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ATIVIDADE PRATICA
Preparo do in6culo

- Para preparar 200 ml do caldo YEPD, pesa-se 4g de glicose, 4g de peptona e 2g de
extrato de levedura.
- Diluem-se os compostos em 200 ml de 4gua destilada.

- No caso da contagem por plagueamento, adiciona-se a 100 ml do caldo YEPD 1,5 a
1,7g de Agar, apds misturar leva ao banho-maria até diluicdo completa (aspecto
cristalino).

- Os meios de cultura quando preparados devem ser protegidos com tampdes e papel
Kraft em seguida autoclavados para esterilizacdo durante 20 minutos a 120°C.

- Depois de esterilizados adiciona-se 0,59 de levedura (fermento liofilizado) e deixa na
estufa de inoculag&o por 24 horas.

Contagem de leveduras

A viabilidade celular é extremamente importante para o desenvolvimento do processo
fermentativo, esta relacionada com a quantidade de células viaveis, ou seja, as que
estdo metabolicamente ativas.

A proporgdo de células viaveis em uma cultura ou processo fermentativo pode ser

avaliada pelas técnicas de plagueamento em meios de cultura adequados ou por
observacao microscopica usando Camera de Neubauer e usando coloragdo das células
com azul de metileno. O azul de metileno torna-se incolor na presenca de enzimas
ativas, entdo indicando células viaveis. E se permanecer azul significa que a célula ndo
esta viavel.

As contagens e estudo de viabilidade utilizando corante como azul de metileno sdo mais
utilizadas pela rapidez e facilidade da analise.

Técnica microscOpica - contagem em camara de Neubauer

- Diluir a cultura 1:100 (10?) em agua peptonada 0,1%;
- Colocar em um tubo 1 ml do corante (corante azul de metileno 0,01% + citrato de

sodio 2%);

- Com pipeta Pasteur montar a cAmara de Neubauer (ver montagem no item 2.1.1)

- Levar ao microscépio e usando a objetiva de 40x proceder a contagem das células;

- O numero de células contadas pode ser ajustado pela diluicdo ou ndo do material
analisado, e para melhor precisdo da analise a diluicdo da amostra devera resultar em
torno de 200 células por quadrante.

- Anotar o numero de células por campo diferenciando as células viaveis (sem
coloracdo) e as células inativas (coradas), calcular a porcentagem de células viaveis
considerando 100% o total de células contadas;

- Fazer a contagem nos quadrantes A (mostrados na Figura 3) e fazer a média dos 4
guadrantes. Utilizando o valor médio por quadrante.

- Para calcular o numero de células viaveis/ml:

Considerando que depois de ler as quatro areas A (quadrantes) foi feita a média e
resultou em 95 células viaveis e foi feita uma diluicdo de 1:100 ou 107,
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sabendo-se que:

1. O volume de cada quadrante é de 0,1 mm?® ou em 0,0001 cm? ou 0,0001 mL
(Icm3=1mL)
2. Ao contar o numero total de células de um quadrante tem-se 0 nimero de
células em 0,0001 mL ou em 1 x %4 mL
3. Fazer a seguinte regra de trés:
1 x 10 mL — Numero de células contadas (C)
1 mL - N células
Multiplicando em cruz:
Nx104=Cx1
N =C x 1/10* ou
N = C x 10* células/mL e multiplicar pelo fator de diluigdo

Assim, pelo exemplo de 95 células contadas e diluicdo de 1:100
N = C x 10* x dilui¢do

N =95 x 10* x 100

N = 9,5 x 107 células/mL

Preparo da camara de Neubauer e colocagao da amostra

Lavar a camara de Neubauer com agua destilada e passar alcool 70 %, em seguida
secar com papel macio tomando cuidado para deixar bem seco e nao grudar nenhum
fiapo de papel na cdmara. Faz-se o mesmo procedimento com a laminula. Fixar a
laminula com &gua nas laterais da camara.

Com uma micropipeta de 100 ou 50 L, coleta-se a amostra a ser analisada e deposita-
se cuidadosamente entre a camara e a laminula tomando cuidado para preencher
totalmente o volume da camara sem deixar vazar e/ou cair amostra sobre a laminula.
Para tanto deve-se aproximar a pipeta da camara, com uma gota na ponta, sem
encostar na laminula, o suficiente para que a amostra seja arrastada por capilaridade.

Técnica de plagueamento

- Placas de Petri e pipetas devem ser esterilizadas embrulhadas em papel ou em
recipientes proprios.

- A solucéo de 4gua peptonada é colocada no volume de 9 mL em tubos. A seguir tampa-
se e esteriliza-se em autoclave.

- A amostra a ser analisada deve ser representativa do ponto selecionado. Das amostras
sdao feitas diluicdes decimais utilizando-se solugbdes contidas nos tubos.

- Feitas as dilui¢cBes, selecionam-se as que serdo processadas. A seguir, retira-se uma
aliguota do tubo da diluicdo selecionada e transfere-se para a placa que contera ou néo
0 meio de cultura, dependendo da técnica a ser aplicada (superficie = 0,1 mL ou “pour
plate” = 1 mL).

- Caso a placa ndo contenha o meio, este devera ser colocado posteriormente, ja
liquefeito e a uma temperatura (x 50°C), vertendo-o sobre a amostra, fazendo-se
movimentos em forma de oito para homogeneiza-la no meio antes da solidificacao
(técnica “pour plate”).

- Caso 0 meio ja tenha sido colocado na placa, este deve estar frio e solidificado ao se
colocar a amostra na superficie. Neste caso a amostra é espalhada com auxilio de uma
espatula de Drigalsky (técnica de superficie).

- Marcar na placa o meio, a amostra, a diluicdo, o volume de amostra e a data do
experimento.

- Ap6s estarem solidificadas, as placas entdo sao incubadas a 28 °C (leveduras), pode-
se aplicar também uma temperatura de 30°C para bactérias e leveduras.
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- A incubacao deve ser por 24 a 48 horas e, a seguir, as colénias sdo contadas. O
experimento deve sempre ser feito em placas com duplicatas.
- Calcular o namero de células viaveis/mi:
Ex. de contagem na diluicdo a 107, plagueando-se 0,1 ml
Placa 1: 110 coldnias
Placa 2: 130 colonias
Média: 120 colbnias

Faz-se um regra de trés

120 colbnias — 0,1 mL
X colénias — 1 mL
Multiplicando em cruz fica:
Xx0,1=120x1
X =120/0,1
X = 1200 colbnias
Multiplicando pela diluicdo, se a diluicdo foi 103, multiplica-se por 10° (=1000)

1200 x 10° =12 x 10° ou 1,2 x 10% UFC/mL
UFC = unidades formadoras de col6nias
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