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I. Introducción 
Es de mucha importancia que conozcan algunos métodos rápidos para el reconocimiento de microorganismos presentes en los alimentos, los cuales son dañinos para la salud.
Uno de los métodos más utilizados para la identificación de las diferentes bacterias es el de la tinción de Gram o coloración Gram, la cual es un  tipo de tinción diferencial empleado en microbiología para la visualización de bacterias. 
Debe su nombre al bacteriólogo danés Christian Gram, que desarrolló la técnica en 1884. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfología celular bacteriana como para poder realizar una primera aproximación a la diferenciación bacteriana, considerándose Bacteria Gram positiva a las bacterias que se visualizan de color violeta y Bacteria Gram negativa a las que se visualizan de color rosa.
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II. Objetivos 

Al finalizar el estudiante será capaz de.
· Realizar preparaciones en fresco y en cinta adhesiva de distintas especies de mohos, para la observación  de  la morfología de los hongos y distinguir entre hifas septadas y no septadas y entre distintos tipos de esporas y las estructuras que las originan.

· Observar la morfología bacteriana y aprender a distinguir los distintos tipos de agrupaciones que existen, y  su clasificación según el tipo de tinción Gram. 

III. Materiales
· Microscopio 

· Portaobjetos y cubreobjetos (22x22 mm) muy limpios y desengrasados con alcohol 

· Aguja enmangada o lanceta 
· Trozo enmohecido de un alimento (fruta, pan u otro material con cultivo de hongos)
· Solución de lactofenol al azul algodón
· Cinta adhesiva transparente

· Láminas teñidas con diferentes estructuras de bacterias

· Aceite de inmersión
· Agua destilada

· Mechero de alcohol

· Asa bacteriológica
IV. Metodología 
Práctica 1. Identificación de hongo en alimentos contaminados.

Por cada grupo de estudiantes se deberá proporcionar alimentos contaminados por hongos. 
Se realizará la observación a través del microscopio haciendo uso de dos métodos de laboratorio los cuales son método al fresco de mohos y preparación en cinta adhesiva.
PREPARACIÓN EN FRESCO DE MOHOS
Procedimiento
1. Colocar sobre un portaobjetos una gota de solución de lactofenol no demasiado grande para evitar que el cubreobjetos flote y la preparación quede demasiado gruesa. Realizar la misma operación en otro portaobjetos que se usará para lavar la muestra. 

2. Tomar el material a observar en una mínima cantidad con agujas finas o lancetas procurando arrancarlo desde la base y disponerlo con cuidado sobre la gota de uno de los portaobjetos. Con esta especie de lavado se consigue desprender el exceso de conidios que casi siempre llenan estas preparaciones y que impiden ver lo que realmente interesa, los conidióforos. 

3. Transportar el material con la lanceta a la gota del segundo portaobjetos que será ya el definitivo. 

4. Con agujas muy finas se distribuye el material en la gota de manera que no quede amontonado. 

5. Colocar el portaobjetos poco a poco y empezando por un lado para evitar que se formen burbujas entre los dos vidrios. 
6. Observar con lente de 10x y 40 x
PREPARACIÓN EN CINTA ADHESIVA 

Procedimiento
1. Colocar sobre un portaobjetos una gota de solución de lactofenol no demasiado grande para evitar que el cubreobjetos flote y la preparación quede demasiado gruesa.

2. Cortar un trozo de cinta adhesiva transparente de aproximadamente 2cm.

3. Tocar con el lado adhesivo de la cinta la superficie de la fruta o el pan enmohecidos o el borde de una colonia de hongo de un cultivo. En la zona central de una colonia puede haber una excesiva concentración de esporas.

4. Pegar la cinta adhesiva sobre la gota del portaobjetos.

5. Eliminar el colorante sobrante con un papel de filtro.
6. Observar con lente de 10x y 40 x
Práctica 2. Observación de las diferentes estructuras que presentan las bacterias
Los estudiantes de manera individual observarán al microscopio con el lente de 100x varias láminas portaobjeto teñida con tinción gram, las cuales presentan diferentes estructura de las bacterias.
El trabajo de laboratorio se realizará en grupo de 3 estudiantes, para la entrega de informe,  pero para su observación será de manera individual, ya que solo se cuenta con un microscopio.

Se les presentarán diferentes láminas teñidas, las cuales presentan las diferentes formas que presentan las bacterias y su clasificación según el tipo de coloración que estas presentan  con la tinción de gram.

V. Actividades 

· Uso adecuado del microscopio, haciendo uso de los diferentes tamaños de  lentes.

· Dibujar las diferentes estructuras que presentan los hongos

· Dibujar las diferentes formas que presentan las bacterias 

· Explicar el método de la tinción de Gram.

· Qué reactivos se utilizan en la tinción de Gram.

· Cuál  es la función de cada uno de los reactivos en la célula 

V. Análisis de resultados 

 ¿Cuáles de los microorganismos estudiados podría observar en un microscopio de campo claro, empleando el objetivo de 10X, 40X y 100X?
Ubique los microorganismos observados en los dominios estudiados (Bacteria,

Archaea, Eukarya).
¿Cuáles son las principales diferencias entre una célula procariota y una eucariota?
¿Qué características morfológicas de los hongos miceliares pueden distinguirse con un microscopio óptico de campo claro (hifas, conidios, etc.)?
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