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1 INTRODUGAQ

As bacterias redutoras do sulfato,constituem um grupo de: microrganis
mos fisiologicamente similares mas morfologicamente distintos. Sao
bactérias Gram-negativas,|estritamente anaerdbias, requerendo uma
fonte organica de carboho (Heterosrofos) e podem efetuar a reducao
do sulfato a sulfeto mediante a capacidade de oxidar diretamente o
hidrogenio, obtendo a energiaynecesséria para o crescimento.

0 fenomeno biolégico dapreducao dos sulfatos foi demonstrado experi
mentalmente pela primeira vez por Murray e Irvine em 1895. Pouco tem

po depois, Beijerincki-descreveu, sob o nome de Desulfovibrio desul

furicans, uma Pacteria anéerobia, movel em forma de virgula, que era
capaz de liberar sulfetd de hidrogenio a partir de sulfatos, gragas
a certas substancias redutiveis do meio. Depois dessa data, as bac
terias redutoras degswlfato foram objeto de numerosas pesgquisas, que
permitiramypreCisar seu habitat, definir seus caracteres morfolégi
cos, fisiolégicos e estabelecer sua identificacao e classificagéo.Eg
tes microrganismos caracterizam-se por participar do processo de res
piracao denominada "redugao desassimilatoria de sulfatos" em gque o
ion sulfato atua como receptor terminal de elétrons em lugar do oxi
génio. Oltra caracteristica desse grupo e que seu crescimento requer
condigoes redutoras bastante:. severas (valores de potencial redox da
ordem de -100 mV). Sao habitualmente encontradas no solo, aguas de po
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Gos e ocorrem caracteristicamente em lama marinha e de agua doce, on
de as condigoes altamentekanaerébias associadas a presenga de sulfa
tos, proporcionam o ambiente adequado para seu desenvolvimento. Sua
capacidade de crescer em meios com alta concentracdo salina faz com
que sejam frequentemente encontradas em agua do mar e pogos de agua
salobre. Podem tambem estar presentes em éguas tratadas destinadas ao
abastecimento pﬁblicof~e industrial, em alimentos enlatados &Wtrato
intestinal dos homens e animais.

Dentro do grupo das bactérias redutoras do sulfato, € necessario dis

tinguir dois generos: o Desulfovibrio,.que saofbacterifis nao esporu

ladas e o Desulfotomaculum que sao esporulada&. A temperatura de

302C favorece o desenvolvimento do género Desulfovibrio, podendo al

gumas espécies de Desulfotomaculum se desenvolverem tambem nesta tem

peratura. As bactérias anaerobias redutor@as do sulifato, principalmen

te as pertencentes ao género Desulfovibrio, estao associadas com pro

blemas de corrosao, decorrentes de seus produtes metabolicos: sulfeto
de hidrogenio (H.S) e sulfeto (S), provénientes da redugao de compos
tos de enxofre pela agao destas bactériasfd Esses compostos alem  de
serem agressivos, estao diretamente\envolvidos na despolarizagao do
metal, contribuindo significativamente hesgprocessos de corrosao de
encanamentos de circuitos de refrigeragao, tubercutizacao de canali
zagoes de agua, esgoto, bem como na biodeterioragao da qualidade de

agua.

1 OBJETIVO

Esta Norma prescreve o ametodo para determinacgao da densidade de bac

terias redutoras do sulfato, dolgenero Desulfovibrio, pela teécnica-de

tubos mﬁltiplos, utidizade como instrumento auxiliar no controle bac

teriolégico para:

a) avaliar as condigaes'de protecao de pogos, fontes,reservatérios e
sistemas de disthibuicao de égua para consumo humano;

b) avaliar a eficienciagdaes diversas etapas de operagao de estagoes
de tratamento de égua na remogao destas bactérias;

c) estimar a biomassa de bactérias redutoras do sulfato presentes em
corpos d'égua, solo, lama marinha e sedimento;

d) prevénir e determinar as possiveis causas de deterioragéo da qua
lidade da agua associadas com a tuberculizagao e corrosao de tu

bulagoes.
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NORMAS COMPLEMENTARES

fro

Na aplicagao desta Norma & necessario consultar:

M1.001 - Lavagem, preparo e esterilizagao de materiais em labo

ratorio de microbiologia

L5.215 - Prova de adequabilidade biologica da agua destilada pa

ra fins microbiologicos

L5.216 - Controle de qualidade de meios de cultura

Guia de orientacao para coleta e preservagao de amostras( CETESB).

3 DEFINIGOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas as definigoes 3.1 a 3.4.

3.1 Genero Desulfovibrio

As bactérias redutoras do sulfato pertencentes ao género Desulfovibrio

sao Gram-negativas e ocorrem isoladas, ags pares ou em cadeias cur
tas. Apresentam-se na forma de baStonetes curvos, sigméide ou espira
lado com 0,5-1,5 pm de diametro por 245-10,0 um de comprimento. Sao
anaerobios obrigatdérios, moveis por meio/de um flagelo polar e nao
formam esporos. Microrganismos quimiorgédnotroficos, obtém energia por
respiragao anaerdbia, reduzdfidolsulfatos e outros compostos  reduti
veis de enxofre a H»S, apresentandoiraramente metabolismo fermentativo.Algu
mas especies sao moderadamente halofilicas. Oxidam lactato, piruvato
e usualmente malonato @ acetato ef0.. Os carboidratos sao raramen
te utilizados. A temperatura otima para seu crescimento esta entre
25 a 352C, sendo 449C a températura limite e o pH entre 5,5 ¢ 9,0
com um otimo de 7,2N

3.2 Numero mais/provavel (N.M.P.)

Estimativa da denéidade dé bactéerias em uma amostra, calculada a par
tir da combinagadpde resultados positivos e negativos, obtidos medi
ante a aplica@ao da téénica dos tubos multiplos. '

3.3 p.a.
Para analise,

3.4 qg.s.p.

Quantidade suficiente para.

4 APARELHAGEM

4.1 Equipamentos
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4.1.1 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao
redor da material a ser esterilizado por esse méetodo e ser equipada
com valvula de seguranga, cCom um manometro e com um termometro, cujo
bulbo ficara na direcao da linha de escape do vapor condensado (drg
no). A autoclave € normalmente operada a uma pressaomée vapor de 15
libras por polegada quadrada produzindo, em seu interior, uma " tempe
~ratura de 121,6°C, ao nivel do mar. Deve-se observar, -em{s€u funciona
mento, a substituicao por vapor de todo o ar existente nahcamara. A
operagéo total de uma autoclave deve durar no Mmaximo uma hora, sendo
recomendado o acompanhamento dos ciclos de operagéo e o8 registros
de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave atinja a tempe
ratura de esterilizacgao de 121°C em 30 minutos e mantenha essa tem

peratura durante o periodo de esterilizacgao.

4.,1.2 Balanga

Com sensibilidade minima de 0,1 g aoffpesargiso ‘g

4,1.3 Bico de. Bunsen

Com funcionamento adequado para permitir umadeombustao completa.

4,1.4 Destilador de égua ou aparelhonpara desionizagao

Deve produzir agua nao toxica, livre de \substancias que impegam  ou

interfiram na multiplicagao bagterianas

4.1.5 Estantes de arame galwvanizado, perfuradas, para tubos de ensaio

4.1.6 Estufa para esterilizaqéo e secagem

Deve acondicionar pipgtas, placas de Petri, frascos para coleta e to
da vidraria e aparelhagem que pode ser esterilizada por calor seco e
ter capacidade suficiente paraypermitir a circulagao do ar quente ao
redor do material aiser estegilizado. Deve ser equipada com um term§
metro e um termostato e'gperar normalmente a uma temperatura de rxﬁc

a 1802C. O tempo de esterilizagéo para a malor parte da vidraria e
de 2 horas, a uma gtemperatura de 170°C a 180°C.

4.1.7 Incubadora bacteriolégica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura, em todas as partes utilizadas, seja a requerida para 0s
testes: 25 a 282C. Deve ter capacidade suficiente para permitir a
circulagao do ar ao redor de todas as culturas, quando o material de

trabalho estiver sendo incubado. Para verificar a temperatura de uma
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incubadora grande, devem ser colocados um ou mais termametros, com o
bulbo submerso em égua, glicerina ou o0leo mineral, em lugares repre
sentativos da camara e feitos registros periédicos da temperatura. A
incubadora deve manter 75% a 85% de umidade relativa e ser colocada

onde a temperatura permanec¢a na faixa de 162C a 27°C.

4,1.8 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir com precisao minima de 0,1 unida
de de pH. A calibragao do potenciometro deve ser feita pelo menos

duas vezes ao dia, com tampoes de pH = 4,0;4PH =16,86e pH = 9,18.

4.1.9 Refrigerador

Certificado para manter a temperatura na faixapde 29C a 8°C, com ca
pacidade para conter os meios de cultura e solucoes a serem mantidos
sob refrigeragad. Sua limpeza e desinféccac devemVser feitas periodi

camente.

4.,1.10 Sistema de. anaerobiose

4,1.10.1 Jarras de anaerobioselautoclavaveis

Devem ser transparentes,'feitas de termopléstico rigido e resisten
te, podendo ser autoclavadas., . Suasi tfampas devem ser munidas de uma
junta de borracha e um sistema de preensao que garantam vedagéo segu
ra e ter, em sua face inferior, um cesto metalico contendo pastilhas
de palédio e aluminio que’irao atuar como catalisadores de reacgao en

tre o hidrogénio (H:) e o oxigenio (0. ).

4.1.10.2 Indicador de anaerobiose

E constituido por um“envé@bope contendo uma tira de papel de filtro
embebido em uma sblucao de azul de metileno. Deve ser conservado en
tre 42C e 10°C.

4.1.10.3 Sistemapgerador de dioxido de carbono (CO.) e hidrogeéenio
(Hog

E utilizadé para obtencao de uma atmosfera anaerobia dentro das jar
ras. Contlem dods comprimidos: um de borohidreto de sodio, gerador de
hidrogenio, outro de bicarbonato e acido citrico, gerador de dioxido

de carbono.

4.,1.11 Tela de amianto de 22 cm x 22 cm

4,1.12 Tripe

4.2 Materiais
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4.2.1 Balao de fundo chato com capacidade para 1L e 2L

4.2.2 Balao volumétrico com capacidade para 100 mL e 1L

4.2.3 Bequer com capacidade para 1L

4.2.4 Frascos para coleta de amostras

. De vidro neutro ou plastico autoclavavel nao toxicogmecom capacidade

minima de 125 mL, boca larga e tampa a prova de vazamento/

4.2,5 Frascos para égua de diluigao

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com fampas de rosca que
permitam boa vedagao e sejam livres de substaficias toxieas soluveis,
com capacidade para conter 90 Y 2 mL de agua de diluicao, deixando
um espago suficiente para permitir uma boa homogeneiz@cao quando se

efetuar a agitagao.

4.2.6 Materiais para preparacao de meios dehcliltura

Recipientes de vidro ou ago inoxidaved®0 material de aquecimento e
os bastoes devem estar limpos e isefntos d¢ qualquer substancia téxi

ca (nunca devem ser de cobre).

4,2.7 Pipetas

Pipetas tipo Mohr de 5 mL e 10f{mL, comjgraduagao de 1/10, com bocal
para tampao de algodao, com epro de calibracdo inferior a 2,5%. Sao
guardadas em caixas de ago inoxidavel./Podem também ser embrulhadas
individualmente em papel. Esterilizadas em calor seco a 170-180¢%c,

durante duas horas.

4.2.8 Tubos de ensaio

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capacidade adequada pa
ra conter o volume fiecessario de meio de cultura e o inoculo da amos
tra. Usualmente sdojemplegadds tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm e
16 mm x 150 mm.

4.3 Reagentes

4.3.1 Para & prep@ragao dos meios de cultura e solugoes utilizados

neste ensaio, s20 mecessarios os seguintes reagentes:

- cloreto de amonio (NH4Cl) p.a.;

cloreto de cadmio (CdCl2) p.a.;

cloreto de calcio (CaCl2.2H20) p.a.;

cloreto de magnésio (MgCl,.6H,0) p.a.;
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- fosfato de potassio dibasico (K,HPO,) p.a.;

- fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) p.a.;
- hidroxido de sodio (NaOH) p.a.;

- lactato de sodio p.a.;

470 (80,4),.6H50d.p. 2. ;

- sulfato de magnésio (MgS0,.7H,0) p.a.;

- sulfato ferroso amoniacal [Fe (NH

- sulfato de sodio (Na,S0,) p.a.

Nota: Os reagentes devem ser de grau bacteriologice e de proceden
cia idanea, apresentar odor, cor € econsistenecia inalteradas,
ser livres de elementos bactericidas ‘eupbacteriostaticos ines

pecificos, bem como de carboidratos inespecificos.

4.4 Meios de cultura

4.4.1 Caldo de Starkey de concentracao simples

Formula:

Lactato de SO0dio Pe@eeeeueencenltheeernneedan. e 3,5 g
Cloreto de amonio (NH,C1) p.a... . ... y........... . 1,0 g
Fosfato de potassio dibasice (RGHPO,) P.a....ovvunnn... 0,5 g
Sulfato de magnesio (MgS0p.7H,0) Peg.eevunnnnn.. e 2,0 g
Sulfato de sodio (Na,S0,){p.a...... M. e 0,5 g
Cloreto de calcio (CaCly, . 2HZ0) p.al..ovveunneeeennn... 0,1 g
Sulfato ferroso amoniacal.[Fe(NH4)2(SO4).6H20] De@eennn 0,001 g
Agua destilada. ... ieee et ertsococcocannacens cecesnsn 1 000,0 mL

pH final apos estefilizacso h7,2.
Preparo:

Pesar os reagentes el acregeentar 1 000 mL de agua destilada - * fria.
Aquecer, agitandopfreqlientemente, ate completa dissolucao do ;meio,
tomando cuidade, para lgue nao seja atingida a temperatura .de ebuli
cao. Ajustar o pH para 7,2 com solucao normal de hidroxido de so6dio
(NaOH-1 N). Em/tubos de ensaio de 16 mm x 150 mm, distribuir volumes
adequados para que o volume final apos esterilizagéoﬁ seja de 10 mL.
Tamponar os tubeSpe esterilizar por autoclavagao a 1212C durante 15
minutos. Armazenar a temperatura ambiente durante o periodo  maximo

de 3 semanas, fora do alcance da luz.

4.4.2 Caldo de Starkey de concentragao dupla

Formula:

Lactato de SOGL10 Pe@leverreneneeerennensoseennnaneennns 7,0 g



8 CETESB/L5.210

Cloreto de amanié‘(NH4Cl) DeBevonnenosnnneenaneesnns 2,0 g
Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,) p.a....... cen 1,0 g
Sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O) DeBeeennns e 4,0 g
Sulfato de sodio (Na,80,) Peaiceeeieeeeenn.n. e 1,0 g
Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) p.a...... e .- 0,2 g
Sulfato ferroso amoniacal fFe(NH4)2(SO4)2.6H20] p.a. 0,002 g
Agua destilada........ e e e e s s e e e e es e e naans - 1T066,,0 mL

pH final apos a esterilizagao: 7,2.
Preparo:

Pesar os reagentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada. Aquecer,
agitando frequentemente, ate a completa dissélucao do meio, tomando
cuidado para que nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Ajus
tar o pH para 7,2 com solugao normal de hidroxido de sodio (NaOH-1N).
Em tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm, distribuiz volumes adequados
para que o volume final apés esterilizagao seyja de 10 mL. Tamponar
0s tubos e esterilizar por autoclavagéo a 1212C,durante 15 ﬁinutos.
Armazenar a temperatura ambiente dufante o p&riodo maximo de 3. sema

nas, fora do alcance da luz.

4.5 Solugoes

4.5.1 Solugao de cloreto de cadmio allo%

Formula:
Cloreto de chdmio (CACl,).dh.. - WY AR 10,0 g .
Agua destilada.....veeeeeesoith... et e 100,0 mL
Preparo:

Peésar 10 g de cloretofde cadmio, colocar em um balao volumétrico e
completar o volume para 100 mL com agua destilada. Homogeneizar bem

até completa dissodugaofdo cléreto de cadmio.

4.5.2 Agua de diluicae

Formula:

SOlUGCE0 €StOGUE Aue s o i v et oeeeennneenneeennnennenns 1,25 mL
SOLlUGA0 E€StOQUE Bamm e s v v v v teneseennneeonnnsonannnenns 5,00 mL
Agua destilada. ceee e e et inn ettt 1 000,00 mL

pH final apds esterilizagdo: 7,2 % 0,1

4.5.2.1 Formula da solugao estoque A

Fosfato de potéssiozmmkbéﬁco(KH2P04) Delevrnnnenns 34,0 g
Agua destilada g.S.DP.veerenreannneeaeecannananaaanns 1 000,0 mL
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4.5.2.2 Preparo da solugao estoque A

Dissolver o fosfato de potassio monobasico em 500 mL de agua destila
da, ajustar o pH para 7,2 ¥ 0,1 com solucao de hidréxido de sbddio e
completar o volume para 1 000 mL ocom égua destilada. Distribuir, em
frascos com tampa de rosca, volumes que sejam adequados a necessida
de de uso do laboratorio. Esterilizar em autoclawe,a 121°C durante

14 minutosa Armazenar a 4°@C.

4.5.2.3 Formula da solugao estoque B

Cloreto de magnéesio (MgCl,.6H,0) p.a...... ...k 81,1 g
Agua destilada geS.Deeeeeeerenenneeeeees d Y.eo.....¥ 1 000,0 mL

4.5.2.4 Preparo da solugao estoque B

Pesar 81,1 g de cloreto de magnésio, gobkocar em um-balao volumétri
co. Acrescentar um pequeno volume de égua déstilada e, apos dissolu
géo, completar o volume para 1 000 mL. Digfribuir, em frascos  com
tampa de rosca, volumes que sejamgadequados a necessidade de uso do

laboratorio. Armazenar a 4°C.

4.5,2.5 Preparo final da égua de diluigéo

Adicionar 1,25 mL da sqQlugao estoquell'e 5 mL da solugao estoque B a
1 000 mL de égua destiladafd Distribuir em frascos de diluicao quanti
dades adequadas que . assegurem, apos autoclavagéo*a 121°C durante 15

minutos, volumes de 90 & 2 mL. Armdzenar a temperatura ambiente.

Nota: Antes da utilizaga@, da solucao estoque A, deve-se verificar se
nao ha quaisquer evidencias de contaminagao microbiana (turbi
dez, presencdlidesmaterilal em suspensao). Em caso afirmativo,

essa solucady deve ser descartada.

4.5.3 Solugao de hidroxido de sodio (NaOH) 1N

Formula:
Hidroxido delfl808io (NEOH) P8 eeenrereneenonnnnen 40,0. g
Agua AeStilBda 0. SuPwmsre « o v oo vvnennnnnnnneneeneeeess 1 000,0 mL
Preparo:

Pesar 40 g de hi@poxido de sodio, colocar em um balao volumétrico e
completar o volume para 1 000 mL com égua destilada. Homogeneizar bem

ate a completa dissolugao do hidroxido de sodio.

S EXECUCAO DO ENSAIO
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5.1 Principio do metodo

5.1.1 A determinagao do numero mais provavel (NMP) de bactérias re

dutoras do sulfato (Desulfovibrio) em uma dada amostra ¢ efetuada a

partir da aplicagao da técnica de tubos multiplos. Esta técnica con
siste na inoculagao de volumes decrescentes da amostra em meio de
cultura adequado ao crescimento dos microrganismos peésguisados, sen
do cada volume inoculado em uma série de tubos. Atraves del diluigoes
sucessivas da amostra, sao obtidos inoculos cuja semeadura fornece
resultados negativos em pelo menos um tubo da Lltimapseriehem que os
mesmos foram inoculados e a combinagao de resulfados positivos e nega
tivos permite a obtencao de uma estimativa dd densidade/original das
bactérias pesquisadas (NMP), através da aplicagaolde célculo de pro
babilidade. Para analises de agua, tem side,utilizado’ preferencial
mente o fator 10 de diluigao, sendo inocul@ados multiplos e submﬁlti
plos de 1 mL da amostra, usando-se séries de B/ tubos para cada volu
me a ser inoculado. A determinagao do ANMP de baecterias redutoras do
sulfato consiste na semeadura de volumes detemminados da amostra em
serie de tubos contendo o caldo de Starkey com posterior incubagao
em condicoes de anaerobiose a temperatura def25-28¢C durante 14-21
dias. A producgao de um precipitadogpreto“econstitui- resultado positi

VO para presenga de bacterias fedutoras) do sulfato (Desulfovibrio).

Resultados duvidosos s3o submetidos a confirmacao pela adigdo de uma
solugdo de cloreto de cadmio. Mhpresenga de sulfeto férrico € indica
do pela produgao de um precipitade @amarelo, indicando reagao positi

va para este microrganismo.

5.2 Reagoes

5.2.1 Caldo de StarKey

Neste meio de cultdra asl bactérias reduzem o sulfato contido no meio
a sulfeto de hidrog%nio que .,/ reagindo com os ions de ferro, forma o

sulfeto ferrico,@mgual econfere ao meio um precipitado negro.

5.2.2 Caldo de Starkeymeom a adigao da solugao de cloreto de cadmio

Se houver a presenca de sulfeto no meio, este reagiré com ©O cadmio

formando o sulfeto de, cadmio, observado .por:um precipitado amarelo.

5.2.3 Sistema gerador de Hidrogenio e Dioxido de Carbono

-

Por adigao de agua no envelope, ha o desprendimento.de hidrogénio (Ho)
pelo borohidreto de sodio, e o0 desprendimento de dioxido de carbono

(CO,) pela reagdo entre o bicarbonato de s6dio e o acido citrico.
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Na presenca do catalisador (paladio e aluminio), o hidrogénio reage
com o oxigenio do ar presente na jarra formando agua; desta forma,
obtém-se uma atmosfera anaerobia. O dioxido de carbono liberado favo
rece a multiplicagao de certos organismos que seriam inibidos ou se

desenvolveriam mal na ausencia deste gas.

5.2.4 Indicador de anaerobiose

Para o controle das condigoes de anaerobiose, utilizatse o indicador
de azul de metileno que, na auséncia de oxigénio, assume, a forma redu

zida incolor.e, na presenga de oxigénio, aforma oxidada, azul.

5.3 Amostragem

Deve ser realizada conforme descrito no Guia ‘dey,Orientagao para Cole

ta e Preservagao das Amostras (CETESBp)m

5.3.1 Amostra

5.3.1.1 Identificagao

A amostra deve ser bem identifidada e/ftodas ‘as informagoes sobre a
mesma devem-ser completas (n? da amostra, /data, local, pH, temperatu
ra, cloro residual e outras informagoes necessarias para que os re

sultados possam ser interpretadeos corretamente).

5.3.1.2 Os frascos para goleta, previamente esterilizados,devem ser
cheios até a boca e suas tampas devem proporcionar boa vedagao, evi

tando aeracao.

5.3.1.3 Transporte e congervagao

Apds a coleta, a-amostra deviera ser enviada ao laboratorio o mais ra
pido possivel. 0O gempo maximoe ideal entre a amostragem e o inicio do
exame nao deve gxcedew a 8 horas, sendo que o tempo limite nao deve
exceder a 24 horas./As amO&tras devem ser transportadas sob refrige

racao (4 a 10eC) @ consérvadas assim atée o inicio do exame.

5.4 Procedimento a partir de amostras liquidas

5.4.1 Anftes dé 'iniciar o trabalho, desinfetar a bancada do laboraté

rio, usandelum desinfetante que nao deixe residuos.

5.4.2 Preparar.-o8 tubos com caldo de Starkey, exigidos para a pro
va, aquec%—los em égua fervente durante aproximadamente 10Ominutos pa
ra exclusao do ar existente no meio e esfria-los rapidamente em agua
de torneira, antes do uso. Para as inoculagoes das porgoes de 10 mL

da amostra, usar o caldo de Starkey de concentragéo dupla.
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5.4,3 Proceder a marcagao dos tubos, anotando em cada tubo o nﬁmg

ro da amostra designado pelo laboratorio na ficha de registro de exa
mes, o volume selecionado da amostra a ser inoculado e a data. Iden

tificar tambem os frascos de agua de diluigao.

5.4.4 Com auxilio de uma pipeta estéril de 10 mL, homogeneizar a

amostra lentamente, evitando a oxigenagao da amostras,Proceder des

"a ~ )
sa maneira nas sequencias das inoculagoes para evitarjaeragao.

5.4.5 Com a mesma pipeta e obedecendo aos cuidados de ‘@ssepsia,trans

ferir 10 mL da amostra para um frasco contendo 90 e, L de égua de

diluigao tamponada, antecipadamente identificada. Mergulhar a ponta

da pipeta na égua de diluicao e escoar lentdmente evitando a aera

gao da amostra. Prepara-se, assim, a primeira diluigao decimal(lO—lh
sendo, que’l mL da mesma ¢orresponde a 0, lwmk,da amostra. '
5.4.6 Em seguida, com a mesma pipeta, semear 10 mL da ambstra em

cada um dos 5 tubos com caldo de Starkey de concentracao dupla (evi

tando aeragao), quando este volume fdr requeridel para o ensaio.

5.4.7 Desprezar a pipeta de 10 mL &, comjuma pipeta de 5 mL, 1inocu
lar 1 mL da amostra em cada um dos tubos com/caldo de Starkey de con

centragao simples, correspondentes _a €sSsaquantidade de inoculo.

5.4.8 Homogeneizar o frasco ¢ontendo ‘@ primeira diypigéo (10_1) como
em 5.4.4 e transferir 10 mL‘para um frasco contendo 90 % 2 mL de é;m
de diluigao tamponada, conseguindo-se Aassim, a segunda diluigao deci
mal (10—2)

amostra, sempre observando queé o inoculo deve ser depositado direta

, sendo que 1 mL deésta diluicao corresponde a 0,01 mL da

mente na agua de diluigaog.evitando assim aeragao e, conseqﬁentemeg
te, oxigenacgao.

”A Y 3 . ~ 3
5.4.9 Proceder desga maneira na sequencia das diluicgoes dese jadas

-3 4 5 -8

(1077, 1077, 10 "L .. A0 " 4. 0) .

5.4.10 Ordenar os,frase®s./ontendo as diluigoes, mantendo sequéncia

decrescente dag mesmas (da maior para a menor diluigao efetuada).

5.4.11 Proceder & homogeneizagéo como em 5.4.4 usando uma pipeta es
téeril de 5 mL no.frasco com a ultima diluicgao efetuada e. semear 1 mL
da diluigao em cada um dos tubos de caldo de Starkey (em concentra

gao simples), correspondentes a essa diluigao.

5.4.12 Proceder dessa maneira, semeando de tras para frente, sempre

com a mesma pipeta, da maior para a menor diluigéo.

5.4,13 Apés a inoculacao de todos os volumes da amostra e/ou das di
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1uig5es requeridas para o exame, colocar os tubos inoculados dentro
da jarra de anaerobiose e, em seguida, o sistema gerador de hidrog§
nio e dioxido de carbono e, o indicador de anaerobiose, procedendo

da seguinte maneira:

5.4.13.1 Cortar a extremidade demarcada de cada envelope gerador de
hidrogénio e dioxido de carbono e colocar, em posigao vertical, 3 en

velopes em cada Jarra.

5.4.13.2" Afastar as bordas do envelope e, com uma pipeta, introdu

zir 10 mL de égua pela abertura de cada um deles.

5.4.13.3 Abrir a metade do envelope do sistema indicador e coloca-lo
de maneira que fique bem visivel na jarra.“Opindicador e usado para
controle das condigoes de anaerobiose e, caso pemftanega azul, indica

falhas de vedagao da jarra ou de nao fundiienamento do catalisador.

5.4.13.4 Apés colocaqéo dos sistemas gepadores e indicadores de ana
erobiose, tampar imediatamente a jawrra, tendo o cuidado de rosquear

bem o parafuso da tampa.

5.4.13.5 Esperar durante algung minutos /€ verificar se ocorreu a
reagdo entre hidrogénio liberado'pelo sifStema gerador e o oxigénio
presente na jarra. Isto & obS@Pvado atraves da condensagao nas pare
des da Jarra do vapor de agua formado e do aquecimento devido a libe

ragao de calor durahte a [Peagao.

5.4.14 Incubar a jarra,congendo«s: tubos inoculados a temperatura
de 25 a 282C, durante 147 a 21 dias.

5.4.15 Apos periodo determimado de incubagao, efetuar a leitura con
siderando resultado positiwvelpara os tubos que apresentarem‘ precipi
tado negro. Os tubos em que se observar turva950<e/ou precipitado den
so do meio de dultup@ saogeonsiderados como resultados duvidosos, de
vendo ser submetiddds a coOnfirmacao pela adicao de 3 a 4 gotas de uma
solugao clorete de eadnio a 10%. Efetuar a leitura considerandé re
sultado confirmativo positivo para os tubos que apresentarem precipi
tado amarelo. Adicionar cloreto de cadmio a um tubo negativo para

controle. Anoetar os resultados.

5.5 Para realizacdao de amostras solidas ou semi-solidas

5.5.1 Proceder como 5.4.1 a 5.4.3.

5.5.2 Homogeneizar a amostra e transferir uma quantidade significa

tiva para um béquer com capacidade de 1 000 mL.



14 CETESB/L5.210

5.5.3 Macerar a amostra previamente selecionada e se necessario re

tirar, com auxilio de uma pinga, pedagos de madeira, papel, raizes,

etc. Apés esse processo homogeneizar novamente a amostra.

5.5.4 Pesar 50 g da amostra jé macerada e homogeneizada e transferir
para um balao contendo 450 mL de égua de diluigao estéril.Prepara~se
assim, a primeira diluigéo decimal (10_1), sendo que,l mL da ' 'mesma

corresponde a 0,1 g da amostra.

5.5.5 Com o auxilio de uma.pipeta estéril de 10 mL, homogeneizar
lentamente a amostra contida no balao, evitandoddesta, maneira uma

excessiva aeragao da mesma.

5.5.6 Apos a homogeneizagao, proceder conformels.4.8 a 5.4.15.

Nota: Para amostras de residuos solidos (amostras s@lidas ou semi-
-sb6lidas) calcular a quantidade de ‘agua preséfite na amostra e

expressar o resultado em gramas de pesol seco.

6 RESULTADOS

6.1 A densidade de bactérias redutoras do sulfato (Desulfovibrio) é

expressa como NMP de bacterias redutopas dodsulfato (Desulfovibrio)

por 100 mL para amostras liquidas ow, NMP“por grama de peso sSeco para

amostras solidas ou semi-solidas.

*

6.2 O NMP de bactérias reduforas do sulfato (Desulfovibrio) é obti

do atraves de tabelas em qglle saopdadod os limites de confianga de

95% para cada valor de NMP determinado.

6.3 A Tabela 1 fornece_o NMP para todos os resultados possﬁmis,cnwg

do sao inoculadas 5 porcoes deMd0 'mL da amostra.

6.4 A Tabela 2 fornece gyNMP para varias combinagoes de rresultados -
positivos e negatiwvos q@iando S50 inoculadas 5 porgSes de 10 mL, 5 por
goes de 1 mL e 5 pofgSes de/0,1 mL da amostra. Embora os volumes iiE
dicados nesta Tdbela se réfiram mais especificamente a amostras de
agua pouco poluidas, ela.pode ser também utilizada quando volumes
maiores ou ménoreg da amostra sao inoculados. Para sua utﬂjzagéd,,pqg
curam-se os codigos formados por 3 algarismos correspondentes ao ng
mero de tubos com resfiltado positivo em 3 series consecutivas inocu
ladas. Para a obtengao do NMP de bactérias redutoras : = do sulfato

(Desulfovibrio) o codigo & composto a partir do numero de tubos  do

meio caldo de Starkey em relagao aos quais a positividade dos. ‘resul

tados duvidosos foi confirmada com a adigao da solugao de cloreto
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1

de cadmio (formagao de sulfeto de cadmio e producao de um precipita
do amarelo difusivel neste meio). Na utilizagao da Tabela 2 deve

observar-se o disposto em 6.4.1 a 6.4.1.3.

TABELA 1 - NMP e limites de confianga de 95% para varias

combinagoes de resultados positivos e negati

vos quando sao utilizadas 5 porgoes de 10 " mL

Nu b imi e %
umero de tubos que NP por 100 al Limites de confiancga de 95
apresentanm reagao
positiva, a partir . .
de 5 tubos de 10 nlL Infepior Superior
0 < 2,2 "0 6,0
1 2,2 0,1 - 12,6
2 5,1 0,5 19,2
3 9,2 1,6 29,4
4 16,0 3,3 52,9
5 >16,0 8,0 infinito

6.4.1 Quando sao inoculados apenas 3 séries de 5 tubos, sendo utili
zados os volumes indicadog na Tabela (10 mL, 1 mL e 0,1 mL),0 NMP e obti
do diretamente a partir da Tabela. Para isto, procura-se o cédigo
formado pelo numero de ftuboshcom résultados positivos obtidos nas
trés series consecutivas inoculadas, verificando-se o NMP correspon
dente. O quadro a seguir mestra alguns exemplos, nos quais sao apre
sentados os resultados pbsitivos obtidos em cada série de 5. tubos

inoculados.

N2 de tubos clom resultados Cédigd
positivosen cada serie de| (combinagao de resul
Exemplos 5 tubos inoculados com tados - positivos NMP/100 ml
) R . .
10 mLg@fi@ oL 2] 0,1 aL ¢ negativos) 1
1 5 2 0 : 520 50
2 4 2 0 420 22
3 5 5 1 551 300
-
4 5 5 5 555 21600

6.4.2 Quando sao inoculados apenas 3 series de 5 tubos, sendo utili
zados outros volumes decimais que os indicados no quadro a seguir,



16 CETESB/L5.210

procura-se o codigo formado pelo numero de tubos com resultado posi
tivo obtido nas tres séries consecutivas inoculadas, verificando-se
o valor de NMP correspondente: a ele; o NMP/100 mL sera dado atraves
da seguinte formula:

10

NMP correspondente ao codigo x :
maior volume indéculado

0 quadro a seguir mostra alguns exemplos:

N2 de tubos com resultados positi
d . .= NMPacor
Volumes de vos em cada serie de 5 tubos 1ne . respomml Calculo NMP/100
e .. culados com: Codigo P
cimais ino . - dente aof do NMP nl
lad - - - - odi
cutados 100} 10 |1(10%)f10 10721073 107" codigo
nk| ml ml ml ml ml mb
100 a 10—0 5 & 0 540 130 130xﬂ- 13
100
-2
10° a 10 5 o | o 500 23 23x%—0 230
-1 -3 ‘
10 "a 10 4 1 0 410 17 17x-é—0—i- 1700
-2 -4 ’ . ;
10 "a 10 3 0 0 300 -8 Sx%#%h 8000

6.4.3 Quando mais de 3 volumes decimais sao inoculados, para a com
posicao do codigo sao utilizadoshapenas os resultados positivos. cor
respondentes a 3 series consegutivas inoculadas, sendo que o primei
ro algarismo escolhido para compor o cédigo sera correspondente
a série de menor volumé dallamestra (maior diluigao) em que todos os
tubos apresentarem resultados positivos, desde que tenham sido ino
‘culadas diluigoes subseq&entes para totalizar os tres algarismos pa
ra o codigo. Encontrandé-se of codigo na Tabela e o NMP a ele corres
pondente;, o valor finaly do/NMP sera obtido através da seguinte for

mula:

10

maior volume inoculado, se

Valor de NMP correspondente ao codigo x

lecionado para compor o cO

-

digo.

O quadro a seguir mostra alguns exemplos de casos que podem ocorrer:
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N¢ de tubos com resultados posi NMP cor .
Volumes tivos em cada serie de 5 tubos Codigo se respon: S
decimais |, . - Calculo |NMP/100
. 1 inoculados com: lecionado | dente ao
;nocu R ] > 3 % 5 codigo do NMP mi
o8 10| 10%107 [ 107% 107 f107" |10
mL | nb | mL nl ml nl ml
- 3
10 a 10 2 5 5 3 1 531 110 110 x %9 1,1x10
_ 3
10% 107" s s |2 | 1] o 521 70 70x%9T 7,0x10
1. -5 10 5
10 "a 10 5 5 5 2 0 520 50 50x 7{36? 5, 0x 10
-2 -6 10 5
10 a 10 5 s | o | o 500 23 By |2 310

Nota:

Numeros grifados correspondem ao nulero de tubos positivos se

lecionados para compor o codigo.

6.4.4 Quando os resultados nao/se endguadram em nenhum dos 3

anteriores, eles sao considerados) '"casos /especiais" e devem ser

casos

tng

tados como segue:

a) se menos que tred das diluigaes inoculadas apresentarem re

b)

c)

d)

sultados positives, para a composigao do cédigo séoselecig

nados os tres, .majores volumes da amostra que incluem as

seéries com resultados positivos (ver exemplo 1 do quadro a

seguir);

se diluigo€spmaiores que as escolhidas para compor o codi
go apresentarem tubos .com resultados positivos, o numero
correspondefite : a esses tubos € adicionado ao n? de tubos

positivos /da diluicao mais alta escolhida para compor o cé

digo (ver exemplo 2 do quadro a seguir);

eMbora nao deva haver nenhum resultado negativo nos volu

mes superiores équeles selecionados para a formagao do cé
digo, se isto ocorrer, o cédigo devera ser formado conside
rando=se o maior volume da amostra como resultado positivo
nos cinco tubos, seguido do numero de tubos positivos cor
respomdentes aos dois volumes decimais seguintes (ver exem

plo 3 do quadro a seguir);

se todos os tubos correspondentes a todas as diluigaes ino
culadas apresentarem resultados positivos, selecionar para
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Tabela 2 - NMP e limites de confianga de 95% para varias combinag5§s de resulta
dos positivos e negativos, quando sao utilizadas 5 porgoes de 10 mL,
5 porgoes de 1 mL e 5 porgoes de O,1 mL

Ne de tubos que apresentam reagao Limites de confianga de 95%

positiva quando sao utilizados:

5 tubos de 5 tubos de 5 tubos de NMP/100 mL, Inferior Superior

10 mL 1 mL 0,1 mL -
0 0 0 <2 - -
0 0 1 2 1 10
0 1 0 2 1. 10
0 2 0 4 1 13
1 0 0 2 1 11
1 0 1 4 1 15
-1 1 0 4 1 15

1 1 1 6 2 18
1 2 0 6 2 18
2 0 0 4 1 17
2 0 1 7 2 20
2 1 0 7 2 21
2 1 1 9 3 24
2 2 0 9 3 25
2 3 0 12 5 29
3 0 0 8 3 24
3 0 1 1 4 29
3 1 0 11 4 29
3 1 1 14 6 35
3 2 0 14 6 35
3 2 1 17 7 40
4 0 0 13 5 38
4 0 1 17 7 45
4 1 0 17 7 46
4 1 1 21 9 , 55
4 1 -2 26 12 63
4 2 -0 ) 22 9 56
4 2 1 26 12 65
4 3 0 27 12 67
4 3 1 33 15 77
4 4 0 34 16 80
5 0 O 23 9 86
5 0 I 30 10 110
5 0 2 40 20 140
5 1 0 30 10 120
5 1 1 50 20 150
5 1 2 60 30 180
5 2 0 50 20 170
5 2 1 70 30 210
5 2 2 90 40 250
5 3 0 80 30 250
5 3 1 110 40 300
5 3 2 140 60 360
5 3 3 170 80 410
5 4 0 130 50 390
5 4 1 170 70 480
5 4 2 220 100 580
5 4 3 280 120 690
5 4 4 350 160 820
5 5 0 240 100 940
5 5 1 300 100 1300
5 5 2 500 200 2000
5 5 3 900 300 2900
5 5 4 1600 600 5300
5 5 5 >1600 - -
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0 quadro a seguir mostra alguns exemplos de casos que podem ocorrer.

e)

a composigao do codigo as trés maiores diluigoes

exemplo 4 do quadro a seguir);

se todos os tubos correspondentes a todas

inoculadas apresentarem resultados negativos,

para a formagao do cédigo as tres menores diuligoes (ver

exemplo 5 do quadro a seguir);

as

(veE

diluigoes

selecionar

/ANEXO A

N2 de tubos com resultados positives em [T .
. d irie de 5 tubos i lad . Codigo se NHP cocrires
Exen | Volumes deci | ¢2da serie de os inoculados conm: lecionads pofldente 20 i .
5 June 1 i : o Calculo do
plos | sais inocula |, R codigo
. dos 10 (10°) 10-1 10-2 10-3 10-" 10—5 . NMP NHP/100 ol
al mi at L[]8 L18 18 L1%
1 |10° 8107 4 1 [ 0 410 17 l7x%2
o -5 . . ' 10
2 10 10 5 S 4 1 1 0. 42 — i
a s |4 1 5 220 2208 5 2, 2x10%
3 |10 2107 4 5 4 0 0 0 540 130 130, ' 3
. = = - 1 1,3x10
-1 -5 10
4 10 "a 10 S S 5 5l S 558 >1600 >1600x0—6-0-1— >1,6x10
.- -1 5 i - . B .
5 |10 210" 0 | o [ B A 000 <2 <2 x10 <200
g - )
. ‘J

¢
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA ALTERNATIVOS PARA DETERMINACAO DA DENSI
DADE DE BACTERIAS REDUTORAS DO SULFATO (DESULFOVIBRIO)

Alguns autores utilizam meios alternativos ao caldo de Starkey para
a determinagao do N.M.P. de Bacterias Redutoras do Sulfato (Desulfo

vibrio) em amostras de aguas, esgotos e residuos solidos.

Sao apresentados a seguir as especificagoes relativaspa composigao

e preparo desses meios de cultura.

A-1 MEIO SULFATO API (recomendado pelo "American Petroleum Institu
te“)

MEIO SULFATO API (concentragao simples)

Formula:

Extrato de levedura .............................;...... 1,0 g
Acido ascorbico ...... e e N - e 0,1 g
Lactato de SOGI0 veutuvennnsnenenesoeesosiennsosocasssss 5,2 g
Sulfato de magnésio (MgSO,.7Ha0)6 v ee M. odeeeeennnnn. . 0,2 g
Fosfato de potassio dibasico (KzHPO,) ..... ettt 0,01g
Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH,)» (SO,)2.6H20] v... ... 0,1 g
Cloreto de sodio (NaCl) . .. ... 0eesh. e Chereenes 10,0 g

Agua destilada vueeeeeeeede e e e et oenerensananans 1000, 0mL
Preparo:

Pesar 16,6 g do meio desidratado d'Sulfate API Broth'" e acrescentar
1000 mL de égua destilada fria. Aquecer levemente, agitando frequen
temente, até a completa dissolugao do meio. Distribuir volumes de
10 mL em tubos de/fensaio, de 16 mm x 150 mm. Tamponar € esterilizar

em autoclave, a A21°2C, durante 15 minutos.

MEIO SULFATO API (cdncentragao dupla)

Formula:

Extrato dedlevedura & .coeeeeronnans cees e s eseses s 2,0 g
Acido ascOTrbiCO «wmmell « o v v vvunn. et ee ettt \ 0,2 g
Lactato ddepsodio v.vvvven... ettt iaaeeter e, e 10,4 g
Sulfato de magnResio (MESO04.7H20) svse veenoesennnennses . 0,4 g
Fosfato de potassio dibasico (KoHPOuW) veeuveenooeennenns 0,02g
Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH.), (SO,):.6H.0]..... ceen 0,2 g
Cloreto de s0dio (NaCl) e ee weeeeeonnsn et teeetesee s 20,0 g

Agua destilada .....o.... et eeae e et ie e eneean 1000, OmL
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Preparo:

Pesar 33,2 g do meio desidratado '"Sulfate API Broth" e acrescentar
1 000 mL de égua destilada fria. Aquecer levemente, agitando frequen
temente, ate a completa dissolugao do meio. Distribuir volumes de
10 mL em tubos de ensaios de 18 mm x 180 mm. Tamponar e esterilizar

em autoclave a 121¢C, durante 15 minutos.

A-2 MEIO SULFATO-REDUTOR (recomendado pelo "Standard Methods for

the Examination of Water and Wastewater", 16 ed)

Formula:

Peptona.....ceeeeeenaa et s s e ranssenaeacaena R L NIy 2,0 g
Lactato de s0di0......... Ceeeeeaa R, . 3,5 g
Extrato de carne....cceeeeecencens eseean I A 1,0 g
Sulfato de magneésio (Mg804.7H20).... ............... e 2,0 g
Sulfato de sodio (NayS0,) . uu... ceeacanees. M R 1,5 g
Fosfato de potassio dibasico (K,HPO @il . ... . . e 0,5 g
Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(SO4)26H2O] .......... 0,392 g
Cloreto de calcio (CaCly)e...ec...da... AN AN 0,10 ¢
Ascorbato de s0dio. .. it nneeiatine.. Y A .e 0,10 g
Agua destilada...eeeernneennnnn < tteteeesttienaaas.. 1000,0 mL

pH final apos esterilizagao: 7,5 = 0,3

Preparo:

Pesar os reagentes, excluindo o ‘sulifato ferroso amoniacal e o ascor
bato de sodio. Acrescentar 1000 mL de agua destilada fria. Homoge
. . i - A ~
neizar e aquecer, agitando frequentemente, ate completa dissolugao
do meio, tomando o cuidado paraligue nao seja atingida a temperatu
ra de ebulicao. Com ftodos, os cuidados de assepsia distribuir o meio
em tubos com tanpa/de rgsca egesterilizar a 12192C, durante 15 minu

tos.

No dia do uso, preparar asl solugoes de sulfato ferroso améniacal e
ascorbato de s0dio )& no.momento da inoculagao da amostra, adicionar
assepticamente, para cada 10 mL do meio de cultura bésico, 0,1 mL da
solugao de sulfato,ferroso amoniacal e 0,1 mL da solugao de ascorbato
de soédio. Apés a inoelilagao das solugoes e da amostra, encher comple

tamente o tubo em teste com o meio sulfato redutor extra.

'S

SOLUGAO DE SULFATO FERROSO AMONIACAL

Formula:

-

~
Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(SO4)2.6H20];,..... 3,92 g
Agua destilada......... C et e et ieeceecee et ... 100,0 mL
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Preparo:

Para o preparo desta solugao, pesar 3,92 g do sul fato ferroso amo
niacal e dissolver em 100 mL de égua destilada fria. Homogeneizar
e esterilizar em membrana filtrante de 0,45 pm. Estocar em frasco

com tampa de borracha ou tampa de rosca, sob refrigeragao.

SOLUGAO DE ASCORBATO DE SODIO

Formula:
Ascorbato de SOdi0 ..eeeieannn e 1,0 g
Agua destilada ..veeeeereenrnnnnnonans .. 100, OmL

Preparo:

Para o preparo desta solugao, pesar 1,0 g do @ pato de sodio e

dissolver em 100 mL de égua destilad ogeneizar e esteri
lizar em membrana filtrante de 0,45 car em frasco com tampa

de borracha ou tampa de rosca, sob refri

/ANEXO B
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ANEXO B - RECOMENDACOES DE ORDEM GERAL

B-1 Selegao de diluigoes

Para amostras de agua nao potaveis, um minimo de 3 séries de 5 tu
bos devém ser inoculadas com volumes adequados da amostra ou de
suas diluigoes. A selegao desses volumes decimais da amostra & fei
ta pelo analista com base em sua experiéncia sobre /Amprovave 1 den

sidade de Bactérias Redutoras do Sulfato (Desulfovib®io) presente,

de acordo com o tipo de amostra a ser analisada e/ou sobre dados
prévios sobre a amostra. E fundamental que sejam sebecionadas com
cuidado as porgoes decimais a serem inoculadas, para que resul tados
numericos significativos sejam obtidos; assimysendo, nos casos em
que nao se tem um conhecimento prévio sobre a amd&trale recomenda

vel a inoculagao de um maior numero de volumes decimais da mesma.

B-2 Cuidados especiais com a vidraria

Devem ser obedecidas as prescrigoes da_Norma CETESB M1.001.

B-3 Controle de qualidade da agua /destiléda

A égua destilada, a ser empregada no preparo de meios de cultura e
solugoes, deve ser de alta qualidade,Blivré de substancias toéxicas
ou nutritivas que possam influefieiaPpna sobrevivéncia e crescimento
de microrganismos. E recomerfdavel a awaliacio perihodica de sua
qualidade, atraves da realizagao de ensaios especificos. Ver Norma
CETESB L5.215. ‘

B-4 Controle de qualidade deyzmeios de cultura

’

E recomendavel a realizagao de ‘Bestes especificos para avaliagao e
controle dos meios depcul tura a“serem empregados no énsaio para de
terminagao do NMP dé Bactérias Redutoras do Sulfato (Desulfovibrio)
Ver Norma CETESB L&.2164

B-5 Método alternativo pana estabelecimento de atmosfera anaerdbia

em Jjarras

Remover o ar fcontidofna jarra estabelecendo vacuo e introduzir uma
mistura de gases /(80 - 90% de nitrogenio, 5 - 10% de hidrogenio e
5 - 10% de didxidod@e carbono). O hidrogénio é utilizado para, fren
te ao catalizador, combinar-se com possiveis residuos de oxigénio.
Deve-se usar um indicador para controle das condigoes de anaerobio

se.



CETESB/L5.210 e
SB/L o5

B-6 Recuperacgao do catalizador (paladio e aluminio)

O excesso de umidade ou a agao do sulfeto de hidrogénio podem cau
sar a inativagao do catalizador. Sua recuperagao pode ser feita
através de aquecimento em estufa a 160°C durante duas horas. ApoOs

a recuperagao, deve ser mantido em dessecadores.

B-7 Precaugoes

B-7-1 Todas as operagoes mencionadas com as Jja evem ser efe

tuadas longe de qualgquer chama, pois o hidro iberado & sus

ceptivel de se inflamar.

B-7-2 Para a limpeza das Jjarras, evits jualquer abrasi

vo, solvente ou detergente. Basta lava-las la e secar cuida

dosamente.

/Anexo C
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ANEXO C -~ ESQUEMA DE PROCEDIMENTO

AMOSTRA

Volumes decimais adequados S
(miltiplos e submultiplos de 1 mL)

Caldo de Starkey

(anaerobiose)
14 a 21 dias 25-28°C

Precipitado negro
Bactérias reduto
ras do sulfato

(Desulfovibrio)
presentes

Turvagao e/ou.precipita
do denso
Resultado duvidoso [para

bactérias| redutoras, do
(Desulfovibric)

Auséncia de preci
pitado negro
Bactérias redu
toras do sulfato
(Desulfovibrio)
ausentes

3 a4 gotas de CdCl, (10%)

Precipitado amaredio
Bacterias redutorasfdo sulfato

(Desulfovibrio) presentes

amarelo

Auséncia de precipitado

Bacterias redutoras do
sulfato (Desulfovibrio)

ausentes

/ANEXO D
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