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RESUMO 

 

As águas cinzas são definidas como águas residuárias produzidas nos chuveiros, 

banheiras, lavatórios, máquinas de lavar, pias de cozinha e tanques. Patógenos na 

água cinza ocorrem em menor quantidade do que na águas residuárias domésticas. 

No entanto, a água cinza  pode ter uma elevada carga de compostos orgânicos 

facilmente degradáveis, o que pode favorecer o crescimento de bactérias entéricas, 

como os indicadores de contaminação fecal. A sobrevivência de bactérias fecais em 

ambientes aquáticos depende de sua capacidade de tolerar uma série de estresses 

biológicos dentre eles a disponibilidade de nutrientes como fósforo e nitrogênio sendo 

esses nutrientes biologicamente necessários para a sobrevivência de bactérias, como 

a Escherichia coli.  O presente trabalho visa avaliar a crescimento/sobrevivência de 

Escherichia coli em amostras de água cinza destinada ao reuso. Para tanto foi 

avaliado a influência de nutrientes (fósforo, nitrogênio e glicose) no 

crescimento/sobrevivência de Escherichia coli em água cinza. Foram desenvolvidas 

curvas de crescimento/sobrevivência em água cinza bruta e água cinza bruta estéril 

inoculada. Utilizou-se uma cepa de Escherichia coli isolada da água cinza bruta, e a 

mesma foi utilizada para inoculação na água cinza bruta estéril e água cinza bruta 

estéril acrescida de suplementação com fósforo, nitrogênio e glicose.  As curvas foram 

traçadas com correlação entre o tempo (horas) e o número de células viáveis. Quanto 

a influência de nutrientes no crescimento/sobrevivência de Escherichia coli em água 

cinza bruta estéril temos que a suplementação com fósforo nas concentrações 

testadas não fez diferença significativa no crescimento da bactéria analisada. Por 

outro lado, quando a água cinza bruta estéril foi suplementada com diferentes 

concentrações de nitrogênio observou-se diferença no crescimento/sobrevivência da 

Escherichia coli. A amostra com suplementação de glicose apresentou maior 

crescimento da população de Escherichia coli, mesmo a dextrose não sendo uma 

fonte mais apropriada para suplementação da glicose, porém, esse aumento 

demonstra a enorme capacidade da Escherichia coli em absorver carbono do meio 

em que se encontra. 

 

Palavras-chave: Escherichia coli, reuso, água cinza, nutrientes 



   

ABSTRACT 

 

Gray water is defined as wastewater produced in showers, bathtubs, sinks, washing 

machines, sinks and tanks. Pathogens in gray water occur in less quantity than in 

domestic wastewater. However, gray water may have a high load of easily degradable 

organic compounds, which may favor the growth of enteric bacteria, such as fecal 

contamination indicators. The survival of fecal bacteria in aquatic environments 

depends on their ability to tolerate a number of biological stresses among them the 

availability of nutrients such as phosphorus and nitrogen being these nutrients 

biologically necessary for the survival of bacteria, such as Escherichia coli. The present 

work aims to evaluate the growth/survival of Escherichia coli in samples of gray water 

destined for reuse. The influence of nutrients (phosphorus, nitrogen and glucose) on 

the growth/survival of Escherichia coli in gray water was evaluated. Growth/survival 

curves were developed in raw gray water and sterile inoculated crude gray water. A 

strain of Escherichia coli isolated from crude gray water was used, and it was used for 

inoculation in sterile crude gray water and sterile crude gray water supplemented with 

phosphorus, nitrogen and glucose. The curves were plotted with correlation between 

the time (hours) and the number of viable cells. Regarding the influence of nutrients 

on the growth/survival of Escherichia coli in sterile crude gray water we have that the 

phosphorus supplementation at the concentrations tested did not make a significant 

difference in the growth of the bacteria analyzed. On the other hand, when sterile crude 

gray water was supplemented with different concentrations of nitrogen, a difference in 

growth/survival of Escherichia coli was observed. The glucose supplementation 

sample showed higher Escherichia coli population growth, even dextrose not being a 

more appropriate source for glucose supplementation, but this increase demonstrates 

the enormous capacity of Escherichia coli to absorb carbon from the environment in 

which it is found. 

 

Key words: Escherichia coli, reuse, gray water, nutrients.
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1.  INTRODUÇÃO 

 

O Fórum Econômico Mundial realizado em 2014 classificou a escassez de água como 

um dos três riscos sistêmicos globais de maior preocupação mundial (WEF, 2014). 

Essa escassez pode ser observada através do declínio dos lençóis freáticos, fluxos 

fluviais reduzidos, poluição das águas, além do custo cada vez maior no fornecimento 

e tratamento de água e os conflitos gerados por ela (WEF, 2014). 

Os principais motivos da crescente demanda global por água são o aumento da 

população mundial, a melhoria dos padrões de vida, mudança nos padrões de 

consumo e a expansão da agricultura irrigada, entre outros (ERCIN e HOEKSTRA, 

2014). 

Uma das formas de se prevenir a escassez é a estimulação de uma gestão integrada 

do recurso água, para que ocorra o seu uso racional e o desenvolvimento de sistemas 

sustentáveis. Uma das ações de uso racional de água é a conservação de água nas 

edificações, podendo-se diminuir a demanda de água utilizada no abastecimento e, 

como consequência reduzir o volume de esgoto gerado.  

Conforme estudos de Ferreira e Ghisi (2007) a reutilização de água cinza em uma 

residência pode gerar uma economia de 25 a 30% no consumo de água potável. 

Estudos afirmam que cerca de 41 a 91% do uso de toda água doméstica utilizada se 

transforme em água cinza dependendo do país (BOYJOO et al., 2013). Água cinza é 

classificada como a parte não sanitária do escoamento de águas residuais domésticas 

provenientes do chuveiro, banheira, máquina de lavar, tanques, pias e lavabos, 

excluindo a água da pia da cozinha e sanitários. Segundo a Organização Mundial da 

Saúde (OMS, 2006), a composição e o volume de água cinza dependem diretamente 

do estilo de vida dos moradores, idade, tamanho das famílias, hábitos alimentares e 

de higiene. A qualidade da água cinza depende da fonte de abastecimento de água, 

do tipo de sistemas de distribuição de água e das atividades domésticas (ERIKSSON 

et al., 2002). Boyjoo et al., (2013) afirmam também que localização geográfica, 

infraestrutura disponível além dos hábitos causam variações de qualidade e 

quantidade da água cinza.  Além disso a economia em sua reutilização é viável em 

uma escala nacional e doméstica (GROSS et al., 2015). Porém, mesmo com todos 

seus benefícios a reutilização de água cinza traz riscos associados que não podem 

ser ignorados e que devem ser atenuados para a reutilização mais segura (MAIMON 

e GROSS, 2018).  
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Os desafios associados à reutilização de água cinza são geralmente divididos em 

riscos para a saúde, a partir dos microrganismos patogênicos e riscos ambientais   

devido à presença de poluentes como o sódio, pH, surfactantes e micro poluentes 

(MAIMON e GROSS, 2018). Os microrganismos patogênicos associados aos riscos 

microbianos na água cinza incluem a presença de patógenos originados de 

contaminação fecal, pele, muco e preparo de alimentos, como a Escherichia coli, 

Rotavírus, Legionella ssp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

Salmonella spp. entre outros (MAIMON e GROSS, 2018). Essa contaminação 

geralmente resulta de atividades como lavagens de roupa contaminada fecalmente 

(fraldas, roupas íntimas), tomar banho e lavar as mãos após contato com superfícies 

potencialmente contaminada. Conforme Penn et al., (2012), a maior produção de água 

cinza em uma residência ocorre durante a manhã e à noite. Devido a isso os sistemas 

de reuso de água cinza coletam e armazenam a água cinza bruta por várias horas, ou 

até mesmo dias, antes da mesma ser tratada e reutilizada (GROSS et al., 2007). Birks 

e Hills (2007) afirmam que as temperaturas e as concentrações de poluentes, 

incluindo as cargas bacterianas, variam durante esse tempo, devido a diferentes 

fluxos de água cinza (quantidade de banho, quantidade de roupa sendo lavadas) além 

do volume que é introduzido no sistema. O mesmo estudo também afirma que os 

níveis de bactérias indicadoras fecais, incluindo Escherichia coli, enterococos e 

coliformes totais, aumentam após 7 horas de armazenamento. Outros estudos 

também comprovam a alteração na qualidade da água cinza devido ao tempo de 

armazenamento prolongado. March e Gual (2009) e Tal et al., (2011) encontraram um 

aumento nos parâmetros oxigênio dissolvido, amônia, nitrogênio e sólidos suspensos 

após 24 e 48 horas de armazenamento. O armazenamento prolongado da água cinza 

pode alterar radicalmente a composição bacteriana da mesma, pois as baixas 

condições de oxigênio permitem o crescimento estável e a dominação de bactérias 

anaeróbias, comprovando que o armazenamento pode afetar a eficácia do tratamento 

(KEELY et al., 2015).  

Muito se sabe a respeito da Escherichia coli em condições laboratoriais, porém a sua 

ecologia em ambientes abertos ainda é bem desconhecida (JANG et al., 2017). 

Devido ao seu uso como bactéria indicadora fecal (FIB) para avaliar a qualidade da 

água, sua sobrevivência e seu crescimento no ambiente levantam preocupações em 

relação a essa bactéria e o seu uso (JANG et al., 2017).  
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Como Escherichia coli geralmente reside nos intestinos de animais de sangue quente, 

acreditava-se que ela não sobrevivesse bem fora do hospedeiro, pois seria incapaz 

de se replicar nos ambientes (WINFIELD e GROISMAN, 2003). Porém estudos de 

Ishii e Sadowsky (2008), mostraram que a Escherichia coli pode sobreviver longos 

períodos fora do trato intestinal e se reproduzir no solo, areia e sedimentos em climas 

tropicais, subtropicais e temperados.  

Além das cepas comensais, a Escherichia coli inclui também as cepas patogênicas 

que podem causar uma grande variedade de doenças humanas (KAPER et al., 2004). 

As cepas potencialmente patogênicas também possuem a capacidade de sobreviver 

e crescer em ambientes naturais (JANG et al., 2017). 

Conforme Rochelle-Newall et al., (2015) o crescimento e sobrevivência da Escherichia 

coli em ambientes naturais são influenciados por fatores bióticos e abióticos. Fatores 

abióticos incluem temperatura, disponibilidade de água e nutrientes, pH e radiação 

solar, já os bióticos incluem a presença de outros microrganismos e a capacidade da 

Escherichia coli adquirir nutrientes. Com isso o presente trabalho pretendeu avaliar o 

comportamento da Escherichia coli na água cinza destinada ao reuso de um edifício 

residencial. Objetivou ainda monitorar o crescimento da Escherichia coli em amostras 

de água cinza bruta, estéril e com alterações nutricionais do meio.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.2 OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo geral desta pesquisa é avaliar a sobrevivência de Escherichia coli em 

amostras de água cinza destinada ao reuso. 

 

2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Para tal, serão implementados os seguintes objetivos específicos:  

- Quantificar a presença Escherichia coli em águas cinzas; 

- Estabelecer os padrões de crescimento de Escherichia coli em água cinza; 

- Avaliar a influência de nutrientes no crescimento/sobrevivência de Escherichia coli 

em água cinza. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

3.1 FONTES ALTERNATIVAS DE ÁGUA 

 

Conforme o Programa Mundial de Avaliação da Água (WWAP), a demanda de água 

deve crescer em todos os setores nos próximos anos (WWAP, 2015). Devido esse 

aumento, calcula-se uma escassez global de água de 40% até 2030 (WRG, 2009).  

Tundisi (2008) a regulamentação do uso da água no Brasil se baseia na demanda e 

disponibilidade em corpos hídricos superficiais e subterrâneos.  

Smith et al., (2018) as fontes convencionais de água utilizadas em áreas urbanas são 

as águas superficiais de origem local e águas subterrâneas, em locais onde essas 

fontes já se encontram esgotadas, uma solução é utilizar fontes alternativas de água, 

como a dessalinização da água do mar, aproveitamento de água pluvial, reuso de 

água cinza e instalação de componentes economizadores de água (NBR 15527/07) .    

A prática de reuso de água tem sido muito utilizada atualmente com isso grandes 

volumes de água potável são poupados pelo reuso para atendimento das atividades 

menos nobres de uso de água (BENASSI, 2007).  

Outro ponto favorável em se utilizar fontes alternativas de água é a economia gerada, 

dados da Agência Nacional de Água (ANA, 2012) mostram que o setor urbano 

consome 26% de toda água bruta do país, além disso, os vasos sanitários, em uma 

edificação residencial convencional, consomem 70% de toda água utilizada.  Em uma 

pesquisa realizada pelo Conselho Brasileiro de Construção Sustentável (2012) 

apontam que ao se utilizar fontes alternativas de água em substituição a água potável 

pode se reduzir de 30 a 40% desse valor, diminuindo assim os impactos gerados no 

meio ambiente com o uso de água para fins não nobres. Além da economia, o reuso 

de água também traz redução da demanda de águas superficiais e subterrâneas, com 

isso o reuso eficiente de água garante uma economia para consumidores, empresas 

e sociedade (SANTOS, 1993). 

Uma fonte alternativa de água muito utilizada é o reuso de água de chuva para fins 

não potáveis, estudos afirmam que pode se economizar até 15% do serviço de 

abastecimento público de água com o reuso de água de chuva para o uso residencial 

e comercial (TOMAZ, 2005). 
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No Brasil, na ilha de Fernando de Noronha, encontra-se instalado uma fonte de 

conservação de água mais antiga do país, empregando técnicas de captação e 

reaproveitamento de água de chuva (GUANAYEM, 2001).  

 O sistema de reaproveitamento de água chuva é muito utilizado em áreas de 

escassez de abastecimento, alto custo de exploração subterrânea e alto índice 

pluviométrico (SOARES, 1999). Consiste em um sistema que coleta a água da chuva 

pela cobertura da edificação, a mesma é transportada por condutores e armazenada 

em reservatórios específicos. Dependendo do seu uso final, a mesma deverá sofrer 

algum tipo de tratamento (VIANNA, 2017). 

Uma outra forma de se poupar água é a utilização de componentes economizadores, 

também chamados de equipamentos ou dispositivos economizadores de água, que 

possuem a função de contribuir para a redução do consumo de água (NBR 15527/07).  

Outra fonte muito utilizada para reuso é a água cinza. Zhang et al., (2009), realizaram 

uma comparação entre o uso de água de chuva e água cinza para redução da 

demanda de água potável em um edifício residencial. Foi constatado que a água cinza 

proporcionou uma fonte mais adequada, pois o seu suprimento é constante quando 

comparado a água da chuva.  

                                        

3.2 LEGISLAÇÃO DE REUSO DE ÁGUA 

 

É fundamental que existam leis e normas para o reuso de água cinza. Os países 

desenvolvidos possuem legislação mais avançada, já o Brasil tem estimulado o reuso 

e incentivado estudos nessa área. Além disso o estabelecimento de normas e 

regulamentação relacionadas a qualidade da água cinza é importante para minimizar 

os riscos para o usuário (COUTO et. al., 2015). Deve-se avaliar também critérios 

coerentes para que não sejam estabelecidos limites muito altos e a exigência de alta 

tecnologias de tratamentos, o que pode tornar o reuso mais difícil e encarecendo o 

sistema (COUTO et al., 2015).   

A ONU considera o reuso uma importante estratégia de conservação dos recursos 

hídricos (MONTE e ALBUQUERQUE, 2010). Flórida, Califórnia, OMS e Austrália 

possuem as legislações e recomendações mais conhecidas sobre os parâmetros para 

o reuso, porém, os valores são muito restritivos, fazendo com que ocorra uma 

dificuldade em se realizar essa prática (ALMEIDA, 2007). Na Tabela 1 encontram-se 

as principais recomendações para reuso de águas residuárias a nível mundial.  
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Tabela 1: Parâmetros para reuso de águas residuárias. 

Instituição Tipo de reuso Diretrizes 

OMS Irrigação de parques 
públicos 

Coliformes termotolerantes <1000/100 mL 

USEPA Reuso urbano pH: entre 6 e 9 
DBO: < 10 mg/L 

Turbidez: <2 NTU 
Coliformes termotolerantes: não detectáveis em 100 

mL 
Cloro residual: ≥1 mg/L 

Fonte: Adaptado USEPA – United States Environmental Protection Agency (2004), OMS (2000). 

 

O “Guia para Reuso Seguro de Águas Residuais, excreta e Água Cinzas” da 

Organização Mundial da Saúde (WHO, 2006) é uma normatização que mais contribui 

para o reuso de água em todo o mundo, principalmente em países que não possuem 

normatização própria. Esse guia possui regulações, aspectos políticos, avaliação de 

risco no reuso entre outros aspectos.  

O Brasil ainda carece de uma legislação voltada exclusivamente para o reuso. A 

Resolução do Conselho Nacional de Recursos Hídricos (CNRH) nº 54/05 (BRASIL, 

2005), é a primeira a abordar sobre o reuso no Brasil. Ela estabelece modalidades, 

diretrizes e critérios gerais que regulamentam e estimulam a prática de reuso não 

potável de água.  

A resolução adota algumas definições: 

- Água residuária: esgoto, água descartada, efluentes líquidos de edificações, 

indústrias, agroindústrias e agropecuária, tratados ou não;  

- Reuso de água: utilização de água residuária;  

- Água de reuso: água residuária, que se encontra dentro dos padrões exigidos para 

sua utilização nas modalidades pretendidas;  

- Reuso direto de água: uso planejado de água de reuso, conduzida ao local de 

utilização, sem lançamento ou diluição prévia em corpos hídricos superficiais ou 

subterrâneos;  

- Produtor de água de reuso: pessoa física ou jurídica, de direito público ou privado, 

que produz água de reuso;  

- Distribuidor de água de reuso: pessoa física ou jurídica, de direito público ou privado, 

que distribui água de reuso; e  

- Usuário de água de reuso: pessoa física ou jurídica, de direito público ou privado, 

que utiliza água de reuso.  
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Além disso a resolução descreve quatro modalidades para prática de reuso direto não 

potável: para fins agrícolas, ambientais, indústrias e aquicultura. 

A NBR 13969 (ABNT, 1997) trata dos “Tanques sépticos – Unidades de tratamento 

complementar e disposição final efluentes líquidos – Projeto, construção e operação”. 

É a primeira norma a abordar o tema reuso desde o tratamento até o treinamento dos 

operadores do sistema. Ela ainda indica os seus usos e a qualidade exigida de água 

não potável e sanitariamente segura. Para cada uso é destinado uma classificação da 

água e os valores dos parâmetros. A tabela 2 mostra a classificação, o destino e os 

valores dos parâmetros exigidos pela norma.  

 

Tabela 2: Classificações e respectivos valores de parâmetros exigidos pela NBR 13969: 

Parâmetro Valores conforme a classe 

Classe 1: Lavagem 
de carros e outros 
usos que requerem 
o contato direto do 

usuário com a água, 
com possível 
aspiração de 

aerossóis pelo 
operador incluindo 

chafarizes 

Classe 2: Lavagens 
de pisos, calçadas e 
irrigação dos jardins, 

manutenção dos 
lagos e canais para 
fins paisagísticos, 
exceto chafarizes 

Classe 3: 
Reuso nas 
descargas 
dos vasos 
sanitários: 

Classe 4: Reuso nos 
pomares, cereais, 

forragens, pastagens 
para gados e outros 
cultivos através de 

escoamento 
superficial ou por 

sistema de irrigação 
pontual. 

pH Entre 6 e 8 - - - 
Turbidez < 5 

 
< 5 < 10 - 

Sólidos 
dissolvidos 

totais 

< 200 mg/L - - - 

Cloro 
residual 

Entre 0,5-1,5 mg/L > 0,5 mg/l - - 

Coliforme 
fecal 

< 200 NMP/100 ml < 500 NMP/ 100 ml < 500 NMP/ 
100 ml 

< 5000 NMP/100ml 

Oxigênio 
dissolvido 

- - - > 2 mg/l 

Fonte: Norma ABNT 13.969 / 97. 
 

A Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) criou a norma NBR 15527/07 

“Aproveitamento de água de chuva para áreas urbanas e fins não potáveis”, 

estabelecendo limites máximos permitidos para aproveitamento de água de chuva e 

outras providências.  

Devido ao aumento do interesse em reuso de água em edificações, e o uso de fontes 

alternativas de água (potável ou não potável), a ABNT divulgou os textos bases de 

duas normas a serem publicadas, atualmente em vias de consulta pública: “Norma de 

Conservação de Água em Edificações” e “Norma de Uso de Fontes Alternativas de 

Água Não Potável em Edificações” (ABNT/CB-02). Nesses documentos estão 
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inseridos terminologias, requisitos, procedimentos, diretrizes, projetos, gestão, 

execução, manutenção e operação de sistemas de aproveitamento e reuso de água 

em edificações no Brasil. A tabela 3 apresenta as novas diretrizes de qualidade de 

água de reuso para os usos propostos nesta norma.  

 

Tabela 3: Parâmetros de qualidade de água de reuso apresentados na norma intitulada “Uso de Fontes 
Alternativas de Água Não Potável em Edificações” e liberada para consulta pública pela ABNT em 
março/2018 (texto provisório). 

Parâmetros Limites máximos permitidos* 

ph 6,0 a 9,0 

Escherichia coli < 200NMP/100ml 

Turbidez ≤ 5 NTU 

DBO5,20 ≤ 20 mg O2/L 

CRL (cloro residual livre) Mínimo de 0,5 mgCl2/L e 

máximo de 2,0 mgCl2/L 

SDT ou condutividade elétrica ≤ 2000 mg/L ou 3200 µS/cm 

Carbono Orgânico Total < 4 mg/L 

*Limites máximos permitidos para reuso em irrigação de jardins, lavagem de pisos e carros, descarga 
sanitária, uso ornamental, sistemas de resfriamento e arrefecimento de telhados. 

 

Além disso o Ministério das Cidades e o Instituto Interamericano de Cooperação para 

a Agricultura elaboraram o relatório técnico intitulado “Elaboração de proposta do 

plano de ação para instituir uma política de reuso e efluente sanitário tratado no Brasil 

– Produto IV – Avaliação do potencial de reuso (RP01C, 2017)”, contendo o 

levantamento nacional referentes às potencialidades de reuso de efluentes sanitários 

tratados no Brasil e a discussão sobre as questões institucionais relacionadas ao 

reuso de efluente sanitário tratado no Brasil. O objetivo principal desse relatório foi 

realizar o levantamento nacional referente às potencialidades do reuso de efluente 

sanitário tratado no Brasil, por região geográfica para diferentes modalidades de 

reuso, mostrando seus desafios técnicos e institucionais e destacando os impactos 

positivos e negativos. No ano de 2016 o mesmo relatório abordou o tema ““Elaboração 

de proposta do plano de ação para instituir uma política de reuso e efluente sanitário 

tratado no Brasil – Produto II – Experiências de reuso (RP01A, 2016)”, relatando 

levantamento e descrição de experiências nacionais e internacionais relevantes sobre 

o reuso de água.  

 

 



10 

3.3 ÁGUA CINZA 

 

Água cinza pode ser definida como as águas residuárias sem contribuição de 

efluentes de bacias sanitárias, ou seja,  são as água residuárias provenientes de 

chuveiros, lavatórios, banheiras, máquina de lavar, pias de cozinha e tanques (AL-

GHEETHI et al., 2016, NOUTSOPOULOS et al., 2018) porém alguns autores não 

incluem o efluente oriundo de pia de cozinha por ser altamente poluído, com maior 

concentração de matéria orgânica em relação a outros efluentes domésticos (AL-

JAYYOUSI, 2003; LAMINE et al., 2007; ORON et al., 2014; YU et al.,  2015). 

Para que essas fontes possam ser utilizadas faz-se necessário a segregação das 

águas residuárias produzidas e da água fornecida pela concessionária.  

Devido sua baixa carga orgânica, a água cinza tem sido a mais utilizada para reuso 

(GIDEON et al., 2008). Porém, para se reutilizar a água cinza deve-se cumprir quatro 

critérios principais de segurança, higiene, estética e tolerância ambiental (NOLDE, 

2000). Além disso é necessário a utilização de ferramentas de avaliação de riscos 

para que seja estabelecida uma linha geral de padronização e avalição das 

regulamentações existentes (VUPPALADADIYAM et al., 2018) 

Estudos da Fundação Nacional de Saúde (FUNASA, 2006) mostram que, para cada 

100 litros de água consumida, são produzidos 80 litros de esgoto doméstico no Brasil. 

Em média 24% do consumo de água potável em residências é consumida em 

descargas de sanitários, sendo que para esse fim, não é necessário potabilidade da 

água (BARRETO, 2008).  

O reuso da água cinza inclui tanto o uso interno quanto o externo. O uso interno são 

as descargas de sanitários (TEH et al., 2015), já o uso externo inclui irrigação de 

jardins e campos de golfe, lavagens de áreas comuns, lavagem de veículos, uso em 

extinção de incêndios, água de caldeira e manutenção de zonas úmidas (CHRISPIM 

e NOLASCO, 2017; COUTO et al., 2015). Aproximadamente 40% da água consumida 

em uma residência são destinados a fins não potáveis, logo, com uma rede de 

abastecimento dupla, uma potável e outra de reuso, irá garantir a redução de consumo 

de água potável para fins não tão nobres (GONÇALVES, 2006). 

Noutsopoulos et al., (2018) mostram em seus estudos que uma pessoa produz em 

média, diariamente, 98 litros de água cinza, representando de 70-75% 

aproximadamente da produção total das águas residuárias domésticas. 
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Uma grande vantagem da utilização da água cinza para reuso em residência é que 

raramente sua demanda será interrompida devido falta de oferta. Conforme Zhu et al., 

(2017) devido ao baixo nível de contaminação da água cinza em comparação a outras 

fontes alternativas de água, como o esgoto doméstico, por exemplo, e sua demanda 

contínua, o reuso de água cinza vem se tornando uma fonte ideal para esse fim. 

Porém, mesmo com todas as vantagens do reuso de água cinza, a mesma quando 

não tratada corretamente, possui uma elevada concentração de compostos com 

efeitos potencialmente prejudiciais ao solo e meio ambiente (TRAVIS et al., 2010). 

Seu uso por muito tempo também pode elevar a alcalinidade do solo, a condutividade 

elétrica e a taxa de adsorção do sódio (PINTO et al., 2010), além disso, a água cinza 

possui uma grade quantidade de surfactantes e emulsificadores, com isso a exposição 

a longo prazo a água cinza não tratada pode reduzir a permeabilidade à agua e 

capilaridade (VUPPALADADIYAN, 2018). 

 

3.3.1 Caracterização físico química da água cinza 

 

A água cinza devidamente tratada é considerada adequada para fins não potáveis, 

principalmente para descargas de sanitários (DONNER et al., 2010) e irrigação 

(FINLEY et al., 2009). A quantidade de água cinza pode variar de um local para outro. 

Números de habitantes na residência, idade, classe social são alguns dos fatores que 

influenciam na produção de água cinza. O volume produzido pelo lavatório e chuveiro 

consome 64% de água potável, produzindo um volume de 92,9 L/hab/dia de águas 

cinzas (GONÇALVES, 2009).  

A maior parte do efluente produzido na água cinza é proveniente da máquina de lavar 

roupa, representando 35% de toda água cinza produzida em uma residência, esse 

efluente também é responsável por contribuir com a maior parcela de contaminantes 

como fósforo, nitrogênio amoniacal, matéria orgânica, proveniente dos detergentes 

(ERIKSSON et al., 2002). Quando não há a utilização desse efluente as principais 

fontes de contaminação são os shampoos e produtos de higiene pessoal, além dos 

resíduos corporais como cabelo, pelos, óleos corporais e urina.  

Diversos materiais sólidos podem ser encontrados na água cinza como partículas de 

terra, cabelo e fibras de roupas. No uso de sistemas de tratamento de águas cinzas 

deve-se verificar o risco de problemas relacionados a obstrução de tubulações. 
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3.3.2 Composição 

 

A tabela 4 apresenta a composição geral da água cinza com os valores dos seus 

principais parâmetros. 

 

Tabela 4: Composição geral da água cinza. 

Parâmetro Intervalo geral 

pH 6-9 
Turbidez (NTU) 20-440 

Condutividade (mS/m) 1-700 
Sólidos totais (mg/L) 520-2700 

Sólidos suspensos totais (mg/L) 10-630 
DBO (mg/L) 40-4450 
DQO (mg/L) 60-1340 

Fósforo total (mg/L) 1-50 
Nitrogênio total (mg/L) 7-60 

Coliformes totais (NMP) 5,1 x 106 
Escherichia coli (NMP) 13-4 x 106 

Fonte: adaptado de Vuppaladadiyam (2018). 

 

As características físicas mais importantes a serem avaliadas na água cinza são 

temperatura, pH, cor, turbidez, sólidos totais dissolvidos e sólidos suspensos totais 

(BOYJOO et al., 2013). O pH geralmente sofre influência das características gerais da 

água de abastecimento, geralmente encontra-se bem próximo da neutralidade, porém, 

o uso de produtos sanitários pode fazer com que ocorra alterações em seus valores 

(KNUPP, 2013). Temperaturas elevadas podem favorecer o crescimento microbiano. 

Já a turbidez e os sólidos suspensos mostram o teor de partículas, que na presença 

de detergentes, podem se solidificar, comprometendo o tratamento ou ainda causar 

obstrução das tubulações. Esses sólidos são originados de resíduos corporais e 

produto de higiene (WINWARD et al., 2008b). Os parâmetros químicos mais 

importantes são a DBO5, DQO, além de nutrientes como fósforo e nitrogênio 

(WINWARD et al., 2008b). Porém esses parâmetros se modificam com o tempo, as 

características da água cinza fresca e da água cinza armazenada diferem em grandes 

quantidades (DIXON et al., 1999).   

A maior parte da DQO encontrada em água cinza é devido a produtos de limpeza e 

detergentes encontrados nas residências.   

Os valores dos parâmetros são bem variados, DQO, turbidez, sólidos suspensos 

totais, NTK e coliformes totais variam de 180-650 mg/L, 15-240 NTU, 50-700 mg/L, 5-

15 mg-N/L e 102-107 NMP/100 mL respectivamente (FRIEDLER, 2011).  
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Nutrientes como fósforo e nitrogênio são encontrados em quantidades menores na 

água cinza quando comparado com o esgoto sanitário. Esse fato pode ser explicado 

devido à baixa concentração de urina humana encontrada na água cinza, além de 

vários produtos terem reduzidos a quantidade desses nutrientes em sua composição 

(KNUPP, 2013).  

 

3.3.3 Relação DBO/DQO 

 

A qualidade do tratamento de um efluente é avaliada pelo parâmetro Demanda 

Bioquímica de Oxigênio (DBO5), quanto maior esse parâmetro, maior a variabilidade 

dos compostos orgânicos presentes nesse efluente, já a presença dessa mesma 

carga orgânica é medida pelo parâmetro Demanda Química de Oxigênio (DQO), 

devido a oxidação drástica da matéria orgânica (JARDIM e CANELA, 2004). A figura 

1 mostra a relação DQO/DBO e os indicativos de tratabilidade de um efluente. 

 

Figura 1: Valores de DQO e DBO indicativos de tratabilidade de um efluente: 

 
Fonte: Jardim e Canela (2004). 
 

A figura 1 mostra que em um dado efluente quando a relação DQO/DBO <2,5 o 

mesmo é biodegradável, quando essa relação está na faixa 5,0< DQO/DBO>2,5 deve-

se submeter este efluente a um tratamento biológico para remoção da carga orgânica, 

já em uma relação DQO/DBO >5,0 o processo biológico já não terá muita eficiência, 

deve-se empregar a oxidação química como um processo alternativo (JARDIM e 

CANELA, 2004). 

Para águas residuais de origem doméstica, as relações entre DQO/DBO variam de 

1,7 a 2,4. Em um tratamento biológico a tendência é essa relação aumentar, devido à 

redução da fração biodegradável (VON SPERLING, 1996). 
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3.3.4 Fósforo e nitrogênio na água cinza 

 

Do volume total de água cinza produzida, a contribuição de nutrientes varia de 9 a 

14% de nitrogênio, 20 a 32% de fósforo e 29 a 62% de matéria orgânica (KUJAWA-

ROELEVELD e ZEEMAN, 2006). 

Fósforo (P) e nitrogênio (N) são nutrientes biologicamente necessários para o 

crescimento/sobrevivência de bactérias (KIRCHMAN et al., 1994).   

Kirchman et al., (1994), afirmam que bactérias naturais possuem uma necessidade 

maior de fósforo ao nitrogênio, estudos realizados demonstram que bactérias não 

fecais mostraram estimulação a partir de adição de fósforo, o mesmo não ocorreu com 

adições de nitrogênio (CHRZANOWSKI et al., 1995; SUNDARESHWAR et al., 2003). 

Toothman et al., (2009) afirmam que as bactérias fecais em sedimentos de riachos 

geralmente não são limitadas por fósforo ou nitrogênio, mas em áreas onde as 

concentrações de fósforo do sedimento são baixas, as adições experimentais de 

fósforo estimulam significativamente as abundâncias bacterianas fecais. Embora as 

bactérias coliformes fecais não sejam muito bem adaptadas para a vida aquática, as 

adições de nutrientes podem aumentar a chance de sobrevivência e prolongar seu 

tempo de sobrevivência (MURR et al., 1995). 

Além disso Johannes (1964) e Pomeroy (1970) apontaram que “as bactérias 

aeróbicas tendem a absorver todo o fósforo disponível” esboçando assim o papel das 

bactérias contra os protozoários na remineralização. 

Estudos indicam que a absorção de NO3
- pelas bactérias heterotróficas é geralmente 

baixa, o que é esperado, dado o alto custo energético de reduzir o NO3
- ao estado de 

oxidação do nitrogênio nos aminoácidos. Consistente com baixa absorção de NO3
-
 por 

bactérias é a hipótese de que as taxas de crescimento bacteriano são limitadas pela 

energia, não necessariamente apenas pelo carbono em pelo menos águas oceânicas.  
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3.4 CARACTERIZAÇÃO MICROBIOLÓGICA 

 

3.4.1 Componentes  

 

A quantidade de patógenos na água cinza é menor do que nas águas residuárias 

domésticas. A presença desses patógenos pode ter origem de três fontes diferentes: 

contaminação fecal, patógenos oportunistas (derivados do nariz e da boca) e manejo 

inadequado de alimentos (BIRKS e HILLS, 2007). A contaminação fecal da água cinza 

é resultado de atividades como lavagem de roupas contaminadas fecalmente, 

lavagem de mãos após contato com alguma superfície contaminadas (GILBOA e 

FRIEDLER, 2008). Essa contaminação é estimada através da concentração de 

Escherichia coli, que pode variar de não-detectável até 109 NMP/100mL. A tabela 5 

apresenta a variação da contaminação por coliformes totais e Escherichia coli 

encontrados em diversos estudos. 

 

Tabela 5: Valores de contaminação de Escherichia coli e coliformes totais: 

Autor Coliformes totais (NMP/100 mL) Escherichia coli (NMP/100mL) 

Valentina, 2009 5,21x100 4,36103 
Vaz, 2009 4,24x100 4,36x103 

Gonçalves, Simões e 
Wanke, 2010 

5,21x100 4,36x103 

Mandal et. al., 2011 3,72x104 3,74x104 
Knupp, 2013 8,5x102 2,2x104 

Katukiza et. al., 2015 3,6x108 8,5109 
Leong, Chong e Poh, 2018 1,9x105 3,3x106 

Fonte: próprio autor 
 

Além disso a água cinza também pode conter patógenos oportunistas da pele e do 

muco como Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus nas concentrações 

de 102 e 105 UFC/mL, respectivamente (GILBOA e FRIEDLER, 2008). Vários estudos 

mostram a presença de uma grande variedade de microrganismos presentes na água 

cinza. A tabela 6 apresenta a concentração de alguns microrganismos encontrados 

na água cinza.  
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Tabela 6 – Indicadores, infecção/finalidade e faixa encontrada de microrganismos presentes na água 
cinza. 

Indicador Infecção/finalidade Faixa 
encontrada 

Autor 

Coliformes totais Indicador de contaminação 
bacteriana 

2.4x103-108 Leonard et al.,2016 

Indicador 
Escherichia coli 

Indicador de contaminação fecal 100-108 Birks e Hills, 2007; 
Friedler et al., 2006; 

Gilboa e Friedler, 2008; 
Jong et al., 2010 

Enterococos 
fecais 

Indicador de contaminação fecal; 
certas espécies causam infecções 

do trato urinário, bacteremia, 
endocardite, meningite, infecções 

de feridas 

100-105 Birks e Hills, 2007; 
Ottoson e Stenstrom, 
2003; Winward et al., 

2008a 

Escherichia coli 
patogênica 

Diarreia Presente O’Toole et al., 2012 

Pseudomonas 
aeruginosa 

Pele, pulmão, olho e infecções do 
trato urinário 

101-104 Benami et al., 2016; 
Casanova et al., 2001; 
Gilboa e Friedler, 2008; 
Winward et al., 2008a 

Staphylococcus 
aureus 

Infecções cutâneas 101-103 Gilboa e Friedler, 2008; 
Jong et al., 2010; 

Winward et al., 2008a 
Salmonella spp. Algumas espécies causam 

salmonelose, bacteremia, 
gastroenterite, febre entérica 

0-106 Benami et al., 2016; 
Birks e Hills, 2007; Jong 
et al., 2010; Katukiza et 
al., 2015; Kotut et al., 
2011; Winward et al., 

2008a 
Legionella spp. Doença respiratória 0-101 Birks et al., 2004; Blanky 

et al., 2015 

Fonte: Adaptado de Benami, 2016. 
 

Conforme Zancheta (2007), a urina humana é totalmente estéril na bexiga, porém ao 

ser eliminada ocorre o arraste de várias bactérias, fazendo com que ocorra a 

contaminação da mesma, com isso é recomendável separar a urina da água do 

banheiro para evitar contaminação de patógenos como Salmonella typhi, Schistosoma 

haematobium e Leptospira na água cinza (ERIKSSON et al., 2009). 

Um estudo realizado por Zimmerman (2014), avaliou amostras de água cinza de pré-

lavagem e amostras de lavagem final de roupas, identificou a presença de 

microrganismo como Staphylococcus, Corynebacterium, Micrococcus, Lactobacillus, 

Acinetobacter, Propionibacterium e Paracoccus, representando 46% dos totais da 

leitura do estudo (foram realizadas 268,672 leituras), além disso foram encontrados 

também Vibrio (46% das leituras) na água cinza do primeiro enxague e na água cinza 

da lavagem final (40% das leituras).  
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Alguns estudos ainda relatam a existência de patógenos protozoários (Giardia 

intestinalis, Entamoeba histolytica) em água cinza já tratada (AJONINA et al., 2015; 

GENNACCARO et al., 2003).  

O’toole et al., (2012) também comprovou a presença de norovírus e rotavírus em água 

cinza. Devido sua resistência a desinfecção convencional, os vírus patogênicos 

podem sobreviver por um período prolongado sob baixas temperaturas e grande faixa 

de pH (FONG e LIPP, 2005). 

Com isso surge a importância de uma desinfecção de qualidade, para que sejam 

mantidas a qualidade da água cinza.  

 

3.4.2 Escherichia coli 

 

Escherichia coli é uma enterobactéria, e está incluída no grupo coliforme, possui forma 

de bastonete, não esporulada e fermentadora de lactose, produz ácido e gás em 

período de incubação de 24 a 48 horas entre 35 a 37ºC (WINFIELD e GROISMAN et 

al., 2003; TING et al., 2013). É classificada como um coliforme termotolerante, 

possuindo capacidade de fermentar a lactose ente 44 a 45ºC, capacidade essa que a 

distingue de outros coliformes e enterobactérias (ROMPRÉ et al., 2002). Possui cerca 

de 2 µm de comprimento de 0,5 µm de diâmetro, com volume celular de 0,6 – 0,7 µm 

(KUBITSCHEK, 1990). Existem várias razões para a escolha desse grupo de bactérias 

como indicadores de contaminação da água, entre elas, é que as mesmas estão 

presentes nas fezes de animais de sangue quente, inclusive seres humanos, sua 

presença na água possui uma relação direta com o grau de contaminação fecal e são 

facilmente detectáveis e quantificáveis por técnicas simples e economicamente 

viáveis, em qualquer tipo de água (FUNASA, 2006).  

São organismos indicadores utilizados para indicar a ocorrência de contaminação 

fecal direta ou indireta (ABDOLLAHZADEH, 2014; EL-BAKRY, 2104), porém, a 

ausência desses indicadores não garante que patógenos, dentre eles, bactérias, 

esporos de fungos, ovos de helmintos, cistos/oocistos de protozoários e vírus não 

estejam presentes (IGNOTO, 2010). 

A maioria das cepas de Escherichia coli são inofensivas, porém, alguns sovares, como 

o sorotipo O157:H7, apresentam potencial patogênico, sendo capazes de causar 

infecções intestinais (EL-BAKRY, 2104). A dose infectante considerada para adultos 

é de 105 a 108 UFC/g, porém, essa dose varia de acordo com o estado imune, idade 
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do indivíduo exposto, bem como a patogenicidade específica da cepa ingerida 

(ABDOLLAHZADEH, 2014). As infecções causadas por Escherichia coli são 

caracterizadas por diarreia aquosa, náuseas, vômitos, cólicas abdominais e febre 

baixa ou ausente (MELO, 2015).   

O crescimento e sobrevivência de Escherichia coli são dependentes de uma série de 

parâmetros ambientais intrínsecos e extrínsecos. Parâmetros intrínsecos podem ser 

definidos como o pH, atividade de água (aw), e o tipo/teor de nutrientes. Enquanto, os 

parâmetros extrínsecos são aqueles relacionados com o ambiente de 

armazenamento, como a atmosfera, a temperatura, a umidade, entre outros 

(KOCHARUNCHITT, 2012). Escherichia coli por ser uma bactéria mesófila cresce a 

temperaturas entre 20º C e 45° C, apresentando um crescimento ótimo entre 30º C e 

40º C, porém, pode crescer e sobreviver a temperaturas elevadas e temperaturas mais 

baixas em comparação com outras bactérias mesófilas, como demostra um estudo 

efetuado por Murata et al. (2011). Sendo assim, Escherichia coli é capaz de manter 

um crescimento equilibrado de 8° C a 49° C com um valor ótimo de crescimento nos 

37° C. A taxa de crescimento fica mais lenta a temperaturas acima de 40° C ou a 

temperaturas abaixo de 20 ° C (JAY, 2000). 

Estudos de Barrett et al., (1997), demostram que em alimentos os métodos 

tradicionais utilizados para isolar Escherichia coli não foram eficientes para isolar 

cepas patogênicas, pois, elas diferem consideravelmente das Escherichia coli não 

patogênicas nos padrões de crescimento. Normalmente as cepas patogênicas 

apresentam crescimento tardio (44º a 45,5ºC), principalmente se presentes em baixas 

concentrações (GRIFFIN, 1991). 

Na água cinza a concentração de Escherichia coli pode variar consideravelmente, pois 

quanto mais fontes de água cinzas coletadas na edificação, maior será a contribuição 

dos usuários do sistema. Devido à grande quantidade de compostos orgânicos 

facilmente degradáveis presentes na água cinza, o crescimento de bactérias, como 

os de indicadores fecais pode ser favorecido (VAZ, 2009). Devido a isso 

imediatamente após a desinfeção elas devem estar ausentes, pois a sua presença 

indica um tratamento inadequado (APDA, 2012; APHA, 2005). 

 

 

3.4.3 Escherichia coli e suplementação de nutrientes 
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Os mecanismos pelos quais a Escherichia coli é capaz de persistir na água doce não 

são claros. A sobrevivência de bactérias fecais em ambientes aquáticos depende de 

sua capacidade de tolerar uma série de estresses biológicos, físicos e químicos. Estes 

incluem a influência da temperatura, radiação UV, predação e disponibilidade de 

nutrientes (FLINT, 1987) 

Fósforo (P) e nitrogênio (N) são nutrientes biologicamente necessários para a 

sobrevivência de bactérias, como a Escherichia coli (KIRCHMAN et al., 1994).   

As atividades humanas têm cada vez mais aumentado a disponibilidade de nitrogênio 

e fósforo (VITOUSEK et al., 1997; BENNETT et al., 2001), essas mudanças nas 

cargas dos nutrientes nos ecossistemas afetam as transformações do carbono e 

nutrientes (SUNDARESHWAR, 2003).  
Carbono também é um elemento essencial para a sobrevivência bacteriana, mais de 

50% da biomassa celular é constituída por carbono ou nitrogênio, que são essenciais 

para a produção de proteínas, RNA e DNA (TAYMAZ-NIKEREL et al., 2010) 

Para que ocorra o crescimento microbiano deve-se encontrar um meio que forneça os 

nutrientes necessários, como carbono, nitrogênio, fósforo entre outros (TORTORA, 

2012). A Escherichia coli é um microrganismo que necessita de um meio 

quimicamente definido, ou seja, um meio cuja composição exata é conhecida, 

contendo fatores de crescimento orgânicos que serviram de fonte de carbono e 

energia (TORTOTA, 2012). A tabela 7 mostra a composição de meios de cultura para 

bactérias com exigências nutricionais diferentes. 

 
Tabela 7: Composição dos meios de cultura para bactérias com exigências nutricionais diferentes: 

Nutrientes Leuconostoc mesenteroices Escherichia coli 

Glicose 10 g 10 g 
K2HPO4 2 g 7 g 
KH2PO4 2 g 2 g 

FeSO4.7H2O 50 mg - 
MnCl2.4H2O 0,05 mg - 
MgSO4.7H20 0,2 g 0,1 g 
(NH4)2SO4 - 1 g 

Citrato de amônio 2 g - 

Acetato de sódio 2 g - 
Aminoácidos (1) 100-800 mg - 

Purinas e pirimidinas (2) 5 mg (cada) - 
Vitaminas (3) 1 – 5 mg - 

Microelementos Sim Sim 
Água destilada 1000 mL 1000 mL 

(1) Ala, Arg, Asp, Cys, Glu, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, Val. 
(2) Adenina, guanina, uracila, xantina. 
(3) Biotina, folato, ácido nicotínico, piridoxal, riboflavina, pantotento, p-aminobenzoato. 
Fonte: Trabulsi, 1999. 
 

https://www.researchgate.net/profile/P_Sundareshwar
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Conforme a tabela 7 observa-se que a exigência nutricional varia para cada 

microrganismo. Baseado nesses dados e nas exigências necessárias para o 

crescimento de Escherichia coli, além da quantidade de nutrientes disponível na 

amostra de água cinza bruta avaliada nesse estudo, foi-se definido dois valores dos 

nutrientes avaliados nesse estudo.  

Estudos indicam que a absorção de NO3
- pelas bactérias heterotróficas é geralmente 

baixa, o que é esperado, dado o alto custo energético de reduzir o NO3
- ao estado de 

oxidação do nitrogênio nos aminoácidos. Consistente com baixa absorção de NO3
-
 por 

bactérias é a hipótese de que as taxas de crescimento bacteriano são limitadas pela 

energia, não necessariamente apenas pelo carbono em pelo menos águas oceânicas.  

 

3.4.4 Bioindicadores 

 

Existem dois ambientes distintos onde a Escherichia coli pode ser encontrada, o 

ambiente primário que é o intestino grosso (cólon) de animais de sangue quente, e o 

ambiente secundário que é representada pela água e solo (SAVAGEAU, 1983). 

O crescimento/sobrevivência da Escherichia coli em seu ambiente primário, que é rico 

em nutrientes, tem sido estudada constantemente (BETTELHEIM, 1992), porém, 

estudos no seu ambiente secundário, que prevalecem baixas concentrações de 

nutrientes, ainda carecem de informações sobre o comportamento da Escherichia coli 

nesse ambiente (VITAL et al., 2008). Alguns estudos afirmam que o comportamento 

da Escherichia coli em ambientes aquáticos naturais, a mesma não era capaz de se 

multiplicar nessas condições de baixa concentração de nutrientes (GAUTHIER et al., 

1987;  BOGOSIAN et al., 1996; BANNING et al., 2002; RAVVA e KORN, 2007). 

Com isso, sempre associou que a bactéria só poderia crescer em seu habitat primário 

e, uma vez descartada na água, a Escherichia coli entraria em estado de inanição 

seguida de morte devido a múltiplos estresses ambientais (MORITA, 1997). A partir 

dessa visão, que já está estabelecida há mais de 100 anos (SCHARDINGER, 1982) 

e continuamente apoiado por experimentos de laboratório ao longo do tempo, resultou 

na implementação de Escherichia coli como um parâmetro índice para a poluição fecal 

para o monitoramento da qualidade da água potável (OMS, 1996). 

Poucos estudos exploraram as propriedades de crescimento da Escherichia coli em 

meios sintéticos em baixas concentrações de nutrientes (WANNER e EGLI, 1990; 

CAMPER et al.; 1991). Esses estudos mostraram que a Escherichia coli é capaz de 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-2920.2008.01664.x#b8
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-2920.2008.01664.x#b8
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-2920.2008.01664.x#b14
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-2920.2008.01664.x#b15
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-2920.2008.01664.x#b16
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-2920.2008.01664.x#b20
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crescer em níveis reduzidos de nutrientes, porém o estudo do crescimento da 

Escherichia coli em água natural ainda não foi caracterizado em detalhe.  

Os microrganismos indicadores fecais são usados apenas para sugerir a presença de 

patógenos, porém, eles também podem assinalar boas práticas ou falhas no processo 

de fabricação e armazenamento de um alimento (TORTORELLO, 2003; ODONKOR 

e AMPOFO, 2013).  

Conforme ICMSF (2000), microrganismos indicadores fecais são bactérias de 

qualquer grupo taxonômico, fisiológico ou ecológico, utilizados para indicar a 

qualidade, estado de higiene e segurança em alimentos, água ou ambiente.  

A escolha do indicador deve ser avaliada através de fatores intrínsecos e extrínsecos, 

além de fatores químicos e físicos e o processo e condições de armazenamento do 

produto (ICMSF, 2000). 

Devido à dificuldade em se escolher o melhor indicador e distinguir as diferenças de 

funções dos indicadores, Odonkor e Ampofo (2013), sugeriram a divisão dos 

microrganismos indicadores em três grupos apresentados na tabela 8. 

 

Tabela 8: Definição de indicador e microrganismo índice e modelo: 

Grupo Definição 

Indicador de processo Grupo de microrganismo que demonstra a 
eficácia de um processo. 

Indicador fecal Grupo de microrganismo que indica a presença 
de contaminação fecal. Exemplo: Escherichia 

coli. Indicam a possibilidade de possíveis 
patógenos estarem presentes. 

Microrganismo índice e modelo Grupo/ou espécie que indicam a presença e o 
comportamento patogênico. Exemplo: 

Escherichia coli como índice para Salmonella. 
Podem prever a degradação alimentar em 

estudos de vida útil de prateleira. 

 Fonte: Odonkor e Ampofo, 2013. 
 

Os microrganismos indicadores utilizados para garantir a qualidade da água, devem 

garantir a qualidade da mesma, ou seja, garantir que a água pode ser consumida com 

risco mínimo pela população, quando o indicador não estiver presente (DANIEL, 

2001). Porém, a escolha desse microrganismo indicador é complicada, pois, o mesmo, 

segundo Feachem (1983) deve apresentar as seguintes características:   

- Devem ser membro da microbiota intestinal dos indivíduos sadios; 

- Devem habitar exclusivamente o intestino e consequentemente ser de origem 

exclusivamente fecal quando encontrado no ambiente aquático; 
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- Devem ser exclusivamente de origem humana (não satisfeito por qualquer bactéria 

indicadora atualmente em uso); 

- Devem estar presentes sempre que patogênicos de origem fecal estiverem 

presentes; 

- Devem estar presentes em maior número do que os patogênicos fecais; 

- Devem ser incapazes de crescer em ambiente externo ao intestino e apresentar taxa 

de inativação inferior aos patogênicos de origem fecal; 

- Devem ser resistentes aos fatores antagônicos naturais e aos processos de 

tratamento de águas e esgotos em grau igual ou maior do que os patogênicos de 

origem fecal; 

- Devem ser fáceis de serem detectados e contados; 

- Não devem ser patogênicos.  

Com isso é necessário definir qual uso será feito da água, para assim escolher o 

melhor microrganismo indicador. 

Atualmente a Escherichia coli é considerada o melhor indicador de contaminação fecal 

dentre os do grupo coliformes (ICMSF, 2000).  

A utilização de Escherichia coli como um indicador de contaminação fecal foi sugerida 

por Shardinger em 1892 (Jay et al., 2005), pois ela se encontra disseminada em fezes 

e geralmente não pode ser encontrada com outros habitats.  

Para avaliar a qualidade da água utiliza-se as bactérias indicadoras fecais (FIB), para 

determinar a presença potencial de vírus entéricos, bactérias e patógenos de 

protozoários que podem estar relacionados a contaminação fecal (USEPA, 2012).    

Na água cinza, devido a diferença de contaminação em cada fonte, determinar a sua 

contaminação microbiológica pode se tornar uma tarefa bem complicada (BIRKS e 

HILLS, 2007). Um estudo realizado por Zimmerman et al., (2014), identificou bactérias 

relacionas a pele como Staphylococcus, Corynebacterium e Propionibacterium como 

principais grupos microbianos presentes na água cinza estudada, além disso, após 

análise de qPCR (reação em cadeia da polimerase quantitativa) observaram que as 

amostra analisadas o Staphylococcus ssp. apresentava uma média de 3 a 5 ordens 

de magnitude maior que os marcadores de fontes fecais, entre eles a Escherichia coli.  

Além disso, devido ao contato direto da roupa com a pele humana, o Staphylococcus 

aureus pode estar presente na água cinza em concentrações até 5 x 105 CFU/100mL 

(GILBOA e FRIEDLER, 2008). Assim, na água cinza, Staphylococcus aureus, 

patógenos entéricos e FIB podem estar presentes em concentrações variadas 
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(OTTOSSON e STENSTROM, 2003). Com isso surge a necessidade de se avaliar o 

uso da Escherichia coli como indicador de contaminação em água cinza utilizada para 

reuso.  

 

3.5 RECRESCIMENTO 

 

Uma forma de prevenir o recrescimento de microrganismo em efluentes é a utilização 

de cloro no processo de desinfecção (DANIEL, 2001). O cloro possui a capacidade de 

inativar os microrganismos patogênicos, incluindo bactérias e vírus (SHUVAL, 1973). 

Porém vários estudos recentes relataram o recrescimento de bactérias nos sistemas 

de distribuição de água (DE LUCA et al., 2013; RYU et al., 2005; THAYANUKUL et 

al., 2013). Estudos de Al-Jayyousi (2003) demonstram um aumento no número de 

contagem de coliformes totais em água cinza armazenada, 100/100mL para 

105/100mL. Dixon et al. (1999) apud Al-Gheethi (2015) apresentaram o aumento de 2 

logNMP/100 L de coliformes totais após 24 horas de armazenamento.  

Uma das razões apresentadas por TAL et al., (2011) para o recrescimento bacteriano 

em água cinzas cloradas é a possível reatividade do cloro com outros nutrientes e 

com a matéria orgânicas, que podem acelerar o decaimento do cloro. Outros autores 

afirmam também a resistência microbiana a materiais de reação química e radiação 

ionizada (DUNGENI et al., 2010; AL-GHEETHI et al., 2016). 

Algumas bactérias, entre ela a Escherichia coli, Enterococcus e Salmonella podem 

apresentar um estado viável, mas não cultivável (VBNC) durante o processo de 

tratamento de desinfecção de água residuárias, tanto desinfecção por cloro, ozônio e 

UV (BJERGBAEK e ROSLEV, 2005; TREVORS, 2011). Esse fenômeno permite que 

as bactérias nos efluentes tratados podem entrar nos sistemas de distribuição de água 

servindo para que ocorra o recrescimento, o que trará riscos potenciais a saúde 

quando a água tratada for usada, logo, deve-se monitorar não só as bactérias 

cultiváveis, mas também as bactérias VBNC em efluentes tratados e nos pontos de 

água recuperada.  

 

3.6 BACTÉRIAS VIÁVEIS, MAS NÃO CULTIVÁVEIS (VBNC). 

 

Algumas bactérias podem não ser detectadas nos meios de análises convencionais, 

pois elas não são capazes de produzir um crescimento visível em meios de cultura 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515302666#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515302666#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653515302666#bib45
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bacteriológicas convencionais (PINTO et al., 2011). Apesar disso elas mantêm suas 

funções celulares como respiração (OLIVER e BOCKIAN, 1995), transcrição (LLEÒ et 

al., 2000), síntese de proteínas (RAHMAN et al., 1994), entre outros.  

A VNBC torna-se uma estratégia adaptativa de bactérias não esporuladas em 

condições adversas, logo, as bactérias no estado VNBC tendem a deixar esse estado 

e voltar a ser cultiváveis quando o meio for propício ao seu crescimento (PINTO et al., 

2011). Essa transição do estado VBNC para um estado cultivável é chamado de 

ressuscitação.  

A indução do estado VBNC em Escherichia coli, já foi relatada sob baixo pH (ZHAO e 

MATTHEWS, 2000), radiação UV em combinação com alta salinidade (POMMEPUY 

et al., 1996) baixa condições de nutrientes (condições de fome) (SMITH et al., 1994), 

baixa disponibilidade de água (ARTZ et al., 2006), alta salinidade (ROTH et al., 1988) 

e altas concentrações de cobre (GRAY e STECK, 2001). 

Estudos mostram ainda que muitos desinfetantes utilizados para erradicar bactérias 

patogênicas na água potável são indutores do estado VBNC. Zhang et al., (2015) 

afirmam que a desinfecção UV poderia induzir Escherichia coli e P. aeruginosa ao 

estado VBNC, já Liu et al., (2009) induziram células de Escherichia coli O157:H7 

cultiváveis em um estado VBNC com água da torneira clorada.   
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 CONTEXTUALIZAÇÃO DA PESQUISA 

 

A pesquisa foi realizada no período de janeiro a setembro de 2018. As coletas de água 

cinza foram realizadas em um edifício residencial de alto padrão onde se encontra 

construída a Estação de Tratamento de Água Cinza (ETAC) e o sistema de reuso. As 

análises foram realizadas no LABSAN – UFES. Foi realizada a caracterização 

qualitativa (físico-química e biológica) das águas cinza produzida. 

O edifício é uma construção habitacional de alto padrão, localizado no Bairro Barro 

Vermelho em Vitória, Espírito Santo. A habitação deste prédio iniciou-se em agosto 

de 2007, é do tipo residencial multifamiliar, com dois apartamentos por andar. A 

edificação é constituída por 20 pavimentos, sendo: 1 térreo, 1 pavimento técnico, 2 

pavimentos de garagem, 15 pavimentos de apartamentos e 1 cobertura, totalizando 

8.427,03 m² de área de construção.  

 

4.2 SISTEMA DE TRATAMENTO  

 

A estação de tratamento de água cinza (ETAC) localiza-se no pavimento técnico 

(correspondente ao primeiro pavimento) ocupando uma área total de 27m2. Cada 

apartamento possui 147,51 m2 sendo constituído por 4 quartos, 3 banheiros, 1 lavabo, 

1 sala, área de serviço, cozinha, dependência, circulação e 3 varandas. O edifício foi 

construído com sistema hidro sanitário compreendendo a segregação das águas 

residuárias. As águas cinzas (provenientes do chuveiro, tanques e lavabos) são 

conduzidas a tratamento diferenciado por tubulações distintas, enquanto o restante 

das águas residuárias é descartada na rede coletora de esgoto. Atualmente não se 

coleta mais água da máquina de lavar roupa para produção de água cinza, devido à 

grande quantidade de espuma produzida pela mesma.  

O edifício conta com uma rede dupla de abastecimento, sendo uma de água potável, 

destinada a atender a lavatórios, chuveiros, tanque, máquina de lavar roupa e pia de 

cozinha, e outra de água de reuso, que abastece as bacias sanitárias. A água de reuso 

também é utilizada para limpeza das áreas comuns do edifício (área de lazer, 

garagens e escadas) além da rega de jardins. 
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A ETAC é composta por um Reator Anaeróbio Compartimentado (RAC) de três 

câmaras (RAC1, RAC2 e RAC3), um Filtro Biológico Aerado Submerso (FABS), um 

Decantador (DEC), um Tanque de Equalização de Vazão (TQE), um Filtro Terciário 

(FT)  e um reservatório inferior de água de reuso com Cloração (CLOR) (Fig 2). 

A água cinza entra pela parte superior do primeiro compartimento do RAC e é 

encaminhada por meio de tubulação vertical até 10 cm do fundo, de onde segue em 

fluxo ascendente até a parte superior da segunda câmara. O efluente segue para as 

demais câmaras da mesma forma. A vazão de alimentação varia de acordo com os 

usos dos lavatórios e chuveiros dentro do edifício, com uma vazão média de 12m3 /dia 

e a população atendida média é de 70 pessoas/dia.  

 

Figura 2: Esquema da ETAC: 

 
Fonte: Valentina, 2009 

 

4.3 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO QUÍMICA DA ÁGUA CINZA 

 

Para a caracterização físico-química da água cinza produzida pela ETAC foram 

realizadas coletas que se iniciaram em janeiro de 2018. Foram realizadas coletas 

simples semanais no seguinte ponto:  

1) Na caixa de entrada da ETAC – ACB (água cinza bruta), logo após a passagem da 

água cinza pelo gradeamento presente dentro da caixa de entrada;  

As amostragens seguiram o procedimento recomendado pelo Guia Nacional de Coleta 

e Preservação de Amostras (CETESB, 2012) (vide Anexo A).  

As técnicas utilizadas para análise dos parâmetros seguiram o disposto no Standard 

Methods for Examination of Water and Wastewater – 21ª edição (APHA, 2005) (tabela 

9). 
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Tabela 9: Metodologias aplicadas para caracterização físico-química e microbiológica das amostras de 
água cinza. Parâmetros, unidade, número de amostras realizadas por análise (N), métodos e 
referências. 

Parâmetro Unidade N Método 

Cloro livre mg/L 8 DPD- Standard Methods 4500 -CL F 
Turbidez NTU 11 11 Nefelométrico – Standard Methods 2130 B 

pH - 11 pHmetro – Standard Methods 4500 – H+ B. 
Oxigênio Dissolvido mg/l 11 Eletrodo de membrana – Standard Methods 4500 O G 

Condutividade mS/cm 11 Eletrométrico – Standard Methods 2510 B 
NTK (Nitrogênio Total 

Kjeldhal) 
mg/L 9 Macro Kjeldhal – Standard Methods 4500 – Norg B 

N – amoniacal mg/L 10 Titrimétrico – Standard Methods 4500 – NH3 C. 
Fósforo Total mg/L 8 Digestão manual e análise da injeção de fluxo para 

fósforo total – Standard Methods – 4500 P H. 
DQO mg/L 11 Digestão em Refluxo Fechado – Colorimétrico – 

Standard Methods 5220 D. 
DBO5 mg O2/L 9 Respirometrico – Standard Methods 5210 D. 

Escherichia coli NMP/100mL 9 Substrato cromogênico. Colilert® 
Coliformes Totais NMP/100mL 9 Substrato cromogênico. Colilert® 

Sólidos Totais mg/L 10 Seco a 105°C– Standard Methods 2540 G 
Sólidos Suspensos 

totais 
mg/L 10 Seco a 103-5°C– Standard Methods 2540 D 

Sólidos Dissolvidos 
Totais 

mg/L 10 Seco a 180°C– Standard Methods 2540 C 

Sólidos 
Sedimentáveis 

mg/L 10 Sedimentáveis – Standard Methods 2540 F 

Fonte: Adaptado de APHA, 2005. 

 

4.4 ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE ESCHERICHIA COLI DE ÁGUA CINZA 

BRUTA 

 

4.4.1 Quantificação da Escherichia coli 

 

A densidade de Escherichia coli foi avaliada através da determinação do número mais 

provável (NMP/mL), utilizando a técnica do substrato cromofluorogênico (Colilerte®), 

com quantificação por meio de cartela segundo o Standart Methods for the 

Examination of Water and Wastewater – 21ª edição (APHA, 2005). 

Conforme definição de Manafi (2000) e Perry e Freydiere (2007) os meios 

cromogênicos (origina mudança de cor) e fluorogênicos (conduz à emissão de 

fluorescência), são meios de crescimento microbiológicos. Quando em contato com 

população microbiana, a mesma, através de enzimas específicas produziram reações 

que conduziram ao metabolismo do substrato enzimático liberando assim o 

cromogêneo/fluorogênico originando a mudança de cor e/ou fluorescência sob luz 

ultravioleta (UV).  

O meio Colilert® tem como base a DST (Defined Substrate Technology), técnica 

baseada no princípio do fornecimento de nutrientes aos microrganismos alvo e não 
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fornecer sustento para outras bactérias (GROSSI et al., 2013). É utilizado para 

detecção e enumeração de Escherichia coli em amostras de água, através da hidrólise 

enzimática de substratos específicos, a ONPG e o MUG. O ONPG é específico para 

a enzima construtiva GAL presentes nos coliformes, já o MUG é utilizado 

especificamente para Escherichia coli, pois ela possui a enzima GUD (BUCKALEW et 

al., 2006; LOPEZ-ROLDAN et al., 2013). Após a mistura do Colilert® com a amostra e 

sua incubação, a mesma adquiri a coloração amarela quando os coliformes 

metabolizarem o nutriente indicador ONPG, essa mudança de cor é devido a produção 

do ácido ONP resultante da hidrólise do ONPG, a amostra emitirá fluorescência sob 

luz UV (336 nm) quando houver a presença de Escherichia coli, devido a 

metabolização do indicador de nutriente MUG, liberando o composto 4-MU (IDEXX, 

2011; LUSTER-TEASLEY e IVES, 2013).  

 

4.4.2 Isolamento e confirmação da Escherichia coli isolada do meio  

 

Após a realização da análise para quantificação de Escherichia coli segundo o método 

cromofluorogênico, os poços que foram identificados amarelos e fluorescentes, e 

assim contendo Escherichia coli, foram selecionados. Desses poços foram retiradas 

alíquotas de 100 µL de amostra utilizando seringa de insulina estéril 1mL com agulha 

13x0,45 mm (Descarpack®) e plaqueados em meio ágar MacConkey (acumedia®). 

Após 24 horas de incubação a 37°C, as colônias típicas e atípicas de Escherichia coli 

foram submetidas a testes bioquímicos confirmatórios (IMViC – Indol, vermelho de 

Metil, Voges-Proskauer e Citrato), e posteriormente estocadas pelo método de 

criopreservação com glicerol, a 20ºC e meio TSA (Ágar Triptona de Soja) (acumedia®), 

meio de cultivo, isolamento e manutenção de microrganismos.  

 

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE ÁGUA CINZA BRUTA 

 

4.5.1 Esterilização da água cinza bruta 

 

O processo de esterilização da água cinza bruta foi realizado através de filtração por 

membrana. Foram filtrados a vácuo 100 mL da amostra através de uma membrana 

filtrante de nitrocelulose (Sartorius®) (com porosidade controlada de 0,45 µm), onde 

ficaram retidas células de possíveis bactérias contaminantes. Após esse 
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procedimento foi realizado teste meio ágar HPC (acumedia®) (meio de contagem de 

organismos heterotróficos), para confirmação da ausência de bactérias heterotróficas 

no meio. Caso tenha sido observado a presença de alguma colônia no meio ágar HPC, 

repetiu-se a filtração até a ausência total de colônias. 

 

4.5.2 Testes de sobrevivência  

 

Os testes de crescimentos descrito a seguir foram desenvolvidos utilizando-se a cepa 

de Escherichia coli isolada da água cinza bruta. 

Todas as curvas foram traçadas com correlação entre o tempo (horas) e o número de 

células viáveis, considerando colônias típicas de Escherichia coli. As análises 

descritas a seguir foram realizadas por duas metodologias: contagem de placas 

(UFC/mL) ou método cromofluorogênico (NMP/mL) (TORTORA, 2012).  

A quantificação celular foi estimada através da avaliação da densidade óptica, com 

comprimento de onda de 600 nm (a Seção Apêndice apresenta os valores da DO 

encontrada em cada hora). Para a montagem das curvas, o número de células viáveis 

por mL, foi utilizado os valores das menores diluições que possibilitaram sua 

contagem, caso o experimento tenha sido realizado em placas, foram consideradas 

somente as placas contendo entre 30 a 300 colônias (TORTORA, 2012). Todos os 

erlenmeyer foram armazenados em estufa a 37ºC e foram revestidos para evitar a 

entrada de luz.  

Uma colônia de Escherichia coli isolada do meio, preservada em glicerol e meio TSA 

foi colocada em um tubo de ensaio contendo 10mL de meio A1 (o meio A1 é um meio 

seletivo utilizado para detecção de coliformes em água e alimentos, é um meio capaz 

de acelerar a recuperação de Escherichia coli, reduzindo a incidência de culturas falso 

positivas (ANDREWS, 1975)), em banho maria a 37º em over night. Em todos os 

ensaios foram acrescidos de 2 log10 NMP/mL da Escherichia coli isolada do meio.  

 

4.6 ENSAIOS DE AVALIAÇÃO DE SOBREVIVÊNCIA DE ESCHERICHIA COLI EM 

ÁGUA CINZA BRUTA  

 

4.6.1 Meio A1 acrescido de Escherichia coli isolada do meio 
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Após o período de incubação em banho maria a 37º em over night, a Escherichia coli 

isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 1000 

mL de Meio A1. Uma alíquota de 1mL do meio foi analisada em espectrofotômetro de 

absorção (Ultrospc 1000 – Pharmacia Biotech®) para determinação da DO em 600nm. 

A cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para auxiliar a oxigenação. 

A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para determinação da 

DO e outra alíquota para determinação da UFC/mL. 100 µL do inóculo foram retirados 

e colocados em eppendorf com 900 µL de água fosfatada estéril. As alíquotas foram 

agitadas em Vortex Mixer (Vision Scientific Co.®) e diluídas de 10-1 até 10-6.  Nas 

amostras de 10-3, 10-4, 10-5 e 10-6, foram tomadas alíquotas de 0,1 mL dessas diluições 

e a mesmas foram espalhadas com uma alça de drigalski nas placas de ágar 

MacConkey.  Após o período de incubação (24 horas a 37ºC), as colônias formadas 

em cada placa, foram contadas de modo a realizar o cálculo de UFC/mL. Para efeito 

do cálculo foram tomadas somente placas contendo entre 30 e 300 colônias. Dessa 

forma, o número de bactérias presente no erlenmeyer no tempo t da amostragem: 

UFC/mL = número de colônias contadas na placa x diluição da amostra.   

Esse experimento possibilitou o conhecimento do comportamento da Escherichia coli 

isolada do meio, com isso foi possível associar as fases lag, log e estacionária com 

suas respectivas DO, a partir disso foi possível isolar os inóculos para que os próximos 

experimentos fossem realizados.  

 

4.6.2 Comportamento da Escherichia coli em água cinza bruta  

 

Foi coletado, em frasco estéril, 1000 mL de água cinza bruta. Uma alíquota de 1mL 

da água cinza bruta foi analisada em espectrofotômetro de absorção para 

determinação da DO em 600nm. A cada 10 minutos foi realizada a agitação manual 

do meio para auxiliar a oxigenação. A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo 

uma alíquota para determinação da DO e outra alíquota para determinação do número 

mais provável (NMP/mL). 10 mL da amostra foi retirado e colocado em um frasco de 

vidro contendo 90 mL de água fosfatada estéril. As alíquotas foram agitadas e 

realizados diluições decimais seriadas, para melhor determinação do NMP/100mL de 

Escherichia coli. Após incubação das cartelas por 24 horas a 37ºC, as mesmas foram 

analisadas em luz UV, para identificar os poços com fluorescência, os mesmos foram 

contados e posteriormente foi realizada a confecção dos gráficos NMP/mL x tempo.  
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4.6.3 Água cinza bruta acrescida de Escherichia coli isolada do meio 

 

Foi coletado, em frasco estéril, 1000 mL de água cinza bruta. Após o período de 

incubação em banho maria a 37º em over night, a Escherichia coli isolada do meio foi 

transferida assepticamente para água cinza bruta previamente coletada. Além da 

população típica da água cinza bruta, foi inoculado 2 log10 a amostra, visando observar 

o comportamento da Escherichia coli em grande quantidade no meio. Uma alíquota 

de 1mL da água foi analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação 

da DO em 600nm. A cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para 

auxiliar a oxigenação. A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota 

para determinação da DO e outra alíquota para determinação do número mais 

provável (NMP/100mL). 10 mL da amostra foi retirado e colocado em um vidro 

contendo 90 mL de água fosfatada estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados 

diluições decimais seriadas, para melhor determinação do NMP/L. Após incubação 

das cartelas por 24 horas a 37ºC, as mesmas foram analisadas em luz UV, para 

identificar os poços com fluorescência, os mesmos foram contados e posteriormente 

foi realizada a confecção dos gráficos NMP/mL x tempo.  

 

4.6.4 Água cinza bruta estéril acrescida de Escherichia coli isolada do meio 

 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

1000mL de água cinza previamente estéril. Uma alíquota de 1mL da água foi 

analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação da DO em 600nm. A 

cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para auxiliar a oxigenação. 

A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para determinação da 

DO e outra alíquota para determinação do número mais provável (NMP/mL). 10 mL 

da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 90 mL de água fosfatada 

estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados diluições decimais seriadas, para 

melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das cartelas por 24 horas a 37ºC, 

as mesmas foram analisadas em luz UV, para identificar os poços com fluorescência, 

os mesmos foram contados e posteriormente foi realizada a confecção dos gráficos 

NMP/mL x tempo.  
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4.6.5 Água cinza bruta estéril + Meio A1 acrescido de Escherichia coli isolada do 

meio 

 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

500mL de água cinza bruta previamente estéril e 500 mL de Meio A1.  Uma alíquota 

de 1mL da água foi analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação 

da DO em 600nm. A cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para 

auxiliar a oxigenação. A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota 

para determinação da DO e outra alíquota para determinação do número mais 

provável (NMP/mL). 10 mL da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 

90 mL de água fosfatada estéril. As alíquotas foram agitadas e realizadas diluições 

decimais seriadas, para melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das 

cartelas por 24 horas a 37ºC, as mesmas foram analisadas em luz UV, para identificar 

os poços com fluorescência, os mesmos foram contados e posteriormente foi 

realizado a confecção dos gráficos NMP/mL x tempo 

 

4.7 ENSAIOS DE AVALIAÇÃO DE SOBREVIVÊNCIA DE ESCHERICHIA COLI EM 

ÁGUA CINZA BRUTA ESTÉRIL COM SUPLEMENTAÇÃO DE NUTRIENTES 

 

Para suplementação de nitrogênio, fósforo e carbono foi seguida a relação CHONPS 

(carbono, hidrogênio, oxigênio, nitrogênio, fósforo e enxofre). Essa relação ainda é 

controversa, Metcalf e Eddy (1991) citam essa relação na ordem de C:N:P 100:20:1. 

Franta et al., (1994) citam 250:7:1 e 100:10:1 e vestígios de enxofre conforme 

Beardsley e Coffey (1985).  

Foram acrescentados uréia (CH4N2O) (Cromoline®), para suprimento de nitrogênio, 

fosfato de potássio dibásico anidro (K2HPO4) (Vetec®), para suprimento de fósforo e 

caldo de triptona dextrose (glicose) (C6H12O6) (acumedia®), para suprimento de 

carbono.  

Os ensaios a seguir foram realizados em duplicata. Paralelo as eles foram também 

realizados o ensaio denominado controle negativo. 

 

 

 



33 

4.7.1 Controle negativo 

 

Após o período de incubação em banho maria a 37º em over night, a Escherichia coli 

isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 1000 

mL de água cinza bruta estéril. Uma alíquota de 1mL do meio foi analisada em 

espectrofotômetro de absorção para determinação da DO em 600nm. A cada 10 

minutos foi realizada a agitação manual do meio para auxiliar a oxigenação. A cada 

hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para determinação da DO e 

outra alíquota para determinação da UFC/mL. 100 µL do inóculo foram retirados e 

colocados em eppendorf com 900 µL de água fosfatada estéril. As alíquotas foram 

agitadas em Vortex Mixer e diluídas de 10-1 até 10-6.  Nas amostras de 10-3, 10-4, 10-5 

e 10-6, foram tomadas alíquotas de 0,1 mL dessas diluições e a mesmas foram 

espalhadas com uma alça de drigalski nas placas de ágar MacConkey.  Após o 

período de incubação (24 horas a 37ºC), as colônias formadas em cada placa, foram 

contadas de modo a realizar o cálculo de UFC/mL. Para efeito do cálculo foram 

tomadas somente placas contendo entre 30 e 300 colônias. Dessa forma, o número 

de bactérias presente no erlenmeyer no tempo t da amostragem: UFC/mL = número 

de colônias contadas na placa x diluição da amostra.   

Esse mesmo ensaio já havia sido realizado antes, porém, com outra metodologia. 

 

4.7.2 Água cinza bruta estéril acrescida de Escherichia coli isolada do meio com 

suplementação de fósforo  

 

-Ensaio 1: suplementação com 0,2 g/L de fósforo: 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

1000mL de água cinza previamente estéril. Foi então suplementado 0,2 g/L de fósforo 

a água cinza bruta estéril previamente inoculada. Uma alíquota de 1mL da água foi 

analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação da DO em 600nm. A 

cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para auxiliar a oxigenação. 

A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para determinação da 

DO e outra alíquota para determinação do número mais provável (NMP/mL). 10 mL 

da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 90 mL de água fosfatada 

estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados diluições decimais seriadas, para 
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melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das cartelas por 24 horas a 37ºC, 

as mesmas foram analisadas em luz UV, para identificar os poços com fluorescência, 

os mesmos foram contados e posteriormente foi realizada a confecção dos gráficos 

NMP/mL x tempo.  

-Ensaio 2: suplementação com 2 g/L de fósforo: 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

1000mL de água cinza previamente estéril. Foi então suplementado 2,0 g/L de fósforo 

a água cinza bruta estéril previamente inoculada. Uma alíquota de 1mL da água foi 

analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação da DO em 600nm. A 

cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para auxiliar a oxigenação. 

A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para determinação da 

DO e outra alíquota para determinação do número mais provável (NMP/mL). 10 mL 

da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 90 mL de água fosfatada 

estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados diluições decimais seriadas, para 

melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das cartelas por 24 horas a 37ºC, 

as mesmas foram quantificadas em luz UV, para identificar os poços com 

fluorescência, os mesmos foram contados e posteriormente foi realizada a confecção 

dos gráficos NMP/mL x tempo.  

 

4.7.3 Água cinza bruta estéril acrescida de Escherichia coli isolada do meio com 

suplementação de nitrogênio  

 

-Ensaio 1: suplementação com 1,0 g/L de nitrogênio: 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

1000mL de água cinza previamente estéril. Foi então suplementado 1,0 g/L de 

nitrogênio a água cinza bruta estéril previamente inoculada. Uma alíquota de 1mL da 

água foi analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação da DO em 

600nm. A cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para auxiliar a 

oxigenação. A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para 

determinação da DO e outra alíquota para determinação do número mais provável 

(NMP/mL). 10 mL da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 90 mL de 

água fosfatada estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados diluições decimais 
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seriadas, para melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das cartelas por 24 

horas a 37ºC, as mesmas foram quantificadas em luz UV, para identificar os poços 

com fluorescência, os mesmos foram contados e posteriormente foi realizada a 

confecção dos gráficos NMP/mL x tempo.  

-Ensaio 2: suplementação com 10 g/L de nitrogênio: 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

1000mL de água cinza previamente estéril. Foi então suplementado 10 g/L de 

nitrogênio a água cinza bruta estéril previamente inoculada. Uma alíquota de 1mL da 

água foi analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação da DO em 

600nm. A cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para auxiliar a 

oxigenação. A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para 

determinação da DO e outra alíquota para determinação do número mais provável 

(NMP/mL). 10 mL da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 90 mL de 

água fosfatada estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados diluições decimais 

seriadas, para melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das cartelas por 24 

horas a 37ºC, as mesmas foram quantificadas em luz UV, para identificar os poços 

com fluorescência, os mesmos foram contados e posteriormente foi realizado a 

confecção dos gráficos NMP/mL x tempo.  

 

4.7.4 Água cinza bruta estéril acrescida de Escherichia coli isolada do meio com 

suplementação de glicose 

 

-Ensaio 1: suplementação com 0,5 g/L de glicose: 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

1000mL de água cinza previamente estéril. Foi então suplementado 0,5 g/L de glicose 

a água cinza bruta estéril previamente inoculada. Uma alíquota de 1mL da água foi 

analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação da DO em 600nm. A 

cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para auxiliar a oxigenação. 

A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para determinação da 

DO e outra alíquota para determinação do número mais provável (NMP/mL). 10 mL 

da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 90 mL de água fosfatada 

estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados diluições decimais seriadas, para 
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melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das cartelas por 24 horas a 37ºC, 

as mesmas foram quantificadas em luz UV, para identificar os poços com 

fluorescência, os mesmos foram contados e posteriormente foi realizada a confecção 

dos gráficos NMP/mL x tempo.  

-Ensaio 2: suplementação com 10 g/L de glicose: 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

1000mL de água cinza previamente estéril. Foi então suplementado 10 g/L de glicose 

a água cinza bruta estéril previamente inoculada. Uma alíquota de 1mL da água foi 

analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação da DO em 600nm. A 

cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para auxiliar a oxigenação. 

A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota para determinação da 

DO e outra alíquota para determinação do número mais provável (NMP/mL). 10 mL 

da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 90 mL de água fosfatada 

estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados diluições decimais seriadas, para 

melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das cartelas por 24 horas a 37ºC, 

as mesmas foram quantificadas em luz UV, para identificar os poços com 

fluorescência, os mesmos foram contados e posteriormente foi realizada a confecção 

dos gráficos NMP/mL x tempo.  

 

4.7.5 Água cinza bruta estéril acrescida de Escherichia coli isolada do meio com 

suplementação de fósforo e nitrogênio 

 

Após o período de incubação em banho maria a 37ºC em over night, a Escherichia 

coli isolada do meio foi transferida assepticamente para um erlenmeyer contendo 

1000mL de água cinza previamente estéril. Foi então suplementado 0,2 g/L de fósforo 

e 1g/L de nitrogênio a água cinza bruta estéril previamente inoculada. Uma alíquota 

de 1mL da água foi analisada em espectrofotômetro de absorção para determinação 

da DO em 600nm. A cada 10 minutos foi realizado a agitação manual do meio para 

auxiliar a oxigenação. A cada hora foram coletadas 2 alíquotas, sendo uma alíquota 

para determinação da DO e outra alíquota para determinação do número mais 

provável (NMP/mL). 10 mL da amostra foi retirado e colocado em um vidro contendo 

90 mL de água fosfatada estéril. As alíquotas foram agitadas e realizados diluições 

decimais seriadas, para melhor determinação do NMP/mL. Após incubação das 



37 

cartelas por 24 horas a 37ºC, as mesmas foram quantificadas em luz UV, para 

identificar os poços com fluorescência, os mesmos foram contados e posteriormente 

foi realizada a confecção dos gráficos NMP/mL x tempo.  

 

4.8 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

A análise estatística dos resultados da caracterização físico química da água cinza foi 

realizada utilizando o software Biostatistics® para a obtenção da estatística descritiva 

dos parâmetros analisados (média, mediana, desvio padrão, máximo e mínimo). 

As análises estatísticas dos resultados das curvas de crescimento/sobrevivência 

foram realizadas utilizando o Excel® 2010 para a obtenção da estatística descritiva 

dos parâmetros analisados (média geométrica, desvio padrão, erro padrão). O grau 

de confiança foi de 90% em cada gráfico plotado. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO QUÍMICA DA ÁGUA CINZA 

 

A seguir são apresentados os resultados do monitoramento dos parâmetros 

analisados na água cinza, assim como os dados estatísticos e o número de análises 

realizadas (N) (tabela 10). 

 

Tabela 10: Resultados do monitoramento da qualidade da água cinza bruta. Dados estatísticos (média, 
desvio padrão, máximo e mínimo), número de análises realizadas para cada parâmetro (N) e correlação 
de alguns dados com base nos estudos já existentes.  

Parâmetro Resultados desse estudo Dados da literatura+ 

 Média DP Máx. Mín. N Máx Mín. 

Cloro (mg/L) 0,0 0,1 0,2 0 11 - - 
Turbidez 

(NTU) 
18,8 15,2 49,6 2 11 109* 41* 

pH 6,7 0,4 7,3 6,1 11 8* 6,7* 
OD (mg/L) 1,4 0,5 2,2 0,7 11 - - 

Condutividade 
(mS/cm) 

170 0,0 200 120 11 789* 501* 

NTK (mg/L) 5,4 4,5 14 1,7 11 11* 4* 
N-amoniacal 

(mg/L) 
1,9 1,4 5,5 0,4 10 16* 0,3* 

Fósforo Total 
(mg/L) 

0,1 0 0,1 0,1 10 3* 0,1* 

DQO (mg/L) 77 41 128 11 10 112* 11* 
DBO5 (mg/L) 67 37 110 10 10 65* 13* 
Coliformes 

Totais 
(NMP/mL) 

1,1 x 106 - 2,4x 106 2,6x 104 10 5,0x105* 4,0x101* 

Escherichia 
coli (NMP/mL) 

2,0x104 - 7,2x104 1,0x103 10 3,0x103* 2,0x101* 

ST (mg/L) 226,5 190,7 711 97 10 - - 
SST (mg/L) 53,5 44,3 125 8 10 112& 15& 
SDT (mg/L) 173 202,5 680 5 10 - - 
SS (mg/L) 0,4 0,2 0,8 0,2 10 8,1* 2,1* 

Fonte: autoria própria, *adaptado de Laafat et al., 2017. & adaptado de Palmquist e Hanæus, 2005 

 

Conforme a tabela 10 a maioria dos parâmetros analisados encontram-se dentro da 

faixa encontrada na literatura. Os valores de fósforo encontram-se abaixo daqueles 

apresentados na literatura (CHRISPIM e NOLASCO, 2017; GONÇALVES, SIMÕES e 

WANKE, 2010; PAULO et al., 2009), que reportaram valores de 3 – 5 mg/L. Porém 

outros autores como Chaillou et al., (2011) e Knup (2013) mostram valores bem abaixo 

dessa média. Isso pode ser explicado devido aos hábitos de higiene da população, a 

utilização de produtos com menos quantidade de fósforo em sua composição, além 

do fato do sistema não captar água da máquina de lavar roupa.  
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Já o nitrogênio total conforme mostrado na tabela 10, em média, a água cinza 

apresentou valores dentro dos encontrados na literatura, tanto para NTK como N-

amoniacal. A água cinza é pobre em nutrientes como nitrogênio e fósforo quando 

comparado ao esgoto sanitário. Um estudo feito por Knupp (2013) afirma que isso 

pode ocorrer devido à pouca quantidade de urina humana presente na água cinza, o 

que não ocorre no esgoto sanitário. Na água cinza o nitrogênio é originário 

principalmente de proteínas contidas em resíduos de alimentos, produtos de limpeza 

doméstica e produtos de higiene pessoal (SAIDI et al., 2017), como a fonte coletada 

para este estudo não inclui efluente de cozinha, os resultados deste monitoramento 

estão de acordo com o esperado.  

Outro fator que se destaca é a concentração de sólidos totais na amostra, que 

apresentou valores acima do esperado (de 226,5 mg/L para ST). Em Friedler et al., 

(2011) é possível encontrar uma faixa de sólidos totais de 50-700 mg/L. O 

armazenamento de água cinza é um fator que pode eliminar alguns sólidos 

suspensos, como cabelos, fiapos e outros (BOYJOO et al., 2013). Essa alta 

concentração pode ser ocasionada pela caixa de coleta ser bem rasa, logo ao se 

efetuar a coleta todo sólido depositado no fundo pode ter sido acidentalmente 

resuspendido.  

As médias dos valores de turbidez, pH e condutividade elétrica foram 18,8 NTU, 6,7 e 

0,2 µS/cm, respectivamente. Os valores estão dentro da faixa encontrada geralmente 

para água cinza sem a contribuição de efluentes de cozinha (GONÇALVES, SIMÕES 

e WANKE, 2010; CHAILLOU et al., 2011; CHRISPIM e NOLASCO, 2017). 

Foram encontradas altas concentrações de matéria orgânica na água cinza analisada, 

o que pode ser observado através dos valores de DQO e DBO5. 

Para a DQO, a média foi de 77,89 mg/L, enquanto o valor máximo encontrado chegou 

a 128,45 mg/L. Em Leong, Chong e Poh (2018) e Alsulaili et al., (2017) valores 

parecidos foram apresentados para a DQO da água cinza bruta coletada de chuveiros, 

lavatórios e máquina de lavar. Katukiza et al., (2015), por sua vez, corroboram com os 

resultados mínimos de DQO encontrados neste estudo, apresentando valores de 

DQO torno de 27,9 mg/L em locais na qual a fonte seja apenas de chuveiros e 

lavatórios de banheiros, cuja contribuição com matéria orgânica é menor se 

comparada aos efluentes de cozinha. Por conseguinte, a relação DQO/DBO5, 

considerando a média encontrada na água cinza bruta, foi de 1,1 o que indica uma 

elevada biodegradabilidade desse efluente (SAIDI et al., 2017).  
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5.2 CARACTERIZAÇÃO MICROBIOLÓGICA 

 

A concentração de microrganismos indicadores de qualidade de água, avaliados em 

termos de coliformes totais e Escherichia coli na água cinza bruta, foi de 6 e 4 logs10, 

respectivamente (Tabela 10). Ao contrário de outros parâmetros, esses valores não 

variaram muito ao longo do tempo de monitoramento e também são reportados em 

outros estudos (CHAILLOU et al., 2011; CHRISPIM e NOLASCO, 2017; MANDAL et 

al., 2011; KATUKIZA et al., 2015; LEONG, CHONG e POH, 2018). 

 

5.3 ENSAIOS DE AVALIAÇÃO DE SOBREVIVÊNCIA DE ESCHERICHIA COLI EM 

ÁGUA CINZA BRUTA  

 

Após avaliação dos testes bioquímicos confirmatórios, foram plotados os gráficos 

contendo as curvas de crescimento/sobrevivência de Escherichia coli isolada do meio. 

Todos os gráficos possuem o Log10 x tempo.  

Ao longo do trabalho foram utilizados métodos de análises diferentes. Contagem de 

placas (UFC/mL) e método cromofluorogênico, método do número mais provável 

(NMP/mL).  

 

5.3.1 Comportamento da Escherichia coli isolada do meio em água cinza bruta 

 

A figura 3 demonstra o comportamento da Escherichia coli em água cinza bruta por 

um período de 312 horas.  
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Figura 3: Comportamento da Escherichia coli em água cinza bruta. (A) água cinza buta, 

(B) água cinza acrescida de Escherichia coli isolada do meio. 
 
(A) 

 
 
(B)

 
 

 

Conforme análise da figura 3-A pode-se observar que até a 144ª hora não há mudança 

no comportamento da população na amostra. No tempo 168 horas ocorre um aumento 

de 4 log10 da população. Esse crescimento pode estar relacionado com a quantidade 

de nutrientes disponível na amostra, que no tempo 144 horas pode chegar a 

quantidade máxima na amostra. No 216º horas começa a ocorrer o declínio da 

Escherichia coli. No tempo 240 horas ocorre a redução máxima, 3 log10 da Escherichia 

coli. Esse declínio pode estar relacionado com a presença de outros microrganismos 

presentes na água cinza, que podem competir com a Escherichia coli pelos nutrientes 
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presentes no meio. Após essa hora observa-se um recrescimento população de 

Escherichia coli, 1 logo10, e em seguida a fase de equilíbrio da população da amostra. 

Esse recrescimento pode estar relacionado com a disponibilidade de matéria orgânica 

disponível no meio proveniente do declínio da população e Escherichia coli presente 

(observado no tempo 240 horas), com isso é possível que as bactérias que ainda 

estejam em estado de cultivo se aproveitem dessa matéria orgânica e se tornem 

novamente cultiváveis e viáveis. Um estudo realizado por Gregory et al., (2017) 

avaliou a resistência e a decomposição de Escherichia coli em água e sedimentos. oi 

observado que não houve crescimento de Escherichia coli durante os ensaios de 22 

dias, e ocorreu um rápido decaimento de Escherichia coli nos primeiros 4-7 dias.  

A figura 3-B mostra o comportamento da Escherichia coli isolada do meio em água 

cinza bruta, quando ocorreu inoculação de mais 2 log10 de Escherichia coli na amostra 

inicial. O objetivo foi avaliar se haveria mudança brusca na curva de crescimento 

quando houvesse uma grande quantidade de Escherichia coli presente na amostra. 

Comparando a figura 3-A e 3-B observou-se um valor maior da população no tempo 

0 na figura 3-B, 2 log10, e 1 log10 na figura 3-A, o que é de se esperar visto que foi 

inoculado uma quantidade maior de Escherichia coli ao meio como mostrado na figura 

1-B. Devido a quantidade maior de Escherichia coli presente no meio o tamanho da 

população sofreu um amento de 2 log10 nas primeiras 72 horas, o que não ocorreu na 

amostra anterior. A partir do tempo 72 horas foi observado o início do declínio da 

população de Escherichia coli da amostra. Ao final do ensaio ocorreu um declínio de 

3 log10 da população inicial da Escherichia coli da amostra. Analisando a figura 1 pode-

se avaliar um declínio mais rápido da amostra na figura 3-B (tempo 144 horas), isso 

pode estar relacionado com a quantidade de microrganismos presentes nas amostras 

competindo pelos nutrientes disponíveis. Conforme Gregory et al., (2017) 

microrganismo competitivos melhores adaptados ao ambiente podem consumir 

influxos de nutrientes mais rápidos que a Escherichia coli suprimindo ou impedindo 

respostas de crescimento observáveis.  

Estudos realizados por Unc et al., (2006) e Ishii et al., (2010) relataram que a 

Escherichia coli cresce muito melhor em solos estéreis do que o não estéreis, 

indicando assim que a população indígena tem efeito decisivo na sobrevivência da 

Escherichia coli. Estudos de Anderson et al., (2015), demonstrou que a capacidade 

da Escherichia coli para adquirir nutrientes, competir com outros microrganismos, 

sobreviver e crescer no ambiente varia conforme a estirpes e genótipo. Com isso a 
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capacidade de sobrevivência e crescimento entre as cepas de Escherichia coli podem 

causar uma mudança na população de Escherichia coli em águas residuárias ou 

sedimentos de impacto fecal.   

 

 5.3.2 Comportamento da Escherichia coli isolada do meio em Meio A1 e em água 

cinza bruta estéril 

 

A figura 4 demonstra o comportamento da Escherichia coli isolada do meio em 

situações distintas. 
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Figura 4: Comportamento da Escherichia coli isolada do meio. (A) Meio A1, (B) água cinza bruta 
estéril + Meio A1, (C) água cinza bruta estéril. 
 
(A) 

 
 

(B) 

 
 

(C) 
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A figura 4-A demonstra o crescimento de Escherichia coli isolada do meio em Meio 

A1, por um período de 11 horas.  

A figura 4-A mostra que do tempo 3 horas ao tempo 8 horas ocorreu um crescimento 

de 2 log10. Logo após esse período ocorreu um declínio no número de células (1 log10). 

Esse declínio pode estar associado a diminuição da concentração de nutrientes 

disponível no meio. Após a 9º hora observou-se o equilíbrio (fase estacionaria) da 

população.  

A figura 4-B demonstra o comportamento da Escherichia coli em água cinza bruta 

estéril suplementada com meio A1, conforme descrito anteriormente.  

Devido a quantidade de nutrientes disponível na amostra, proveniente do meio A1, 

esperava-se um aumento no tamanho populacional presente. Tal fato foi observado 

na figura 4-B onde ocorreu um aumento populacional total de 7 log10. Devido à grande 

quantidade de nutrientes disponíveis observou-se um crescimento constante da 

população conforme o tempo. Não foi observada fase de declínio até o fim do 

experimento (216 horas). Como a água cinza bruta está estéril não há competição 

pelos nutrientes disponíveis, essa pode ser a hipótese de não se observar o 

decaimento da população de Escherichia coli presente no meio. 

A figura 4-C mostra o comportamento da Escherichia coli isolada do meio em água 

cinza bruta estéril. No tempo 0 a 48 horas observou-se a fase de aclimatação da 

Escherichia coli ao meio, visto que, como ele foi previamente esterilizado, há 

baixíssimas fontes de nutrientes disponíveis, tendo ocorrido um aumento de 2 log10 

em relação a população inicial. Do tempo 48 a 96 horas há um crescimento de 1 log10 

na população.  

No tempo 96 horas a Escherichia coli isolada do meio atingiu o valor máximo de 

crescimento (4 log10). Não é observado fase de declínio até o tempo avaliado da 

amostra (216 horas). Após o tempo 96 horas a população presente no meio matem-

se em equilíbrio. Pode-se concluir, através da análise da figura 4, que mesmo com a 

baixa disponibilidade de nutrientes disponíveis no meio, a Escherichia coli continua 

em um estado viável e cultivável.  

Comparando as figuras 4-B e 4-C observou-se que a presença de nutrientes, nesse 

caso proveniente do Meio A1, influencia diretamente no crescimento da Escherichia 

coli presente no meio. É possível observar que o crescimento/sobrevivência da 

Escherichia coli na presença de Meio A1 apresentou maior variação nos valores de 

crescimento. Além disso, no mesmo gráfico não é observada fase de equilíbrio da 
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população presente, uma vez que a mesma se mantém em crescimento até o fim do 

ensaio.  

A técnica de filtração estéril por membrana (0,22 µm) é muito utilizada e relatada por 

diversos autores para remoção total de bactérias endógenas presentes no meio 

(CHAI, 1983; HENIS et al., 1989; FUJIOKA e UNUTOA, 2006). Porém, foi 

demonstrado que esse procedimento não remove todas as bactérias presentes no 

meio, pois uma fração significativa da flora bacteriana natural pode passar pelo filtro 

sendo capaz de voltar a crescer imediatamente usando o carbono, e outro nutrientes, 

biodisponíveis no meio, não deixando assim substrato livre para a Escherichia coli 

crescer (WANG et al., 2007).  Além disso WANG et al., (2007) afirma que essas 

bactérias filtráveis não podem ser detectadas com técnicas convencionais de 

plaqueamento, mas somente por métodos como microscopia de fluorescência ou 

citometria de fluxo.  

 

5.4 ENSAIOS DE AVALIAÇÃO DE SOBREVIVÊNCIA DE ESCHERICHIA COLI 

ISOLADA DO MEIO EM ÁGUA CINZA BRUTA ESTÉRIL COM SUPLEMENTAÇÃO 

DE NUTRIENTES 

 

5.4.1 Água cinza bruta estéril acrescida de Escherichia coli isolada do meio com 

suplementação de nutrientes 

 

A figura 5, denominado controle negativo, demonstra o comportamento da Escherichia 

coli isolada do meio em água cinza bruta estéril, sem nenhuma adição de nutrientes. 

 

Figura 5: Ensaios de avaliação de sobrevivência de Escherichia coli isolada do meio em água cinza 
bruta estéril com suplementação de nutrientes. 
Controle negativo. 
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O mesmo ensaio já foi apresentado anteriormente (ver figura 4-C), porém as 

metodologias aplicadas foram diferentes.  

A partir da análise da figura 5 se observou um aumento significativo da população de 

Escherichia coli isolada do meio na amostra. No tempo 24 horas observa-se um 

aumento de 2 log10, esse aumento se manteve até o tempo 72 horas onde verificou-

se um declínio da população inicial. No tempo 96 e 144 horas observou-se os dois 

pontos de declínios da população (1 log10). Esse baixo crescimento era esperado, 

visto que a água cinza bruta estéril contém baixa quantidades de nutrientes 

disponíveis, e com o passar das horas, essa quantidade tende a ficar cada vez mais 

escassa.  

A figura 6 apresenta os resultados dos ensaios da avaliação da sobrevivência da 

Escherichia coli isolada do meio em água cinza bruta estéril suplementada com fósforo 

(figura 6-A), com suplementação de nitrogênio (figura 6-B) e com suplementação de 

glicose (figura 6-C).  

 

Figura 6: Ensaios de avaliação de sobrevivência de Escherichia coli isolada do meio em água cinza 
bruta estéril com suplementação de nutrientes (A) Fósforo, (B) nitrogênio, (C) glicose. 
(A) 
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(B) 

  
 

(C) 

 
 

Sabe-se que as bactérias são competidoras superiores de fósforo e que o nitrogênio 

é obtido de fontes orgânicas e inorgânicas (KEIL, 1991). 

A figura 6-A apresenta os resultados das análises do comportamento da Escherichia 

coli isolada do meio na água cinza bruta estéril suplementada com 0,2 g/L de fósforo 

(linha laranja), suplementação de 2,0 g/L de fósforo (linha cinza) e o controle negativo 

(linha azul).  

Nas primeiras 24 horas observou-se um crescimento de 1 log10 na amostra com 

suplementação de 0,2 g/L de fósforo e de 2 log10 na amostra com suplementação de 
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2,0 g/L de fósforo. Estudos de Chudoba et al., (2013), também mostraram contagem 

baixa no primeiro dia de ensaio. No tempo 96 horas ocorreu um pequeno declínio da 

população na amostra do controle negativo, possivelmente devido à redução dos 

nutrientes disponíveis no meio. No tempo 120 horas observou-se um declínio em 

ambas as amostras, na suplementada com 0,2 g/L de fósforo houve um declínio de 2 

log10, já na amostra suplementada com 2,0 g/L de fósforo o declínio foi de 1 log10. Esse 

decréscimo pode ser explicado pela possível diminuição dos níveis de nutrientes 

disponíveis, e considerando a diferença de quantidades na suplementação das 

amostras, foi observado que na amostra suplementada com 2,0 g/L de fósforo o 

decréscimo é menor que na amostra suplementada com 0,2 g/L de fósforo. Chudoba 

et al., (2013) relatou aumento na contagem até o 3º dia de ensaio, sendo observada 

diminuição após esse período. No mesmo estudo, quando os ensaios são realizados 

em amostras mais diluídas a contagem de microrganismos, quando há suplementação 

com fósforo orgânico, aumenta significativamente do primeiro ao segundo dia, sendo 

que no terceiro dia todas as amostras já eram numerosas demais para serem 

contadas. Já em amostras diluídas suplementadas com fósforo inorgânico a contagem 

de microrganismo diminui do primeiro para o segundo dia, indicando que o fósforo 

orgânico teve um efeito positivo maior no crescimento de bactérias do que o fósforo 

inorgânico. 

Já no tempo 144 observou-se um aumento de 1 log10 na amostra suplementada com 

0,2 g/L de fósforo, entrando em equilíbrio com o controle negativo.   

Esse novo crescimento que foi observado no tempo 144 horas pode ter ocorrido 

devido a uma adaptação da população ao meio disponível, além disso, deve-se avaliar 

o estado VBNC de alguma amostra de Escherichia coli isolada do meio presente na 

amostra.  

A partir desse tempo ambas as amostras entram em equilíbrio.  

No tempo 168 horas ambas as amostras se encontravam dentro da mesma faixa de 

crescimento, aproximadamente 3 log10.  

Em estudos realizados por Carlsson e Caron (2001) e Mallin et al., (2004) foi 

observado que o fósforo, e não o nitrogênio, poderia limitar a produção de bactérias 

em sistemas de água doce. Além disso a produção bacteriana é limitada por fósforo 

em ecossistemas costeiros (SUNDARESHWAR et al., 2003). Entres as bactérias que 

são influenciadas pelo aumento das concentrações de fósforo estão as bactérias 

coliformes fecais (MALLIN et al., 2004). Assim como nos estudos realizados por 
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Chuboda et al., (2013), a Escherichia coli não apresentou contagem diferenciada com 

suplementação de fósforo, mesmo ele sendo utilizado em concentrações diferentes.  

A figura 6-B apresenta os resultados das análises do comportamento da Escherichia 

coli isolada do meio na água cinza bruta estéril suplementada com 1,0 g/L de 

nitrogênio (linha laranja), suplementação de 10 g/L de nitrogênio (linha cinza) e o 

controle negativo (linha azul). 

Nas primeiras 48 horas observou-se um crescimento de 2 log10 em ambas as 

amostras. No tempo 72 horas ocorreu um aumento de 2 log10 na amostra 

suplementada com 1,0 g/L de nitrogênio. Já a amostra suplementada com 10 g/L de 

nitrogênio não houve alteração da população no mesmo período. A partir desse tempo 

(72 horas) observou-se o início do declínio da Escherichia coli isolada do meio na 

amostra com 1,0 g/L de nitrogênio. Esse declínio pode estar associado a uma queda 

da quantidade de nutrientes disponíveis no meio, ou até mesmo devido a toxidade da 

amônia presente na amostra, visto que nesse período é possível que todo nitrogênio 

disponível no meio tenha sido convertido em amônia. Já a amostra suplementada com 

10 g/L de nitrogênio começou a apresentar um aumento no mesmo período de tempo 

(72 horas). No tempo 96 horas a amostra suplementada com 10 g/L de nitrogênio 

apresentou um aumento de 5 log10 em relação a população inicial (tempo 24 horas) e 

a amostra suplementada com 1,0 g/L de nitrogênio continuou em declínio. Após 120 

horas de cultivo a amostra suplementada com 1,0 g/L de nitrogênio apresenta o seu 

declínio máximo, 3 logo10 em relação a hora inicial (24 horas), entrando a Escherichia 

coli em equilíbrio a partir desse período, tempo esse que equivale ao período de 

equilíbrio do controle negativo.  

A amostra suplementada com 10 g/L de nitrogênio apresentou um comportamento 

bem diferente, a partir do tempo 120 horas, iniciou-se o declínio da Escherichia coli 

presente na amostra e observou-se um valor nulo da população, em relação a 

população inicial, ou seja, não detectável ao método utilizado. Esse valor nulo 

encontrado pode estar relacionado com a conversão total do nitrogênio em amônia, 

gerando uma excessiva toxidade ao meio, ou ainda devido à falta de nutrientes 

disponíveis ao meio.  

Estudos de Chudoba et al., (2013), mostram que as amostras suplementadas com 

nitrogênio inorgânico apresentaram diminuição da contagem de microrganismo do 

primeiro para o segundo dia, ficando as mesmas bem próxima a amostra de controle.  
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Na água cinza bruta uma fonte com grande quantidade de nitrogênio é a urina, além, 

do efluente da cozinha, porém, esse efluente, no caso do edifício analisado, é 

encaminhado para a rede de esgoto.  

Conforme JOHANSSON (2001) a urina contém em sua composição cerca de 80% de 

nitrogênio e 55% de fósforo aproximadamente. A uréia principal fonte de nitrogênio na 

urina, sofre um processo hidrólise liberando amônia. Estudos de ZANCHETA (2007) 

mostram que a urina estocada depois de 30 dias em recipiente fechado possuía uma 

concentração de aproximadamente 5000 mg/L de amônia, além disso todo o 

nitrogênio orgânico está na forma de amônia, tendo um valor de NTK de 5100 mg/L. 

Nesse estudo ainda foi possível avaliar a queda de 7 log10 na segunda semana de 

estocagem da urina, e após 15 dias essa contagem foi praticamente nula, devido 

sobretudo ao aumento do pH e aumento na concentração de amônia. Já estudos 

realizados por Valentina (2009), não observou alteração da concentração de NTK ao 

longo dos tratamentos biológicos realizados no mesmo edifício, reduzindo somente 

na etapa de decantação. Não foi realizado o monitoramento das quantidades das 

concentrações de nitrogênio nas amostras citadas acima.  

A urina humana também apresenta altas concentrações de coliformes 

termotolerantes. Conforme SILVA (2005), em urina humana estocada não preservada 

as bactérias presentes podem se multiplicar facilmente elevando sua contagem a 

valores superiores a 105, principalmente as bactérias com crescimento rápido como 

as enterobactérias. Com isso mesmo com toda a possível toxidade da amônia 

presente na urina humana, pode-se prever que algum outro microrganismo presente 

na urina possa encontrar um ambiente favorável para sobreviver, fazendo com ocorra 

contaminação da água cinza.  

Pela análise da figura 6-B, poderia ser possível concluir que uma quantidade maior de 

urina presente na água cinza, por exemplo, aumentando a quantidade de micções 

durante o banho, seria uma boa alternativa para se diminuir a população de 

Escherichia coli presente na água cinza. Porém, deve-se levar em conta outros 

microrganismos presentes na urina, que, após período de adaptação, podem 

aumentar a sua população, aumentado assim a contaminação da água cinza.  

A figura 6-C apresenta os resultados das análises do comportamento da Escherichia 

coli isolada do meio na água cinza bruta estéril suplementada com 0,5 g/L de glicose 

(linha laranja), 10 g/L de glicose (linha cinza) e o controle negativo (linha azul).  
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Nas primeiras 24 horas observou-se um aumento do controle negativo de 1 log10, na 

amostra com suplementação de 0,5 g/L de glicose o aumento foi de 3 log10 e na 

amostra com suplementação de 10 g/L de glicose não foi observado aumento em 

relação a população inicial.  

Na 72º hora ocorre um novo aumento da população em ambas as amostras de 4 log10, 

chegando ao pico máximo em ambas no tempo 120 horas. Nesse momento a amostra 

suplementada com 0,5 g/L de glicose apresentou um aumento de 9 log10 em relação 

a amostra inicial (tempo 0 horas). Já a amostra suplementada com 10 g/L de glicose 

apresentou um aumento de 6 log10 em relação a amostra inicial (tempo 0 horas). 

Ocorrendo após esse tempo o declínio da população da amostra em ambas as 

amostras. No tempo 144 horas a amostra suplementada com 10 g/L de glicose 

apresentou valor nulo, não se observou presença de colônias de Escherichia coli nas 

placas analisadas, porém, não se pode afirmar que não há presença da mesma na 

amostra.  

Uma grande dificuldade encontrada nesse estudo foram as contaminações surgidas 

nas placas utilizadas. Uma hipótese é a escolha da dextrose como fonte de glicose, 

visto que ela não é a fonte mais apropriada para cultivo de Escherichia coli, além de 

uma possível contaminação proveniente do meio utilizado, visto que o mesmo não foi 

esterilizado previamente. Um meio mais adequado seria a utilização da lactose como 

fonte de glicose. Além disso mesmo a água cinza bruta estando previamente estéril, 

e o teste HPC tenha dado negativo, algum outro microrganismo, que não tenha sido 

detectado pelo HPC, pode ter encontrado ambiente favorável para se estabilizar na 

amostra. Nos picos de maior crescimento observou-se as maiores contaminações das 

placas.  

Quando se comparou as concentrações diferentes de glicose utilizada no estudo, com 

o controle negativo observa-se um aumento significativo da população de Escherichia 

coli isolada do meio com suplementação de glicose em relação ao controle negativo. 

Esses valores mostram a importância da glicose no metabolismo da Escherichia coli, 

porém, devido as contaminações observadas nas placas levanta a hipótese de 

crescimento de alguma colônia em paralelo com a inoculada. Tais contaminações não 

foram observadas nas amostras de fósforo e nitrogênio.  

Um estudo realizado por Vital (2008), demonstrou que a Escherichia coli patogênica 

O157 foi capaz de crescer em água doce estéril com quantidade reduzida de carbono 

no meio, além disso, foi traçada uma correlação positiva entre carbono orgânico 
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disponível e temperatura com os parâmetros de crescimento do patógeno. Os 

resultados desse estudo foram contrários à visão que os patógenos entéricos não 

podem crescer em água doce natural devido à falta de nutrientes orgânicos.   

Toothman (2009) afirma que os organismos autotróficos são capazes de fixar carbono, 

logo, não são limitados pelo carbono orgânicos. Já os organismos heterotróficos e as 

bactérias entéricas dependem de alguma fonte externa de carbono orgânico.  

Gregory (2017) demonstrou que a sobrevivência de Escherichia coli melhora com a 

adição de nutrientes, o que vai ao encontro ao mostrado nesse estudo. Nos ensaios 

com suplementação de nutrientes foi observado um crescimento maior que nas 

amostras sem suplementação, exceto para o fósforo que apresentou valores de 

crescimento bem próximos dos ensaios sem suplementação. 

Ainda no estudo de Gregory (2017), o crescimento heterotrófico tanto na água quanto 

no sedimento foi mais afetado após alterações nutricionais, sugerindo que o aumento 

da atividade heterotrófica pode ser responsável pela ausência de crescimento da 

Escherichia coli. Esse mesmo estudo ainda indica que a adição de nutriente gerou um 

estímulo para o crescimento das bactérias heterotróficas, porém o mesmo não ocorreu 

para a Escherichia coli, isso sugere que heterotróficos foram capazes de utilizar os 

nutrientes disponíveis e superar a Escherichia coli.  

 

5.4.2 Água cinza bruta estéril acrescida de Escherichia coli isolada do meio com 

suplementação de 0,2 g/L de fósforo e suplementação de 1g/L de nitrogênio 

 

 Ao se alterar dois nutrientes essenciais foi possível observar crescimento nas 

primeiras 24 horas. Esse crescimento é observado até o tempo 96 horas. Após esse 

período a população de Escherichia coli entra em declínio não sendo mais detectada 

ao método utilizado.  

A queda abrupta da população de Escherichia coli pode ser avaliada pela possível 

toxidade causada pela conversão do nitrogênio em amônio, que pode ter sido máxima 

no tempo 72 horas, assim como a diminuição de nutrientes presentes na amostra. 

Outra questão é uma possível reação que pode ter ocorrido entre os meios utilizados 

para suplementação. 

Nos apêndices apresentados a seguir é possível observar os valores de DO das 

amostras analisadas em função do tempo. Em algumas amostras foram observados 
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o aumento cada vez maior da DO, e ao plaquear, ou cartelar a amostra não era 

possível detectar a presença de Escherichia coli isolada do meio.   

Além disso sempre após a esterilização da água cinza bruta era realizado o teste HPC, 

que mesmo mostrando resultados negativos, observava-se em algumas placas 

contaminação, sendo que foi inoculado somente Escherichia coli isolada do meio na 

água cinza bruta estéril, logo, essa contaminação pode ser explicada pelo estado 

VBNC, ou seja, após a esterilização da água cinza bruta algum microrganismo pode 

ter assumido esse estado, não sendo assim detectado no teste HPC, e ao ser 

introduzido, por exemplo, algum nutriente ao meio, ele assume a forma cultivável 

novamente, já que agora possui condições favoráveis a sua sobrevivência.  

Também não se pode afirmar que após o período de declínio das amostras, 

principalmente aquelas que o NMP ou UFC, foram nulo, o meio estaria totalmente 

isento de Escherichia coli, ou qualquer outro microrganismo que não tenha sido 

detectado pelo teste HPC. 

Wang et al., (2008) afirmam que ultrafiltração em escala industrial de águas 

subterrâneas durante a produção de água potável remove a maioria das bactérias 

presentes no meio, porém algumas conseguem passar pela filtração, gerando um 

novo crescimento descontrolado após a filtração, introduzindo assim um risco 

potencial para o crescimento microbiano indesejado (WANG et al., 2008) 

De uma forma geral a disponibilidade de nutrientes como fósforo, nitrogênio e carbono 

é um fator importante que influencia na sobrevivência e crescimento da Escherichia 

coli no meio ambiente, os ambientes naturais normalmente são pobres em nutrientes 

disponíveis, quando se comparado com o trato intestinal de animais de sangue 

quente. Devido sua versatilidade, a Escherichia coli consegue degradar vários tipos 

de substratos de carbono, incluindo os compostos aromáticos (DÍAZ et al., 2001). 

Conforme Franchini e Egli (2006), a Escherichia coli possui uma flexibilidade 

catabólica em condições limitadas de carbono, com isso é possível uma maior 

sobrevivência dela no meio ambiente.  

Além disso a Escherichia coli O157 é capaz de proliferar em baixas condições de 

substratos, além de crescer em competição com outras bactérias originárias de 

ambientes pobres em nutrientes (VITAL et al., 2008). Estudos relatam que bactérias 

indígenas limitam significativamente o crescimento de bactérias entéricas no ambiente 

(CAMPER et al., 1985 ; VAN ELSAS et al., 2007). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004313541200646X#bbib52
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004313541200646X#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004313541200646X#bib47
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Estudos de LeChevallier et al., (1996) e Camper et al., (2000) demonstram uma 

relação entre a concentração de carbono e ocorrência de bactérias coliforme em 

diferentes sistemas de água potável.  

Um outro fator importante, até limitante para o crescimento e competição no meio 

ambiente é a temperatura, sabe-se que a Escherichia coli é influenciada por 

temperaturas ditas ideais (Raghuberer e Matches, 1990).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S004313541200646X#bib41
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6 CONCLUSÕES 

 

A densidade de Escherichia coli isolada do meio detectada na amostra de água cinza 

bruta foi de 4 log10. Essa densidade foi constante durante todo o período monitorado.  

O comportamento da Escherichia coli isolada do meio em água cinza bruta mostra 

que, a mesma manteve-se em fase estacionária por 6 dias, apresentando crescimento 

exponencial até o sétimo dia de incubação onde voltou a entrar em fase estacionária 

por 2 dias e entrou em declínio.  Mesmo com baixa concentração de nutrientes como 

nitrogênio e fósforo presentes na amostra de água cinza, ocorreu um crescimento da 

população presente no meio após 6 dias de incubação. Tal comportamento pode 

evidenciar a capacidade da Escherichia coli isolada do meio a adaptar-se ao meio 

mantendo-se presente na água cinza. 

Quanto a influência de nutrientes no crescimento/sobrevivência da Escherichia coli 

isolada do meio em água cinza bruta estéril a amostra suplementada com fósforo nas 

concentrações testadas não fez diferença significativa no crescimento da bactéria 

analisada. Por outro lado, quando a água cinza bruta estéril foi suplementada com 

diferentes concentrações de nitrogênio observou-se diferença no 

crescimento/sobrevivência da Escherichia coli isolada do meio. Na amostra 

suplementada com 10g/L de nitrogênio foi observado uma maior densidade de 

Escherichia coli e um maior tempo de sobrevivência da mesma antes da fase de 

declínio. Esse comportamento da Escherichia coli frente a concentração de nitrogênio 

na água cinza abre a discussão a respeito do ato de urinar no banho, que pode ser 

prejudicial à qualidade microbiológica da água cinza.  

Ainda quanto a influência da amostra suplementada com carbono, temos que a 

amostra com suplementação de glicose apresentou maior crescimento da população 

de Escherichia coli, mesmo a dextrose não sendo uma fonte mais apropriada para 

suplementação da glicose, porém, esse aumento demonstra a enorme capacidade da 

Escherichia coli em absorver carbono do meio em que se encontra. 
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7 RECOMENDAÇÕES 

 

Realizar um maior número de repetições das amostras utilizando os métodos 

cromofluorogênico e contagem de placas. 

 

Avaliar o possível estado VBNC dos microrganismos, que mesmo em meios adversos 

ao seu, podem se adaptar e apresentar novamente um estado cultivável. 

 

Avaliar a presença de outros microrganismos presentes na água cinza como 

Salmonella, Pseudomonas, Staphilococos e Enterococos quando se há 

suplementação de nutrientes. 

 

Avaliar a toxidade da amônia em diferentes concentrações, para que se consiga 

detectar o limite de toxidade mínimo para a Escherichia coli isolada do meio. 

 

Utilizar outra fonte rica em glicose (lactose ou galactose), para se avaliar o 

comportamento da Escherichia coli isolada do meio.  

 

Utilizar soluções de nutrientes previamente estéreis, evitando assim uma possível 

contaminação da água cinza utilizada. 
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ANEXO A 

Recomendações para transporte, quantidade, preservação, armazenamento e 

prazo de validade da amostra conforme o parâmetro a ser analisado. 

 

Ensaio Recipiente Quantidade 
da amostra 

Preservação Armazenamento Prazo de 
validade 

Cloro residual 
total e livre (em 

campo) 

- - - - Ensaio 
imediato 

 
 

Turbidez Frasco 
plástico 

descartável 
(polímero 

inerte); 
Frasco de 

vidro neutro 

250 mL Resfriamento 
(em gelo) 

Refrigeração a 
4ºC ± 2ºC 

48 horas 
 
 
 
 
 
 
 

Turbidez (em 
campo) 

- - - - Ensaio 
imediato 

 
pH (em campo) - - - - Ensaio 

imediato 
 

Condutividade Frasco 
plástico 

descartável 
(polímero 

inerte); 
Frasco de 

vidro neutro 

250 mL Resfriamento 
(em gelo) 

Refrigeração a 
4ºC ± 2ºC 

28 dias 

Condutividade 
em campo 

- - - - Ensaio 
imediato 

Nitrogênio 
amoniacal, 
Nitrogênio 

Kjeldahl, Fósforo 
total 

Frasco 
plástico 

descartável 
(polímero 

inerte); 
Frasco de 

vidro neutro 

250 mL H2SO4 1+1 até 
pH < 2 

Resfriamento 
(em gelo) 

Refrigeração a 
4ºC ± 2ºC 

Nitrogênio 
– 7 dias; 
Fósforo 

total – 28 
dias 

 
 
 

Ortofosfato Frasco 
plástico 

descartável 
(polímero 

inerte); 
Frasco de 

vidro neutro 

250 mL Resfriamento 
(em gelo). 
Filtrar em 
campo em 
membrana 

0,45mm 

Refrigeração a 
4ºC ± 2ºC 

48 horas 

DBO5 Frasco 
plástico 

descartável 
(polímero 

inerte); 
Frasco de 

vidro neutro 

2 frascos de 
1 L 

Resfriamento 
(em gelo) 

Refrigeração a 
4ºC ± 2ºC 

24 horas 
48 horas 
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DQO Frasco 
plástico 

descartável 
(polímero 

inerte); 
Frasco de 

vidro neutro 

250 mL H2SO4 1+1 até 
pH≤2 

Resfriamento 
(em gelo) 

Refrigeração a 
4ºC ± 2ºC 

7 dias 
28 dias 

 
 
 
 
 
 

Indicadores 
bacterianos 

Frasco 
plástico 

descartável 
(de polímero 

inerte; 
Frasco de 

vidro neutro; 
Sacos 

plásticos 
estéreis. 

100 mL Resfriamento 
(em gelo) 

Refrigeração 
entre 2 ºC e 8ºC 

e proteger da 
luz. Não 
congelar 

30h (prazo 
regulatório) 

24h 
(análise 

para 
controle) 

 
 
 
 
 

Sólidos totais Frasco 
plástico 

descartável 
(polímero 

inerte); 
Frasco de 

vidro neutro 

500 mL Resfriamento 
(em gelo) 

Refrigeração a 
4ºC ± 2ºC 

7 dias 
 
 
 
 
 
 
 

Sólidos 
sedimentáveis 

Frasco 
plástico 

descartável 
(polímero 

inerte); 
Frasco de 

vidro neutro 

1,5 L Resfriamento 
(em gelo) 

Refrigeração a 
4ºC ± 2º 

C 

24 horas 

Fonte: Adaptado de CETESB, 2012.  
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APÊNDICE A 

Acompanhamento da DO x tempo: Meio A1 acrescido de Escherichia coli isolada 

do meio  

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,024 0 0,017 

1 0,05 1 0,024 

2 0,088 2 0,035 

3 0,166 3 0,05 

4 0,294 4 0,106 

5 0,532 5 0,192 

6 0,712 6 0,302 

7 0,841 7 0,476 

8 0,918 8 0,7 

9 0,97 9 0,839 

10 1,02 10 0,894 

11 1,02 11 0,931 
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APÊNDICE B 

Acompanhamento da DO x tempo: comportamento da Escherichia coli em água 

cinza 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,011 0 0,015 

24 0,03 24 0,02 

48 0,039 48 0,042 

72 0,1 72 0,1 

144 0,091 144 0,094 

168 0,147 168 0,151 

192 0,146 192 0,146 

216 0,099 216 0,01 

240 0,16 240 0,172 

264 0,144 264 0,148 

288 0,110 288 0,113 

312 0,105 312 0,110 
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APÊNCICE C 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta acrescida de Escherichia 

coli isolada do meio 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) OD (600 nm) Tempo (horas) OD (600 nm) 

0 0,022 0 0,03 

24 0,412 24 0,473 

48 0,47 48 0,55 

72 0,531 72 0,531 

144 0,539 144 0,905 

192 0,43 192 0,479 

216 0,41 216 0,48 

240 0,36 240 0,43 
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APÊNDICE D 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril acrescida de 

Escherichia coli isolada do meio  

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) OD (600 nm) Tempo (horas) OD (600 nm) 

0 0,008 0 0,008 

24 0,033 24 0,033 

48 0,175 48 0,180 

72 0,204 72 0,208 

96 0,223 96 0,229 

120 0,243 120 0,250 

144 0,225 144 0,230 

168 0,23 168 0,235 

192 0,228 192 0,0227 

216 0,241 216 0,234 
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APÊNDICE E 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril + Meio A1 acrescido 

de Escherichia coli isolada do meio 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,018 0 0,024 

24 0,459 24 0,05 

48 0,327 48 0,088 

72 0,292 72 0,166 

96 0,35 96 0,294 

120 0,41 120 0,532 

144 0,495 144 0,490 

168 0,53 168 0,570 

192 0,674 192 0,601 

216 0,7 216 0,7 
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APÊNDICE F 

Acompanhamento da DO x tempo: controle negativo. 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,015 0 0,018 

24 0,108 24 0,112 

48 0,273 48 0,275 

96 0,398 96 0,398 

120 0,418 120 0,420 

144 0,406 144 0,403 

168 0,43 168 0,45 
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APÊNDICE G 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril acrescida de 

Escherichia coli isolada do meio suplementada com 0,2g de fósforo. 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,02 0 0,02 

24 0,083 24 0,085 

48 0,194 48 0,192 

96 0,194 96 0,197 

120 0,173 120 0,169 

144 0,16 144 0,171 

168 0,18 168 0,179 
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APÊNDICE H 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril acrescida de 

Escherichia coli isolada do meio suplementada com 2,0g de fósforo. 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600nm) 

0 0,011 0 0,015 

24 0,147 24 0,144 

48 0,28 48 0,32 

96 0,271 96 0,273 

120 0,279 120 0,28 

144 0,289 144 0,287 

168 0,285 168 0,288 
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APÊNDICE I 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril acrescida de 

Escherichia coli isolada do meio suplementada com 1,0g de nitrogênio. 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,012 0 0,014 

24 0,142 24 0,145 

48 0,252 48 0,26 

72 0,337 72 0,34 

96 0,294 96 0,289 

120 0,212 120 0,218 

144 0,217 144 0,22 
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APÊNDICE J 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril acrescida de 

Escherichia coli isolada do meio suplementada com 10,0g de nitrogênio. 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600nm) 

0 0,009 0 0,01 

24 0,084 24 0,09 

48 0,125 48 0,128 

72 0,222 72 0,225 

96 0,186 96 0,189 

120 0,153 120 0,16 

144 0,143 144 0,149 
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APÊNDICE K 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril acrescida de 

Escherichia coli isolada do meio suplementada com 0,5g de glicose. 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,003 0 0,005 

24 0,091 24 0,095 

48 0,084 48 0,082 

72 0,371 72 0,38 

96 0,649 96 0,653 

120 0,882 120 0,887 

144 0,824 144 0,833 
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APÊNDICE L 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril acrescida de 

Escherichia coli isolada do meio suplementada com 10,0g de glicose. 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,2 0 0,22 

24 0,364 24 0,38 

48 0,253 48 0,252 

72 0,194 72 0,201 

96 0,294 96 0,298 

120 0,571 120 0,599 

144 0,718 144 0,719 
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APÊNCIDE M 

Acompanhamento da DO x tempo: água cinza bruta estéril acrescida de 

inóculo de Escherichia coli endógena suplementada com 0,2g de fósforo + 

1,0g de nitrogênio. 

Amostra 1  Amostra 2  

Tempo (horas) DO (600 nm) Tempo (horas) DO (600 nm) 

0 0,019 0 0,018 

24 0,323 24 0,330 

48 0,290 48 0,275 

72 219 72 0,225 

96 0,235 96 0,240 

 


