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ANALISE MICROBIOLOGICA DA AGUA SUPERFICIAL DO RIO PARDO
USANDO SUBSTRATO CROMOGENICO E PLACAS PETRIFILM™ EC

Heloisa da Silva Barbosa Gomes '; Natdlia de Souza Pelinson’; Lorena Ferrari Secchin’

Abstract: The microbiological quality of water is essential for public health and environmental
preservation, with total coliforms and Escherichia coli being classic indicators of fecal
contamination. This study evaluated the water quality of the Pardo River, in stretches located in the
municipalities of Ibatiba and Iuna (ES), using the Colitest® and Petrifilm™ EC plate methods.
Samples were collected at five distinct points along the river in the months of February, March, and
June 2025. All samples showed the presence of total coliforms and E. coli, indicating widespread
fecal contamination along the monitored points. The Colitest® method allowed visual detection
through yellow coloration for total coliforms and fluorescence under ultraviolet light for E. coli.
Analyses with Petrifilm™ EC plates enabled colony quantification at some of the analyzed points,
presenting values well above the limits established by CONAMA Resolution No. 357/2005 for
water classes 1, 2, and 3. In some cases, excessive bacterial growth prevented manual counting. The
results suggest the influence of contamination sources, such as the discharge of untreated domestic
sewage and animal husbandry near the river. It is concluded that the employed methods are
effective, accessible, and useful for monitoring water quality. The obtained data can support
environmental management actions and contribute to the protection of public health and local water
resources.

Resumo: A qualidade microbioldgica da dgua ¢ essencial tanto para a satide publica quanto para a
preservacdo ambiental, sendo os coliformes totais e Escherichia coli indicadores classicos de
contaminagdo fecal. Este estudo avaliou a qualidade da 4gua do rio Pardo, em trechos localizados
nos municipios de Ibatiba e Iuna (ES), utilizando os métodos Colitest® e placas Petrifilm™ EC. As
amostras foram coletadas em cinco pontos distintos do rio, nos meses de fevereiro, margo e junho
de 2025. Todas as amostras apresentaram presenga de coliformes totais e E. coli, evidenciando
ampla contaminagdo fecal ao longo dos pontos monitorados. O método Colitest® permitiu a
deteccao visual por meio de coloracdo amarelada para coliformes totais e fluorescéncia sob luz
ultravioleta para E. coli. As andlises com placas Petrifilm™ EC possibilitaram a quantificacdo das
colonias em alguns dos pontos analisados, apresentando valores superiores aos limites estabelecidos
pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005 para aguas das classes 1, 2 e 3. Em determinados pontos, o
crescimento bacteriano excessivo inviabilizou a contagem manual.. Conclui-se que os métodos
empregados sdo eficazes, acessiveis e adequados para o monitoramento da qualidade
microbiologica da dgua. Os dados obtidos podem subsidiar agdes de gestdo ambiental e contribuir
para a protecao da saude publica e dos recursos hidricos locais.

Palavras-Chave — Agua superficial, Coliformes, Escherichia coli.

nstituto Federal do Espirito Santo, Campus Ibatiba, R. Sete de Novembro, 40 — Centro, Ibatiba — ES, Brasil, 29395-000. heloisa2gomes@gmail.com.

2 Universidade Federal de Sdo Carlos, Campus Lagoa do Sino, Buri - SP, Brasil; nataliasp@ufscar.br.

*Instituto Federal do Espirito Santo, Campus Ibatiba, R. Sete de Novembro, 40 — Centro, Ibatiba — ES, Brasil, 29395-000. lorena.secchin@ifes.edu.br.
1

XXVI Simpésio Brasileiro de Recursos Hidricos (ISSN 2318-0358)



JABRHIdro

Associacao Brasileira de Recursos Hidricos

~e
Simpésio Brasileiro de

23 a 28 de novemnbro de 2025 - Vitoria - ES

INTRODUCAO

A 4gua € um recurso essencial & manutencdo da vida terrestre, exercendo papel fundamental
nos ecossistemas e nas atividades humanas. No entanto, seu uso inadequado tem comprometido a
qualidade e os diversos usos dos corpos hidricos (Carvalho et al., 2022). A contaminagao
microbiologica de corpos hidricos superficiais representa uma preocupacdo crescente,
especialmente em razdo do descarte inadequado de residuos e do escoamento superficial que
carrega matéria organica e microrganismos patogénicos (Almeida et al., 2017). A ingestdo ou o
contato com agua contaminada pode resultar em surtos de doengas de veiculagdo hidrica, como
gastroenterites e hepatite A (Pereira et al., 2011; WHO, 2023).

Para garantir a seguranca hidrica e a protecao da saude publica, torna-se indispensavel o
monitoramento da qualidade microbioldgica da agua. Entre os principais indicadores utilizados
estdo os coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli, cuja presenca sugere
contaminagdo fecal recente (BRASIL, 2021). Tradicionalmente, esses microrganismos sao
detectados por métodos baseados em cultivo, que demandam tempo e estrutura laboratorial
(Spindola, 2024).

Com o avango de técnicas analiticas mais ageis e eficientes, métodos alternativos tém sido
incorporados ao monitoramento ambiental, especialmente na avaliacdo da qualidade microbioldgica
da agua. Entre esses métodos, destacam-se os substratos cromogénicos e fluorogénicos, como o
Colitest®, que permitem a deteccao simultanea de coliformes totais e E. coli, de forma mais rapida
e sensivel (Fernandes; Gois, 2015), além das placas Petrifilm™ EC, que proporcionam praticidade,
confiabilidade e facilidade de aplicagdo tanto em andlises laboratoriais quanto em campo (3M
BRASIL, n.d.). Os substratos cromogénicos e fluorogénicos, como os utilizados no método
Colitest®, permitem a deteccdo simultdnea de coliformes totais (cor amarela) e E. coli
(fluorescéncia sob luz UV). Essa tecnologia apresenta alta sensibilidade e especificidade, reduzindo
o tempo de andlise para 24 horas (Lacerda et al., 2009). As placas Petrifilm™ EC combinam
substratos especificos com um meio de cultura desidratado, possibilitando a contagem direta de
coldnias. Elas sdo praticas, ocupam menos espaco e reduzem a manipula¢dao, minimizando o risco
de contaminacao cruzada (Alves et al., 2002). Essas ferramentas representam alternativas
promissoras para o controle microbiologico de aguas superficiais, especialmente em regides com
limitagOes de infraestrutura analitica.

Este trabalho teve como objetivo analisar a qualidade microbiologica da agua superficial do
rio Pardo, no municipio de Ibatiba/ES, por meio da detec¢dao da presenga de coliformes totais e E.
coli, utilizando os métodos analiticos Colitest® e placas Petrifilm™ EC. Além disso, buscou-se
contribuir para o fortalecimento do monitoramento da qualidade microbiolégica da agua,
destacando a relevancia da aplicacdo de técnicas rapidas e confiaveis, essenciais para a garantia da
seguranca hidrica, a preservagao ambiental e a prote¢ao da satde publica.

METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de agua superficial em cinco pontos ao longo do rio Pardo, sendo
quatro localizados no municipio de Ibatiba/ES, abrangendo trechos situados em areas rurais e
urbanas ao longo do curso do rio, e um ponto localizado na zona rural do municipio de Iina/ES, a
jusante. Os pontos de amostragem foram selecionados estrategicamente em pontes localizadas em
vias municipais, por serem pontos fixos e de fécil identificagdo, o que possibilita a repeticao das
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coletas no mesmo local, além de facilitar o acesso e garantir a seguranga da equipe. As campanhas
amostrais foram realizadas nos meses de fevereiro, mar¢o e junho de 2025, contemplando periodos
representativos das estagdes chuvosa e seca, abrangendo diferentes condigdes hidrologicas do rio.

As amostras foram obtidas com o auxilio de um recipiente de material inerte, utilizado para
acessar a lamina d’agua a uma profundidade aproximada de 30 cm. Em seguida, a agua foi
transferida para frascos de vidro borossilicato com volume de 250 mL, previamente esterilizados
em autoclave a 121 °C por 15 minutos e devidamente identificados.

Durante o procedimento de coleta, adotaram-se cuidados para evitar contaminagdo cruzada,
como o uso de luvas e a ndo exposi¢do direta dos frascos a margem do rio. Apos a coleta, as
amostras foram acondicionadas em caixa térmica com gelo reciclavel, mantendo temperatura entre
2°C e 8°C, e transportadas ao laboratorio, onde foram analisadas em até 6 horas, conforme
recomenda a APHA (2017). As analises foram realizadas no laboratorio de microbiologia do
Instituto Federal do Espirito Santo - campus Ibatiba.

A detecgao de coliformes totais e E. coli por meio do método do substrato cromogénico e
fluorogénico Colitest® foi realizada conforme as instrugdes do fabricante (LKP Diagnosticos, n.d.)
e 0 Manual Prdtico de Andlise de Agua da Fundagdo Nacional de Satude (FUNASA, 2013). Em
frasco estéril contendo tiossulfato pulverizado (Marca: LKP, Referéncia: FRTP150), foi adicionada
uma aliquota de 100 mL da amostra de 4gua previamente homogeneizada. Em seguida, o contetdo
de um saché do reagente Colitest® foi incorporado diretamente & amostra. A mistura foi agitada
suavemente até a completa dissolugao do reagente.

A cor inicial da amostra com o meio de cultura Colitest® ¢é purpura (Figura 1) e passa para
uma faixa de tonalidade de amarelo, influenciado pela fermentacao da lactose, pH, especificidade e
concentragdo de bactérias do grupo coliformes presentes na amostra. O produto contém em sua
formulagijo MUG (4-metilumbeliferil-B-D-glucuronideo) que quando hidrolisado libera um
fluoréforo, que apresenta fluorescéncia azul visivel na luz ultravioleta, quando positivo para E. coli
(LPK Diagnésticos, n. d.).

Figura 1 — Amostra com meio de cultura Colitest® apresentando colorag@o purpura antes da incubacgao.

Fonte: Autoria propria, 2025.

Os frascos foram entdo incubados a 35+ 0,5 °C por 24 horas em estufa bacteriologica. Apos o
periodo de incubagdo, a leitura foi realizada por inspecao visual, sendo a presenga de coliformes
totais indicada pela colora¢do amarelada, e a presenca de E. coli confirmada pela fluorescéncia sob
luz ultravioleta.
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Para as analises microbiologicas com placas Petrifilm™ EC, seguiram-se as instrugdes do
fabricante (3M Brasil) e as recomendacgdes da APHA (2017). A placa Petrifilm™ EC ¢ um sistema
pronto que contém um meio de cultura composto por nutrientes Vermelho Violeta Bile (VBR)
modificados, agente geleificante soluvel em 4gua fria, indicador enzimatico BCIG
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-glucuronida) para deteccdo da atividade de B-glucuronidase, e
indicador de tetrazolio para facilitar a enumeracao das colonias (3M Brasil, n. d.).

Para a execu¢do da andlise, cada amostra de agua foi previamente homogeneizada, ¢ uma
aliquota de 1 mL foi transferida assepticamente para o centro da placa, utilizando pipeta estéril. Em
seguida, a lamina superior da placa foi posicionada e suavemente pressionada, de modo a distribuir
a amostra de forma uniforme e evitar a formagao de bolhas. As placas foram mantidas em posi¢ao
horizontal por aproximadamente 1 minuto, garantindo a solidificagao do gel.

Apods a inoculacdo, as placas foram incubadas a 35+0,5°C por 24 horas em estufa
bacteriologica. A leitura dos resultados foi realizada por contagem direta das colonias com auxilio
de contador de colonias manual. As colonias de coliformes totais foram identificadas pela coloragao
vermelha com producdo de gas, enquanto as colonias de E. coli apresentaram coloragdo azul com
gas. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de colonia (UFC) por mL,
considerando apenas as colonias que apresentaram gas visivel, conforme os critérios estabelecidos
pelo fabricante.

As andlises microbioldgicas utilizando o método do substrato cromogénico e fluorogénico
Colitest® foram realizadas nos meses de fevereiro, margo e junho de 2025, enquanto as analises
com placas Petrifilm™ EC ocorreram exclusivamente em margo e junho de 2025.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises microbiologicas realizadas com o substrato cromogénico Colitest® revelaram
presenca simultanea de coliformes totais e Escherichia coli em 100% das amostras coletadas nos
cinco pontos de monitoramento, durante as trés campanhas realizadas nos meses de fevereiro,
marc¢o e junho de 2025. A positividade foi confirmada por dois indicadores visuais distintos: a
coloracdo amarela, resultante da metabolizacdo do substrato cromogénico por coliformes totais
(Figura 2), e a emissdo de fluorescéncia sob luz ultravioleta, caracteristica da atividade enzimatica
especifica de E. coli (Figura 3). Esses resultados evidenciam um padrdo persistente de
contaminagdo fecal nas dguas do rio Pardo, independentemente da varia¢do sazonal das coletas.

Figura 2 — Frascos Colitest® apresentando coloragdo amarelada, indicativa de presenga de coliformes totais, nas

amostras de agua superficial do rio Pardo coletadas em fevereiro de 2025.

Fonte: Os autores, 2025.
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Figura 3 — Frascos Colitest® apresentando fluorescéncia sob luz ultravioleta, indicativa da presenga de E. coli, nas

amostras de agua superficial do rio Pardo coletadas em margo de 2025.

Fonte: Os autores, 2025.

Fonseca e Gontijo (2021) também obtiveram resultados positivos para coliformes totais e E.
coli ao utilizarem o substrato cromogénico ¢ fluorogénico Colitest® na avaliagdo da qualidade
ambiental e microbiologica de nascentes localizadas na area urbana de Santo Anténio do
Monte/MG. Silva et al. (2023) empregaram o mesmo teste para verificar a presenca ou auséncia de
E. coli em amostras de dgua de um agude localizado na cidade de Bom Conselho/PE, obtendo
resultados positivos durante seis meses consecutivos de monitoramento. Além disso, Teles et al.
(2023), ao analisarem agua de nascentes que abastecem uma comunidade rural, constataram que
100% das amostras estavam contaminadas por coliformes totais e E. coli.

O método cromogénico, além de indicar a presenca ou auséncia, permite a quantificagdo de
microrganismos em amostras de agua por meio da incubagdo da amostra em cavidades de uma
cartela (Quanti-Tray), onde a presenca de coloragdo e fluorescéncia indica a contagem das unidades
formadoras de colonia, expressa como Numero Mais Provavel (NMP) por 100 mL. Silva et al.
(2019) aplicaram este método quantificativo, utilizando o substrato Colilert®, similar ao Colitest®,
para analise em amostras de agua destinada ao consumo humano, proveniente de pogos artesianos.

Nas andlises realizadas com as placas Petrifilm™ EC em margo, foi possivel realizar a
contagem das coldonias nos pontos 1 e 2, onde a densidade microbiana se encontrava dentro de uma
faixa visualmente mensuravel. No entanto, ndo foi possivel diferenciar as colonias de coliformes
totais das de E. coli, sendo a contagem realizada de forma conjunta, considerando o total de
colonias presentes nas placas, que apresentaram valores de 237 UFC/mL e 205 UFC/mL,
respectivamente (Figura 4).

No entanto, nos demais pontos (3, 4 € 5), a elevada concentragdo de microrganismos resultou
em supercrescimento, impossibilitando a contagem manual das colonias devido a intensa
aglomeragao bacteriana nas placas.

Em todos os cinco pontos analisados foi identificada a presenga de coliformes totais e E. coli,
indicando contaminagdo fecal ao longo dos trechos amostrados do rio. Nos pontos 1 e 2, onde foi
possivel realizar a contagem das colOnias nas placas Petrifilm™ EC, os valores observados
apresentam-se acima dos padrdes estabelecidos pela legislagao.
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Figura 4 — Placas Petrifilm™ EC referentes as amostras dos pontos 1 e 2, coletadas no rio Pardo em margo de 2025.

Fonte: Os autores, 2025.

Para fins de comparagdo com os padroes estabelecidos pela Resolugdo CONAMA n°
357/2005, os resultados obtidos nas andlises com as placas Petrifilm™ EC, originalmente expressos
em unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL), foram convertidos para UFC/100 mL,
multiplicando-se os valores por 100. Assim, os pontos 1 e 2, que apresentaram 237 ¢ 205 UFC/mL,
correspondem, respectivamente, a 23.700 UFC/100 mL e 20.500 UFC/100 mL.

Quando comparados aos limites maximos permitidos para coliformes termotolerantes por
classe de uso da 4gua doce, que ¢ de 200 UFC/100 mL para Classe 1, 1.000 UFC/100 mL para
Classe 2 e 4.000 UFC/100 mL para Classe 3, os valores observados revelam-se significativamente
superiores, mesmo em relagcdo ao padrdo mais permissivo.

Nas analises realizadas com as placas Petrifilm™ EC em junho, também foi possivel
identificar a presen¢a de coliformes totais das de E.coli nos 5 pontos de amostragem (figura 5), foi
possivel realizar a contagem de colonias de forma conjunta, exceto no ponto 3, em que a densidade
microbiana foi muito elevada, impossibilitando a contagem manual.

Figura 5 — Placas Petrifilm™ EC referentes as amostras coletadas no rio Pardo em junho de 2025.

Fonte: Os autores, 2025.

A contagem de colonias nos pontos 1, 2, 4 e 5 foi de 6.400 UFC/100 mL, 900 UFC/100 mL,
10.500 UFC/100 mL e 2.700 UFC/100 mL, respectivamente. Desses valores, apenas o ponto 2
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encontra-se dentro do padrio aceitavel estabelecido pela Resolugdo CONAMA n° 357/2005 para
aguas de Classe 2, classe de aguas superficiais destinadas, entre outros usos, a recreacao de contato
primario. Nos pontos 1 e 4, localizados na zona rural do municipio, observam-se pequenas criagdes
de animais proximas a margem do rio, o que contribui para o aumento das concentracdes de
coliformes totais e E. coli devido a contaminagao fecal direta e ao escoamento superficial. Por outro
lado, o ponto 3, situado na area urbana do municipio, apresentou visualmente a maior concentragao
de colonias de microrganismos, o que pode indicar uma carga mais elevada de contaminagdo,
possivelmente relacionada ao langamento de esgotos domésticos no corpo hidrico, representando
risco a qualidade da 4gua e a satide publica.

Sa (2021) utilizou a mesma técnica para avaliar as condi¢des microbiologicas do Lago Azul,
em Araguaina/TO, encontrando valores maximos de 41 UFC/mL. De forma semelhante, Simdes et
al. (2020) e Fernandes et al. (2021) aplicaram as placas Petrifilm™ na analise da qualidade da agua
de pogos domésticos e da balneabilidade de praias, respectivamente, destacando a relevancia de
métodos rapidos e eficazes no monitoramento microbiologico da agua.

Em sua maioria, os valores observados nas andlises microbiologicas ultrapassam
significativamente os limites estabelecidos para coliformes termotolerantes nas classes 1, 2 e 3 da
normativa Essa condi¢do compromete a possibilidade de enquadramento do trecho analisado do rio
Pardo, mesmo nas categorias mais permissivas, indicando a presenga de multiplas fontes de
contaminagdo, que podem incluir polui¢do fecal, descargas industriais, escoamento agricola e outras
formas de polui¢ao microbioldgica, configurando um grave quadro de degradacao ambiental e risco
a saude publica.

CONCLUSAO

Os métodos baseados no substrato cromogénico Colitest® e nas placas Petrifilm™ EC
demonstraram elevada sensibilidade na deteccdo de microrganismos indicadores em amostras de
agua superficial do rio Pardo, evidenciando sua aplicabilidade em analises microbioldgicas rapidas,
praticas e confidveis para a avaliagdo da qualidade da 4gua.

Apesar do carater pontual da analise microbioldgica realizada, os resultados obtidos sugerem
que a qualidade da agua superficial do rio Pardo encontra-se comprometida nos trechos analisados.
A deteccao de coliformes totais e E. coli em todas as amostras analisadas indica contaminagao fecal
proveniente de uma polui¢do difusa, o que representa um potencial risco a satide publica e ao
equilibrio ambiental. Essa contaminacao, possivelmente, estd associada ao langamento de esgotos
domésticos in natura ou ndo adequadamente tratados diretamente no curso do rio ou a presenca de
animais de criagdo em areas rurais préximas do curso hidrico .

Para aprimorar a acuricia e a capacidade de quantificagdo microbiologica recomenda-se a
utilizagdo complementar do Colitest® com o sistema Quanti-Tray®, que possibilita a estimativa do
Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e E. coli por 100 mL de amostra. Além disso, o
uso de um leitor automatizado Neogen® Petrifilm® Advanced pode otimizar a contagem de
coldnias nas placas Petrifilm™ EC, aumentando a precisdo e a reprodutibilidade dos dados.

Por fim, os dados gerados neste estudo podem servir como base relevante para pesquisas
futuras e para o desenvolvimento de estratégias continuas de gestdo e monitoramento ambiental,
colaborando com iniciativas e politicas publicas voltadas a preservagdo e a melhoria da qualidade
da 4gua do rio Pardo.
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