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METODOS DE QUANTIFICACAO DO NUMERO DE CELULAS DE
MICRORGANISMOS

ROTEIRO 1
1- INTRODUGAO

Existem varios métodos para a contagem do numero de células de
microrganismos, algumas técnicas permitem a quantificagdo de células viaveis
enquanto outras quantificam o numero total. As técnicas mais utilizadas sao:

1. Turbidimetria
2. Contagem do numero de Unidade Formadora Colénias (UFC)
3. Contagem direta em camara de Neubauer

1.1 - CONTAGEM DE CFLULAS EM PLACA PETRI (UFC - UNIDADE
FORMADORA DE COLONIAS)

O método de diluicdo em placa, ou contagem de Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC), € uma técnica padrao utilizada tanto para o isolamento quanto para a
quantificagdo de microrganismos viaveis. O principio desse método requer que uma
unica célula, apés semeadura na superficie de um meio de cultura soélido, se
multiplique até originar uma colénia macroscopica, isolada e visivel. Por depender
desse crescimento individualizado, o método é relativamente demorado. Em
culturas com concentragcdes elevadas de células, o processo € otimizado pela
aplicacao de diluicbes seriadas em placa, tipicamente na razdo de 1:10, conforme
demonstrado na Figura 1
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Figura 1: Procedimento geral de diluigdo seriada para uso em técnica de
semeadura em meio solido.
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Fonte: Adaptado de SEELEY; VANDEMARK e LEE, 1999

O calculo de UFC é obtido de acordo com a féormula:

UFC= Numero de colbnias na placa X fator de diluicdo/ volume do in6culo

1.2 TURBIDIMETRIA OU ESPECTROFOTOMETRIA

A espectrofotometria constitui um método indireto para a quantificacdo da
biomassa celular, que se baseia na medig¢ao da turbidez de uma suspenséo liquida.
Esta turbidez é quantificada em unidades de Absorbancia (Abs) ou Densidade
Optica (DO), utilizando um espectrofotdmetro. Quando um feixe de luz incide na
suspensdao microbiana, os raios luminosos s&do dispersos pelas células em
suspensédo, e apenas o remanescente atravessa o meio até o detector (Figura 2).
Consequentemente, quanto maior a concentragao de células na cultura, menor a
quantidade de luz que atinge o detector.
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A detecgdo da luz é usualmente expressa como a porcentagem de luz
transmitida (Transmitancia). A Absorbancia (DO) €& calculada a partir da
Transmitancia pela relacédo: Abs= 2 — log de %. Dessa forma, a absorbéancia
aumenta proporcionalmente ao aumento do numero de células em suspensao
(dentro da faixa de linearidade do instrumento). E importante ressaltar que a leitura
depende de fatores instrumentais cruciais, como o comprimento de onda, a
intensidade da luz incidente e o didmetro do recipiente de leitura.

A partir da construcdo de uma curva-padrao que correlaciona concentragdes
celulares conhecidas com suas respectivas medi¢cdes de Absorbancia, € possivel
estimar de forma rapida e eficiente a concentragao celular (ou massa) em amostras
cuja concentragao € desconhecida.

Figura 2: Método de espectrofotometria para medida de crescimentos celular.
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Fonte: Adaptado de SEELEY; VANDEMARK e LEE, 1997.
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2- OBJETIVOS

Determinar o numero de células viaveis em uma suspensao de células de
leveduras pelo método de Unidade Formadora de Colbnia (UFC) e quantificar a
massa celular (mg/mL) pelo método de Turbidimetria.

3-PROCEDIMENTO
3.1 - CONTAGEM DE CELULAS LEVEDURAS EM PLACA DE PETRI (UFC)

1. A partir da suspenséao de células de levedura de Saccharomyces cerevisiae com
concentracao desconhecida fazer uma primeira diluicdo 100x em garrafa com
99 mL de solugao salina. Em seguida, fazer diluicbes seriadas por seriadas de
10-% a 10"° em tubos de ensaio contendo 18,0 mL de Salina 1% estéril;

2. Espalhar com a alga de Drigalski estéril 0,1 ml das ultimas dilui¢cdes em 3 placas
de Petri com o meio Agar Nutriente;

3. Lacrar e identificar as placas;

4. Incubar as placas invertida a 28 °C por 2 dias na estufa;

5. Contar as colbnias na placa onde o numero deve ser de 30-25 a 250-300
colbénias. Calcular o numero de coldnias utilizando o conceito de Unidade
Formadora de Colénias (UFC) por mililitro da suspensao de células.

3.2 - QUANTIFICAGAO POR TURBIDIMETRIA DE UMA AMOSTRA
DESCONHECIDA

1. Utilizando um ponto de diluicdo do procedimento anterior, adicionar na
cubeta 2 mL da suspensao celular e medir a Abs no espectrofotémetro
(comprimento de onda de 600nm).
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2. Anotar a medida de Abs que sera aplicada na Curva Padréao (Abs X mg/mL)
para determinar, a concentracdo de massa celular (mg/mL) da amostra em
analise.



