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INTRODUGAO

0] genero Tthb@Cl]lus e formado,por dm grupo de bacterias que meta

bolizam o enxofre e seus_gompostos. Algumas especies sa0 guimiolito
troficas obrigatorias efderivam'gus energia da oxidagao de compostos
do enxofre reduzidos, incluindo sulfetos, enxofre elementar, tiossul
fatos, politionatos g sulfitos./Em seu metabolismo, muitas espécies
deste grupo dao origem, a enxofre elementar e produzem como resultado
parcial ou final o acide, sulfGrico, uma substancia de natureza agres

giva. Assim, vapbedades halofilicas de Thiobacillus thioparus, capa

zes de precipigaer enxofre“elementar 2a partir de sulfeto de hidrog§
nio (H S) tem sidogpencontradas em grande numero nos locais onde . ati
va depos1gao de enxofrdpesta se processando, Em aguas marinhas con
tendo 1,2 gramas por Aditro de sulfeto de hldrogenlo, T.thioparus for
ma mais déme.,5 gramds por dia de enxofre elementar, com cerca de 1/3

de sulfleto de hidrogenio oxidado totalmente a sulfato.

Os Thiobacillus se distribuem amplamente no solo, especialmente onde

o enxofre.oxidavel ¢ abundante (minas e depésitos de enxofre, mine
rais sulfidrides, areas de tratamento de esgoto e fontes de gases de
enxofre), bem como em aguas doces, aguas de drenagem das minas de
carvao e em ambientes marinhos. Estas bactérias estao adaptadas
ao ambiente acido e seu estudo e de grande importéncia, tanto na 11
xiviagao biologica de metais contidos em minerais sulfetados
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e rejeitos de beneficiamento de minerais como nos processos de bio
deterioragao (corrosao microbiana).

A importéncia economica da pesquisa destes organismos relaciona-se
principalmente com o fato dos Thiobacillus acidofilos estarem asso

ciados a destruicao de estruturas de concreto e a corrosao de me
tais. Assim, T.thiooxidans que cresce otimamente emppH 2,0 a 4,0 e
mesmo em pH 1,0, destroi tubulagSes de concreto de redes/ de"“esgoto,
construgdes portuarias, pilares de pontes, devido a alta produgao
de acido sulfurico. Um papel similar e desempenhado por woutras es

pécies do género Thiobacillus como o T.thiop@rus e (R.ferrooxidans.

Nas tubulagoes de concreto de redes de esggto, o sulfgto de hidro
genio produzido em anaerobiose por bacterias rédutoras do sulfato

se difunde para a atmosfera acima do fluxo do esgoto e entra em so
lugao nas goticulas de agua de condensagso formadas na parede supe

rior da tubulagao. Nessas goticulas,os Thiobacillus rapidamente oxi

dam o sulfeto a acido sulfurico, iniciando, assim a destruigao da
tubulagao.

Um enfoque especial tem sido dado, nos ultimos tempos, ao estudo de

T.ferrooxidans que se encontra amplamente /distribuido em aguas aci
das associadas a depositos de_mineriosii€ontendo enxofre e a minas
de carvao betuminoso. A eluéidagao de seu metabolismo oxidativo com
formagao de acido sulfirico e ions ferrosos em solugdo levou a uti
lizagao destas bactérias nalextragao de metais a partir de certos
minérios. Em 1961, foi relatadapum@ operagao em que residuos de uma
mina, contendo apenas tragos de cobre e acumulando cerca de 200 000
toneladas por dia, foram lixiviados empregando-se uma solugao rica

em T.ferrooxidans. Em 1958§me,Mesmo processo ja fora empregado para

lixiviar minerios{ de cobre, molibdénio, zinco, cromo e titanio. A
oxidacao microbiolégifa destes minérios, enquanto benéfica para a
extragéo de metais,//apresénta um efeito nefasto, contribuindo para a
poluicio de cursos dhagu@, através da drenagem de aguas acidas  de
minas de cafwvao. \Nessas'minas, os minerios pirita e marcassita nor
malmente dcorrem @88661iados ao carvao de pedra e, apés sua remogao,
a oxidacaolbiologica associada a oxidagao quimica desses minerais,
leva a formacadhde acido sulfirico e depositos de lodo vermelho a
marrom-avermelhado, que, associados é.égua drenada dessas minas, cau

sam um problema muito serio de poluigéo em corpos d'égua.

1 OBJETIVO
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Esta Norma prescreve o metodo para determinagao do numero. mais pro
vavel (NMP) de Thiobacillus, através da técnica de tubos multiplos,

em aguas doces (superficiais ou subterraneas), salobras, salinas e

em éguas residuarias industriais, principalmente em estudo para in
vestigar problemas de corrosao.

2 NORMAS E DOCUMENTO COMPLEMENTARES

—

Na aplicagdo desta Norma €& necessario consultar:

- M1.001 - Lavagem, preparo € esterilizacao de materiais em labo
ratorio de microbiologia

- 1L5.216 - Controle da qualidade de meéios de cultura

- Guia de Coleta e Preservagao de Amostipas de Agua, da CETESB.

3 DEFINICOES

Para os efeitos desta Norma sao adotadas ds definigoes de 3.1 a 3.9.

3.1 Geéenero Thiobacillus

Bacilos Gram-negativos, com aproximadamente O,5 pum de diametro por
1,0 a 4,0 pm de comprimento, Algumag espécies sao moveis por flage
lo polar. Obtem energia a partir da oxidagao de um ou mais compos
tos reduzidos do enxofre, incluinde,s@lfetos, enxofre, tiossulfa
tos, politionatos e tiocji@natoss O principal produto de oxidagéo e
o sulfato, mas enxofre,/sulfito ou politionatos podem tambem ser
formados. Uma especie obtém energia da oxidagao do ferro ferroso a

ferro férrico. A maidria dos Thiobacillus sao quimiolitotroficos

obrigatérios e dependem)da fixagao de 002. 0] género inclui microrgg
nismos aerobios obrigatérios e denitrificantes facultativos. Cres
cem em pH de 2 a8 @gtemperatura de 20°c a 40°C.

3.2 Thiobacildus thioparus

Bacilos Gram#negativos, aerobios, usualmente com 0,5 um de diametro
por 1,7 um depcomprimento, moveis por flagelo polar. Quimiolitotrofi
cos obrigatorios epautotroficos, crescem em pH de 4,5 a 7,8 (otimo
6,6 -7,2), temperatura de 28°C, em meio mineral com tiossulfato co
mo unida fontegldé energia. Sais de amonio e nitratos sao usados co
mo fontende nitrogénio. E encontrado em lodo, solo, canais e fon
tes de agua.

3.3 Thiobacillus ferrooxidans

Bacilos Gram-negativos, ocorendo isolados ou em pares, com . ‘0,5 um
de diZmetro por 1,0 pm de comprimento. Quimiolitotroficos obrigato

rios e autotroficos, moveis por flagelo polar. Oxidam ferro ferro
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so, pirita, numerosos minerios de sulfeto, enxofre, tiossulfato ou
tetrationato. Nao utilizam a glicose como fonte de energia para seu
crescimento e sao aerobios estritos. Sais de amonio e, provavelmen
te, nitrato s3o usados como fonte de nitrogénio. Temperatura otima de 30°¢c,
sendo a temperatura limite para o crescimento de 10°c a 37° (nao
crescem a 42°C). Aciddfilos, com pH otimo em torno de 2,5, sendo ©
pH limite para o crescimento de 1,3 e 4,5. Isolados em locais com
grande quantidade de ferro oxidavel, minerais de sulfetg e :enxofre,
em particular nas aguas de drenagem acidas de minas dé carvao e mi
nerais de sulfeto.

3.4 Thiobacillus thiooxidans

Bacilos Gram-negativos, ocorrendo isolados, aos,pares/ ou em cadeias
curtas,com 0,5 um de diametro por 1,0 a 2,0 um deleemprimento. Aeré
bios estritos, moveis por flagelo polari Nagmoxidam o ferro ou piri
ta. Quimiolitotroficos obrigatorios e autotroficos, oxidam rapida
mente enxofre elementar. Usam o sulfato de ‘@amonio como fonte de ni
trogénio e crescem em temperatura dtima de 28% a 30°c. :Aciddfiles,
com pH otimo de 2,0 a 3,0; podendo se désenvolver na faixa de pH de
0,5 a 5,5. Isolados de solos, nas@entes sulfurosas, aguas de drena
gem acidas de minas, concreto e ferre copfoidos; amplamente distri
buidos em ambientes acidos comffenxXofre elementar ou compostos  redu
zidos do enxofre.

3.5 Autotroficos

v

Microrganismos que utilizam para seu crescimento CO2 como fonte

principal de compostos orgénicos.

3.6 Quimiolitotroficos

Microrganismos capazes de obfer energia a partir da oxidagéo de com

postos inorganico$.

3.7 Numero maigé provavel (NMP)

Estimativa da densidade de bactérias em uma amostra, calculada a
partir da combinagéo déyresultados positivos e negativos, .= obtidos

mediante a /@plicacao da técnica dos tubos multiplos.

3.8 p.a.

Para analise.

3.9 EDTA

Acido etilenodiaminotetracetico.

4 APARELHAGEM
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4.1 Materiais e equipamentos :

4,1.1 Autoclave

Deve ter tamanho suficiente para permitir a circulagao do vapor ao

redor do material a ser esterilizado por esse-” méetodo: e ser equipa
da com valvula de segurancga, com um manometro e com um termometro,
cujo bulbo ficara na diregao da linha de escapggpdo vapor condensa
do (dreno). A autoclave ¢ normalmente operada a uma pressao de va
por, de 103 393 Pa (15 psi ou 1,054 kgf/cm’ ), produzindo, em seu in
terior, uma temperatura de 121,600 ao nivelgdo,mar. Deve ser opera

da de maneira que todo o ar existente na camara seéja substituido por

vapor. A operagéo total de uma autoclavg deve durar no maximo uma
hora, sendo recomendado o acompanhamento dos, ciclos de operagéo ]
os registros de tempo-temperatura. E recomendavel que a autoclave

atinja a temperatura de esterilizacgao de #22°¢em 30 minutos e man

tenha essa temperatura durante o periedo de esterilizagao.

4.1.2 Balanga

Com sensibilidade de, no minimo, 0,1/ ghao ‘serem pesados 150 g.l
4.1.3 Banho-maria ,
Equipado com termostato para temperatura na faixa de 44°C a 4600,

com capacidade suficientegpara comportar recipientes contendo meios

de cultura, cuja temperatura deve, ser estabilizada.

4.,1.4 Bico de Bunsen

3

4.1.5 Destilador de égua ougaparelho para desionizagao

.

Deve produzir égua nao toxica, livre de substancias que impegam ou
. s s s ~ . 2 . A
interfiram na multiplicagao bacteriana, cuja condutividade deve ser

inferior a 2 pS/cm al25°¢,e) o pH estar na faixa de 5,5 a 7,5.

4.1.6 Estufal para esterilizagéo e secagem

A estufa deye acohdiciohar pipetas, placas de Petri, frascos para
coleta e todalalvidrafia e aparelhagem que pode ser esterilizada por
calor secogme ter eapacidade suficiente para permitir a circulagao

do ar glientel ao redor do matertal a ser esterilizado. Deve ser equi

pada ¢om um termometro e um termostato e operar normalmente a uma
1 As balangas devem ser colocadas em local adequado, protegidas de vibragoes, umidade e mudangas
bruscas de temperatura; devem ser mantidas- limpas e manuseadas por pessoal que conhega seu fun

cionamento. Sua aferigao deve ser feita periodicamente.

2 A densidade de bacterias heterotroficas na agua recen-destilada deve ser inferior a 1000 unida
des formadoras de colonias por mL (UFC/mL) e a 10000 UFC/mL na agua destilada armazenada, deven
do esse controle ser efetuado com freqii€éncia minima mensal.
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temperatura de 170°c a 180°%C. © tempo de esterilizag®o para a maior

*

parte da vidraria é de 2 horas, a temperatura de 170°C a 180°C.

4.1.7 Incubadora bacterioldgica

Deve ser equipada com termostato e projetada de tal forma que a tem
peratura em todas as partes utilizadas seja a requerida para os tes
tes: 20°C a 28°C. Deve ter capacidade suficiente para permitir a
circulagso do ar ao redor de todas as culturas, quando o, material de
trabalho estiver sendo incubado. Para verificar a temperatura de
uma incubadora grande, deve ser colocado um ou mais termdmetros, com
o bulbo submerso em Agua, glicerina ou 6leo mineral|jem Tugares re
presentativos da c8mara e feitos registros periédicos da temperatu
ra. A incubadora devera manter 75% a 85% de umidade relativa e ser
colocada em local onde a temperatura permanega na faixa de 16°C a
27°¢.

4.1.8 Potenciometro

Deve ter escala bem legivel e medir_com precisao minima de 0,1 uni
dade de pH. A calibragao do potenciametro deve ser feita pelo menos

duas vezes ao dia, com tampoes de pH ={4,0, pH = 6,86 e pH = 9,18.

4.1,9 Refrigerador

Certificado para manter a tempematura na faixa de 2% a 8°C, com ca
pacidade para conter os meios de cultura e solugSes a serem manti
dos sob refrigeracdo. Sua (limpeza e desinfecgao devem ser feitas pe
riodicamente. :

4.2 Materiais

4.2.1 Baloes volumetricos

Devem ser de borossilida@tos,ocu)vidro neutro, capacidade de 100 mL e
1L. :

4.2,2 Beéquer

Devem ser de bordssdlicato ou vidro neutro, com capacidade de 1L.

4,2,.3 Estantes

De arame galvanizado, perfuradas, para tubos de ensaio de 18 mm x 180

mm e 16 mm.x 150 mm.

4.2.4 Frascoshpara agua de diluigao

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com tampa de rosca, que
permitam boa vedagao e sejam livres de substancias toxicas soluveis,
com graduagao para (90 t 2) mL de agua de diluigao, e volume total

suficiente para permitir uma boa homogeneizagéo, quando se efetuar
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a agitagao. :

4.2.5 Frascos para coleta de amostras

De vidro neutro ou plastico autoclavavel nao toxico, com capacidade
minima de 125 mL, boca larga e tampa a prova de vazamento.

4.2.6 Frascos de Erlenmeyer

Devem ser de borossilicato ou vidro neutro, comiicapacidade de 250 mL
e 1L.

4.2.7 Materiais para preparagao de meios de cultura

Devem ser de vidro neutro ou ago inoxidavel. Devem estar limpos e

isentos de qualquer substancia toxica.

4.,2.8 Pipetas
Pipetas tipo Mohr de 5 mL e 10 mL, com graduagao de.1/10 e erro de
calibragao inferior a 2,5% e com botal'paraptampao de algodao. Sao

guardadas em caixas de ago inoxidaveli)podendo também ser embrulha

das individualmente em papel Kraft. Sao esterilizadas por calor seco
a uma temperatura de 170°C a 180°C, durante duas horas.

4,2.9 Placas de Petri

Devem ser de borossilicato (pymex) ou yidro neutro de boa qualidade
ou de pléstico nao toxico transparente. O fundo deve ser perfeitamen
te plano, sem ranhuras ném bolhas de ar, com 100 mm de digmetro e 15
mm de altura.

4.2.10 Tela de amianto' »

Com dimensoes de 22 cm x 22 ¢m.

4.2.11 Tripe

4.2.12 Tubos de ‘ensaio

De borossilicato (pyrex) ou vidro neutro, com capacidade adequada pa
ra conter o Zolum¢g necessario de meio de cultura e o inoculo da‘amog
tra. Usualménte Sao empregados tubos de ensaio de 18 mm x 180 mm e
16 mm x 150 mm< .

5 EXECUCAO DOGENSATO

5.1 Prihcdpio do método
5.

1.1 A determinagao do NMP de Thiobacillus em uma dada amostra e

efetuada a partir da aplicagéo da tecnica de tubos multiplos. Essa
técnica é baseada no principio de que as bactérias presentes em uma
amostra podem ser separadas umas das outras por agitagao, resultando

em uma suspensao de celulas bacterianas individuais, uniformemente
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distribuidas na -amostra original e consiste na inoculagao de” volumes

decrescentes da amostra em meio de cultura adequado ao crescimento
dos microrganismos pesquisados, sendo cada volume inoculado em uma
série de tubos. Atraves de diluigOes sucessivas da amostra, sao ob

tidos indculos, cuja semeadura fornece resultados negativos em pelo
menos um tubo da ultima série em que os mesmos foram inoculados e a
combinagao de resultados positivos e negativos permitera obtencao de
uma estimativa da densidade original das bactérias pesquisadoras (NMP),
através da aplicacdo de calculo de probabilidade. Para analises de
aguas, tem sido utilizado preferencialmente o fator 10 de diluigao,
sendo inoculados multiplos e submultiplos d¢ 1 mL da amostra, usan

do-se series de 5 tubos para cada volume a sSepinoculado.

5.2 Reagentes

5.2.1 Para a preparagao dos meios de culjtura e solugoes utilizados

nesse ‘ensaid sao os seguintes os reagentes nécessarios:

acido borico (H3B03) p.a.s
acido sulfurico (H2804) p.a.;

. agar; ,

. cloreto de amdnio (NH,C1)(p.2a.;
cloreto de calcio (CaClg), p.a.;
cloreto de cobalto (CoClz.BHZO) pP.a.;

. cloreto de magnesio (MgC12.6H20) p.a.;
cloreto de manganés'(MnCl.4H20) p.a.;
cloreto de potassio (K€1) p.a.;

. enxofre elementar (6s°);
fosfato de gpotassio‘@ibasico (K ,HPO,) p.a.;

. fosfato dgypotassio monobasico (KH,PO,) p.a.;

. hidroxido de godio (NaOH) p.a.;
molibdato del amonile [(NH4)6M07024.4HZO] p.a.;
nitrato.@efcalcid [Ca(NO3)2] p.a.;
sul fate de amonio [(NH4)2304]p,a.;

. sulfato de cobre (CuSO4.7H20) p.a.;

. S8ulfato ferroso (FeSO4.7H20) p.a.;

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

. sulfatede zinco (ZnSO4.7H20) p.a.;
tiossulfato de sodio (Na28203.5H20) p.a.;
verde de bromocresol;

. vermelho de fenol.

5.2.2 O0s reagentes devem ser de grau bacteriologico de procedéncia
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(o]

id6nea, apresentar - odor, cor e consisténcia:inalterados, ser livres
de elementos bactericidas ou bacteriostaticos inespecificos, bem

como de carboidratos inespecificos.

5.3 Meios de cultura

5.3.1 Meio 9K modificado em concentragéo simples para Thiobacillus

ferrooxidans
Formula:
Solugao 1 (5ais de DaSE).ueveernnsssonenns sailime, ee . ¥ 700 mL
Solugao 2 (fonte de energia)...c.cceeeeeceofaceeseeciah. 300 mL
Preparo:

Este meio deve ser preparado como segue:

a) preparar a solugao 1 (sais degbase) com a seguinte compo
sicao:
Sulfato de amonio [(NH4)2504]............. 3,00 g
Cloreto de potassio (KC1). .M. o) eeeennns 0,10 g
Fosfato de potassio[dibasio (K,HPO,)..... | 0,50 g
Sulfato de magnesio (MgSO4.7H20) ..... e 0,50 g
Nitrato de calcio [Ca(NO3)2] .............. 0,01 g
Acido sulfurico (H2SO4—10N) ............... 1,00 mL
Agua destilada........dehieececencss sesanen 700,0 mL

pH final apos|esterilizagao: 2,8 a 3,0

Para o preparo dessa solugéo, peésar os reagentes e acrescentar 703?L
de égua destilada fria.dAjustar o pH para 2,8 a 3,0. Esterilizar por
aquecimento, agitando freglientemente até a ebulicao. Evitar aqueci
mento excessivo. Apés alesterilizagao por calor, colocar em banho-ma

ria a 55°C para estabilizacao da temperatura do meio de cultura.

b) préparar a solugao 2 (fonte de energia) com a seguinte com

posigab:
Sulfato ferroso (FeSO4.7H20) .............. 44,22 g
Agua destilada...eece.. cenaone caeeees e e 300,0 mL

Para esse, preparo, pesar 44,22 g de sulfato ferroso, colocar em um
balao volumétrico de 300 mL e completar o volume com agua destilada.
Homogeneizar ate completa dissolugao do sulfato ferroso e esterili

zar por filtragao em membrana com porosidade de 0,20 pm.

c) Jjuntar as solugoes 1 e 2 e, com todos os cuidados de assep

sia, distribuir volume de 10 mL em tubos de ensaio esté
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reis tampaonados de 16 mm x 150 mm. :

d) os tubos de ensaio, contendo o meio 9K modificado, con
concentragao simples, podem ser armazenados sob refrigera

¢30, durante o periodo maximo de 2 semanas.

5.3.2 Meio 9K modificado em concentragao dupla para Thiobacillus
ferrooxidans

Formula:

Solugao 1 (sais de base).......c.... C it ee oo e 700 mL

Solugao 2 (fonte de energia)........... Y ooy 300 mL

Preparo:

Este meio deve ser preparado como segue:

a) preparar a solugao 1 (sais defbase), com a seguinte compo

sigao:

Sulfato de amonio [(NH4)2804]............, 6,00 g
Cloreto de potassio (KCLJ ..\ .dueeoohecse.. 0,20 g
Fosfato dibasico de potéssiof(KzHPO4)..... 1,00 g
Sulfato de magnésio,(Mgso4.7H20).......... 1,00 g
Nitrato de calcio [Ca(NOS)g] ..... Ceeeeaaes 0,02 g
Acido sulfuarico (HgSO,=TON) . ...cvvnnnnnnn. 2,00 g
Agua destilada... Jo..eaeeedon. eeeessaseanas 700,0 mL

pH final apos esterilizagag: 2,8 a 3,0

2

Para o preparo dessa soMigao, pesar os reagentes e acrescentar 700
mL de agua destilada fria. Ajustar o pH para 2,8 a 3,0. Esterilizar
por aquecimento, agitando freglientemente até a ebuligao. Evitar aque
cimento excessivo. Aposi@pesterilizagao por calor, colocar em banho-

-maria a 55°C pard estabilizagao da temperatura do meio de cultura.

b) preparar a Solugae 2 (fonte de energia), com a seguinte
composigad:
Sulifate ferroso (FeSO4.7H20).............. 88,44 g
Agua destilada......cocv.. e teesees e 300,0 mL

Para esse‘preparo, pesar 88,44 g de sulfato ferroso, colocar em um
balido volumetriec de 300 mL e completar o volume com agua destilada.
Homogeneizar até completa dissolugao do sulfato ferroso e em segui

da esterilizar por filtragéo em membrana com porosidade de 0,20 pm.

c) Jjuntar as solugoes 1 e 2, com todos os cuidados de asep
sia, distribuir volume de 10 mL, em tubos de ensaio esté
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reis tamponados de 18 mm x 180 mm. -

d) os tubos de ensaio, contendo o meio 9K modificado, concen
tragao dupla, podem ser armazenados sob refrigeracao, du

rante o periodo maximo de 2 semanas.

5.3.3 Meio de Postgate modificado em concentragao simples para

Thiobacillus thioparus

Formula:
Tiossulfato de sodio (Na28203.5H20) ............. 5,00 g
Cloreto de amonio (NH4Cl) ....................... 1,00 g
Fosfato de potassio dibasico (KJHPO,)....3d..... 3,00 g
Cloreto de calcio (CaCl,)..... A AR 0,10 g
Sulfato de magnéesio (MgSO4)... .............. e 0,50 g
Solugao de tragos de elementOS L lilmmp.: -+ .o 1,00 mL
Vermelho de fenol....ieeeeeedoheofecoeesn ceaas e 0,018 g
Agua destilada..... - & e . 1000,0 mL

pH final apos esteriliz@gao: 47,4

Preparo:

Pesar todos os reagentes,/exceto a solugao de tragos de elementos,
e acrescentar 1 000 mL de agua deStid@da fria. Aquecer, agitando fre
glientemente, atée a compléta digsolugao do meio, tomando cuidado para
que nao seja atingida a [temperatura de ebuligao. Ajustar o pH para
7,4 com solugdo normal \de hidroxido de sodio (NaOH-1N). Esterilizar
em autoclave a 121°c0durante 15¢minutos. Estabilizar o meio a tempe
ratura de 45°C a 50°C" @ juntar 1,0 mL da solugado estéril de tragos
de elementos recentementé, preparada (ver 5.4.1). Distribuir assepti
camente, com agitagéo constante, volumes de 10 mL, em tubos de en
saio estereis/de 16 mm x 150 mm. Armazenar sob refrigeragéo, duran
te o periodofmaxinlo’ de 2 semanas.

5.3.4 Meio de,Postgate modificado em concentragao dupla. para Thiobacillus

thioparus

Formul a
fiogsulfato de sodio (Na28203.5H20) ....... e 10,00 g
Cloreto de amonio (NH,Cl)........... e ces 2,00 g
Fosfatel/de potassio dibasico (K,HPOg)...eveeennn. 6,00 g
Cloreto de calcio (CaCl,)..... et eeeeeeeeia e 0,20 g
Sulfato de magnésio (MgSO,)......... eeeen e 1,00 g

Solugao de tragos de elementos.......... ceeaanaas 2,00 mL
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Vermelho de fenol......ceeietreersecennnccns e 0,036 g
Agua destilada......... et ieeeeeeeee e .. 1 000,0 mL
pH final apés esterilizagéo: 7,4

Preparo:

Pesar todos os reagentes, exceto a solugéo de tragos de :elementos,
e acrescentar 1 000 mL de agua destilada fria. Aquegcer, agitando
freqiientemente, ate a completa dissolugéo do meio, “tomando ““cuidado
para que nao seja atingida a temperatura de ebulicao. dAjustar o pH
para 7,4 com solugao normal de hidroxido de soOGdop(NaOH=21N). Esteri

lizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos. Estabilizar o meio a

temperatura de 45°C a 50°C e juntar 1,0 mL/da solugao|eésteril de
tragos de elementos, recentemente preparada (ver 5.441). Distribuir
assepticamente com agitagao constante, volumes de 10 mL, em tubos

de ensaio estéreis de 18 mm x 180 mm. Armazenarpsob refrigeracgao, du

rante o periodo maximo de 2 semanas.

5.3.5 Meio de Postgate modificado coem, verde de bromocresol em con

centragéo simples para Thigbacillushthiooxidans

Formula:
Tiossulfato de sodio (Na,S,0gmBH,00. ............ 5,00 g
Cloreto de amonio (NHgCT) 0 - - - - - - e e 1,00 g
Fosfato de potassio/dibasico (KZHPO4) ......... .. 3,00 g
Cloreto de calcio (€aCl,)....is.... . 0,10 g
Sulfato de magnesgio (MgSO4) ..................... 0,50 g
Solugao de tragos de elementos.......... sesasans 1,00 mL
Vermelho de fenol...W\\ cee e ceceseanse ceecsenas . 0,018 g
Verde de bromo€mesol. . cereseenanns casececsaesaa 0,01 g

Agua destil@da..... Cheeeaeea. e e 1 000,0 mL

pH final Apos e®terilizagao: 4,5

Preparo: .

Pesar os reagentes, excefo a solugao de tragos de elementos e acres
centar 1 000( mL “de égua destilada fria. Aquecer, agitando freqﬁeg
temente até - complEeta dissolugao do meio, tomando cuidado para que
nao seja ‘atingida a temperatura de ebuligao. Ajustar o pH para 4,5
com solugao 10NBhde acido sulfurico (HZSO4—1ON). Esterilizar em auto
clave a 121°C por 15 minutos. Apés esterilizagao, manter a solugéo
preparada em banho-maria de 45°C a 50°C e acrescentar 1 mL da solu
gao de tragos de elementos. Homogeneizar e distribuir com todos oS

cuidados de assepsia, volumes de 10 nL em tubos de ensaio;estéreis’ de 16 mm X
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150 mm. Apos distribuigao do meio nos tubos, usando a - extremidade
de uma faca, adicionar a quantidade de tragos de enxofre elementar
estéril em cada um dos tubos. Armazenar sob refrigeragao, durante
o periodo maximo de 2 semanas.

Nota: A esterilizagao do enxofre elementar é feita em vapor fluen

te por 30 minutos em tres dias consecutivos.

5.3.6 Meio de Postgate modificado em verde de bromogresol em con

centragao dupla para Thiobacillus thiooxidans

Formula:

" Tiossulfato de sodio (Na28203.5H20) .............. 10,00 g
Cloreto de amonio (NH,C1)..... . G AR 2,00 g
Fosfato de potassio dibasico (K,HPO,).WQlf....... 6,00 g
Cloreto de calcio (CaCl,)...&o% s T e e e 0,20 g
Sulfato de magnésio (MgS0,) .. - Nh. 4. C e eeeeeees 1,00 g
Solugao de tragos de elemeritos..\......... N 2,00 mL
Vermelho de fenol......do0 ... fine e rodheoasoscsoacsss 0,036 g
Verde de bromocresol. ..o cde et ecciesccssnonas 0,020 g
Agua destilada........ts.. eoeseohl i iiiessncrnnan 1 000,00 mL

pH final apos esterilizagao: 445

Preparo:
Pesar os reagentes, exceto a solugao de tragos de elementos e acres

centar 1 000 mL de agua destilada/fria. Aquecer, agitando freqliente

mente ate completa dissolugaoefdo meio, tomando cuidado para - :'que
nao seja atingida a temperatura de ebuligao. Ajustar o pH para 4.5
com solucao 10N de acidosulfirico (H,50,-10N). Esterilizar em au
toclave a 121°¢ por 15pminutos. Apés esterilizagao, manter a solu
950 preparada £@&m banho-maria de 45°C a 50°C e acrescentar 1 mL da

solugao de tragos gde elementos. Homogeneizar e distribuir, com todos
os cuidados{de agsepsia, volumes de 10 mL em tubos de ensaio esté
reis de 18 mm x. 180 mfM. Apos distribuigao do meio nos tubos, _usando
a extremidade) de uma faca, adicionar a quantidade de tragos de enxo
fre elefMentar esteril em cada um dos tubos. Armazenar sob refrige

ragao{ duranhte o periodo de 2 semanas.

5.4 Solugoes

5.4.1 Solugdo de tragos de elementos (Solugao usada na _composigao

do meio de Postgate modificado)

Formula:
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Acido DOrico (HgBOg)e.eiiererrarenuoanenennnn. . 2,90 g
Cloreto de magnésio (MnCl,.4H,0).....ccoueenne. 1,80 g
Sulfato de zinco (ZnSO4.7H20)........... ....... 0,20 g
Molibdato de amonio [(NH4)6M07024.4H20].. ..... 0,03 g
Cloreto de cobalto (CoClz.GHZO).... .......... .. 0,08 g
Sulfato ferroso (FeSO4.7H20)....... ..... ceeeeas 1,90 g
Sulfato de cobre (CuSO4.7H20) ...... ceaaaest e 0,10 g
Agua destilada...eeeeeeeeeneencecccnccoocnes o 1 000,0 mL
Preparo:
Pesar os reagentes e acrescentar 1 000 mL de égua destilada. Homoge
neizar. Aquecer lentamente ate completa dis&olugao, tomando cuida
do para que nao seja atingida a temperatura dépebuligao. Esterili

zar por filtragao, em membrana com porosidade de Q320 pm. Armazenar

em frasco escuro, bem vedado e sob refrigeragao.

5.4.2 Agua de diluigao

Formula:
Solugao-estoque A .......deeenaafal h...... ceen 1,25 mL
Solugao-estoque B ...o.e.imeeann oo . ....... .. 5,00 mL
Agua destilada ......coeeeiali. .. b, .. e 1 000,0 mL

pH final apos esterili@agaos 7,2 T o,1

Preparo:

A agua de diluigao deve ser \preparada como segue:
a) preparar a solugéo—estoque A com a seguinte composigéo:

Fosfato de potassio monobasico (KH,PO ) ... 34,0 g

Agua destibada Q.S Pk cccvececcsccacnnccrnnas 1 000,0 mL
Dissolver o fosfafd de potassio monobasico com 500 mL de agua desti
lada, ajustar o ppH para 7,2 pa 0,1 com solugéo de hidroxido de sodio
1N e completard{o volume para um litro com égua destilada. Distribuir
volumes que sejam adequados a necessidade de uso do 1aborat6rio,: em
frascos com/tampa de rosca. Esterilizar em autoclave a 121OC, duran

te 15 minutos. Armazemar em geladeira.
b) ‘preparar a solugao—estoque B com a seguinte composigéo:

Cloretdhde magnésio (MgCl,.6H,0) e eiuuennnnn. 81,1 g
Agua destilada g.S.pP.e.+v... e .. 1 000,0 mL

Dissolver o cloreto de magnésio em 500 mL de agua destilada e comple

tar o volume para um litro com agua destilada. Distribuir volumes



CETESB/L5.217 15

que sejam adequados a necessidade de uso do laboratorio, ‘em frascos
com tampa de rosca. Rotular e armazenar em geladeira.

¢) adicionar 1,25 mL da solugéo—estoque A e 5 mL da solugéo—
-estoque B e completar o volume para um litro com égua
destilada;

d) distribuir, em frascos de diluigéo, quantidades adequadas
que assegurem, apés autoclavagéo a 121°C darante 15 minu
tos, volumes de 90 Y o mL.

Nota: Antes da utilizagado da sdlugao=-eéstogue A, deve-se

verificar se nao ha guaisquer evidencias de conta
minacao microbiana (turbidez, pregéncga de material
em suspenséo). Em caso afirmatiwvo, essa solugéo de

ve ser descartada.

5.4.3 Solugdo normal de hidroxido de 8odio (NaOH-1N)

Formula:
Hidroxido de so0dio (NaQH) ... o ol e onnan 40,0 g
Agua destilada Q.S.Pecfekeccecseareceaeaccaccans 1 000,0 mL
Preparo: .
Pesar 40 g de hidroxido g€ sodilo, colocar em um balao volumetrico
de 1 000 mL e completar/ o volume com égua destilada. Homogeneizar

até a completa dissolug@o do hidpoxido de sodio. Armazenar em  fras
3

co bem vedado.

5.5 Reagoes

5.5.1 Meio 9K medificado

O meio 9K modifiicado € o meio de enrigquecimento seletivo para

Thiobacillus ferrooxidans. Neste meio de cultura o sulfato ferroso

& a unica fohte dé enengia presente e o crescimento bacteriano a
partir de sua utilizagéo e evidenciado por um precipitado vermelho-

-acastanhado, e um deérescimo de pH.

5.5.2 Meio de Postgate modificado

0 meig de Postgate modificado e um meio de enriquecimento seletivo

para Thiobaecillus thioparus. Estas bactérias oxidam o tiossulfato

contido no mei® de cultura a sulfato, acido sulfurico e enxofre
elementar. O enxofre formado precipita-se, dando uma cor amarelo-ou
ro, enquanto que o acido sulfurico determina a acidificagao do meio,
o qual e evidenciado pela coloragéo amarela decorrente da viragem
do indicador de pH (vermelho de fenol).
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5.5.3 Meio de Postgate modificado com verde de bromocresol -

0 meio de Postgate modificado com verde de bromocresol e um meio de

enriquecimento seletivo para Thiobacillus thiooxidans. Neste meio de

cultura o enxofre elementar é usado como fonte de energia e o cres
cimento bacteriano a partir de sua utilizagéo ¢ evidenciado pela pre
cipitagéo do enxofre elementar e pelo abaixamento do pH pela forma
gao do H,80,, o qual é evidenciado pela coloragao{amarélaggsdecorren

te da viragem do indicador do pH (verde de bromocreseol)/

5.6 Amostragem

Deve ser efetuada segundo as especificagoes dpresentadasiho Guia de
Coleta e Preservagéo de Amostras de Agua, da CETESB, 1988.

5.6.1 Amostra

A amostra deve ser bem identificada e todas as informagoes sobre a

mesma devem ser completas (n? da amostra, data, 1loecal, pH, tempera
tura e outras informagoes necessarias parajglie os resultados possam
ser interpretados corretamente).

5.6.1.1 Transporte e conservagéo: apés a . celeta, a amostra devera

ser enviada ao laboratorio o maispapido‘possivel. O tempo maximo ide

al entre a amostragem e o inicio de. exame/é de 8 horas, sendo que
o tempo limite nao deve excederpl4 horas. As amostras devem ser

. ~ o) . .
transportadas sob refrigeragao (4 a0 C) e conservadas assim ate

o inicio do exame.

5.7 Procedimento a parbtir deé,amostfas liqliidas

5.7.1 Identificar a amostra a ser analisada e definir os volumes

da mesma a serem inoculadosyem fungéo de sua procedéncia.

Nota: A tecnica de tubos Mltiplos requer a inoculagdo de multipos
e submﬁltiplos de 1 mL da amostra, sendo cada volume inocu
lado em @dma serie de, 5 tubos. A selegéo desses volumes deve
ser feitalcuidadosamente pelo analista (com base em sua = ex
periéncia sobpe, d provavel densidade de tiobacilos presentes
na amostra ou em dados prévios sobre a mesma), de tal modo
qug¢ pelo/ ménos um tubo inoculado na Ultima seérie selecio
nadaiforneca resultado negativos E requerida a inoculacgao
de, no minimo, trés volumes, sendo aconselhavel, para amos
tras desconhecidas, a selegao de um maior numero de volumes

a serem inoculados.

5.7.2 Submefer a amostra a analise, conforme especificado em 5.7.3
a5.7.17.
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5.7.3 Preparar os tubos com os meios requeridos para cada uma das
provas, como segue:

- Meio 9K modificado para Thiobacillus ferrooxidans.

- Meio de Postgate modificado para Thiobacillus thioparus.

- Meio de Postgate modificado com verde de bromocresol para
Thiobacillus thiooxidans.

Disp6—1os em tres estantes, uma para caga mgio, em filei
ras de 5 tubos.

Nota: Usar os respectivos meios em concentragao dupla para
a inoculagao das porgoes Mde 10 mL da amostra e, em

concentragéo simples, parajes demais volumes.

5.7.4 Proceder a identificagéo dos tubos, anotando, no primeiro
tubo a direita na primeira fileira, {0 nUméropda, amostra, o volume
a ser inoculado e a data. Nos primeiros tubos a direita nas filei

ras seguintes, anotar apenas o volume a‘Ser inoculado em cada tubo
das mesmas.

5.7.5 Homogeneizar a amostraj no nimimo 25 vezes, inclinando o fras
- ) . o

co, formando angulo de, aproximadamente, 45  entre o brago e antebra

Go.

5.7.6 Com uma pipeta egterilizada de 10 mL e obedecendo aos cuida

dos de assepsia, transferir 10 mL; da amostra péra um frasco conten

do 90 I 2 mL ge agua ,de ‘diluigaoy antecipadamente identificado. Pre
pa-se, assim, a 12 diluigéo decimal (10_1), sendo que 1 mL da mespa

corresponde a 0,1 mL da amostra (ver Figura 1).

Diluicoo  Dilvigdo
4072 1o-n

“Amostra

FIGURA 1 - Preparo das diluigoes decimais
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5.7.7 Com a mesma pipeta, semear 10 mL da amostra em cada um

tubos contendo os meios em concentragéo dupla, quando este
for requerido para o teste (ver Figura 2).

{OmL em cada tudo
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~

FIGURA 2 - Inoculagao dos volumes da amostra e suas

diluigoes decimais
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volume
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5.7.8 Desprezar a pipeta de 10 mL e, com uma pipeta de 5 mL, ino
cular 1 mlL da amostra em cada um dos tubos correspondentes a essa
quantidade de inoculo.

5.7.9 Homogeneizar o frasco contendo a primeira diluigao (10—1)
como em 5.7.5 e,com uma nova pipeta esterilizada, transferir 10 mL
para um frasco contendo 90 Y 2 mL de égua de diluigéo,conseguindo—se

assim a segunda diluigao decimal (10_2),semﬂ;que:Lnﬁ.da~mesma corres

ponde a 0,01 mL da amostra.

5.7.10 Proceder dessa maneira na seqiiencialldas diludgoes desejadas

(1073, 107%, 107°........107™).
5.7.11 Ordenar os frascos contendo as diduigoes, /mantendo seqlién
cia decrescente das mesmas (da maior para a menor diluigao efetua

da).

5.7.12 Agitar vigorosamente, 25 vezes,; O frasco com a ultima dilui
950 efetuada e, com uma pipeta esteril de 5 mL, semear 1 mL da dilui
géo em cada um dos tubos contendo osmeios)em concentragao simples,

correspondentes a essa diluiggo.

5.7.13 Proceder dessa maneira,) semeando de tras para frente, sempre

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

Nota: A Figura 2 sumariza o progedimento relativo a inoculagao dos

volumes da amostra e suas diluigSes decimais.

5.7.14 Apos a inoculagéd de todos os meios e volumes da amostra
e/ou das diluigSes requeridas para o exame, colocar as estantes
contendo os tubos inoculados, em incubadora a 28 s O,SOC durante
21 ¥ 2 dias.

5.7.15 Apos esse periodo de incubagao, retirar as estantes com oS
tubos da inc@ibadora, para efetuar a leitura dos resul tados. Compa

rar com os ‘Gubostcontpole,

5.7.16 Considérarppositivos os tubos que apresentaram, para cada

um dos meios| abaixo relacionados, as seguintes reagoes:

- Méio 9K modificado: reagoes positiva para Thiobacillus

ferrooxidans e indicada por um precipitado vermelho-acas

tanhado e decrescimo do pH.

- Meio de Postgate modificado: reagao positiva para Thiobacillus

thioparus é indicada por um deposito amarelo do enxofre
elementar e pela acidificagao do meio de cultura, eviden

ciada pela mudanga da coloragéo do indicador de pH de ver
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melha para amarela. -

- Meio de Postgate modificado com verde de bromocresol: rea

gao positiva para Thiobacillus thiooxidans e indicada por

um precipitado amarelo-claro, do enxofre elementar e pela
acidificagéo do meio de cultura, evidenciada pela mudanga

da coloracao do indicador de pH de verde para amarela.

5.7.17 Anotar os resultados e calcular o NMP para Thiobacillus

ferrooxidans, Thiobacillus thioparus e Thiobacillus thilcoxidans.

5.8 Procedimento a partir de amostras solidasgoUlsemi-golidas (solo

e residuos solidos)

5.8.1 Proceder da mesma forma que em 5.7.37€p5.7.4.

5.8.2 Homogeneizar a amostra e transferir uma quantidade signifi
cativa para um béxwr com capacidade de (1000 mlig

5.8.3 Macerar a amostra previamente selecienada e, se necessério,
retirar, com auxilio- de uma pinga, pedagos de madeira, papel, pe
dra, etc.

5.8.4 Pesar 200 g da amostra jalmacerada ¢ homogeneizada e transfe
rir para um baldo contendo 1800 mEhnde agu@ de diluigao esteril.

...1),

Prepara-se assim, a primeira diluigéo decimal (10 sendo que 1 mL

da mesma corresponde a Q0,1 g da“amostra;

5.8.5 Homogeneizar a amosira contida no balao em agitador de apro
ximadamente 120-150 oscilagSés por Mminuto durante cerca de 30 minu
tos.

5.8.6 Apés a homogeneizagéo da amostra, proceder conforme 5.7.6 a
5.7.17.

Nota: Quando asj/amostra sao de solo ou residuos solidos (amostras

solidas éu sedi-solidas), recomenda-se usar a corregao  para
a quantidadel de égua presente na amostra, expressando o . re

sultadepem gramas de peso Seco.

6 RESULTADOS

6.1 Calculoldo numero mais provavel (NMP/100 mL)

6.1.1 A densidade de Thiobacillus ¢ expressa como NMP de Thiocbacillus

por 100 mL ou 100 g, o qual € obtido atraves de tabelas, em que sao
dados os limites de confianga de 95% para cada valor de NMP deter

minado.
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6.1.2 A Tabela 1 apresenta o NMP para varias combinagdes de resul

tados positivos e negativos, quando sao inoculadas 5 porgoes de 10
mL, 5 porgoes de 1 mL e 5 porgoes de 0,1 mL da amostra. Embora 0s
volumes indicados se refiram mais especificamente a amostras pouco

poluidas, esta Tabela tambem pode ser utilizada quando volumes maio
res ou menores da .amostra sao inoculados. Para sua utilizagéo, procu
ram-se o0s cédigos formados por tres algarismos‘correspondentes ao
namero de tubos com resultado positivo em trés séries consecutivas

inoculadas. Para a obtencao do NMP de Thiobacilluso codigo e compos

to a partir dos tubos com resultado positivo noeimeio utilizado.

6.1.3 Utilizacao da Tabela 1

6.1.3.1 Quando sao inoculadas apenas 3 series de 5 tubos, sendo uti
1izados os volumes indicados na Tabela (10 mL, 4 'mL e O,1 mL), o NMP
é obtido diretamente a partir da Tabela 1. Para isto, procura-se o©
codigo formado pelo numero de tubos com resultados positivos obtidos
nas tres series consecutivas inoewuladas, werificando-se o NMP corres
pondente. Considerem-se os exemplos gue, s€’ seguem na Tabela 2, nos
quais sao apresentados os resultados positivos obtidos em cada serie
de 5 tubos inoculados.

6.1.3.2 Quando sao inoculadas, apenas tres series de 5 tubos, sendo
utilizados volumes decimais difepentes daqueles indicados na  Tabela
1, procura-se o codigo (formado pelo nimero de tubos com resultados
positivos obtidos nasg tres séries consecutivas inoculadas, verifican
do-se o valor do NMP ‘Correspondente a ele. O NMP/100 mL sera dado
através da seguinte férmula:

10

MP e codi X - -
N gorrespondente ao codigo maior volume inoculado

Consideram-sé os geguintes exemplos (vide Tabela 3).

6.1.3.3 Quando/mais de 3 volumes decimais sao inoculados, para a
composigéo do cédigo sao utilizados apenas os resultados positivos
correspondentes a tres series consecutivas inoculadas, sendo que o

primeiro algarismo escolhido para compor o cédigo sera corresponden
te & serielde menor volume da amostra (maior diluigao) em que  todos
os tubos apreésentaram resultados positivos, desde que tenham sido ino
culadas diluigaes subseqlientes para totalizar os trés algarismos para
o cédigo. Encontrando-se © cédigo na Tabela e o NMP a ele correspon
dente, o valor final do NMP é obtido atraves da aplicagao da seguin
te formula:
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10

Valor do NMP correspondente ao codigo x
maior volume inoculado sele

cionado para compor o cédigo
Exemplo: (vide Tabela 4).

6.1.3.4 Casos especiais

a) se menos que trés das diluigoes inoculadas apresentam
resul tados positivos, para a composigao @o £6digo sao
selecionados os trés maiores volumes da amostra que in

cluem as séries com resultados poSitives (vep Exemplo 1
da Tabela 5);

b) se diluigoes maiores que as escolhidas para compor o cé
digo apresentarem tubos com resul tados positivos, o ng
mero correspondente a esse¢Situbos adicionado ao n® de
tubos positivos da diluigao mais @lta escolhida para com
por o codigo (ver Exemplo 2 da fabela 5);

¢) embora nao deva haver ménhtm resultado negativo nos volu
mes superiores équeles selecionados para a formagéo do
codigo, se isto ocorper, o codigo devera ser formado
considerando;se o maier.volumé da amostra com resultado
positivo nos cincegtubos, “seguido do n? de tubos posi
tivos correspondentes ags dois volumes decimais seguin
tes (ver Exemplo 3 da Tabela 5); ’

d) se todos os ,tubos correspondentes a todas as diluigaes
inoculadas apresentarem resultados positivos, selecionar
para a2 composigao do codigo as trés maiores diluigoes
(ver Exemplo 4 da)Tabela 5);

e) se todos os tubosicorrespondentes a todas as diluigoes
inoculadas, apresentarem resultados negativos, selecionar
pané a fdrmacde, do cbédigo as trés menores diluigoes (ver
Exemphof 5 na /Tabela 5).

6.2 Expressg@o dos resultados

6.2.1 Para amostras 1iqﬁidas, expressar os resultados como:

a) NMP/100 mL de Thiobacillus thioparus;
b) NMP/100,mL de Thiobacillus thiooxidans;
c) NMP/100 mL de Thiobacillus ferrooxidans.

6.2.2 Para amostras solidas ou semi-sblidas os resultados sao ex

pressos em gramas:
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Tabela 1 - Indice de NMP e limites de~confianga de 95%, cuando
sao utilizados inoculos de 10 mL, 1 mL e 0,1 mL em

seéries de 5 tubos

“Numero de tubos com reagao positiva Limites délconfianca

- sao ytilizados, em series de|Indice de de 95%
tubos ulos de:

- lo,minoc 1m- 0,1 nL NMP/100ML | 1y £o s o Superior
0 0 0 < 2 - -
0 o) 1 2 <1 10
0 1 0 2 <1 10
0 2 0 4 <1 13
1 ¢ 0 2. <1 11
1 o) 1 47 1 15
1 1 0 4 1 15
1 1 1 6 2 18
1 2 -0 -6 2 18
2 0 o 4 1 17
2 0 1 7 2 20

T2 1 o . 7 2 " 21
2 1l o1 9. 3 24
2 2 0 9 '3 25

2 3 0 12 5 29
3 0 o 8 3 24
3 0] 1 11 .- 4 29
3 1 0. ‘11 4 25
3: 1 1 14 6 35
3 2 (o) 14 - 6 . 3%
3 2 I 17 7 40
4 0 N0 - 13 5. 38
4 0 1 17 7 45
4 1 o 17 7 46
4 1 1] - 21 9 . S5

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] 0 23 9 86
5 (o) 1 30 10 110
5 O 2 40 20 140
5 1 o) 30 10 120

A5 1 1 50 20 150
5 1 2. 60 30 180

5 2 0 S0 20 170
5 2 1. 70 30 210

"5 2 2 90 40 250
5 3 o - 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 1¢) 390
5 4 1l 170 - 70 480
5 4 2 220 100 580
S 4 3 280 120 690
S 4 4 350 160 820
5 5 (o] 240 100 940
$ 5 1 300 100 1300
) S 2 500 200 2000
5 s 3 900 | 300 2900
-] -] 4 1600 600 5300
5 g s |21600 - -
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a) NMP/lOO‘g.ckaThiobacillus thioparus;
b) NMP/100 g de Thiobacillus thiooxidans; e
c) NMP/100 g  de Thiobacillus ferrooxidans.

6.2.3 Quando usado o fator de corregao para a quantidade de agua
(umidade) presente nas amostras solidas ou semi-solidas (solo e re
siduos so6lidos), expressar o resultado como NMP/g seco (ver
Anexo B).

QELAS 2, 3e 4
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TABELA 2 - Exemplos .

Mimeros de tubos com resultados po Codigo
sitivos em cada série de 5 ~tubos | (Combinagao de resulta | NMP/100
Exemplos | {hoculados com: dos positivos e nega-
10 mL . 1mL 0,1 mL | tivos) 1 mL
1 5 2 o 520 ' 50
2 4 2 o) 420 22
3 5 5 1 ) 551 300
4 5 5 5 555 - 21600
Tabela 3 - Exemplos
" Numero de tubos com resultados positi- KMP. cor
Volumes da serie de 5 tubos i lados 4 .
decimais ,zgzzeu cada serie de ubos inoculades . 2e5p°"- Calculo A NMP/100
‘ inoculados "100 10 [1(10°) 10-4} 10-4} 10-9 10“ Lodigo a:nzzdi do NMP ol -
_("L.)‘- oL [ 6L |l |al ab | ol | ml v g~
‘.100-1_0 5 |4 |0 1 540 130 | 30 :go 13
10° 21072 | s [ o | off L] B0 23 | 10 230
DA : : 23 x ——
10l e 1073 s |1 | ol 410 17 b Lo 1700
7 x <1
1072 a 107 3 | oL} o] 300 8 .a'x 10 | 8000
’ : 0,0! ‘

\Tabela 4 - Exemplos

v i i Nunero'de tubos com resultados positivos em .. NP j )
ofumes cada serile de 5 tubos inoculados conm: Codigo °oC | calculo | NMP / 100
decimais selecio 2esgon~ 4
-3 s - - - - - - .fdente ao o ° N
inoculados | 1o H0° 167107 {107 {107 [ 107 | 107 {nado . ™ [eigico | wwp "
('L)- nl nl nt al )] al ol nl nl .
10 a102 | s SOh3 KL -] -1 -] - 531 110 {120 x 22 [1,1.x 103
1
10°a10% ) - L sadesr| 2 | 1| o - | -] sa | 70 |r0x 2 |7,0x10
¥ 0,1
wlawd eyl - s | s | s 2 | o | - 520 50 |50 x—-| 5,0 x 10°
_ I B 0,001
1022108 - | - |- s s | o] o] o] so0 23 |23 x—2 2,3 x 10°
_ =1 =-1- 0,001 |-

4 d . - R ’ .
Obs: Numeros grifados correspondes ao numero de tubos positivos selecionados para compor o codigo.

/TABELA S
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/TABELA 5

i
<l
AN
<</
:
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TABELA 5 - Exemplos
Volumes |N? de tubos com resultados positi| Codi NP cor- | Ca
Exemplos decimais |yos, em cada serie de 5 tubos, ~ seleﬁfoﬂ respon- E:IES;O Ne /
g;mﬂé inoculados com: nado ~ |dente a0 100 mL
o Jurod) 107t 1072 1073 107 107 codigo
al } mL- | Wt | al al ol at
7 T
ho-1073 / al1|o|o %// 410 1% 17x 2| o
/ h Wi |
ho 1o°5/ 5| 5|4 13 0| e 2200 220 x 22 a
- / 514 1 X 6:1_ 2,2 x 10
/
10-10%) 4 | 54 lalo] o0 // so |4 |1s0x2 |1,3x10°
10! - 165 s |s|s|s [Usss [>1600 [21600x22151,6 x 107
' =domn T 0,001 ‘
1071 - 16° ol@efolo|floo |<2 JaxgF| <2m
’ . ’

/ANEXO A
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/ANEXO A
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA ALTERNATIVOS PARA A DETERMINACAO
DO NUMERO MAIS PROVAVEL DE THIOBACILLUS THIOPARUS
E_THIOBACILLUS THIOOXIDANS

Alguns autores utilizam meios alternativos ao meio de Postgate modi

ficado para Thiobacillus thioparus e meio de Postgate modificado

com verde de bromocresol para Thiobacillus thiocexidans, Jtais como O

meio sulfato-redutor Thiobacillus thioparus e o meiofde enxofre
Thiobacillus thiooxidans recomendados por "Standard, Methods for the

Examination of Water and wWastewater".

S3o apresentadas a seguir, as recomendagfes relativas a composigao
e preparo desses meios de cultura.

A-1 Meio sulfato-redutor (Thiobacildus thioparus)

Formula:
Tiossulfato de s0dio (Na,5,05.5H;00..cvueenenennen 10,0 g
Fosfato de potassio dib@sico (KpHPOR)....uevvnn... 2,0 g
Sulfato de magnésio (MgS0,.7H;0) 1y ... .. Ceeeeeas . 0,1 g
Cloreto de calcio (CaCly.2H,0)..4A%.. e 0,1 g
Sulfato de amonio (NH, ) o SOpupesage e o v veeeee e 0,1 g
Cloreto férrico (BECT WBHL0) . vvvnrrerennennnnnn. 0,02 g
Agua destilada..fcecceeeraeie e e e et e 1 000,0 mL

pH apos esteriligacdo: 7,8 % 0,1

Preparo:

Pesar todos os reagentes,. exceto o tiossulfato de sodio e o sulfago
de amonio. Acrescentar 1000 mL de égua destilada. Aguecer, agitando
freqgiientemente, ate digsolugao completa do meio, tomando cuidado pa
ra que nao sej@ atingida a temperatura de ebuligdo. Ajustar o pH pa
ra 7,8. Esterilizar em aqtoclave a 121°C durante 15 minutos. Sepérg
damente, esterilizar o g£iossulfato de sodio e o sulfato de amanio e
adicionar ao meiamnza /hora do uso. Distribuir assepticamente, . com
agitagaof constante, volumes de 10 mL, em tubos estereis de 16 mm X
150 mm/(concentfagao simples) e tubos estereis de 18 mm x 180 mm
(concentragao dupla). A reagao positiva é indicada pela turvagao no
meio, precipitagéo de enxofre e decréescimo de pH.

A-2 Meio de enxofre (Thiobacillus thiooxidans)

Formula:

Enxofre elementar (S°)......... ceeesesaeaane oo 10,0 g
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Fosfato de potassio monobasico (KH,PO ) e vvnnnnns - 3,0 g
Sulfato de magnésio (MgS0, . 7H,0) v uvnvarananennns 0,5 g
Sulfato de amOnio [(NH4)2304].................. 0,3 g
Cloreto de calcio (CaCl,.2Hy0)evevnnueainneeenns 0,25 g
Cloreto ferrico (FeCl,y.BH 0) . uuvennninnenaneennns 0,02 g
Agua destilada.....cceeeveenans ceeseeoccacacso e 1 000,0 mL
pH final apos esterilizagao: 4,8

Preparo:

Pesar todos os reagentes, exceto o enxofre elementar. Acrescentar

1 000 mL de agua destilada fria. Aquecer agitando, frequentemente,

até a completa dissolugéo do meio. Pesar o gnxofre elementar em fras
cos de Erlenmeyer de 250 mL usando 1 g/frasco.JAdicionar 100 mL do
meio em cada um dos frascos de Erlenmeyer contendo ¥ g do enxofre
elementar e esterilizar em vapor intermitentéll(80pminutos por 3 dias
consecutivos). Distribuir assepticamente, com agitagéo constante,
volumes de 10 mL em tubos estereis de 16 mm X 160 mm (concentracgao
simples) e tubos estereis de 18 mm x 180 mm (cencentragao dupla). A

reagéo positiva para T.thiooxidans ¢ indicada por um precipitado cas

tanho-alaranjado, turbidez e mudanga de pH.

/ANEXO B
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ANEXO B - RECOMENDAGOES DE ORGEM GERAL :

B-1 Obtencao de residuo total (peso seco) para o calculo de NMP/g

Pesar uma porgéo homogénea da amostra de volume adequado em uma cég
sula de material apropriado, previamente tarado. Para tara deixar a
cipsula em mufla a 550°C por uma hora. Em seguida, colocar a capsu
la com a amostra em estufa de 103 a 105°¢C por uma noitewmbeixar es
friar em dessecador e, assim que esfriar completamente (obtengao de
peso constante), pesar e anotar o peso encontrado. A diminuigéo de pe
so em relagio ao peso da capsula com a amgStra umida corresponden
ao residuo total. A expressao de residuoftotal é:

M5 x 100

My

% residuo ou peso seco =

M, = peso do residuo total (g)
M, = peso da amostra (g)

Ver Norma CETESB L5.149 - Determinagéo de residuos em agua - Metodo
gravimétricos. '

B-2 Cuidados especiais comi@agvidraria

Devem ser obedecidas as prescrigSes da Norma CETESB M1.001 - Lava
gem, preparo e esterilizacao de materiais em laboratorio de micro
biologia. '

B-3 Controle de qualidade da agua destilada .
A agua destilada, a ser ‘empregada no preparo de meios de culturas e
solugoes, deve seflidepaltalqualidade, livre de substancias toxicas
ou nutritivas que posam influenciar na sobrevivencia e crescimento

de microrganiSmos.fE recomendavel a avaliagao periodica de sua " qua
lidade, atraves da realiiagéo de ensaios especificos. Ver . Norma
CETESB L5.215 = Proval/de adequabilidade da agua destilada.

B-4 Conftrole) de qualidade de meios de cultura

E recomendavelga realizagao de testes especificos para avaliagéo e
controléndds meios de cultura a serem empregados no ensaio para de
terminagéo do. NMP de Thiobacillus. Ver Norma CETESB L5.216 - Contro
le de qualidade de meios de cultura.

/ANEXO C
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