de incubagdo. Essa pré-secagem pode
também ser feita através de exposmigio das placasVabertas ac fluxo de
ar em cémaraes de fluxo laminar,

TABELA -~ Efeito da temperatura de secagem na perda de 4&gua de
placas com 15 mL de meio de cultura., estocadas sgeparada
mente (1)

Temperaturs Tempo requerido para perda de dgua (em h)
(*C) cdom tampa sem tampa
1g 2g 3g 4g | 1g 2g 3g 49
24 32h 64h 95hi] 125h | 3.7h | 7.0h | 10,5H 14, 0h
37 17h 3%h 51lh 67h 11.7h ] 3.5h 5.3hf 7.0h
50 6h 12h 18h 24h { 0.7h | 1.3h 1.9h 2.7h
60 4h gh 12h 16h - - - -

(1) Fonte: Dutka, B/J. Méthods for microbioloegical analysis of
waters,), wastewaters and sediments. Canada Centre for
Inland Waters.,/  Burlington. Ontario, 1978, .
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FONTE: Water Purification Lab_gpChicago Dep. Water (dados n&o publica
dog). In: Standard methods for the examination of water
and wastewater. 16 ed. Washington., APHA. @WWA, WPCF, 1985,

FIGURA 1 - Efeito da temperatiura de secagem na perda de #&gua de
placas com 15 ml. de meio de cultura. estocadas sepa
radamente. sem) tampa e em posigdo invertida

A-3 A Figura 2( sintetiza o8 resultados obtidos pelo Alberta
Environmental Centre-Veégreville. Canada. em um estudo efetuado nesse
sentido (dados néo publicadds). com as placas colocadas em diferentes
posic¢des dentrod{da camara de Iluxo laminar.
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Legenda:

o distribuigao no fundo da cémara, placas sem tampa

* distribuigido no fundo da clmara, placas parcialmente tampadas

# distribuigfio préxima & borda da cémara; placas mem tampa

@ distribuigdo préxima & borda dagCamara, placas parcialmente tampadas

x distribuigfio ao acaso, placas/sem tampa

Fonte: Alberta Environmental Centre, Vegreville, Alta. (dados néo
publicados). In: ,Standard methods for the examination of
water and wastewater. hléged. Washington, APHA, AWWA, WPCF,
1985.

FIGURA 2 - Secagem_do meio de cultura (25 mlL) em placas em

cmara ‘de Tluxo laminar (temperatura ambiente 24°C a
25°C. jumidade relativa 30% a 33%, velocidade do ar
0,6 mse) - Efeito da pogigfio das placas

~7ANEXO B
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ANEXO B —~ RecomendagBes de ordem geral

B-1 Cuidados especiais com a vidraria
Devem ser obedecidas as prescrigSes da Norma CETESB M1.001!
B-2 Controle da eficiéncia da autoclave

Utilizar ampolas com suspensdo de 8sporos de Bacrllus
stearothermophilus em meio de cultura. codocande-as' no centro da
caixa contendo o meios de cultura a serem esterilizados. estas
ampolas, depois da autoclavagl3o. 830 incubadas em banho-maria a 53%°C,
durante 24 a 48 horas. Se houver mudancal da coloragdo da suspensdo

contida nas ampolas., de roxa para amarela. sSignifica qua a
esterilizagéo foi insuficiente,. pois houve desenvolvimento de
bactérias.

B-3 Controle de qualidade da &d4gua destilada

A 4dgua destilada. a ser empregada no preparc de meios de cultura e
solugdes. deve ser de alta qualidade, livre de substlncias tdéxicas ou
nutritivas que possam influenciar _apgsocobrevivéncia e crescimento de
microrganismos. E recomendédvel / a awvaliagdo periédica de sua
gualidade, através da realizagdo de ensalos’ especificos. Ver Norma
CETESB L5.215, :

B-4 Armazenamento de meios de' cultura/desidratados

O frascos de meio de cultura devem ser mantidos hermeticamente
foechados em suas embalagens em local fresco e seco. protegidos da
luz. ' Em laboratdérios néo equipados com ar condicionado, o
armazenamento dos meios degsidratadog deve ser efetuado colocando-se
og frascos de boca para baixo; isto produz um efeito de selagem
conveniente ao redor da tanpa de rosca. que retardard a decomposicgio
do meio. .

B-5 Cuidados no preparo ,dos meios de cultura

B~-5.1 Quando forem usadosg meiog desidratados., o2 mesmos deveraoc
estar inalterados quanto & cor, odor e. principalmente. consisténcia
ndo devendo apresentar—-sependurecidos ou hidratados. Os recipientes
utilizados para a preparacgaoc dos meios deverdo ser inertes. para gque
ndo liberem substf@ncias tais como cobre. zinco. aluminio. etc.. que
ir3o alterar os constituintes do meio.

B-5.2 A hidratag3oc dos meios deve ser realizada com Aagua destilada
fria, principalmente para os meios que contém &gar., pois, s=se for
utilizada 4agua gquente. /Iforma-se imediatamente em torno de: cada
particula de Agar uma pelicula que protege o nicleo. Com a elevacao
da temperatura. ocorre um aquecimento seco do nicleo. que impede que
a particula/ s=e umedega totalmente. Por esse motivo, aconselha-se
deixar de molho./ em &gua destilada fria durante 15 minutos. o0s meios
que contém Adgar, agitando-se a mistura freqguientemente e utilizando
recipientes “com volumes duas ou trés vezes maiores do que soeu
conteddo. para facilitar a homogeneizagéo.
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B~6 Controle de gqualidade de meios de cultura

E recomenddvel a realizagdo de testes especificos para avaliagifo e
controle da qualidade doms meios de cultura a serem empregados no
teste para determinag¢do da densidade de bactériagpheterctroficas (ver
Norma CETESB L5.216).

B-7 Local de trabalho

O trabalho deve ser efetuado, de preferéncia,gem camara asséptica ou
em cémaras de fluxo laminar.

B-7.1 Camara asséptica

As cl&maras assédpticas devem estar localizadas em Areas de movimento
reduzido e ser 1livres de poeira: ndo deve, haver movimentacgdo
excessiva do ar devido ao uso de ventiladores! exaustores., etc.
Conversa desnecessidria deve ser evitadan ‘

B-7.1.1 Limpeza da cémara: é feita apds (0 expediente diArio. de
preferéncia empregando solu¢d3o de formalina ou outro desinfetante
adequado. Chd3o, mesas e balcles devem ger limpos diariamente. Nos
fing deé semana. deve realizar-se umaplimpeza mais rigorosa. inclusive
do teto e das paredes. Apds a limpeza., ohambiente deve ser impregnado
com vapor de formol puro, sendo o formol ‘colocado em placas de Petri.
para evaporar.

B-7.1.2 Lé&mpadas germicidas (U.v.): podem ser ligadas nos
intervalos de trabalho e assim permanecer durante a noite. Convém
lembrar que estas lampadas tém_tempo 'de vida relativamente curto

(cerca de 6000 horas para lampadas de 30 watts). gue sua eficiéncia

depende da dist&ncia existente  entre elas e a 4rea a ser
esterilizada, que apresentam acg3o superficial apenas. e que poeira
acumulada em sua superficie diminui seu poder germicida.

B~7.1.3 Calor: o aquecimento, excegs@ivo da clmara asséptica deve ser
svitado pelo ajuste da altura dagchama do bico de Bunsen., através de
seu dispositivo regulador), ou peloc usoc de uma pinca de Mohr na
mangueira de alimentagdoc de)gds. Se a clmara tiver ar condicionado.
que a entrada desse ar ndéo se dé diretamente sobre o campo de
trabalho. a n3o ser gue o condicionador tenha filtro de ar especial.

B-7.2 CAmara de fluxo laminar

Proporciona ?rande seguranga. pois as particulas existentes no ar s3o
removidas pela passagem do mesmo através de um filtro absoluto. O ar
filtrado é dirigido &@ob a/forma de um fluxo direto sobre a 4rea de
trabalheo, mantendoha® condiglSes de esterilidade. A limpeza da camara
deve ser felita semprepno /final do trabalho. :

7ANEXO C
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