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Resumo

As preparacGes coradas sdo 0s exames microscopicos mais comumente empregados em microbiologia, pois
proporcionam uma melhor visualizacdo dos microrganismos. Tendo em vista que as técnicas de coloragdo de Gram e
Wirtz-Conklin sdo comumente utilizadas na rotina de laboratérios de microbiologia e nas aulas de microscopias coradas,
este projeto teve como objetivo comparar a técnica padrdo de coloragdo em superficie das laminas, com a técnica por
imersdo, que por sua vez pode evitar o desperdicio de corantes, impacto ambiental e diminuir custos laboratoriais e no
ensino. Dessa forma, foram feitos esfregacos bacterianos (Escherichia coli; Staphylococcus aureus; Alicyclobacillus
acidoterrestris e Bacillus subtilis) em l1amina, seguidos de fixacdo em chama. Apds esse procedimento as laminas foram
submetidas a coloracdo pela técnica de superficie e pela técnica de imersdo. Posteriormente as laminas foram
visualizadas em microscépio 6ptico comum e a resolucdo das imagens e caracteristicas tintoriais foram avaliadas e
registradas. A técnica de coloragdo por imersdo, tanto para a coloragdo de Gram quanto para Wirtz-Conklin, evitou
desperdicio dos corantes utilizados nas técnicas, bem como, a saturacao das solu¢des apds muitas passagens de laminas.
Assim, a técnica de coloragdo por imersdo é favoravel para o uso nas aulas ou nos laboratdrios de microbiologia. A
aplicacdo dessa técnica mostrou resultados significativos para a diminuicdo do desperdicio e, consequentemente, 0s
impactos ao meio ambiente e a economia das institui¢des de ensino.

Palavras-chave: Coloragdo de Gram; Colora¢do de Wirtz-Conklin; Microrganismos; Microbiologia; Escherichia coli;
Staphylococcus aureus; Alicyclobacillus acidoterrestris; Bacillus subtilis.
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Abstract

Stained preparations are the most commonly microscopic exam used in microbiology, as they provide a better view of
microorganisms. Bearing in mind that Gram and Wirtz-Conklin staining techniques are commonly used in the routine
of microbiology laboratories and in practical classes, this project aimed to compare the standard staining technique on
slide surfaces, with the technique by immersion, which in turn can avoid waste of dyes, environmental impact and
reduce laboratory and teaching costs. Thus, bacterial smears (Escherichia coli; Staphylococcus aureus; Alicyclobacillus
acidoterrestris and Bacillus subtilis) were made on glass slides, followed by flame fixation. After, the slides were
submitted to staining using the surface technique and the immersion technique. Subsequently, the slides were viewed
under a standard optical microscope and the resolution of the images and tinting characteristics were evaluated and
recorded. The staining by immersion, both for Gram stain and Wirtz-Conklin, avoided the waste of the dyes used in the
techniques, as well as, the saturation of the solutions after many slide passes. Thus, the immersion staining technique is
favorable for use in classes or microbiology laboratories. The application of this technique has shown significant results
for the reduction of waste and, consequently, the impacts on the environment and the economy of educational
institutions.

Keywords: Gram’s stain; Wirtz-Conklin stain; Microorganisms; Microbiology; Escherichia coli; Staphylococcus
aureus; Alicyclobacillus acidoterrestris; Bacillus subtilis.

Resumen

Las preparaciones tefiidas son los exdmenes microscopicos mas utilizados en microbiologia, ya que proporcionan una
mejor visién de los microorganismos. Teniendo en cuenta que las técnicas de tincién de Gram y Wirtz-Conklin se
utilizan cominmente en la rutina de los laboratorios de microbiologia y en las clases de microscopia tefiida, este
proyecto tuvo como objetivo comparar la técnica de tincion estandar en superficies de portaobjetos, con la técnica de
inmersion, que a su vez puede evitar el desperdicio de tintes, el impacto ambiental y reducir los costos de laboratorio y
ensefianza. Por lo tanto, se hicieron frotis bacterianos (Escherichia coli; Staphylococcus aureus; Alicyclobacillus
acidoterrestris y Bacillus subtilis) en portaobjetos, seguidos de fijacion con llama. Después de este procedimiento, los
portaobjetos se sometieron a tincién mediante la técnica de superficie y la técnica de inmersién. Posteriormente, los
portaobjetos se visualizaron bajo un microscopio éptico estandar y se evalud y registro la resolucion de las imagenes y
las caracteristicas de tincion. La técnica de tincion por inmersion, tanto para la tincion de Gram como para Wirtz-
Conklin, evité el desperdicio de los colorantes utilizados en las técnicas, asi como la saturacion de las soluciones tras
muchas pasadas de portaobjetos. Por tanto, la técnica de tincion por inmersion es favorable para su uso en clases o en
laboratorios de microbiologia. La aplicacion de esta técnica ha mostrado resultados significativos para la reduccién de
residuos y, en consecuencia, los impactos sobre el medio ambiente y la economia de las instituciones educativas.
Palabras clave: Tincién de Gram; Tincion de Wirtz-Conklin; Microorganismos; Microbiologia; Escherichia coli;
Staphylococcus aureus; Alicyclobacillus acidoterrestris; Bacillus subtilis.

1. Introducéo

A microbiologia engloba dois temas interligados: (1) a compreensdo da natureza e do mundo microbiano, € (2) o uso
dessa compreensdo adquirida para producdo de bens ou servigos, que possam aprimorar o desenvolvimento da humanidade e do
planeta Terra. Microrganismos como as bactérias sdo classificados como seres vivos procariotos unicelulares, que tém como
principal diferenca entre género e espécie, sua forma, tamanho, e caracteristicas celulares. Bactérias sdo livres de pigmentacéo,
assim, para melhor visualiza-las, corantes organicos com afinidade especifica por determinados compostos celulares podem ser
utilizados a fim de aumentar o contraste de imagem em microscdpio de campo claro (Madigan, Martinko, Bender, Buckley &
Stahl, 2016).

Com base nisso, vale lembrar que as aulas praticas de microbiologia sdo fundamentais para a constru¢do do
conhecimento cientifico do aluno, e no incentivo a sua criatividade. Castanho (2000) aponta que no Brasil h& pouco espaco para
o desenvolvimento de aulas praticas nas faculdades devido a limitagdo estrutural e financeira, que acabou dificultando o
aprendizado pratico nos laboratdrios de microbiologia em instituicGes de ensino, este que ajuda os alunos a familiarizarem-se
com 0s microrganismos, despertando ainda mais o0 interesse na area e colaborando na compreenséo de conceitos (Castanho,
2000). Por tanto, faz-se necessario a abordagem de métodos alternativos de custo acessivel na elaboragdo e realizacéo de aulas
praticas laboratoriais de microbiologia (Barbosa & Barbosa, 2010).

Segundo Freitas & Picoli (2007) a coloracdo de Gram é uma técnica diferencial muito utilizada na bacteriologia, com a

finalidade de classificar microrganismos quanto a suas bases tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular (Freitas & Picoli, 2007).
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As bactérias coradas nessa técnica sdo divididas em dois grupos: bactérias Gram-positivas que coram em roxo pelo cristal violeta,
pois possuem varias camadas de peptideoglicano e outros componentes nédo sollveis em alcool; e bactérias Gram-negativas se
descoram com o alcool, que atua dissolvendo lipidios, o que contribui para permeabilidade da parede celular e posterior coloracéo
em rosa pela fucsina. A diferenca geral observada nas tonalidades existe por uma divergéncia nas propriedades fisicas e quimicas
das paredes celulares bacterianas, tais como composicéo, espessura, densidade, porosidade e integridade (Moreira, Carvalho &
Frota, 2015).

Ja a coloracdo de Wirtz-Conklin é empregada para visualizar esporos, uma estrutura espessa € muito resistente, que
advém de situacdes criticas e adversas para o crescimento bacteriano. Os esporos sdo compostos por peptideoglicano que ira dar
origem a uma parede vegetativa, envolvida pelo cértex. Devido a resisténcia apresentada pelos esporos, sua coloracdo demanda
uma técnica que os submeta a alta temperatura, fazendo uso de verde malaquita e posteriormente da safranina para garantir um
contraste na microscopia (Trento, 2018).

Para obter éxito na microscopia corada é preciso seguir corretamente o tempo de cada técnica e de cada corante
individualmente. As técnicas de coloracdo para diferenciagdo de bactérias sdo amplamente utilizadas pela microbiologia, as
variagdes conhecidas na metodologia dessas técnicas se tratam de alteracdes nas concentragdes de corantes, troca de reagentes
ou corantes em algumas técnicas, e modificagbes no tempo em que cada corante permanece sobre a lamina. Alguns exemplos
descritos na literatura sdo: modificacdo na técnica de Gram por Hucker e a modificacdo de Kopeloff (Isenberg, 1992).

Os corantes sdo amplamente utilizados por diferentes setores académicos e industriais, descritos como compostos
organicos sollveis, sobretudo em &gua, capazes de transferir sua pigmentacdo para outro meio a partir de suas afinidades
quimicas e fisicas. Alguns corantes tém propriedades toxicas, cancerigenas e recalcitrantes, capazes de causar danos profundos
na biota aquatica, impedindo a passagem total de luz, fotossintese e oxigenag&o. J& para a salde humana, podem causar o acimulo
anormal de metéfases, danos cromossdmicos, entre outros fatores extensos de acordo com a formulagdo de cada corante. Por
isso, existe uma preocupacdo em evitar o descarte irregular e até mesmo em diminuir o uso dos mesmos (Lellis, Polonio,
Pamphile & Polonio, 2019).

Visando a atual importancia do desenvolvimento sustentavel e preservacdo ambiental, as instituigdes de pesquisa e
ensino devem criar metodologias alternativas para a economia de reagentes, além do descarte correto dos residuos. E emergente
que professores, alunos e técnicos se adaptem a novas técnicas de aprendizagem para o manejo eficiente de efluentes (Silva,
Soares & Afonso, 2010). Desta maneira, o objetivo deste estudo foi comparar as técnicas de coloragdo Gram e Wirtz-Conklin
em superficie com a técnica proposta de imersdo em uma perspectiva na diminuicdo de custos dos desperdicios e
consequentemente menores impactos a0 meio ambiente, bem como o tempo de saturacdo de cada reagente utilizado nas

colorag6es dentro do suporte de laminas.

2. Metodologia

Estudo desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de Agua, Ambiente e Alimentos, da Universidade Estadual de
Maringa (UEM), Parang, Brasil.

2.1 Cultura dos microrganismos

Cepas de microrganismos utilizadas no estudo: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Alicyclobacillus acidoterrestris (CBMAI 0244T). Em meio Agar Mueller-Hinton, com
incubacdo a 35 + 0,5 °C por 24 horas foi feita a semeadura para E. coli e S. aureus. Para B. subtilis, foi realizado o mesmo
método, porém por 48 horas em incubacéo. E para A. acidoterrestris, foi realizada a semeadura em meio BAT, com incubacao
a 45 °C por48 horas.
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2.2 Coloracao de Gram em superficie

Esfregacos para as cepas E. coli e S. aureus foram coradas com cristal violeta (Exodo Cientifica, Brasil) por 1 minuto,
e posteriormente escorreu-se os residuos do corante em um recipiente de descarte apropriado. Em seguida, as laminas foram
aplicadas com Lugol (Laborclin, Brasil) durante 1 minuto. Logo apés, foi realizado o procedimento de lavagem nos esfregagos
com agua corrente de baixa pressao e partiram para a etapa de descoloracdo com alcool-cetona [Solucdo Descorante para Gram
(Laborclin, Brasil)] (5-10 segundos). Novamente foi feito o processo de lavagem no esfregaco, e por fim cobriu-se com o corante

fucsina (Dinamica, Brasil) (30 segundos), lavados, e deixados secar espontaneamente (Cardoso et al., 2015).

2.3 Coloracdo de Gram em imersao
Conforme Cardoso et al. (2015), foi feita a coloragcdo de Gram com algumas modificagdes. Apds a confecgdo do
esfregaco e fixagdo nas laminas das cepas E. coli e S. aureus, as mesmas foram inseridas em um suporte para ldminas e
mergulhadas separadamente em 20 ml dos reagentes cristal violeta (por 1 minuto), lugol (por 1 minuto) e fucsina (10 segundos).
Apenas a descoloragdo com alcool-cetona que foi feita pela técnica padréo de superficie devido a sua rapida saturacao.
Respeitando as normas da UEM, coletou-se os residuos produzidos durante o processo de coloragdo em um recipiente

adequado para o descarte correto de efluentes.

2.4 Coloragéo de Wirtz-Conklin em superficie

Feita a confeccdo do esfregaco em uma lamina para as cepas B. subtilis e A. acidoterrestris e deixar secar naturalmente
ao ar, corou-se com solugio aquosa de verde malaquita (Exodo Cientifica, Brasil) a 5% e aqueceu-se até a emissao de vapores
por 5 minutos. Em seguida lavou-se a lamina em &gua corrente de baixa pressao e o excesso do corante foi despejado em um
recipiente de descarte. E por fim, as laminas foram cobertas com solugéo aquosa de safranina (In Lab, Brasil) a 0,5% durante 30

a 60 segundos, lavados, e deixados secar naturalmente ao ar (Cardoso et al., 2015).

2.5 Coloragéo de Wirtz-Conklin em imerséo

Realizada as etapas de confecgdo e secagem do esfregago para as cepas B. subtilis e A. acidoterrestris, a coloracdo de
Wirtz-Conklin foi realizada conforme Cardoso et al. (2015) com algumas modificagbes. Em um suporte para laminas contendo
20 ml de solucéo aquosa de verde malaquita a 5 % por 5 minutos em banho maria a 90 °C foram inseridas as [aminas contendo
o0 esfregago. Em seguida, o excesso do corante foi despejado em um recipiente de descarte apropriado e lavou-se a lamina em
agua corrente de baixa pressdo. Posteriormente, em um outro suporte para laminas contendo 20 ml do corante de contraste
safranina a 0,5%, foi inserida a 1dmina contendo o esfregaco durante 45 segundos, e por fim, foi feito a etapa de lavagem com
agua corrente de baixa pressao coletando os residuos em um recipiente.

Todas as laminas coradas foram visualizadas em um microscopio optico Olympus CX31 em lente de objetiva 100x.

2.6 Descarte de residuos

Os residuos dos corantes foram descartados em um recipiente e colocados em um local arejado para armazenar acimulos
de volume até ser transportado para um local especifico fora da unidade geradora e edificacdo do estabelecimento. Frascos de
até dois litros, resistentes, com tampa rosqueada, vedante e identificado com o nome e férmula do produto quimico, simbolo e
expressdo de residuo quimico téxico foram utilizados como embalagens de descarte. E entdo, para o cumprimento da legislagdo
do meio ambiente, foram encaminhadas em bombonas para o Programa de Gerenciamento de Residuos Biologicos, Quimicos e
Radioativos (PRORESIDUO).
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2.7 Anélise Descritiva

Foi feita uma analise qualitativa com base nas propriedades e qualidades tintoriais em 200 laminas, e analises
guantitativas de acordo com as despesas obtidas no decorrer deste trabalho, assim como, as projec@es de custos com relagéo a
nocdes encontradas em UEM (2020). Ambas andlises realizadas através do software Excel®, classificando em cruzes. Sendo:
(+++) muito satisfatdrio, (++) satisfatdrio, (+) pouco satisfatorio e (-) insatisfatério. E expressando os resultados em porcentagem

(%), reais (R$), mililitros (ml), unidade (un) e minutos (min).

3. Resultados e Discussao

Para a verificacdo da eficacia da metodologia proposta, foi realizada uma analise descritiva dos dados coletados na
analise microscépica. Para tanto, a qualidade da coloracdo das laminas foi classificada em (+++) muito satisfatorio, (++)
satisfatorio, (+) pouco satisfatorio e (-) insatisfatdrio (Figuras 1 e 2). E de suma importancia ressaltar que os resultados (+) pouco
satisfatorio e (-) insatisfatério surgiram com a saturagéo dos corantes, ou seja, proximo ao fim das 40 laminas utilizadas em cada
teste realizado. Também observou-se que esfregacos feitos a partir de culturas antigas, ou ldminas coradas com esfregacos feitos
a mais de 2 dias podem acarretar resultados errdbneos na metodologia de imersdo. Dessa maneira, € fundamental que o material
utilizado seja novo, estéril e conservado. Segundo o Ministério da Saude (1997), para manutencéo e qualidade ideal, deve-se
haver o repique bacteriano a cada 15 dias, o controle de pureza de cepas empregadas a cada 2 meses e laminas preparadas a mais

de 1 més podem ser consideradas imprdprias para uma analise coerente de morfologia e coloragao.

Figura 1. Coloracdo de Wirtz-Conklin: A. B. subtilis +++; B. A. acidoterrestris ++; C. A. acidoterrestris +; D. B. subtilis —.

. -' . 25 rﬂ“

Fonte: Autores.

Figura 2. Coloragéo de Gram: A. Lamina mista, S. aureus e E. coli+++; B. S. aureus++; C. S. aureus +; D. S. aureus —.
N |7 o B =~ [y 7 e ‘ “APY ”'.‘,:’ >
W e e g

Fonte: Autores.

Corantes designados para Gram tem maior demanda nos laboratérios na Universidade Estadual de Maringd (UEM),
sendo que, cristal violeta, fucsina, lugol e fenol cristalizado chegam a um uso de 3.000 ml ao ano na metodologia tradicional por

superficie (Tabela 3), corantes esses que contém propriedades quimicas danosas, revalidando a importancia dos resultados
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obtidos na Figura 3, onde aproximadamente 85% das laminas apresentaram resultados satisfatorios considerando a coloracdo de
Wirtz-Conklin e, aproximadamente 95% das laminas apresentaram resultados satisfatorios para a coloracdo de Gram. Isto
significa que, de 120 laminas analisadas utilizando o método de imersdo para Wirtz-Conklin, 102 apontaram resultados

conclusivos. De 80 laminas analisadas utilizando o método de imersdo para Gram, 76 apontaram resultados conclusivos.

Figura 3. llustracdo gréafica dos resultados obtidos na analise da qualidade das laminas coradas por imersao.

14% 1% 4% 1%
++
31%
++
25% o +++
0,
60% 64%
A B.
R L s L L L s L

Gréfico A, representa a porcentagem obtida para cada categoria de classificagdo em cruzes, percentual a 120 laminas, divididas em 3 testes de
40 laminas cada, Wirtz-Conklin; Gréafico B, representa a porcentagem obtida para cada categoria de classificagdo em cruzes, percentual a 80
laminas, divididas em 2 testes de 40 Iaminas cada, Gram. Fonte: Dados da pesquisa.

Um dos corantes mais utilizados em laboratérios é o cristal violeta, membro do grupo catidnico dos trifenilmetano, tem
propriedades recalcitrantes, que fazem com que persista no ambiente por um longo periodo. Pode causar envenenamento
mitotico, promovendo anormalidade das metafases, efeitos clastogénicos que induzem a danos cromossdmicos, tumores em
peixes, atrofia ovariana em ratos, cistite, insuficiéncia renal e respiratoria e lesdes oculares. Na agua, pode diminuir a taxa
fotossintética de plantas aquaticas devido a interrupcéo de passagem total de luz. No solo, pode inibir as taxas de fotossintese,
afetando a germinacdo de sementes e o crescimento das culturas (Mani & Bharagava, 2016).

Nos resultados obtidos pela coloracdo de Wirtz-Conklin e a coloracdo de Gram por imersdo (Tabelas 1 e 2), ambas
foram eficientes para corar uma quantidade elevada de I&minas simultaneamente, somando mais éxito no quesito custo e
quantidade de corantes utilizados em mililitro (ml) quando comparado a metodologia de superficie, uma melhora expressiva, ja
gue segundo Chinelli et al. (2008), experimentos sdo considerados parte fundamental do aprendizado na area de microbiologia,
no entanto as restricdes financeiras pelas quais as instituicdes de ensino superior passam, torna dificil a aquisi¢do de materiais e
instrumentos adequados, responsaveis por resultados reprodutiveis e confiaveis. E possivel constatar que para coloracio de
Wirtz-Conklin houve uma reducdo de R$2,56 para R$0,82 nos custos, resultando em uma economia de 68%, e para coloracdo
de Gram houve uma reducdo de R$3,46 para R$0,85, resultando em uma reducéo de 75%, isto aplicado a 40 laminas em cada

metodologia de coloracdo. J& no tempo de realizacdo de ambas as préaticas, ndo houve uma disparidade de dados.
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Tabela 1. Volume de solucdo corante gasto, tempo e custo para realizacdo da coloracdo de Wirtz-Conklin, empregando
metodologia de superficie e imersdo.

Metodologia Laminas (un) VM (ml) S (ml) TT (min) CT (R$)
Superficie 01 02 02 05:45 0,06
Imerséo 01 20 50 05:45 0,82
Superficie 40 80 80 Variavel 2,56
Imerséo 40 20 50 72:64 0,82

*VM: verde malaquita; S: safranina; TT: tempo total; CT: custo total. Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 2. Volume de solucéo corante gasto, tempo e custo para realizagdo da coloracdo de Gram, empregando metodologia de

superficie e imerséo.

Metodologia Laminas (un) CV (ml) L (ml) F (ml) TT (min) CT (R$)
Superficie 01 02 02 02 02:40 0,08
Imerséo 01 20 20 20 02:18 0,85
Superficie 40 80 80 80 Variavel 3,46
Imerséo 40 20 20 20 29:05 0,85

*CV: cristal violeta; L: lugol; F: fucsina; TT: tempo total; CT: custo total. Fonte: Dados da pesquisa.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2016), de 2009 a 2014 o nimero de alunos matriculados em
institui¢des publicas de ensino superior aumentou, devido a inclusdo de métodos alternativos para ingresso universitario, como
0 Exame Nacional do Ensino Médio, vagas remanescentes, sobretudo, a elevacao da alfabetizagdo e escolaridade da populacdo
em geral. Nas estimativas constam que entre 2009 e 2014 houve um crescimento de aproximadamente 50% no ndmero de
brasileiros portadores de diplomas. Na Universidade Estadual de Maring4 até 2019 existiam 442 laboratérios, 14.448 alunos de
graduacdo matriculados, 70 cursos de graduacdo vigentes. Entre esses, dez cursos tém em sua grade curricular a matéria de
microbiologia semestral ou anual (UEM, 2020).

Na disciplina de microbiologia basica ministrada na Universidade Estadual de Maring4, as duas técnicas de coloragdo
sdo muito aplicadas para fins laboratoriais e académicos. Estima-se que dez cursos tenham aulas de microbiologia, somando
aproximadamente 440 alunos por ano (UEM, 2020). O montante de aulas praticas em microscopia corada aumenta a necessidade
de reagentes, solucdes corantes, e gastos para reproduzir a metodologia de superficie, como apresentado na Tabela 3. Mostrando
0 volume de corantes utilizados para a mesma quantidade de laminas em técnica de coloracdo em superficie comparando com a
técnica por imersdo. Observou-se para cristal violeta, fucsina, lugol, verde malaquita e safranina uma diminui¢do de 75% na
quantidade de corantes necessarios para eficacia das coloracbes. Além da reducdo de gastos em material, os residuos dos corantes
foram coletados para serem descartados de acordo com as normas da Universidade Estadual de Maring4, evitando assim possiveis

contaminacdes de efluentes municipais.
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Tabela 3. Dados aproximados de gastos anuais nas aulas de microbiologia da Universidade Estadual de Maringa.

QUATS (ml) VGATS (R$) QNTI (ml) VGTI (R$)
Ccv 3.000 15,00 750 3,75
FC 3.000 300,00 750 75,00
AE 3.000 66,00 3.000 66,00
Lugol 3.000 96,00 750 24,00
Fucsina 3.000 19,50 750 4,80
Descorante 1.000 23,00 250 5,75
VM 20 0,50 5 0,12
Safranina 20 0,12 5 0,03

*QUATS: Quantidade de solugdo corante utilizada ao ano pela técnica de superficie; VGATS: Valor gasto ao ano pela técnica de superficie;
QNTI: Quantidade que seria necessaria para a técnica de imersdo; VGTI: Valor que seria gasto pela técnica de imersdo; CV: Cristal Violeta;
FC: Fenol Cristalizado; AE: Alcool Etilico; VM: Verde Malaquita. Fonte: Dados da pesquisa.

Uma pesquisa realizada em 2012, na regido sul do Brasil, na area da bacia hidrografica do Rio dos Sinos mostra que
entre os 22 laboratérios registrados pelo Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satide do Brasil (DATASUS), 86,4%
deles utilizam fucsina, 59,1% utilizam cristal violeta, 13,6% utilizam lugol e 9,1% utilizam verde malaquita. Quanto ao
procedimento, 50% fazem o manuseio dentro de uma pia e 45,5% utilizam bandeja para coletar os residuos de corantes. Quanto
ao descarte, 63,6% descartam diretamente na pia, 31,8% repassa os residuos para uma empresa especializada e apenas 4,6%
fazem o tratamento dos residuos (Allgayer, Raupp & Cantarelli, 2015). Dependendo da forma de descarte, os corantes podem se
alastrar no solo, sistemas alimentares e hidricos, através da agua, essa que por sua vez é fonte vital para todos organismos (Telke,
Kadan, & Govindwar, 2014).

Em condi¢des normais, 0s ambientes aquaticos sdo capazes de fazer autodepuracao, ou seja, podem realizar autolimpeza
dos residuos que sdo descartados, isso decorre da presenca de oxigénio dissolvido na dgua, da ordem de dez miligramas por litro,
que promove a a¢do de bactérias na biorremediacdo. Mas a quantidade de elementos quimicos descartados no meio diminui a
taxa de potencial hidroxilibnico (pOH), tornando inviavel a degradacdo natural dos elementos (Allgayer et al., 2015). A
degradacdo dos corantes com propriedades recalcitrantes pode ser feita com aplicagcdo de enzimas, basidiomicetos, métodos
oxidativos avangados, H20, e luz UV. A aplicagdo conjunta de varios métodos é mais eficiente, podendo se obter uma degradacéao
de cromdforos de 90-95% (Nozu, Saldanha, Soares, Barbosa, Machado & Silva, 2010).

Tais problemas socioambientais podem ser resolvidos com a relagdo paralela entre ciéncia, tecnologia e a comunidade,
que através de medidas cooperadas podem mudar o preocupante cenario atual (Silva, Almeida, Nascimento & Prudéncio, 2019).
Com a difusdo de conhecimento e criacdo de novas técnicas que aspirem a sustentabilidade, a ciéncia poderd contribuir
diretamente para a melhoria do planeta, pensando a longo prazo, técnicas essas como a de imersdo, desenvolvida por este
trabalho.

4. Concluséao

Das laminas testadas, 85% e 95% apresentaram resultados satisfatorios para coloragdo de Wirtz-Conklin e Gram
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respectivamente. Os resultados ndo satisfatérios se deram pela saturacdo dos corantes, ou seja, nas Ultimas laminas imergidas.
Em custos, a reducéo foi de 68% para coloracdo de Wirtz-Conklin e 75% para coloracdo de Gram. Assim, os resultados mostram
que a metodologia de imersdo é adequada para grandes quantidades de laminas, podendo ser aplicado em pesquisas e
desenvolvimento, mas também no aprendizado pratico académico, sendo uma metodologia de vantagens nos quesitos: custo,
material, e especialmente, reducéo de impacto ambiental.

Para trabalhos futuros, pode-se avaliar afinco formas de degradacdo desses corantes, contando com enzimas,
biorremediadores, fitorremediadores, métodos oxidativos, luz UV e H20,. Uma vez que se faz necessario a aplicacdo de tais
corantes, mas é indispensavel compreender melhores formas de manuseio, como proposto neste trabalho, bem como,

metodologias que minimizem e transformem residuos.
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