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1. INTRODUGAO

Existem diversos métodos para quantificar microrganismos, diretos ou
indiretos, e, com o0 uso desses métodos, € possivel obter uma estimativa da
quantidade de bactérias necessaria para diversas aplicacbes cientificas e
industriais como a fermentagdo. Essa quantificagdo é essencial para garantir a
reprodutibilidade e a padronizacdo de experimentos e processos industriais,
assegurando que as condigdes iniciais sejam sempre as mesmas (Martins et al.,
2024).

Os métodos indiretos se baseiam na medida de atividade metabdlica,
produtos da atividade metabdlica ou por absorbancia e transmitancia (O'Toole,
1983), sendo comum o uso de turbidimetria, que é medigédo de turbidez de uma
solucdo, e a espectrofotometria, que mede a densidade o6ptica de um meio.
Dentre os métodos diretos, se destaca a contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC). Essa técnica se utiliza do crescimento de células viaveis de uma
amostra em placas de Petri, assim quantificando as vivas sem o uso de coloragéo
ou equipamentos especificos (Wilson et al., 2017).

A bactéria fitopatogénica Ralstonia solanacearum tem despertado grande
interesse na pesquisa e producao de bioplasticos. Essa espécie é capaz de
sintetizar poli(3-hidroxibutirato) (P(3HB)), uma molécula polimérica utilizada como
reserva de energia. Além disso, esse polimero possui propriedades fisicas e
mecanicas semelhantes a plasticos de origem petroquimica. Estima-se que, apos
a fermentagéo, cerca de metade do peso da bactéria seja composta somente por
P(3HB) (Alves et al.,, 2019), o que o torna as bactérias que o produzem
promissoras para a produgéo de bioplasticos (Zanini, 2023).

Porém, o crescimento de R. solanacearum em tecidos vegetais,
provavelmente leva a formagao de coldnias que podem ser ligadas a biofilmes,
que geram agregados celulares (Kumar et al., 2015), e a formagao de grandes
aglomerados de células podem gerar resultados consideravelmente imprecisos,
tendo em vista que o método de contagem de UFC baseia-se na suposi¢cao
imprecisa de que cada col6nia se origina de uma unica bactéria (Rahman; Butzin,
2024). Para isso, é utilizado a adicao de uma baixa concentragao de surfactante,
que sao compostos capazes de diminuir a tensdo da interface entre as
substancias, atuando como detergentes, agentes umectantes e dispersantes,
podendo assim romper biofilmes ou perturbar a sua formacéo (Allegrone et al.,
2021).

O objetivo deste estudo visa validar um protocolo de quantificagdo de
Ralstonia solanacearum cepa RS com o uso PBS com Tween 20 como
surfactante, buscando um método eficaz para contagem direta, para que assim
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seja possivel quantificar esse microrganismo, em especial, para a otimizagao da
producgao de bioplasticos, garantindo a reprodutibilidade dos resultados.

2. METODOLOGIA

2.1. Microrganismo

A bactéria utilizada no estudo foi Ralstonia solanacearum cepa RS, isolada do
solo do Rio Grande do Sul e que pertence ao acervo de microrganismos do
Laboratério de Biopolimeros do CDTec da UFPel (RODRIGUES et al., 2015). O
microrganismo foi mantido criopreservado com o meio Yeast Malt (YM) (Extrato
de Malte: 2,7 g/L (KASVI®); Extrato de Levedura: 2,7 g/L (KASVI®); Peptona:

4,5 g/L (KASVI®) e Sacarose: 35 g/L) com pH ajustado para 6 (JEANES et al.,
1974). A reativacao se deu em agitador horizontal orbital overnight a 32 °C e 150
rpm.

2.2. Diluigao Seriada

Foram realizadas duas diluicbes em série distintas: a diluigdo controle,
contendo 900 uL de Tampao fosfato-salino (PBS) e 100 uL de R. solanacearum
cepa RS, até a nona diluicdo(10°); e a diluigdo com PBS Tween (PBST) em trés
concentracdes diferentes: PBST 0,5%; PBST 0,2% ;e PBST 0,1%. Cada
concentragéo foi diluida até 10°, contendo 900 uL de PBST adicionado com e
100 L de R. solanacearum cepa RS, homogeneizagao por vortex e pipetagem de
100 uL no Eppendorf seguinte, sucessivamente.

2.3. Semeadura em placas de Petri

Foram utilizadas Placas de Petri com meio Nutritive Yeast Agar (NYA)
(Peptona: 5 ¢/L(KASVI®); Extrato de Levedura: 1 g/L (KASVI®); Extrato de
Carne: 3 g/L (KASVI®); Glicose:5 g/L (NEON®); Agar-Agar: 14 g/L (Dinamica®)).
O plagueamento foi dado em duplicata, em que foram adicionados 50 pL de cada
diluicdo em cada metade da placa. A diluigdo foi espalhada com al¢a de Drigalski,
e as placas foram mantidas na estufa por 24 horas a 32 °C.

2.4. Contagem
A contagem foi feita por quantificagdo visual, e os dados foram utilizados
na equacao de unidades formadoras de colénia (UFC) por mL.

UFC/ml = (Numero de colonias X Fator de diluicao) + Volume semeado(ml)

Em que é utilizado o numero de colbnias contadas multiplicado pelo fator de
diluicao, dividido pelo volume pipetados nas placas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Apds a contagem das coldnias nas diluicées de 10 a 10 foram obtidos os
seguintes resultados (quadro 1):

Fator de Controle PBST 0,1% PBST 0,2% PBST 0,5%
diluicao

Contagem | UFC/mL |Contagem| UFC/mL |Contagem [UFC/mL | Contagem | UFC/mL
10° 175 15,6 3,5%x108 | 252 +4,2 | 5x10® 259+0 |5,2x10® | 132 +26,8 | 2,6x10°8
10 40,535 | 8,1x10% | 34 1,4 6,x108 51+1,4 1x10° 41156 | 8,2x10®
107 7,5 0,7 1,5%x10° | 5,5+0,7 | 1,1x10° | 7,5+2,1 | 1,5%x10° 10 +0 2x10°
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10 69,5+9,1 | 1,4x10" | 25,5+0,7 | 10x10" | 2,5 +0,7 5x10° 1,5 £2,1 3x10°

Quadro 1: Média da contagem da Ralstonia solanacearum cepa RS com diferentes concentracdes
de PBST (0,1%; 0,2%; 0,5%) e controle, nas diluigdes 10° a 10%. Os valores representam a média
+ desvio padrao e o resultado da formula UFC/ml aplicada em cada diluigao.

De acordo com os dados apresentados, observou-se a problematica da
contagem de UFC controle, em que ha um aumento inesperado do numero de
colonias na diluicdo 108. Além disso, as concentragbes 0,1% e 0,2% de PBST
resultaram em um aumento na média de quantidade de UFC por placa em todas
as diluigcdes, com a concentracdo de 0,2% de PBST apresentando um aumento
de 67% de colbnias em relagdo a primeira diluicdo do quadro 1 e obteve uma
regressao mais linear do que comparado as outras concentragoes.

O aumento no numero de bactérias é causado principalmente pela perda do
biofilme e desagregagao das bactérias, causando dispersao celular, assim cada
bactéria viva é viavel para formar uma unidade formadora de col6nia, tornando
assim uma contagem mais precisa e as diluigdes lineares (KAPLAN, 2010).

Em contraste, a concentragdo mais alta de 0,5% de PBST demonstrou um
efeito inibitorio, reduzindo a contagem em 25% em relagdo ao controle na diluigdo
1075. O mecanismo de acdo em altas concentracdes pode ser a toxicidade direta,
onde o surfactante interage e causa a disrup¢gédo da membrana celular da bactéria
(Al-Adham et al., 2021).

Ao observar UFC/ml na concentragdo 0,1% de PBST na diluicdo 10° e
10, seguindo a ISO 7218 (2024) com a contagem entre 50 a 300 colbnias por
placa, mostrou que 5 x 10® UFC/ml e 6 x 10% respectivamente, sendo
consideradas os resultados mais proximo ao numero de bactérias anterior a
diluicdo seriada.

De acordo com a literatura, o Tween 20 pode prevenir a formacado de
biofilme, previne a agregacéo celular e a formagao de biofilme mesmo depois que
os componentes do biofilme sdo produzidos (Wu et al., 2013).

Observou-se uma discrepancia entre as médias da contagem e os valores
de UFC/mL na diluicdo 107® para a concentragéo de 0,1% de PBST. Os resultados
obtidos nao demonstraram a relagédo de proporcionalidade de 1:10 esperada entre
as unidades formadoras de col6nia, porém de acordo com a Food and Drug
Administration (FDA, 2018) a contagem pode diferir consideravelmente para uma
determinada amostra em um determinado meio, além disso a familiarizagédo com
os procedimentos de contagem € um requisito importante para os analistas

4. CONCLUSOES

Este estudo prévio indicou que o uso de Tween 20 em baixas concentracdes
causa a desagregacao celular, assim melhorando a contagem direta da bactéria
Ralstonia solanacearum cepa RS. Ainda sim, o estudo em questdo necessita
maior numero de repeticdo dos testes e outras metodologias devem ser
estudadas e aplicadas para verificar a técnica mais efetiva de contagem direta.
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