MÉTODOS CLÁSSICOS DE MICROBIOLOGIA APLICADOS NO ESTUDO DE REATORES BIOLÓGICOS DE TRATAMENTO DE ÁGUAS RESIDUÁRIAS
Maria Bernadete A. Varesche
Os estudos fundamentais são a garantia da opção segura pelo sistema aeróbio e anaeróbio de tratamento; ou seja, a união das informações geradas do monitoramento do reator, associado ao isolamento e/ou identificação de culturas microbianas e seu metabolismo, possibilitarão verdadeiro conhecimento do sistema. 

A ecologia microbiana aborda a maneira como os organismos, interagem entre si e com seu ambiente. A ecologia microbiana pode ser enfocada, principalmente, em duas áreas de estudo: (1) biodiversidade, incluindo o isolamento, identificação e quantificação dos microrganismos em vários habitat, e (2) a atividade microbiana, ou seja, o que os microrganismos fazem em seu habitat. Esses métodos incluem o enriquecimento e isolamento, métodos de coloração celular, isolamento e caracterização de genes e mensuração das atividades dos microrganismos in situ (em seu meio natural).
Análise cultura-dependente de comunidades microbianas
O processo envolve a seleção dos organismos de interesse a partir de uma comunidade microbiana – procedimento denominado enriquecimento – e, em seguida, o isolamento do organismo de interesse em cultura pura. O isolamento é importante uma vez que origina culturas para estudos laboratoriais detalhados e controlados, assim como, para aplicação nos campos da biotecnologia e da microbiologia industrial e ambiental.
Enriquecimento e isolamento

Raramente, no ambiente dos reatores de tratamento de águas residuárias contém apenas um único microrganismo. Assim, uma das principais atividades consiste em descrever métodos e procedimentos para isolar e cultivar os organismos de interesse. A maneira mais comum para alcançar esse objetivo consiste na técnica de cultura de enriquecimento. Nessa técnica, são escolhidos um meio e um conjunto de condições de incubação que sejam seletivos para o organismo desejado e não seletivos para organismos indesejados. A estratégia da cultura de enriquecimento consiste em reproduzir, da maneira mais fiel possível, os recursos e condições de um nicho em particular e, em seguida, realizar a sondagem em uma amostra daquele nicho, em busca dos organismos que sejam capazes de se desenvolver nas condições de enriquecimento escolhidas.
Alguns exemplos de métodos de cultura de enriquecimento para procarióticos
Todos os meios devem conter sortimento de sais minerais, incluindo N, P, S, Mg2+, Mn2+, Fe2+, Ca2+ e outros elementos traços. Deve-se eleger também as condições de temperatura, pH e salinidade para cada condição de enriquecimento.
Exemplos:
►bactérias púrpuras não sulfurosas – incubação anaeróbia, com adição de H2 ou ácidos orgânicos, e N2 como única fonte de nitrogênio; 
►bactérias púrpuras e verdes sulfurosas - incubação anaeróbia, com adição de H2S como doador externo de elétrons para a fotossíntese anoxigênica;
►Clostridium spp. – incubação anaeróbia (fermentação), com adição de amido + NH4+ (doador de elétrons e fonte de nitrogênio);
►arquéias metanogênicas hidrogenotróficas – incubação anaeróbia (respiração anaeróbia), com adição de H2, Na2CO3 (aceptor de elétrons); inóculo proveniente de lodo, sedimentos e lodo de esgoto;

►Pseudomonas (espécies desnitrificantes) – incubação anóxica (respiração anóxica) com adição de ácidos orgânicos e nitrato de potássio (0,2%) como aceptor de elétrons; inóculo proveniente de solo, lodo e sedimentos de lagos;

►BRS (Bactérias Redutoras de Sulfato, Desulfovibrio e Desulfotomaculum) – incubação anaeróbia (respiração anaeróbia), adição de ácidos orgânicos (fonte de carbono e doador de elétrons) e sulfato de sódio (aceptor de elétrons);
►Bactérias nitrosificantes (Nitrosomonas) – incubação sob atmosfera aeróbia (respiração aeróbia), com adição de NH4+ (doador de elétrons), oxigênio (aceptor de elétrons), inóculos provenientes de solo, efluente de esgoto;
►Bactérias nitrificantes (Nitrobacter) – incubação sob atmosfera aeróbia (respiração aeróbia), NO2- (nitrito como doador de elétrons), oxigênio (aceptor de elétrons).
Culturas de enriquecimento bem-sucedidas requerem inóculo apropriado. Portanto, qualquer protocolo de cultura de enriquecimento se inicia pela amostragem do habitat apropriado. Culturas de enriquecimento podem ser estabelecidas aplicando-se o inóculo diretamente em meio altamente seletivo. Por exemplo, o microbiologista holandês Martinus Beijerinck, descobridor da técnica da cultura de enriquecimento foi o primeiro a isolar a bactéria aeróbia fixadora de N2, Azotobacter, utilizando o que se tornou estratégia clássica de enriquecimento. Pelo fato de Azotobacter ser uma bactéria fixadora de N2 de crescimento rápido e capaz de fixar N2 do ar, o enriquecimento utilizando meio destituído de amônia ou de outras formas de nitrogênio é altamente seletivo para esse organismo. Nesse caso, organismos não fixadores de nitrogênio ou fixadores de nitrogênio anaeróbios são excluídos. 

O meio de cultura e as condições de incubação sã críticos para a obtenção de uma cultura de enriquecimento bem-sucedida; isto é, tanto os recursos como as condições devem ser otimizadas para aumentar as possibilidades de enriquecimento do organismo de interesse.
Coluna de Winogradsky

Para o isolamento de bactérias púrpuras ou verdes fototróficas, bactérias redutoras de sulfato ou vários outros organismos anaeróbios, a coluna de Winogradsky tem sido tradicionalmente utilizada como veículo de enriquecimento. A coluna foi primeiramente utilizada por Winogradsky, no final do século XIX, para estudar os microrganismos de solo. A coluna corresponde a uma miniatura de um ecossistema, que pode ser utilizada como fonte de bactérias, quando se visa à obtenção de culturas de enriquecimento.
A coluna é preparada pelo preenchimento de cerca de metade de um cilindro de vidro com lodo rico em compostos orgânicos, preferencialmente contendo sulfeto, por exemplo, para obter bactérias do ciclo do enxofre. Inicialmente, substratos contendo carbono são misturados ao lodo. Os substratos determinarão quais organismos serão enriquecidos; geralmente se evita o uso de substratos fermentativos, que pode levar à excessiva produção de gás. O lodo é suplementado com carbonato de cálcio e sulfato de cálcio como tampão e fonte de sulfato, respectivamente. O lodo é compactado no recipiente, com cuidado para evitar o aprisionamento de ar. Em seguida, o lodo é recoberto com água de lagoa, lago ou de fosso (ou água do mar, se a finalidade for uma coluna marinha); o topo do cilindro é coberto para evitar a evaporação.  O cilindro é colocado próximo a uma janela para receber a luz solar suave e deixado por algumas semanas para permitir o desenvolvimento de organismos.
Em uma coluna de Winogradsky típica, variedade de organismos se desenvolve. Algas e cianobactérias surgem rapidamente nas porções superiores da coluna de água e, pela produção de O2, esses organismos ajudam a manter a região óxica. Processos de decomposição ocorridos no lodo levam rapidamente à produção de ácidos orgânicos, álcoois e H2, - substratos adequados para as bactérias redutoras de sulfato. O sulfeto originado da redução do sulfato promove o desenvolvimento de bactérias púrpuras e verdes sulfurosas (anoxigênicas fototróficas). Esses organismos tipicamente surgem em trechos nas bordas do lodo, embora possam florescer na própria água, se os organismos fototróficos oxigênicos forem escassos. A amostragem de bactérias fototróficas da coluna é realizada pela inserção de uma pipeta longa e fina e pela remoção de uma porção de lama colorida ou de água. Tais amostras podem ser analisadas sob microscopia ou na inoculação de meios de enriquecimento, visando ao isolamento e à caracterização. 

Assim, além de permitir pronto suprimento de inóculos para culturas de enriquecimento, as colunas também podem ser suplementadas com composto em particular, quando se deseja testar a hipótese da existência naquele inóculo, de um organismo ou organismos capazes de degradá-lo. Uma vez estabelecido enriquecimento bruto, culturas puras podem ser obtidas.
Distorção de enriquecimento

Em culturas de enriquecimento líquidas típicas, o organismo mais adaptado ao conjunto de condições selecionadas torna-se o membro dominante do enriquecimento. Infelizmente, no entanto, o organismo mais adequado para a cultura laboratorial é frequentemente, apenas um componente de menor importância no ecossistema microbiano, em vez de corresponder ao componente dominante e mais relevante ecologicamente.

A distorção de enriquecimento pode ser demonstrada comparando-se métodos de diluição com enriquecimentos líquidos clássicos. A diluição do inóculo, seguida pelo enriquecimento, origina um organismo diferente que o enriquecimento utilizando inóculo não diluído. Acredita-se que a diluição elimine a presença quantitativamente insignificante, mas de rápido crescimento, de espécies indesejadas, dando oportunidade ao desenvolvimento de outros membros da comunidade microbiana. Dessa maneira, a diluição do inóculo corresponde, atualmente, a uma prática comum na cultura de enriquecimento microbiológica. 

Isolamento em cultura pura
Culturas puras podem ser obtidas de várias maneiras por meio de enriquecimentos; métodos frequentemente utilizados incluem:

- semeadura por esgotamento em meios sólidos, 

- semeadura em profundidade em meios sólidos em tubos 
- e a diluição líquida.

Para os organismos que se desenvolvem bem em placas de meio sólido, a técnica de semeadura por esgotamento é rápida e simples, correspondendo ao método de escolha. A partir da coleta e semeadura repetidas de uma colônia isolada, pode-se obter uma cultura pura, a qual será transferida para um meio líquido.  Pela utilização de dispositivos apropriados de incubação (por exemplo, jarras de anaerobiose, no caso de anaeróbios), é possível purificar-se tanto organismos aeróbios como anaeróbios em placas de meio sólido, pelo método de semeadura por esgotamento.
Semeadura em profundidade e número mais provável

O método de semeadura em meio sólido, em tubos, envolve a diluição de uma cultura mista em tubos contendo meio sólido fundido, resultando no desenvolvimento de colônias embebidas no agar, em vez de crescerem na superfície de uma placa de meio sólido. Os tubos contendo meio sólido são úteis para a purificação de diversos microrganismos anaeróbios, tais como bactérias fototróficas sulfurosas e bactérias redutoras de sulfato, oriundas de Winogradsky. A purificação é realizada por meio de diluições sucessivas de suspensões celulares, em tubos contendo meio líquido. A repetição desse processo, utilizando uma colônia originada do tubo com a maior diluição como inóculo de novas séries de diluição, eventualmente resulta na obtenção de culturas puras.
Procedimento similar, mas sem o emprego de meios sólidos, consiste em uma diluição seriada de um inóculo em meio líquido, até que o tubo ou tubos finais da série não apresentem crescimento. Por exemplo, a partir da realização de diluições decimais em série, o último tubo a apresentar crescimento deve ter se originado de 10 células a menos. Repetindo-se esse processo várias vezes, culturas puras podem ser obtidas. Esse método, conhecido como técnica dos tubos múltiplos tem sido empregado na determinação do número de microrganismos (número mais provável, NMP) em alimentos, águas de rejeitos, amostras de reatores biológicos, onde o número de células deve ser rotineiramente avaliado. Esse procedimento pode ser realizado com o uso de meios e condições de incubação seletiva para um organismo ou pequeno grupo de organismos, tais como, um microrganismo patogênico em particular ou pelo uso de meios complexos, a fim de se obter estimativa do número total de células.
Por exemplo, o método de contagem de células por NMP, número mais provável, tem sido usado para enumeração de amostras coletadas de biodigestores, de aterros sanitários, entre outros. Períodos de incubação relativamente longos são requeridos devido ao lento crescimento das bactérias anaeróbias e arquéias metanogênicas, sendo 30 dias para condição mesofílica e 20 dias para a condição termofílica. O NMP é uma metodologia bastante simples, pois os tubos contendo meio de cultura líquido sob anaerobiose, são inoculados quer pelo uso de pipetas ou seringas. Os resultados podem revelar o grupo bacteriano presente (microscopia), e o consumo ou produção de determinada substância (cromatografia gasosa ou líquida)

A contagem de colônias viáveis de bactérias anaeróbias e arquéias metanogênicas é mais um método quantitativo, necessitando também de longos tempos de incubação e, técnica de manipulação complexa, uma vez que exige no mínimo o emprego da técnica do roll-tube. Nesse caso, procede-se a preparação de meio de cultura com 2 a 3% de Agar, mais fonte de carbono e agente redutor. As soluções são adicionadas em tubos de ensaios especiais, uma vez que a incubação tem que ser feita sob atmosfera gasosa. Adiciona-se o inóculo diluído, fecha-se o tubo com tampa de butil e lacre de alumínio. A seguir inclina-se o tubo de modo que todo o material, inclusive o ágar liquefeito, seja acondicionado no sentido horizontal e assim, rola-se o tubo em bandeja com gelo. Incuba-se em posição invertida na temperatura desejada. As colônias crescem na superfície do ágar, o qual formou uma película fina na parede interna do tubo. Esse procedimento pode ser realizado em câmara anaeróbia. As colônias crescidas são retiradas e transferidas para meio líquido com auxílio de ponta de platina, sob atmosfera gasosa.
Um dos principais problemas na avaliação quantitativa de lodos anaeróbios está relacionado com a preparação da amostra a ser submetida a contagem. Um exemplo é a enumeração de bactérias provenientes de amostras de biofilme, grânulos, resíduos sólidos (aterro sanitário e biodigestor de lixo doméstico). É necessário, sem dúvida, que o resíduo seja coletado e homogeneizado de forma a permitir obter valores confiáveis. Têm-se sugerido o uso de soluções líquidas sob anaerobiose, para desagregação das bactérias e subseqüentes diluição e, posterior inoculação nos meios de cultivo.

Independentemente do método utilizado no isolamento de uma cultura, uma vez obtida uma provável cultura pura é essencial que sua pureza seja confirmada. Esse procedimento deve ser realizado pela combinação de microscopia, observação das características da colônia em placas ou tubos semeados em profundidade e pelo teste da cultura quanto ao crescimento em meios no qual esta apresente crescimento discreto, e os contaminantes cresçam vigorosamente. A observação microscópica de um único tipo morfológico de célula, associada às características uniformes da colônia e ausência de contaminação em testes com meios de cultura variados, pode constituir evidências de uma cultura axênica (pura).
Limitações da microscopia

O microscópio corresponde a uma ferramenta valiosa para a quantificação e identificação de microrganismos presentes em amostra natural. No entanto, será o microscópio suficiente para o estudo de microrganismos em seu habitat natural? A resposta a essa pergunta é não, por várias razões. Pequenas células podem corresponder a um grande problema. Na observação de amostras naturais, procarióticos muito pequenos podem não ser percebidos, principalmente se a amostra contiver grande quantidade de matéria particulada e grande número de células maiores. Além disso, muitas vezes é difícil diferenciar células vivas de mortas e células de materiais inanimados.
No entanto, um dos principais problemas em relação ao microscópio e aos corantes corresponde ao fato de estes serem incapazes de avaliar a diversidade genética dos microrganismos presentes no habitat natural. Nesse aspecto, é fácil equivocar-se na observação microscópica. Por exemplo, duas células de morfologia relativamente similar podem, na realidade, ser geneticamente distintas e, dessa maneira, desempenharem diferentes papéis no ecossistema. Em outras palavras, ao se visualizar uma população natural de microrganismos ao microscópio, deve-se levar em conta que a amostra, quase certamente, contém populações de células geneticamente diversas, mesmo que todas pareçam iguais.
Logo, embora o microscópio seja importante ferramenta, este deve ser complementado com ferramentas de cultura ou moleculares, preferencialmente ambas, quando for de interesse o entendimento da ecologia do sistema microbiano. Métodos moleculares têm como alvo genes específicos, associados a microrganismos específicos; a presença do gene indica a presença do microrganismo.
Análises microscópicas de coloração microbiana, tal como coloração de Gram, são técnicas antigas, rápidas e de baixo custo, combinando visualização direta e caracterização de microrganismos através da informação sobre a estrutura da parede celular. No entanto, para aplicar esse método de coloração, geralmente é necessário o isolamento das culturas, e a amostra deve ser coletada na fase exponencial de crescimento, porque certos microrganismos apresentam variações na constituição da parede celular em outras fases, como na adaptação e fase de declínio ou morte. Além disso, devido a pouca distinção morfológica entre os microrganismos, tais métodos microscópicos não permitem a identificação completamente confiável.

Análise de sólidos em suspensão voláteis
A unidade de massa das células microbianas é normalmente expressa em termos de sólidos em suspensão (SS), uma vez que a biomassa é constituída de sólidos que se encontram suspensos no reator (no caso de crescimento disperso). Entretanto, nem toda a massa de sólidos participa da conversão do substrato orgânico, havendo uma fração inorgânica (sólidos em suspensão inorgânicos – fixos) que não desempenha funções em termos do tratamento biológico. Assim, a biomassa é também expressa em termos de sólidos em suspensão voláteis (SSV). Estes representam a fração orgânica da biomassa, já que a matéria orgânica pode ser volatilizada, ou seja, convertida a gás por combustão (oxidação).
Assim, para medir a biomassa e auxiliar na operação e controle de reatores anaeróbios e aeróbios, o parâmetro mais usado é a quantidade de sólidos em suspensão voláteis, medindo-se o conteúdo celular e a matéria orgânica particulada inerte. O método é inadequado por medir a biomassa viável e não viável e compostos orgânicos não celulares.
No entanto, nem toda a fração orgânica da biomassa é ativa. Assim, os sólidos em suspensão voláteis podem ser ainda divididos em uma fração ativa e uma fração não ativa. A fração ativa é a que tem real participação na estabilização do substrato.

A principal limitação à utilização dos sólidos ativos no projeto e controle operacional de uma estação relaciona-se à dificuldade da sua medição. Todavia, é método simples de determinação direta dos sólidos em suspensão voláteis.
Além da consideração da atividade da biomassa, os sólidos podem ser interpretados também com relação à sua biodegradabilidade. Nem todos os sólidos sem suspensão volátil são biodegradáveis, havendo uma fração biodegradável e uma fração não biodegradável.











Medidas de crescimento celular em culturas de bactérias fototróficas - Chromatium sp.
O crescimento das culturas microbianas pode, geralmente, ser acompanhado através de medidas de densidade ótica. É uma técnica baseada na medida da turbidez de uma suspensão celular. No caso específico das espécies da Família Chromatiaceae crescendo sob anaerobiose na luz, com sulfeto ou tiossulfato como doadores de elétrons, o valor real do crescimento celular utilizando essa técnica, sofrerá a influência dos glóbulos de enxofre formados durante o metabolismo intermediário à sulfato. Pela mesma razão, a quantificação através da análise de massa seca (ou SSV), provavelmente, terá as mesmas restrições. A quantidade máxima de enxofre com valência zero é muito similar nas diferentes espécies da Família Chromatiaceae e correspondem aproximadamente 30% da massa seca celular.

Métodos analíticos para microbiologia da digestão anaeróbia
Os métodos que fornecem informações adequadas sobre o desempenho do processo e quantidade ou estado metabólico dos microrganismos atuantes no sistema, são de especial importância. No primeiro caso, durante o acompanhamento da degradação de determinado resíduo, portanto, na verificação de seu rendimento, procedimentos são empregados para medir o potencial de oxi-redução, pH, temperatura, concentração de ácidos voláteis, sais inorgânicos, nutrientes, cátions, etc.
Quando se trata de analisar o processo através do comportamento microbiano, deve-se compreender que grupos bacterianos de diferentes espécies estão presentes, onde condições especiais de manipulação desses grupos são necessárias, e, portanto, alguns equipamentos devem estar disponíveis.

Manipular culturas anaeróbias envolve técnicas microbiológicas que visam a manutenção de anaerobiose dentro dos tubos de ensaio e balões contendo meios de cultura ou soluções. Isto quer dizer, que se deve privilegiar a eliminação de agentes oxidantes dos sistemas de cultivo, em particular o oxigênio, atingindo potenciais de oxi-redução da ordem de -330mV, o que significa 10 moléculas de oxigênio por litro do sistema.
Um dos aspectos mais relevantes para a avaliação microbiana de biodigestores é a quantificação do número de células e a medida da atividade celular.
A observação microscópica direta pode ser utilizada para analisar a composição da biomassa microbiana qualitativamente, mas não é procedimento sensível para levantamento de dados quantitativos. Microscopia de epifluorescência auxilia na identificação de arquéia metanogênica. Isto é possível, pela seleção cuidadosa de uma série de filtros de barreira e excitação que orientam a emissão de espectros luminosos de coenzimas, muitas delas específicas das arquéias metanogênicas, como por exemplo, o fator 420 (F420).

Ensaios quantitativos da coenzima F420 baseados nas suas propriedades de fluorescência têm sido desenvolvidos para mensurar o número de metanogênicas. O fator 420 ou F420 é uma coenzima característica das arquéias metanogênicas, que tem sido utilizada como medida indireta dessa biomassa. F420 = é um derivado de flavina, que exibe semelhanças estruturais com a coenzima flavina comum (FMN). Desempenha papel na metanogênese como doadora de elétrons em várias etapas da redução de CO2. A forma oxidada de F420 absorve luz na faixa de 420nm e fluoresce de forma verde-azulada. Sob redução, a coenzima torna-se incolor. Essa fluorescência é uma ferramenta útil na identificação microscópica de um organismo considerado metanogênico. A coenzima F420 é o aceptor inicial de elétrons do hidrogênio, e serve também como transportador de elétrons para variedade de enzimas desidrogenases e NADP oxidoredutases. É uma coenzima que fluoresce quando exposta a luz ultra-violeta.

Essa coenzima interage com diferentes enzimas na metanogênese incluindo hidrogenases e NADP+ redutase. Desempenha papel importante na metanogênese como doador de elétrons no último passo da redução do CO2. A fluorescência de F420 é uma ferrramenta útil para identificação preliminar de organismos metanogênicos. Células semelhantes a Methanosaeta apresentam morfologia semelhante a bacilos com as extremidades retas, os quais podem alongar-se em filamentos paliçadas. Nessas células o conteúdo de F420 é baixo para causar auto-fluorescência sob microscopia de UV.

Todavia, o emprego da microcospia de fluorescência na observação direta de amostras de lodo anaeróbio, e conseqüente determinação de tipos metanogênicos, podem auxiliar, mas não é adequado, uma vez que outras, porém raras, bactérias fluorescem nas mesmas condições de análise.
A microscopia de contraste de fase tem se revelado como boa ferramenta para análise direta de amostras. Procedimentos de diluição do lodo microbiano, com posterior observação ao microscópio, resultam em informações eficientes para a definição da morfologia celular, além de constatar a presença de endósporos na amostra.
Um exemplo que demonstra a importância da microscopia como técnica apropriada para verificar as condições da biomassa é o uso da microscopia eletrônica de transmissão e de varredura no estudo, por exemplo, de lodo granulado de reator UASB. Nesse caso, associar essa análise com FISH e microscopia de confocal a laser, auxiliam enormemente sobre a distribuição dos microrganismos no grânulo, além da realização de determinações cromatográficas dos ácidos e álcoois formados, os quais visam complementar as informações.

Certos métodos analíticos indiretos são também indicados para o monitoramento dos reatores anaeróbios, como listados a seguir:
1. Mensurar a atividade de arquéias metanogênicas frente a substratos específicos para a produção de metano;

2. Potencial da degradação orgânica de um composto por bactérias anaeróbias pode auxiliar na partida de reatores através da suscetibilidade de determinada substância ser biodegradada;
3. Avaliação da toxicidade de diferentes fontes orgânicas, compostos xenobióticos, recalcitrantes ou tóxicos em lodo anaeróbio;
4. Determinação da biodegradabilidade de resíduos orgânicos em condições anaeróbias e potencial de produção de biogás em aterros sanitários.
Medida de crescimento bacteriano
O crescimento bacteriano é medido através da estimativa do número de células que foram geradas por divisão binária durante a fase de crescimento. O número de células viáveis na população pode ser determinado pelo crescimento de células em placas de Petri com meio sólido. A técnica de quantificação das células viáveis envolve o crescimento das bactérias da suspensão em meio com ágar em placas de Petri. O número de colônias que aparecem no meio é enumerado para determinar o número original de células na suspensão. Problemas são frequentemente encontrados com bactérias que crescem em cadeias ou filamentos, tais como muitos bacilos. O ideal é obter diluições na faixa de 30 a 300 colônias por placa. Valores inferiores ou superiores a esses podem ser estatisticamente incorretos ou causar interferência entre as células e colônias durante o crescimento. Solução tampão é necessária para diluir a suspensão bacteriana.

Diluição em série e contagem padrão em placas
Um método para se medir o crescimento bacteriano é a contagem padrão em placas. Esta técnica baseia-se no fato de que, em condições adequadas, uma bactéria viva isolada se dividirá e formará uma colônia visível em uma placa de ágar. Uma placa de ágar é um meio nutritivo solidificado com ágar, um polissacarídeo complexo extraído de determinadas algas marinhas. Por ser difícil se contar mais do que 300 colônias em uma placa de ágar, é geralmente necessário diluir a cultura bacteriana original antes de se plaquear (transferir) volume conhecido de cultura para a placa sólida. A diluição em série cumpre esse objetivo.
Para se fazer diluições em série, começa-se com organismos em meio líquido. Acrescentando-se 1 mL deste meio a 9 mL de água estéril, cria-se uma diluição de 1:10; acrescentando-se 1 mL da diluição de 1:10 a 9 mL de água estéril, cria-se um a diluição de 1:100; e assim por diante. O número de bactérias por mililitro de fluido é reduzido em 9/10 a cada diluição. As diluições subseqüentes são realizadas em proporções de 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000, 1:1.000.000 ou até mesmo 1:10.000.000, caso a cultura original contenha número extremamente grande de microrganismos.
De cada diluição, começando geralmente com 1:100, 1 mL da cultura é transferido para a placa de ágar. Um mililitro da diluição de 1:10, quando transferido para uma placa de Petri, contém normalmente organismos demais para produzir colônias contáveis. A transferência pode ser feita tanto através do método de pour plate (método da placa derramada)  como pelo método de espalhamento em placa.

O pour plate é preparado adicionando-se 1,0 mL da cultura diluída, obtida de uma diluição em série, em 9 mL de ágar nutriente fundido. Após ter-se misturado o meio, este é derramado sobre uma placa de Petri vazia. Após o meio de ágar esfriar, solidificar-se e ser incubado, as colônias irão se desenvolver tanto dentro do meio quanto na sua superfície. As células suspensas no ágar fundido durante a preparação podem estar danificadas pelo calor e, assim, não formarão colônias. Aquelas que crescem dentro do ágar formarão colônias menores (-alguns organismos ficam embebidos no meio-) do que aquelas que crescem na superfície. É particularmente útil para o crescimento de microaerófilos que não toleram a exposição do ar na superfície do meio.

Há vantagens e desvantagens em cada uma dessas técnicas para contagem de viáveis (pour plate e esgotamento). O Pour Plate pode ser usado para quantificar amplo volume de bactérias (1 mL ou mais). Todavia, alguns microrganismos (por exemplo, psicrófilos e mesófilos) morrem a temperatura d o ágar liquefeito.
O método do espalhamento em placa elimina tais problemas, pois todas as células permanecem na superfície do meio sólido.  A amostra diluída é colocada no centro do meio de ágar sólido e esfriado. Depois, é espalhada homogeneamente na superfície do meio com o auxílio da alça de vidro (alça de Drigalsky) estéril. Após a incubação, as colônias se desenvolvem na superfície do ágar. 
Quando uma bactéria viva for depositada em uma placa de ágar, ela se dividirá e formará uma colônia. Cada bactéria representa uma unidade formadora de colônia (UFC). Uma ou mais placas deverão apresentar número pequeno de colônias, o suficiente para que cada uma seja claramente distinta e possa ser contada. Se as diluições forem feitas de maneira correta, o resultado serão placas com número contável de colônias de 30 a 300 por placa.
Para se contar o número real de colônias presentes, deve-se colocar a placa sob a lente de aumento de um contador de colônias, e as existentes na placa inteira serão contadas. Para se determinar o número de unidades formadoras de colônias na cultura original, deve-se multiplicar o número de colônias encontradas na placa pelo fator de diluição; se este for uma fração, deve-se usar o denominador. Um fator de diluição de 1.000 seria expresso por 1:1.000 ou 1/1.000, e um fator de diluição de 10.000 seria expresso por 1:10.000. O cálculo típico de uma contagem média de colônias de 81 bactérias que foram produzidas plaqueando-se uma diluição de 1/100.000 (fator de diluição = 100.000) seria o seguinte:

81 x 100.000 = 8.100.000 ou 8,1 x 106 UFC/mL
A precisão do método da diluição em série e do método de contagem em placa depende da dispersão homogênea dos organismos em cada diluição. Os erros podem ser minimizados agitando-se cada cultura antes de se tirar a amostra e fazendo-se diversas placas para cada diluição. A precisão também é afetada pela morte das células.  Considerando-se que o número de colônias contadas representa o número de organismos vivos, a contagem não inclui aqueles que possam ter morrido durante o plaqueamento; também não inclui os organismos que não podem crescer no meio escolhido. O uso de culturas jovens na fase exponencial (log) de crescimento diminui este tipo de erro.
Contagem microscópica direta
O tamanho da população bacteriana pode ser determinado pela contagem das células individuais em volume conhecido. Essas células podem ser contadas diretamente pelo uso do microscópio ou indiretamente pela contagem das colônias em placas com ágar.

Neste método, volume conhecido de meio é colocado em uma lâmina de vidro especial, calibrada, contendo uma grade de contagem chamada câmara de contagem de Petroff-Hausser. Essa câmara consiste de 25 quadrados largos correspondendo a área total de 1 mm2 e volume total de 0,02 mm3.

Suspensão bacteriana é introduzida na câmara com uma pipeta calibrada. Depois do depósito das bactérias no fundo da lâmina e as correntes líquidas terem ficado mais lentas, os microrganismos são contados em áreas calibradas específicas. Seu número por unidade de volume da suspensão original é calculado usando-se fórmula apropriada. O número de bactérias por mililitro de meio pode ser determinado com grau razoável de precisão. A precisão da contagem microscópica direta depende da presença de mais de 10 milhões de bactérias por mL de cultura (106 ou mais por mL de suspensão) para quantificação estatisticamente acurada. Isto ocorre porque as câmaras de contagem são projetadas de modo a permitir contagens precisas apenas quando grande número de células se faz presente. Contagem precisa também requer que as bactérias estejam homogeneamente distribuídas por toda a cultura. Esta técnica possui a desvantagem de, em geral, não distinguir entre células vivas e mortas.
Técnica dos Tubos Múltiplos (Número mais provável)
O método do NMP pode ser usado para estimar o número de células viáveis na população. Alguns microrganismos não crescem bem em meio sólido ou são mais facilmente identificados pelo crescimento em meio líquido. O método de NMP é baseado na distribuição estatística dos organismos na suspensão. Quando amostras com volumes fixos são tomadas de uma suspensão celular, algumas podem ter mais células do que outras. Amostras repetidas da suspensão, contudo, produz um número médio de organismos, definido como número mais provável. 
Quando as amostras contêm muito poucos organismos para propiciar contagens confiáveis do tamanho da população através do método de contagem padrão, como no caso de estudos de água e alimentos, ou quando os organismos não crescem em ágar, utiliza-se o método do número mais provável (NMP). Com este método, o técnico observa a amostra, calcula o número de células e realiza uma série de diluições progressivamente maiores. À medida que o fator de diluição aumenta, será alcançado um ponto no qual tubos irão conter um único organismo, enquanto outro nenhum. 
Teste de NMP típico é realizado em três baterias de cinco tubos, cada bateria correspondendo a um volume de 10, 1 e 0,1 mL de uma dada diluição. Aqueles que contêm organismos mostrarão crescimento pela produção de bolhas de gás e/ou tornando-se turvos quando incubados. O número de organismos na cultura original é estimado a partir de uma tabela de números mais prováveis.  Os valores na tabela, que são baseados em probabilidade estatísticas, especificam que o número de organismos na cultura original possui 95% de chances de estarem dentro de uma faixa específica.  Quanto maior a quantidade de tubos que mostram crescimento, especialmente em diluições maiores, mais organismos estavam presentes na amostra.
Filtração

A técnica de contagem de viáveis não é adequada para quantificar as bactérias nas amostras que contenham baixas concentrações de células (por exemplo, água ou ar).  Nessas situações, as bactérias são concentradas por filtração em membrana de nitrocelulose. A membrana com poros de diâmetro pequeno (0,22 ou 0,45 (m em diâmetro de poro) retém a bactéria e, então a membrana é colocada na superfície do ágar na placa e incubada. As colônias que aparecem sobre o filtro são contadas.  

Volume conhecido de água ou ar é passado através de um filtro dotado de poros muito pequenos para permitir a passagem de bactérias. Quando o filtro é colocado em meio sólido, cada colônia que cresce representa originalmente um organismo. Assim, o número de organismos por litro de água ou de ar pode ser calculado.
Turbidez

Aspecto turvo em um tubo de cultura indica a presença de organismos. Estimativas suficientemente precisas do crescimento podem ser obtidas medindo-se a turbidez através de recursos fotoelétricos, como por exemplo, o espectrofotômetro. Este método é particularmente útil no monitoramento da velocidade de crescimento sem que se interrompa a cultura. Amostras com densidades celulares altas, entretanto, devem ser diluídas, para assegurar leituras mais exatas. As medidas do crescimento bacteriano baseadas na turbidez estão também sujeitas a vários erros quando a cultura contêm menos de 1 milhão de células por mililitro. Tais culturas podem exibir pouca ou nenhuma turvação, mesmo quando o crescimento está ocorrendo. Por outro lado, a turvação pode ser produzida por uma grande concentração de células mortas presentes na cultura.

A medida dos produtos metabólicos de uma população pode ser utilizada para se estimar indiretamente o crescimento bacteriano. A velocidade nas quais os produtos metabólicos, tais como gases e/ou ácidos, são formados por uma cultura reflete a quantidade de bactérias presentes. A produção de gás pode ser detectada (em vez de ser medida) captando-se os gases em pequenos tubos invertidos colocados dentro de tubos maiores de meio líquido contendo bactérias.

A produção de ácidos pode ser detectada através da incorporação de indicadores de pH – substâncias químicas que mudam de cor de acordo com as mudanças do pH – em um meio líquido contendo bactérias metabolicamente ativas.

Métodos de obtenção de cultura pura
Para estudo de bactérias em laboratório é importante se obter cultura pura – as quais contêm apenas uma única espécie de organismo. As culturas puras são obtidas através do isolamento dos descendentes (ou prole) de uma única célula. As colônias podem ser obtidas em meio sólido constituído de ágar, em solução 1,5%. O ágar não se funde a temperatura inferior a 95oC. Além disso, depois de fundido, o ágar permanece líquido até esfriar a 40oC, temperatura fria o suficiente para permitir a adição de nutrientes e de organismos vivos que poderiam ser destruídos pelo calor.
A maneira correta de preparar culturas puras é utilizar o método do esgotamento em placas de ágar. As bactérias são recolhidas com uma alça metálica estéril, e a alça é movida levemente na superfície do ágar, depositando as bactérias nas estrias resultantes. A alça de inoculação é flambada e algumas bactérias são retiradas da região já depositada e estriadas em nova região. À medida que o esgotamento continua cada vez menos, bactérias são depositadas, sendo a alça flambada após cada estriamento. Os organismos individuais são depositados na última região estriada. Depois da placa ser incubada a temperatura de crescimento adequada ao organismo, aparecem pequenas colônias, cada uma derivada de uma única célula bacteriana. A alça metálica é usada para se retirar uma porção de uma colônia isolada e transferi-la para qualquer meio estéril apropriado, para estudos posteriores.
O uso de técnicas estéreis (assépticas) assegura que o novo meio irá conter organismos de uma única espécie. O método do esgotamento tem a desvantagem de que as bactérias que são incapazes de tolerar ampla quantidade de oxigênio crescem pobremente na superfície do ágar.
Controle da quantidade de oxigênio do meio
As bactérias aeróbias e anaeróbias obrigatórias e as microaeróbias necessitam de atenção especial para que sejam mantidas as concentrações de oxigênio adequadas ao seu crescimento. A maioria dos aeróbios obrigatórios obtém oxigênio suficiente do caldo nutritivo ou da superfície do meio de ágar solidificado, mas alguns precisam de mais. O gás oxigênio é borbulhado através do meio ou dentro do ambiente de incubação com filtros entre a fonte de gás e o meio, para impedir a contaminação da cultura. Os microaerófilos podem ser incubados em tubos de meio nutriente ou em placas de ágar em jarra na qual, antes de ser fechada, é acesa uma vela. Velas perfumadas não devem ser usadas, pois seus óleos inibem o crescimento bacteriano. A vela acesa consome o oxigênio da jarra e acrescenta-lhe dióxido de carbono. Quando o dióxido de carbono apaga a chama, as condições estão ótimas para o crescimento dos microrganismos, tais como, bactérias desnitrificantes (usam o nitrato como aceptor final de elétrons durante o crescimento, portanto, em condições anóxicas). 
Para cultivar os anaeróbios obrigatórios, todo o oxigênio molecular deve ser removido e mantido fora do meio. A adição ao meio de agente que se liga ao oxigênio, tais como, tioglicolato, aminoácido cisteína ou sulfeto de sódio, impede que o oxigênio cause efeitos tóxicos aos anaeróbios.  Os meios podem ser distribuídos em tubos selados com tampas de rosca com headspace preenchido com gás inerte. Quando for necessário realizar culturas em placas para que o crescimento da colônia possa ser estudado, utilizam-se jarras especiais que possam conter tanto placas quanto tubos. As placas de ágar são incubadas em jarras seladas contendo substâncias químicas que removem o oxigênio do ar e geram dióxido de carbono.  Em laboratórios onde os anaeróbios são regularmente manipulados, utiliza-se com freqüência câmara de anaerobiose. O equipamento e as culturas são introduzidos na câmara através de um vedador de ar, e o técnico faz uso de luvas acopladas para manipular as culturas.
O uso adequado das técnicas assépticas é importante na manipulação de todas as culturas. As técnicas assépticas minimizam a possibilidade das culturas serem contaminadas por organismos vindos do ambiente e impedem que os organismos, especialmente os patógenos, escapem para o meio. Estas técnicas são especialmente importantes para fazer sub-culturas de culturas estoque. De outra forma, um organismo indesejável poderia ser introduzido, e o organismo estoque teria de ser re-isolado.  Mesmo com transferências regulares de organismos de culturas estoque para meios frescos, os organismos podem sofrer mutações (mudanças no DNA) e desenvolver características alteradas.
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