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RESUMO

No intuito de uma melhoria para o laboratério de Microbiologia da Faculdade
de Tecnologia de Bauru, foi construido um equipamento mecanizado para coloragéo
de Gram. O método de coloracdo de Gram, usualmente é feito de forma manual, na
maioria dos laboratorios, tornando um processo demorado e oneroso, e muitas vezes
o contato com corantes, ou eventuais contaminacdes de microrganismos nas laminas,
pode ocasionar riscos ao profissional ou estudantes durante os procedimentos em
aulas praticas de microbiologia. Desse modo o objetivo desse projeto, é elaborar um
corador de laminas, mecanizado, de baixo custo, que comporta 5 |laminas de
microscopia, com bandejas acopladas para coleta de residuos de corantes, evitando
a contaminagdo do ambiente. O equipamento, foi montado sobre uma base de
cantoneira de aluminio nas medidas de 28 cm de largura x 20cm altura, com partes
da estrutura em plastico construidos na impressora 3D em Petg, onde comporta uma
base sob medida para 5 |aminas de microscopia, com uma movimentacao de 30° para
uma secagem em temperatura ambiente, com bandeja acoplada para excesso de
corantes, removivel em acrilico para auxiliar com o manuseio, no processo de
descarte. O corador de laminas, sera acoplado a uma secadora de laminas, que foi
feita recentemente resultado de um projeto do laboratério de microbiologia, desse
modo o laboratério de microbiologia da Fatec Bauru, tera um sistema eficiente para a
técnica de coloragdo de Gram, nas aulas praticas, tornado o processo mais rapido,
sustentavel, com manuseio adequado e organizacdo no processo de coloragdo de
Gram.
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1 INTRODUGAO

O método de coloragao de Gram foi desenvolvido pelo medico Hans Chistian
Joachim Gram em 1884, buscando melhorias na visualizagdo microscopica de
amostras infectadas. Como muitos outros, Gram faleceu sem que recebesse o0s
devidos créditos pelas suas descobertas. Coloragdo qual permite diferenciar
bactérias com diferentes estruturas de parede celular a partir das coloragbes que
estas adquirem apos tratamento com agentes quimicos especificos, segundo Freitas
e Picoli, (2007).

1.1 TECNICA COLORAGAO DE GRAM

A coloracao de Gram, € uma técnica usada no laboratério para diferenciar
bactérias Gram-positivas e Gram negativas, onde utilizado coloragao primaria com
cristal violeta, mordente com iodeto de potassio e descoloragdo com alcool ou
acetona. Bactérias Gram-positivas permanecem azuis e Gram-negativas com
coloragao rosa ou vermelha. (Tortora et al., 2024)( Figuras 1, 1a e 1b).

Na observacao microscopica péds-coloragdo de Gram, o material a observar
deve ser previamente fixado, o que facilita a observagao de bactérias, uma vez que
tém reduzidas dimensdes, fraco contraste e algumas refringéncia e mobilidade. A
fixagcdo é a coagulagao do protoplasma bacteriano com o minimo de deformagao e
sua colagem a lamina. Como exemplos de agentes fixadores temos o calor, o formol
e o éter .(Freitas e Picoli, 2007).

A coloracao recorre do uso de corantes e permite aumentar o contraste e
evidenciar a estrutura bacteriana. Estes sdo compostos organicos, com um ou mais
anéis benzénicos que se encontram ligados a dois grupos funcionais, o croméforo
que é responsavel pela cor do corante e 0 auxécromo que se dissocia ionicamente
em solugéo dotando o corante de capacidade para reagir com os tecidos, células e
estruturas celulares.

Podemos diferenciar dois tipos de corantes: os corantes acidos (sado negativos,
formando sais com cations) e os corantes basicos (sdo positivos, formando sais com
anions). Como as bactérias possuem carga eléctrica negativa, existe afinidade entre
os corantes basicos e as estruturas celulares da bactéria, permitindo que esta fique
corada. Para reforgar a acéo do corante, aumentando a for¢a de ligagcédo deste, as
estruturas celulares utilizam-se de mordentes como o acido tanico, o acido crémico,
0 acido fénico, o iodo (Soluto de Lugol), o calor e os alcalis.

Os solutos corantes sdo compostos de varias substancias, sendo geralmente
hidro alcodlicos fenicados porque, além da substancia corante, possuem agua para
permitir a dissociagao ibnica do corante; alcool para conservar e acido fénico, que
atua como mordente e como bacteriostatico, evitando a contaminacao das solugdes
corantes. Apds a aplicagdo do corante, aplica-se um diferenciador, que serve para
retirar o excesso de corante (acetona, acido sulfurico, alcool 95°). Os diferenciadores
tém a capacidade de descorar certas bactérias ja previamente coradas e sdo usados
em coloragdes policromaticas. (Freitas e Picoli, 2007).

A preparagdo de coloragdes policromaticas segue um protocolo constante,
assim, sobre um esfregaco (células fixadas pelo calor), aplica-se:



O primeiro corante: Cristal violeta

O mordente: Lugol

O diferenciador : Fucsina

A agua (vai parar a diferenciagao)

O descorante : alcool 95° -acetona

Segundo corante (vai ser contrastante) segundo Freitas e Picoli, (2007).

Figura 1: Demonstragéo de coloragdo Gram
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Fonte:https://image.slidesharecdn.com/microbiologiareviso-140602075917-
phpapp02/95/microbiologia-reviso-20-638.jpg?cb=1401696002

Figura 1 a — Caracteristica tintorial de Gram Figura 1 b- Caracteristicas tintorial de Gram
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Fonte Costa, Esteves e Nogueira ( 2024)

1.2 Controle de qualidade do método de coloragao de Gram

O controle de qualidade € uma atividade obrigatéria da rotina diaria. Para
realizar o controle de qualidade dos corantes e da coloracdo de Gram, é
recomendado a utilizacdo de duas cepas bacterianas: a Gram-positiva o
Streptococcus pyogenes ATCC - American Type Culture Collection e a Gram-
negativa devera ser a Escherichia coli ATCC, que sdo cepas padroes catalogadas
(Ministério da saude Brasil, 2001).

1.3 Técnica de coloragao de Ziehl-Neelsen

A técnica de Ziehl-Neelsen é uma metodologia extremamente importante e
rotineiramente uma das mais utilizadas na atualidade em bacteriologia clinica, para
visualizar o Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose, que nao



podia ser corado de forma eficaz pelos métodos tradicionais devido a sua parede
celular unica e diferenciada.(Secretaria de Vigilancia em saude, 2022)

A coloragao Ziehl-Neelsen, feita para identificagcdo do género Mycobacterium,

é um método diferencial utilizado na identificagdo de todos os bacilos Alcool-Acido
Resistentes (BAAR). Os principais grupos bacterianos detectados em laboratérios de
analises clinicas por essa técnica, destacam-se o complexo Mycobacterium
tuberculosis e Mycobacterium leprae, reconhecidos pela Organizagao Mundial de
Saude como agentes de problemas de saude de grande relevancia para a clinica
humana.(Secretaria de Vigilancia Sanitaria, 2019).(Figura 2 ).

Figura 2- Mycobacerium tuberculosis corado por Ziehl- Neelsen
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Fonte: Costa, Esteves e Nogueira ( 2024)

1.4 Limitagées e controle de qualidade nas técnicas de coloragao, segundo
Costa, Esteves e Nogueira ( 2024):

1.

3.

4.

Durante a execucido de qualquer técnica de coloragdo devem ser usar das
cepas controle, como por exemplo as ATCC (American Type Culture
Collection), tanto para realizar o controle de qualidade dos corantes como para
se certificar de que sua metodologia foi bem realizada.

Os corantes devem ser preparados seguindo os protocolos recomendados e
mantidos em frasco ambar, para nao sofrerem a acao da luz, o que produz
alteracdes variadas. Devem ser bem vedados para evitar a evaporagdo. E
recomendado que sejam sistematicamente filtrados para retirada de cristais
que normalmente precipitam no fundo do frasco.

As laminas devem ser novas, previamente lavadas e desengorduradas antes
de serem utilizadas.

A etapa da descoloracgéo € critica, pois a exposi¢ao prolongada ao solvente
pode provocar a remocao total dos corantes utilizados, produzindo resultados
questionaveis. A retencao ou nao do corante primario depende, portanto, das
propriedades fisicas e quimicas das paredes celulares bacterianas, como
espessura, densidade, porosidade e integridade.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Construgao do Protétipo



A construcao do protétipo do equipamento para coloracdo de Gram foi feito
no laboratoério de Microbiologia da Fatec de Bauru.

O equipamento para coloragdo de Gram, foi elaborado para melhor
organizagao e aproveitamento do espago e organizagdo, para realizar coloragéo de
Gram de uma forma simples e eficaz.

O primeiro protétipo, foi construido com uma base da estrutura, com
cantoneiras de aluminio com dimensdes de 15 cm de largura x 11cm de altura ,
fixadas com rebite com base plastica para as laminas do microscépio e uma bandeja
para liquido excedente da coloracdo de Gram, em aluminio com bordas fixadas por
imas, segue a imagem abaixo ( Figura 4 ).

O laboratério de Microbiologia da Fatec Bauru, atualmente realiza coloragbes
de forma manual de acordo com a Figura 3 , e esse equipamento mecanizado,
pretende se modernizar, pois as aulas praticas de microbiologia, sdo importantes
pata a formagdo adequada do estudante do curso de Sistemas Biomédicos da Fatec
Bauru.

Figura 3- Imagem atual sistema onde é feito Figura 4- Imagem da primeira versdo do

coloragéo de Gram laboratério Fatec Bauru equipamento para coloracdo de Gram

Fonte:

Autor( 2025)

ApOs testes de eficiéncia como tempo de execucdo, descarte de corantes,
inclinagado da base mecanizada, feito no laboratério de Microbiologia da Fatec Bauru,
foram realizadas algumas adequacgdes ao prototipo.

2.2. Materiais como aluminio, plastico e acrilico

Para a construgdo do equipamento foram escolhidos materiais resistentes
leves e que podem ser reciclados faciimente. O aluminio pode ser derretido e
refundido infinitas vezes sem perder suas qualidades, A reciclagem do aluminio
economiza até 95% da energia necessaria para produzir aluminio novo a partir da
bauxita (minério). O plastico ndo é um material unico, mas uma familia de diversos
polimeros. Cada tipo tem uma composicao diferente e, por isso, devem ser
separados para serem reciclados corretamente. O acrilico pode ser reciclado
mecanicamente (triturado, derretido e remodelado) ou quimicamente (quebrado em
seus mondmeros para produzir novo acrilico de alta qualidade). A construgdo do
equipamento foi feita basicamente com aluminio e plastico e as bandejas em acrilico
ou Pteg, que o tornam leve, resistente, e dao protegao cotra agdo corrosiva dos



corantes, aliado ao fato de ser sustentavel , pois as bandejas que foram acopladas
para coletar os corantes, evitando a contaminagao do ambiente.

3 METODOS

Foi realizada uma pesquisa para localizar suportes para coloragao de laminas,
e foram encontrados os seguintes suportes na imagem abaixo.( Figuras 5 e 6)

Figura 5: Suporte para coloragdo de Gram

Fonte :https://http2.mistatic.com/D_NQ_NP_893995-MLB72293021688_102023-0.webp

Figura 6:Suporte para coloragdo de Gram sendo utilizado

Fonte :https://i.ytimg.com/vi/QDh-xJC2cng/maxresdefault.jpg

Com base nas pesquisas realizadas, elaborou-se um equipamento leve |,
pratico de facil manuseio

3.1 Desenvolvimento e fabricagao do equipamento para coloragao de Gram

O equipamento foi construido com esquadrias de aluminio com dimensdes de
28 cm x 20 cm (Figuras 7 a 10)



Figura 7. Esquadrias de aluminio - Figura 8. Esquadrias de alumino — vista

vista lateral inferior

Figura 9. Esquadrias de aluminio -parte Figura 10. Esquadrias de aluminio completa
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Fonte : Autor ( 2025)
4 RESULTADOS

Apods testes em laboratério de Microbiologia, foram feitos ajustes no projeto
para um melhor aproveitamento de material e fixacdo do coletor de corantes, que foi
substituido por uma gaveta acrilica, no projeto foi reformulado para evitar respingo
de material fora do coletor de excedentes de corantes.

O equipamento final foi montado com as esquadrias de aluminio (28cm x
20cm) , e na parte superior foi colocado uma plataforma mecanizada, feita em
impressora 3 D com encaixe para 5 laminas de Microscopia , € na parte inferior uma
bandeja com dimensbdes de 25cm x 5cm, para coleta de residuos de corantes
( Figura 11).

Figura 11- Equipamento para coloragdo de Gram com suporte

para 5 laminas de microscopia

Fonte : Autor (2025)



A Figura 11 mostra que o corador de laminas com capacidade para 5 laminas ,
que facilita o processo de coloragdao, com uma bandeja acoplada, para descarte dos
corantes, € sustentavel.

Figura 12 — Bandeja coletora de corantes

Fonte: Autor (2025)

Na Figura 12, pode-se observar o descarte dos corantes, que seréo
armazenados em frasco de ambar, para posterior degradagéo por ozbnio, evitando
a contaminagao de esgotos e ambiente.

Figura 13- Laminas coradas no secador
de laminas_
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Fonte : Autor (2025)

O laboratério de Microbiologia da Fatec Bauru, possui uma secadora de
laminas automatizadas, para secar 5 laminas ao mesmo tempo, e vai ser acoplada
ao corador de laminas, que facilitara o processo de coloragao de laminas durantes
as aulas praticas



5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os testes finais feitos durante as aulas praticas de microbiologia,
evidenciaram que a inclinagdo da plataforma mecanizada com encaixe para 5
laminas, permite a coloracdo simultdnea de 5 laminas, reduzindo o tempo de
execucao da coloracao em 2 a 3 minutos, e o descarte dos corantes foi feito de forma
adequada (cristal violeta, lugol e fucsina), facilitando o armazenamento de cada
corante, em vidros de ambar, para posterior degradagao por ozdnio ou outro método
eficaz.

O equipamento corador de laminas sera acoplado a uma secadora de laminas,
elaborado por Silva et al., ( 2025), que facilitara o processo de secagem das laminas
apos coloracéao, tornando-o rapido e eficiente.

Existem no mercado corador de laminas automatizado (Labtron , 2025),
entretanto com custo elevado, que dificulta a aquisicdo para Instituicdes publicas,
portanto o corador de laminas mecanizado, de baixo custo, sustentavel, € uma
solugéo, mais viavel pratica para o laboratorio de Microbiologia da Fatec Bauru.

O projeto foi executado com fins para melhoria e adequacao de laboratorio,
visando em melhor aproveitamento de espago com organizagao utilizando matéria
prima de facil acesso que por sua vez ao longo do tempo pode ser reciclado, material
leve facil transporte melhor aproveitamento de material para coloracido de Gram,
excesso de corantes, podendo ser descartado de uma forma correta com facil
manuseio.
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