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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Biologicas: Considera¢des e Novos Segmentos” € uma
obra com foco na discussao cientifica, por intermédio de trabalhos desenvolvidos por
autores de varios segmentos da area de ciéncias biologicas. A obra foi estruturada
com 36 capitulos e organizada em dois volumes.

A colecgéo ¢ para todos aqueles que se consideram profissionais pertencentes
as ciéncias biologicas e suas areas afins. Especialmente com atuacdo formal,
inserida no ambiente académico ou profissional. Cada e-book foi organizado de
modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque no
que seja relevante para vocé. Por isso, os capitulos podem ser lidos na ordem que
vocé desejar e de acordo com sua necessidade, apesar de terem sido sequenciais,
desde algumas areas especificas das ciéncias biolégicas, até o ensino e a salde.
Assim, siga a ordem que lhe parecer mais adequada e util para o que procura.

Com 19 capitulos, o volume 1 relne autores de diferentes instituicoes
brasileiras que abordam trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias, ensaios
tedricos e revisdes da literatura. Neste volume vocé encontra atualidades nas areas
de biologia geral, biologia molecular, microbiologia, ecologia e muito mais.

Deste modo, a colecdo Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos
Segmentos apresenta progressos fundamentados nos resultados obtidos
por pesquisadores, profissionais e académicos. Espero que as experiéncias
compartilhadas neste volume contribuam para o enriquecimento de novas praticas

multiprofissionais nas ciéncias biologicas.

Edson da Silva
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RESUMO: Bactérias do acido acético (BAA)
desempenham um importante papel na produgéo
de vinagre, sendo responsaveis pela oxidagcéo
do etanol diluido a &cido acético e agua.
Quantificagbes rapidas e precisas de células
viaveis de BAA sao de grande interesse para a
industria de vinagre, uma vez que 0 seu processo
€ dindmico e exige um controle bastante rigoroso.
Tendoisso emvista, o presente trabalho teve como
objetivo propor o teste de exclusdo com azul de
trypan (TB) sob camara de Neubauer como uma
método alternativo e rapido em substituicdo ao
método de contagem em placas. Primeiramente,
o isolado bacteriano, Komagataeibacter
intermedius, foi cultivado (30 °C / 96 horas / 120
rpm) em caldo MYP para a construgdo da curva
de crescimento. Verificou-se que em 72 horas, a
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sua viabilidade foi maxima. A partir desses dados
procedeu-se a padroniza¢do do inéculo para a
comparacéo entre os dois métodos de contagem.
Nossos resultados mostraram que a viabilidade
celular de K. infermedius, utilizando-se o teste de
exclusdo com TB e a contagem em placas, néo
mostraram diferenca significativa entre si. Sendo
assim, a utilizagdo do método de TB sob camara
de Neubauer pode ser considerado promissor no
controle qualidade microbiolégico de industrias
vinagreiras.

PALAVRAS-CHAVE: Acido acético, azul de
trypan, Neubauer.

USE OF THE TRYPAN BLUE EXCLUSION
TEST UNDER NEUBAUER’S CHAMBER
FOR THE COUNTING OF ACETIC ACID

BACTERIA

ABSTRACT: Acetic acid bacteria (BAA) play
an important role in the production of vinegar
and are responsible for the oxidation of dilute
ethanol to acetic acid and water. Rapid and
accurate quantifications of viable BAA cells
are of great interest to the vinegar industry
since its process is dynamic and requires quite
strict control. The objective of this study was to
propose the exclusion test with trypan blue (TB)
under Neubauer chamber as an alternative and
fast method to replace the plate counting method.
First, the bacterial isolate, Komagataeibacter
intermedius, was cultured (30 ° C / 96 hours /
120 rpm) in MYP broth to construct the growth
curve. It was verified that in 72 hours, its viability
was maximum. From these data, the inoculum
was standardized to compare the two counting
methods. Our results showed that the cellular
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viability of K. intermedius, using the TB exclusion test and the plaque count, showed
no significant difference between them. Therefore, the use of the TB method under
Neubauer chamber can be considered promising in the control of the microbiological
quality of vinegar industries.

KEYWORDS: Acetic acid, trypan blue, Neubauer.

11 INTRODUGAO

A producéo do vinagre € um processo biotecnolégico na qual, bactérias do
acido acético (BAA) desempenham um importante papel na oxidacdo do etanol
diluido a é&cido acético e 4gua (GULLO; GIUDICI, 2008). Conhecido pelas mais
antigas civilizacdes (TESFAYE et al., 2002), o processo fermentativo do vinagre
tem sido alvo de numerosos estudos microbiol6gicos. No entanto, o conhecimento
sobre a diversidade microbiana e seus papéis envolvidos na fermentagéo ainda séo
bastante limitados (LI et al., 2015 ).

Atualmente, muitas indUstrias vinagreiras modernas ainda utilizam culturas
mistas desconhecidas ou “mée do vinagre” para dar inicio ao processo, uma vez que,
culturas iniciadoras bem definidas ndo estédo disponiveis comercialmente devido a
dificuldades no isolamento de cepas, cultivo e preservacédo de BAA (SOKOLLEK,
HERTEL, HAMMES, 1998; NDOYE et al., 2009). A transformagéo biotecnologica
do vinagre também necessita de programas de controle de qualidade que possam
monitorar sua dindmica microbiana de forma rapida, barata e precisa.

Métodos de deteccao convencionais, além de requererem um tempo maior,
sdo incapazes de identificar microrganismos n&o-viaveis ou nao-cultivaveis,
podendo resultar em subestimacgéo da concentragao microbiana (MESA et al., 2003;
BAENA-RUANO et al., 2006). A viabilidade de BAA tem sido avaliada com sucesso
por métodos mais sofisticados, como a microscopia de epifluorescéncia direta e
citometria de fluxo. No entanto, sdo métodos que necessitam de equipamentos de
alto custo e conhecimento técnico especializado em relacdo a célula microbiana e
ao gerenciamento de dados instrumentais obtidos (MALACRINO et al., 2001; MESA
et al., 2003; BAENA-RUANO et al., 2006).

O teste de excluséo por azul de trypan (TB) € um ensaio simples que pode
contribuir muito para a rapida determinacao de microrganismos viaveis em processos
de alimentos como a do vinagre. Neste método, as células mortas absorvem o TB
dentro do citoplasma devido a perda da seletividade da membrana, enquanto as
vivas permanecem néo coradas (STROBER, 2015; AVELAR-FREITAS et al., 2014).
Assim, o numero relativo de células mortas e vivas pode ser obtido por microscépio
optico, utilizando-se uma camara de Neubauer (AVELAR-FREITAS et al., 2014). A
avaliacdo da viabilidade celular com o corante TB sob cdmara de Neubauer tem sido
amplamente aplicada em pesquisas biomédicas (KIM et al., 2011; SALEM, ATTIA,
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GALAL, 2016; ) MULLER et al., 2015; CHANG et al., 2015; KIESEL, STAN, 2017),
porém, seu potencial ndo tem sido explorado para a enumeracéo de BAA a partir da
fermentagéo do vinagre.

Tendo isso em vista, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade do
uso do teste de excluséo por TB sob camara de Neubauer para contagem de células
vidveis de BAA como um método alternativo e rapido em substituicdo ao método de

contagem em placas.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo e condicdes de crescimento

Neste trabalho, a linhagem isolada de acetador submerso, Komagataeibacter
intermedius, foi obtida de dorna de fermentacéo de indUstria localizada no Estado de
Séao Paulo. O isolado bacteriano foi preservado com o crioprotetor extrato de malte
a 20% (p/v) (SOKOLLEK; HERTEL; HAMMES, 1998) e armazenado a -80 °C na
colecédo de culturas da Universidade Estadual de Londrina, sediada em Londrina-
PR.

Anteriormente a realizagdo dos experimentos, uma aliquota de 100 pL do
microrganismo estocado foi cultivado em tubo contendo 3 mL de caldo Manitol Yeast
Peptone (MYP; Manitol, 25 g/L; Extrato de levedura, 5 g/L; Peptona 3 g/L) (DE LEY;
GOSSELE; SWINGS, 1984) e incubado a 30 °C em agitador rotat6rio a 120 rpm por
48 horas. Ap6s incubacéo, o inéculo foi semeado por esgotamento em placas de
agar MYP solidificado, preparadas segundo o método da dupla camada (ENTANI
et al.,1985), e incubadas em estufa a 30 °C por no minimo 48 horas, em estufa
com umidade relativa > 90%. A partir da placa com crescimento, 3 a 5 colbnias
caracteristicas e isoladas foram tocadas e transferidas para tubo contendo 5 mL de
caldo MYP e incubado novamente em agitador rotatério a 120 rpm por 48 horas. Em
seguida, todo conteldo foi transferido para um erlenmeyer de 50 mL de caldo MYP
e novamente incubado a 30 °C sob agitaca@o (120 rpm) por 96 horas.

2.2 Curva de crescimento de K. intermedius

O crescimento bacteriano foi monitorado durante 96 horas a 30°C, conforme
Lida e colaboradores (2008) com algumas modificagbes. As amostras foram
coletadas a cada 24 horas e vérias diluicbes seriadas foram realizadas para a
semeadura em agar MYP pelo método de semeadura em gotas (Drop Plate) (MILES;
MISRA; IRWIN, 1938). As placas foram incubadas a 30°C, por no minimo 48 horas.
Concomitantemente, aliquotas de 2 ml foram utilizadas para a determinacéo
da concentracdo celular do in6culo através de espectrofotometria a 660 nm de
Absorbancia.
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2.3 Comparacao de métodos de quantificacdao da populacao

2.3.1 Padronizagéo do inoculo

A partir da curva de crescimento, foi possivel definir o periodo ideal em que
a bactéria estivesse proxima a fase estacionéaria, com contagens préximas a 9 log
UFC/mL, ou seja, com 72 horas de incubacgédo. Assim, a bactéria foi entao coletada
por centrifugacdo a 5000 rpm por cinco minutos, lavando-se trés vezes e sendo
ressuspendida em agua peptonada 0,1% estéril. O in6culo foi padronizado por
espectrofotometria a 580 nm (%T 22-26) ou 660 nm (OD 1,2 — 1,3) de modo que a
concentracgédo final apresentasse aproximadamente 9 log UFC/mL.

2.3.2 Teste de exclusdo de azul trypan sob camara de Neubauer

Este teste avalia a integridade estrutural da membrana bacteriana
empregando-se 0 corante azul de trypan. O in6culo padronizado foi diluido em
agua peptonada 0,1%, quando necessério, e adicionadas de corante de azul de
trypan 0,2%. A mistura foi homogeneizada e uma pequena aliquota foi aplicada no
hemocitdmetro para a contagem das células e analise sob microscépio. Tomou-se
o devido cuidado para que este procedimento fosse realizado dentro de um periodo
de 3 — 5 minutos, uma vez que um longo periodo de incubagéo poderia acarretar na
morte celular e reducéo da viabilidade (STROBER, 2015).

Embora a camara fosse subdividida em 25 grupos, compostos por 16
quadrados cada, apenas cinco grupos (0,04 mm?2 cada um) na diagonal foram
utilizados para contar. A contagem de células viaveis foi realizada a partir daquelas
que ndo apresentaram coloracdo azulada e os resultados expressos em log UFC/

mL. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.3.3 Contagem por semeadura em superficie (drop plate)

A partir do in6culo padronizado em OD, contagens de Komagataeibacter
intermedius foram realizadas pelo método de semeadura em gotas. Aliquotas de 0,2
ml de diluicbes apropriadas foram semeadas em placas contendo agar MYP com
sobrecamada e incubadas em estufa a 30 °C, por no minimo 48 horas. A contagem
de células viaveis foi expressa em log UFC/ml. Os experimentos foram realizados
em ftriplicata.

31 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. A analise estatistica foi realizada com nivel de 5% de significancia.
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41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Curva de crescimento de K. intermedius

A construgdo da curva de crescimento € uma importante ferramenta para
analise do numero de bactérias presentes no meio de cultura ao longo do periodo de
incubacgéo. O crescimento padréo é composto por seis fases distintas: fase lag, fase
de aceleragao, fase exponencial (ou log), fase de desaceleracao, fase estacionaria
e fase de morte (FORSYTHE, 2013).

Sabendo disso, construiu-se primeiramente a curva de crescimento para
K. intermedius (Figura 1). Observou-se que a medida que o tempo de incubacao
aumentava, a turbidez das amostras e a densidade Otica também aumentavam
proporcionalmente. A concentracéo inicial de células viaveis foi equivalente a 7,22
log UFC/mL, alcangando um crescimento maximo de 9,18 log UFC/mL em 72 horas.
A densidade 6tica, por equivaléncia, atingiu um valor méaximo de 1,34 no periodo de
96 horas, porém, observou-se um decréscimo da viabilidade de K. intermedius de
aproximadamente 1,0 log UFC/mL.

A partir do que foi analisado, foi possivel definir o melhor periodo para a coleta
do inéculo (72 horas), ou seja, proximo a fase estacionaria, na qual, as contagens
bacterianas apresentaram-se proximas a 9 log UFC/mL.

1,6 4 10,00

1,4 - —a— DO

—&— Células vidveis

DO - 660 nm
Células vidveis (log UFG/mL)

0 24 48 72 96

Tempo |horas)

Figura 1 - Curva de crescimento e densidade éptica (DO) a 660 nm de K. intermedius

Comparacao de métodos de quantificacdo da populacdo de BAA

O processo de fabricacao do vinagre ainda carece de métodos microbiol6gicos
que possam monitorar a sua diversidade microbiana de forma rapida, precisa, barata
e que possibilite 0 isolamento de BAA.

Conforme Entani et al. (1985), no método de semeadura em placas, a adicéo
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de 0,5% de agar na camada inferior e de 1,0% de agar na segunda camada reduz
parcialmente o problema de cultivo e isolamento de BAA. No entanto, o tempo
de incubacgéo o torna inviavel para processos fermentativos como a do vinagre.
Diferentemente do teste de exclusdao com TB sob camara de Neubauer, que fornece
resultados rapidos e precisos, como foi observado no presente trabalho. Podemos
observar por meio da Figura 2 que as contagens de células viaveis de K. intermedius
pelo método de excluséo com TB nado apresentaram diferencas significativas em

relacéo as contagens realizadas em placa.

Células viaveis (Log
UFC/mL)

Contagem em Placa TB + Neubauer

Figura 2 - Comparagéao nas contagens de células viaveis de K. intermedius pelos
métodos de semeadura em placas (Drop plate) e teste de exclusdo por TB sob camara
de Neubauer.

De acordo com nosso conhecimento, ndo ha trabalhos que comparem
contagens de BAA realizadas por este teste com a semeadura em placas. No
entanto, um estudo conduzido por Avelar-Freitas e colaboradores (2014), comparou
simultaneamente a viabilidade de células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) por trés métodos (citometria de fluxo, coloragdo com lodeto de propidio
e teste de exclusdo por TB) e ndo encontrou diferencas significativas em seus
resultados. Além disso, a avaliagdo da viabilidade celular com o corante TB sob
camara de Neubauer tem sido amplamente aplicada em pesquisas biomédicas (KIM
et al., 2011; SALEM, ATTIA, GALAL, 2016; MULLER et al., 2015; CHANG et al.,
2015; KIESEL, STAN, 2017).

51 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que a utilizagdo do método de TB sob camara de
Neubauer para a contagem de BAA pode ser uma ferramenta promissora no controle
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de qualidade microbioldgico e para a investigagdo da dinamica de crescimento de
microrganismos de industrias vinagreiras.
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