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Introducéo

A Microbiologia, como ciéncia independente, utiliza um conjunto de métodos proprios,
destinados a quantificar os microrganismos presentes num determinado substrato. Tais
métodos, revelam-se de um interesse inestimavel, pois permitem determinar e pesquisar
determinados tipos de microrganismos com importancia nos alimentos e noutros substratos, e
consequentemente, averiguar da qualidade microbioldgica e higiénica, em que esses alimentos
sdo produzidos, processados, conservados e comercializados.

No presente trabalho, iremos apresentar os principais métodos de avaliacdo
quantitativa de populacGes microbianas, também conhecidos por métodos de contagem, e

apresentar os seus fundamentos, a sua natureza e a expressao dos seus resultados.

Meétodos de Avaliacdo Quantitativa de Populacdes Microbianas
Métodos Directos:

- Método de Breed

- Métodos da Camara de Contagem

- Método da Filtracdo

- Métodos Electronicos (Coulter Counter)

Fundamento:

Todos estes métodos, sdo designados de directos, por permitirem a contagem dos
microrganismos directamente, todos utilizando o microscopio fotonico para executar a
contagem, a excepcao do método de Coulter Counter.

Natureza:

Quanto a natureza dos resultados, estes métodos, classificam-se de métodos de
contagens de totais, isto &, permitem a avaliacdo de todos 0s microrganismos presentes na
amostra (viaveis e ndo viaveis), ja que, pela sua natureza e execucao, nao € possivel distinguir

0S microrganismos vivos dos mortos.
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Expressao:
Os resultados, de todos estes métodos, exprimem-se pelo nimero de microrganismos

por um determinado volume de substrato (N/ml).

Meétodos Culturais:
- Método das Placas
- Método das Membranas Filtrantes

- Método do NMP (Método dos tubos multiplos)

Estes métodos, como o préprio nome sugere, implicam a cultura dos microrganismos,
0 seu crescimento e multiplicacdo durante um determinado periodo de tempo (tempo de
incubacdo), apds o qual, se procede a contagem das colénias formadas, ou de outras
manifestacdes do crescimento, como por exemplo, a producdo de acido e/ou de gas. Séo
portanto métodos indirectos.

Fundamento:

Estes métodos fundamentam-se no facto de uma determinada quantidade de amostra,
ao ser inoculada em determinadas condi¢fes, num meio de cultura, os microrganismos nela
presentes, ficardo separados uns dos outros, individualmente, e por consequéncia, se presumir
que as coldnias resultantes, sdo originadas a partir da multiplicacdo de uma so6 célula (método
das placas e método da membranas filtrantes). No caso do método do NMP (NUmero Mais
Provavel), o resultado é determinado em funcdo do nimero de tubos positivos (formacéo de

acido ou de gas), obtidos nos ensaios experimentais.
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Natureza:

Estes métodos, ao implicarem crescimento dos microrganismos, apenas contabilizam
0S microrganismos capazes de crescer (viaveis) e por isso sdo considerados métodos de
contagem de viaveis. Atente-se que, presumivelmente, estes métodos apenas contabilizam
dentro dos microrganismos viaveis, eventualmente, existentes no alimento ou noutro substrato,
aqueles, que, possuam capacidade de crescimento nos meios de cultura e nas condigdes
ambientais impostas por cada método.

Expressao:

Todos estes métodos, tal como os métodos directos, exprimem-se pelo numero de
microrganismos por um determinado volume de alimento. Normalmente (N/ml), se o alimento
for liquido, ou (N/g), se o alimento for sélido. No caso do método das placas é corrente e mais
rigoroso, expressar-se os resultados em UFC/ml ou UFC/g (UFC = unidades formadoras de

colodnias).

Meétodos Indirectos ou de Quantitativos totais

- Métodos turbidimétricos
- Métodos de medicdo de actividade

Nestes métodos ndo se avaliam quantitativamente as células individuais, mas, pelo
contrario, medem-se algumas caracteristicas globais da populacdo (exp: turvacdo e
actividade). Tém a vantagem de serem métodos rapidos e a desvantagem de estarem limitados
a avaliacGes comparativas em condicBes previamente fixadas.

Dentro dos métodos de medicdo da actividade, encontra-se 0 método da reducdo de
corantes (reducéo do azul de metileno e reducdo da resazurina) com importancia na avaliacéo
da qualidade microbiologica dos leites. Estes métodos ndo tém aplicacdo na microbiologia

enoldgica.
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Trabalho Pratico

N° 1

Avaliacao Quantitativa de Populacdes Microbianas

(Método de Breed)
(Com pouco ou nenhum interesse em mostos e vinhos)

Obijectivos:
- Conhecer e executar o método de Breed.
- Compreender os seus fundamentos tedricos, a sua natureza e a expressao dos
resultados.

- Aplicar o método ao leite e ao iogurte.
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Introducéo

Este método de contagem directa, foi idealizado para a avaliagdo do numero de
bactérias do leite. Embora se possa aplicar na avaliacdo total de bactérias de outros substratos,
nomeadamente, iogurtes, suspensdes bacterianas, ou até em amostras de solo, é no leite que
este método continua a ter uma aplicacéo generalizada.

O leite cru, isto ¢, acabado de ordenhar e antes de ser sujeito a qualquer tratamento
térmico, constitui um 6ptimo meio de cultura para o crescimento de diversos tipos de
microrganismos, em especial bactérias, pelo que o nimero total de bactérias presentes, apos a
ordenha, constitui um importante parametro de avaliacdo, quer da sua qualidade
microbioldgica, quer das condi¢es de higiene das instalacdes da sala de ordenha, quer dos
recipientes de recolha e transporte.

O método de Breed, por ser expedito, rapido e suficientemente rigoroso, fornece
resultados imediatos e permite classificar os diversos lotes de leite, em diversas categorias de

qualidade, de acordo com a carga bacteriana que possuem.

Material
- Baldo com amostra de leite
- Pipetas de Breed (ou micropipeta de volume adequada)
- Escantilhdo de Breed
- Laminas
- Ansas e agulhas
- Pingas
- Bico de Bunsen
- Azul-de-metileno
- Alcool etilico a 95 %
- Xilol
- Tinas
- Oleo de imerséo

- Microscopio fotonico
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Procedimento

-Prepare uma lamina, bem limpa e desengordurada e coloque-a em cima do escantilhdo
de Breed.

- Homogeneize muito bem, a amostra de leite, agitando o baldo onde este se encontra.

- Retire asseticamente, com o auxilio da pipeta de Breed ou de uma micropipeta 0,01
ml de leite e deposite-o, cuidadosamente, em cima da lamina.

- Com a ansa esterilizada e arrefecida, espalhe cuidadosamente, a amostra do leite, de
forma a ndo ultrapassar os limites da quadricula de 1 cm de lado, inscrita no escantilhdo.

- Com o auxilio de uma pinga, coloque a Idmina, com a amostra do leite voltada para
cima e seque-a a chama do bico de Bunsen, numa posi¢do em que suporte perfeitamente o
calor. (Esta secagem deve ser demorada e gradual para que o esfregaco ndo estilhace.)

- Depois de seco, desengordure o esfregaco, colocando a ldmina no interior da tina que
contém xilol, durante 1-2 minutos.

- Fixe o esfregaco, mergulhando a lamina em &lcool etilico, durante 1 minuto. A
fixacdo pode também ser feita pelo calor, passando trés vezes a lamina pelo interior da chama
do bico de Bunsen, mas no caso do leite ndo se aconselha, devido aos elevados teores de
gordura.

- Inunde o esfregago com azul-de-metileno a 1% e deixe actuar durante 5 minutos.

- Deite fora 0 excesso de corante e lave cuidadosamente com agua.

- Absorva o excesso de agua com papel absorvente e acabe a secagem a chama do bico
de Bunsen.

- Observe ao microscopio e conte as bactérias e/ou agrupamentos de bactérias que
observa em cada campo microscopio.

- Deve contar de 25 a 50 campos.

- Registe 0 niumero de bactérias contadas em cada campo.
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Célculos

Para determinar o nimero de bactérias existente por ml de leite, precisa de calcular a
area do campo, dado pela objectiva x100.

A érea do campo = 3,14 x r?, em que 3,14 é o valor de m e r o valor do raio, que no caso
dos microscopios que possui € de 0,09 mm. Deve verificar estes valores.

Entdo a area do campo da objectiva x 100 = 0,025 mm?

A éarea total da preparagdo é de 1 cm? ou seja 100 mm2. Entdo na preparacio que
ocupa uma éarea de 100 mm? é possivel observar 100/0,025 ou seja 4000 campos
microscopicos.

Assim, sendo n (numero médio de bactérias contadas por campo), 0 numero total de
bactérias existentes na area de 1cm? é de n x 4000.

Como na area de 1cm? se colocou 0,01 ml de leite significa que (n x 4000) representa o
namero de bactérias existentes em 0,01 ml de leite.

Logo N / ml (numero de bactérias por ml de leite) = n x 4000 x 100 ou seja:

N/ml = n x 400000
Costuma designar-se 0 numero 400000, como o factor do microscopio e que depende,
obviamente, das caracteristicas do microscopio, nhomeadamente, do diametro de campo das
objectivas. Este factor estd de acordo com os microscépios fotonicos, em uso no laboratorio.
Se a amostra utilizada for recolhida de uma dilui¢do prévia do substrato, claro que na formula
anterior tera que se ter em conta, o factor de diluicdo (fd). Assim, a férmula anterior tomara a

seguinte forma:

N/ml = n x 400000 x 1/fd

Bibliografia: Baseado na NP-460: 1985.
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Trabalho Pratico

N°2

Avaliacao Quantitativa de Populacdes Microbianas

(Método das Camaras de Contagem)

Objectivos:
- Execugéo de uma suspensao microbiana.
- Execucéo do método das caAmaras de contagem.

- Compreenséo dos fundamentos, natureza e expressao dos resultados do método.
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Introducéo

O método das camaras de contagem tem a vantagem de ser expedito, rapido,
econdmico e preciso. Este método, avalia por contagem directa, o numero de células vivas e
mortas, pelo que é considerado um metodo de contagem de totais, tal como o método de
Breed. A sua aplicagdo é restrita a avaliacdo quantitativa de populacbes elevadas de
microrganismos, nomeadamente, bactérias e leveduras. Tal como o método de Breed, este
método utiliza o microscopio fotonico, que através de uma ampliacdo adequada, permite a
contagem rapida e directa dos microrganismos.

As camaras de contagem sdo dispositivos em vidro, standartizados, que possuem uma
area escavada, onde estd gravado um reticulado constituido por quadriculas de dimensdes
diferentes, mas rigorosamente conhecidas.

O reticulado padréo é constituido, nas suas maiores dimensdes por um quadrado com 3
mm de lado. Este quadrado, encontra-se dividido em quadrados mais pequenos, possuindo
cada um, 1 mm de lado, num total de nove quadrados. Cada um destes quadrados denomina-se
divisdo. Cada uma destas divisdes €, por sua vez, subdividida horizontalmente, em quadriculas
mais pequenas, cada uma tendo a forma de um rectangulo com 0,25 mm por 1mm. As trés
divisdes centrais, sdo também divididas, perpendicularmente, definindo-se nas trés divisdes
centrais, quadriculas em forma de quadrado com 0,25 mm de lado. Cada rectangulo e cada
quadrado, assim definido, denominam-se subdivisdes de 1* Ordem. Por fim, na diviséo
central, cada quadrado de 0,25 mm de lado esta dividido em 25 quadrados mais pequenos,
tendo cada um, as dimensdes de 0,05 mm de lado. Estes quadrados de 0,05 mm de lado

denominam-se subdivisdes de 22 Ordem.

Tipos de Camaras de Contagem

Existem dois tipos de camaras de contagem. As camaras de Petroff-Hausser e as
camaras de Neubauer. Ambas possuem constituicdo e reticulados idénticos, apenas diferem
na profundidade. As camaras de Neubauer possuem uma profundidade (distancia na vertical
entre o fundo e a parte inferior da lamela) de 0,1 mm, e por isso utilizadas na contagem de

leveduras. As camaras de Petroff-Hausser, por seu turno, possuem uma profundidade mais
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reduzida, igual a 1/5 da profundidade das cdmaras de Neubauer, ou seja de 0,02 mm. As
camaras de Petroff-Hausser s&o, por isso mesmo, destinadas a contagem de bactérias.

Determinacdo do numero de leveduras numa suspensdo, ou huma determinada fase de
uma fermentacéo alcodlica (avaliacdo do numero de leveduras por grama do liofilizado
de leveduras comerciais (LSA) e monitorizagdo do processo de vinificagéo).

Material

- Leveduras secas activas (LSA)
- Microscopio fotdénico composto
- Amostra retirada de uma fermentacao alcodlica em curso
- Cémaras de Neubauer
- Pipetas de 1 ml
- Pipetas de Pasteur
- Tetinas
- Tubos de ensaio com 9 ml de agua destilada ou solucdo de Ringer e esterilizada
- Bico de Bunsen

- Vortex

Procedimento

- Prepare uma suspensdo a partir das leveduras fornecidas. Utilize leveduras secas
activas (LSA). Para isso, pese assepticamente 1 g de LSA e com o0s cuidados necessarios
cologue num tubo de ensaio contendo 9 ml de &gua ou de solucdo de Ringer esterilizadas.
Neste tubo obtém a diluicdo 1072,

- Prepare a camara de Neubauer. Esta deve estar perfeitamente seca e limpa. Coloque-a
em posi¢do adequada e coloque cuidadosamente a lamela.

- Execute, correctamente, o enchimento da cAmara. Para isso, depois de homogeneizar
0 tubo que contém a suspensdo por agitagdo no vortex ou a amostra de mosto/vinho, retire
uma determinada quantidade, com uma pipeta de Pasteur, e deposite uma gota entre a lamela e

a camara e verifique que esta fica totalmente preenchida com a suspenséo.
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- Coloque, cuidadosamente, a cAmara na platina do microscépio e foque correctamente
com a objectiva x10. Faca as regula¢Ges necessarias a obtencdo de uma imagem bem focada e
correctamente iluminada.

- Antes de proceder a contagem, escolha a malha estatistica. Entende-se por malha
estatistica, a quadricula ou associa¢es de quadriculas, cujas areas contenham entre 10 e 20
celulas.

- Definida a malha estatistica, conte o nimero de leveduras em cada uma, de 25 a 50
malhas estatisticas, (para maior rapidez conte em 10 malhas) anote esses numeros,
percorrendo os dois lados da camara. A contagem faz-se com a objectiva x40.

- Durante a contagem ira debater-se com um problema. Como contabilizar as células
que ficaram colocadas em cima dos riscos que delimitam as malhas definidas? Uma forma a
seguir, é considerar os microrganismos colocados, por exemplo, no risco de cima e da direita
de cada malha, como pertencentes a essa malha. Seguir sempre este critério em todas as
malhas contadas. Daqui resulta, obviamente, que os microrganismos colocados nos riscos
inferior e esquerdo da malha ndo sdo incluidos nessa malha.

- No final da contagem lave cuidadosamente a cadmara e a lamela em agua corrente, coloque a
escorrer e guarde-as depois de secas.

- No caso da suspensdo com LSA contiver um nimero exagerado de células, prossiga
as diluicBes e execute as necessarias para obter um nimero contavel adequado.

Célculos

Apds a contagem das malhas definidas, metade em cada uma das partes da camara,
faca a média aritmética, obtendo assim o nimero médio de leveduras existentes no volume
definido pela malha.

Seja n, esse numero médio.
Seja V, o volume definido pela malha. V (mm?®)= area da malha x p, com p = 0,1mm.
Ent&o, o nimero de leveduras por ml (N/ml), sera:
N/ml = (n x 1000) / V
Se a contagem for executada numa determinada diluicdo, o numero encontrado pela
formula anterior, deverd ser multiplicado pelo inverso da diluicdo onde se fez a

contagem.
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Trabalho Pratico

N° 3

Avaliacdo Quantitativa de Populacdes Microbianas

(Método das Placas)

Obijectivos:
- Execucdo de diluicdes decimais.
- Execucdo de sementeiras por incorporacao e por espalhamento a superficie.

- Compreenséo dos fundamentos, natureza e expressao dos resultados.
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Introducéo
O método das placas tem uma generalizada aplicagdo nas industrias agro-alimentares,

pois permite, com resultados bastante fiaveis, a determinagdo da carga microbiana dos
alimentos, quer solidos, quer liquidos, dando indicacbes muito precisas acerca da sua
qualidade microbioldgica.

Trata-se de um método cultural e indirecto, que avalia 0 niUmero de microrganismos
viaveis, existentes no alimento. Uma amostra quantificada do alimento é, adequadamente,
diluida e, de cada uma das diluicdes efectuadas, inocula-se uma determinada quantidade de
inbculo para uma placa de Petri esterilizada, através de uma das seguintes técnicas de
sementeira: sementeira por incorporagdo, sementeira por espalhamento a superficie ou
sementeira por inundacao.

O método das placas é de realizacdo facil, pode ser adaptado a quantificacdo de
populacdes microbianas de qualquer grandeza e de outros substratos, tendo ainda grande
sensibilidade na determinacdo de pequenos nimeros de microrganismos.

Ao tratar-se de um método cultural, implica o uso de meios de cultura e de condi¢des
de incubacdo, que permitam o crescimento de microrganismos, os quais irdo formar coldnias.
Assim, de acordo com 0 meio de cultura utilizado e das condices de incubacdo utilizadas,
este método permite quantificar diferentes tipos de microrganismos, nomeadamente bactérias,
bolores e leveduras vidveis, assim como, diferentes tipos ecofisioldgicos, em particular de
bactérias (termdfilas, mesofilas, psicrotroficas, esporuladas, aer6bias e anaerdbias estritas),

que interesse quantificar.

Método das Placas:

Fundamento:

Este método baseia-se no principio de que cada microrganismo viavel inoculado, em
determinadas condicOes, dara, no final do periodo de incubacdo, uma colonia isolada.
Obviamente, que este principio, fundamenta-se no pressuposto de que a suspensao - diluicdo

de microrganismos seja homogénea e que ndo possua agregados de células.
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Natureza:

Devido as suas caracteristicas, este método determina apenas 0S microrganismos
viaveis, eventualmente, existentes na amostra. E mais, sé quantifica, aqueles microrganismos,
que tenham capacidade de crescer no meio de cultura e nas condicdes de incubacao utilizadas.

Trata-se de um método de contagem de viaveis.

Expressao:

Contando o numero de colonias, que se formaram nas placas inoculadas, com uma
determinada diluigdo (devem eleger-se as placas que possuam um namero de colénias entre 30
e 300) e conhecendo o factor da diluigdo que as originou, facilmente se determina o nimero de
microrganismos viaveis, existentes por grama (alimento sélido) ou por ml (alimento liquido)
ou por grama de solo, se aplicado a este substrato.

Como sabemos que determinados tipo de bactérias, tém tendéncia a formar agregados
(estafilococos, estreptococos), as contagens resultantes serdo mais baixas que o ndmero de
células individuais, pois cada um dos agregados formara apenas uma col6nia. Por este motivo,
é que os resultados obtidos por este método, se devem expressar pelo nimero de unidades
formadoras de col6nias (UFC/ml ou UFC/g). Assim, pode ser uma unidade formadora de
colénias: uma célula, um agregado, um esporo, ou um pedaco de uma hifa, o que torna, esta

expressdo dos resultados, mais ajustada a natureza do método.
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Aplicacdo do Método das Placas em Mostos/Vinhos, para a Determinacao:
- Flora Microbiana Total.
-Leveduras Sacaromices (do genero Saccharomyces) e Nao Sacaromices (leveduras
pertencentes a outros géneros).
- Bactérias Lacticas.

Solucdes diluidoras e meios de cultura

Como, ja foi referido, a execucdo do método das placas pressupde a realizacdo de
diluicdes quantificadas do alimento que se pretende analisar. Para que isso seja possivel,
torna-se necessario a preparacao de solugdes diluidoras, adequadas a cada tipo de alimento ou
substrato.

Qualquer que seja a solucdo diluidora utilizada, esta deve obedecer aos seguintes
requisitos (NP 2079 de 1989):

- Solucdo estéril destinada a preparacdo da suspensdo - mée e diluigdes;
- Possuir uma composi¢do quimica, que nao prejudique o desenvolvimento da
flora microbiana a analisar;

- Ser isotonica e possuir um pH neutro.
As solugdes diluidoras mais correntemente utilizadas séo:
Solucéo de Ringer a 1/4
Esta solucdo desidratada, encontra-se ja preparada no comércio, sob a forma de
drageias. Esta solucdo é particularmente indicada, para a execucdo de dilui¢bes de leites,
produtos lacteos e outros alimentos.
Peptona - sal

Salvo indicagdo em contréario, esta solucdo pode-se aplicar, duma forma geral, a todos

0s produtos alimenticios. Apresenta a seguinte composi¢&o:
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Peptona tripsica de caseina...........ccoovevverveiennn, 1g
Cloreto de SOdiO0..........cccevveveiieiieiecie e 8,50
Agua destilada.............cccoevreeiresieieeieeenns 1000 ml

Agua peptonada tamponada
Esta solucdo esta particularmente indicada para a diluicdo de alimentos a base de ovos.

Encontra-se ja preparada no comércio e apresenta a seguinte composi¢ao:

PEPTONA. ... 10 g
Cloreto de SOAI0..........cccvevveiieiie e, 59
Monohidrogenofosfato de sddio (NapHPO4 12H70)................. 99
Diidrogenofosfato de potassio (KHoPO4).......ccovvvvieiiiinienen. 159
AgQua destilada...........ccevveevceeieieeeeeeeee e 1000 ml

Preparacao da solucdo de Ringer a 1/4

Como o objectivo do trabalho prético é a determinagdo dos microrganismos viaveis
existentes ao longo da fermentacdo alcodlica (em amostras retiradas no inicio, meio e fim da
fermentacdo alcodlica), interessa preparar a solucdo de Ringer, pelo que se ird preparar uma

determinada quantidade desta solu¢éo:

Material
Bal&o de 1000 ml vazio
Agua destilada
Placa de aquecimento magnética
Provetas
Pipetas de 10 ml
Tubos de ensaio de 16x160mm

Distribuidor automatico.
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Procedimento:

- De acordo com o rétulo, verifica que para a obtencdo de 500 ml de solucgdo de Ringer,
precisa de dissolver 1 drageia.

- Para a preparacdo de 250 ml, tera que utilizar meia drageia. Corte, com uma faca,
cuidadosamente uma drageia em duas.

- Meca, com uma proveta, 250 ml de dgua destilada para o baldo adequado e introduza
a metade da drageia.

- Faca a dissolucdo com agitamento e aqueca até a ebulicdo se for necessario.

- Distribua com o auxilio de uma pipeta de 10 ml ou com o distribuidor automatico,
rigorosamente, 9 ml para cada um dos tubos de ensaio de 16x160ml. (isto porque vamos
utilizar dilui¢bes decimais.).

- Rolhe os tubos com tampas metélicas, ou com algod&o cardado.

- Esteriliza-se, em autoclave a 121 OC, durante 15 minutos.

Determinacéo da Flora Microbiana Total
- Preparacao dos meios de cultura:
O meio de cultura que vamos utilizar, encontra-se ja preparado comercialmente, com a

denominacdo de Plate Count Agar (PCA), da Merck, cuja composi¢do é a seguinte:

PCA (g/L):

Peptona de caseina..........ccccceeeeeeneennn S5¢g
Extracto de levedura...........c.cccoeeveeuennnn 250
D-GIUCOSE.......oiiiiiiiieic e 19
AGar-Agar........cccoeviiiiiineene e 149
Agua destilada............c.coovverreiereennn. 1000 ml
Material

Utilize o material necessario e nas condi¢cdes exigidas para a preparacdo dos meios de

cultura desidratados, que ja conhece.
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Procedimento

- Prepare 500 ml, do meio de cultura indicado, pesando a quantidade necesséria para tal
volume, de acordo com as instrucdes do fabricante.

- Distribua o meio de cultura em volumes de 15 ml a 20 ml, em cada um dos tubos de

ensaio fornecidos.

- Esterilize em autoclave a 1210C, durante 15 minutos.

Determinacéo de Leveduras Sacaromyces (do género Saccharomyces) e N&o

Sacaromyces (leveduras pertencentes a outros géneros).

- Preparacao dos meios de cultura:
Sao varios 0s meios de cultura existentes no comércio, usados para a determinacdo de
leveduras e bolores, nos diversos substratos ou amostras. Meios de cultura como o PDA
(Patato Dextrose Agar), SABOURAUD, com ou sem antibiotico, para inibicdo de bactérias,
YGC (Yeast Extract Glucose Chloramphenicol), ja com o antibidtico incorporado, para
inibicdo do crescimento bacteriano, séo alguns exemplos.
No entanto, em microbiologia enoldgica convém, sempre que possivel, determinar grupos
cada vez mais especificos de microrganismos. Interessa neste caso saber como evoluem, ao
longo da fermentacdo alcodlica, as populacBes de leveduras do grupo Saccharomyces das
leveduras ndo Saccharomyces. Interessa entdo formular meios de cultura que privilegiem o
crescimento de umas em detrimento de outras, de forma a imprimir selectividade.
Meios de cultura em que a fonte de azoto seja 0 aminoacido lisina, permitem sé o crescimento
das leveduras ndo — Saccharomyces, uma vez que as espécies de Saccharomyces, incluindo a
S. cerevisiae, sdo incapazes de utilizar a lisina como fonte de azoto.
A tolerancia ao alcool etilico e ao metabissulfito de sédio ou de potassio (sulfuroso), pode
também ser utilizado para orientar a selectividade dos meios de cultura, quanto ao crescimento
das leveduras Saccharomyces em relacdo as ndo — Saccharomyces. Assim, meios de cultura
contendo 12% (120 ml/L) de alcool etilico e 0.015% (150 mg/L) de metabissulfito de sédio ou
de potassio inibe ou prejudica o crescimento das leveduras ndo — Saccharomyces, devido a sua

menor tolerancia a estes compostos.
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Para levitar o crescimento de Bolores, pode também juntar-se a estes meios, o antifingico
cycloexamida (actidione) a razdo de 10 a 50 mg/L.
Para evitar o crescimento de bactérias, deve juntar-se ao meio o antibiotico oxytetracyclina a

razdo de 100 mg/L, ou outro antibidtico.

Assim para a determinacdo das leveduras ndo Saccharomyces, vamos preparar 500 ml

de meio de cultura Lisina Agar, com a seguinte composic¢ao por litro:

Lisina Agar (g/L):

LisSina.....ooovviiiiiiii e 10g
Extracto de levedura......................... 05¢g
GlCOSE. . uevieiiiii i 10g
Adar-Agar.........coeiiiiiiiiii, 20¢g
Aguadestilada.............................. 1000 ml
Material

Utilize o material necessario e nas condi¢des exigidas para a prepara¢do dos meios de

cultura desidratados, que ja conhece.

Procedimento
- Prepare 500 ml, do meio de cultura indicado, pesando a quantidade necessaria para

tal, de cada um d os ingredientes. pH ajustado a 5.5.

- Esterilize em autoclave a 1219C, durante 15 minutos.
- Distribua o meio de cultura, assepticamente, em placas de petri esterilizadas a razdo

de 15 ml a 20 ml, por placa.
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Para a determinacéo das leveduras Saccharomyces, vamos preparar 500 ml de meio de
cultura YGC (Modificado) com a seguinte composic¢ao por litro:

YGC (g/L):

Extracto de Levedura........................ 5¢g
GlCOSE. ..t 20¢g
Chloramphenicol....................o.o..e 0.1g
Adar — Agar........coiiiiiiiii I5¢g
Metabissultito de potassio.................. 150 mg
Alcool etilico absoluto....................... 120 ml
Aguadestilada..................coocooiiiil 880 ml

Em alternativa, iremos preparar para leveduras Saccharomyces e ndo Saccharomyces 0s meios
de cultura PDA (Patato Dextrose Agar), que ja existe em formulacfes desidratadas
comerciais), mas preferencialmente iremos preparar o meio de SABOURAUD, com
Cloranfenicol, que tem a vantagem relativamente ao PDA, de inibir o crescimento de bactérias
e permitir um crescimento abundante, tanto de leveduras do género Saccharomyces como dos
outros géneros.
Material

Utilize o material necessario e nas condi¢des exigidas para a prepara¢do dos meios de

cultura desidratados, que ja conhece.

Procedimento
- Prepare 500 ml, do meio de cultura indicado, pesando a quantidade necessaria para

tal, de cada um dos ingredientes.

- Esterilize em autoclave a 1219C, durante 15 minutos.

- Depois da esterilizacdo, arrefeca em banho-maria a 50 °C, e junte o alcool etilico,
misturando bem.

- Distribua 0 meio de cultura, assepticamente, em placas de petri esterilizadas a razao

de 15 ml a 20 ml, por placa.
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Para a determinacdo das bactérias lacticas, vamos usar o meio de cultura, ja
comercializado no comércio sob a forma de pd, designado MRS Agar (de Man, Rogosa e
Sharpe). Este meio de cultura pode ser modificado com a incorporacdo de 20 % de sumo de
tomate, ou de mosto, 0.2% de acido L- malico e 100 mg/L de Actidione (Cycloexamida).

Composigéo por litro:

MRS (Modificado) (g/L):

Peptona de caseina................c.oevvennnne 10g
Extracto decarne...............ccooviiiinnnn. 8g
Extracto de levedura............................. 4¢g
GlCOSE vt 20g

K2 HPO4uooiiiiie e 29

Tween 80 ....oviiiiiiiiii lg
Citrato de amonio.............oceevvivniennennnnn. 2g
Acetato de SOdio ........o.eviiiiiiiiiii, 5g
Sulfato de magnésio..............cooeoeviiiinn.. 02¢g
Sulfato de manganés....................ooeeene. 0,04 g
Agar- agar.......ooooiiiiiii i l4¢g
ActidiONe. .. ..oviii i 100 mg
Sumo de tomate............coooiiiiiiiiiian, 200 ml
Agua destilada---------=---==--==------- ---800 ml.
Material

Utilize o material necessario e nas condi¢cdes exigidas para a preparacao dos meios de

cultura desidratados, que ja conhece.
Procedimento

- Prepare 500 ml, do meio de cultura indicado, pesando a quantidade necessaria para tal

volume, de acordo com as instrugdes do fabricante.
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- Distribua o meio de cultura em volumes de 15 ml a 20 ml, em cada um dos tubos de

ensaio fornecidos.

- Esterilize em autoclave a 1180C, durante 15 minutos.

Execucédo das diluicdes decimais

- Identifique os tubos onde vai realizar as diluicdes.

- Homogeneize, convenientemente a amostra de mosto/vinho fornecida, para obter uma
perfeita distribuicdo dos microrganismos.

- Com os cuidados de assépsia que ja conhece, pipetar 1 ml da amostra, depois de ter
esvaziado e enchido a pipeta 3 a 5 vezes, para o primeiro tubo contendo 9 ml de solugédo de
Ringer esterilizada.

- Homogeneize cuidadosamente este tubo, utilizando o vortex, de modo que o turbilhdo
ndo atinja a bordadura do tubo. Pipetar com nova pipeta esterilizada, 1ml do 1° tubo e
transfira-o para o segundo, sem que a ponta da pipeta toque na superficies da solucéo.

- Proceda, sempre da mesma maneira, até executar todas as dilui¢ces pretendidas.

- No presente caso, executamos 7 dilui¢des decimais: 102, 102, 103, 10*, 10°, 10,
107,

Na figura seguinte esta representado a técnica das diluicdes decimais:

tml 1mL 1mL 1mL imL 1mL

( Wi Rl R | W R/

Caga tubo
contém & miL
ve salna

iore g 1o Diluigdo Seriada

Plaqueamento i “' i na RaZéO 1 /1 0

de 1 mL do cada
duigho

| Contagem de Col6nias |

Figura: Técnica das diluicdes decimais.
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Inoculacéo (sementeira)

- A técnica de sementeira que vamos utilizar, para a determinacdo da flora microbiana
total e para a determinacéo das bactérias lacticas, denomina-se sementeira por incorporacao.

Na figura seguinte esta representada a técnica de sementeira por incorporagéo:

Adicao do inteulo o Adigao do meio de Hemogenezagdodo  Apds incubagio, observagao
fundo da placa vazia. cultura lurdido infcule com o meio  das coldnias crescidas 1anto na
oslénl alravés de movimentos  supardicie como no nlenor do
Suaves agar solidificado

Figura: Técnica de sementeira por incorporacao.

- Outra técnica, utilizada para a determinacdo de bolores e leveduras, € a sementeira
por espalhamento a superficie. Esta técnica, implica que as placas ja contenham o meio de
cultura solidificado, e, consiste em espalhar o inéculo, uniformemente, a superficie do meio de
cultura, usando um espalhador de vidro esterilizado a chama e arrefecido.

Na figura seguinte estd representada a técnica de sementeira por espalhamento a

A - s

superficie:

Adigao do indculo @ Espalhamonto do inoculo em { Apds incubagdo, cbsorvagao
superdicie do mew de feda a supericie do melo com das coldnlas crescidas na
culura solido auxito do alga de Dngalsky superticie do men de cultura

Figura: Técnica de sementeira por espalhamento a superficie.
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Procedimento

- Com os cuidados de assepsia, transfira com uma pipeta estéril, 1ml da primeira dilui¢éo, para
a placa de Petri estéril e vazia correspondente, ndo esquecendo de efectuar a sua
homogeneizacdo previa. Proceda da mesma maneira para as varias dilui¢oes.

- Incorpore e misture ao indculo de cada placa, os 15 ml do meio de cultura, fundido e

arrefecido a 50 OC, vertendo de uma vez s6 no interior da placa. Execute cinco movimentos de
rotacdo para a direita, cinco para a esquerda, cinco na horizontal e cinco na vertical, sem que o
meio de cultura salte para a tampa da placa. Estes movimentos visam a distribuicdo
homogénea dos microrganismos e a sua incorporacao no meio de cultura.

- Deixe solidificar as placas em cima da bancada, o que acontece passados alguns

poucos minutos.

Incubacéo

As placas de Petri, assim semeadas, sdo colocadas na estufa, a temperatura desejada (no caso,

a 30 OC), durante 48 a 72 horas, em posi¢do invertida.

Leitura e interpretacao dos resultados

Apos, o periodo de incubacéo, procede-se a contagem das col6nias formadas. Escolhe-se para
a contagem das colonias, a placa, correspondente a diluicdo, que originar entre 30 e 300

colodnias. Esta, sera a nossa diluicao definidora.

Apresentacéo dos resultados

De acordo com as NPs, e para diminuir os erros estatisticos, devem-se inocular duas
placas por cada diluicdo efectuada. N6s s6 inoculamos uma, apenas para economizar material,
e porque este trabalho, tem apenas objectivos pedagdgicos e didacticos.

a) Selecciona-se a diluicdo que provocou 0 aparecimento de uma ou duas placas,
contendo entre 30 e 300 coldnias.

b) Calcula-se a média do numero de coldnias contadas nessas placas.

c) Apenas se consideram dois algarismos significativos.

A.F.M.P.-Préticas Microbiologicas 25



d) Para um numero de 3 algarismos, arredonda-se ao zero mais proximo. Se o 3°
algarismo for 5, arredonda-se ao zero inferior.
e) Multiplica-se este valor pelo inverso do factor da diluicdo correspondente, para se
obter o nimero de microrganismos por mililitro ou por grama da amostra.

f) Expressa-se o resultado por um namero compreendido entre 1,0 e 9,9, multiplicado

por 10N, sendo n a poténcia de 10 apropriada.
No caso de todas as placas semeadas ndo apresentarem colonias, os resultados

apresentam-se da seguinte maneira:

- Alimentos liquidos: menos de 1 microrganismo por ml.
- Outros alimentos (Suspensdo - mde): menos de 1x n microrganismos por

grama, sendo n o inverso do factor de diluicdo da suspensdo mée.

No caso das placas semeadas com a amostra (alimentos liquidos), ou com a suspenséo
-mae (outros produtos), conterem menos de 30 col6nias, o resultado apresenta-se da seguinte
maneira:
- Alimentos liquidos: menos de 30 microrganismos por ml.
- Outros alimentos: menos de 30x n microrganismos por grama, sendo n o

inverso do factor de diluicdo da suspensdo-mae.

No caso de todas as placas semeadas se encontrar um nimero de col6nias superior a
300, o resultado apresenta-se assim:
- mais de 300 x n, microrganismos por ml ou por grama, sendo n o inverso do factor da

diluicdo mais elevada, em que ocorreram as mais de 300 colonias.

Nota:
A suspensdo-mae, realiza-se para alimentos ndo liquidos e prepara-se colhendo,
assepticamente, diversos pedacinhos de diferentes lugares do alimento, até perfazer uma

amostra de tamanho adequado e representativa (normalmente 10 g).
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Estas 10 g, introduzem-se, num baldo ou num saco de pléastico esterilizados contendo
90 ml de solucéo diluidora estéril. Homogeneiza-se muito bem, mecanicamente, o baldo, ou
mais modernamente, 0 saco, no Stomacker, durante 1 a 2 minutos, de forma a obter uma
suspensdo homogénea e capaz de ser pipetada.

A partir desta suspensdo-mae, realizam-se as outras diluicBes necesséarias, procedendo-
se do mesmo modo, como o explicado anteriormente, para os alimentos liquidos.

Iremos ter oportunidade de prepararmos uma suspensdo-mae, quando aplicarmos o
método das placas a um alimento sélido (carne, salsichas frescas, fiambre ou saladas, por
exemplo).

Recomendacoes:

Para um, eventual, melhor esclarecimento destes assuntos, recomendamos a leitura de:

- NP - 402 (1966) - Colheita de amostras de leite.

- NP - 403 (1983) - Leites: Preparacdo das amostras para analise.

- NP - 1828 (1982)- Colheita de amostras para analise microbioldgica.

- NP - 1829 (1982)- Preparacdo da amostra para analise microbioldgica.

- NP - 1995 (1982)- Regras gerais para contagem de microrganismos a 30 °C

- NP - 2079 (1989)- Regras gerais para analise microbiologica.
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MICROBIOLOGIA ENOLOGICA
PROTOCOLO N°4
Sensibilidade das Leveduras ao Sulfuroso (SOz2)
Prepare uma solucdo de Sulfuroso a 5%. Para isso dissolva 10g de Metabissulfito de Sodio ou
de Potassio em 100 ml de agua destilada (Metabissulfito de Sodio ou de Potassio doseia 50%
de sulfuroso).
Prepare séries de 9 tubos de ensaio (16x160), com 10 ml de mosto de uva a 50% (agua
destilada misturada com mosto de uva na proporcdo de 1:1), tantas quantas as necessarias para
os isolamentos ou tipos de leveduras ou bactérias a ensaiar.
Dentro de cada tubo coloque em posic¢éo invertida um tubo de Duhram, de forma a ficar cheio
de mosto (tubo de fermentacao).
Leve os tubos assim preparados e capsulados a esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
minutos.
No final da esterilizacdo e depois de arrefecidos transfira assepticamente, com uma
micropipeta, respectivamente, 0,10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 pL, da solucdo sulfurosa a 5%,
para cada um dos tubos com mosto. Agite no Vortex ligeiramente. Com estas quantidades de
solucdo sulfurosa obtém-se, respectivamente: 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 mg/L
de sulfuroso (SOz). Verifique.
Para sermos rigorosos, antes de introduzir as quantidades de solucdo sulfurosa referida, deve
retirar primeiro a mesma quantidade de meio.
Inocule com uma suspensdo de leveduras e/ou bactérias fornecidas, a razdo de 10 pL, por
tubo. Agite moderadamente ao vortex.
Identifique o material e cologue os tubos a incubar, numa estufa a 25 — 30 °C, durante 5 dias.
Observar os resultados, e exprimir quais as concentracdes a partir das quais, o crescimento é
inibido.
A inibicdo é traduzida pela falta de crescimento nos tubos (auséncia de turvacdo e de
producéo de gas nos tubos de fermentacdo). Deve comecar a observacéo dos tubos, apos 24 ou
48 horas de incubacao.
Verifique se houve ou ndo diferencas de sensibilidade/tolerancias ao sulfuroso, entre os tipos

de leveduras e de bactérias ensaiadas.
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MICROBIOLOGIA ENOLOGICA
PROTOCOLO N°%

Sensibilidade das Leveduras ao Alcool (Etanol)

Prepare series de 5 tubos de ensaio (16x160), com respectivamente, 10 ml de mosto de uva a
50% (agua destilada misturada com mosto de uva na proporc¢édo de 1:1), 9.5, 9.0, 8.5 e 8.0 ml,

tantas quantas as necessarias para os isolamentos ou tipos de leveduras a ensaiar.

Dentro de cada tubo coloque em posic¢éo invertida um tubo de Duhram, de forma a ficar cheio
de mosto (tubo de fermentacao).
Leve os tubos assim preparados e capsulados a esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15

minutos.

No final da esterilizacdo e depois de arrefecidos transfira assepticamente, com uma pipeta de 1
ml, respectivamente, 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ml de etanol absolutos para cada um dos tubos com
mosto. Agite no Vortex ligeiramente. Com estas quantidades de etanol obtém-se
concentracgdes de, respectivamente, 0, 5, 10, 15 e 20 % de etanol. Verifique.

Inocule com uma suspensdo de leveduras fornecidas, a razdo de 10 pL, por tubo. Agite
moderadamente ao vortex.

Identifique correctamente os tubos e coloque-os a incubar a 25°C - 30°C, durante 2 a 5 dias.
Deve comecar a observagdo dos tubos, ap6s 24 ou 48 horas de incubacéo.

No final da incubacéo registe os resultados, considerando tubos com crescimento aquele em
que houver producdo de gas no tubo de Duhram e verifique se houve ou ndo diferencas de

sensibilidade/tolerancia ao etanol, entre os tipos de leveduras ensaiadas.
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MICROBIOLOGIA ENOLOGICA
PROTOCOLO N%
Imobilizacédo de leveduras
(Leveduras encapsuladas em esferas de alginato)
A aplicacdo de leveduras imobilizadas, nos processos enoldgicos, comeca a ter um grande
interesse uma vez que traz vantagens relativamente a utilizagdo comum. Uma das vantagens
reside no facto de que as leveduras poderem se utilizadas mais que uma vez, e conseguir-se
parar 0 processo de uma forma muito préatica, bastando para isso retirar as leveduras
imobilizadas do processo. Ja existem no mercado leveduras imobilizadas (encapsuladas)
disponiveis para certos bioprocessos, como é o caso da espécie Schizosaccharomyces pombe,

para a realizacdo da fermentacdo malo-alcodlica.

Imobilizagdo de leveduras secas activas (LSA), da espécie S. cerevisiae.
Material:

- Leveduras secas activas

- Alginato de sodio

- Cloreto de célcio

- Balanca

- Coador

- Agua destilada esterilizada

- Copos de vidro

- Agitador

- Proveta

Procedimento:

- Num copo de vidro de capacidade adequada, dissolver o alginato de sédio em agua destilada
(0.5 a 1 g de alginato de so6dio em 25 ml de agua destilada). Agitar bem com uma vareta de
vidro e se possivel a quente (facilita a dissolucdo), até se obter um gel sem grumos. Deixar

arrefecer.
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- Suspender as leveduras secas activas, noutro copo de vidro, de capacidade adequada (2 g de
leveduras secas +25 ml de &gua destilada). Homogeneizar e colocar numa estufa a 35 °C, para
revitalizar as leveduras (reidratacdo), durante meia hora. A reidratacdo das leveduras secas
activas deve ser realizada numa quantidade de agua, correspondente a cerca 10 vezes 0 seu
peso.

- Preparar uma solucéo de cloreto de célcio de 1 a 2% (misturar num copo de vidro de 500 ml,
250 ml de &gua destilada + 2.5 g de cloreto de célcio), para se obter uma solucéo a 1 %.

- Num copo de 100 ml, misturar a solucdo de alginato de sodio com a suspensao de leveduras
e agitar bem.

- Com uma seringa de 10 ml, sem agulha, deixar cair gota a gota a mistura de alginato de
sodio com as leveduras, na solucédo de cloreto de calcio, mantendo o liquido com uma agitacéo
suave.

- Coar as esferas, utilizado um coador, para as separar da solucdo de cloreto. Lavar as esferas
em agua destilada esterilizada.

- Para a sua utilizacdo, na fermentacdo, juntar o nimero de esferas adequado ao volume do
substrato (um namero que na pratica se recomenda é de cerca de um milhdo de leveduras por
mililitro de mosto). As leveduras encapsuladas (esferas) devem ser colocadas no fermentador
em saquinhos de rede ou outro recipiente poroso.

- Fazer os célculos adequados em funcdo do numero médio de levedaras ou do peso de
leveduras secas activas (LSA) que ficardo por esfera.

- Concluida a fermentacdo, retirar as esferas e lava-las em &gua destilada esterilizada.
Conservar as esferas em frigorifico numa solucédo de cloreto de célcio a 1 a 2 %. As leveduras
imobilizadas sobrevivem bastante tempo nestas condigdes.

Célculos: Estime por contagem o numero total de esferas que consegue com os 50 ml da
mistura que preparou. Represente esse nimero por N. Considere P, 0 peso (g) de LSA, que
utilizou no processo. Entdo, dividindo P por N (P/N) determina o peso medio de LSA
existente por esfera. Considerando que os fabricantes recomendam cerca de 20 g de LSA por
hectolitro de mosto (100 L), calcule o nimero de esferas a utilizar por cada reactor, onde vai

fermentar cerca de 1 L de mosto.
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Na figura seguinte encontra-se representado a obtencéo de esferas, numa solucdo de cloreto de

calcio.

Figura: Processo de obtencéo de esferas de alginato de célcio com as leveduras no seu interior.

Figura: Aspecto das esferas depois de coadas e lavadas.
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MICROBIOLOGIA ENOLOGICA
PROTOCOLO N°7
Estimulacdo da Esporulacdo em Leveduras
A esporulacdo em leveduras, com a producdo de esporos de natureza sexuada (ascOsporos), €
estimulada com a cultura em meios minimos de glucose e pobres em nutrientes contendo
acetato de potéssio (Agar Acetato), apds cultivo em meios de cultura ricos em nutrientes.
Agar — Acetato
Acetato de potassio - 10 ¢
Extracto de levedura—2,5¢
Glicose — 1g
Agar —agar -20 g
Agua destilada — 1L
Ajustar pH a 8. 4 Com hidréxido de sodio

Agar Googkowa

Glicose — 1g

Peptona—10g

NaCl-5g¢g

Agar —agar -20 g

Agua destilada — 1L

Ajustar pH 8. 4 Com hidréxido de sédio

Preparar estes meios de cultura, em quantidades adequadas, e distribui-lo em tubos de ensaio a
razdo de 10 ml, de forma a obter uma cunha (agar inclinado).

Leve os tubos assim preparados e capsulados a esterilizar em autoclave a 121°C, durante 15
minutos.

Inocule, assepticamente, por riscado a superficie, em zig- zag, os tubos contendo o meio de

Agar - Acetato: Coloque os tubos a incubar, a 25-30°C, durante 5 dias, a duas semanas.

No final de incubagdo execute preparagdes a fresco e com a objectiva mais adequada observe

a existéncia de esporos (numero por asco e forma.)
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