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ESTUDO INTRODUTORIO SOBRE O

USO DE PETRIFILM COMO MEIO BASE PARA
A UTILIZACAO DE MEMBRANA FILTRANTE

NA ANALISE DE AGUA

A Estacio de Tratamento de Agua do Guandu é responsavel pelo abastecimento da popula-
¢do na regido metropolitana do Rio de Janeiro. Para distribuir uma dgua com qualidade, além
de todo processo de tratamento realizado para a dgua captada do Rio Guandu, é realizado
um monitoramento microbiolégico nas diversas etapas deste processo seguindo as legis-
lagSes vigentes. Um estudo com um total de 56 amostras utilizando técnica da membrana
filtrante associado ao meio de cultura Petrifilm — EC para detec¢io de coliformes total e
fecal foi realizado avaliando o grau de concordincia com Colilert. O resultado encontrado
foi de 94,6% (53/56) de concordancia, sendo que os 5,4% (3/56) discordantes foram relacio-
nados a auséncia em trés amostras de coliformes fecais, o que nao invalidou a detecgio de
coliformes totais nestas amostras.
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Summar

The water treatment station of Guandu is responsible for supplying water to the metropo-
litan region of Rio de Janeiro. To supply water with a high standard of quality, besides the
treatment of the water of Guandu River, microbiological monitoring is done at the several
steps of this process, according to the pertaining legislation. A study was done with a total
of 56 samples using the membrane filter technique associated to Petrifilm - EC culture
medium for detection of total end fecal coliforms to evaluate the degree of concordance
with Colilert. The result found was 94,6% (53/56) of concordance, where the 5,4% (3/56)
discordance was attributed to the absence of fecal coliforms in three samples what did not
invalidate the detection of total fecal coliforms in these samples.
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A dgua é uma substancia essencial para a existéncia dos
seres vivos e, gragas ao ciclo hidrolégico se torna um recur-
so renovavel. Este ciclo envolve os estados liquido, gasoso
e solido. Através da evaporagdo proveniente dos oceanos,
mares, lagos, rios e transpiragido vegetal, formam-se as nu-
vens que precipitam sob a forma de chuva. Parte desta, ao
chegar ao solo, uma parte infiltra-se nas reservas aqiiiferas
abastecendo-as e outra parte se destina aos oceanos e rios
reiniciando um novo ciclo.

Apesar deste ciclo infinito, a 4gua destinada ao uso hu-
mano, “agua doce”, em sua maior parte estd nas geleiras e
encontra-se inacessivel ao homem por falta de tecnologia.
Desta forma, o restante de dgua doce se torna um recurso
finito se comparado com o crescente indice populacional,
das industrias e das atividades agricolas.

Cerca de 2/3 da superficie do Planeta Terra é constituida
por agua, sendo que 97,4% estdo nos oceanos e mares, 2%
estd armazenada nas geleiras e apenas |% estd disponivel
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para uso, armazenadas nos lengéis subterraneos, lagos, rios
e na atmosfera (UNIAGUA, 2001).

A Companhia Estadual de Agua e Esgoto (CEDAE) é
responsavel pelo tratamento da agua bruta do Rio Guandu,
formado pelos Rios Santana, Ribeirido das Lajes e Rio Paraiba
do Sul, sendo este Ultimo, o doador de 80% do abastecimen-
to de dgua da cidade do Rio de Janeiro e Baixada Fluminense.
Este rio passa pelos estados de S3ao Paulo, Minas Gerais e
Rio de Janeiro em um percurso de cerca de 1.100 quildme-
tros, recebendo os efluentes domésticos e industriais prove-
nientes destes estados.

Segundo a Resolugio n° 357/05 do CONAMA?, o Sistema
Guandu pertence a Classe 2, pois seus corpos hidricos sido
destinados ao abastecimento doméstico, apds tratamento
convencional. Ja a Portaria 518, de 25 de margo de 2004, do
Ministério da Saude que revogou a Portaria 1469 de 2000,
estabelece os procedimentos e responsabilidades relativos ao
controle e vigilancia da qualidade da dgua para consumo hu-
mano e seu padrao de potabilidade, e dd outras providéncias.

Buscando sempre manter a qualidade de dgua distribuida
a populagio do Grande Rio, a CEDAE iniciou a avaliagdo de
um meio de cultura (Petrifilm — 3M®) associado a técnica da
Membrana Filtrante (MF) que, permitindo enumerar, distin-
guir e confirmar a presenga de coldnias de coliformes total e
fecal e bactérias gram-negativas ndo pertencentes ao grupo
de coliformes, agilizara os procedimentos microbioldgicos.

Desenvolvimento

Como a agua do Sistema Guandu antes de ser captada ja
passou pelos estados de Minas Gerais e Sao Paulo até chegar
ao estado do Rio de Janeiro, esta agua ja foi captada, utili-
zada e langada como efluente pelas residéncias e industrias
destes estados até o Rio Guandu. Para o seu tratamento a
CEDAE construiu, em 1955, uma Estacio de Tratamento de
Agua (ETA) no Km 19,5 dentro do municipio de Nova Igua-
cu, captando 42 mil litros de agua por segundo.

A estrutura de uma ETA é composta de maneira simplifi-
cada pela captagdo da agua superficial que ira passar por eta-
pas para o seu tratamento até a rede de distribuigdo (Figura
[). Apos a captagdo da agua bruta, adiciona-se cal, coagulante
e sulfato de aluminio em um tanque de mistura, e esta é en-
caminhada a etapa do floculador, onde a agua se movimenta
para que as substéncias quimicas adicionadas anteriormente
aglutinem as impurezas formando flocos grandes de facil re-
mogio. A seguir esta dgua passa pelo decantador que tem a
funcido de sedimentar os flocos formados anteriormente no
fundo do tanque. Como nesta etapa ainda existem flocos
leves e outras impurezas, a proxima etapa € a filtragao, na
qual a dgua passa por vérias camadas formadas por areia,
carvao e cascalho retendo o restante das impurezas dando
o aspecto limpido a dgua.

Mesmo com este aspecto a d4gua ainda ndo esta liberada para
o consumo, sendo necessario acrescentar o cloro para eliminar
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microrganismos patogénicos, um composto de flGor para dimi-
nuir a incidéncia de carie e cal para corre¢ao do pH.

Os microrganismos patogénicos sao representados pelo
grupo de coliforme total e fecal que quando presentes indi-
cam que a agua distribuida é um risco para a satde humana.

O grupo de coliformes totais ¢ definido segundo a Por-
taria n° 518 no Art. 4° das defini¢des, no item VI como “ba-
cilos gram-negativos, aerdbios ou anaerobios facultativos,
nao formadores de esporos, oxidase-negativos, capazes de
se desenvolver na presenga de sais biliares ou agentes ten-
soativos que fermentam a lactose com produgdo de acido,
gés e aldeido a 35,0 + 0,5°C em 24 a 48 horas, e que podem
apresentar atividade da enzima [3-galactosidase”.

Para o grupo de coliformes termotolerantes (fecais) no
mesmo artigo no item VIII — “Escherichia coli — bactéria do
grupo coliforme que fermenta a lactose e manitol, com pro-
dugio de 4cido e gis a 44,5 £ 0,2°C em 24 horas, produz
indol a partir do triptofano, oxidase negativa, nao hidrolisa a
uréia e apresenta atividade das enzimas [3-galactosidase e 3-
glucoronidase, sendo considerada o mais especifico indica-
dor de constaminagio fecal recente e de eventual presenca
de organismos patogénicos”.

No Art. 11, a nota § 7° assinala que “Em 20% das amos-
tras mensais para andlises de coliformes totais nos sistemas
de distribuicdo, deve ser efetuada a contagem de bactérias
heterotréficas e, uma vez excedidas 500 unidades formado-
ras de colénias (UFC) por ml, devem ser providenciadas ime-
diata recoleta, inspecao local e, se constatada irregularidade,
outras providéncias cabiveis”. Isto demonstra a importéancia
da contagem de bactérias vidveis ndo pertencentes ao grupo
de coliforme que podem trazer uma informagao valiosa so-
bre a qualidade de 4gua e do sistema de tratamento.

Através das pesquisas destes microrganismos e de testes
fisico-quimicos de acordo com as legislagdes vigentes reali-
zados nas diversas etapas de produgdo da agua, esta podera
ser distribuida de maneira segura para a populagao.

Material e Método

Amostras de agua

As amostras de dgua foram provenientes de quatro eta-
pas da ETA, dgua bruta do Rio Guandu, dgua decantada, agua
filtrada da estagdo nova de tratamento (NETA) e por dltimo
a 4gua tratada Lameirdao que é destinada para rede de dis-
tribuicio.

Foram coletados 200 ml das amostras de dgua em reci-
pientes estéreis, sendo que o frasco para a coleta da agua
tratada do Lameirao continha N/40 tiossulfato de sédio so-
lugdo para neutralizar o cloro presente, evitando assim, a
liberagdo de resultado falso negativo.

No estudo proposto, as 56 amostras totais foram divi-
didas em dois grupos devido ao fator de diluigdo utilizado
para as aguas brutas e decantadas. O grupo A foi testado em
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quatro dias alternados com a diluicio /1000 e 1/100 para
as coletas das aguas bruta e decantada respectivamente, to-
talizando 32 amostras. O grupo B foi testado em trés dias
alternados com a dilui¢do 1/100 e 1/10 para as aguas bruta
e decantada respectivamente, totalizando 24 amostras. As
amostras provenientes da agua filtrada NETA e Lameirdo
foram analisadas sem utilizagdo de fator de diluigio.

Técnica da membrana filtrante - MF

A técnica da membrana filtrante permite a contagem
de todas as bactérias presentes em volumes de 100 ml de
agua. A amostra é filtrada em uma membrana Millipore filtro
HAWG poro 0,45 pm retendo os microrganismos existentes
neste volume de agua e a seguir é transferida para a superfi-
cie do meio de cultura Petrifilm — EC previamente hidratado.
O resultado de crescimento bacteriano apds o periodo de
incubagdo especifico é expresso em unidade formadora de
colénia (UFC) em 100ml, considerando-se os possiveis fato-
res de dilui¢bes utilizados.

Petrifilm — EC associado a técnica MF

O meio de cultura Petrifilm — EC é composto por nutrien-
te VRB (Violet Red Bile), agar soltvel em agua fria, o indicador

cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) e um substrato cromogé-
nico para 3-glucuronidase. Estes dois componentes facilitam a
contagem e a distingdo de coliformes totais e E. coli.

O primeiro procedimento para utilizar o Petrifilm — EC con-
siste em hidratar o meio de cultura com | ml de agua estéril, em
seguida leva-lo ao refrigerador a temperatura de 2 a 8°C por |
hora. Apds gelificagio do meio de cultura, o filme superior é
levantado para colocagio da membrana com 100 ml da amostra
filtrada e delicadamente o filme superior é abaixado cobrindo a
membrana e impedindo a formagio de bolhas.

Para cada grupo de meio de cultura Petrifilm — EC hidra-
tado um controle negativo foi realizado, certificando assim a
ndo existéncia de resultados falsos positivos.

A incubagdo do Petrifilm — EC ¢é realizada por 24 a 48
horas a 35°C = 1°C, segundo método da AOAC Official
Methods (Figura I). A contagem e identificacio de col6nias
para coliforme total é evidenciada pela presenca de col6nias
vermelhas e azuis com a formacdo de bolhas de gas. Para
coliforme fecal (Escherichia coli) é evidenciada pela presenca
de colénias azuis com a formagado de bolhas de gis.

A formacio de coldnias vermelhas é devido a presenca
do indicador cloreto de trifeniltetrazolio (TTC), e a forma-
¢do de bolhas se da pelo aprisionamento do gas pelo filme
superior do Petrifilm produzido pelo grupo de coliforme to-
tal (Figura 2). A presenca de colbnias azuis com bolhas de

Tabela 1. Correlagdo das amostras do grupo A
CT = Coliforme Total; CF= Coliforme Fecal; NMP = Ndmero Mais Provavel; UFC = Unidade Formadora de Colénia; Inc = Tempo de incubacao

Test
Grupo Test Colilert Petrifilm - EC | Test Colilert Petrifilm - EC | Colilert Petrifilm - EC | Test Colilert Petrifilm - EC
A NMP UFC NMP UFC NMP UFC NMP UFC

Data: 29/11/05 Data: 30/11/05 Data: 05/12/05 Data: 07/12/05

Inc: 24 h Inc:24 a 48 h Inc: 24 h Inc:24 248 h Inc: 24 h Inc:24a48h |Inc:24 h Inc:24a48 h
Tipo de dgua | CT CF (6] CF (6] CF CIl CF cT CF CIl} CF cT CF CT CF
BRUTA
Dil. 1000 9500 1000 | 20000 1000 |3100 0 8000 0 16400 1990 | 20000 1600 |101700 7400 |34000 12000
LAMEIRAO
Sem diluicdo | NEG NEG | NEG NEG | NEG NEG NEG  NEG NEG NEG NEG NEG | NEG NEG NEG NEG
Decantada
Neta Dil.
100 5730 1090 | 600 500 | 1210 200 1000 O 1870 168 100 0 3500 520 600 200
Filtrada Neta
Esquerda
sem diluicao | 73,3 2 8 2 19,9 &1 9 2 NEG NEG NEG NEG | NEG NEG NEG NEG
Controle _
Negativo 0K OK _ 0K  OK _ OK OK 0K OK
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Grupo Test Colilert Petrifilm - EC Test Colilert
B NMP UFC NMP

Data: 14/12/05 Data: 15/12/05

Inc: 24 h Inc: 24 a48h Inc: 24 h
Tipo de agua cT CF cT CF cT CE
BRUTA
Dil. 100 13540 740 10000 2000 10460 1480
LAMEIRAO
sem diluicdo NEG NEG NEG NEG NEG NEG
Decantada
Neta Dil. 10 1670 74 180 30 546 134
Filtrada Neta
Esquerda
sem diluicéo 166 6 34 0 457 &
Controle
Negativo . _ OK OK _ .

Petrifilm - EC | Test Colilert Petrifilm - EC
UFC NMP UFC
Data: 04/01/06
Inc:24a48h Inc: 24 h Inc:24a48h
CT CF CT CF CT CF
2600 1700 9060 1070 3900 1500
NEG NEG NEG NEG NEG NEG
160 30 2920 970 260 70
26 2 NEG NEG NEG NEG
0K 0K 0K 0K

Tabela 2. Correlagdo das amostras do grupo B

gas é indicada como E. coli, pois a enzima [-glucuronidase
hidrolisa o substrato cromogénico do meio produzindo a
cor azul.

O resultado é liberado em Unidade Formadora de Co-
I6nia — UFC em 100ml, considerando as possiveis correcdes
pelo fator de diluicao utilizado.

Colillert Quanti-Tray (IDEXX)

Trata-se de um método usado para detecgio e contagem
de coliformes totais e E.coli em agua. Quando os colifor-
mes totais metabolizam o nitrofenil-f-D-galactopiranosideo
(ONPG), a amostra apresenta a coloragdao amarela. A E.coli

Figura 2. Petrifim — EC: a esq. — Controle Negativo; a dir.
— Positivo para E. coli e coliforme total
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metaboliza a ONPG e o 4-metilumbeliferil-3-D-glicuroni-
deo (MUG) apresenta fluorescéncia azul sob luz UV.

Para cada amostra de 100ml de dgua ¢é adicionada a mis-
tura contendo os nutrientes indicadores (ONPG e MUG).
Apods homogeneizagdo, a amostra é despejada na bandeja
(Quanti-Tray) que possui 97 pogos e é levada a seladora para
ser lacrada a bandeja.

O Colillert é incubado por 24 horas a 35,0 £ I°C. O
resultado segue uma tabela de interpretagdo presente na
bula do kit, que deve usar um comparador para distinguir a
coloragdo amarela, ou seja, o pogo com um amarelo menos
intenso que o comparador € interpretado com negativo para
coliforme total e E.coli. Para pogos com coloragio de ama-
relo igual ou mais intenso que o comparador ¢ interpretado
como positivo para coliforme total e pogos apresentando a
cor amarela com fluorescéncia igual ou mais intensa que o
comparador como positivo para E.coli.

A contagem de coliformes totais e E.coli presentes na
amostra de dgua testada segue a tabela de nimero mais pro-
vavel (MPN), liberando um resultado estimado para 100ml.

Resultado

Foram comparados os meios de cultura Petrifilm-EC com
o Colillert Quanti-Tray em quatro tipos de agua oriundas de
etapas da ETA totalizando 56 amostras. Nesta avaliagdo foi
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verificada a correlagio qualitativa entre os dois métodos, ou
seja, se a mesma amostra testada nos diferentes kits estabe-
lecia correspondéncia em detectar a presenga de coliformes
total e fecal.

A correlagdo foi avaliada através de um indicador que,
quanto mais proximo de | (um) expressa, mais precisdo e
confiabilidade no teste, demonstrando que existe corres-
pondéncia entre os métodos utilizados. O indicador foi
obtido pela divisio do nimero de correlagdes concordan-
tes pelo nimero total de amostras testadas.

A Tabela | demonstra os resultados obtidos para o
grupo A, na qual das 32 amostras testadas, 30 obtiveram
o indice de concordancia de 0,94 e apenas duas amostras
da agua decantada referentes aos dias 30/11/05 e 05/12/05
apresentaram resultados discordantes para coliforme fe-
cal (CF).

A Tabela 2 apresenta os dados das 24 amostras per-
tencentes ao grupo B.

Dentro deste grupo, 23 amostras foram concordantes,
fornecendo um indice igual a 0,96 e apenas uma amostra
da dgua filtrada do dia 14/12/05 foi discordante para coli-
forme fecal.

As amostras de agua oriundas da Filtrada Neta es-
querda que n3o positivaram com ambos os métodos, nem
para coliforme total (CT) e nem para coliforme fecal (CF),
apresentaram essa caracteristica devido a coleta corres-
pondente a saida da agua filtrada neta direita ter sido clo-
rada.

Dos sete controles negativos somente realizados para
o meio de cultura Petrifiim — EC todos apresentaram o
resultado esperado. O grau de concordincia geral entre
os métodos considerando-se as 56 amostras testadas, foi

de 94,6% (53/56), observando-se um grau de discordéincia
de 5,4% (3/56), em todos os casos com problemas na de-
tecgdo de E. coli pelo Petrifilm

Conclusao

De acordo com as definigdes das legislagdes para coli-
formes total e fecal encontrados na dgua, observa-se que
o meio de cultura Petrifilm — EC utilizado como base para
técnica da membrana filtrante atende aos requisitos para
detecgdo destes microrganismos, uma vez que permite
comprovar a fermentagdo da lactose, a formagdo de gis e
hidrolisagdo da B-glucuronidase na existéncia de E.coli.

As diferentes diluigdes seriadas efetuadas para o Gru-
po A e Grupo B das amostras foram realizadas no intui-
to de diminuir outros grupos de bactérias gram-negativas
que poderiam por competi¢do, inibir o crescimento do
grupo de coliformes fecais.

As duas amostras do Grupo A e uma amostra do Grupo
B que ndo detectaram a presenca de E. coli devem ser mais
investigadas em relagdo ao indice de bactérias heterotroéfi-
cas presente nestas amostras. Isto ndo invalidou o teste de
analise microbioldgica para dgua porque estas mesmas amos-
tras com o mesmo meio de cultura Petrifilm-EC detectaram
a presenca de coliformes totais. Este resultado ja é suficiente
para indicar a nao potabilidade da agua.

Os resultados desde estudo demonstram que o meio
de cultura Petrifilm-EC parece ser promissor para o seu
uso na rotina microbioldgica de dgua. Testes com maior
numero de amostras e com niveis altos de bactérias he-
terotréficas podem ser de grande ajuda para adequagio
deste meio de cultura nesta rotina.

COAGULANTE

FLUXOGRAMA SIMPLIFICADO DE TRATAMENTO CONVENCIONAL
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Figura |. Esquema simplificado da ETA
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