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RESUMO
A contagem de aeróbios mesófilos ou contagem padrão em placas em um produto alimentício reflete a qualidade da matéria-prima, bem
como as condições de processamento, manuseio e estocagem. O método de contagem em placas tradicionais requer 48h de incubação
para a posterior leitura dos resultados. Comparou-se dois métodos que parecem ser uma boa alternativa para a contagem padrão em
placas: SimplateR TPC-CI e PetrifilmR AC. Também avaliou-se a capacidade inibitória do 2, 3, 5 cloreto de trifeniltetrazólio quando
adicionado ao Agar Plate Count. Este corante é incolor na forma oxidada e vermelho quando reduzido pelos microrganismos, devido à
formação de formazano. O coe-ficiente de correlação obtido, através de estudos conduzidos com 60 amostras de sorvetes, entre 0,866-
0,979 indicou uma equivalente sensibilidade dos métodos testados. Somente a contagem padrão em placas com TTC diferiu signicativamente
da contagem padrão em placas.
Palavras-chave: Contagem Padrão em Placa; métodos rápidos; sorvetes; 2, 3, 5 cloreto de trifeniltetrazólio; TTC.

1 – INTRODUÇÃO

A Contagem Padrão em Placa ou contagem de ae-
róbios mesófilos em um produto alimentício, reflete a
qualidade da matéria-prima, bem como as condições
de processamento, manuseio e estocagem [11], permi-
tindo estimar o tempo de prateleira do alimento em
questão. Em termos laboratoriais, a execução desta
técnica é bem simples, consistindo no plaqueamento
de alíquotas da amostra, homogeneizada e diluída, em
meio de cultura padrão como o “Plate Count Agar”
(PCA). As placas são então, incubadas em condições
de tempo e temperaturas adequados, para que haja o
desenvolvimento das colônias que serão enumeradas
com o auxílio de contadores automáticos. Trata-se, no
entanto, de um processo bastante susceptível a erros,
levando-se em consideração que: os microrganismos
estão arranjados em pares, tétrades, cadeias e cachos.
Conseqüentemente o número de colônias que apare-
cem na placa não correspondem ao número de células
individuais presentes; quando muitas diluições preci-
sam ser plaqueadas podem ocorrer erros; algumas
partículas de alimentos podem ser confundidas com
colônias, levando a um falso resultado positivo; o modo
de leitura e a interpretação dos resultados, são muito
subjetivos e podem variar de acordo com o analista;
algumas colônias denominadas invasoras se espalham
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pela placa dificultando a contagem e a expressão do
resultado final.

Outras limitações do método estariam relacionadas
à fisiologia das diferentes espécies microbianas nos ali-
mentos, que podem ter seu crescimento limitado quan-
do são usadas condições padronizadas de temperatu-
ra, requerimento de nutrientes e potencial redox.

Visando minimizar estes problemas, surgiram os mé-
todos alternativos que apresentam a conveniência de
produzirem resultados mais rápidos, sensíveis e espe-
cíficos, se comparados às técnicas convencionais. Tais
métodos também podem oferecer economia de espaço e
materiais, aumentando a produtividade laboratorial.

Numerosos métodos alternativos de contagem em
placas estão disponíveis visando melhorar a eficiência
desta determinação. Dentre eles, destacam-se o Sim-
plateR Total Plate Count – Color Indicator (TPC-CI) e as
placas PetrifilmR AC [20] para contagem de bactérias
aeróbias totais. O sistema SimplateR é um método de
enumeração de microrganismos em alimentos que for-
nece resultados em número mais provável (NMP), base-
ado no número de cavidades positivas de uma placa
especialmente desenvolvida. Este método fundamenta-
se na redução bioquímica do corante resazurina (azul)
para resorufina (rosada) ou dehidro-resorufina (trans-
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parente). Outras variações de coloração como marrom,
pêssego, branco e púrpura também são consideradas
positivas [16, 18].

As placas PetrifilmR consistem de cartões de papel
quadriculado revestido de polietileno recoberto com
nutrientes desidratados e um gel hidrossolúvel a frio,
protegido por um filme plástico superior transparente
revestido internamente pelo mesmo gel e um corante
indicador 2, 3, 5 cloreto de trifeniltetrazólio (TTC). Ao
adicionar a amostra em teste os nutrientes se hidratam,
o gel solidifica a mistura, e a placa está pronta para ser
incubada [20]. O TTC é um corante amplamente utiliza-
do em meios de cultura para a enumeração de bacté-
rias, em amostras contendo interferentes. Os microrga-
nismos vivos reduzem o TTC através de enzimas, origi-
nando formazano que fica acumulado no interior dos
grânulos das células e se torna vermelho [2].

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
performance dos métodos disponíveis no mercado para
a enumeração de aeróbios mesófilos como SimplateR e
PetrifilmR, comparar estatisticamente os dados obtidos
com os métodos convencionais e avaliar a capacidade
de inibição do crescimento microbiano pelo TTC.

2 – MATERIAIS E MÉTODOS

Foram coletadas 60 amostras de sorvetes de mar-
cas distintas que continham partículas (como pedaços
de frutas), que pudessem interferir na interpretação/
leitura dos resultados.

2.1 – Preparo da amostra

Adicionaram-se 90mL de água peptonada 0,1%(p/v)
estéril a 10g de amostra, previamente mantida a 4°C
por no máximo 24h para descongelamento. A seguir,
foram homogeneizadas e diluídas de acordo com as re-
comendações descritas pelo “Compendium of Methods
for the Microbiological Examination of Foods” (American
Public Health Association – APHA) [1]. As diluições das
amostras foram selecionadas, baseando-se na conta-
gem de microrganismos esperada para cada amostra.

2.2 – Contagem padrão em placas

A Contagem Padrão em Placas foi realizada de acor-
do com o preconizado pelo APHA [1]. Foram preparadas
placas em duplicata, utilizando-se o PCA e incubação
de 32°C/48h. Foram selecionadas placas com conta-
gens entre 30-300 colônias. A contagem foi feita com o
auxílio do contador Quebec.

2.3 – Contagem padrão em placas adicionando- se
TTC

O procedimento adotado foi o mesmo descrito no
item anterior, porém adicionou-se ao meio PCA 1mL de
uma solução estoque estéril de TTC a 0,5%(p/v) para
cada 100mL de meio [1]. Somente as colônias que redu-
ziram o TTC (colônias vermelhas) foram consideradas
nesta contagem.

2.4 – Contagem padrão em placas por PetrifilmR AC

Placas, em duplicata de PetrifilmR, foram inocula-
das com 1mL de amostra, conforme recomendação do
fabricante. A seguir, as placas foram incubadas com o
lado transparente para cima em estufa a 32°C/48h.
Selecionaram-se para a contagem as placas que conti-
nham entre 25-250 colônias. A contagem de colônias
foi feita com o auxílio do contador Quebec.

2.5 – Contagem padrão em placas utilizando-se Sim-
plateR total plate count (TPC-CI)

Placas em duplicata de SimplateR foram inoculadas
com 1mL da amostra no centro da placa, adicionando-
se em seguida, 9mL do meio de cultura previamente
hidratado com água destilada estéril. O meio de cultura
e a amostra foram distribuídos nas 84 cavidades, atra-
vés de uma leve homogeneização. O excesso de líquido
foi descartado através de uma esponja absorvente loca-
lizada na própria placa. As placas SimplateR foram in-
cubadas a 32°C/24h. Cavidades consideradas positi-
vas foram contadas e o resultado comparado a uma ta-
bela de NMP para conversão dos resultados. A mudan-
ça de cor do meio de azul para rosa e variações, foram
consideradas positivas. A contagem máxima de cada
placa é de 738 NMP/g [10].

2.6 – Análise estatística

Os resultados das contagens foram expressos atra-
vés do logaritmo decimal do número de unidades for-
madoras de colônias por grama de amostra. Calculou-
se o coeficiente de correlação (R) entre os quatro méto-
dos; realizou-se a análise de variância e o teste de mé-
dias (Teste de Tukey), para avaliar diferenças significa-
tivas entre os mesmos.

3 – RESULTADOS E DISCUSSÃO

Das 60 amostras analisadas, 47 foram considera-
das na avaliação estatística, pois os resultados que ex-
cederam a mais alta diluição não foram incluídos na
análise.

A Figura 1 mostra a regressão linear dos dados da
contagem padrão em placas plotados contra a conta-
gem padrão em placas adicionada de TTC. O coeficiente
de 0,948 demonstra uma alta correlação entre os dois
métodos.

A Figura 2 refere-se aos resultados obtidos quando
confrontados os métodos PetrifilmR e contagem padrão
em placas com o TTC. Ambos os métodos apresentaram
uma alta correlação (0,979). Conforme Figura 3 os mé-
todos PetrifilmR e contagem padrão em placas apresen-
taram o coeficiente de correlação de 0,909. BLACKBURN
et al. [4] testando vários alimentos encontraram um co-
eficiente de correlação entre estes dois métodos igual a
0,989. Coeficientes de correlação na faixa de 0,94-0,999
foram encontrados em estudos realizados por
MCALLISTER et al. [12], CHAIN & FUNG [5] e CORMIER
et al. [6]. PRATA et al. [14] encontraram um coeficiente
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de correlação de 0,763 quando testaram amostras de
leite pasteurizado.

FIGURA 1. Correlação entre os métodos de contagem padrão
em placas e contagem padrão em placas com TTC.

FIGURA 2. Correlação entre os métodos PetrifilmR e contagem
padrão em placas com TTC.

FIGURA 3. Correlação entre os métodos PetrifilmR e contagem
padrão em placas.

Em relação ao método SimplateR, quando compara-
do com a contagem padrão em placas, o coeficiente de
correlação encontrado foi de 0,884 (Figura 4). SMITH &
TOWNSEND [17], analisando diversos alimentos encon-
traram coeficiente de correlação de 0,98. Ambos os re-
sultados significam alta correlação entre as duas técni-
cas. NERO et al. [13], analisando amostras de leite pas-
teurizado tipos A, B e C, verificaram uma correlação de
0,9285 para leite tipo A, para leite tipo B de 0,9231 e
para leite tipo C a correlação foi de 0,7209, sugerindo
que o nível de contaminação do produto influencia dire-
tamente o desempenho do método.

FIGURA 4. Correlação entre os métodos SimplateR e contagem
padrão em placas.

Analisando os resultados obtidos quando compa-
rou-se os métodos alternativos PetrifilmR e SimplateR, o
coeficiente de correlação encontrado foi de 0,866 (Figu-
ra 5). Já TOWNSEND & SMITH [19] encontraram um
coeficiente de correlação de 0,92.

FIGURA 5. Correlação entre os métodos SimplateR e PetrifilmR.

Em todos os casos analisados, os coeficientes de cor-
relação encontrados em torno de 0,9 significa uma equi-
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valente sensibilidade dos métodos testados. Entretan-
to, a análise da variância indicou a presença de dife-
rença significativa entre os métodos, ao nível de 1% de
significância. Portanto, realizou-se o teste de Turkey.
A Tabela 1 mostra que apenas a contagem padrão em
placas com TTC diferiu significativamente da contagem
padrão; não ocorrendo nenhuma outra diferença sig-
nificativa entre os métodos. Os resultados deste traba-
lho corroboram os estudos realizados por BELOTTI,
BARROS, NERO [3]. Ao pesquisarem amostras de leite
pasteurizado os autores verificaram que 37,8% das
colônias não reduziram o TTC, evidenciando que a adi-
ção do mesmo leva a resultados falsos negativos.

TABELA 1. Comparação entre os resultados das contagem de
aeróbios mesófilos fornecidos por 4 métodos distintos, atra-
vés do Teste de Tukey ao nível de 1% de significância.

(1) Média aritmética +\- desvio padrão.
(2) Letras iguais indicam que não existe diferença significativa entre as médias, ao
nível de 1% de probabilidade.

A principal vantagem das placas PetrifilmR em rela-
ção aos métodos convencionais é a sua conveniência:
são prontas para uso, eliminando as etapas de prepa-
ração dos meios de cultura e vidrarias necessários, ocu-
pam menos espaço em incubadoras, geladeiras, armá-
rios, autoclaves, têm descarte mais fácil, não quebram,
não derramam, podem ser congeladas para contagem
posterior ou reanálise [8].

Apesar de sua praticidade e sensibilidade, obser-
vou-se, freqüentemente nas placas PetrifilmR a liquefa-
ção do gel, dificultando a interpretação dos resultados.
Estas mesmas observações foram feitas por CURIALE
et al. [7], BLACKBURN et al. [4] e ROLIM et al. [15]. Ou-
tras limitações na utilização deste sistema podem ser
apontadas: o tempo de leitura dos resultados é seme-
lhante ao do método convencional e as bactérias lácticas
e Micrococcus podem não ser detectados [20].

No SimplateR, a ocorrência de reação positiva em
todas as 84 cavidades, significa uma contagem de 738
microrganismos (Idexx). Isto, portanto, possibilita uma
redução no número de diluições, o que é normalmente
uma constante fonte de erro em uma análise microbio-
lógica [9]. O seu tempo de incubação é reduzido, de 24
horas; o meio é adquirido esterilizado e pronto para uso,
dispensando as etapas de preparo do meio de cultura,
lavagem de vidrarias e esterilização; as partículas de
alimento não são confundidas com colônias, o que re-
duz a subjetividade [10].

No PetrifilmR e no SimplateR não se observou a pre-
sença de colônias invasoras, ao contrário do que ocor-
reu nas placas de PCA.

Em relação ao custo, ambos os métodos são duas a
três vezes mais caros do que o método convencional em
placas. Deve-se no entanto, levar em consideração a re-
lação custo/benefício.

4 – CONCLUSÕES

• Os resultados deste trabalho permitem concluir
que: os sistemas PetrifilmR e SimplateR não apre-
sentaram diferença significativa entre si, nem em
relação aos demais métodos de contagem, poden-
do ser utilizados como uma alternativa tecnica-
mente viável para a contagem padrão em placa
em amostras de sorvete.

• A adição de TTC ao “Plate Count Agar” para conta-
gem de aeróbios mesófilos em sorvetes não é reco-
mendada pois sua presença induz a falsos resul-
tados negativos.
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