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RESUMO:

Neste estudo mostra-se a vantagem de alargar a bacteria tradicional
de indicadores de contaminagdo fecal por inclusdo de Pseudomonas
aeruginosa e Clostridium perfringens.

1. Introdugéo

O objectivo usual e imediato do exame bacteriolégico de aguas e de
aguas residuais, é a detecgéo da poluigso fecal, humana ou animal, cujos
agentes constituem perigo para a satde publica, pelos patogénicos que a
eles andam associados.

Tradicionalmente, os Coliformes fecais e os Streptococci fecais,
tém sido usados como indicadores para detectar a poluigao fecal humana e
animal.

Um organismo indicador dessa situagcao deve ser definido, segundo
ORAGUI 1982, do seguinte modo:

a) Deve ser um biotipo predominante na agua residual e excretado



o auC

pelo homem e animais:

b) Estar presente e ocorrer em maior nimero que os patogénicos a
ele associados;

c) Ser incapaz de proliferar em ndmero tdo elevado como os
patogenicos entéricos, no meio aquatico;

d) Ser mais resistente aos desinfectantes, no meio aquatico, que os
patogénicos;

e) Ser cultivado e enumerado, recorrendo a técnicas simples, que
permitam identificagdo nio ambigua BUTTIAUX e MOSSEL 1961;
BONDE 1963; 1966; ORAGUI 1982.

Contudo, é improvavel que qualquer dos organismos, escolhidos como
indicadores, preencha todos os requisitos apontados. Por esta razio outras
bactérias e leveduras tém sido objecto de investigacdo e analisado o seu
significado como "novos indicadores". Seleccionamos, a Pseudomonas
aeruginosa e Clostridium perfringens, para esse efeito.

O objectivo do nosso estudo foi avaliar aremogio dos Coliformes
Fecais, Streptococci Fecais, Pseudomonas aeruginosa e Clostridium

perfringens, em lagoas de estabilizagdo, instaladas na Estacdo de
Tratamento de Frielas (Loures). Segundo o esquema da Fig. 1.

2. Material e Métodos

2.1. Colheita de amostras e enumeracao bacteriena.

Amostras de agua residual bruta e de efluentes das lagoas A1, F1 e
M1 (Figura 1), foram colhidas em frascos de vidro esterilizados e
transportados para o laboratério, em caixas isotérmicas refrigeradas.

Coliformes fecais, Streptococci fecais e Clostridium perfringens
foram enumerados pelo método das membranas filtrantes (Millipore; tipo
HAWG 0450).
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FIGURA 1 - DIAGRAMA DE CIRCUITOS E

PONTOS DE COLHEITA

3.



Para a enumeracado dos Coliformes fecais, foram usadas almofadas
saturadas com caldo de lauril sulfato a 0,1%. A incubagéo for efectuada a
430C, durante 24 horas.

O Clostridium perfringens foi enumerado em Agar Perfringens,
tendo como suplementos oleandomicina, polimicina B e Sulfadiazina; a
incubagdo for efectuada em reactores anaerobicos, incubados a 73°C,
durante 48 horas.

Para a enumeragédo da Pseudomonas aeruginosa foram espalhadas,
em placas de Base de Agar para Pseudomonas, com suplemento de
cetrimide e de A&cido nalidixico, porcbes apropriadas de diluigées
decimais, com o auxilio de uma ansa de vidro esterilizada, em forma de L -
incubagdo 250C - 48 horas - Streptococci Fecais Agar KF para
Streptococci 37°C - 48 horas.

Para a efectuacdo das diluicbes decimais foi utilizado soluto de
Ringer estéril, também usado na filtragdo e lavagem dos funis.

2.2. Amostragem

O periodo de amostragem para o primeiro ano, decorreu entre
3/9/1984 e 7/10/85. O segundo periodo foi de 4/11/1986 a 29/6/1987,
altura em que a avaria simultinea de trés bombas, tornaram a estagio
experimental inoperante.

3. Resultados e discussio

3.1. Bemoc¢Aao global de patogénicos

A remocgédo observada foi de uma poténcia de 10, para os indicadores
tradicionais, e nenhuma remocdo nos dois novos indicadores na lagoa
anaerébia. A1. Nas lagoas facultativa e de maturagao, respectivamente F1
e M1, obteve-se a remogdo de uma poténcia de 10 para qualquer dos
indicadores estudados.

Os valores das médias geométricas das concentragbes dos
microorganismos analisados, no efluente, das lagoas constam do Quadro 1.
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Média Geométrica
A1l F1 M1
Afl.(1)  Efl(2) Afl.(2)  Efl.(3) Afl.(3)  Efl.(4)

Coliformes

Fecais (1) 1,9 x 107 6 x 106 6 x 108 1,3 x 105| 1,3 x 105 | 4,4, x 10
Streptococci

Fecais (1) 52x106] 8,6 x 105 8,6 x 105 1,9x 104 | 1,9x 104 | 1,8 x 103
Pseudomonas

aeruginosa (2) | 9,6 x 103 2,7x103 | 2,7 x 103 2,2 x 102 [22x 102 8,4 x 101
Clostridium

perfingens (2) |3,7 x 105 | 1,1 x 105 1.1x105 [1,3x 104 [1,3 x 104 | 4,3 x 103

Quadro 1 - Média geométrica do afluente e efluente das trés lagoas A1; F1 e Mi. Remogdo dos
quatro microorganismos estudados nos dois periodos de amostragem.

(1) - N¢ colonias 100 mi-1
(2) - N2 colonias mi-1

‘ Os parametros estatisticos usuais das taxas de remogao observados,
respectivamente nas lagoas A1, F1 e M1, constam dos Quadros 2, 3 e 4.

X ) 9?2 Cvx Xmax Xmin n
Coliformes
Fecais 0,464 0,861 0,741 185,599 0,897 -3,250 22
Streptococci
Fecais 0,744 0,196 0,038 26,266 0,978 0,100 22
Pseudomonas
aeruginosa 0,658 0,190 0,036 28,921 0,900 0,082 20
Clostridium
prefringens 0,522 0,370 0,137 70,942 0,957 -0,500 18

Quadro 2 - Média aritmética e restantes parametros estatisticos referentes s taxas de remogao
dos quatro microorganismos estudados na Lagoa A1 nos dois periodos de amostragem.



X 9 52 Cvx Xmax Xmin n
Coliformeés
Fecais 0,900 0,217 0,047 24,072 1,000 0,037 22
Streptococci
Fecais 0,915 0,171 0,029 18,899 0,999 0,188 22
Pseudomonas
aeruginosa 0,981 0,134 0,018 15,077 0,999 0,421 20
Clostridium
prefringens 0,840 0,134 0,018 15,924 0,988 0,533 18

Quadro 3 -Média aritmética e restantes parametros estatisticos referentes as taxas de remogao
dos quatro microorganismos estudados na Lagoa F1 nos dois periodos de amostragem.

X ) 92 CVx Xmax Xmin n
Coliformes
Fecais 0,757 0,610 0,372 80,527 0,998 -1,750 22
Streptococci
Fecais 0,612 1,225 1,502 200,164 0,998 -4,833 22
Pseudomonas
aeruginosa -0,381 2,516 6,330 |-660,106| 0,905 -10,500 | 20
Clostridium
prefringens -0,022 1,541 2,374 {7047,708 0,980 -5,140 18

Quadro 4 -Média aritmética e restantes parametros estatisticos referentes as taxas de remogao
dos quatro microorganismos estudados na Lagoa M1 nos dois periodos de amostragem.

3.2. Correlacdo de remocdes
No Quadro 5

destas colunas encontra-se dividida em

temos uma coluna por ponto de amostragem. Cada uma
6 trogos, cada um dos quais

corresponde a um par de organismos sendo estes representados por:

CF - Coliformes Fecais;
SF - Streptococci Fecais;



Pa - Pseudomonas aeruginosa;

Cp - Clostridium perfringens.

Por cada par indica-se:

r - coeficiente de correlagao estimado;

t - estatistica do teste "t" para a hipétese de auséncia de
correlagdo, bem como o resultado da transformagcdo de FISHER
dada por:

=Lilog (1 +1)/(1-n)
2
Os niveis de significancia utilisados foram:
X - 5%;
XX - 1%;
XXX - 0,1%:
Pont'os Efluente lagoa Efluente lagoa Efluente lagoa
Comparados Afluente Bruto anaerébia (Af1) facultativa (F1) |de maturagio (p41)
CF/ r 0,1271 |r 0,2701 r 0,6891 |r 0,2701
/SF t 0,7581 |t 1,6598 t 5,6255*** |t 1,6598
z 0,1278 |z 0,2770 z 0,8472 z 0,2770
CF/ r 0,2834 [r | -0,0022 r 0,3916 r{ -0,0022
/PA t 1,7485 t 0,0131 t 2,5180** t 0,0132
z 0,2914 [z | -0,0032 z| 0,4137 z -0,0022
CF/ r 0,3445 |[r | 0,2322 r 0,3962 r 0,2322
/CP t 2,171 (t ]| 1,4122 t 2,5531* | t 1,4122
z 0,3592 |z | 0,2365 z| 0,4192 z 0,2365
SF/ r{ -0,1107 |r |-0,3283 r 0,6932 r -0,3283
/PA t 0,6588 t| 2,0559* t 5,6899*** t 2,0559
z| -0,1111 z | 0,3409 z| 0,8541 z -0,3409
SF/ r 0,0204 |r | -0,1477 r 0,3296 r -0,1477
/CP t 0,1206 t 0,8833 t 2,0652* t 0,8833
z 0,0204 |z | -01488 z| 0,3424 z -0,1488
PA/ r 0,1889 |r [ 0,3420 r 0,2817 r 0,3420
/ICP t 1,1378 t 2,1531* t 1,7367 t 2,1531*
z 0,1812 |z | 0,3564 z| 0,2895 z 0,3564

Quadro 5 - Correlagées das remogoes



Como se pode verificar pelo exame do quadro 5:

a) Para o par CF/SF tem-se correlagdo positiva significativa (p £
< 0,1%) nos efluentes da lagoa facultativa;

b) Também é nos efluentes da lagoa facultativa que se tem
correlagdo positiva significativa (P £ 1%) para os pares CF/Pa e
CP/Cp;

c) Para o par SF/Pa encontra-se correlagdo pegativa significativa
(Cp < 5%) nos efluentes da lagoa anaerébica e da lagoa de
maturagdo havendo correlagdo positiva significativa (p < 0,1%)
nos efluentes da lagoa facultativa;

d) Para o par SF/Cp encontra-se correlagdo significativa positiva
(P < 5%) nos efluentes da lagoa facultativa;

e) Para o par Pa/Cp  encontram-se correlagbes  significativas
positivas nos efluentes das lagoas anaerdbica e da lagoa de
maturagéao.

3.3. ngparaga”g de correlacbes

Utilisando-se os valores dados pela transformacdo de FISHER
procedem-se, 3 comparagao das correlagdes que, para cada par de
organismos, se tinham para os quatro pontos de amostragem.

Assim, segundo a técnica descrita em apéndice, comegou por
realizar-se um teste de chi-quadrado para a hipétese de mexisténcia de
diferengas entre as correlagbes para os quatro pontos de amostragem.

Os pontos de amostragem eram:

1 - efluente bruto;

2 - efluente da lagoa anaerdbica;

3 - efluente da lagoa facultatica;
4 - efluente da lagoa de maturagao.

Quando esta hipétese é rejeitada utilisamog uma modificagdodo
método de comparagao multipla de SCHEFFE cujos resultados

apresentamos no guadro 6.
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Pares de

pontos CF/SF CF/PA CF/CP SF/PA SF/CP PA/CP
X2 13,'1081*.* 3,9094 3,5488 28,1535*** 4,6088 2,1313
1/2 -0,1997 0,3931 0,1642 0,3075 0,2264 -0,2211
1/3 -0,9616 -0,1637 -0,0803 -1,2920 |[-0,4310 -0,1316
1/4 0,0969 0,3138 0,4839 -0,0890 0,0944 0,2241
2/3 -0,7619 -0,5568 -0,2446 -1,5995 [-0,6574 0,0895
2/4 0,2966 -0,0793 0,3197 -0,3966 |-0,1320 0,4452
3/4 1,0586 0,4775 0,5643 1,2029 0,5254 0,3557

Quadro 6 - Comparag&o de correlagbes.

Neste quadro temos uma coluna para cada par de organismos.

Em cada coluna, na primeira linha, encontra-se a estatistica do teste
de chi-quadrado. As linhas seguintes correspondem aos pares de locais. Se
0 valor que se encontra numa dada linha for < -1 [>1] a correlagao
correspondente ao primeiro local é significativamente interior [superior] &
do segundo local do par. Para cada coluna a probabilidade de erro para o
conjunto das comparagdes feitas é de 5%.

Da andlise do guadro 6 vé-se que apenas existem diferengas
significativas entre correlagbes para os pares CF/SF e SF/Pa. Para 0
primeiro destes pares a correlagdo para o ponto 3 é significativamente
superior a do ponto 1. Finalmente para o par SF/Pa a correlagdo para o
ponto 3 é significativamente superior as restantes. '

4. Conclusdo

A variagdo das correlagdes de ponto para ponto de amostragem e a
existéncia inclusivé de correlagbes negativas significativas apontam para
a nao existéncia de redundancia na informagéo recolhida ao passar-se a
trabalhar com 4 organismos em vez das 2 tradicionais. Sera pois de
recomendar a utilizagdo desta ‘"bateria alargada" de indicadores tanto
mais que como referimos nao existirem, provavelmente, indicadores
optimos.



-10.

Anexo
I] I I I . I I, I.

Sejam ri", i = 1,2,3,4, os coeficientes de correlagdo estimados
para um dado par de organismos e para os quatro pontos de amostragem.
Entdo, ver KENDAL & STUART (1958, pg 391), podemos admitir que, as

Z =

log ((1+ 0) / (1~ 6)) ;i = 1,224

s&o normais, independentes, com valores médios

u.=-;—|og ((A+e) /(1= 0) ;i=1234

e varidncia 82 = 1/34. Entdo, debaixo da hipétese

a estatistica

x=34[ 2,z -1 (2, 2z
i=1 4 53

distribui-se como um chi-quadrado com 3 graus de liberdade.
Por outro lado, sendo X4,1-q O quantil para a probabilidade 1 - q da

distribuicdo do chi-quadrado com 4 graus de liberdade, uma modificagéo
directa do método de comparagao multipla de SCHEFFE diz-nos que,

quando
|zi-zj|>J1—17-x

4,1-q

podemos concluir, com probabilidade de erro nao superior a q, que o *Pj.
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