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Observação de bactérias usando a coloração de Gram / Guião Prático 
 
[bookmark: objectivo]Objectivo 
Pretende-se que os alunos classifiquem as bactérias existentes no iogurte segundo o tipo de Gram. Para tal, irão realizar uma coloração diferencial segundo a composição química das paredes celulares das bactérias. 
 
[bookmark: enquadramento]Enquadramento
Esta actividade laboratorial enquadra-se no estudo da unidade 8 - "Sistemática dos seres vivos", do programa da disciplina de Biologia e Geologia.
 
[bookmark: actividade]Actividade
Coloração de Gram
Proposta por C. Gram em 1884, esta técnica permite distinguir células bacterianas quanto à composição das suas paredes celulares, facilitando a observação morfológica das próprias células. Em termos físico-químicos, o processo baseia-se na reacção de um corante alcalino com os ácidos da célula. Por adição de lugol (solução de iodo) forma-se um complexo que, quando se aplica o álcool, desaparece ou é retido, consoante a diferente sensibilidade das paredes celulares. Torna-se assim possível distinguir entre bactérias Gram positivas (Gram +) e Gram negativas 

(Gram -), consoante a cor final que as células tomam. Esta coloração é um dos critérios fundamentais usados em taxonomia bacteriana, pois esta diferença de comportamento é atribuída a diferenças na composição da parede celular. 
Tempo de execução: 15 minutos (esfregaço + coloração) sensivelmente.

Material necessário
- Iogurte
- Lâminas
- Ansa de inoculação
- Conta-gotas
- Água destilada
- Luvas
- Solução de violeta de cristal 
- Solução de Lugol
- Álcool etílico (96%)
- Solução de safranina
- Microscópio óptico
- Óleo de imersão
 
Procedimento
1- Coloque uma gota de água na lâmina
2- Com uma ansa de inoculação, torne homogéneo o iogurte e retire uma gota. Espalhe-a na lâmina, sob a gota de água, para formar o esfregaço.

3- Seque o esfregaço ao ar durante alguns minutos.
[image: http://pessoa.fct.unl.pt/cio14250/pagina/paginas/gram/esfregaco.jpg]
4- Efectue a coloração de Gram, tendo em conta os pontos seguintes:
· Cubra o esfregaço com violeta de cristal durante 1 minuto.
· Lave com água corrente evitando fazer incidir o jacto directamente sobre o esfregaço.
· Cubra com lugol durante 1 minuto.
· Repita a lavagem.
· Cubra com álcool a 95% durante 1/2 minuto.
· Repita a lavagem.
· Cubra com safranina durante 20 segundos.
· Repita a lavagem.
· Seque suavemente sobre papel absorvente.
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5- Observe ao microscópico, sem usar lamela, com as objectivas de menor ampliação. Registe as suas observações.
6- Coloque uma gota de óleo de imersão sobre a preparação e observe com a objectiva de 100x. Faça um esquema da sua observação e legende-o. 

Observações esperadas 
As bactérias do esfregaço aparecerão coradas de violeta quando sejam Gram +, ou coradas de rosa (safranina) no caso de serem Gram-. 
 





[bookmark: propostas]Propostas
1- O procedimento pode ser mostrado aos alunos sob a forma de esquema, como por exemplo:
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2- Um esquema semelhante pode mesmo ser construído pelos alunos, à medida que um protocolo mais descritivo é lido.

3- Poder-se-á também utilizar o Vê de Gowin para a exploração desta actividade laboratorial, que contém não só a componente metodológica (registos e conclusão), como também a componente conceptual (teoria, princípios, conceitos e acontecimentos). Como perguntas-guia do Vê de Gowin podemos ter:: "Como se classificam as bactérias quanto ao tipo de Gram?" e " Qual a relação entre esta classificação e a estrutura e composição química das suas paredes celulares?" ou uma pergunta mais aplicada à actividade laboratorial sobre "Como se classificam as células existentes no iogurte?". ( ver em Avaliação/ Ficha de Trabalho)











[bookmark: recomendacoes]Recomendações
Trata-se de um procedimento relativamente simples, sendo no entanto de explicitar aos alunos a necessidade de realizarem a coloração de Gram de acordo com os tempos estabelecidos.
Ainda referente à utlização dos reagentes, é importante ter o cuidado de guardar o solução de lugol apropriadamente, de modo a que não fique em contacto com a luz, assegurando assim a eficácia deste reagente para futuras utilizações.
Outras recomendações a referir aos alunos dizem respeito à limpeza do material utilizado, uma vez que iremos utilizar corantes. Por forma a não corar as bancadas de trabalho, caso estas não se limpem facilmente, pode colocar-se os reagentes por cima de um cartão (reutilizando uma caixa de cereais, por exemplo).
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Avaliação/ Ficha de Trabalho (em anexo, uma sugestão )
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1. Observa a preparação ao microscópico com as objectivas de 
menor ampliação. Descreve o que observaste. 


 
 
 
 
 
 
 


2. Coloca uma gota de óleo de imersão sobre a preparação e 
observa-a com a objectiva de 100x. Regista o que observaste e 
faz a sua legenda. 


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


3. Completa o teu “Vê de Gowin”, registando os teus: 
a. Juízos cognitivos:  


i. Responde às questões-guia;  
ii. Identifica a função do lugol e do                          


etanol na experiência. 
 


b. Juízos de valor: conclui acerca da utilidade do método 
utilizado 


 


 
 
 
 
 


 
   Aplicação de corantes/      Observação     Função dos 
   reagentes                prevista    corantes/ 
                                                                         reagentes 
 
 


Estrutura e  
composição  
química da parede  
das bactérias: 


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


Corante 
primário 


Dissolve os 
lípidos da 
parede 
celular e 
desidrata-a 


Forma 
complexo 
violeta de 
cristal – 


iodo 


Contra-
corante 







 


 


 


 


 


 


 


Como se classificam as bactérias 
quanto ao tipo de Gram? 


 
Qual a relação entre esta 


classificação e a estrutura e           
composição química 


das suas paredes 
celulares? 


Juízos de valor 
 
A coloração de Gram é útil para avaliar a 
presença ou não de determinados 
microrganismos.


Vê de Gowin


Teoria 
 
As bactérias são procariontes __unicelulares_ 


e pertencem ao Reino _____Monera___ 


Conceitos 
 
Procariontes 
Monera 
Bactérias Gram + 
Bactérias Gram – 
Parede celular 
Coloração de Gram 
 


Dados/acontecimentos 
 
- Preparar o esfregaço de uma 
pequena porção de iogurte 
 
 
 


Princípios e Leis 
 
A técnica de Gram é um dos métodos de 
coloração mais aplicados em 
Bacteriologia, essencial para a 
classificação e diferenciação de 
bactérias. Trata-se de um método de 
coloração diferencial, permitindo 
classificar as bactérias em Gram + e 
Gram -. 


 
 
 
 
 
 
- Fazer uma coloração diferencial 
das bactérias presentes no iogurte 


Registos
 


Juízos cognitivos 
- de acordo com a coloração de Gram, as bactérias 
cladssificam-se em Gram + e Gram –- 
- As bactérias Gram + possuem uma parede celular mais 
espessa e com menor concentração de lípidos que as 
Gram -. 
- O lugol fixa e intensifica a cor da solução de violeta de 
cristal. Foram um complexo iodo-violeta de cristal, que 
tem uma cor mais intensa e que é mais difícil de remover 
das células. 
- O etanol tem duas funções: dissolver os lípidos da 
parede celular e desidratá-la. A parede das Gram+ 
apresenta uma menor concentração de lípidos, que ao 
serem dissolvidos formam pequenos poros, que 
posteriormente serão fechados por desidratação. Este 
facto impossibilita a saída da solução de violeta-de-cristal 
e entrada da solução de fucsina, daí a cor violeta nas 
células destas bactérias. Nas Gram-, cuja parede 
apresenta uma maior concentração de lípidos, formam-se 
poros de grandes dimensões, que por desidratação não 
fecham completamente. Então, neste caso, a solução de 
violeta-de-cristal sai das células, ficando estas coradas 
apenas com a solução de fucsina.  
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VIOLETA DE CRITAL (1 min)
(lavar excesso reagente com dgua em fio)

LUGOL (SOL. I0DO/IODETO) (1 m.n)
(1avar excesso reagente com dgua em f
e

ETANOL (30 seg)
(lavar excesso reagente com dgua em fio)

SAFRANINA (20 seg)
(1avar excesso reagente com igua em fio)

Absorver igua suavemente
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