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AVALIAGAO DE VIABILIDADE DE CEPA DE BACILLUS SUBTILIS SOB CONSERVAGAO REFRIGERADA: ANALISE COMPARATIVA DE METODOS DE PLAQUEAMENTO

MICROBIANO

Resumo

A manutencdo e avaliagdo da viabilidade de cepas
microbianas sdo  desafios  centrais em
microbiologia, especialmente sob
armazenamento refrigerado. Este trabalho teve
como objetivo comparar a eficiéncia dos métodos
Spread Plate e Streak Plate na quantificacio
viavel de Bacillus subtilis ap6s armazenamento a
4 °C. Foram realizadas diluicBes seriadas,
aplicadas em ambos os métodos, com analise
quantitativa da formacdo de coldnias e
observacdo microscépica apos coloracdo de
Gram. O Spread Plate proporcionou resultados
mais precisos e reprodutiveis na contagem de
unidades formadoras de coldnia, enquanto o
Streak Plate apresentou limita¢fes quantitativas,
menor sensibilidade e distribuicdo menos
uniforme do indculo. A coloracdo de Gram
indicou coloragdo roxa-rosada, sugerindo
bactéria gram-negativa, porém a presenga de
esporulagdo e enddsporos esverdeados pode
indicar gram-variabilidade devido a estresse
térmico. A regressdo linear entre os logl0 das
contagens obtidas revelou Rz = 0,89,
demonstrando correlacéo positiva significativa (p
< 0,05) entre os métodos. Entretanto, o teste de
Wilcoxon mostrou diferenga significativa (p <
0,05), indicando que o Streak Plate subestima
sistematicamente as unidades viaveis em relacdo
ao Spread Plate, confirmando sua menor eficacia
para analises quantitativas.

Palavras-chave: Microbiologia. Microbiano.
Metodologia. Bacillus.

1 INTRODUCAO

Abstract

The maintenance and evaluation of microbial
strain viability are central challenges in
microbiology, especially under refrigerated
storage. This study aimed to compare the
efficiency of the Spread Plate and Streak Plate
methods in the viable quantification of Bacillus
subtilis after storage at 4 °C. Serial dilutions
were prepared and applied using both methods,
followed by quantitative analysis of colony
formation and microscopic observation after
Gram staining. The Spread Plate method
provided more precise and reproducible results
in the counting of colony-forming units, whereas
the Streak Plate method showed quantitative
limitations, lower sensitivity, and a less uniform
distribution of the initial inoculum. Gram
staining indicated a purplish-pink coloration,
suggesting a gram-negative bacterium,; however,
the presence of sporulation and greenish
endospores may indicate gram variability due to
thermal stress. Linear regression between the
log10 of the obtained counts yielded an R2 =0.89,
demonstrating a positive and statistically
significant correlation (p < 0.05) between the
methods. However, the Wilcoxon test showed a
significant difference (p < 0.05), indicating that
the Streak Plate method systematically
underestimates viable units compared with the
Spread Plate method, confirming its lower
effectiveness for quantitative analyses.
Keywords: Microbiology. Microbial.
Methodology. Bacillus.

Em estudos envolvendo biologia de microrganismos, com o0 avan¢o da

biotecnologia e ciéncia, laboratdrios buscam aplicar técnicas de conservacao de colecoes
microbioldgicas, para diversas atividades de carater didatico e cientifico. Logo campos
experimentais cujo interesse utilizam microrganismos, como bactérias, fungos e
protozoarios, apresentam o desafio da manutencdo e preservacdo destas colecOes
bioldgicas para uso em pesquisas e ensino (Amorim et al., 2020; S&; Silva, 2017; Sola et
al., 2012).

Em laboratdrios de microbiologia, a preservacdo de culturas microbianas envolve
a analise da sobrevivéncia, resisténcia e viabilidade de armazenamento, aliada a adogéo

de métodos que reduzam contaminagOes e variacdes de espéecies (Sola et al., 2012). O
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conhecimento em fisiologia microbiana reforga a necessidade de manter linhagens puras
em condicdes de cultivo adequadas e de utilizar meios seletivos para a deteccdo de
colénias do microrganismo alvo (Riedel et al., 2022; Cota; Alvim, 2018). A escassez de
estudos metodoldgicos sobre conservagdo e manutencao reforga a importancia de avaliar
vantagens, limitagdes, custos e duracdo das técnicas de armazenamento, bem como de
empregar métodos de contagem e determinacdo de viabilidade celular para validar
protocolos técnicos (Lemos et al., 2020).

Além da quantificagdo por plaqueamento, é fundamental diferenciar
microrganismos para detectar contaminaces e eventuais falhas de técnica. A coloracéo
de Gram, proposta por Hans Christian Gram em 1882, permanece como ferramenta
central para a distingdo entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, permitindo a
observacao de morfologia e organizagédo celular por microscopia (Coico, 1997; Tripathi;
Sapra, 2020; Paray et al., 2023). Nesse contexto, Bacillus subtilis, bactéria Gram-positiva,
ndo patogénica e formadora de esporos, destaca-se como importante modelo em
microbiologia e biotecnologia, em virtude de sua ampla aplicacdo industrial e da elevada
resisténcia conferida pelos esporos a condi¢des adversas e ao armazenamento (Alves et
al., 2018; Silva et al., 2024; Stilke et al., 2023; Swarge et al., 2020). Avaliar a viabilidade
de cepas de B. subtilis sob diferentes condi¢fes de conservacdo, portanto, € fundamental
para o planejamento e a execucéao de estudos microbioldgicos.

O objetivo deste estudo foi analisar a viabilidade da cepa Bacillus subtilis sob
condicdo de refrigeracdo a 4 °C, comparando a eficiéncia das técnicas de plaqueamento
spread plate e streak plate na determinagdo de unidades formadoras de colonia (UFC).
Foram conduzidas diluicbes seriadas, seguido de plagueamento segundo cada
metodologia, coloracdo de Gram e tratamento estatistico dos dados, com o proposito de
verificar diferencas significativas entre os procedimentos e indicar qual técnica se mostra

mais acurada e robusta para fins de quantificagdo microbioldgica.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Microbiologia e as técnicas de plagueamento

A introdugdo da microbiologia no Brasil (século XIX — inicio do XX) foi marcada

por conflitos técnicos e sociais (Carreta, 2006). Embora a medicina moderna avancgasse,
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as praticas microbioldgicas inseridas na medicina experimental tiveram alcance limitado
e ndo geraram consenso para fundamentar as atividades de salde. O conhecimento
microbiologico foi pouco aceito por profissionais e pela sociedade, revelando que a
ciéncia néo se desenvolve isoladamente e deixando lacunas a serem exploradas.

A microbiologia é um campo da biomedicina e da biotecnologia que busca
compreender processos biologicos para aplicacdes tecnoldgicas e para o aperfeicoamento
de préaticas em saude (Sartori, 2023). Trata-se de uma area multidisciplinar, utilizada por
diferentes campos do conhecimento como ferramenta conceitual e aplicada. Nesse
sentido, Silva et al. (2023) destacam que a integracéo da microbiologia com metodologias
ativas e educacionais amplia o desenvolvimento de habilidades cientificas experimentais
em pesquisa.

Bancos de microrganismos sdo cruciais para estudos microbioldgicos e para
assegurar o controle de qualidade em aplicagdes tecnoldgicas em salde, ambiente,
educacédo e agricultura (Oliveira et al., 2006). Contudo, manter e caracterizar essas
colecdes implica custos elevados e demanda protocolos ajustados a infraestrutura
laboratorial, o que dificulta a ado¢do de padrdes técnicos de conservacdo (Hugenholtz et
al., 1998).

Oliveira et al. (2006) apontam que técnicas de plaqueamento utilizadas para
verificar a viabilidade de microrganismos apresentam limitacbes de cultivo e
recuperacdo, relacionadas a composicdo dos meios de cultura e a auséncia de protocolos
especificos para cada microrganismo, o que pode gerar resultados equivocados. Apesar
do grande numero de estudos sobre técnicas microbioldgicas, ainda sdo escassos 0S
trabalhos que discutem as adversidades associadas as técnicas de viabilidade e
plagueamento.

A falta de padronizacéo de protocolos de conservacao dificulta a reprodutibilidade
dos experimentos e a comparabilidade de resultados entre laboratorios. Variaveis como
método de plaqueamento, temperatura, tempo de conservacdo e meio de cultura exigem
controle rigoroso para garantir a viabilidade e a fidelidade das cole¢des bioldgicas (Cota;
Alvim, 2018). Nesse contexto, estudos que comparam métodos e técnicas podem

esclarecer discrepancias de resultados entre laboratdrios de microbiologia.
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2.2 Caracterizagao de Bacillus subtilis

A Bacillus subtilis € uma bactéria com formato bastonete e denominada Gram —
positiva, quando cultivada em meios de cultura adequados como Agar nutriente, formam
colbnias circulares de morfologia rugosa espalhada, opacas, com coloragoes
esbranquicadas a ligeiramente amarelas e com bordas irregulares ramificadas (Hellany et
al., 2024; LU et al., 2018).

A Bacillus subtilis € uma bactéria reconhecida por seus principios probidticos
seguros e confidveis, ndo patogénica para uso humano e animal. A proteina ou
polipeptidio denominado bacteriocina é gerado durante o processo de desenvolvimento e
reproducdo desta bactéria. As bacteriocinas sao um grupo de proteinas com atividades
antimicrobianas que s@o secretados pela matriz extracelular durante o processo de
metabolizacdo de algumas bactérias. Essas proteinas sdo responsaveis por impedir o
desenvolvimento de certos microrganismos (LU et al., 2018; Luo et al., 2008; Ming et
al., 2008).

Atualmente, o processo de identificacdo de bactérias € realizado por métodos
convencionais, como observacdes das caracteristicas das coldnias bacterianas, desde sua
morfologia ou por meio de testes bioquimicos. Como destacado pelo estudo de LU et al.,
2018, embora 0s métodos convencionais consigam detectar a presenca de bactérias e sua
morfologia, cada vez mais patdgenos se tornaram mais complexos, mudando desde seu
cddigo genético até mesmo suas caracteristicas morfoldgicas, demandando entéo técnicas

e métodos mais modernos de identificag&o.
2.3 Técnicas de isolamento e quantificacdo de microganismos

Devido a elevada taxa de multiplicacdo, populacGes bacterianas podem atingir
milhdes ou bilhdes de células em pouco tempo, o que torna indispensavel a quantificacdo
acurada de microrganismos em meios especificos, com base no conceito de unidade
formadora de col6nia (UFC), em que cada coldnia visivel ¢ atribuida a uma célula viavel
(Owuama, 2015). A contagem padrdo em placa é o método mais utilizado para quantificar
células viaveis em meios liquidos, demandando dilui¢des seriadas decimais em fungéo
das altas concentragdes encontradas em culturas em caldo, etapa essencial para garantir

preciséo e reprodutibilidade das analises (Ugbogu, 2004).
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Paralelamente, uma cultura é considerada pura ou axénica quando contém apenas
uma espécie ou linhagem microbiana (Green, 2021; Okereke; Kanu, 2004). Como, na
natureza, as bactérias geralmente se organizam em comunidades mistas, o isolamento de
culturas puras é requisito para investigacdes confidveis de parametros como crescimento,
metabolismo e resisténcia antimicrobiana. Para esse fim, utilizam-se, sobretudo, as
técnicas de spread plate, streak plate e pour plate, que dependem de condicdes assépticas
rigorosas para evitar contaminacdes e garantir a qualidade dos resultados (Willey et al.,
2011; Ogodo et al., 2022).

3 METODOLOGIA
3.1 Amostra

A amostra da cepa bacteriana Bacillus subtilis, foram obtidas pelo Laboratério de
Ecologia Microbiana e Biotecnologia - LEMBiotec, localizado no Campus Piuma do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo (IFES), em
parceria com 0 grupo de pesquisa. As cepas foram estocadas em frascos ambar
esterilizados, acondicionadas em recipiente isotérmico e transportadas para o Laboratorio
de Qualidade de Alimentos - LQA, do Grupo de Estudos de Manejo na Aquicultura —
GEMAqg, onde foram devidamente armazenadas sob refrigeracdo a 4°C, para
posteriormente ser submetida a analises de viabilidade bacteriana no laboratério de
microbiologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana — Toledo, onde foram

testadas duas metodologias de plagueamento.
3.2 Esterilizagdo de materiais e meio de cultura

Todos os materiais utilizados nos ensaios foram esterilizados para garantir a
integridade microbioldgica das analises. O Agar Nutriente, a solugo salina (NaCl 0,85%)
e as placas de Petri foram autoclavados a 121 °C, 15 psi, por 15 min, sendo as placas
posteriormente secas em estufa a 60 °C. Os parametros de esterilizagdo seguiram o
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (Salfinger et al.,

2015), assegurando a eliminagdo de contaminantes. Apos a esterilizacdo, 0os materiais
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foram mantidos em capela de fluxo laminar previamente higienizada e submetida a luz

UV por 15 min, antes do preparo dos indculos bacterianos.

3.3 Preparo de amostras

O preparo das amostras e a realizacdo de diluicdes seriadas em triplicata seguiram
os protocolos do Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods
(Salfinger et al., 2015), da American Public Health Association (APHA), visando as
analises de plaqueamento e viabilidade microbiana. Retirou-se 1 mL da cepa bacteriana
e procederam-se dilui¢des seriadas até 107'°, transferindo-se 1 mL para 9 mL de solugdo

estéril de NaCl 0,85%, conforme mostrado na Figura 1.

Figura 1. Demonstracdo de procedimento de diluicdo seriada da cepa microbiana.

Inoculacido em solugio serial
]
Microrganismo: Bacillus subtilis
1 mL 1mL 1 mL 1 mL 1imL 1mL 1mL 1 mL 1mL
| i
9 mL 9mL 9mL 9 mL 9 mL 9mL 9 mL 29 mL 9 mL o9 mL

101 102 103 10+ 105 106 107 108 10° 10-10

Fonte: Elaborada pelos proprios autores, 2026

3.4 Plaqueamento de microrganismos pelo método Spread Plate (espalhamento)

Para a realizacdo da técnica de espalhamento (Spread Plate), inoculou-se 0,1 mL
de cada diluicdo seriada da cepa bacteriana & ser quantificada sobre a superficie da placa
de Petri contendo o meio de cultura Agar Nutrient, distribuindo-se o indculo de forma
homogénea com o auxilio de uma alca de Drigalski esteril, a fim de evitar danos ao meio

de cultura (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo do método de plaqueamento Spread Plate (espalhamento).

= =)

INOCULAGAO ESPALHAMENTO CRESCIMENTO
Fonte: Elaborada pelos proprios autores, 2026

3.5 Plaqueamento de microrganismos pelo método Streak plate (estriamento)

Para o isolamento e quantificacdo da cepa bacteriana, foram preparadas dilui¢es
seriadas decimais a partir das diluicdes seriadas. A partir dessas diluicdes, foram
coletadas aliquotas especificas do volume de 0,1 mL, que foram submetidas ao processo
de estriamento (Streak Plate) em placas contendo meio de cultura Agar Nutrient,
utilizando-se alga de platina bacterioldgica esterilizada. O estriamento consistiu na
deposicdo e espalhamento da amostra sobre a superficie do meio de cultura, com
movimentos cuidadosos e sequenciais, visando a quantificacdo e presenca bacteriana
(Figura 3).

Figura 3. Representacdo do método de plaqueamento Streak Plate (estriamento).

i
4 P
I
e

Fonte: Elaborada pelos proprios autores, 2026
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3.6 Crescimento e contagem dos microrganismos

As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas,
permitindo o crescimento adequado das coldnias. Posteriormente, realizou-se a contagem
das unidades formadoras de col6nias (UFC) nas placas correspondentes as diluicdes de
interesse, posteriormente calculado com base no volume da amostra as UFC/mL
(Equacdo 1). O numero final de bactérias por mililitro foi calculado com base na
contagem de colénias visiveis, no volume inoculado e no respectivo fator de diluicéo
(Monnerat et al., 2020).

Equacéo 1:

UFC _ numero de colonias na placa
mL fatar de diluicdo (107%)

X volume da amostra (ml) (1)

3.7 Coloracgéao de Gram

A técnica de coloracdo de Gram foi conduzida de acordo com o Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods (APHA). Inicialmente, preparou-
se um esfregaco bacteriano fino em lamina limpa e desengordurada, o qual foi seco ao ar.
O material foi entdo corado com cristal violeta por 1 minuto e tratado com solugéo de
Lugol por mais 1 minuto. Apds a descoloracdo com alcool-acetona e lavagem com agua
destilada, aplicou-se fucsina por 30 segundos como corante de contraste, seguida de nova
lavagem (Figura 4).

A lamina foi entdo seca e examinada em microscopio Optico na objetiva de
imersdo de 100X, permitindo a diferenciacdo entre bactérias Gram-positivas, que retém

a coloracdo violeta, e Gram-negativas, que adquirem coloracdo avermelhada.
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Figura 4. Representacdo da técnica de coloracdo de Gram para verificacdo de presenca de bactérias gram
— positivas e gram — negativas.

VIOLETA GENCIANA LUGOL ALCOOL ACETONA FUCSINA

\l_\l
A - A - A - A

3.8 Analise estatistica dos dados

Fonte: Elaborada pelo proprios autores, 2026

Os resultados foram submetidos a analise estatistica inferencial, apds
transformagdo dos dados em escala logaritmica (logio X) para normalizar as grandezas
obtidas pelos diferentes métodos de contagem bacteriana. Em seguida, os metadados
foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon, utilizado para comparar
amostras pareadas entre os meétodos de plaqueamento na auséncia de normalidade,
considerando as contagens de UFC/mL nas mesmas dilui¢cfes seriadas. Todas as analises

foram realizadas no software RStudio, com uso do pacote ggplot2 para analise gréafica.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Plaqueamento por Spread Plate (espalhamento)

Os resultados obtidos pelo método de plaqueamento Spread Plate (espalhamento)

estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Unidades formadoras de col6nias bacterianas da cepa Bacillus subtillis em placas pelo método
de plaqueamento Spread Plate (espalhamento) apds incubacdo em temperatura de 37°C por 24 horas.
SPREAD PLATE (ESPALHAMENTO) - NUMERO DE COLONIAS
DILUICAO 10! 10? 103 10+ 10° 10 107 108 10° 1010

NUMERO NC NC NC NC NC NC 2 1 0 0
DE NC NC NC NC NC NC 1 4 0 0
COLONIAS NC NC NC NC 152 8 4 0 0 0

NC — Né&o contével
Fonte: Elaborada pelo proprios autores, 2026

Na aplicacdo do método spread plate, com inoculagdo de 100 pL das dilui¢des de
10" a 10'° em Agar Nutriente, observou-se que as dilui¢des de 10" a 10~ resultaram em
contagens ndo calculaveis (NC), em razdo do crescimento confluentemente distribuido e
da intensa sobreposicao de colbnias. Essa configuragdo inviabiliza a contagem acurada
de UFC e ilustra uma limitacdo operacional do método em suspensdes mais concentradas,
assim como o relato de Mendes (2022) sobre os desafios de manipulacdo de diluices
seriadas e 0s potenciais erros na avaliacdo da viabilidade de cepas microbianas.

Na amostra diluida em 107, o resultado obtido foi de 152 unidades formadoras de
colbnia, apesar de a amostra ser em triplicata, as unidades bacterianas ainda tiveram
sobreposicao sobre o nucleo celular, utilizado para contabilizar uma unidade de coldnia
bacteriana, enquanto que uma amostra com diluicio 107, obteve uma média de 8 unidades
formadoras de coldnia, assim como observado em dilui¢des subsequentes 107 a 1071% os
resultados mostram uma diminuicdo na presenca de colonias bacterianas isoladas.

No contexto da manutencdo de culturas, os resultados obtidos reforcam que
subcultivos seriados, apesar de amplamente empregados, apresentam limitacdes
relevantes, como suscetibilidade a contaminacéo, necessidade de manipulacdo constante
e potencial de deriva genética (Simione; Cypess, 2012). A comparagdo com métodos de
conservagao em baixas temperaturas indica que a estabilizacdo celular por resfriamento,
com interrupcéo das atividades metabolicas, oferece vantagens em termos de estabilidade
e reducdo de intervencdes (Simione; Sharp, 2017). Assim como destacado por Simione
(2020), esses achados apontam que técnicas de armazenamento em baixas temperaturas
constituem uma estratégia mais segura e eficiente para manter a viabilidade de diferentes
tipos de células e microrganismos.

O método spread plate demonstrou ser eficaz para a contagem de microrganismos
viaveis, por favorecer a formacédo de colbnias isoladas na superficie do agar (Figura 5).
Essa caracteristica o torna particularmente Gtil para o isolamento de col6nias individuais,

gue podem ser posteriormente utilizadas em diferentes ensaios microbiol6gicos.
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Conforme descrito por Sanders (2012), essa técnica é amplamente aplicada em
enriquecimento seletivo, selecdo de variantes e triagens, viabilizando a recuperacéo de

células de interesse para analises mais detalhadas.

Figura 5. Placa com crescimento bacteriano da cepa Bacillus subtillis contendo amostra em dilui¢do
seriada em 10 (A e B). Placa com crescimento bacteriano da cepa Bacillus subtilis em placa contendo
amostra em diluicdo seriada 10 7 (C e D), incubadas a 37° C por 24 horas pelo método de plagueamento
Spread Plate.

Fonte: Acervo pessoal dos autores, 2026

4.2 Plagueamento por Streak Plate (estriamento)

Os resultados obtidos pelo método de plaqueamento Streak Plate (espalhamento)

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Unidades formadoras de col6nias bacterianas da cepa Bacillus subtillis em placas pelo método
de plagueamento Streak Plate (estriamento) ap6s incubacdo em temperatura de 37°C por 24 horas.
STREAK PLATE (ESTRIAMENTO)

DILUICAO 10t 107 108 10+ 10° 10 107 108 10° 1010
NUMERO NC NC NC NC 15 8 1 1 0 ER
DE NC NC NC NC ER 1 0 1 0 0
COLONIAS NC NC NC 24 7 5 2 0 0 0

NC — N&o contavel
ER — Erro de plagueamento
Fonte: Elaborada pelo proprios autores, 2026

No presente estudo, 0 método streak plate possibilitou contagem e visualiza¢do

adequadas de colonias a partir da diluigao 107%, confirmando sua eficiéncia para obtenc¢ao
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de colbnias isoladas em faixas de concentracdo intermediaria, em consonancia com o
protocolo descrito por Katz (2008). Em diluigdes mais elevadas (1077), observou-se queda
acentuada no nimero de coldnias, indicando que a baixa densidade celular limita a
deteccdo de crescimento, o que evidencia a dependéncia do método em relacdo a
concentragéo inicial da amostra. Esse resultado ressalta que, embora consolidado, o streak
plate é sensivel a variaces de concentracéo, a falhas de esterilizacdo dos instrumentos e
ao tempo de execucdo das estrias, fatores que podem impactar a avaliacédo de viabilidade
microbiana.

Adicionalmente, foram registradas coldnias filamentosas e aglomerados densos
com ramificacBes extensas, dificultando a contagem e o isolamento de col6nias puras,
achado que corrobora os relatos de Katz (2008). De forma semelhante ao observado por
Zipkes et al. (1981), houve tendéncia de maior crescimento nas bordas das placas,
prejudicando a analise morfoldgica e a quantificacdo de col6nias (Figura 6). Apesar
dessas limitacdes, 0 método se manteve vantajoso para fins de identificacdo e selecdo de

col6nias para posterior isolamento.

Figura 6. Placa com crescimento bacteriano da cepa Bacillus subtillis pelo método de
plagueamento Streak Plate (estriamento) contendo amostra em diluicdo seriada 10 incubadas a
37°C por 24 horas.

Fonte: Acervo pessoal dos autores, 2026
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4.3 Coloracéo de Gram e andlise Optica

Embora B. subtilis seja tradicionalmente classificada como Gram-positiva, devido
a sua parede celular espessa e rica em peptidoglicano (Akinsemolu et al., 2024), ha relatos
de que a formacdao de esporos pode resultar em padrfes de coloracdo Gram-variaveis, por
vezes semelhantes a Gram-negativos (Checinska et al., 2015; Kim; Schumann, 2009;
Nicholson, 2002; Nicholson et al., 2000, 2002). No presente estudo, a coloragéo obtida
(Figura 7) mostrou predominancia de roxo com areas rosadas, sugerindo um perfil Gram-
negativo, a0 mesmo tempo em que a microscopia evidenciou esporulacdo e enddsporos
compativeis com B. subtilis. Essa discrepancia pode estar relacionada a estresse térmico
durante o armazenamento, com reflexos sobre a estabilidade da parede celular e o
processo de esporulacéo (Price, 2014; Setlow, 2014).

Esses resultados ilustram as limitagdes interpretativas da coloragdo de Gram, que,
embora seja ferramenta fundamental na rotina microbioldgica, pode apresentar
ambiguidades em organismos com paredes intermediarias ou em condicdes de estresse
(Costa et al., 2024). Como descrito por Beveridge (2001), a distin¢cdo entre Gram-
positivas e Gram-negativas baseia-se na estrutura da parede celular, mas padrdes atipicos
de coloragdo exigem andlise cuidadosa e, idealmente, confirmacdo por métodos

complementares.

Figura 7. Coloragdo de Gram da cepa de Bacillus subtilis apresentando fixac&o do corante fucsina (cor
avermelhada/roxa), com presenca de esporos bacterianos (A.) com falta de pigmentacéo, e formacéo de
enddsporos bacteriano (B.) com intensidade de pigmentacéo do corante.

Fonte: Acervo pessoal dos autores, 2026
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A microscopia Optica permitiu identificar esporulacdo em B. subtilis, indicada
pela coloracdo esverdeada dos esporos (Figura 8). Tal observacdo esta alinhada com a
“Gram-variabilidade” descrita por Beveridge (1990), atribuida a modificacdes na parede
celular e a reducdo da camada de peptidoglicano, que prejudicam a retencdo do cristal
violeta e originam misturas de células Gram-positivas e Gram-negativas.

Em consonancia com Beveridge (2001), os resultados sugerem que regides de
septacdo apresentam maior fragilidade, podendo sofrer ruptura e liberar o complexo
corante, fenomeno conhecido como “blow-out”. Isso contribui para padroes de coloracdo
inconsistentes e ressalta a limitacdo da coloracdo de Gram como Unico pardmetro para

classificacdo e diagndstico em Bacillus e outras Gram-positivas.

Figura 8. Coloracdo de Gram da cepa de Bacillus subtilis apresentando fixagao do corante fucsina (cor
avermelhada), com presenca de pigmentacdo esverdeada de esporos da cepa bacteriana (A.), e
esporulacdo bacteriana com pigmento esverdeado (B.).

Fonte: Acervo pessoal dos autores, 2026

Dessa forma, a Gram-variabilidade em Bacillus pode estar relacionada a dindmica
da parede celular durante o crescimento e a sua integridade estrutural, evidenciando que
a resposta ao Gram nao é fixa e pode variar de acordo com as condicdes fisiologicas do
microrganismo ou mesmo da cepa microbiana. Tais achados reforgam a necessidade de
utilizacdo de métodos complementares para a identificacdo bacteriana em casos de

coloracéo variavel.
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4.4 Unidade formadora de colonia (UFC/mL)

A quantificacdo da cepa de B.subtillis submetido a diferentes meétodos de
plagueamento demonstrou variagdes significativas na contagem de unidades formadoras
de colbnias por volume de amostra (UFC/mL), em fungdo da técnica empregada e da

diluicdo analisada, conforme demonstrada na tabela 3.

Tabela 3. Quantificagdo de unidades formadoras de colénias (UFC/mL) da cepa Bacillus subtilis pelos
métodos de plaqueamento Spread Plate e Streak Plate.
UNIDADE FORMADORA DE COLONIA (UFC/ML) - SPREAD PLATE
DILUICAO
10* 10?% 10° 10+ 10° 10 107 108 10° 1070
- - - - 152x10® 8,00x107 2,33x10® 1,67x10° - -
UNIDADE FORMADORA DE COLONIA (UFC/ML) - STREAK PLATE
DILUICAO
10t 10?% 10° 10+ 10° 10 107 108 10° 1070
- - - 240x10° 1,10x10° 4,67x10° 1,00x10° 6,67 x 106 - -
(-) Resultado nédo encontrado
Fonte: Elaborada pelos proprios autores, 2026

Pelo método spread plate, as contagens apresentaram variacao entre diluicGes, mas
preservando a mesma ordem de grandeza, o que indica consisténcia na diluicdo seriada e
no crescimento microbiano. A elevada sensibilidade observada, inclusive em dilui¢bes
mais altas, corrobora seu uso como técnica quantitativa de referéncia, conforme Reasoner
(2004). Quando o método streak plate foi adaptado para quantificacdo, os resultados
mostraram valores sistematicamente menores que os obtidos pelo spread plate, ainda que
internamente coerentes. Tal padrdo esta de acordo com Taylor et al. (1983), que apontam
maior variabilidade e tendéncia a contagens iguais ou inferiores em comparagao a outros
métodos de plagueamento.

A andlise comparativa mostrou que as diferencas nas contagens entre spread plate
e streak plate decorrem principalmente da forma de distribuicdo do indculo: o
espalhamento gera colénias mais homogeneamente distribuidas e facilmente
quantificaveis, enquanto o estriamento concentra o crescimento em tracos, favorecendo
sobreposicdo em determinadas regides da placa.

Embora a refrigeracdo ndo tenha impedido a recuperacao de células viaveis em
nenhum dos métodos, o spread plate demonstrou maior sensibilidade para captar
variacOes de densidade celular em dilui¢cBes sucessivas. Ja o0 streak plate apresentou

comportamento menos previsivel, com contagens que aumentaram com a diluicéo,
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indicando dificuldade em padronizar a distribuigdo do indculo e em obter estimativas
precisas de UFC/mL. De acordo com Sutton (2012), esses resultados reforcam a
necessidade de empregar mais de um método de plaqueamento e réplicas experimentais

para reduzir vieses e aprimorar a confiabilidade das anélises microbioldgicas.

4.5 Analise dos metadados e Teste Wilcoxon

A andlise quantitativa das unidades formadoras de colénia (UFC/mL) de Bacillus
subtilis, obtidas pelos métodos Spread Plate e Streak Plate, revelou diferencas
significativas em suas contagens ao longo das diluicdes avaliadas (10 a 107%).
Inicialmente, os valores brutos de UFC/mL evidenciaram que o método Spread Plate
apresentou contagens significativamente superiores (na ordem de 10% a 10° UFC/mL) em
comparag¢do ao método Streak Plate, cujos valores oscilaram entre 10° e 10° UFC/mL.

A adocdo da transformacdo log 10 (X) para os dados de contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC/mL), foi aplicada com intuito de normalizar a distribuicédo
de dados assimétricos e dispersos, facilitando a analise estatistica inferencial e a
comparacdo entre os métodos Spread Plate e Streak Plate (Tabela 4). Devido &
necessidade de atender aos requisitos dos testes estatisticos paramétricos, particularmente
no que tange a normalidade dos dados, assim como aplicado no estudo de comparacéo de
técnicas de plagueamento de (Cao et al., 2024), possibilitando melhor interpretacdo dos

resultados dos métodos avaliados.

Tabela 4. Valores de escala logaritmica (log 10) para normalizagdo de dados de contagem em unidades
formadoras de coldnias (UFC/mL) de Bacillus subtilis obtidos por dois métodos diferentes de
plagueamento: Spread Plate (espalhamento) e Streak Plate (estriamento) nas mesmas dilui¢Ges seriais.

Diluigdo Spread Plate (log 10 UFC/mL) Streak Plate (log 10 UFC/mL)
10° log 10 (1.52 x 10%) =8.18 log 10 (2.40 x 10°) =5.38
10°® log 10 (8,00 x 107) = 7,90 log 10 (1,10 x 10%) = 5,04
107 log 10 (2,33 x 10%) = 8,37 log 10 (4,67 x 10%) = 5,67
108 log 10 (1,67 x 10°) =9,22 log 10 (1,00 x 10%) = 6,00

Transformacdo em log 10 (X);
(xX) = UFC/mL

Fonte: Elaborada pelos proprios autores, 2026

Dados de UFC/mL frequentemente exibem distribuicdo exponencial, com
dispersdo acentuada e valores extremos que podem influenciar negativamente a analise
comparativa entre técnicas. Essa associagdo indica que, apesar das diferencas

quantitativas apresentadas pelos metodos, ambos apresentam tendéncia linear na

_ Veredas do Direito, v.23, €236226— 2026




AVALIAGAO DE VIABILIDADE DE CEPA DE BACILLUS SUBTILIS SOB CONSERVAGAO REFRIGERADA: ANALISE COMPARATIVA DE METODOS DE PLAQUEAMENTO
MICROBIANO

quantificacdo da viabilidade bacteriana de Bacillus subtilis ap6s armazenamento sob

refrigeracdo conforme demonstrado na figura 9.

Figura 9. Grafico comparativo de valores de log (x) de contagem de unidades formadoras de col6nias
(UFC/mL) da cepa Bacillus subtilis submetidas a métodos de plaqueamento Spread Plate (espalhamento)
e Streak Plate (estriamento) sob diferentes dilui¢des seriadas.

7.5
25

0.0

Método

. Spread Plate
| streakPlate

log10{UFC/mL)

10%-5 104G 1047 104-8
Diluigdo
Fonte: Elaborada pelos préprios autores, 2026

A transformacéo logaritmica log 10 (X) dos dados foi aplicada para normalizagdo
e estabilizacdo da variancia entre os metadados, permitindo uma analise estatistica mais
robusta. A regressdo linear entre os valores de log-transformados, demonstrou uma
correlacdo positiva e significativa entre os métodos (R? = [0,89], p < 0,05), conforme
demonstrado na figura 10, indicando que, embora os métodos estejam relacionados,

apresentam diferencas sistematicas na quantificacdo da cepa bacteriana.

Veredas do Direito, v.23, €236226— 2026




David Borovicz Carvalho da Silva de Jesus & Analice Timoteo de Araujo & Pedro Rondon Werneck & Luci Emi Ogava & Aldi Feiden & Altevir Signor

Figura 10. Analise de regressao linear de valores de log (x) de unidades formadoras de col6nias
(UFC/mL) da cepa de Bacillus subtilis submetidas a métodos de plaqueamento Spread Plate
(espalhamento) e Streak Plate (estriamento), R2 = [0,89] - p < 0,05.
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Fonte: Elaborada pelos préprios autores, 2026

O teste ndo paramétrico de Wilcoxon para dados pareados corroborou a existéncia
de diferenca estatisticamente significativa entre as contagens log-transformadas de
UFC/mL obtidas pelos métodos (p = [0,0567]), evidenciando que o método Streak Plate
tende a continuamente subestimar as unidades viaveis de células bacterianas em relacao
ao método Spread Plate.

Considerando essas diferencas, a superioridade do Spread Plate se justifica pela
natureza das técnicas que consiste no espalhamento uniforme do inbculo e
homogeneidade na formacdo das colonias, enquanto que pelos aspectos limitados do
método de estriamento pela técnica de distribuicdo, hd uma adjacéncia na formacdo de
col6nias pelo método Streak Plate. Portanto, recomenda-se o uso do método Spread Plate
para mensuragdo e viabilidade celular de Bacillus subtilis em amostras submetidas a
diferentes condigdes de armazenamento, enquanto o Streak Plate permanece mais

indicado para isolamento e analises qualitativas.
5 CONCLUSAO

Conclui-se, que embora ambos 0s métodos empregados tenham possibilitado a
deteccdo de células viaveis de Bacillus subtilis apds armazenamento sob refrigeracéo, o

método de espalhamento em superficie (Spread Plate) apresentou maior eficiéncia e

consisténcia na quantificacdo das unidades formadoras de colonias em diferentes
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diluicbes. O método de estriamento (Streak Plate), apesar de fornecer contagens coerentes,
evidenciou valores significativamente inferiores, confirmando sua limitagdo como
técnica quantitativa. Dessa forma, o presente estudo reforca a aplicabilidade do Spread
Plate como método de referéncia para analises microbioldgicas quantitativas, enquanto o
Streak Plate deve ser preferencialmente empregado em abordagens qualitativas, como o
isolamento de coldnias.

Considerando que os dados oriundos da contagem de unidades formadoras de
colbnias (UFC/mL) apresentam elevada variabilidade e extensdo em escala crescente, a
transformac&o logio () foi empregada para estabilizar variancias e adequar a distribuigao
dos dados para analises comparativas. Essa transformacdo dos metadados permitiu que
diferencas relativas menores e maiores sejam analisadas de forma proporcional,
facilitando a detec¢do de tendéncias e relagOes lineares entre métodos distintos de
plagueamento. Neste estudo, a transformacéo foi crucial para possibilitar um confronto
justo entre o Spread Plate e o Streak Plate, sem prejudicar a natureza dos dados para
validade estatistica da comparacao.

Como perspectiva futura, recomenda-se a replicacdo deste estudo com diferentes
espécies bacterianas e sob distintas condi¢cdes de armazenamento, a fim de avaliar a
robustez metodologica frente a diferentes contextos microbiol6gicos. Além disso,
compara¢do com métodos alternativos, como Pour plate ou técnicas baseadas em
contagem automatizada, podem fornecer maior embasamento sobre a acuracia e
reprodutibilidade de cada técnica. Tais investigagdes poderdo contribuir para a
padronizacdo de protocolos laboratoriais, ampliando a confiabilidade dos resultados

obtidos em pesquisas aplicadas e industriais.
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