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O reagente QF-COLI esta de acordo com o mét 55(192'2226
QF— COLI aprovado pelo Standard Methods for the Examin2er®
Water and Wastewater 232 edi¢do ( 9223B ) &=

Beneficios

v Por ser em po, oferece uma estabilidade superior aos métodos tradicionais em caldo ou agar;
v Resultados obtidos em apenas 24 horas;

v Detecta no mesmo teste Coliformes totais e Escherichia coli;

Vv Sensibilidade de 1 UFC / 100 mL;

v Inibe microrganismos nao alvo, tais como: Aeromonas, Enterococcus e Pseudomonas;

v As analises podem ser realizadas em Tubos ou no sistema Quanti-Tray / 2000".

Método ONPG Método MUG

O reagente ONPG é metabolizado quando em ' O reagente MUG é metabolizado quando em
contato com os coliformes, devido a presenca \ contato com a E. coli, devido a presenca da

da enzima B-galactosidase, resultando em | enzima B-glucuronidase, resultando em uma
uma coloragdao amarela. fluorescéncia ao ser exposto a luz UV 366nm.

Enzima - Orto Enzima —
+ B;galacto s hitro + B-glucuro ' e
sidase fenol nidase

fUBN O QF-coli deve ser despejado em 100 mL de amostra e a mistura deve ser agitada
g suavemente até ficar homogénea. Entao deve-se incubar em uma estufa a 35°C por
rof um periodo entre 18h e 24h.

g Positivo Positivo Negativo
< Coloragdo amarela Fluorescéncia em UV Cor inalterada
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Q. Coliformes totais Escherichia coli

O QF-coli deve ser despejado em 100 mL de amostra e a mistura deve ser agitada
suavemente até ficar homogénea. Em seguida a amostra deve ser despejada no
Quanti-Tray / 2000". Entdo a placa deve ser selada e incubada em uma estufa a 35°C por
um periodo entre 18h e 24h. Os resultados devem ser lidos conforme tabela apropriada.

Positivo Positivo Negativo

Coloragdo amarela Fluorescéncia em UV Cor inalterada
=== e .

Quantitativo

Coliformes totais Escherichia coli

Obs: “Em diversas ocorréncias deste texto, s@o feitas referéncias ao nome do fabricante ou ao nome comercial de um produto, agente quimico, ou composto quimico. O uso desses
nomes pretende funcionar como uma referéncia metonimia as caracteristicas funcionais do item do fabricante. Essas referéncias néo pretendem ser propagandas de qualquer item
por parte dos coeditores, e materiais ou reagentes com caracteristicas equivalentes podem ser utilizados.”. Fonte: SMWW?* 232 edi¢do.



CERTIFICADO DE ANALISE

4+ N’ do certificado de analise: 179/2021
Produto: QF-COLI (SUBSTRATO CROMOGENICO ONPG/MUG)
Lote: 210618032/2021
Fabricagao: 22/06/2021
Validade: 22/06/2022

+ Informacgées.

Esta solugao foi preparada pela dissolugdo de onpg/mug.

Reagente utilizado para contagem e auséncia e presenga de coliformes.

O preparo foi realizado conforme Standard methods For The Examination of Water and Wastewater
232 edition 9223B.

Armazenar em temperatura ambiente (4°C a 30°C).

Matrizes a ser utilizada: Agua Potavel, Agua Subterranea, Efluente. Agua Salobra, Agua Salgada.

+ Rastreabilidade.

Os equipamentos que foram utilizadas para a fabricagéo do reagente, foram calibradas por laboratério
da Rede Brasileira de Calibracdo (RBC) e os reagentes utilizado para realizar o teste séo reagente (MRC)

RESULTADO DO ENSAIO
DESCRICAO ACEITCAO RESULTADO
Solubilidade Soluvel em agua Conforme

P6 Granulado

Aparéncia Amarelado Sonioe c?%
pH 7,0a7,6 Conforme ,-%,
E.coli ATCC 25922 Presente Conforme 5
K.Pneumoniae ATCC 13883 Presente Conforme %
P. Aeruginosa ATCC 27853 Ausente Conforme ,3_2|
E. Faecalis ATCC 29212 Presente Conforme g
EQUIPAMENTOS E PADROES | §

DESCRIGAO LOTE / IDENTIFICAGAO  VALIDADE
E.coli ATCC 25922 335-507 28/02/2022
K.Pneumoniae ATCC 13883 351-70 30/06/2022
P. Aeruginosa ATCC 27853 353-445 30/04/2022
E. Faecalis ATCC 29212 366-367 31/07/2021

E.coli / K..Pneumoniae e E. faecalis Teve um resultado de 95% do limite de confianga do Quanti-
Tray MPN 20.000UFC/100ml.
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RELATORIO TECNICO

Assunto: Desempenho de frascos de col eta microbiol 6gica com tiossulfato produzidos pela Quimafiex.

Loca dos Testes: Laboratério Sa0 Gerado — Rua José Fernandes Braz, 60 A, Centro, CEP: 16290-000,
Braina-SP.

1.

OBJETIVO

Comparar e validar o desempenho dos frascos frente a determinacéo de presenca ou auséncia de Coliformes
totais e Escherichia coli em amostras de &gua e também testar o tiossulfato como inibidor de cloro residual
livre nas amostras quando comparado com outros frascos disponiveos comercialmente que também atendem
aos critérios estabel ecidos na 232 Edicdo do Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater .

2.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA
e Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater — Ed. 23" 2017

METODOLOGIA
3.1. Equipamentos, Materiais e Reagentes:

Estufa(35+ 0,5) °C

Frasco estéril, transparente e ndo fluorescente
Cabine de Seguranca Biol6gica

Mesa Agitadora Q225M

Frasco estéril e Substrato Enzimético QF-Coli — QUIMAFLEX — codigo fornecedor 4850
DPD — QUIMAFLEX — cédigo fornecedor 2648
Agua Estéril

Camara Escura Com Transluminador UV
Comparador colorimétrico

Alcool 70%

Papel Toaha

3.2. Limpeza prévia e Descontaminacao de Superficies

3.2.1. Desinfetar todas as superficies de bancadas e capelas com acido peracético 0,2%.

3.2.2. No caso de contaminagdo com material de cultura (derramamento, quebra de frascos), usar
acido peracético 0,2%.

3.2.3. Nacapela de fluxo laminar deixar aluz UV ligada no minimo 15 minutos antes de iniciar o
trabalho e apds o término.

3.3. Amostras utilizadas

3.3.1. Foram utilizadas amostras de matriz &gua coletadas em cliente.

3.3.2. Foram coletados 5 pontos de agua tratada de reservatérios e 5 pontos de adgua tratada de redes
de distribui¢do, com as seguintes nomenclaturas:
S1, S2, S3, H4, S5, R1, R2, R3, R4 e R5.

3.3.3. Foram utilizados 10 flaconetes de meio de cultura testado.

3.3.4. Foram utilizados 10 sachés de DPD testado.
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3.4. Resultados

¢

Laboratorio Sao Geraldo
Tecno (".fj:.'- s Amblentals

Nos Analisamos 3 mator riqueza: A agus

3.4.1.Foram utilizadas amostras de agua tratada.

3.4.2. Os testes microbioldgicos foram realizados no dia 02/02/2022, utilizando meio de cultura QF-
Coli do fornecedor QUIMAFLEX.

3.4.3. Ostestes deinibicéo do cloro foram realizados utilizando DPD do fornecedor QUIMAFLEX.

3.4.4. Os quadros a seguir mostram os resultados obtidos por meio da utilizacdo de agua estéril +
substrato enzimético e também de andlise de cloro residual livre apés a coleta.

Pag. 978
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SUBSTRATO ENZIMATICO — QF-Coli - QUIMAFLEX

AIVO Branco da Amosira Agua Estéril + Substrato Andlise de Cloro Residual
Enzimatico Livre

Rt | Negaivo-som Cresomeno | NOAmESaeNGe | Resiiad meyr e
S1 SATISFATORIO SATISFATORIO
2 SATISFATORIO SATISFATORIO
3 SATISFATORIO SATISFATORIO
4 SATISFATORIO SATISFATORIO
S5 SATISFATORIO SATISFATORIO
R1 SATISFATORIO SATISFATORIO
R2 SATISFATORIO SATISFATORIO
R3 SATISFATORIO SATISFATORIO
R4 SATISFATORIO SATISFATORIO
R5 SATISFATORIO SATISFATORIO

4. Comentarios e Conclusdes

4.1.1. Osensaiose asamostragensforam realizados pelo Laboratorio Sdo Geraldo, com procedimento
acreditado pela CGCRE com base nos critérios estabelecidos pela Sandard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 232 Edi¢cdo, metodologia 9223 B — Teste Substrato
Enzimatico.

4.1.2. As atividades de ensaios foram realizadas por pessoa habilitado, de forma imparcial, isenta,
confidencial e sem qualquer pressao comercial ou administrativa.

4.1.3. A conclusdo dos resultados teve como referéncia as amostras sendo testadas com os dois
substratos de diferentes fabricantes

4.1.4. A conclusdo dos resultados teve como referéncia 40 amostras (10 amostras analisadas com 4
padrdes de contaminagdo), sendo eles:

e Controle daamostra = (Amostra apenas)
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s~ | Nos Analisamos 3 mator rig

e Amostra Contaminada = (Amostra + Escherichia coli + Interferente)
e Amostra Contaminada = (Amostra+ Klebsiella aerogenes + Interferente)
e Amostra Contaminada = (Amostra+ Pseudomonas aeruginosa)

4.1.5. O meio fornecido pela QUIMAFLEX foi o QF-Coli — lote 200722051.

4.1.6. O meiofornecido pelal DEXX foi o Colilert — lote FS608.

4.1.7. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir gque os dois meios avaliados se mostraram
equivalentes e validados para a aplicacéo no ensaio definido na metodol ogia 9223 B do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater — 232 edigéo — 2017.

Bralna, 14 de junho de 2021.

Sali&saﬁﬁéi raDiaris
Biomédica Responsavel Técnica
CRBM 28604

Gerente da Qualidade — Laboratdrio Sdo Geraldo
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ESCOPO DA ACREDITACAO — ABNT NBR ISO/IEC 17025 — ENSAIO

Norma de Origem: NIT-DICLA-016

Folha: 1 Total de Folhas: 3

RAZAO SOCIAL/DESIGNAGAO DO LABORATORIO

LABORATORIO SAO GERALDO EIRELI / LABORATORIO SAO GERALDO - TECNOLOGIAS AMBIENTAIS

ACREDITACAO N°

TIPO DE INSTALAGAO

CRL 1563

INSTALACAO PERMANENTE

AREA DE ATIVIDADE /
PRODUTO

CLASSE DE ENSAIO / DESCRIGAO DO ENSAIO

NORMA E /OU PROCEDIMENTO

MEIO AMBIENTE

ENSAIOS QUIMICOS

AGUA PARA CONSUMO
HUMANO, AGUA
TRATADA, AGUA
BRUTA, AGUA
RESIDUAL

AGUA PARA CONSUMO
HUMANO, AGUA
TRATADA, AGUA
BRUTA

AGUA PARA CONSUMO
HUMANO, AGUA
TRATADA

Determinacao da cor aparente pelo método da
comparacdo visual

LQ: 2,5 (CU ou uH)

Determinacao da turbidez pelo método nefelométrico
LQ: 1 NTU

Determinacao de pH pelo método eletrométrico
Faixa: 2 a 12

Determinacao de fluoreto pelo método colorimétrico
LQ: 0,13 mg/L

Determinacéo de Cloro Residual Livre, Cloro Total e
Cloraminas Totais pelo método colorimétrico com N,N
dietil-p-fenilenodiamina (DPD)

LQ: 0,05 mg/L

Determinacdo semi-quantitativa de Cloro Residual Livre,
Cloro Total e Cloraminas Totais pelo método de
comparacdao visual com N,N dietil-p-fenilenodiamina
(DPD)

LQ: 0,20 mg/L

Standard Methods for the

Examination of Water and
Wastewater (SMWW), 232
Edicdo — Secdo 2120 B

SMWW, 232 Edi¢céo — Sec¢éo
2130B

PE.020

SMWW, 232 Edi¢do — Sec¢éo
4500 -F-D

HACH 8021
HACH 8167

HACH 8021
HACH 8167

“Este Escopo cancela e substitui a revisdo emitida anteriormente”

Em, 01/07/2022

FOR-CGCRE-003 - Rev. 12 — Publicado Set/19 - Pg. 01/06

000822/2026
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ESCOPO DA ACREDITAGCAO — ABNT NBR ISO/IEC 17025 - ENSAIO

Norma de Origem: NIT-DICLA-016 Folha: 2

ACREDITACAO N°

TIPO DE INSTALAGAO

CRL 1563

INSTALACAO PERMANENTE

AREA DE ATIVIDADE /
PRODUTO

CLASSE DE ENSAIO / DESCRIGAO DO ENSAIO NORMA E /OU PROCEDIMENTO

MEIO AMBIENTE

ENSAIOS BIOLOGICOS

AGUA PARA CONSUMO
HUMANO, AGUA
TRATADA

AGUA PARA CONSUMO
HUMANO, AGUA
TRATADA, AGUA
BRUTA

Coliformes totais e Escherichia coli - Determinacéo pela | SMWW, 232 Edicdo — Secbes
técnica de Presenca/Auséncia (substrato enzimatico) 9223 AeB

Bactérias heterotroficas - Determinacao quantitativa pela | SMWW, 232 Edicdo — Secdes
técnica de inoculacdo em superficie 9215A,BeC

LQ: 1 UFC/mL

FOR-CGCRE-003 - Rev. 12 — Publicado Set/19 - Pg. 02/06

000822/2026
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Norma de Origem: NIT-DICLA-016

ACREDITACAO N°

TIPO DE INSTALAGAO

INSTALACAO DE CLIENTE

AREA DE ATIVIDADE /
PRODUTO

CLASSE DE ENSAIO / DESCRIGAO DO ENSAIO

NORMA E /OU PROCEDIMENTO

MEIO AMBIENTE

ENSAIOS QUIMICOS

AGUA PARA
CONSUMO HUMANO,
AGUA TRATADA, AGUA
BRUTA, AGUA
RESIDUAL

AGUA BRUTA, AGUA
RESIDUAL

AGUA PARA
CONSUMO HUMANO
AGUA TRATADA

Determinacédo de pH pelo método eletrométrico
Faixa: 2 a 12

Determinacao de oxigénio dissolvido pelo método com
eletrodo de membrana

Faixa: 0 a 50 mg/L (0 a 600% saturacao)

Determinacdo da temperatura
Faixa: 1 °C a 50 °C

Avaliacdo qualitativa da aparéncia e substancias
virtualmente ausentes (SVA): turbidez, éleos e graxas,
materiais flutuantes, corantes provenientes de fontes
antrépicas e residuos soélidos objetaveis pelo método de
observacéo visual ou percepcao

Determinacéo de Cloro Residual Livre, Cloro Total e
Cloraminas Totais pelo método colorimétrico com N,N
dietil-p-fenilenodiamina (DPD)

LQ: 0,05 mg/L

Determinacdo semi-quantitativa de Cloro Residual Livre,
Cloro Total e Cloraminas Totais pelo método de
comparacdo visual com N,N dietil-p-fenilenodiamina
(DPD)

LQ: 0,20 mg/L

SMWW, 232 Edicédo — Sec¢édo

4500H+-B

SMWW, 232 Edicédo — Sec¢édo

4500-0 G

SMWW, 232 Edi¢do — Sec¢éo

2550

SMWW, 232 Edicdo — Secédo

2110
PE-016

SMWW, 23?2 Edicdo — Secéo

4500-Cl G

SMWW, 23?2 Edicdo — Secéo

4500-Cl G

920¢/TS0800 oN TVLI91Ad OLNIANND0A

MEIO AMBIENTE

AMOSTRAGEM

AGUA BRUTA

AGUA PARA
CONSUMO HUMANO,
AGUA TRATADA

AGUA RESIDUAL

XXX

Amostragem em rios, lagos e represas

Amostragem em Estacéo de Tratamento de Agua
(ETA), Rede de Distribui¢éo, Sistemas Alternativos de
Abastecimento Publico ou Particular

Amostragem em Estacéo de Tratamento de Efluentes
(ETE)

XXXXX

SMWW, 23?2 Edicdo — Secéo

1060 e 9060

SMWW, 232 Edicdo — Secédo

1060 e 9060

SMWW, 232 Edicdo — Secédo

1060 e 9060
XXX

FOR-CGCRE-003 - Rev. 12 — Publicado Set/19 — Pg. 03/06
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PROAGUA

Relat6ério Técnico

Assunto: DESEMPENHO DO MEIO DE CULTURA PRODUZIDO PELA QUIMAFLEX

Solicitante:  QUIMAFLEX PRODUTOS QUIMICOS LTDA — CNPJ 13.224.500/0001-59, por meio de seu
representante Sr. Sidinei Tac8o, instalada na Av. Luiz Desparati, 264 — 8° Distrito Industrial,
Araraquara/SP.

1 OBJETIVO

Comparar e validar o desempenho do meio de cultura QF-Coli frente a determinacdo de presenca ou
auséncia de Coliformes totais e Escherichia coli em amostras de 4gua quando comparado com outros meios
comerciais que também atendem aos critérios estabelecidos na Introdugdo do método 9223 da 232 Edigdo do
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Trata-se de um substrato cromogénico que
tem como base a seguinte composicao:

a) Para identificacdo de presenca ou auséncia de coliformes totais, sdo usados meios com substratos
cromogénicos orto-nitrofenil B-D-galactopiranésido (ONPG) e clorofenol vermelho-Dgalactopiranésido
(CPRG), respectivamente, para detectar a enzima B-D-galactosidase, produzida pela bactéria coliforme
total. A enzima B-D-galactosidase hidrolisa o substrato cromogénico, que produz uma mudanca de cor,
indicando a presenca dos coliformes totais sem procedimentos adicionais.

b) Para identificacdo de Escherichia coli, € utilizado meios com substrato fluorogénico 4-metil-umbelliferil-D-
glucuronido (MUG) detectar a enzima B-D- uclucuronidase, que € produzido pela maioria das cepas de E.
coli. A enzima B-D-glucuronidase hidrolisa o substrato fluorogénico, que produz fluorescéncia azulada
quando vista sob luz ultravioleta (UV) com comprimento de onda entre 365 e 366 nm. Juntos, a mudanca
de cor (devido a -D-galactosidase) e a fluorescéncia (devido a 8-D-glucuronidase) indicam que uma amostra
contém E. coli.

2 METODOLOGIA

2.1 Laboratério utilizado para realizacdo dos ensaios

Os ensaios foram realizados no laboratério acreditado na CGCRE/INMETRO da PROAGUA AMBIENTAL
(CRL 0798).

2.2 Material disponibilizado para desenvolvimento das atividades

Para realizacdo dos testes, a Quimaflex disponibilizou 100 frascos do meio QF-coli, um frasco para
comparacéo de cor e fluorescéncia e 100 frascos estéreis com tiossulfato de sédio. Esse meio foi comparado
com outros dois de origem de fabricantes diferentes e comercialmente disponibilizados no Brasil.

2.3 Avaliacdo de reacdo do meio frente a cepas certificadas

Foi realizada a avaliacdo da seletividade do meio fornecido pela Quimaflex quando submetido a
inoculacdo com cepas puras certificadas com os seguintes organismos selecionados: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa.

Para todos os testes, os resultados foram positivos, aprovando o meio para o uso.

2.4 Comparacéo de resultados entre meios de cultura.

Para comparacgdo entre resultados, foram utilizadas amostras de &guas naturais subterrdneas (ndo
artesianas), sujeitas a contaminacgéo por bactérias do grupo coliformes.

Os testes foram realizados no periodo entre janeiro e margo/2020, utilizando trés fornecedores de meio
de cultura, conforme definido no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater — 232 edi¢éo
—2017.

PROAGUA Ambiental Ltda.
Rua Dorvalino Resende, 1433 — Pg. Progresso — Franca/SP — CEP: 14403-136 — Fone: (16) 3432-0590
www.proaguaambiental.com.br
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O quadro a seguir mostra os resultados obtidos por meio da utilizagdo dos trés meios de cultura e

amostras analisadas em triplicatas.

PROAGUA

PROAGLIA COMPARACAO DE RESULTADOS DE MEIOS DE CULTURA
Tempo decorrido para a Leituras: 24 horas
Resultados de P/A por Fornecedor
Datada coleta| Tipo de amostra (matriz) Quimaflex FABRICANTE 1 FABRICANTE 2
Coli totais | E. coli | Colitotais| E.coli |Colitotais| E. coli

20/01/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
20/01/2020 Agua de retso A A A A A A
21/01/2020 Agua subterranea natural P A P A A A
21/01/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
22/01/2020 Agua subterranea natural P P P P P P
23/01/2020 Agua de nascente natural A A A A A A
28/01/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
28/01/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
28/01/2020 Agua subterranea natural -] A P A P A
28/01/2020 Agua subterranea natural P A P A P A
28/01/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
28/01/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
12/02/2020 Agua subterranea natural ] A P A P A
12/02/2020 Agua subterranea natural A A P A A A
12/02/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
17/02/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
17/02/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
17/02/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
17/02/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
17/02/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
18/02/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
24/02/2020 Agua subterranea natural P A P A P A
26/02/2020 Agua subterranea natural P A P A P A
26/02/2020 Agua subterranea natural P A P A P A
27/02/2020 Agua clorada subterranea A A A A A A
27/02/2020 Agua clorada de nascente A A A A A A
27/02/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
02/03/2020 Agua de nascente natural P P P P P P
05/03/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
09/03/2020 Agua de nascente natural A A A A A A
09/03/2020 Agua de nascente natural P P P P P P
09/03/2020 Agua subterranea natural P A P A A A
09/03/2020 Agua de nascente natural P A P A P A
09/03/2020 Agua subterranea natural P A P A P A
09/03/2020 Agua de nascente natural P A P A A A
09/03/2020 Agua subterranea natural P A P A P A
11/03/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
12/03/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
12/03/2020 Agua subterranea natural A A P A A A
18/03/2020 Agua subterranea natural P A P A P A
18/03/2020 Agua subterranea clorada A A A A A A
18/03/2020 Agua subterranea natural A A A A A A
26/03/2020 Agua subterranea natural P A P A P A
30/03/2020 Agua de nascente natural A A A A A A
30/03/2020 Agua de nascente natural A A A A A A
30/03/2020 Agua de nascente natural A A A A A A

Observagao: Resultados em vermelho foram considerados falsos em relagdo a conclusdo dos demais fabricantes

PROAGUA Ambiental Ltda.
Rua Dorvalino Resende, 1433 — Pg. Progresso — Franca/SP — CEP: 14403-136 — Fone: (16) 3432-0590
www.proaguaambiental.com.br
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PROAGUA

COMENTARIOS E CONCLUSOES

E importante enfatizar que o Standard Methods n&o define ou recomenda marcas de meios de cultura para
serem utilizados na metodologia 9223 B, apenas fazendo citacdo aos meios Colilert e Colisure como
disponiveis no mercado. Ou seja, 0os meios devem atender as especificacdes ja descritas noitem 1 a) e 1
b) deste relatdrio.

Os ensaios e as amostragens foram realizados pelo Laboratério da Proagua Ambiental, com procedimento
acreditado pela CGCRE/INMETRO com base nos critérios estabelecidos no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 232 edicdo metodologia 9223 B — Teste Substrato Enzimatico.

As atividades de ensaios foram realizadas por pessoal habilitado, de forma imparcial, isenta, confidencial e
sem qualquer pressdo comercial ou administrativa.

A conclusédo dos resultados teve como referéncia 138 ensaios (46 tréplicas), utilizando trés meios de
diferentes fabricantes.

O meio fornecido pela Quimaflex foi o0 QF-coli - lote 91011032. Por questdes éticas e de confidencialidade,
os outros meios ndo foram identificados.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir gue os trés meios avaliados se mostraram
equivalentes e validados para a aplicacdo no ensaio definido na metodologia 9223 B do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater — 232 edicdo — 2017.

Franca, 03 de abril de 2020.

Orlando Antunes Cintra Filho

Engenheiro Quimico, Civil e Sanitarista - CREA n°® 260337786-8
Doutor em Saneamento e Ambiente

Diretor da PROAGUA Ambiental Ltda.

PROAGUA Ambiental Ltda.
Rua Dorvalino Resende, 1433 — Pg. Progresso — Franca/SP — CEP: 14403-136 — Fone: (16) 3432-0590
www.proaguaambiental.com.br
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A

ESCOPO DA ACREDITACAO — ABNT NBR ISO/IEC 17025-ENSA 10

| Norma de Origem: NIT-DICLA-016

Folha: 1 Total de Folhas: 5

RAZAO SOCIAL/DESIGNAGAO DO LABORATORIO

PROAGUA AMBIENTAL LTDA - EPP / PROAGUA

ACREDITACAO N°

TIPO DE INSTALAGAO

CRL 0798 INSTALACAO PERMANENTE
AR E’,ESE'L\J/T'%ADE’ CLASSE DE ENSAIO / DESCRICAO DO ENSAIO NORMA E /OU PROCEDIMENTO
MEIO AMBIENTE ENSAIOS QUIMICOS
AGUAS PARA Determinacédo do grau e perfil do sabor SMEWW, 232 edicdo, Método
CONSUMO HUMANO 2160B e 2170 B
Determinacéo do limiar do odor SMEWW, 232 edicdo, Método
2150 B
AGUAS BRUTA, Determinacéo da aparéncia pelo método visual SMEWW, 232 edicdo, Método
TRATADA, RESIDUARIA 2110
E PARA CONSUMO
HUMANO
Determinacao da alcalinidade pelo método titulométrico | SMEWW, 232 Edicdo, Método
2320 B
Determinacao de aluminio pelo método colorimétrico com | SMEWW, 232 Edicdo, Método
Eriocromo Cianina R. 3500-Al
LQ: 0,05 mgAl/L
Determinacdo de calcio por titulometria com EDTA SMEWW, 232 Edicao, Método
LQ: 10 mg/L 3500 Ca
Determinacéo de cloreto pelo método argentométrico SMEWW, 232 Edicao,Método
LQ: 1,0 mg/L 4500 CI
Determinacao da condutividade eletrolitica SMEWW, 232 Edicdo, Método
2510B
Determinacao da cor aparente e verdadeira pelo método | SMEWW, 232 Edicdo, Método
espectrofotométrico triestimulo 2120 E
LQ: 2,0UC
Determinacdo de cromo hexavalente pelo método | SMEWW, 232 Edicdo, Método
colorimétrico 3500 Cr B
LQ: 0,05 mg/L
“Este Escopo cancela e substitui a revisdo emitida an teriormente”

Data, 21/05/2019
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ESCOPO DA ACREDITAGAO — ABNT NBR ISO/IEC 17025 - EN SAIO

Norma de Origem: NIT-DICLA-016

ACREDITACAO N°

TIPO DE INSTALAGAO

CRL 0798

INSTALACAO PERMANENTE

AREA DE ATIVIDADE /
PRODUTO

CLASSE DE ENSAIO / DESCRICAO DO ENSAIO

NORMA E /OU PROCEDIMENTO

MEIO AMBIENTE

ENSAIOS QUIMICOS

AGUAS BRUTA,
TRATADA, RESIDUARIA
E PARA CONSUMO
HUMANO (Continuacéo)

Determinacdo da demanda bioquimica de oxigénio pelo
método respirométrico
LQ: 3 mg/L

SMEWW, 232 Edic&o, Método
5210 D

Determinacdo da demanda quimica de oxigénio pelo
método do refluxo fechado seguido de espectrofotometria
LQ: 10 mg/L

SMEWW, 232 Edicdo, Método
5520 D

Determinacédo da dureza pelo método titulométrico EDTA
LQ: 10 mgCaCOs/L

SMEWW, 232 Edicao, Método
2340 C

Determinacdo de ferro pelo método colorimétrico com
fenantrolina
LQ: 0,08 mgFe/L

SMEWW, 232 Edicao, Método
3500 Fe

Determinacao de fluoreto pelo método do eletrodo ion-
seletivo

LQ: 0,10 mgF/L

SMEWW, 232 Edicdo, Método
4500F C

Determinacdo de fluoreto pelo método colorimétrico
(SPADNS)
LQ: 0,20 mgF-/L

SMEWW, 232 Edicdo, Método
4500F D

Determinacao de fésforo pelo método colorimétrico com
acido ascorbico
LQ: 0,10 mgP/L

SMEWW, 232 Edicdo, Método
4500 P E

Determinacdo de magnésio pelo método matematico
(diferenca entre a dureza total e a concentracao de Ca
como CaCOQOs)

SMEWW, 232 Edicdo, Método
3500 Mg

Determinacdo de manganés pelo método colorimétrico
com persulfato
LQ: 0,08 mgMn/L

SMEWW, 232 Edicao, Método
3500 Mn

Determinacdo de nitrato pelo método do eletrodo nitrato-
seletivo
LQ: 1,0 mg NO3z-N/L

SMEWW, 232 Edicdo, Método
4500NOs D

Determinacao de nitrito pela método colorimétrico
LQ: 0,05 mg NO2-N/L

SMEWW, 232 Edicao, Método
4500-NO2' B

Determinacdo de nitrogénio amoniacal (aménia) pelo
método colorimétrico com fenato
LQ: 0,05 mg NHs-N/L

SMEWW, 232 Edicdo, Método
4500 NHs F
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Norma de Origem: NIT-DICLA-016

ACREDITACAO N° TIPO DE INSTALAGAO
CRL 0798 INSTALACAO PERMANENTE
AREA DE ATIVIDADE / X
DTG CLASSE DE ENSAIO / DESCRIGAO DO ENSAIO NORMA E /OU PROCEDIMENTO

MEIO AMBIENTE ENSAIOS QUIMICOS

AGUAS BRUTA, Determinacao de nitrogénio Kjeldahl pelo método macro e | ABNT — NBR 13796/1997

TRATADA, RESIDUARIA | semi micro

E PARA CONSUMO LQ: 0,20 mg-N/L

HUMANO (Continuacéo)
Determinacao de nitrogénio organico ABNT — NBR 13796/1997
LQ: 0,15 mg-N/L
Determinacéo de nitrogénio total ABNT — NBR 13796/1997
LQ: 0,25 mg-N/L
Determinacao de 6leos e graxas pelo método de extragdo | SMEWW, 232 Edicdo, Método
Soxhlet 5520 D
LQ: 10 mg/L
Determinacao de 6leos vegetais e gorduras animais SMEWW, 232 Edicdo, método
LQ: 10 mg/L 5520D e F
Determinacdo de 6leos minerais (hidrocarbonetos) pelo | SMEWW, 232 Edicdo, método
método gravimétrico com silica gel 5520D e F
LQ: 10 mg/L
Determinacdo de oxigénio consumido pelo método do | ABNT NBR 10.739/1989
permanganato de potassio
LQ: 1,4 mg O2/L
Determinacao de oxigénio dissolvido pelo método com | SMEWW, 232 Edicdo, Método
modificacdo com azida 45000 C
LQ: 0,2 mg O2/L
Determinacdo da salinidade pelo método da|SMEWW, 232 edicdo, Método
condutividade eletrolitica 2520 B
Determinacao de silica pelo método colorimétrico com | SMEWW, 232 edicdo, Método
molibdosilicato 4500 SiO2 C
LQ: 0,40 mg/L
Determinacdo de sélidos fixos e volateis por ignicdo a | SMEWW, 232 Edicdo, Método
550C 2540 E
LQ: 14 mg/L
Determinacdo de sélidos totais dissolvidos por secagem a | SMEWW, 232 Edicdo, Método
180C 2540 C
LQ: 20 mg/L
Determinacao de solidos sedimentaveis SMEWW, 232 Edicdo, Método
LQ: 0,2 mL/L 2540F
Determinacao de soélidos suspensos totais por secagem a | SMEWW, 232 Edicdo, Método
103-105<C 2540 D
LQ: 20 mg/L
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ESCOPO DA ACREDITAGAO — ABNT NBR ISO/IEC 17025 - EN SAIO

Norma de Origem: NIT-DICLA-016

ACREDITACAO N°

TIPO DE INSTALAGAO

CRL 0798

INSTALACAO PERMANENTE

AREA DE ATIVIDADE /
PRODUTO

CLASSE DE ENSAIO / DESCRICAO DO ENSAIO

NORMA E /OU PROCEDIMENTO

MEIO AMBIENTE

ENSAIOS QUIMICOS

AGUAS BRUTA, Determinacao de so6lidos suspensos totais por secagem a | SMEWW, 232 Edicdo, Método
TRATADA, RESIDUARIA | 103-105C 2540 D
E PARA CONSUMO LQ: 20 mg/L
HUMANO (Continuacéo)
Determinacao de solidos totais por secagem a 103-105C | SMEWW, 232 Edicdo, Método
LQ: 34 mg/L 2540 B
Determinacao de sulfato pelo método turbidimétrico SMEWW, 232 Edicao, Método
LQ: 5 mg/L 4500-S0+* E
Determinagcado de surfactantes anibnicos pelo método | SMEWW, 232 Edicdo, Método
colorimétrico para substancias ativas ao azul de metileno | 5540 C
(MBAS)
LQ: 0,20 mgLAS/L
Determinacdo de sulfeto pelo método colorimétrico com | SMEWW, 232 Edicdo, Método
azul de metileno 4500 Sz D
LQ: 0,05 mg/L
Determinacao de turbidez pelo método nefelométrico SMEWW, 232 Edicdo, Método
LQ: 0,20 NTU 2130B
MEIO AMBIENTE ENSAIOS BIOLOGICOS
AGUAS BRUTA, ) Bactérias heterotroficas — Determinacao quantitativa pela | SMEWW, 232 Edicdo, Método
TRATADA, RESIDUARIA | técnica de inoculagdo em profundidade 9515 B
E PARA CONSUMO LQ: 1 UFC/mL
HUMANO
Coliformes totais e Escherichia coli- Determinacdo pela | SMEWW, 232 Edicdo, Método
técnica Contagem (substrato enzimatico) 9223 B
LQ: 1 NMP/100 mL
Coliformes totais e Escherichia coli- Determinacdo pela | SMEWW, 232 Edicdo, Método
técnica de Presenca/Auséncia (substrato enzimatico) 9223 B
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ESCOPO DA ACREDITAGAO — ABNT NBR ISO/IEC 17025 - EN SAIO

Norma de Origem: NIT-DICLA-016

ACREDITACAO N°

TIPO DE INSTALAGAO

CRL 0798

INSTALAGCAO DE CLIENTE

AREA DE ATIVIDADE /
PRODUTO

CLASSE DE ENSAIO / DESCRICAO DO ENSAIO

NORMA E /OU PROCEDIMENTO

MEIO AMBIENTE

ENSAIOS QUIMICOS

AGUAS BRUTA,
TRATADA,
RESIDUARIA E PARA
CONSUMO HUMANO

Determinacao de cloro residual pelo método colorimétrico
com N, N-dietil-p-fenilenodiamina (DPD)
LQ: 0,10 mg/L

SMEWW, Método

4500CI G

232Edicéo,

Determinacdo de Oxigénio dissolvido pelo método da
luminescéncia

ASTM D888 - 12 - Standard Test
Methods for Dissolved Oxygen in

LQ: 0,15 mg/L Water/ Test Method C
Determinacdo de pH pelo método eletrométrico SMEWW, 232Edicdo, Método
4500H* B

Determinacédo do potencial de oxi-reducao em agua SMEWW, 232 Edicao, Método
Faixa de trabalho: -1200 a +1200 mV 2580 B
Determinacdo de temperatura SMEWW, 232Edicdo, Método
Faixa: -2 a 50C 2550 B

MEIO AMBIENTE AMOSTRAGEM

AGUAS BRUTA, Amostragem em rios, lagos, represas, sistemas alternativos| SMEWW, 232 Edicdo, Método

TRATADA, de abastecimento publico, pocos freaticos e profundos, 1060 e 9060

RESIDUARIA E PARA | nascentes, minas, estacdo de tratamento de agua (ETA),

CONSUMO HUMANO | sistema de reservacao, redes de distribuicdo, estacdo de| ABNT NBR 9898:1987
tratamento de esgoto (ETE) efluentes domésticos e )
industriais PG-006-Amostragem de Agua e

Efluentes

AGUA SUBTERRANEA

Amostragem de 4&gua subterranea em pogos de

monitoramento - métodos de purga

ABNT NBR 15847 (2010)
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Coliformes totais e Escherichia coli — Determinacao
Quantitativa pela Técnica de Multiplos Pocos
(Quanti-Tray/2000) — NMP (Substrato Enzimatico)

SMWW 232 Edi¢éo, 2017, Método 9223B 4.c
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¢ FORMULARIO Aprovada em 02/03/202E
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1. INTRODUCAO

Os testes de substrato enzimatico usam substratos cromogénicos e fluorogénicos hidrolisaveis para detectar simultaneamente
enzimas produzidas por coliformes totais e Escherichia coli (E. coli). Nesse método, as bactérias coliformes totais produzem a
enzima [-d-galactosidase, que cliva o substrato cromogénico no meio para liberar o cromogénio. A maioria das cepas de E. coli
produz a enzima B-glucuronidase, que cliva um substrato fluorogénico no meio para liberar fluorogénio. A liberagdo de cromogénio
indica que bactérias coliformes estéo presentes, e a liberacdo de fluorogénio indica que E. coli esta presente.

Os formatos de tubos miiltiplos, pogos multiplos ou presenca / auséncia (amostra Gnica de 100 mY{) estdo disponiveis para uso

com esses testes de substrato de enzima.

Esses testes de coliformes de substrato enzimatico sédo recomendados para a analise de amostras de agua potavel, agua de fonte,

10.0peUISSY

agua subterranea e agua residual. Se um laboratério néo tiver usado este método antes, &€ desejavel conduzir testes paralelosz

. . LN . 3 i 1 L) . 3
(incluindo variagGes sazonais) com o metodo existente para avaliar a eficacia especifica do local e comparar os resultados. Os2

=11

resultados de muitos estudos de desempenho de métodos estéo disponiveis na literatura e as taxas de resultados falso-positivoss,
O

. . s . s g P . . . . [
e-negativos diferem entre as varias midias. Os usuarios devem selecionar cuidadosamente o meio e o procedimento que melhorg

9s!

atende as suas necessidades.

€]
dny

As amostras de agua contendo humico ou outro material podem ser coloridas. Se houver uma cor de fundo natural, observe qu
€. Se a agua for amarelada o suficiente para ser mal interpretada como um positivo fraco apds a incubacédo, use um meio que n
fique amarelo. O alto teor de sal de calcio em algumas aguas pode causar precipitacdo, mas isso nao deve afetar a reacao.

O método foi validado conforme sesséo 9020B.11 para obter orientagdo sobre como validar novos métodos utilizando o substra

enzimético ONPG-MUG da marca QF-Coli da empresa Quimaflex Cientifica

2. TiTULO

Coliformes totais e Escherichia coli - Determinacao quantitativa pela técnica de multiplos pocos - NMP (Substrato Enzimético).

9202/TS0800 oN TVLIEa OLNTBIN

3. ADVERTENCIAS

Utilizar os devidos EPI’s durante o preparo de reagentes e solu¢des, bem como durante a utilizagdo de solventes no preparo de

amostras (Luva nitrilica, jaleco branco, mascara para gases, dculos de seguranca).

4. ESCOPO

A agua potavel ndo deve conter micro-organismos patogénicos e deve estar livre de bactérias indicadoras de contaminacao fecal,

C.L92287€S/ S/ -839€0-0Jd17-8806-001zARZEE :2ARYD. /19 WOJ saleyullgees//:s

por isso o controle desses microorganismos € essencial para a salde humana. A analise microbiolégica da agua fornece subsidio
a respeito da sua portabilidade, isto €, auséncia de risco de ingestdo de micro-organismos causadores de doencas. Como
indicadores de contaminacéo fecal, séo eleitas como bactérias de referéncia as do grupo coliforme. O principal representante
desse grupo de bactérias chama-se Escherichia coli.

E fundamental o fornecimento de agua de boa qualidade para atender as necessidades basicas da populacéo e permitir um 6timo
padrao de vida Para garantir sua portabilidade é importante que a dgua seja verificada, analisando a auséncia de coliformes totais
e E.coli.
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O método quantitativo estudado pela cartela de miltiplos pocos Quanti Tray 2000 possui faixa de trabalho é de <1 a >2419.6
MPN/100 m{ conforme a IDEXX Quanti-Tray®/2000 MPN Table ( per 100m.{

5. DEFINICOES

Limite de Deteccéo: S&o menores valores de concentracéo do analito ou de uma propriedade que pode ser detectado pelo método.

E determinado por uma andlise completa de uma dada matriz contendo analito.

Limite de Quantificacio: E a menor concentracdo do analito que pode ser determinada com um nivel de exatid&o e precisdo. Pode

P.OprUISSY.

ser considerado como sendo a concentracdo do analito correspondente ao valor da média do branco mais 5, 6 ou 10 desvios-

b1

padréo.

aiuswien

Linearidade: E a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam diretamente proporcionais & concentracéo

22V

do analito em amostras, em uma dada faixa de concentragdo do analito. A linearidade é obtida através da padronizagao internag

ou externa e formulada com expressao matematica usada para o célculo da concentracéo do analito a ser determinada na amostraz
93

real. Cabe avaliar a homocedasticidade (homogeneidade de variaveis).

Faixa de Trabalho e Faixa Linear: Todo método quantitativo, ha uma faixa de concentra¢gfes do analito ou valores da proprieda

saleyuleees)/

no qual o método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de concentragdo, os fatores limitantes séo os valores dos limites

wo9

deteccdo e de quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento

medicdo. Dentro da faixa de trabalho pode haver uma faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal tera uma relac

2/AeyD./1q

linear com o analito ou valor da propriedade. A faixa linear é o intervalo entre os niveis superior e inferior de concentragédo

(o]}

S0z 8so®N H.LFa ENawnoo

2.,9928¥£S5/5/-89£0-0101-8806:-A07APFEE.

analito que foi demonstrado ser possivel a determinagdo com a precisdo, exatiddo e a linearidade exigidas, sob condic
especificas para o0 ensaio. A faixa linear e normalmente expressa nas mesmas unidades dos resultados obtido pelo méto

analitico.

Recuperacdo e Tendéncia: Recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras adicionadas com quantidades
conhecidas do mesmo (Spike). A s amostras podem ser misturadas com o analito em pelo menos 3 concentracdes diferentes.
Tendéncia: A tendéncia pode ser expressa como recuperagdo analitica, definida como: Valor observado/ valor esperado. E

importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrdes reconhecidos.

Repetibilidade: E o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um mesmo avaliado, efetuadas sob as
mesmas condi¢cdes de medi¢cdo, chamadas de condi¢Bes de repetibilidade, seguindo: os mesmos procedimentos da medicéo,
observador, instrumento usado sob as mesmas condi¢6es, local e repeticdes em curto espacgo de tempo. A repetibilidade pode ser
expressa quantitativamente em termos da caracteristica da dispersédo dos resultados, podendo ser determinada por meio da

analise de padrbes, material de referéncia ou adicdo a um branco em vérias concentra¢des na faixa de trabalho. Recomenda-se
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7 ou mais repeticbes para calculos do desvio padrdo para cada concentracdo proposta, chamado de desvio padrdo de

repetitividade.

Reprodutibilidade ou Preciséo Intermediaria: Denominada também de reprodutibilidade interna, referindo-se a precisao avaliada
sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo local, mas definindo exatamente
guais condic¢des a variar, sendo uma ou mais, tais como: diferentes equipamentos, com diferentes analistas em diferentes tempos.
Esta medida de preciséo € reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos resultados em um laboratdrio e, como

. . p’ o . . ;. . >
tal, mais recomendavel a usar. Desta forma, sdo efetuadas “n” medicées em replicata, ou em Unico ensaio, sobre a amostra, nas$

eul

condi¢des pré-definidas, pois existem varios metodos de estudar este tipo de precisdo. Em alguns casos, o valor da preciséog
. o ~ . ~ . A . . . =
intermediaria € funcéo do nivel de concentra¢do do ensaio e seu calculo é efetuado, preferivelmente, a partir dos resultadosg

obtidos, ap6s eliminagéo dos resultados dispersos.

Seletividade: Especificidade ou Seletividade é a habilidade de avaliar inequivocadamente o analito na presen¢a de componentes

9SSaJY...21uaul|e;

gue se esperam estar presentes. Tipicamente, estes componentes podem incluir diluentes, impurezas, degradados e componentes

dny

da matriz.

Hanwnooa

Robustez: A robustez é definida como a indicacdo da capacidade de um método analitico em resistir a pequenas e deliberad

varia¢des dos parametros analiticos

6. PRINCIPIO DO METODO

SABYUD Hg:wod'saleyulsees//.s

(%CO oN TVL1I91d O

Os meios de cultura contém nutrientes indicadores que, hidrolisados pelas enzimas especificas dos coliformes provocam u

mudanca de cor no meio.

Bzozts

2.99281r€G8/.5/-89€0-01017-8806:-A0APFZEE.

Estes testes enzimaticos usam cromogénicos hidrolizaveis e substratos fluorogénicos para detectar simultaneamente enzim
produzidas por coliformes totais e Escherichia coli (E. coli). Nesso método, bactérias coliformes totais produzem a enzima - B-
galactosidase, que cliva o substrato cromogénico no meio para liberar cromégeno. A maioria das cepas de E. coli produzem
enzima -glucuronidase, que cliva um substrato fluorogénico no meio para libertar fluorogénio. A liberacdo do cromdégeno indica
gue as bactérias coliformes estéo presentes, e a liberacéo de fluordgeno indica que E. coli estdo presentes.

O método é aplicavel para as técnicas de Mltiplos tubos, maltiplos pocos ou presenca-auséncia (em 100-m{).

7. REACOES

A enzima D-galactosidase é detectada por meio de substratos cromogénicos (ONPG) que quando adicionado na amostra, é
homogeneizado e incubado a uma temperatura de 35,0 £ 0,5 ° por 24h. ApGs o periodo de incubacédo, se amarelo é observada,

coliformes totais estdo presentes.
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A deteccéo da enzima B glucoronidase é por meio do substrato fluorogénico ( MUG), que quando hidrolisa o substrato fluorogénico
produz uma fluorescéncia azulada, vista pela luz UV (365 nm), indicando a presenga de E. Coli, quando incubada nas mesmas
condicdes do substrato cromogénicos.

8. REAGENTES E MATERIAS

Nome Cédigo Validade | Certificado Incerteza N

K. pneumoniae ATCC13883 - Lot: 351-74-5 1322-37593/2022 31/05/2023 | 351-74-5 N/A §
Escherichia coli ATCC25922 - Lot: 335-534-2 295-37593/2022 31/08/2023 | 335-534-2 N/A §

P. aeruginosas ATCC27853 — Lot: 353-474-4 296-37593/2022 30/04/2023 | 353-474-4 N/A ‘%

QF-Coli Quimaflex Cientifica Lot: 220117073 3548-36497/2022 18/01/2023 | 220117073 N/A .

Colilert Idexx Lot: HT52B 3548-36502/2022 12/11/2022 HT52B N/A E

Frasco Estéril com Tiossulfato de Sddio 1mg 4363-36497/2022 23/04/2023 | 20210423 N/A %

@

9. EQUIPAMENTOS %
Zs

o8

Nome Cadigo Certificado Incerteza 8 5

Estufa Bacterioldgica AB-EQ-148 E43334A/19 0,2 °C ';2'2
Micropipeta 1 a 10 mL AB-EQ-163 EVV-12072-01/2019 +0,014 mL %§
Micropipeta 100 a 1000 uL AB-EQ-463 EVV-10287-08RV01/2018 +0,82 uL %%
Micropipeta 10 & 100 uL AB-EQ-553 E23289/19 + 0,050 uL %E

10. AMOSTRAGEM é
As amostras deverdo ser coletadas em frascos ou bolsas estéreis com preservagdo quimica tiossulfato de sodio (Nazszos),s
transportadas sob refrigeracdo e armazenadas <10 °C. %
11. PROCEDIMENTO %

Este procedimento € baseado nas técnicas disponiveis no SMWW 232 Edi¢éo, 2017 na sessao 9223 B. Enzyme Substrat Test. AsN

@
solucdes, meios e caldos preparados, bem como todos os itens de ensaio devem ser registrados no FO 186 — Controle de itens®
de Ensaio — Biologia.

Os testes realizados neste procedimento de validagdo visam assegurar a equivaléncia do produto referenciado no SMWW 232
Edicéo, 2017 e o produto QF-Coli do fabricante Quimaflex Cientifica.




Pag. 997

000822/2026
( Codigo FO 184 A
& FORMULARIO Aprovada em 02/03/202 5 sd £
““¢*ST ANALITICA ~ ilo ) Revisio | Pac
A ANRSes Pl PLANO DE VALIDACAO E VERIFICACAO DE METODOS 02 6/z1
\_

As quantidades dos testes foram estabelecidas conforme previstos no DOQ-CGCRE-008 ORIENTACAO SOBRE VALIDACAO DE
METODOS ANALITICOS Revisdo 09 — JUN/2020.

A Tabela 8 (DOQ-CGCRE-008 Rev 09) apresenta um resumo da determinacdo da repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade.

a) Mesmo analista, equipamento, laboratério, periodo curto (repetibilidade): Testes 26

Determinar o desvio padréo amostral da repetibilidade de cada concentragéo.

b) Analistas e equipamentos diferentes, mesmo laboratério, periodo estendido (preciséo intermediaria): Testes =6
Determinar o desvio padréo da reprodutibilidade intralaboratorial de cada concentracéo.

Todas as etapas do procedimento de ensaio deveram ser executadas utilizando técnicas assépticas em capela de fluxo laminar.

Os reagentes devem ser levados para temperatura ambiente, 20 a 28 ° C antes do uso.

2SS90V, a1uswenbip opeuIssy

Para realizacao dos ensaios de LD-LQ, repetibilidade, precisdo intermedi, as amostras foram contaminadas com cepa Klebisiela.5
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em frascos estéreis conforme tabela abaixo:

Amostras Contaminadas: Cepa Klebisiela. pneumoniae ATCC13883 — Lot:
351-74-5 Val. 31/05/2023

Paréametro de Validacdo QF-Caoli Colilert

LD-LQ 7 7

9¢0¢/TS0800 oN 1VLIOIA OLNINND

2.9228%£5/G6/-89€0-0)0%7-8806-007APFEE. ;9ABYD. /10 WO SaJeyuleees//:sdn

Amostras Contaminadas: Cepa Escherichia coli ATCC25922 — Lot: 335-534-
2 Val.31/08/2023

Paréametro de Validacdo QF-Caoli Colilert

LD-LQ 7 7

Amostras Contaminadas: Cepa Klebisiela. pneumoniae ATCC13883 — Lot:
351-74-5 Val. 31/05/2023

Parametro de Validagao QF-Caoli Colilert

Repetibilidade 6 0

Precisao Intermediaria 0 6
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Preparo das Amostras Contaminadas

Preparo do local para execuc¢éo dos Ensaios

Execucédo do procedimento: SMWW 23?2 Edicdo, 2017, Método 9223B 4.c

Procedimento multi-pogos: Este procedimento é realizado com bandejas multi-pocos descartaveis esterilizadas Quanti-Tray/2000

Amostras Contaminadas: Cepa Escherichia coli ATCC25922 — Lot: 335-534-
2 Val.31/08/2023

Parémetro de Validacdo QF-Caoli Colilert
Repetibilidade 6 0
Precis@o Intermediaria 0 6

Amostras Contaminadas: Cepa Pseudomonas aeruginosas ATCC27853 —
Lot: 353-474-4 Val. 30/04/2023

Parametro de Validagéo QF-Coli Colilert
Repetibilidade 6 0
Precisé@o Intermediaria 0 6

ony.;:8sS89Y. 81usweNbIp. opruUISSY.

Para o teste negativo para Coliformes totais e Escherichia coli, proceder a andlise com agua estéril contaminadas com ce

INEelele

de Pseudomonas aeruginosas ATCC27853, preparar o material para teste conforme descreve o procedimento para uso

manutencio das cepas (IT-092). Sera adicionado 10 pl da cepa referéncia em 100 m{ de agua estéril.

wo saieyulsees//:s

¥1191d O.

Para o teste positivo para Coliformes totais e negativo para Escherichia coli proceder a andlise com agua esté

contaminadas com cepa Klebisiela pneumoniae ATCC13883, preparar o material para teste conforme descreve

2/eyD. /1q

procedimento para uso e manutencao das cepas (IT-092). Sera adicionado 10 pf da cepa referéncia em 100 m{ de 4gua esté

Para o teste positivo para Coliformes totais e positivo para Escherichia coli proceder a anélise com agua estéril contaminad

@ 9282/TSE800N 1

£G/G/-89£0-0)0%7-8806-A0&7AP¥ZEE

com cepa Escherichia coli ATCC25922, preparar o material para teste conforme descreve o procedimento para uso

manutencio das cepas (IT-092). Sera adicionado 10 pl da cepa referéncia em 100 m{ de agua estéril.

Retirar as amostras do refrigerador 30 minutos (aproximadamente) antes da execugéo do ensaio.
Antes de iniciar o ensaio, 0 analista deve ligar o fluxo de ar acionando o botdo operacéao por 20 a 30 minutos (o fluxo de ar§
deve ser desligado somente ap0s a limpeza de finalizagdo do ensaio). Em paralelo realizar a limpeza da bancada do local de§
trabalho e da capela de fluxo laminar com a utilizacdo de luva.

A limpeza é realizada com papel umedecido com Alcool 70%, e deve ser passado sobre as bancadas e a capela de fluxo

laminar em uma Unica direcao.
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Adicionar assepticamente o meio de cultura (QF-Coli/ Colilert) para uma amostra de agua previamente preparada de 100 m{

e agitar vigorosamente para dissolver.

Para abrir o Quanti-Tray, use uma mao para segurar a unidade na vertical (com o lado do pog¢o voltado para a palma) e aperte
a parte superior da bandeja de modo que ela se dobre em direcdo a palma. Puxe suavemente a aba da folha para separar a
folha da bandeja, tomando cuidado para néo tocar no interior do papel aluminio ou da bandeja.

Adicionar a mistura de amostra de agua e meio de cultura diretamente na bandeja, evitando o contato com aba de folha. Bata

suavemente nos pog¢os pequenos (Quanti-Tray 2000) 2 a 3 vezes para liberar quaisquer bolhas de ar que possam estar presas.

>
[
Esperar a espuma assentar, embora seja aceitavel alguma espuma. Z
QD
Coloque a bandeja na insercéo de borracha apropriada com o lado do poco (plastico) voltado para baixo e sele-a no seladoré
Quanti-Tray. E
3
e O selante dispersa a amostra nos pogos e sela a embalagem. z
®
e Incubar por 24 horas a 35 °C+ 0.5 °C. Em seguida fazer a leitura/comparagao visual da coloragdo dos tubos conforme IDEXXx%
4
Quanti-Tray®/2000 MPN Table ( per 100ml) @
e Os pocos grandes deveram ser lidos verticalmente, enquanto os menores horizontalmente. Ué
8
=
12. CALCULOS E
A linearidade foi avaliada pela construcdo de uma curva de calibragdo com 5 pontos em triplicata. Foi avaliada a correlacéo entﬁ;é
os resultados obtidos pelo coeficiente de correlacéo R2. A homosceidade dos resultados foi avaliada pelo teste de Cochran, send:q'
P
<
8
S
o SI\Z/Iax g
— 2 N
s S

Onde S2vax € @ maior variancia entre as réplicas e Y, S? é o somatdrio de todas as variancias. O valor obtido é comparado com u
valor tabelado Ciwb = 0,6838.

A existéncia de valores aberrantes foi avaliada pelo teste de Grubbs, sendo:

Gsup = (yma’w;_ y)

Ginf = (ymh;_ Y)

onde y,.sx © Ymin S80, respectivamente, o maior e menor valor da média das triplicatas das respostas; y é o valor médio das

triplicatas das respostas, e s é o desvio padrao das médias das triplicatas das respostas. Os valores obtidos sdo comparados com

um valor tabelado Gerit = 1,71.

m

2/,9328%£5/5/-89€0-01d17-8806-00%zARZEE. :2ARYD. /19 WOJ salelyullgees//:S
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O LD foi determinado pela estimativa do desvio padrdo do branco de amostra fortificado na menor concentracdo aceitavel do
analito, pela equacéo:

LD = 3,143 % s

Onde s é o desvio padrdo de 7 leituras consecutivas do branco fortificado.
. . N f ~ . ~ o >
O LQ foi determinado pela estimativa do desvio padrdo do branco de amostra fortificado na menor concentracdo aceitavel dog

IS

analito, pela equacéo:

LQ =10+*s

Onde s é o desvio padrdo de 7 leituras consecutivas do branco fortificado.

9SS99V. a1uawenbip.opeu

A recuperacao foi estimada pela leitura de uma matriz fortificada (agua tratada) em 3 niveis de concentracdo, em 10 replicas 5
independentes num periodo de 5 dias, sendo 2 réplicas por dia. Foram avaliados os percentuais de recuperacgdo (Fator c@?

Recuperacgédo) e os coeficientes de variacdo das 10 réplicas por nivel pelas equacdes:

100 * (A - AF)
Frec =—=
Vr
Onde: Frec € 0 fator de recuperacao; A é o valor da leitura da amostra (ou branco); AF é o valor da leitura da amostra fortificada (
branco fortificado); Vr é o valor da fortificacéo.

9202/150880 oN TV.LIDId OLNINND

2.,9228%£5/5/-89€0-0)017-8806-0017ARZEE. :2ARYD. /19 WOJ saleyullgees/,

C.V.% 100 *s
2 (I

Frec

Onde: C.V.% é o coeficiente de variacdo; s € o desvio padréo das 10 réplicas por nivel; Mrrec € 0 valor médio dos fatores de
recuperacao obtidos.

A Tendéncia foi avaliada pelo padrao de distribuicdo dos resultados em um grafico contendo limites de adverténcia e limites criticos,
durante o periodo de estudo. Os limites foram calculados pelas equacdes:

Limite de Adverténcia:

LA= Mppect 2%s
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Limite Critico:
LC = Mpyee+ 3%s

A repetibilidade foi avaliada pela medicéo de padrdes 3 niveis de concentracdo avaliado em 7 réplicas independentes no mesmo

dia. Foi avaliado o coeficiente de variacéo entre as réplicas.

e . - . . L ’ x . -
A precisao foi avaliada pela medicdo de padrées 3 niveis de concentracao avaliado em 7 réplicas independentes, por um analistag

.

diferente. Foi avaliado o coeficiente de variagdo entre as réplicas. §
&

g

3

z

®

. &

13. DADOS ESTATISTICOS &
Os dados obtidos no procedimento de ensaio devem ser registrados no FO 074 Relatério de Validagdo de Método Analitico paraz

san

o
avaliar se o desvio padréo experimental da reprodutibilidade esta compativel com o desvio padrao predito pela equagao de Horwitg,~-
modificada por Thompson, que é baseada na concentragdo c do analito:

A partir do desvio padréo s é util calcular os limites de precisdo. Isso permitira ao analista decidir quando ha uma diferen

saJeyuleees//

significativa, a um determinado nivel de confianga, entre os resultados de andlises duplicadas de uma amostra obtida s

condicdes especificadas. O limite de repetibilidade (r) é calculado conforme a equacao:

r =1 (n-1,10)2-ST

9202/T50800 oN TV.LIOE GENINND

8806:-d01apree. .aAeYD. /A0 W0

Onde o fator 2 reflete a diferenca entre 2 medi¢des, t é o valor da abscissa da distribuicdo t (Student) bilateral para determinad

o

namero de graus de liberdade (relacionados a estimativa do sr) e nivel de confianga. Para graus de liberdade relativamente alto

n

t € aproximadamente igual a 2 para 95,35% de confianc¢a; assim, o limite de repetibilidade é frequentemente aproximado como:

r=28.sr

2287£9/.5/-89€0-0101

Seletividade é o grau em que o método pode quantificar o analito na presenca de outros analitos, matrizes ou de outro material®,
N

potencialmente interferente (AOAC, 2002). Um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a

resposta de um analito da de outros, é chamado seletivo.

Teste estatistico: Teste F (Snedecor) de homogeneidade de variancias, por nivel de concentracdo e Teste t (Student) de

comparacao de médias, por nivel de concentracao.
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Repetitividade
Legenda: Data da execugéo: 25/03/2022
Resultados
Entrada de dados
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. C.V. »
) @
=X® 5
S [ 1 30,50000 2
Eo a
. 3 + 2 29,00000 &
S a8 3 30,50000 2
= & 0 4 29.00000 29,64 0,802 2,71% 2
@0 .
50 5 29,00000 5
9 E o
X < 6 30,50000 2
>
o 7 29,00000 2%
S = 1 56,10000 lobs
N N _ 0O co
2| 8 =i 2 53,60000 o
. N o o zZ3
o ¥ | o s 3 3 56,10000 a8
3| 8|S S 9 of
2| £ 10 =9 4 56,10000 54,67 1,336 2,44% 58
Z | E S0 5 53,60000 >3
< (] @) —=
w o 6 53,60000 59
QD
< 7 53,60000 85
[32) O w9
10 1 0,00000 §§
o & 2 0,00000 N
QO _ S
™ s§9 % 3 0,00000 &
_ £ ';: (@) S
2 Sod 4 0,00000 0,00 0,000 #DIV/O! g
= (1]
= 2 8 + 5 0,00000 §
*5 6 0,00000 3
& ’ 0,00000 3
2
X
Limite de repetitividade Limite de repetitividade Limite de repetitividade 8
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 N
ttab (95%) 1,94 ttab (95%) 1,94 ttab (95%) 1,94
n 7 n 7 n 7
s 0,80200 s| 1,33600 s| 0,00000
r 2,20035 r| 3,66542 r| 0,00000
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Concluséo:
Critério de aceitagdo para CV < 20% para medidas de propriedade.
Reprodutibilidade/ Precisé@o Intermediaria
Legenda:
Resultados
Entrada de dados i
2
O
=
Q
1,00 . . A g
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Variancia %
&
1,00 >
Q 1 29,0000 2
& o . o
o 5= 2 27,5000 =
S =N'S) 3 88
ols . 27,5000 85
SlS| Sa3 4 29,0000 52
2| =8° ’ 23
“lolsg © g 5 30,5000 38
(2] .
2 = 20 6 29,5000 25
= v < | 53
7 >
30,5000 29,36 1,046 1,093406593 °g
1 30,5000 Je
o S 2
& 2 29,0000 20
o [N N 2
Sla S 3 30,5000 S &
. AN [
S| & 4 29,0000 S5
el S g
of ¢ Q 5 29,0000 S
= 6 30,5000 5
7 29,0000 a
5
@
— — B
Limite de reFJrodutlbllldade DPR (tecrico) 2,000 DPRy = El.l—D,E-lngE:‘ g
Nivel 1 HORRAT 0,017813 &
[}
ttab (95%) 1,94 s
n 7
Sk 1,046
R 2,86978
DPRr = C.V. 3,56%




Pag. 1004

000822/2026
4 Cédigo FO 184 y
o FORMULARIO Aprovada em 02/03/202E%
““¢°ST ANALITICA Titalo Revisto | Pad
gy 4ndses Oumica PLANO DE VALIDACAO E VERIFICACAO DE METODOS 02 1erzt
.
Concluséo:
Critério de aceitagao para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método sao satisfatérios.
Reprodutibilidade/ Preciséo Intermediaria
Legenda:
Resultados
Entrada de dados i
2
O
=
[(e}
1,00 ; o . A g
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Variéncia g
1,00 =
px
. 1 51,2000 3
— -9 2 2
e S35 51,2000 o
S 2| =% g 3 53,6000 g%
SI3| <29 4 56,1000 g
ale| 23° 1
~| O g o & 5 56,1000 25
o) Q.
EY I ) 6 53,6000 EF
& < 7 51,2000 o8
: 53,98 1,892 3,578736264 >
1 56,1000 >3
2 g
& 2 53,6000 SE
| N o~ Bd
Sla § 3 56,1000 2
g | v S 4 56,1000 58
ol 3 4 s
of g & ° 53,6000 ;
£ 6 53,6000 &
N
7 53,6000 3
o)
:
Limite de reprodutibilidade DPRI gtesrico) 2,000 (4 ] 3
! edrico DPRr = 2.1 0.5 10gC! g
Nivel 2 HORRAT 0,017525 s
[oe
ttab (95%) 1,94 5
N
n 7
Sk 1,892
R 5,19084
DPRr =C.V. 3,51%
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Concluséo:
Critério de aceitagao para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método sado satisfatérios.
Reprodutibilidade
Legenda:
Resultados
Entrada de dados i
2
O
=
a
1,00 _ o 2
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Variancia ®
g
1,00 >
B ]
3 1 0,0000 ®
5|2 5§02 3 0,0000 85
z|E £, T
5|3 SS9k 4 0,0000 3t
21 8]g 2 8% 5 0,0000 3s
g ©l'3 y O ’ ob
S = 2+ 6 0,0000 afs
[} g
i ! DEeee 0,00 0,000 0,000000000 g
o 1 0,0000 3
<
g 2 0,0000 52
C N 2
Sle § 3 0,0000 §‘§
5% @ 4 0,0000 =
5| € B 5 0,0000 3
g 6 0,0000 i
7 0,0000 g
. - &
Limite de reprodutibilidade DPR gegrico) 2,000 DPRy = g':i—D,E-lngEf' 5
Nivel 3 HORRAT #DIV/0! = &
ttab (95%) 1,94 s
n 7
SR 0,000
R 0,00000
DPRr =C.V. #DIV/0!
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Concluséo:

Critério de aceitagao para CV < 20%.

Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método séo satisfatérios

14. QUALIDADE ASSEGURADA E CONTROLE DE QUALIDADE

Os controles de qualidades aplicaveis ao procedimento estdo descritos no PSGQ 007 — Garantia da Qualidade dos Resultados
conforme descreve SMWW 232 Edi¢éo, 2017, Método sessao 9020 tabela 9020:1 Key Quality Control Practices.

Comparador de Cor

Comparador fluorescente para Colirformes Totais/ Escherichia coli. O resultado deve ser igual a tabela de interpretacdo abaixo

Aparéncia Resultado

Menos amarelo que o comparador Negativo para Coliformes totais e E. coli
Amarelo igual ou superior ao comparador Positivo para Coliformes totais g
PO P 7 o v o)
Amarelo e fluorescéncia igual ou superior ao comparador = Positivo para E. coli <
m
P
5
Meio de Cultura — Substrato Cromogénico/Fluorogénico e
. . . . . @)
e A cada novo lote, realizar o controle de positivo e negativo do teste de funcionalidade g
. . . . . . o ’ o . —
e Para o teste negativo para Coliformes totais e Escherichia coli, proceder a analise com agua esteéril contaminadas com cepa,
de Pseudomonas aeruginosas ATCC27853, preparar o material para teste conforme descreve o procedimento para uso§
~ a1
manutencéo das cepas (IT-092). 5
o
e Para o teste positivo para Coliformes totais e negativo para Escherichia coli proceder a andlise com agua estéBl

contaminadas com cepa Klebisiela pneumoniae ATCC13883, preparar o material para teste conforme descreve o
procedimento para uso e manutencao das cepas (IT-092).

Para o teste positivo para Coliformes totais e positivo para Escherichia coli proceder a analise com agua estéril contaminadas
com cepa Escherichia coli ATCC25922, preparar o material para teste conforme descreve o procedimento para uso e
manutencdo das cepas (IT-092).

Caso houver divergéncia nos resultados, repetir o processo. Se persistir, o lote de substrato devera ser substituido.

Registrar os controles realizados no FO- 186 Controle de uso dos itens de ensaio Biologia, na aba teste de funcionalidade.

Controle de Asséptico — Fluxo Laminar

Fluxo de Ar
Verificar semanalmente se o fluxo de ar esta funcionando corretamente.

Erguer o vidro da capela de fluxo laminar e colocar o umidificador dentro da capela, liga-lo conforme a IT-112 Umidificador

ultrassonico.

dny :assaay. auawenbip opeuIssy

Q19%7-8806-901APRKEE. -2AUD. /10 W0 Saleyul|gees//.s

.
<
o
)
&

2.92928r£S8/S/
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Frasco de Coleta

A cada novo lote, realizar o controle de esterilidade do frasco com caldo nutritivo e a eficicia de eliminagéo cloro residual livre.

Caldo Nutritivo de Lactose
Pesar 3,25 + 0,05¢g do caldo de lactose e dissolver em 250 m{ de agua purificada. Transferir para um frasco reagente e

autoclavar a meia rosca a 121 °C por 15 minutos. Registrar os controles realizados FO-186 no Controle de Uso de Itens de

Ensaio Biologia, na aba: Preparo de Solu¢des e Cepas.

Teste de Esterilidade do Frasco

Baixar o vidro da capela de fluxo laminar e ligar o fluxo de ar.
Verificar se o fluxo de ar da capela ird sugar o vapor do umidificador ultrassonico.

Registrar no FO 156 — Verificacdo do Fluxo de Ar.

Luz Germicida
Realizar o monitoramento do ar mensalmente com as placas TSA e SDA e, da(s) superficie (s) a cada uso com a placa TSA
Rodac, para averiguar e monitorar a eficiéncia da Luz U.V na assepsia do ambiente, conforme a IT — 088.
Fazer o preparo do local de trabalho, em seguida realizar a desinfeccéo.

Registrar no FO 106 — Verificacado das condi¢Bes assépticas do Laboratério.

Preparar o caldo a cada uso.

Preparar o local de trabalho.

Abrir o frasco microbiolégico e rapidamente adicionar 100 m{ do Caldo Nutritivo de Lactose.

9¢0¢/150800 oN TVL1IOId OLNINWND0d
-007ARFEE. :2ABYD. A0: W0 Sa eyullaees//:sdny. :9SSa9y. a1uawelbip. opeuISSY.

Incubar o frasco em estufa bacterioldgica a 35 + 0,5 °C por 24 horas.

Ao término, repetir a limpeza da capela de fluxo laminar com papel umedecido com alcool 70% e desligar o fluxo de ar.
Ap0s o tempo de incubacao realizar o teste de fluorescéncia e o teste visual, garantindo que o caldo incubado no frasco ndo
apresente nenhuma mudanca em suas caracteristicas fisicas, como material em suspensao, turvacao ou algo similar.
Registrar os controles realizados FO-186 no Controle de Uso de Itens de Ensaio Biologia, has abas: Teste de Funcionalidade

e Controle de Qualidade.

Teste de Eliminacédo do Cloro

Preparar o local de trabalho.

Abrir o frasco microbiolédgico e rapidamente adicionar 100 m{ de agua da torneira.

Seguir conforme IT 047 Determinacgédo de Cloro Residual Livre Com N,N-DIETIL-P-FENILENOTETRAMINA (DPD).

Teste de Volume

Preparar o local de trabalho.

39£0-01017-8806

YRS NYA 4 X VASY)
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e Preencher uma proveta de 100 m{ calibrada com agua e ver no frasco microbiol6gico observando se atinge a marcacdo de
volume.

e Caso o lote apresente desvio significativo, despresar e substituir por um novo lote.

e Registrar os controles realizados FO-186 no Controle de Uso de Itens de Ensaio Biologia, nas abas: Teste de Funcionalidade

e Controle de Qualidade.

Estufa Bacteriologica

uISSY.

¢ Realizar o monitoramento da temperatura da estufa diariamente nos periodos de analise. Realizar a leitura da temperatura na
parte da manha e da tarde

¢ Registrar no FO 040 — Registro de Inspe¢éo da Temperatura da Estufa

Monitoramento da Agua Reagente

Monitoramento da qualidade da agua reagente conforme Tabela 9020:1l Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater.
v}
Para execucao dos ensaios abaixo, seguir conforme os procedimentos vigentes no laboratério e reportar os resultados nesse §
formulario atentando-se a periodicidade de cada ensaio. =
Condutividade IT 025 — Determinacdo da Condutividade Eletrolitica §
Metais pesados* IT 097 — Determinacdo de Metais Totais e Metais Dissolvidos por Espectrometria de §
Metais Totais Emiss&o Plasma Optico Indutivamente Acoplado (ICP-OES) E
Cloro Residual Livre IT 047 — Determinacdo Residual Livre com N, N Dietil — P — Fenilenotetramina (DPD) go
Bactérias Heterotréficas IT 016 — Determinacdo de Bactérias Heterotréficas Pour Plate g
Carbono Organico IT 158 — Determinacao de Carbono Organico Total §

2.99287£S5/S/-89£0-0)07-8806-0079PFES. :9ARYD /10’ W0 Sa/eyulaees//:sdny :assaay. a1uawenbip ope

TESTES QUIMICOS
Teste Data Frequéncia Método Resultado Limite Maximo  Responsével
Condutividade Diario SMWW 2510B <2pS/ cm
Carbono Organico Mensal EPA 9060A:2004 < 1,0 mgiL
Metais pesados* Anualt* EPA 6010D:2018 < 0,05 mg/L
Metais Totais Anual* EPA 6010D:2018 <0,10 mg/L
Cloro Residual Livre Diario SMWW 4500CI— G <0,10 mg/L

* Metais pesados (Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn)
** Devera ser avaliado criticamente ao longo do ano, caso ocorra algum problema deve-se estabelecer um monitoramento com maior frequéncia.

TESTES MICROBIOLOGICOS

Teste Data Frequéncia Método Resultado Limite M&ximo  Responséavel
Bacterias Mensal SMWW 92158 <500 UFC/ mL
Heterotréficas
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Manutencdo das Cepas de Referéncia

A técnica de Gram, mundialmente conhecida como coloragdo de Gram, € um método de coloracédo de bactérias desenvolvido
pelo médico dinamarqués Hans Christian Joachim Gram permite diferenciar bactérias com diferentes estruturas de parede
celular a partir das colorac¢des que estas adquirem apos tratamento com agentes quimicos especificos. O método consiste em

tratar sucessivamente um esfregacgo bacteriano, fixado pelo calor, com os reagentes violeta de genciana, lugol, etanol-acetona

fucsina. As bactérias que adquirem a coloracéo azul violeta sdo chamadas de Gram-positivas e aquelas que adquirem a

coloragéo vermelho sdo chamadas de Gram-negativas.

Procedimento Técnico

Materiais necessarios Cepas padrdo: ATCC® (American Type Culture Collection)

a-

Parametro Resultado esperado

Cocos Gram Positivos: Células esféricas
coradas em tonalidade violeta

Bacilos Gram Negativos: Células em formato
de bastdo coradas em tonalidade résea
Bacilo Gram-Negativo: Bastéao reto, ndo
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 esporulado, mével, contendo um flagelo
polar em tonalidade rosea

Bacilo Gram-Negativo: encapsulada,
Klebisiela pneumoniae ATCC® 13883 anaerdbia facultativa em forma de
bastonete, ndo movel

Apresenta-se limpido e isento de sujidades
ou precipitados

Staphylococcus aureus ATCC® 25923

Escherichia coli ATCC® 25922

9¢0¢/150800 oN TVL1IOId OLNINWND0d
89£0-010-8806-0070PFEE. ;AU /10 W0 SaJeYul|geeS//:SdNy :9SSa0V.  aluawlelbip. opeuISSY.

Coloracéo de Fundo o fundo da lamina

Preparar as laminas para coloracgéo:

2.9928%£S8.G. -

Materiais liquidos: espalhar o material sobre uma lamina limpa e desengordurada, deixar secar ao ar e fixar o materia
passando a lamina pela chama do bico de Bunsen, deixar resfriar;

Material de culturas em meio sélido: usando uma alca, colocar uma gota de 4gua estéril no centro de uma lamina limpa e
desengordurada, e em seguida pegar a algada de uma colbnia bacteriana, emulsionar na dgua estéril, deixar secar ao ar e
fixar o material na chama de um bico de Bunsen, deixar resfriar;

Amostras diretas: Espalhar a amostra no centro de uma lamina limpa e desengordurada, deixar secar ao ar, e em seguida

fixar passando-a pela chama de um bico de Bunsen, deixando resfriar;

Coloracao:

Cobrir o material com a solu¢éo de violeta genciana e deixar atuar por um minuto, lavando em agua corrente rapidamente;
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e Cobrir a lamina com o lugol fraco e deixar atuar um minuto; -

¢ Remover o lugol da lamina gotejando sobre esté a solucéo descolorante até que o liquido se torne incolor (em torno de 15
segundos); -

e Lavar em 4gua corrente e cobrir a lamina com a solugcéo para Gram (deixando atuar por 30 a 60 segundos); -

e Lavar com agua corrente, deixar secar na posicdo vertical e observar ao microscépio usando a objetiva de imerséo (100x de
aumento total).

c- Precauc®es e cuidados especiais

e Esfregacos muito delgados ou muito espessos dificultam o processo de colora¢éo;

e Cuidar na etapa da descoloracéo, pois a falta ou 0 excesso podem igualmente prejudicar o resultado;

As células microbianas que apresentarem escura sao consideradas Gram positivas ao passo que as coradas em tonalidade
avermelhada séo consideradas Gram negativas. Estruturas como células epiteliais, leucécitos e muco coram tonalidade
avermelhada.

sdny.;9ssaav. a1usaweNbip. opeuISSY

od

15. RESULTADO DOS TESTES

Os critérios de aceitacdo utilizados para a verificacdo do método foram:

saleyulleees//:

Linearidade: R?= 0,995; Se Gsuperior 0U Ginferior 2 1,156 0 valor aberrante para n= 3 a 5%: as variancias podem ser considerad

iguais e as respostas instrumentais sdo homoscedasticas (Ho).

/YD, /[19:WOJ

Recuperagdo: todas as fortificagcbes devem ter resultado dentro de + 20% do valor de referéncia e desvio padrdo relati

9202/TH800 oN TVLIFA OLNINAD

2.9928r£S5/.5/-89£0-0101-8806-007ARFEE.

(coeficiente de variagcdo), com valor de no maximo 20%.

Repetibilidade e precisao intermediaria:

Foi avaliado o valor do desvio padréo relativo (coeficiente de variacdo), com valor de no maximo 20%.
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respectiva curva de calibracéo. Visto isso, foi padronizado que, nesses casos, o valor do LQ ser& correspondente a concentragcao

do primeiro ponto da curva de calibracéo.

Os resultados obtidos, deveram ser apresentados no FO 074 Relatério de Validacdo de Método Analitico de cada composto
avaliado.

16. ANEXOS

FO 074 Relatério de Validagao de Método Analitico
FO 212 Declaracéo de Validade do Método




Pag. 1011

000822/2026
4 Codigo FO 184 5
o FORMULARIO Aprovada em 02/03/2025,
“*¢*ST ANALITICA Titulo Revisdo Pas
g ANMses Oumicas PLANO DE VALIDACAO E VERIFICACAO DE METODOS 02 20721
\_

17. BIBLIOGRAFIA

1. DOC-CGECRE-008rev09 ORIENTACAO SOBRE VALIDAGCAO DE METODOS ANALITICOS: Junho, 2020.

2. EURACHEM Guide: The Fitness for Purpose of Analytical Methods — A Laboratory Guide to Method Validation and Related

Topics. Magnusson, B. and U. Ornemark (Ed.), 2014.
Standard Methods For The Examination Of Water And Wastewater, 23nd Ed.

Guia

Nacional

de Preservacao de

Amostras,

http://arquivos.ana.gov.br/institucional/sge/CEDOC/Catalogo/2012/GuiaNacionalDeColeta.pdf.

5. CALDWELL, E.L. & L.W. PARR. 1933. Present status of handling water samples—Comparison of bacteriological analyses
under varying temperatures and holding conditions, with special reference to the direct method. Amer. J. Pub. Health 23:467.
6. AGENCIA DE PROTECAO AMBIENTAL DOS EUA. 1992. Regulamento Nacional de Agua Potavel Priméaria: Técnicas

analiticas; Bactérias Coliformes; Regra final. 40 CFR Parte 141; Fed. Reg. 57:24744.

7. U.S. ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. 1994. National Primary and Secondary Drinking Water Regulation:
Analytical methods for regulated drinking water contaminants; Final Rule. 40 CFR Parts 141 & 143; Fed. Reg. 59:62456.

disponivel

em:

Bip.opeulssy

S9JV...21uaulell

18. PLANO DE TRABALHO
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METAS DESCRICAO EXECUCAO
21/03/2022: Planejamento dos ensaios de validagdo e definicdo do | Raphael Fernandes
1 ~
cronograma para execucao. Amanda K. P. Zago
) . _ | Raphael Fernandes
23/03/2022: Preparo das amostras para ensaio de LD e LQ. Avaliagcédo
2 . Amanda K. P. Zago
parcial dos dados. ] o
Maria Julia Mielli
. o Raphael Fernandes
25/03/2022: Preparo das amostras para ensaio de Repetibilidade do
3 i o o 1 Amanda K. P. Zago
método em 3 niveis. Avaliacdo parcial dos dados. ] o
Maria Julia Mielli
i o .. | Raphael Fernandes
28/03/2022: Preparo das amostras para ensaio de Precisao Intermediaria
4 i o i Amanda K. P. Zago
do método. Avaliacdo parcial dos dados. ] o
Maria Julia Mielli
Raphael Fernandes
5 01/04/2022: Preenchimento dos documentos de Validacdo FO 074 Amanda K. P. Zado
Relatorio de Validacdo de Método Analitico P cag
Maria Julia Mielli
Raphael Fernandes
6 02/04/20~22: Reviséo, avaliagéo e discussdo final do resultados para | Amanda K. P. Zago
aprovacao. ) o
Maria Julia Mielli
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1. Metodologia Validada Coliformes totais e Escherichia coli — Determinagdo Quantitativa pela Técnica de Multiplos Pogos (Quanti-

Tray/2000) — NMP (Substrato Enzimatico)

Parametro: Coliformes totais e Escherichia coli

Faixa; <1a>2419.6 NMP/100 m{
Nome do Metodo de Ensaio:

2. Matriz

Agua bruta, agua tratada, 4gua para consumo humano e efluente.

3. Equipamentos/ Instrumentos

SMWW 23a Edig&o, 2017, Método 9223B 4.c

Nome Caodigo Certificado Incerteza
Estufa Bacterioldgica AB-EQ-148 E43334A/19 +02 °C
Micropipeta 1 a 10 mL AB-EQ-163 EVV-12072-01/2019 +0,014 ml
Micropipeta 100 & 1000 uL AB-EQ-463 EVV-10287-08RV01/2018 |+ 0,82 pl
Micropipeta 10 & 100 uL AB-EQ-553 E23289/19 +0,050 pl
o
4. Padroes/Reagentes g
Nome Caodigo Validade Certificado Incerteza %
K. pneumoniae ATCC13883 - Lot: 351-74-5 1322-37593/2022 31/05/2023 351-74-5 N/A 5
Escherichia coli ATCC25922 — Lot: 335-534-2 295-37593/2022 31/08/2023 | 335-534-2 N/A 8
P. aeruginosas ATCC27853 - Lot: 353-474-4 296-37593/2022 30/04/2023 | 353-474-4 N/A %
QF-Coli Quimaflex Cientifica Lot: 220117073 3548-36497/2022 18/01/2023 | 220117073 N/A =
Colilert Idexx Lot: HT52B 3548-36502/2022 12/11/2022 HT52B N/A E
Frasco Estéril com Tiossulfato de Sédio 1mg 4363-36497/2022 23/04/2023 | 20210423 N/A §
2
N
3
5. Periodo de realizagédo
21/03/2022 a 02/04/2022
6. Aprovagaol Parecer Técnico JIIl'i"""-""i""" Eoge

Visto do Analista Responsavel:

7. Aprovagao da Geréncia Técnica
() Aprovado  (X) Reprovado

8. Paramentros analisados
(X) Seletividade
() Linearidade
(X) Limite de Detecgéo
(X) Limite de Quantificagéo
() Recuperagéo
(X) Precisao (repe elou repro)
() Robustez

Visto do Aprovador:

Data: 02/04/2022

SN

Data: 02/04/2022
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FOEMILE AR v
Aproveds em K020
TIuLs Feeia o Phgina
FLAMILHA DE CALCUILCES DE VALIDACAD E 2/12

VERIFICAGAC DE METODOS E

Limite de detecc¢do e Limite de quantificac@o

Ses# 00 LD =X, +ts

Legenda: Data da execugéo: 23/03/2022 a 24/03/2022
Resultados
Entrada de dados
Concentragéo Desv. padréo L.D. L.Q.
(NMP/100mf) | Resposta ©) (NMP/100mf) (NMP/100m)
24,3
24,3
24,3
<1 NMP/100m{ 24,3 0,378 0,119 0,378
24,3
24,3
23,3
Desv. Padréo (s) 0,37796
Média (Xp,) 24,157

Ses=00 LD=ts

Valor de t unilateral para 99% de confinga:3,14

Observacéo:

O LD foi Calculado pelo branco da Amostra com Adi¢cdo da menor Concentracéo aceitavel do Analito LD = 0 + t (n-1,1-a).S ou seja, 3,143 vezes o
O LQ foi Calculado pelo branco da Amostra com Adigdo da menor Concentragdo aceitavel do Analito LQ = 0 + 10.s ou seja, desvio padrdo amostral

vezes 10.
Concluséo: . L. - = . . . -
LD = 0153 Observac6es: LD e LQ foi calculo pela adi¢cdo de uma cepa padréo de Escherichia coli em um branco de amostra (agua estéril)
LQ= 6488 e analisado quantitativamente pela técnica de inoculacédo em pogos multiplos (Quanti-Tray 2000)

S

Aprovador
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. Codige FOOT4
THALEL AR
AGroyedEs e SRR 200
L ETT ]

Aejmdin Fhgina

= 3/12

= IRERTE Y . 1 S s |
VERIFICAGAD DE METODGS

Repetitividade |

Legenda:
Resultados

Entrada de dados

Data da execucao:

25/03/2022 a 26/03/2022

Nivel 1

Klebisiela. pneumoniae
ATCC13883 + QF-Coli

N° Replicatas

Resultado Média Desv. Pad. C.V.

=

30,50000

29,00000

30,50000

29,00000 29,64 0,802 2,71%

29,00000

30,50000

29,00000

Nivel 2
Amanda K. P. Zago

25/03/2022 a 26/03/2022

Escherichia coli
ATCC25922 + QF-
Coli

56,10000

53,60000

56,10000

56,10000 54,67 1,336 2,44%

53,60000

53,60000

53,60000

Nivel 3

aeruginosas

Pseudomonas
ATCC27853 + QF-
Coli

0,00000

0,00000

0,00000

0,00000 0,00 0,000 #DIV/O!

0,00000

0,00000

Njojlolh|wN|RIN|O|O|RA|WIN|RPIN|O|OIR~|WIN

0,00000

Limite de repetitividade
Nivel 1

9¢0¢/TS0800 oN TVLI91d OLNIANND0Ad

Limite de repetitividade
Nivel 2 Nivel 3

Limite de repetitividade

Liab (95%)

1,94

tiab (95%) 1,94 tiab (959%) 1,94

n

7

n 7 n 7

S

0,80200

s] 1,33600 S 0,00000

r

2,20035

-

rj 3,66542 0,00000

Conclusao:

Critério de aceitagao para CV < 20% para medidas de propriedade.

-

Aprovador
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Reprodutibilidade |
Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00 . . A
N° Replicatas| Resultado Média |Desv.Pad] Variancia
1,00
_ 1 29,0000
2. erx 2 27,5000
s| 2 |S€88 3 27,5000
© o) = O @
Sl 3 |2&e= . 4 29,0000
“l2] s |[2283=2 5 30,5000
ol O = Y C — O
= ~ 2«10 6 29,5000
z
7 30,5000
S 1 30,5000 29,36 1,046 | 1,093406593
S8 N 2 29,0000
S| « § S 3 30,5000
s | s S 4 29,0000
C% g S8 5 29,0000 5
g Qo 6 30,5000 8
< 7 29,0000 %
=z
— T (1-051pel) 3
_imite de reprodutibilidads DPRI (eoricoy | 2,000 | IRy = 2+ -he 08w o
Nivel 1 HORRAT [0,017813 9
tiab (95%) 1,94 E
n 7 S
o
Sk 1,046 §
R 2,86978 5
DPRr =C.V. 3,56% S
Concluséo:

Critério de aceitagao para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método s&o satisfatérios.
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Reprodutibilidade
Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00 . - A
N° Replicatas| Resultado Média |Desv.Pad] Variancia
1,00
a - 1 51,2000
T S+ x 2 51,2000
s 2| =88 53,6000
3| s | £E2= 3 ’
S eq .. 4 56,1000
~fg]l = | £0< 5 56,1000
2 S| 8<o 6 53,6000
zZ 7 51,2000
S 1 56,1000 53,98 1,892 |3,578736264
. < o 2 53,6000
ol o N 3 56,1000
e B o N
© N % = 4 56,1000
sl € S 3 5 53,6000
S QN 6 53,6000
< 7 53,6000
(1= |
imite de reprodutibilidads DPRY georico)] 2,000 | DFRy = 2-1 0.5 logC)
Nivel 2 HORRAT | 0,017525
Liab (950%) 1,94
n 7
Sk 1,892
R 5,19084
DPRr = C.V. 3,51%
Conclusao:

Critério de aceitagdo para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método s&o satisfatérios.
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FLAMILHA DE CALCLILOS DE VALIDACAD E ¥
VERIFICAGAD DE METODOS E, 6/12
Reprodutibilidade |
Legenda:
Resultados
Entrada de dados
1,00 . - A
N° Replicatas| Resultado Média |Desv.Pad] Variancia
1,00
— 1 0,0000
) a TS 0,0000
c]l S |ER8 03 2
) p o W o 3 0,0000
S| & |8k
s| 5 |s§R o 4 0,0000
ol o L) ge} g’o T
sl&l € |280= 5 0,0000
2 g |&c =) 6 0,0000
7 0,0000 0,00 0,000 | 0,000000000
S 1 0,0000
N S 2 0,0000
S| o N 3 0,0000
= . o N
© N % = 4 0,0000
2| 8 S g 5 0,0000
© 5 Qo 6 0,0000 o
Z 7 0,0000 g
=
| imite de reprodutibilidade DPRI gesrico)] 2,000 | PRy = 9l1-0,51ogC) 5
Nivel 3 HORRAT | #DIV/0! o
tiab (95%) 1,94 g
n 7 C
Z
Sk 0,000 S
R 0,00000 §
DPRr = C.V. #DIV/0! 5
5
Conclusao:

Critério de aceitagao para CV < 20%.
Valor de HORRAT < 2, os valores da reprodutibilidade do método s&o satisfatérios.

-

)

%ﬂ’nﬂ. .

Aprovador
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Seletividade

Legenda:
Resuldados
Entrada de dados

Tipo de Teste: Quantitativo - QF-Coli

Matriz: Agua Tratada |[Controle: Cepa: E.coli
. ) Desv. Pad.
N° Replicatas Resultado Média
1 30,50000
2 29,00000
29,7
3 29,00000 s e
4 30,50000
Variancia 0,75000
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: E.coli
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 32,10000
2 30,50000
' 1.4
3 32,10000 iz 8
4 29,00000
Variancia 2,21583
Matriz: Agua Tratada [Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 53,60000
2 56,10000
27 1,44
3 56,10000 =5 s
4 53,60000
Variancia 2,08333

Fcalc
Ftab (95%)
Ny

nz

n;-1
n,-1

sagrupado

média variancia

tealc

ttab (95%)

Fcalc
Ftab (95%)
Ny

nz

n;-1
n,-1

Sagrupado

1,483
0,45
2,35

9¢0¢/TS0800 oN TVLI91d OLNIANND0Ad
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Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 58,80000 média variancia 4,073
2 56,60000 56.33 2,462 tealc 0,25
3 58,80000 tran (95%) 2,35
4 53,60000
Variancia 6,06333
Matriz: Agua Tratada |[Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc #DIV/O!
1 0,000 Frab (95% 9,277
2 0,000 ny 4
0,00 0,000
3 0,000 n, 4
4 0,000 n;-1 3
Variancia 0,00000 np-1 8
Sagrupz«:h) 0,000
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 0,000 média variancia 0,000
|
2 0,000 0,00 0,000 tealc #DIV/O!
3 0,000 tiab (95%) 2,35
4 0,000
Variancia 0,00000
Obs: Caso sejam testadas mais de uma matriz, criar nova aba de seletividade.
A Matriz ndo tem efeito importante sobre os resultados (F.,c< Fiap) OU S€ 0S testes nas matrizes forem iguais aos testes em agua estéril
O Método é seletivo, sendo t ., < tan OU S€ 0s resultados dos testes qualitativos forem satisfatérios.

%gﬁi&. :

Aprovador
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Seletividade

Legenda:
Resuldados
Entrada de dados

Tipo de Teste: Quantitativo - Colilert

Matriz: Agua Tratada |[Controle: Cepa: E.coli
. ) Desv. Pad.
N° Replicatas Resultado Média
1 29,0000
2 27,5000
28,2
3 27,5000 e e
4 29,0000
Variancia 0,75000
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: E.coli
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 30,5000
2 32,1000
' 2,1
3 27,5000 52 69
4 32,1000
Variancia 4,70333
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 51,2000
2 51,2000
2,341
3 53,6000 S o=
4 56,1000
Variancia 5,48250

Fcalc
Ftab (95%)
Ny

nz

n;-1
n,-1

sagrupado

média variancia

tealc

ttab (95%)

Fcalc
Ftab (95%)
Ny

nz

n;-1
n,-1

Sagrupado

2,727
0,76
2,35

9¢0¢/TS0800 oN TVLI91d OLNIANND0Ad
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Matriz: Agua Tratada [Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 56,1000 média variancia 5,083
2 60,5000
’ 58,47 2,164 Feale 0.79
3 58,8000 tran (95%) 2,35
4 56,1000
Variancia 4,68250
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc #DIV/O!
1 0,000 Fiab (95% 9,277
2 0,000 ny 4
0,00 0,000
3 0,000 n, 4
4 0,000 n;-1 3
Variancia 0,00000 np-1 8
Sagrupz«:h) 0,000
Matriz: Agua Bruta Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 0,000 média variancia 0,000
|
2 0,000 0,00 0,000 tealc #DIV/O!
3 0,000 tiab (95%) 2,35
4 0,000
Variancia 0,00000
A Matriz ndo tem efeito importante sobre os resultados (F.ac< Fiap) OU S€ 0S testes nas matrizes forem iguais aos testes em agua estéril
O Método é seletivo, sendo ., < tiap OU S€ 05 resultados dos testes qualitativos forem satisfatorios.

{%;"l\ﬂgz.&, E

Aprovador
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Seletividade

Legenda:
Resuldados
Entrada de dados

Tipo de Teste: Quantitativo - Colilert

Matriz: EFB - QF-Coli |Controle: Cepa: E.coli
. ) Desv. Pad. 1,333
N° Replicatas Resultado Média Fealc
1 436,0000 Frab (95%) 9,277
2 416,0000 ny 4
426,00 11,547
3 436,0000 ny 4
4 416,0000 ni-1 3
Variancia 133,33333 np-1 3
sagrupado 21,213
Matriz: EFB - Colilert |Controle: Cepa: E.coli
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 416,0000 média variancia 116,667
41
2 6,0000 421,00 10’000 tt:a\l(: 0,17
3 436,0000 tiab (95% 2,35
4 416,0000
Variancia 100,00000
Matriz: EFT - QF-Coli |Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc 1,115
1 168,9000 Fiab (95% 9,277
2 164,8000 ny 4
166,17 2,367
3 164,8000 n, 4
4 168,9000 n;-1 3
Variancia 5,60333 np-1 3
Sagrupado 4,465

9¢0¢/TS0800 oN TVLI91d OLNIANND0Ad
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Matriz: EFT - Colilert |Controle: Cepa: K. pneumoniae
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 164,8000 média variancia 5,927
2 164,8000 166,47 2500 teale 0,05
3 169,8000 thab (o5%) 2,35
4 164,8000
Variancia 6,25000
Matriz: EFB - QF-Coli |Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad. Fealc #DIV/O!
1 0,000 Fiab (95% 9,277
2 0,000 ny 4
3 0,000 0.00 0,000 n; 4
4 0,000 n;-1 3
Variancia 0,00000 np-1 8
Sagrupz«:h) 0,000
Matriz: EFB - Colilert |Controle: Cepa: P. aeruginosa
N° Replicatas Resultado Média Desv. Pad.
1 0,000 média variancia 0,000
|
2 0,000 0,00 0,000 tealc #DIV/O!
3 0,000 tab (95%) 2,35
4 0,000
Variancia 0,00000

A Matriz ndo tem efeito importante sobre os resultados (F.ac< Fiap) OU S€ 0S testes nas matrizes forem iguais aos testes em agua estéril

O Método é seletivo, sendo ., < tiap OU S€ 05 resultados dos testes qualitativos forem satisfatorios.

{%;"l\ﬂgz.&, E

Aprovador
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RELATORIO TECNICO

Assunto: Desempenho de frascos de col eta microbiol 6gica com tiossulfato produzidos pela Quimafiex.

Loca dos Testes: Laboratério Sa0 Gerado — Rua José Fernandes Braz, 60 A, Centro, CEP: 16290-000,
Braina-SP.

1.

OBJETIVO

Comparar e validar o desempenho dos frascos frente a determinacéo de presenca ou auséncia de Coliformes
totais e Escherichia coli em amostras de &gua e também testar o tiossulfato como inibidor de cloro residual
livre nas amostras quando comparado com outros frascos disponiveos comercialmente que também atendem
aos critérios estabel ecidos na 232 Edicdo do Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater .

2.

DOCUMENTOS DE REFERENCIA
e Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater — Ed. 23" 2017

METODOLOGIA
3.1. Equipamentos, Materiais e Reagentes:

Estufa(35+ 0,5) °C

Frasco estéril, transparente e ndo fluorescente
Cabine de Seguranca Biol6gica

Mesa Agitadora Q225M

Frasco estéril e Substrato Enzimético QF-Coli — QUIMAFLEX — codigo fornecedor 4850
DPD — QUIMAFLEX — cédigo fornecedor 2648
Agua Estéril

Camara Escura Com Transluminador UV
Comparador colorimétrico

Alcool 70%

Papel Toaha

3.2. Limpeza prévia e Descontaminacao de Superficies

3.2.1. Desinfetar todas as superficies de bancadas e capelas com acido peracético 0,2%.

3.2.2. No caso de contaminagdo com material de cultura (derramamento, quebra de frascos), usar
acido peracético 0,2%.

3.2.3. Nacapela de fluxo laminar deixar aluz UV ligada no minimo 15 minutos antes de iniciar o
trabalho e apds o término.

3.3. Amostras utilizadas

3.3.1. Foram utilizadas amostras de matriz &gua coletadas em cliente.

3.3.2. Foram coletados 5 pontos de agua tratada de reservatérios e 5 pontos de adgua tratada de redes
de distribui¢do, com as seguintes nomenclaturas:
S1, S2, S3, H4, S5, R1, R2, R3, R4 e R5.

3.3.3. Foram utilizados 10 flaconetes de meio de cultura testado.

3.3.4. Foram utilizados 10 sachés de DPD testado.

9202/TS0800 oN 1VLI91Ad OLNINNDOA
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Nos Analisamos 3 mator riqueza: A agus

;} Laboratorio Sao Geraldo

R g

3.4. Resultados

3.4.1.Foram utilizadas amostras de agua tratada.

3.4.2. Os testes microbioldgicos foram realizados no dia 02/02/2022, utilizando meio de cultura QF-
Coli do fornecedor QUIMAFLEX.

3.4.3. Ostestes deinibicéo do cloro foram realizados utilizando DPD do fornecedor QUIMAFLEX.

3.4.4. Os quadros a seguir mostram os resultados obtidos por meio da utilizacdo de agua estéril +
substrato enzimético e também de andlise de cloro residual livre apés a coleta.

SUBSTRATO ENZIMATICO — QF-Coli — QUIMAFLEX

F4 Yy e bt . >
AlVO Branco da Amostra Agua Ester_ll -I,r_Substrato Andlise de (_Zloro Residual 2
Enzimatico Livre 3
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4. Comentérios e Conclusdes g
8
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4.1.1. Osensaiose asamostragensforam realizados pelo Laboratorio Sdo Geraldo, com procedimento
acreditado pela CGCRE com base nos critérios estabelecidos pela Sandard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 232 Edi¢cdo, metodologia 9223 B — Teste Substrato
Enzimatico.

4.1.2. As atividades de ensaios foram realizadas por pessoa habilitado, de forma imparcial, isenta,
confidencial e sem qualquer pressao comercial ou administrativa.

4.1.3. A conclusdo dos resultados teve como referéncia as amostras sendo testadas com os dois
substratos de diferentes fabricantes

4.1.4. A conclusdo dos resultados teve como referéncia 40 amostras (10 amostras analisadas com 4
padrdes de contaminagdo), sendo eles:

e Controle daamostra = (Amostra apenas)
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e Amostra Contaminada = (Amostra + Escherichia coli + Interferente)
e Amostra Contaminada = (Amostra+ Klebsiella aerogenes + Interferente)
e Amostra Contaminada = (Amostra+ Pseudomonas aeruginosa)

4.1.5. O meio fornecido pela QUIMAFLEX foi o QF-Coli — lote 200722051.

4.1.6. O meiofornecido pelal DEXX foi o Colilert — lote FS608.

4.1.7. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir gque os dois meios avaliados se mostraram
equivalentes e validados para a aplicacéo no ensaio definido na metodol ogia 9223 B do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater — 232 edigéo — 2017.

Bralna, 14 de junho de 2021.

Sali&saﬁﬁéi raDiaris
Biomédica Responsavel Técnica
CRBM 28604

Gerente da Qualidade — Laboratdrio Sdo Geraldo
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Resumo

A ocorréncia de escherichia coli é considerada um indicador especifico de
contaminagdo fecal e a possivel presenca de patdgenos entéricos em aguas de
abastecimento. O meio de cultura QFColi® foi recentemente inserido no mercado
nacional no contexto de testes rgpidos para deteccdo de coliformes totais e e. coli. O
objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia do QFColi® em comparacéo ao Colilert®,
internacionamente conhecido na determinagéo da presenca e auséncia de coliformes
totais e e. coli em amostras de &gua de pocos artesianos e minas, antes e apos o

tratamento para consumo humano. As contagens de coliformes totais e e. coli foram
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realizadas utilizando dois meios de cultura distintos; o Colilert® e o QFColi® em
amostras coletadas de diferentes pontos. saida de tratamento (&gua tratada) e saida do
poco (&gua in natura, sem qualquer tipo de tratamento). Nos dois meios de cultura, 0s

resultados se mostraram equivalentes em 93,75% das amostras.

Abstract

The occurrence of escherichia coli is considered a specific indicator of faecal
contamination and the possible presence of enteric pathogen in water supply. The
QFCoali® culture medium was recently inserted in the national market in the context of
rapid tests for the detection of total coliforms and e. coli. The aim of this work was to
test the efficiency of QFColi® compared to Colilert®, internationally known for
determining the presence and absence of total coliforms and e.coli in water samples
from artesian wells, mine before and after treatment for human consumption. The total
coliforms and e. coli count were performed using two distinct culture media; Colilert®
and QFColi® in samples collected of different points: treatment outlet (treated water)

and well outlet (fresh water, without any type of treatment). In both culture media, the
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results were equivalent in 93,75% of the samples.

Palavras-chave

Agua de abastecimento, Coliformes totais, escherichia coli, Colilert®, QFColi®

Introducao
Apesar de todos os esfor¢os para armazenar e diminuir 0 seu consumo, a dgua esta se
tornando, cada vez mais, um bem escasso, e sua qualidade se deteriora cada vez mais

répidol. A importancia de se tratar a &gua destinada a0 consumo humano esta



diretamente relacionada a minimizar a quantidade de contaminantes fisico-quimicos e
biologicos associados a diversos problemas de salide?. Dentre os patdgenos mais
comuns, encontram-se a salmonella spp., shigella spp., escherichia coli e
Campylobacter. Com base nestas caracteristicas, existe a preocupagéo de monitorar as
aguas de abastecimento publico e verificar se as mesmas se encontram em condi¢des de
potabilidade de forma que n&o ofereca nenhum risco & salide da popul agao®.

Atualmente, esta em vigor a Portaria de Consolidacdo n° 5 de 28 de setembro de 2017,
do Ministério da Saide (MS), aqual, em seu anexo XX, trata do controle e davigilancia
da qualidade da &gua para consumo humano e seu padréo de potabilidade e define os
valores maximos permitidos para as caracteristicas bacterioldgicas, organolépticas,
fisicas e quimicas®.

A fiscalizac&o e o controle do cumprimento das normas e do padréo de potabilidade sdo
feitos pelas Secretarias de Salde dos Municipios, Estados e Distrito Federal, em
articulacdo com o MS, por meio da vigilancia da qualidade da &gua para consumo
humano. Esta vigilancia é definida pela Portaria de Potabilidade como um conjunto de
acOes adotadas regularmente pela autoridade de salde publica para verificar o
atendimento da norma, considerados 0s aspectos socioambientais e a realidade local,
paraavaliar se a dgua consumida pela popul agdo apresenta riscos a salide humana®.
Assim, o monitoramento das condigdes sanitérias de &gua para consumo (geramente
realizado por anadlises das bactérias do grupo coliforme) deve ser redizado para
obtencdo de um controle efetivo, pois acBes destinadas a estruturacdo da vigilancia
rotineira da qualidade da &gua sdo indispensaveis para determinar a seguranca para o
consumo, buscando a protegdo a satide publica.

Na determinagdo de coliformes, realiza-se a diferenciacéo entre os de origem fecal e

nao-fecal. Os coliformes ndo-fecais sGo encontrados no solo e vegetais, sendo capazes
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de se multiplicarem na &gua com relativa facilidade. No entanto, os coliformes de
origem fecal (oriundos de fezes de animais de sangue quente), ndo se multiplicam
facilmente no ambiente externo e sdo capazes de sobreviver de modo semelhante as
bactérias patogénicas’. A ocorrénciade e. coli é considerada um indicador especifico de
contaminacio fecal e a possivel presenca de patdgenos entéricos® sendo portanto
tendéncia atual o uso da deteccéo especifica de e. coli, e ndo mais de bactérias do grupo
coliformes termotol erantes®.

Os métodos rapidos, utilizando os meios de cultura Colilert® e Colitag®, aprovados
pela United States Environmental Protection Agency (USEPA), usados para deteccéo e
contagem de coliformes totais e e. coli, sdo vantajosos por utilizarem apenas um meio
de cultura apresentando o resultado em 24 horas, possibilitando agbes corretivas, caso
sgja detectada a contaminacdo da agua, impedindo o consumo de uma é&gua
possivelmente contaminada pela popul aggo'°. Nesse contexto, um novo meio de cultura,
de origem nacional, 0 QFColi®, foi recentemente inserido no mercado. O mecanismo
de deteccdo de coliformes totais e e. coli, bem como a metodologia utilizada, sdo iguais
aos dos métodos anteriormente citados.

O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia do QFColi® em comparacdo ao
Calilert®, na determinacdo da presenca e auséncia de coliformes totais e e. coli em
amostras de &gua de pocos artesianos e minas antes e apds o tratamento para consumo

humano.

Materiais e M é&odos
As amostras de &gua foram coletadas em Sdo Carlos, SP, em abril de 2020. Foram
coletadas 64 amostras de 32 pontos aleatorios, sendo 32 amostras de agua bruta (in

natura) e 32 amostras de &gua tratada. Para a amostragem, a torneira foi previamente
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higienizada com solugdo de acool 70% por meio de pulverizacdo interna e externa. Ao
ser aberta, a &guafoi escoada por um determinado periodo, visando eliminar impurezas

e agua acumulada na canalizacdo. As coletas foram feitas em frascos estéreis contendo
uma pastilha tiossulfato de sodio (Na&S:03). Os frascos foram abertos somente no
momento exato da coleta e fechados imediatamente. Foram coletados 100,0 mL por
amostra. Em frasco separado também foi coletado amostra para leitura do pH,
temperatura e quantificacdo do teor de cloro residual livre (essas medidas foram feitas
em campo).

A amostragem, 0 armazenamento e o transporte das amostras, foram feitos segundo a
metodol ogia citada no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater,
232 edicdo, 2017.

As amostras foram analisadas em um prazo maximo de 24 horas no Laboratério de
Saneamento, vinculado a Escola de Engenharia de Sdo Carlos, da Universidade de Séo
Paulo, o qual possui acreditacdo do INMETRO de acordo com a NBR ISO/IEC 17025,
com o CRL 1286, para a realizacdo destes ensaios.

A metodologia oficial para 0 ensaio de presenca e auséncia de coliformes totais e e. coli
esta descrita no Standard Methods of Water and Wastewater, 232 edi¢do, 2017, método
9223 B*. A rota experimental consiste em adicionar, assepticamente, um “flaconete” do
substrato enzimatico reconhecido internacionalmente (Colilert®), ao frasco contendo 100,0
mL de amostra. Tampar o frasco e agitar até a completa dissolugdo do substrato. Apés,
colocar o frasco na estufa de incubagd a 355 + 1,0°C por 24 horas. O mesmo
procedimento foi realizado usando um flaconete do substrato enzimatico naciona (QF
Cali®).

Apbs o periodo de incubagdo, os frascos foram retirados da estufa para observagdo quanto

amudanca de colorag&o. A cor amarelaindica presenca de coliformes totais. Em seguida, o
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frasco foi colocado na cabine de leitura com lampada ultravioleta a 365-366 nm. A i

fluorescéncia (azul) indica a presenca de e. coli. A auséncia dos microrganismos ocorre
guando ndo ha desenvolvimento algum de coloracéo durante as 24 horas de incubacéo.

Para fins de garantia de qualidade dos resultados, em cada batelada de incubacdo também
foram incubados frascos previamente preparados utilizando-se materiais de referéncia
certificados para controle positivo (e. coli) e negativo (pseudomonas aeruginosa).

Os ensaios foram feitos em duplicata e a estatistica foi feita pela andlise de variancia dos

dados e aplicou-se o teste de Tukey utilizando-se o programa Microsoft Excel.

Resultados

A Tabela 1 apresenta os resultados de teor de Cloro, pH, e presenca ou auséncia de
coliformes totais e e. coli paratodos os pontos.

Como pode-se observar na Tabela 1, de 32 amostras de &gua tratada coletadas em pontos
aleatérios da cidade de Séo Carlos, SP, 30 tiveram o mesmo resultado para os dois
tratamentos testados. O mesmo pode ser observado para as amostras de agua bruta (in
natura). O teste comparativo teve resultado de 93,75% de aproveitamento. Para as amostras
de controle positivo (escherichia coli) e negativo (pseudomonas aeruginosa) testadas para
garantia de qualidade do método em cada batelada de amostras analisas, 100,0% dos
resultados foram compativeis para QFColi® e Colilert®.

Outro estudo comparou Colitag®, Colilert® e FTM (fermentagdo em tubos multiplos) para
contagem de coliformes fecais e e. coli. em amostras de agua coletadas de trés diferentes
pontos (abastecimento, bica e rio). Nas contagens de coliformes totais em amostras de agua
provenientes de bica e de abastecimento e nas contagens de e. coli em amostras de &gua
coletadas de abastecimento, bica e rio, as técnicas Colilert® e Colitag® mostraram

resultados equivalentes aos da metodologia FTM. Nas andlises de coliformes totais em
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amostras de agua do rio, a técnica de FTM apresentou diferencas significativas quando ik
comparada aos testes rgpidos. Esta diferenca pode ter ocorrido pela maior capacidade das

técnicas Colilert® e Colitag® em recuperar as células danificadas pelo cloro'®.

Conclusdo

N&o houve diferenca significativa entre os resultados das amostras incubadas com Colilert®
e QFCoali®. O méodo QFColi® mostrou-se tdo eficiente quanto o Colilert® na
determinacdo da presenca ou auséncia de coliformes totais e e. coli em amostras de agua de
pocos artesianos e mina antes e apos o tratamento para consumo humano. Assim como 0
Calilert®, o QFColi® apresentou-se como um substrato répido e prético para determinacdo
de presenca e auséncia de coliformes totais e e. coli, e de menor custo por ser um produto

nacional.
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Tabelas

Tabela 1. Teor de Cloro, pH e presenca/auséncia de Coliformes Totais e e. cali.

ID DIA DA PONTODE CLORO pH QFCOLI® COLILERT®
AMOSTRA COLETA COLETA (mg/L)
A
1 09/04 Saidado 1,07 5,26 ausente ausente
tratamento
2 09/04 A ausente ausente
Poco
B
3 14/04 Saida do 0,60 6,00 ausente ausente
tratamento
4 14/04 B ausente ausente
Poco
5 16/04 c 0,22 6,83 ausente ausente

Saida do
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tratamento
6 16/04 c . ausente ausente
poco
D
7 16/04 Saidado 0,04 5,69 ausente ausente
Tratamento
8 16/04 o ausente ausente
Poco
E
9 16/04 Saidado 0,23 5,02 ausente ausente
tratamento
10 16/04 E L ausente ausente
Poco
F
11 20/04 Saidado 0,69 6,78 ausente ausente
tratamento
12 20/04 F ausente ausente
Poco
G : :
13 2004  Saidado 0,20 573  coliformes coliformes
totais totais
tratamento
14 20/04 ¢Cs cohfor_m& collfor_mes
Poco totais totais
H
15 20/04 Saida do 1,39 5,74 ausente ausente
tratamento
16 20/04 Ho L ausente ausente
Poco
|
17 20/04 Saida do 1,37 5,86 ausente ausente
tratamento
18 20/04 S ausente ausente
Poco
J
19 20/04 Saida do 1,82 6,53 ausente ausente
tratamento
20 20/04 N ausente ausente
Poco
K
21 20/04 Saidado 0,50 7,06 ausente ausente
tratamento
22 20/04 Kt e ausente ausente
Poco
L
23 22/04 Saidado 1,03 5,65 ausente ausente
tratamento
24 22/04 L ausente ausente
Poco
25 22/04 . 0,31 7,41 ausente ausente

Saidado
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tratamento
26 22/04 Mo ausente ausente
Poco
N .
27 2204  Saidado 0,20 ity L=
totais
tratamento
N coliformes
28 22/04 S totais ausente
O
29 22/04 Saidado 2,00 6,73 ausente ausente
tratamento
30 22/04 o ausente ausente
Poco
P : :
31 2204  Saidado 0,86 567  colformes coliformes
totais totais
tratamento
P coliformes coliformes
32 22/04 Poco totais totais

Assinado por MARILIA BARBOSA DE FARIA
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