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RTEIRO 3: CONTINUAGAO: METODOS DE QUANTIFICAGAO DE CELULAS -
CONTAGEM DIRETA

1- INTRODUGAO
1.2 - CONTAGEM DIRETA DE CELULAS DE LEVEDURAS EM CAMARA DE NEUBAUER

Trata-se de um método de quantificacdo direta de células em suspenséo liquida,
realizado por meio da contagem em Camara de Neubauer. Para tanto, uma aliquota da
amostra é depositada no espago existente entre a camara e a laminula que a cobre. A
camara de Neubauer possui formato retangular e é delimitada por dois sulcos, formando
trés plataformas (Figura 1). A plataforma central contém a area reticulada e encontra-se 0,1
mm abaixo das plataformas laterais. Ao posicionar a laminula sobre as plataformas laterais,
forma-se um espaco de 0,1 mm de profundidade entre alaminula e a area reticulada central.

A area reticulada possui dimensdes de 3 mm x 3 mm, totalizando 9 mm?. O quadrado
central dessa area é subdividido em 25 quadriculo, e cada um deles é novamente dividido
em 16 quadrados menores (reticulos). Dessa forma, o quadrado central contém 400
reticulos utilizados para a contagem celular.

Figura 1: Esquema representando a cdmara de Neubauer, seguida de informacdes sobre
suas dimensdes

quadrado central = 25 quadriculos
1 quadriculo = 16 reticulos
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Divisbes da Camara:

- Area total reticulada: 3 mm x 3 mm (9 mm?)
- Profundidade: 0,1 mm

- Volume de 0,9 mm3

- Quadrado central: 25 quadriculo

- Cada quadriculo contém 16 pequenos reticulos

Quando contamos células na Camara de Neubauer, contamos em um volume muito
pequeno.

A area central tem:
e Area:1mmx1mm=1mm?
e Profundidade da cdmara: 0,1 mm
Ent&o, o volume analisado em 1 quadrado grande é:

1mm? x 0,1 mm = 0,1 mm3=10* mL

Apbs contagem no microscépio do numero de células, aplica-se o calculo descrito a seguir
para o numero total de células na amostra.

1- Contagem pelos quadrados 1, 2, 3 e 4.
N° de células/mL=n/4 X 10%;

n = numero de células nos quadrados 1, 2, 3 e 4.

2- Contagem pelos quadriculos A, B,C,De E
N° de células /mL=n X 5 X 10%;

n = numero de células nos quadriculos A, B, C, D e E.
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2- OBJETIVOS:

Realizar a quantificacdo de células de leveduras pelo método de contagem direta

em camara.

3-PROCEDIMENTO

Sera utilizada uma suspenséao de células de levedura (Saccharomyces cerevisiae)
e corante azul de metileno.

3.1- CONTAGEM DIRETA DE CELULAS DE LEVEDURAS EM CAMARA DE NEUBAUER

1.

Adicionar 1 mL da amostra em um microtubo e acrescentar 3 gotas de azul de
metileno, homogenizando suavemente;

Encostar a ponta da micropipeta na borda da laminula e preencher
cuidadosamente o espaco da camara por capilaridade, evitando formacao de
bolhas;

Colocar a laminula;

Posicionar a cdmara no microscoépio e ajustar o aumento para 400X;
Contagem das células: Contar as células em 4 quadrados grandes de um lado
da camara:

Calcular a média dividindo o total por 4 ou contar as células nos quadriculos A,
B, C, D e E e multiplicar o valor obtido por 5.

Critérios para a contagem: Contar células isoladas normalmente. Para
aglomerados onde as células sao visiveis individualmente, contar cada célula.
Para aglomerados onde ndo é possivel distinguir as células, contar o grumo
como 1 unidade. Adicionar 1 mL da amostra e adicionar 3 gotas de azul de

metileno



