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La belleza de un color debe estar en la luz

Leonardo Da Vinci






Prefacio

A lo largo de la historia de nuestra civilizacién, los seres humanos hemos creado
una estrecha relacion con los colores, como reflejo natural del mundo circundante.
Asi como el hombre ancestral y el infante que se enfrentan por vez primera a la
comprension de los colores primarios, el tono de sus artefactos mas cercanos y los
matices de la naturaleza en los cambios de estacion, esa relacién evoluciona para
finalmente ver, observar y entender los tonos y los matices, ademas de crear me-
diante la aplicacion del color (coloreando vy tifiendo).

El planteamiento de la organizacién de los temas de este libro obedece principal-
mente a la necesidad que ha surgido dentro de los laboratorios de ciencias bioldgi-
cas, a lo largo de los afios, al hacer visible la materia organica, y revelar la delicada
estructura celular que permite que la vida exista.

Este libro posee diferentes cualidades para diferentes tipos de necesidades, desde
las del técnico laboratorista, quien necesita el niUmero adecuado para solicitar la
compra del reactivo colorante; hasta las del estudiante, que quiere explorar su ob-
jeto de estudio con las diferentes técnicas posibles. De esta forma, a quien esté in-
teresado se le facilitara acercarse al mundo del color, a través de la historia natural
de la civilizacion. Mediante una breve revision, se ofreceran las teorias que explican
como se ve el color y como lo percibimos. Asimismo, poco a poco se adentrara en
las vicisitudes técnicas necesarias para conocer el nombre origen, la quimica de
los compuestos, formulas, sindbnimos, ademas de las metodologias mas empleadas
para su aplicacion en los tejidos organicos.

La histologia, como ciencia que explora y explica la morfologia microscépica, tiene
a la microtecnia como herramienta fundamental para la creacién del artefacto y la
preparacién permanente o “laminilla”, que permite la observacién. Esta mancuerna
de ciencia y técnica ha producido algunos de los descubrimientos mas importantes
de las ciencias naturales, especificamente, en biologia y medicina.

La histologia ha creado una forma de ver la estructura fundamental de los organis-
mos, y los histdlogos e histopatélogos han creado un lenguaje semidtico universal
que les permite la comunicacion entre ellos. Este lenguaje semidtico esta confor-
mado por dos cuerpos: el lenguaje oral o escrito, aparentemente criptico, pero
puede ser desvelado mediante el otro cuerpo, el lenguaje de las imagenes, de lo



visual, de lo sensual. Estas imagenes provocan un irremediable impacto en la per-
cepcidn sensorial de cualquier ser humano, y esta percepcion aumentada se crea
a través de un objeto creado exprofeso, que puede ser entendido dentro de una
configuracién imaginaria de realidades no visibles, pero con varias posibilidades y
con una diversidad de resultados legitimos posibles.

Este texto no es una guia final de los colorantes o de lo que se conoce sobre ellos,
solo pretende ser un instrumento, que puede ser mejorado a lo largo del tiempo, y
con su uso en los laboratorios que han adquirido, como feliz compromiso, revelar
la maravillosa variedad que se esconde en cualquier ser vivo, asi como en sus
componentes mas finos.

German Isauro Garrido Farifa
Cuautitlan, México
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1. Historia

1.1. Colores para descubrir la vida

En qué mundo viviriamos sin la capacidad para ver o percibir la existencia del color.
Es muy dificil imaginar un mundo monocromatico, en donde solo los tonos grises
formaran a los paisajes de la naturaleza: las montanas otofiales, las bahias tropi-
cales y los sembradios multicolores de una chinampa. No habria la posibilidad de
sentir las delicadas variaciones que existen en las hojas verde-amarillentas, en las
mariposas de mil colores o en el arcoiris. Todos vestirian ropas grises; las ciudades
serian un ir y venir mondétono de repeticiones, con tan solo contrastes de luz; y el
arte representado en un lienzo o en un jarrén de talavera no seria mas que una
coleccion de luces y sombras (Garrido, 1998a).

Posiblemente el gusto por el color en los seres humanos haya sido inspirado al
observar los cambios de la naturaleza con el transcurrir de las estaciones del ano.
De ahi, que hayan buscado la manera de representar lo que observaban, usando
diversos métodos, que han ido desde el empleo de ciertas tierras, hasta el uso de
pigmentos obtenidos de plantas y flores, e incluso sangre y cenizas. Lo anterior sig-
nifica que el uso de colorantes naturales no es nuevo; es posible encontrar diversos
ejemplos en distintas culturas de mundo. En algunas pinturas rupestres (figura 1)
en Baja California, se encuentran evidencias de imagenes en las que los autores
plasmaron su vida cotidiana, asi como sus temores y mitos (Garrido, 1998a).

Es probable que en el México prehispanico y Mesoamérica entera (2000 a.n.e.-1525
n.e.), el uso del color haya tenido origen con los primeros grupos némadas, que
mas adelante dieron lugar a todo el caudal de expresiones culturales, artisticas
(figura 2) y artesanales, que hoy conocemos e identificamos como distintivos de
aquella época (Guirola, 2010; Pontén, 1997).

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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Figura 1. Pintura rupestre

Tomado de https://pixabay.com/es/photos/arte-rupestre-piedra-arte-resumen-375225/

Figura 2. Mural azteca

Tomado de https://pixabay.com/es/vectors/azteca-caracter-disefio-dibujo-1294241/

El desarrollo acelerado y el florecimiento del quehacer artesanal, apoyado
principalmente por la generosidad de los territorios en los que se establecieron los
antiguos mexicanos, provocaron y estimularon el salto de los colorantes basicos
elaborados con tierras, a una gama cada vez mas amplia de tintes obtenidos a
partir de diversas fuentes, con las que se obtenian coloraciones aplicables en
alfareria, telas, ideogramas, rituales, alimentos, e incluso en los cuerpos de reyes,
sacerdotes y guerreros (Dupey, 2016).

Con la llegada de los espafioles en la conquista, dichas costumbres y artes pre-
valecieron durante la época colonial y hasta la actualidad, por lo que constituyen
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parte del sello distintivo de la cultura mexicana, que es conocida en todo el mundo
(Garrido,1998a).

En el siglo XVII, un comerciante holandés e investigador aficionado, Antén Van
Leeuwenhoek (1632-1723), empled una rudimentaria pero eficiente coleccion de
250 aparatos que él mismo inventd. Estos instrumentos, que podrian catalogarse
entre una lupa muy compleja y un microscopio muy simple (figura 3), fueron sufi-
cientes para permitirle ser el primero en observar células vivas, asi como en hacer
observaciones y descripciones de los organismos eucariontes y procariontes, los
protozoarios. De esta manera, describié los “corplsculos” sanguineos, los esper-
matozoides, y en 1676, describe los cuerpos bacterianos.
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Figura 3. Izquierda: microscopio de Leeuwenhoek. Derecha: animalculos observados en

muestras de agua

Ocasionalmente, empled soluciones de azafran en vino para dar contraste a los
objetos durante su observacién. Se le integro6 a la Real Sociedad Inglesa y se le ha
considerado como el padre de la microbiologia (Finlay, 2001).

En aquel tiempo, la mayor parte de los paises europeos pasaban por un segundo
renacimiento cultural, social y principalmente cientifico, lo que provocé que la ma-
yoria de las ciencias (fisica, quimica, biologia, matematicas, medicina, entre otras)
fueran impulsadas y surgieran otras, como la economia, la antropologia y la socio-
logia, por mencionar algunas (Garrido, 1997).

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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Mas adelante, el cientifico inglés Robert Hooke (1635-1703), vivié en una época en
gue se dieron las condiciones necesarias para que la ciencia moderna comenzara
su gestacién. Aunque fue un tiempo convulso y todavia existian remanentes de la
violencia de la Edad Media, permitié desarrollar el pensamiento cientifico a partir
de ideas sencillas.

El trabajo de Hooke se muestra, por ejemplo, en el anélisis microscdpico de los
cristales de hielo que a su vez promovio la investigacion de como el aire interviene
en la combustion. Asimismo, la descripcion morfoldgica del desarrollo de la mosca
que realizd, desarrollé ensayos de aerodindmica, acustica y patrones ondulatorios.
Ademas, el inicio de la discusidn sobre las estructuras anatémica propicié por pri-
mera vez el reconocimiento a la unidad morfofuncional de los organismos, la célula
(figura 4) (Chapman, 1996).

Figura 4. Arriba: celdillas observadas por Robert Hooke en una muestra de corcho.
Abajo: microscopio de Hooke
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Uno de los ejemplos del gran auge del siglo XIX (gracias al desarrollo de los co-
nocimientos recopilados durante el siglo anterior) se dio en la quimica organica,
ya que se desarrollaron en el laboratorio: las anilinas, los compuestos azoicos, las
bencidinas, entre otros compuestos, todos ellos derivados del carbén natural o hu-
lla (Veuthey, 2014).

Posteriormente, con la aceptacion del método cientifico, como una manera de erra-
dicar ciertos mitos y ensefianzas difundidas por medio de creencias religiosas y
determinadas practicas espirituales, se comprobaron, entre otras cosas, la invali-
dez de la teoria de la generacion espontanea, la existencia de seres unicelulares
como las bacterias, la teoria celular, la existencia de los gametos masculinos vy fe-
meninos, las bases de la genética moderna y la teoria de la evolucion, asi como la
relacion entre la geologia, paleontologia, antropologia y las ciencias bioldgicas, con
lo que estas ultimas tuvieron un desarrollo sin precedentes (Volcy, 2007).

En particular, la histologia tuvo sus origenes en las observaciones hechas con los
primeros microscopios compuestos, mismos que constituyeron una herramienta
que permitié grandes avances en biologia y medicina. Al inicio, las primeras obser-
vaciones se hacian con materiales gruesos y opacos, que, aunque permitian ver
ciertas estructuras, no era posible apreciar detalles finos. Por otro lado, los orga-
nismos unicelulares solo eran percibidos como estructuras grises u oscuras, de las
cuales apenas se podia delimitar su contorno y estructura interna (Veuthey, 2014).

Las técnicas de coloracion monocromatica en vivo surgieron precisamente a partir
de la necesidad de identificar mejor las estructuras observadas. Mediante la aplica-
cion de la tincién, la composicion del material bioldgico tomd el color conferido por
el colorante que, como ya se menciond, era de origen natural, y cuyo uso ya estaba
estandarizado en la industria textil (Garrido, 1997a; Garrido, 2005).

Asi, el carmin de indigo, la safranina, la cochinilla y la hematoxilina se usaron en los
primeros descubrimientos de nuevas formas, caracteristicas, relaciones y funcio-
nes de los tejidos. Algunos investigadores se dedicaron a desarrollar técnicas para
contemplar mejor la base morfoldgica de los seres vivos, asi como las células y los
tejidos que los conforman.

Hasta que la morfologia microscépica dio sus primeros frutos, fue que la histologia
adquirié el rango de ciencia y, con su avance, la técnica micrografica aumenté el
caudal técnico y los objetivos de aplicacion; esto aunado a que los primeros cien-
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tificos especialistas y microscopistas fungian como sus propios técnicos. De esta
manera, la histologia se incorpord a la medicina con recursos, técnicas y conceptos
propios.

Cabe mencionar que, hacia finales del siglo XIX, la quimica organica proporcion6
soluciones a una gran cantidad de problemas y cuestionamientos teoricos y prac-
ticos que la histologia tuvo que sortear. Con ello, esta ciencia tuvo un gran desa-
rrollo, gracias a la gran variedad de tonalidades obtenidas de manera artificial,
que permitieron el mejoramiento de las técnicas de microscopia empleadas hasta
entonces.

A principios del siglo XX, se sentaron las bases para la llamada Escuela Americana
de Histologia. Con la Primera Guerra Mundial, la ciencia histoldgica se abrié paso,
fundamentada en las reacciones quimicas conocidas y en el estudio de la morfo-
logia microscopica. De esta manera, la mayor parte de las técnicas basadas en
reacciones quimicas, histoquimicas y citoquimicas fueron puestas a punto por los
investigadores americanos, siendo los pioneros en este campo (Garrido, 1997a).

Poco a poco, a finales del siglo XIX y principios del XX, la interaccién entre la histo-
logia y patologia se hizo mucho mas sélida, no se puede pensar en una sin la otra, y
las dos requieren de la microtecnia. Gracias a esta herramienta se fundamentaron
las bases de estas ciencias hasta la actualidad, y se cuenta con la madurez teéri-
ca y técnica para poder armar el complejo vital de la estructura viva (Musumeci,
2014).

La microtecnia se ha formado en el crisol de la necesidad, es una practica artesanal
de alta especializacién, que se fundamenta en la habilidad del técnico, histélogo o
patdlogo. La microtecnia, histotecnologia o citotecnologia, ha acumulado a lo largo
de su historia, uno de los acervos teorico-practico mas robustos, aunque no todo
esté sustentado en evidencias cientificas, por lo que el referente empirico de la ex-
periencia es fundamental. Este conocimiento, que ha sido acumulado a lo largo de
pocos afos (finales del siglo XIX e inicios del XX), siempre ha permitido que el pro-
cesamiento de las muestras para investigacion y diagndstico sea un ente maleable
que se adecua a la necesidad Unica de cada pieza. Pero también permite que, con la
investigacién histoérica, se puedan entender y modificar los dogmas y paradigmas,
tanto de si misma como de las ciencias a las que apoya (Garrido, 2019).
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2. Indice de colorantes

Desde que los colorantes se usaron con fines bioldgicos, se ha tenido que enfren-
tar y resolver problemas de diversa indole, como pueden ser las diferencias en el
resultado obtenido, los colores distintos a lo esperado, asi como la presencia de
impurezas o reacciones quimicas imprevistas (Lillie, 1973).

La primera publicacidn que se refiere a los colorantes por nimero y con un cierto
orden fue el Indice Schultz en Alemania, pero después de la Primera Guerra Mun-
dial, fue superado por el indice de colorantes o Colour Index, cuya primera edicidon
fue hecha por la Sociedad de Coloristas y Tenidores de Inglaterra, en 1924. A partir
de las siguientes ediciones, se trabajo en colaboracion con la Asociacion Americana
de Quimicos Textiles y Coloristas.

A finales del siglo XIX, un estudiante del Dr. Weigert, el Dr. Georg GrUbler, inicio
la ardua tarea de asegurar, de algun modo menos empirico, que la calidad y las
caracteristicas de los colorantes que empleaba fueran lo mas constantes posible.
Posteriormente, fundd la compania Dr. Gribler & Co., la cual trabajaria inicialmente
con colorantes y reactivos para histologia, histoquimica y fisicoquimica; después,
exclusivamente con colorantes, por lo que se adjudicoé el monopolio mundial de la
fabricacion y la calidad de los colorantes producidos en Alemania y Europa, desde
1880 hasta 1920.

Durante la Primera Guerra Mundial, la distribucidon de colorantes provenientes de
Europa fue bloqueada de manera progresiva, provocando que las industrias inglesa
y americana fueran impulsadas para la produccion de reactivos y colorantes. Para
1920, el suministro de colorantes era casi nulo, por el embargo de la postguerra,
las reservas se agotaban y los colorantes americanos e ingleses no tenian todavia
las cualidades para competir con los alemanes, especialmente, para su uso biol6-
gico (Conn, 1943).

Lo anterior provocd que se reunieran los representantes de los grupos mas in-
teresados en el tema, apoyados por el Consejo Nacional de Investigacién de los
Estados Unidos, los cuales fueron: la Asociacién Americana de Patélogos y Bacte-
ridlogos, la Sociedad Americana de Zoologistas, la Sociedad Botanica de América,
la Sociedad Quimica Americana, la Corporacién Will y la Asociacion Americana de
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Anatomistas. De esta manera, nace la Comisién para la Estandarizacién de los Co-
lorantes Bioldgicos, actualmente. Comisién de Colorantes Bioldgicos: The Biological
Stain Comission.

En 1992, inicid el trabajo de la Comisién, bajo la direccién del Dr. Harold Joel Conn,
en la estacién experimental de Geneva, Nueva York, en colaboracion con el De-
partamento de Agricultura y apoyados por el Comité Nacional de Férmulas, de la
Asociacién Farmacéutica Americana.

Los métodos para probar las caracteristicas fisicas y quimicas de los colorantes,
para su posterior certificacion, fueron: una absorbancia espectrofotométrica; un
ensayo con cloruro de titanio, arseniato de sodio y sulfito de cesio, para conocer la
pureza; y finalmente, una prueba bioldgica.

En 1925, el Dr. Conn, como presidente de la Comisidn, publicéd la primera edicion
del libro Biological Stain, que es una fuente de referencia y consulta en labores
técnicas de laboratorio que emplean colorantes. En ese mismo afo, se integré a
la publicacién de la Comisién, el Stain Technology Journal, actualmente llamado
Biotechnic and Histochemistry (Conn, 1943).
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3. Definiciones

El proceso de tenido ocurre cuando el material colorante se vuelve parte integral
del material que esta siendo coloreado, ya sea una fibra en un textil o para estudiar
un tejido, célula o cualquier material contenido en ella (Ramdén y Cajal, 1948).

El indice de Colorantes Internacional (Colour Index, C. 1.) es una herramienta para
microscopistas, profesionales y técnicos que utilizan colorantes naturales y sintéti-
cos, tanto en ciencias bioldgicas, como en cualquier otra disciplina que requiera de
la aplicacion de tintes, pigmentos o colorantes (Conn, 1943).

El contenido basico del indice de colorantes es un nimero asignado a cada uno de
los colorantes revisados (CI), el nombre de preferencia, los sindnimos y los usos. El
orden estad dado por los grupos quimicos a los que pertenecen, y al final aparecen
los colorantes naturales, pigmentos minerales y reactivos (Conn, 1943).

e Colorante. El colorante es una sustancia organica o inorganica coloreada
gue confiere o cede su color a otras sustancias o tejidos, ya sea con o sin
modificaciones en su estructura quimica, lo que permite distinguir detalles
estructurales invisibles o poco visibles al microscopio, dando matices de
intensidad variable (SDC, 1971).

e Pigmento. Material practicamente insoluble en el medio o vehiculo en el
gue se incorpora y que no sufre modificaciones en su estructura o compo-
sicion quimica; tan solo confiere su color, tal como lo hace una pintura que
es aplicada en una pared (SDC, 1971).

e Tinte. Compuesto o reactivo, coloreado o incoloro que, durante los proce-
sos de disolucién, aplicacién o fijacidn, pierde su estructura cristalina y se
modifica la composicion quimica original de su molécula. Por ejemplo: en la
histoquimica, se aprovechan las caracteristicas de una sustancia en parti-
cular para producir una reaccion quimica, que modifica la longitud de onda
original, lo que da como resultado un compuesto coloreado con longitud de
onda distinta a la de los compuestos celulares no coloreados y al reactivo
sin reaccionar, obteniendo un color diferente. En ese momento, se le puede
considerar un pigmento (SDC, 1971).

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas

23



24

¢ Tincion. Este proceso hace patentes las diferencias anatémicas, topograficas

y estructurales entre los tejidos y las células que los componen, poniendo
de manifiesto las caracteristicas distintivas propias, como los organelos,
los productos de secrecién y la acumulacién de materiales (Estrada, 1982).

e Impregnacion. Los reactivos impregnadores (principalmente metales, el
mas usado es la plata en su forma de nitrato de plata) se depositan selec-
tivamente en ciertas estructuras del tejido, para después sufrir una alte-
racién quimica. En la coloracién, se emplea para resaltar, por medio de la
impregnacion metalica especifica o general, uno o mas de los componentes
argentafines caracteristicos de un tejido o célula en especial, con la ventaja
de la selectividad de estos métodos en algunas estructuras, sustancias y
organismos (Garrido, 1998; Garrido, 2002).
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I
4. El color

Los fendmenos relacionados con la luz y el color han sido abordados y explicados
de distintas formas, a lo largo del pensamiento de la humanidad. La dptica es una
de las ciencias mas antiguas, y cuenta con una gran capacidad para estimular la
imaginacién. La dptica siempre ha tratado de explicar una gran cantidad de fené-
menos que se observan en la naturaleza, con diferentes métodos. El resultado de
estos trabajos de exploracion e investigacion también produjo diferentes utensilios,
que, a lo largo de la historia, se convirtieron en herramientas iconicas, como la
gran variedad de cristales de aumento y prismas, que modifican el paso de la luz
de diversas maneras.

El estudio de la luz y el color ha sido abordado desde diferentes puntos de vista por
una gran cantidad de personajes.

Una de las primeras aproximaciones fue la filosofica, que solo pretendia entender la
diferencia entre lo material y lo intangible. También, la fisica ha tratado de explicar
los fendmenos que nos permiten ver, ademas de usar la luz y el color. Por otro lado, el
aspecto psicoldgico explica el impacto sobre el comportamiento o las sensaciones de
los individuos. Asimismo, desde tiempo inmemorial, existe el punto de vista artistico,
en el que los humanos entienden el color y lo incorporan a su creaciéon. Finalmente,
el aspecto cientifico del area bioldgica, que requiere entender la generacién y la
percepcion del color, asi como su aplicaciéon en células, érganos y tejidos, mediante
la microtecnia o histotecnologia (Geldard, 1968; McPhedran, 2015).

4.1. Primeras aproximaciones
al entendimiento del color

Fildbn de Alejandria fue un fildsofo griego (15 a.n.e—45 n.e.), que observd por pri-
mera vez la variedad y las modificaciones debidas a la luz del sol, sobre los colores
de la naturaleza y los objetos que lo rodeaban.

Pero, es Pitadgoras de Samos (~569-475 a.n.e. quien ided (tomando en cuenta la
percepcion que se tiene a lo largo del dia) un sistema en el que los colores podian
estar dispuestos de forma lineal (figura 5), en un diagrama que relaciona de forma
integral los colores, los 7 tonos musicales, la posicidén entre los planetas, la relacion
con ciertas estrellas en la boveda celeste y la ubicacion central de la Tierra.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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Figura 5. Diagrama de Pitagoras

Aristételes de Estagira (322-284 a.n.e) estudid las mezclas de colores, a partir de
las ideas de Empédocles de Agrigento (495-435 a.n.e) y Anaximenes de Mileto
(~590-528 a.n.e). Aristoteles propuso que los colores son modificaciones de la
luz pura, equipard tono y brillantez, y colocé a todos los colores entre el blanco y
el negro. Basandose en estas tres ideas, construyd una linea base que contiene a
los 7 colores, colocando en los extremos al blanco y negro. A cada color, otorgd un
elemento: tierra, cielo, agua, fuego y algunos matices. También propuso que la luz
es una sustancia que se modifica en los colores que la forman, de acuerdo con el
medio por el que se difunde (Westfall, 1962).

“Por el momento quede claro, al menos, que lo que se ve a la luz es el color, y de
ahi que este no se vea si no hay luz: la esencia del color, en efecto, consiste en ser
el agente que pone en movimiento a lo transparente en acto y la entelequia de lo

transparente es, a su vez, la luz” (Aristételes, trad. 1978, p. 192-193).

Leon Battista Alberti (1404-1472), arquitecto, artista y cientifico, publicé en 1435
Della Pittura, el primer tratado de pintura y manual para artistas, en donde cre¢ el
primer sistema organizado para la mezcla de los colores. En términos generales, lo
explicd de la siguiente forma:
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“Por medio de la mezcla de colores se han creado muchisimos mas, pero solamen-

te existen cuatro colores verdaderos, asi como son cuatro los elementos, a partir
de los cuales se pueden crear muchas otras clases de colores. El rojo es el color
del fuego, el azul del aire, el verde el del agua, y de la tierra el gris y el cenizo”
(Alberti, trad. 1998, p. 56).

Por otro lado, cred la idea de que la luz le confiere existencia al color y lo modifica,
de acuerdo con sus caracteristicas.

“La importancia de esto se puede demostrar con facilidad pues cuando no hay luz

no hay color y cuando vuelve la luz, los colores vuelven” (Alberti, trad. 1998, p. 55).

Leonardo Da Vinci (1452-1519) estudioé al color como la principal herramienta del
pintor y de, entre sus escritos, su alumno Francesco Melzi hizo una recopilacion
para editar de forma pdstuma, en 1550, E/ tratado de la pintura, publicado hasta
1651, en Paris. Da Vinci ordend en una escala de 6 colores, al blanco como color
principal y al negro le confirid la oscuridad.

“.... diremos que el blanco es el primero de los colores simples, el amarillo el se-
gundo, el verde el tercero, el azul el cuarto, el rojo el quinto, y el negro el sexto.
El blanco lo ponemos en vez de la luz, sin la cual no puede verse ningun color:
el amarillo para la tierra: el verde para el agua: el azul para el aire: el rojo para
el fuego y el negro para las tinieblas que estan sobre el elemento del fuego” (Da
Vinci, 1827, p. 74).

Da Vinci, propuso la idea de los colores primarios y secundarios (figura 6). Aunque
no pudo explicar la generacion del verde como color resultante de dos primarios,
y, a su vez, como color componente para los colores terciarios, pero si explord la
relacion y la influencia que guardan entre si los colores, al reunirse y estar juntos
en el lienzo.
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BIANCO

Figura 6. Escala de colores creada por Da Vinci, pensando en una paleta de colores
basicos para un pintor (Modificado de: Da Vinci, 1827, p. 57-58)

René Descartes (1596—1650) también tomd como base a la escuela aristotélica
y provocd que la busqueda de la explicacidn de la generacion del color y la luz se
basara en principios mecanicistas, lo cual dominé los trabajos de 6ptica, hasta que
el fisico inglés Isaac Newton (1643—-1727) logré esclarecerlos (Westfall, 1962).

Newton completd el transito de una hacia dos dimensiones en la representacién
grafica de los colores, al proponer su agregacién de colores en un circulo (figura
7), el cual contiene 7 colores: rojo (p), anaranjado (q), amarillo (r), verde (s), cian
(t), ultramarino (v) y violeta (x).
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Figura 7. Estilizacion del circulo cromatico de Newton

Newton también propuso cémo se relacionan los colores en que se descompone la
luz en un circulo bidimensional (figuras 8 y 9).

E :f,ﬁf s

Figura 8. Representacion bidimensional de Newton

(Modificado de: Smith & Walford, 1704)
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Figura 9. Representacion bidimensional de Newton con una propuesta de colores
(Modificado de: Smith & Walford, 1704)

Newton planted en su teoria de la luz y el color, publicada en 1672, que los colores
son componentes de la luz blanca y no modificaciones, como se habia pensado
hasta entonces (figura 10).

Figura 10. Descomposicion de la luz blanca por un prisma, como lo demostrdé Newton
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En lo que al blanco y negro se refiere, los elimind del circulo de color, ya que el
blanco es la reunion de los demas colores y el negro es la ausencia de luz, y por lo
tanto, de color. Retomo la idea de Pitagoras, posteriormente estudiada por Field,
en la que equipara la escala cromatica con la escala musical y prevé las ideas de
los corpusculos o cuantas que componen a la luz.

Johann Wolfgang von Goethe (1749-1832) estudid la refraccion de la luz con no
mucho éxito, pero su interés por los colores, le permitié crear una escala cromatica
innovadora (figura 11), la creé con forma circular, y ahi acomodd a los colores por
pares, en una relaciéon simétrica. También le dio a los colores la caracteristica de
complementariedad, por primera vez; esto es que los colores armonizan con los
adyacentes y se complementan con los que se situan al otro lado del circulo. En su
sistema, Goethe le asignd a los colores una naturaleza que les permite la capacidad
de relacionarse con un sentimiento estético o en un orden moral-sensual.

En la esfera de color, propone que, al estar todos los colores en equilibrio, en una
coloracién armoniosa, pueden producir un efecto radiante y de placer. En la primera
mitad, el amarillo, el amarillo-rojo y el purpura producen el efecto de poder cuando
predominan; y la otra mitad, con azul, verde y purpura, producen un efecto ama-
ble. De esta forma, inici6 la escuela y las ideas del uso de los colores dentro del
comportamiento humano.

Figura 11. Circulo cromatico de Goethe. Con una aproximacién a los colores y efectos
propuestos por Goethe (Modificado de: Goethe, 1810, p. 25)
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El 1810, el pintor aleman Philipp Otto Runge (1777-1810) presenté un disefo en
el que los colores son agregados en una esfera (figura 12), aunque su trabajo fue
presentado al mismo tiempo que el de Goethe, la propuesta de Runge proporcioné
escalas cromaticas en las proporciones correctas entre los colores, lo que permitiod
construir las tablas de afinidad.
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Figura 12. Esfera de Runge (Modificado de: Runge, 1810, p. 16)

El quimico George Field (1877-1925) estudid paralelamente la teoria del color y la
relaciéon de la armonia, tanto de la musica como del color, y planteé la tempera-
tura de los colores. Para esto, colocé dentro de su circulo cromatico, y en posicién
opuesta, a los colores calientes y frios, proponiendo asi, la degradacién del color en
tonos relacionados con los sonidos en las escalas de Do y Fa (figura 13).
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Figura 13. Escala para estudiar la analogia entre los colores y los sonidos propuesta
por George Field en 1817 (Tomado de: Field, 1817, p. 33)

Michel Eugene Chevreul (1786—1889) fue un quimico francés que, en 1839, publi-
co De la loi du contrast simultané des couleurs, en donde establecié por primera
vez una explicacién de la armonia del color y la relacion que guarda el cerebro con
la percepcion del color, mediante la ley del contraste simultaneo (figuras 14 y 15).

“Si observamos al mismo tiempo dos areas desigualmente oscuras del mismo co-
lor, o dos areas igualmente oscuras de diferentes colores que estan yuxtapuestas,
es decir, contiguas por uno de sus bordes, el ojo vera, si las zonas no son dema-
siado amplias, las modificaciones que se relacionaran en el primer caso con la
intensidad del color y en el segundo con la composicién éptica de los dos colores
respectivos yuxtapuestos” (Chevreul, 1839, p. 7).
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Figura 15. Circulo cromatico de Chevreul, con los colores propuestos por él
(Modificado de: Chevreul, 1839)
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James Clerk Maxwell (1831-1879) fue un fisico—matematico de origen escocés, que
aunqgue explicé con al menos cuatro formulas generales la teoria del movimiento de
los gases, la distribucién maxwelliana, la propagacién de la luz y la demostracion
de las ondas electromagnéticas, también esclarecid (en su trabajo Experiments on
colour, as perceived by the eye, presentado en 1855) cdmo con solo tres colores
del espectro visible: bermelldn, azul ultramarino y verde esmeralda, se pueden
generar las sensaciones de color en el 0jo. Ademas, propuso un sistema matematico
para medir el color de forma cuantitativa; y establecié que, cuando se trabaja con
la descomposicion de la luz y los tintes, el estimulo provocado puede ser aditivo o
sustractivo.

“Thus, in shade, hue, and tint, we have another mode of reducing the elements
of colour to three. Hence it appears that the nature of a colour may be considered
as dependent on three things, as, for instance, redness, blueness, and greenness”
(Maxwell, 1855, p. 279).

“Por lo tanto, en el tono, tono y tinte, tenemos otro modo de reducir los elementos
de color a tres. Por lo tanto, parece que la naturaleza de un color puede conside-

rarse como dependiente de tres cosas, como, por ejemplo, rojizo, azuloso y verde”

El fisico y médico aleman Hermann von Helmholtz (1821-1894) fue autor, junto con
el cientifico inglés Thomas Young (1773-1829), de la teoria de la vision tricrémica,
publicada en 1856, dentro de su manual de Optica fisiolégica. En dicha obra,
explica la percepcién tricromica del color (figura 16), por medio de tres diferentes
células, cada una sensible a un diferente tipo de longitud de onda del espectro
de luz visible. Este hecho fue luego demostrado en 1956 por Gunnar Svaetichin
(1915-1981). Helmholtz propuso las tres variables que aun son empleadas para
caracterizar al color: tono, saturacion y brillantez (en inglés hue, saturation y
brightness respectivamente), y propone su escala de color, en la que integra las
tres variables: tono, saturacion y brillantez a los tres colores, verde, rojo y violeta.

“Wir haben gesehen, dass alle verschiedenartigkeit des lichteindrucks als die
function dreier unabhangig veranderlicher grossen betrachtet werden kann, und
haben bisher als diese drei veranderlichen 1) die lichtstarke, 2) den farbenton und
3) die sattigung gewahlt; oder 1) die quantitat weiss, 2) die quantitat 3) die we-
llenldnge einer spectralfarbe” (Helmholtz, 1867, p. 289).
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“Hemos visto que toda la diversidad de impresiones de luz se puede considerar

como la funcién de tres cantidades variables independientemente, y hasta ahora
hemos elegido como estas tres variables 1) la intensidad luminosa, 2) el tono de
color y 3) la saturacién; o 1) la cantidad de blanco, 2) la cantidad y 3) la longitud

III

de onda de un color espectra

Verde

Naranja

Rojo

2 l.]lrpura
Violeta

Figura 16. Escala de colores de Helmholtz. (Modificado de: Helmholtz, 1867, p. 289)

En 1905, Albert Henry Minsell (1858-1918), artista y profesor de arte, propuso
y desarrollé los principios basicos para sistematizar matematicamente el estudio
y el uso del color. En su sistema, Minsell definié a los colores: rojo, amarillo,
verde, azul y purpura como matices principales y los ubicé en intervalos
equidistantes, conformando un circulo cromatico con 100 divisiones de tono.
De esta forma, agregd para cada uno, cinco matices intermedios: amarillo-rojo,
verde-amarillo, azul-verde, purpura-azul y rojo-purpura.

El sistema de Minsell permite dar la ubicacion exacta de un color dentro del siste-
ma de percepcion equidistante o arbol del color. En cada nivel, las modificaciones
de tono son graduales y organizadas en el espacio de forma precisa, delimitadas
por sus atributos de tono, luminosidad y saturaciéon, denominados por sus siglas
en inglés: H, hue (tono); V, lightness value (valor de la luminosidad) y C, chroma
(saturacion).
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“The amount of light reflected from pigments, is the second dimension or quality

of color, the other two being hue and chroma. A scale of neutral or gray values

tends from the extreme of whiteness to the extreme of blackness.” (Munsell, 1906).

“La cantidad de luz reflejada por los pigmentos, es la segunda dimension o carac-
teristica del color, las otras dos tono y croma. Una escala neutral o valores de gris

tiende desde el extremo de blancura al extremo de negrura.”

4.2. La coloracion, la percepcion del color

La teoria del color trata de explicar una propiedad fisica de los objetos: el color, que
requiere, por condicion sine qua non, de la presencia de un observador para existir;
es decir, es la manera en que el cerebro puede reconocer a las diversas cualidades
de la luz, ya sea reflejada, o producida por un objeto, y percibida por la retina. Por
lo que, el color conferido a un objeto es un estimulo de luz que el ojo recibe.

Fisicamente, el color se ha descrito como parte del espectro electromagnético (fi-
gura 17), que se encuentra entre 400 y 800 nandmetros (nm) de longitud de onda.
La percepcion del color es producida por un estimulo que depende de la distribucién
energética, en diferentes longitudes de onda dentro del espectro visible, que inci-
den en el ojo en forma de fotones o cuantos de energia.

Lo que conocemos como luz, es reflejada en su totalidad o absorbida de manera
selectiva, es decir, cuando “vemos” el color de algun objeto, por ejemplo, azul, rojo
o amarillo, deberiamos decir que la luz reflejada por el objeto tiene una longitud
de onda determinada para los colores azul, rojo o amarillo, respectivamente. Los
colorantes entonces, tienen la propiedad de absorber algunas longitudes de onda
y reflejar otras.

El modelo (aparentemente contradictorio) propuesto para explicar lo que es la luz
en el espectro de radiacién electromagnética es la teoria cuantica propuesta por
Planck y Einstein, entre otros cientificos. De acuerdo con ella, la luz se puede es-
tudiar como un flujo de particulas discretas de energia o fotones, que viajan a la
velocidad y con el comportamiento de una onda: a 3 x 10'° cm/s.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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Rojo Naranja Amarillo Verde Azul Violeta

Figura 17. Espectro electromagnético y la ubicacion del espectro visible de la luz.

La escala superior representa las frecuencias en Hz y la inferior la longitud de onda en nm

En la teoria del comportamiento ondulatorio, la luz se caracteriza por su longitud de
onda (distancia requerida para que se produzca una onda completa) o por su fre-
cuencia (numero de oscilaciones por unidad de tiempo). En la teoria de particulas,
la radiacion monocromatica del blanco (negro y gris) se caracteriza por la energia
de cada foton.

Aparentemente, cuando se discuten los procesos energéticos involucrados en la
absorcion de la luz, la teoria de particulas es la mas aceptada; mientras que, para
el origen y efectos de la difraccion del color, se adapta mejor la teoria ondulatoria.
Se pueden separar las dos teorias y dicho proceso es valido, ya que el empleo del
modelo mas adecuado depende de la naturaleza del fendmeno en estudio.

Existen diferentes maneras de concebir un mismo concepto. Da Vinci pensaba que
las mezclas de color podrian ser infinitas; en tanto, Newton propuso que las ondas
del espectro visible se pueden extender al infinito desde sus dos extremos. En cual-
quiera de los dos casos, son representaciones de una misma idea, que se origina
en las sensaciones fisicas y emocionales que produce el color.

El color es la interpretacién del cerebro ante cierta combinacion de ondas electro-
magnéticas, que estdn en un rango definido dentro del espectro visible de la luz.
La materia en si misma es incolora, los objetos aparentan tener color, de acuerdo
con sus caracteristicas fisicas, el medio ambiente en que se encuentran, el estado
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fisioldgico del observador y la luz que los ilumina. Asi, el cerebro interpreta la razén
entre la absorcion y el reflejo de las longitudes de onda complementarias al color
que tienen los objetos, y esta interpretacion puede promover un estado de animo.

La luz blanca no es un color, sino la combinacién de todos los colores que forman
al espectro visible. Por otro lado, el “color” negro es la ausencia de luz; los objetos
negros absorben todas las frecuencias de luz visible, aunque por lo poco que refle-
jan de la luz podemos verlos.

4.3. Absorcion y reflexion

Ahora, tomaremos como ejemplo la observacion de una preparacion permanente
para histologia. Cuando se ilumina el nucleo de una célula tefiido de azul con un
haz de luz blanca, este nucleo ha absorbido parte del espectro azul, reflejando los
tonos verdes y rojos. Dicho rayo de luz modificado excita a las células de la retina
del ojo, que transmiten al cerebro la sensacién de cuanto azul ha sido absorbido
por el objeto; de esta forma sustractiva, el observador le puede atribuir el color
azul y sus variantes al objeto iluminado.

Entonces, la percepcion del color dependera de la estructura molecular de un ob-
jeto, el medio en el que estad inmerso y la luz que incide sobre él. La interpretacion
del color depende de la fisiologia del observador, la luz que se refleja del objeto y
las cualidades del color: tono (nombre especifico), valor (grado de brillantez o lu-
minosidad) y saturacion (grado de pureza) (figura 18).

e Tono. Es la atribucidon de un color que permite que pueda ser clasificado
e inicialmente denominado como rojo, azul, verde etc. También se puede
hacer referencia a esta caracteristica con alguno de sus sinénimos en di-
ferentes métodos de clasificacion: matiz, tinte, croma o, por su nombre
en inglés, hue. El tono ayuda a ubicar los diferentes matices de un color
primario, secundario o terciario, en cualquier sistema de clasificacién del
color. Existe un orden natural de los matices: rojo, amarillo, verde, azul y
purpura, los cuales se pueden mezclar con los colores adyacentes para ob-
tener una variacién continua de un color al otro.

e Saturacion o intensidad. Es la pureza cromatica. En la teoria sustrac-
tiva de la luz, es la cantidad de claridad u oscuridad en un color o matiz,
dependiendo de la cantidad vy tipo de luz incidente. En la teoria aditiva, es
la cantidad o mezcla de blanco en la mezcla del color: un color débil es de
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baja intensidad, mientras que los de intensidad alta son colores fuertes o

saturados.

e Luminosidad. Es la claridad de un color o matiz, por lo tanto, es la canti-
dad relativa de luz reflejada por un cuerpo. En condiciones de iluminacién
equiparables, produce un color mas luminoso; es decir, que entre mayor
cantidad de luz refleja tiende al blanco, mientras que, uno menos luminoso
es aquel que tiende al negro.
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Tono o matiz

00000000

Saturacion o intensidad

00000«

Brillo, luminosidad o valor

Tona

Figura 18. Cualidades del color, en escala cromatica tridimensional

y sus variaciones en escala bidimensional

4.4. Los modos y modelos de color

Todos los sistemas para organizar el color se han creado de acuerdo con la per-
cepcion del ojo humano y han evolucionado a partir de su organizacién, dentro de
diferentes figuras geomeétricas y dentro de una organizacion tridimensional, deli-
mitada por la saturacion y luminosidad del color. De este modo, todos los sistemas
son discontinuos, lo que les confiere una gran ductilidad.

e RYB. El circulo cromatico clasico de pigmentos naturales, esta formado por
rojo, amarillo y azul, que aparecen en la coloracién tradicional, o RYB, por
sus siglas en inglés (red, yellow, blue). Este esquema se propuso por vez
primera en el siglo XVI, y aunque ha sido reemplazado por el CMYK, sigue
siendo muy util para la ensefianza en las escuelas de arte.

¢ RGB. Color luz. Sintesis aditiva. Este es el modelo aditivo a partir de los
colores primarios rojo (red), verde (green) y azul (blue) (figura 19). Es el
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gue observamos en las pantallas de la mayoria de dispositivos, en donde

los colores luz forman la imagen. En este sistema, el blanco es la suma de .

todos los colores y el negro la ausencia total de color. Para generar un color
se debe definir, dentro del rango asignado un valor de intensidad a cada
pixel entre 0 (negro) y 255. La cantidad de la mezcla de cada uno de los co-
lores primarios con seis digitos (RR GG BB) provocara el tono de color. Para
obtener gris, los valores RR GG BB son idénticos y si el valor es de 255, el
color obtenido sera blanco puro, para negro puro todos los componentes
tendran un valor 0.

Sustraer rojo

Figura 19. Circulo cromatico de colores primarios en sistema RGB

¢ CMYK. Color pigmento. Sintesis sustractiva (figura 20). En los orige-
nes de las teorias de color, este era considerado como una cualidad del
objeto. Con el tiempo y con los avances en los estudios de la luz, se llegd
a la conclusién de que los colores pigmento se generan por la luz reflejada
por ciertos compuestos coloreados o pigmentos aplicados a las superficies
como en el sistema RGB. En el modelo CMYK, el color es producido por la
combinaciodn de cian, magenta, amarillo y negro, lo que generd el acréonimo
de sus siglas cyan, magenta, yellow y black. En este sistema, cada pixel
tiene un valor del porcentaje para el color final. En las imagenes CMYK, el
blanco puro se genera, si los cuatro componentes tienen valores del 0 %.
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A B

Figura 20. A. Colores-luz, sintesis aditiva. B. Colores-pigmento, sintesis sustractiva.
Sistema CMYK
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5. El ojo y la percepcion
del color

Los ojos captan algunas de las sensaciones producidas por el medioambiente, en
forma de color; estas sensaciones se transmiten al cerebro, que codifica y hace
gue perciba los colores mediante un proceso, si bien, muy estudiado, alin no es del
todo claro.

Probablemente, la teoria mas aceptada es la de Thomas Young (1773-1829), de-
sarrollada posteriormente por Hermann von Helmholtz (1821-1894). Dicha teoria
explica la percepcién de color por medio de la duplicacidon en el ojo, de la mezcla
aditiva de un minimo de los tres colores primarios, o por la duplicacidon de una mez-
cla sustractiva de dos o tres colores.

La conversién de energia fotdnica a eléctrica nerviosa toma lugar en la retina del
ojo (figura 21), la cual tapiza el interior del globo ocular y esta formada por varios
estratos celulares, entre ellos, las fibras épticas que se conectan con el nervio 6p-
tico y el cerebro. Pero los elementos mas importantes para la percepcion del color
se encuentran sumergidos en el Ultimo estrato celular, compuesto por células con
dos morfologias distintas. El primer grupo asemeja un bastén y el otro a un cono
truncado, de alli que tomaron su nombre cuando fueron observarlos por medio del
microscopio electréonico de transmision.

Los bastones son sensibles bajo condiciones de baja iluminacidn y proveen la visidn
scoptica, esto es, que permite la percepcidon de los tonos de negro blanco y gris.
Los conos son los receptores para el color, su funcion se da bajo condiciones de
gran intensidad de luz, esta es la visidn fotdpica.

Estas células especializadas secretan fluidos coloreados, unos de los mas impor-
tantes es la rodopsina, que es un conjugado proteico en cuyo grupo prostético
se encuentra un derivado de la vitamina A. Este fluido se decolora a un amarillo
palido de su tono original rodeado al contacto de la luz, transformandose en vita-
mina A aldehido; posteriormente, en la oscuridad o sin estimulo, retorna el color
rosa. Después de cierto tiempo en la oscuridad, la adaptaciéon o recuperacién de
pigmento es activo, lo que depende de las cantidades disponibles de vitamina A
en el organismo.
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Epitelio
pigmentario

Cono

Bastones

Figura 21. Anatomia del ojo humano, y ubicacion de los conos y bastones

5.1. Teorias de la percepcion del color

La teoria de recepcion tricromica del color en el ojo se basa en que cualquier color,
a excepcion del blanco, se puede producir con diferentes cantidades de los colores
primarios o primitivos: azul, parpura y amarillo.

Expliguemos primero la percepcién del color bajo dos teorias, que, aunque en apa-
riencia parecen contrarias, en la practica se complementan con muy buenos resul-
tados. La primera es la teoria sustractiva del color: un color es obtenido cuando los
tres receptores para los colores primarios son estimulados por cantidades apropia-
das, para que las tres respuestas sean registradas en el cerebro, sin que domine
algun tono en particular. La segunda es la teoria aditiva, en la que se agregan los
colores complementarios en las proporciones adecuadas para la percepcion de un
haz de luz blanco.

La percepcion de los colores es un poco mas compleja, pero nos ayudara a com-
prender las teorias de la formacién del color. Para entender mejor la mezcla de
colores en las teorias del color, primero explicaremos la teoria del color, principal-
mente usada en las artes graficas para pintar y colorear o tefiir, en cualquier arte
relacionado con la mezcla de colores.

En esta teoria (figura 22), se utilizan los tres colores primarios azul, magenta y
amarillo para obtener casi cualquier color, aproximadamente 80 diferentes tonos.
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Primero, se mezclan los colores primarios por parejas, con esto obtendremos los
colores secundarios: verde, rojo y violeta; después, los colores primarios se com-
binan con los nuevos colores, obteniendo los colores terciarios. Si se contintian ha-
ciendo las mezclas, se obtienen los colores cuaternarios y asi sucesivamente, hasta
tener una graduacion de colores puros y colores compuestos, desde el blanco hasta
el negro, originados de las parejas de colores complementarios.

Cian
476-485 nm

Violeta
380-450 nm

Figura 22. Circulo cromatico con colores primarios, secundarios y terciarios, y sus
equivalencias en la fraccion visible del espectro electromagnético. El magenta no
se considera dentro del espectro electromagnético, por eso no se muestran valores

correspondientes en el espectro visible.

La esfera cromatica, o de colores de Runge, reconstruida primero por Itlen y fi-
nalmente perfeccionada por Minsel (figura 23), da una mejor idea de la relacién
gue guardan los colores entre ellos. Ahora bien, si a esta esfera le damos valores
numeéricos en un sistema de coordenadas, se podra tener una mejor percepcién de
la diferencia entre los colores o tonos ubicados en el espacio.
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Figura 23. Arriba: circulo cromatico original de Miinsel, abajo: interpretacion moderna
con color. R, rojo; P, purpura; A, azul; V, verde; A, amarillo
(Modificado de: Minsell, 1906, p. 20)
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Regresando a la percepcién del color por las células de la retina, tenemos la ley

sustractiva de la mezcla del color, la cual explica los efectos de la percepcion, hecha
por el ojo, de los colores reflejados por un objeto. Esto es, que la sensacién que
tiene el ojo de los colores reflejados por un objeto es producida por la absorcién
o sustraccion de cierta longitud de onda, para los colores dentro de un rango del
espectro, y para la reflexion selectiva o transmisidén de otras ondas. Las células re-
ciben la energia con las sustancias fotoactivas, que se excitan, dependiendo de la
cantidad de radiacion y de la longitud de onda que reciben.

Como ejemplo, mencionemos que si un objeto refleja luz dentro del espectro rojo
y amarillo, se provocaran varios tintes de naranja dentro de las células. En cambio,
se produciran tonos de verde en las células, si la luz reflejada por el objeto esta
entre el amarillo y azul; mientras que, el rojo y azul daran origen a los tonos de
purpura. Finalmente, una mezcla de los tres colores en diferentes proporciones,
originaran los tonos de gris, y el negro es el mas oscuro de ellos.

De esta manera, se puede observar que, mientras el tono reflejado se aleje mas
de los colores primarios de los que proviene, se requerird de una absorcion mas
compleja para poder obtenerlos con mayor precision.

Por otro lado, cuando los rayos de luz coloreados son mezclados y dispersados por
una superficie selectiva, por ejemplo, el blanco puro (por lo cual, no habrd absor-
cion de ningun color), la sensacién de color sigue la ley aditiva de las mezclas del
color.

Dicha ley sostiene que los tres colores primarios empleados en las mezclas de las
sustancias fotoactivas dentro de las células de la retina son rojo, verde y azul; cada
uno de ellos cubre aproximadamente un tercio del espectro visible, y al ser mezcla-
dos de forma aditiva, se producen los demas colores.

Esto se entiende mejor volviendo al disco espectral del color propuesto por New-
ton (figura 24), en el cual podemos ver que el color de cualquier zona puede ser
duplicado, al mezclar las radiaciones de las dos zonas aledafas, o de dos de las
zonas mas proximas, lo cual es bastante Iégico para algunos colores, pero dificil de
entender sin un experimento de dptica.
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e

Figura 24. Estilizacion del disco de Newton

Los sistemas aditivo y sustractivo, explicados por sus correspondientes teorias, son
aplicados indistintamente por los conos. Las células sensitivas de la retina estan
divididas en tres subpoblaciones, cada una produce una sustancia fotoactiva para
cada color, o mejor dicho, para absorber un rango del espectro perceptible.

Aunque tienen una distribucién aleatoria, los conos producen las rodopsinas, que
son sensibles a las radiaciones maximas del rojo, verde y azul. El cerebro agrega
y ordena los estimulos complejos, asi como los tres individuales, para dar como
resultado la imagen sintetizada del color, hecha a la semejanza del color de la luz
percibida, o por el color de la luz reflejada por un objeto y percibida por el ojo.

5.2. Percepcion de diferentes gamas
dentro del espectro visible

La ceguera al color que presentan algunas personas refuerza la teoria tricrémica
de la percepcion de color, porque, al no poder percibir los colores de forma total o
parcial, se sabe que no se produce alguna de las sustancias dpticamente activas
para cada uno o todos los colores.
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Esta ceguera al color se presenta de varias maneras (figura 25):

¢ Ceguera monocromatica o acromatopsia. No se perciben los colores .

primarios.

¢ Ceguera dicromatica
¢ Protanopsia. Ceguera al rojo
¢ Deuteropsia. Ceguera al verde
¢ Tritanopsia. Ceguera al azul

e Vision tricromatica. Es la percepcion normal de los colores.

.‘]e@ ®I.. . \. c
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-
- - - -
- - - el
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e < ae

monocromatica

Figura 25. Gama de colores percibidos en distintas cegueras al color
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6. Biologia celular de la
percepcion de la luz y el color

La retina es una membrana fotosensible y se localiza en la parte interna del 0jo. Su
sensibilidad se debe a la presencia de diferentes tipos de células:

e Conos y bastones. Corresponden a las células especializadas con sensibi-
lidad a la luz (fotosensibles).

e Neuronas. Estructuradas a manera de estratos (capas), que se conectan
por medio de sinapsis para conducir el estimulo.

Los conos y los bastones son muy abundantes. Se ha determinado que, en el hu-
mano, la retina presenta aproximadamente 6.5 millones de conos y 120 millones
de bastones.

Las células sensibles (conos y bastones) no son iguales, ya que reaccionan a la luz
de manera diferente, los bastones son sensibles bajo condiciones de luminosidad
baja y proporcionan una visiéon de blanco y negro. Por otro lado, los conos requie-
ren de mucha luminosidad y proporcionan una visién en color.

Los bastones estan distribuidos hasta en 250 000 células por milimetro cuadrado,
a excepciodn de la zona de la fovea (porcidn central de la retina). Una célula de tipo
baston presenta un tamafo aproximado de 50 por 1 micrometros (um), y esta
constituida por tres partes: segmento distal, segmento interno y cuerpo (donde se
localiza la terminal sinaptica).

En el segmento distal se ubican de mil a dos mil discos membranosos, que se api-
lan en columnas verticales con un grosor de entre 10 y 15 nanémetros (nm). Los
discos en su membrana tienen moléculas de fosfoglicéridos con un alto contenido
de acido docosahexaenoico, con seis dobles enlaces y proteinas, de las cuales, el
90 % es el pigmento rodopsina (aproximadamente 30 mil moléculas por disco).
Esta proteina constituye el pigmento visual, y estd conformada por dos partes: la
opsina, que es la parte proteica; y por un derivado de la vitamina A, que consta
de un cromoforo fotoreactivo (denominado 11-cis-retinal), que se encuentra unido
a la opsina, de manera reversible, por un enlace covalente (a nivel de la séptima
hélice). Ambas partes se encuentran unidas en la oscuridad, porque, en presencia

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas

51



52

de energia luminica, son inestables y se separan, por lo que requieren de la oscu-
ridad para regenerarse.

La rodopsina es una proteina transmembranal de la familia gpcr (G-protein-cou-
pled receptors), es decir, un “receptor acoplado a proteinas G”. Su estructura esta
conformada por una sola cadena polipeptidica (348 aminoacidos), que atraviesa
siete veces la bicapa lipidica de la membrana.

Los receptores GPCR sufren un cambio conformacional cuando una molécula sefia-
lizadora (extracelular) se une a ellos, entonces, usan una proteina G para transmi-
tir la senal hacia el interior de la célula. En el caso de la rodopsina, es importante
comentar que la sefal extracelular es un fotén de luz.

Por medio de un cuerpo ciliado (cilio conector), el segmento distal de un bastdn se
conecta con el segmento medio, que contiene un gran numero de organelos mem-
branosos, como mitocondrias, reticulo endopldsmico rugoso (RER), aparato de Gol-
gi y el nucleo. Finalmente, la Ultima porcidon de un bastén es el cuerpo o terminal
sindptica, como se observa en la figura 26.

~ Esquema de un bastén donde se muestra:

\ 1. Segmento externo (distal) de la célula
1= B (— (| 2 Segmento interno de la célula

/ 3. Cuerpo sinaptico

4. Columna vertical de discos membranosos con ro-

\f

dopsina

@ @ 0 6 5. Cilio conector

e 6. Mitocondrias

: 7. Reticulo endoplasmico
1 '_8 P
8. Aparato de Golgi

9. Nucleo

Figura 26. Esquema de un bastén
(Basado en: Norianne, 2016, p. 5415-5426)
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Por otro lado, las células denominadas conos, se agrupan en el centro de la reti-
na, en la zona de févea, a razén de 200 mil células por mm cuadrado. Los conos
estan constituidos por tres partes: segmento distal, segmento interno y cuerpo
con terminal sinaptica. En el segmento distal, se localizan las invaginaciones de
la membrana plasmatica, que constituyen los saculos de los pigmentos visuales.
El segmento interno contiene organelos membranosos, como mitocondrias, RER y
nucleo, entre otros. La uUltima porcidn es el cuerpo o terminal sinaptica, como se
aprecia en la figura 27. Es la parte “neural” de la retina en un reticulo de sinapsis,
y en ella abundan gran cantidad de sustancias, como: acetilcolina, acetilcolineste-
rasa y colinacetilasa.

Esquema de un cono donde se muestra:
1. Segmento externo (distal) de la célula
2 Segmento interno de la célula

3. Cuerpo sinaptico

. Invaginaciones de la membrana

. Cilio conector

. Mitocondrias

. Reticulo endoplasmico

. Aparato de Golgi

O 0 N O Uu »

. Ntcleo

Figura 27. Esquema de un cono
(Basado en: Norianne, 2016, p. 5415-5426)

6. 1. Fotoquimica del proceso visual

El estimulo visual desencadena tres reacciones: la primera es una reaccién fotoqui-
mica, en la que un pigmento absorbe la luz y es alterado por esta interaccién. La
segunda reaccidén es un proceso independiente de la luz, donde los fotoproductos
obtenidos por la incidencia de la luz, originan un impulso nervioso. El tercer proce-
so es quimico, también independiente de la luz, en el cual se regenera el pigmento
original a partir de los productos de la primera reaccidn, en adicién o no de otras
sustancias.
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Finalmente, la luz que incide sobre la retina se absorbe y se transforma en otro
tipo de energia, un impulso nervioso, que es semejante al generado por otros me-
canismos sensoriales.

Las sustancias que absorben selectivamente la luz incidente son los pigmentos, y
se relacionan con el fendmeno inicial de la vision.

a) Vision de los bastones

Los bastones, como ya se menciond, contienen la rodopsina, una glucoproteina
termolabil (P.M. 41000 Da) insoluble en agua, que se disuelve facilmente en deter-
gentes. El espectro de absorcion muestra una absorcién proteica promedio de 275
nm, y una amplia absorcidon en la regién visible, con un maximo de 500 nm. Por
efecto de la luz blanca, la rodopsina se disocia para producir la proteina opsina y
un carotenoide: el 11-cis-retinal, el cual se reduce a retinol, si continta el estimulo
(figura 28).

Luz blanca

Fase luminica

psi ¥ Batorrodopsi

Luminorredopsin
Fase oscura

Metarodopsina |

Metaredopsina 1l
v

Hal  CHa CHa CHs

H
B e W -~
— ir\—)v N
DPSIPA
CHy

Pl
£ TOPSINA
H

11- cis retinal + opsina Todo trans-retinal + opsina

Figura 28. Proceso de activacion de la rodopsina

(Basado en: https://areaoftalmologica.com/como-funciona-la-retina/)

La transformacion de la rodopsina a 11-cis-retinal y opsina, después de la absor-
cion de un breve e intenso impacto de luz monocromatica, es un proceso complejo
que se muestra simplificado en la figura 28. En dicho proceso, se forman inter-
mediarios inestables a temperatura corporal, pero que se han estudiado a bajas
temperaturas (—268 °C).
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La transformacion de la rodopsina en 11-cis-retinal y opsina es un proceso ender-
gonico (requiere un aporte de energia), en donde la energia es donada por el fotdn
absorbido. Por otro lado, la regeneraciéon de la rodopsina es un proceso exergoénico
(libera energia), que se lleva a cabo espontdneamente por reaccidon de la opsina
con el 11-cis-transretinal, el cual fue previamente isomerizado a partir del todo
transretinal por la retinal isomerasa, completandose asi el ciclo visual.

La rodopsina es mucho mas sensible a la luz que los pigmentos de los conos; con
un solo fotdn, se libera una molécula del todo-transretinal. La retinal reductasa se
parece tanto en funcidn como en estructura a la Isoensima de la enzima alcohol
deshidrogenasa hepatica.

b) Vision de los conos

De las opsinas de los pigmentos de los conos, se conocen la fotopsina con la que se
forma yodopsina, cianopsina y la porfiropsina, estas tres opsinas mezcladas en las
proporciones adecuadas pueden absorber casi todas las radiaciones del espectro
visible.

6.2. Origen y transmision del impulso nervioso

En la oscuridad, se mantiene un diferencial de potencial de aproximadamente 300
microvoltios entre las porciones distal e intermedia de los conos o bastones. Una
corriente de iones sodio (Na*) fluye constantemente al interior del segmento distal
y hacia fuera del segmento intermedio.

Si la porcidn receptora o distal se ilumina, se produce una inversién de potencial y
la corriente fluye en la direccidén contraria a la de la obscuridad, y por un proceso
de cascada, los fotones recibidos provocan una fotodlisis. La opsina liberada trabaja
como activador de la enzima transducina, y tiene efecto sobre una fosfatasa del
guanosin monofosfato ciclico, que, al hidrolizarse, impide la entrada de iones sodio
a la célula; y al acumularse los iones de potasio con cargas negativas, se produce
una hiperpolarizacién, generando un potencial de membrana.

El nimero de fotones absorbidos por bastén determina la velocidad y la magnitud
del cambio en el potencial y la densidad de la corriente. En la obscuridad, el guano-
sin monofosfato ciclico (GMPc) se une a las membranas fotoreceptoras y se permite
la entrada nuevamente de iones Na* desde el exterior. De esta manera, el sistema
se equilibra, mediante la salida de iones potasio (K*). Este proceso de movilizacion
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de iones se ha llamado corriente oscura. El flujo de Na* finaliza cuando disminuye
la concentracion de GMPc, la corriente obscura se equilibra al disminuir el flujo de
iones, lo que da como resultado una fotocorriente.

Después del cambio de la rodopsina, se liberan iones calcio (Ca?*) desde el disco,
y esta liberacién de iones provoca un comportamiento alterado en la membrana,
analogo al de la contraccién muscular y la transmision sindptica. De este modo, con
la alteracién de la membrana provocada por la hiperpolarizacion y la liberacion de
Ca?*, se genera una corriente eléctrica en la porcion distal de la célula que se difunde
rapidamente a la terminacién sindptica y a las otras células nerviosas de la retina.
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7. Quimica de los tintes en la
coloracion biologica

Desde que se utilizaron por vez primera los colorantes naturales para observar una
muestra de tejido animal, vegetal o una poblaciéon de organismos procariotas, se
ha especulado sobre el mecanismo por medio del cual se fijan o se tifien las sus-
tancias colorantes, y provocan la transmision de la luz en las distintas longitudes de
onda que el ojo percibe, en conjunto con el tejido organico de células y tejidos. De
cualquier manera, el resultado obtenido al aplicar los colorantes sobre los tejidos y
sustancias naturales de diferentes formas, permite observar la forma y nos acerca
a la comprensién de su funcion (figura 29).

Figura 29. Médula espinal de cerdo, coloreada con la técnica de hematoxilina-eosina

7.1. Proceso de tenido para la industria textil

Las fibras de origen animal o vegetal pueden ser tenidas para después ser utiliza-
das en la manufactura de tela y ropa (figura 30). La maquinaria de coloracion es
simple en su operacion. El metal Monel (una aleacién de niquel y cobre) y otras
aleaciones resistentes al dcido son empleados para fabricar los recipientes para los
colorantes acidos. Los contenedores para los colorantes basicos o neutros se hacen
de acero inoxidable. Cuando el hilo se tifie, se mete en un huso, a través del cual
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se hace pasar la solucion colorante bajo presidn, para asegurar la distribucion uni-
forme de todas las partes de los carretes. Los hilos también se pueden colocar en
rollos llamados madejas.

Figura 30. Tefiido de telas y fibras textiles

(Tomado de: https://montblanc.cl/pages/nuestros-talleres)

7.2. Teorias de las reacciones coloreadas

Estas teorias han tratado de explicar cémo es la reaccién entre colorantes y tejidos.
En 1876, O. N. Witt, fue el primero que propuso la teoria de los cromdgenos (de
las voces griegas cromos y genos: “generador de color”). Todos los compuestos
organicos conformados principalmente por un esqueleto de anillos bencénicos con-
tienen dentro de su estructura quimica la capacidad de dar origen a una sustancia
colorante. Aunque, en principio, el mismo compuesto cromdgeno sea incoloro, es-
tos compuestos contienen uno o varios grupos cromoforos (de las voces griegas
cromos y foros “portador de color”); los cuales son radicales no saturados, que, al
estar presentes en una sustancia cromdgena, provocan determinado color. Pero,
para ser adicionado al tejido como tinte, el binomio cromdgeno-cromdéforo requiere
que actue un auxécromo (de las voces griegas auxos y cromos “promotor de co-
lor”) o grupo radical donador de electrones, con la capacidad de unir el colorante
con el tejido por medio de la salificacion del compuesto original, desarrollando o
aumentando la accién del cromoéforo y, por lo tanto, del cromdgeno.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



En 1888, Armstrong propuso los resultados de su trabajo a la comunidad cientifica ba-

sado en que en los colorantes del tipo quinoide, el color de los tintes se debe en si a la
estructura del compuesto quinoide, las cuales se derivan de las quinonas, en donde uno
0 ambos atomos de hidrégeno pueden ser reemplazados por otros dtomos o grupos.

En 1879, poco después de la teoria de Witt, Nietzki postuld que el color de un tinte
(desde el amarillo, pasando por el rojo, hasta llegar al verde) depende de la adi-
cion de grupos que aumentan su peso molecular, pero es la naturaleza del grupo
adicionado, y no la masa de la molécula, la que determinara la intensidad del color
producido.

En 1897, Hantsach explicd la intensidad del color por medio de la conversidon de
una sal en posicion orto o para de nitrofenol. Para entender esta propuesta, hay
que tener en cuenta que el color es una propiedad aditiva, y que, por lo tanto, la
presencia simultanea de los grupos NO, y NO produce un color visible, ya que hay
una interaccién entre dos grupos, lo que resulta en una nueva estructura de la
molécula.

Hewitt y Mitchel, mediante sus observaciones basadas en trabajos de estudios
propios, observaron que la oscilacion de la frecuencia principal es menor y, por lo
tanto, el color es mas intenso, cuando la cadena conjugada o adicionada es mayor.

Sircar, al apoyar y generalizar esta regla, concluyd que la intensidad del color es
directamente proporcional a la longitud de la cadena conjugada o adicionada, en la
parte de la molécula que tenga el grupo auxécromo.

En 1913, Adams y Rosenstein sugirieron que el cristal violeta es responsable de la
oscilacion de un electrén. Esta idea es retomada por Bury en 1935, quien, al apli-
carla a varios colorantes, dedujo que existen estructuras de resonancia extrema, y
aseguro que, en los colorantes basicos, la resonancia estd asociada con un catién;
mientras que, en los acidos, se relaciona con el anién. Con esto, dichos autores
trataron de explicar que la funcion de un auxdécromo es introducir la posibilidad de
la resonancia en la molécula de un compuesto cromdgeno.

En 1923, Stieglitz, al publicar su teoria de la oxidacion, crea un puente entre las
viejas teorias y el concepto de resonancia del color, y menciona que los colorantes
pierden el color por reduccién o por oxidacion. Si un cromoégeno contiene un cro-
moforo y un auxdécromo, como grupos oxidantes y reductores, respectivamente,
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se tiene la presencia de los grupos donadores de electrones dentro de la molécula,

pero como una transferencia intramolecular de electrones y no como una extramo-
lecular.

7.3. Clasificacion de los colorantes
por sus grupos radicales

Hacia 1976, Griffiths, utilizando aspectos de la mecanica cuantica relacionada con
los grupos quimicos, propone que los colorantes se dividen en cuatro grupos:

¢ Cromogenos sencillos. Compuestos con uno o varios grupos, que permi-
ten la sobreposiciéon de atomos, provocando una variacion de longitud de
onda dentro de la regién visible del espectro.

¢ Cromogenos donador-aceptor. Son grupos que contienen un grupo do-
nador de electrones; esto es, un atomo con un solo par de electrones des-
apareados.

¢ Cromogenos aciclicos o polienciclicos. Son sistemas en los que no hay
regiones con alta o baja densidad electronica.

e Cromogenos tipo cianinas. Son compuestos en los que se han reem-
plazado los dtomos de carbono terminales por heteroatomos (N3u 02) y
la simetria electrénica no se afecta. El compuesto resultante conserva las
propiedades de la molécula de origen, incluyendo una transicion primaria
de baja energia. Los colorantes que tienen este cromdgeno se conocieron
inicialmente como cianinas, por lo que asi se les denomind en lo sucesivo a
los compuestos coloreados que contienen este mismo sistema electrénico.
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8. Clasificacion de

los colorantes por su origen
y aplicacion

Los reactivos colorantes que han sido empleados en ciencias bioldgicas, para evi-
denciar las diferentes estructuras de érganos, tejidos, y células, se han clasificado
arbitrariamente de muchas formas.

La primera de ellas, y la mas comun, es por su origen.

e Colorantes naturales. Pueden ser de origen animal, como el carmin ob-
tenido de la cochinilla del nopal; y de origen vegetal, como la safranina, la
orceina o la hematoxilina, esta ultima ha sido mas empleada, incluso mas
gue cualquier otro colorante sintético. La hematoxilina ha sido el colorante
mas importante para la tincidon de nucleos y una gran cantidad de estruc-
turas celulares, parasitos, iones metalicos y vegetales; con ella se puede
hacer aparente casi cualquier estructura dentro de las muestras del mate-
rial bioldgico.

e Colorantes sintéticos. Son de origen mineral, derivados de compuestos
organicos, como las anilinas y las cianinas. Este grupo abarca una gama
muy amplia, ya que contiene cualquier color del espectro visible y para un
sinnumero de usos.

Con excepcion de algunos compuestos inorganicos usados en procesos especiales,
como en citoquimica, todos los demas colorantes empleados en ciencias bioldgicas
son compuestos organicos sintéticos.

Los colorantes se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas quimicas estructura-
les, pero también se pueden clasificar por el método con el que se aplican, y por la
manera en como colorean la muestra. A saber:

e Colorantes directos o sustantivos. Se aplican por inmersion directa de
la muestra en la solucidn colorante, la cual satura el grupo organico o mate-
rial por el que tienen mayor afinidad, permitiendo la observacién de colores
visibles en la muestra. Tal es el caso del azul de metileno y la hematoxilina.
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Colorantes indirectos. Se aplican después de que la muestra ha sido tra-
tada con algun mordiente, asi el cromdgeno puede permanecer unido a los
sitios de unién especificos de la muestra, saturando el material bioldgico y
permitiendo la observacion de un color. Uno de los ejemplos de este tipo de
colorantes son principalmente las hematoxilinas férricas.

Colorantes indirectos reversibles. Requieren de la acciéon de un mor-
diente, pero el colorante se agrega de manera inespecifica y generalizada
en los tejidos, por lo que se debera diferenciar. Por lo regular, esto se hace
con la misma solucién usada como mordiente, hasta conseguir que sola-
mente permanezcan coloreados los sitios que se requieren para la observa-
cion del material tratado. Un ejemplo son las hematoxilinas indirectas, en
donde el mismo mordente sirve como diferenciador.

Colorantes que requieren de una reaccion quimica o “revelado”.
Son compuestos como los colorantes directos, pero, una vez unidos a la
muestra, requieren de una reaccion quimica, para que el grupo radical cro-
moforo o la union cromdgeno-cromoforo pueda evidenciar su unidn con la
produccion de un color visible. El ejemplo mas comun es en la reaccion del
acido periodico de Schiff.

Colorantes dispersos o de dispersion. Son colorantes directos que se
caracterizan por no tener ningln grupo ionizante y estar en suspensiones
coloidales con particulas muy pequenas. En general, se aplican en suspen-
siones alcalinas y tinen particularmente fibras hidréfobas. Es el caso de la
mayoria de los colorantes para grasa, por ejemplo, los sudanes.

Colorantes metacromaticos. Son compuestos que tienen la particulari-
dad de que, en presencia de un compuesto determinado, el grupo cromoé-
foro cambia de color. El mas empleado es el azul de toluidina.

Colorantes reactivos. Este concepto fue introducido como tal en 1956.
De forma general, cuando son expuestos a cualquier fuente de luz, los colo-
rantes sufren diasotipia, una degradacidon quimica o “pérdida” de los puen-
tes generados por el grupo auxdécromo. Los colorantes de grado reactivo
forman puentes mas estables, permitiendo una duraciéon y homogeneidad
superiores en las técnicas en las que se emplean.
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e Colorantes hibridos. Son una combinacién de un colorante catidénico con
una nanoarcilla, con la finalidad de aumentar su estabilidad y mejorar su

resistencia a la degradacion por exposicién a la radiacidon o a la tempera-
tura.

e Colorantes por afinidad quimica. Tienen la capacidad de unirse,
inicialmente por adsorcidon y finalmente por puentes de hidrégeno, a
cierta conformacién de la estructura que se quiere evidenciar, como el
azul generado por epifluorescencia, al demostrar el DNA con DAPI (4
',6-diamidino-2-fenilindol).

Cabe sefalar que, a lo largo de la historia de la industria textil, los compuestos
empleados como mordientes han sido muy variados. Los mas comunes son: alumbre,
tartrato acido de potasio, sulfato de hierro, sulfato y 6xido de hierro, sulfato de
cobre, sulfato de zinc, sulfato de cromo, clorhidrato de estafo, salitre, ceniza, lejia,
bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, cal, acido acético, sales de amonio, amoniaco,
acido oxalico, acido formico y acido picrico. Algunos de estos compuestos también
se han usado de forma muy efectiva dentro de muchos protocolos para tincidon en
ciencias bioldgicas.

Otra clasificacién muy util, estd basada en el grado de acidez del compuesto, ya
sea en estado sdlido o en solucién, esto también permite que la mayoria de los
colorantes se puedan usar como indicadores de pH, como el viraje de rosa-naranja
hacia amarillo en los medios esenciales para cultivo celular, o como el rojo de fenol
y el naranja de metilo.

e Colorantes acidos. Tienen grupos radicales o cromoéforos, que, por sus
caracteristicas quimicas, confieren un mayor o menor grado de acidez a la
molécula del compuesto en total, por ejemplo, los grupos sulfonio y car-
boxilo.

e Colorantes basicos. Contienen principalmente grupos amino, que, con la
adicion de un acido organico, forman una sal. Dentro de esta clasificacién
también estdn los colorantes neutros o indiferentes, que, por tener la mis-
ma cantidad de grupos croméforos acidos y basicos, se mantienen dentro
de un rango de pH muy cercano a 7.0.
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9. Principales grupos quimicos
de los colorantes

La clasificacion de los colorantes por su estructura quimica se fundamenta en su

grupo cromoforo, esto es muy conveniente, ya que se pueden agrupar de acuerdo

a similitudes en sus estructuras quimicas. La tabla 1 presenta un resumen de las

principales caracteristicas de los grupos quimicos, su caracteristica estructural y un

colorante como ejemplo.

TABLA 1
Grupo quimico Nombre Caracteristica estructural Ejemplo
Grupo I Nitro Nitrofenol o nitroarilamina Acido picrico
Grupo II Nitroso o-nitrosofenol Verde rapido O
Grupo III Azo Derivados de diazeno (Diimida) Naranja de metilo
Grupo III A Mono o poliazo Azoderivados R-N=N-R’ Rojo congo
Grupo III B Mordientes o-hidroxiazo Colorantes
cromados
Grupo III C Complejos metalicos Quelatos metalicos Ortolan
sulfonamido
Grupo III D Pirazolonas 1-fenil-a-benceno Tratrazina
azo-5-pirazolona
Grupo III E Acetato de celulosa Derivados aminoazobenzdicos Escarlata B
Grupo III F Estilbeno Estilbeno, azo o azoxi Amarillo rapido
Grupo IV Sales de diazonio R (alquilo o arilo)-N, + anion Rojo rapido
haluro
Grupo V Azoicos Derivados de alfa y beta naftol Naranja G
Grupo VI Sales de tetrazolio Tetrazol Azul de tetrazolio
Grupo VII Fenilmetano Grupos fenilo Fucshina, azul
arilmetano Grupo arilo de anilina, verde
rapido
Grupo VII A Difenilmetano =C=NH,-Cl Auramina O
Grupo VII B Diaminotrifenilmetano Verde de malaquita
Grupo VII C Triaminotrifenilmetano Rosanilina,
fucshina acida,
cristal violeta
Grupo VII D Hidroxitrifenilmetano Azul de timol,
acido rosalico
Grupo VII E Mononaftilfenilmetano Azul victoria
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Grupo VII F Dinaftilfenilmetano Verde naftol B

Grupo VIII Xantenos Dibenzo-piran

Grupo VIII A Aminoxantenos Rodamina
Pironinas Pironina Y
Metilados Tetrametil Rojo de acridina
Diaminados Pironina
Succineinas Rodamina S
Rosaminas Sulforodamina B
Rodaminas Rodamina B

Grupo VIII B

Hidroxixanteno

Eosina, rosa de

o fluoronas bengala, floxina
Grupo IX Acridinas Naranja de acridina
Grupo X Quinolinas Pseudoisocianinas
Grupo XI Metinos y polimetinos Rojo de astrazén
Grupo XII Tiazoles Aminotiazol, azotiazol-ac, Tioflavinas
sulfénico, tiazolio
Grupo XIII Quinoneiminas

Grupo XIII A

Indaminas

Azul de toluileno

Grupo XIII B

Indofenoles

Indio ''In -Oxina

Grupo XIII C Azinas Safranina, rojo
neutro
Grupo XIII D Oxacinas Orceina, azul de
Nilo
Grupo XIII E Tiazinas Azul de metileno,
tionina
Grupo XIV Aminoquetonas Azul de alizarina B
Grupo XV Hidroxiquetonas Azul de tina 6
Grupo XVI Antraquinonas Amarillo de
alizarina,
anaranjado de Cuba
Grupo XVI A Hidroxiantraquinonas Acido sulfénico de hidroxi o0 amino Alizarina
acidas antraquinona
Grupo XVI B Acetato de celulosa Aminoantraquinona Azul oleoso
aminoantraquinona
Grupo XVII Indigo -CO-C=C-CO- Indigocarmin
Grupo XVIII Ftalocianinas Azul de alciano
Grupo XIX Naturales Dibenzopireno Hematoxilina,

carmin, orceina
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Grupo XX Reactivos inorganicos

Grupo XXI Mezclas Mezclas de
Romanosky

con propiedades
colorantes
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10. Caracteristicas generales
y aplicacion de los colorantes
mas empleados en ciencias
biologicas

En este capitulo, se hace la descripcién de los colorantes mas usados en los labora-
torios de ciencias bioldgicas, y que sirven para evidenciar las diferentes estructuras
que conforman a los tejidos y a las células de los organismos.

Aunque las técnicas generales para tincion de material organico son pocas y espe-
cificas, por ejemplo, la hematoxilina-eosina o la safranina-verde rapido, las varia-
ciones y las técnicas para evidenciar la topografia de: tejidos basicos, secreciones,
células especializadas, inclusiones y modificaciones por alguna patologia, son muy
variadas.

Para entender las diferentes aplicaciones de cada colorante, se mencionaran las
caracteristicas mas relevantes de cada compuesto: nombre, sinonimias, nimero
de indice internacional (CI), férmula (F), peso molecular (PM), acidez del reactivo,
solubilidad promedio en diferentes solventes (SOL), absorbancia (ABS), usos, co-
loraciones y técnicas mas empleadas o recomendadas.

1. Aldehido fucsina
H3C—C\I<| Este colorante es un derivado de la pararosanilina o
/N \ rosanilina. Se emplea en la técnica de Gomori como

tincidon de elastina, que se colorea purpura oscuro en

arterias jovenes; en adultos, la arteria puede o no te-
C NH,ClI
firse.

\ Es util para demostrar células granulosas, células del
islote pancreatico y células hipofisiarias. Es un colo-

rante especifico para células glandulares, elastina vy

granulos citoplasmaticos.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



70

I ! SOsNa
OH

SO3Na. : N

OH

0

2. Alizarina roja S

Alizarina, carmin alizarina, rojo W diamante.
CI: 58005

F:C,H,0,Sn,

PM: 342.261 uma

Colorante acido

SOL: Agua y alcalis

ABS: 550 nm

Colorante vital para tejido nervioso de invertebrados
pequefos; tine mielina, esqueleto fetal y cromosomas

vegetales.

En histoquimica, tifie depositos de calcio y sirve como
indicador de rojo a purpura en pH 3.7-5.2.
Amarillo de metanilo

Naranja MNO, MN, amarillo acido R, amarillo soluble

OL, amarillo M, tropaeolin G.
CI: 13065

F: C,H,N,SNa

PM: 375.384 uma
Colorante acido

SOL: En agua, 5.36 % a 26 °C; en alcohol 1,45 %.
Moderadamente soluble en éter, benceno y cellosolve.

Ligeramente soluble en acetona.
ABS: 536 nm, en solucién de acido clorhidrico.

Como indicador, cambia de rojo a amarillo, en pH de
1.2a2.3.

Se usa en las técnicas de van Gieson y en la adapta-

cion de Masson. También en mucicarmin, con hema-

toxilina y amarillo de metanilo.
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4. Auramina O

Amarillo canario, amarillo Pyoktanin, Pyokktanium

aureum.
CI: 41000

F: C,H,, N, Cl

Colorante basico

PM: 303.838 uma.- H,0+321.853 uma

SOL: Agua 1 % alcohol 4 %, cellosolve 1.25 %, glicol
0.75, xileno 0.5 %

ABS: Entre 431 y 434 nm

Fue empleado como farmaco hasta 1940. Colorea sec-
ciones de vegetales, contrastando con cristal violeta.
Colorante vital para larvas de salamandra. Se usa en
microscopia fluorescente para estudiar bacilos de tu-
berculosis, en frotis extensiones y cortes. También se
usa como fluorocromo para fibras elasticas en piel y

esporas bacterianas.

5. Aurina o acido rosolico

HO OH

La coralina amarilla es la sal de sodio del acido rosdlico.
CI: 43800

F: C,,H,O,

PM: 304.349 uma

Colorante acido

SOL: Insoluble en agua, soluble en alcohol, la sal se
sodio es soluble en las dos.

Empleado principalmente como indicador del rango

6.8 a 8.2 de pH, con color amarillo a rojo.

Se usa en coloraciones para sangre, como la de

Pappenheim.
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SO4Na

6. Azocarmin
Esta férmula es la base para la formacion de la familia

de azocarmines.

7. Azocarmin B

Fiat-764 BX, carmin Basalan, azocarmin BX.

CI: 50090

F: C,,H,, N, 0, S, Na,

PM: 681.634 u

Colorante basico

SOL: 1.0-2.0 % en agua y 0.01 % en acido acético

Se usa en las técnicas de Heidenhain, de Molliers con
orceina, fuschina-resorcina de Volkmann y la variante

de Gomori para células de islotes pancreaticos.
8. Azocarmin G
Fiat-764 GX, carmin Basalan.

CI: 50085

F: C,,H,N,0, S, Na

PM: 579.590 uma

SOL: Satura el agua al 1 %
ABS: 510-514 nm
Colorante basico.

Tiene las mismas aplicaciones que el azocarmin B.
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9. Azul de alciano
Azul de alciano 8, GX.

CI: 74240
F: C,, H, N, Cu + 4 grupo onium (C, H,, N, CI S)
PM: 1265.325 uma

Colorante metacromatico para mucinas, se puede
usar en combinacion con la técnica del acido periodi-
co de Schiff (PAS). Empleado en el método de Mowry
de acido sialico. También se usa para la compara-
cién e identificacion de células inmunofluorescentes.
Puede identificar mucopolisacaridos acidos, basicos o
neutros, dependiendo del pH de la solucidn colorante.
ul de lana rapido BL y GL

Azul de lana rapido de Coomassie BL o GL, respectiva-
mente, azul de lana pontacyl BL, azul &cido 59, azul de
bencilo GL y azul G.

CI: Azul BL 50315

CI: Azul GL 50320

F: Azul BL, C,, H,, N, O, S, Na
F: Azul GL, C,, H,, N, O, S, Na
PM: Azul BL 670.703 uma
PM: Azul GL 700.734 uma

SOL: el azul BL es muy soluble en agua etanol y cello-

solve, pero insoluble en benceno y tolueno.
SOL: el azul GL es soluble en agua y alcohol.

Los dos se utilizan para tefir proteinas de color azul

intenso.
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11. Azul celeste

Coreina 2R, azul de celestine, azul cielo gallo.
CI: 51050

F: C,,H,N,0,Cl

PM: 363.804 uma

SOL: Agua 2 %, alcohol 1.5 %, cellosolve 2.25 %,
glicol 6.25 %, xileno 0.005 %

ABS: 654.5 nm

Buen colorante nuclear para coloraciones de rutina y
tricrémicas, es de los mejores sustitutos de la hema-
toxilina. Usado en la coloracion modificada de Mallory
para tefir tejido conectivo, se puede contrastar con
eosina o cromotropo 2R.
12. Azul de anilina

Azul china, azul soluble 3M, azul marino V, azul algo-

don y azul agua. Fiat 764.
CI: 42755

F: C,,H, N, 0, S, Na,
Colorante acido

PM: 737.742 uma

ABS: 594-610 nm

Se usa en la técnica de Mallory para tejido conectivo
y fibras de colageno. Colorea de azul el reticulo, los
amiloides y las mucosas en la técnica de Lillie y en la
tricromica de Masson. También se usa en la técnica de
Unna para contrastar a la orceina, en combinacién con
hematoxilina como método policromo. Puede contras-

tar a la safranina en plantas vasculares y en algas, con

eritrosina y flhoxina.
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13. Azul de bromofenol

Sin sindnimos

F: C,H,O.SBr,
PM: 669.969 uma
Colorante acido

Se usa en la demostracién de grupos amino en protei-

nas y en la coloracién de proteinas.

14. Azul de bromotimol

Sin CI

F: C,, H,O,SBr,
Colorante acido-base
PM: 624.393 uma

Se usa como indicador: amarillo=acido, verde=neutro,

azul=basico.

Se usa en la coloraciéon vital de Mc Master y Parson.
También para raices de hongos en la técnica de Garrett,
asi como indicador general para medios de cultivo.

. Azul de luxol rapido

Sal de azul sirio claro y azul directo 78
Sin CI

F:C,,H,, N,O.S,

Colorante acido

PM: 1925.4866 uma

ABS: 598 nm

SOL: Es soluble en una solucién acuosa de gelatina,
insoluble en agua; muy soluble en etanol y cellosol-
ve; soluble en metanol, isopropanol e isobutanol; poco
soluble en acetona; es insoluble en grasas e hidrocar-
buros.

Se usa en la coloracion selectiva de mielina, en la
técnica de Kliber-Barrera. Colorea selectivamente
colagena vy elastina.
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16. Azul de metileno

Azul de metileno BX, B, BG, BB.
CI: 52015

F: C,,H,N,SCl

PM: 319.859 uma

Colorante basico

SOL: Agua entre 3.5 y 9.5 % y alcohol, entre 1.48 y
63 %, cellosolve 6.5 % y glicol 10 %

ABS: Si es puro, 663-667 nm
Es empleado en los siguientes métodos:

Policromo para piel de Unna. Azul de metileno y boérax
de Mallory. Orceina de Darrows. Tincién supravital para
terminaciones nerviosas de Erlich. Método tetracrémi-
co de Mc Neil. May Grunwald-Giemsa. Para bacterias
acido-resistentes de Ziehl-Neelsen. Tincién negativa
para bacterias de Butt. Para cédpsulas de baterias de
Loeffler. Contraste de flagelos. Técnica de Gohar para
voluntina. Técnica de Kimnyoun para granulos de vo-
lutina y difteria. Para rickettsias de Macciavelo. Téc-
nica de Diene para micoplasmas. Para extensiones de
Levowits-Weber. Azul de metileno para bacterias en
membranas de filtro. Como contraste en técnicas para
cuerpos de Negri, Zeller, Schleifstein, Stovall-Black y

Harris. Para Micoplasma leprae de Fite y para malaria.
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17. Azul de metilo

Azul algodon, azul de anilina WS, azul helvético, azul

tinta, azul soluble, azul cielo, azul Poirrier C4B.
CI: 47280

F: C,, H,, N, O, S, Na,

Colorante acido

PM: 799.814 uma

SOL: Soluble en agua

ABS: 607 nm

Empleado principalmente para teiiir tejido conectivo v,
particularmente, para colorear colagena, en las técni-
cas de: Van Gieson, Masson, Mallory y alocrémica de

Masson-Van Gieson.

Es util como contraste del carmin y la safranina, solo
o en combinacién con acido picrico. En la técnica de
Man, se mezcla con eosina para colorear células ner-
viosas. Colorea cuerpos de Negri. También se usa en
la tincidn negativa de bacterias, y colorea tejidos sin
fijar. Para tincién vital de protozoarios. Mezclado con

acido picrico, tifie la colagena en la técnica de Lilie.
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18. Azul de Nilo
CI: 51180

F: C,,H,, N, 0Cl
Colorante basico
PM: 353.855 uma

SOL: Agua 6 %, alcohol 5 %, cellosolve 5 %, glicol 5

%, xileno 0.25 %
ABS: 635-645 nm

Se ha empleado en la técnica de Smith-Mair para gra-
sa y como colorante supravital para embriones. Tam-
bién como coloracion vital para protozooarios, hidras,
levaduras, huevos de anfibios, secciones de hueso y
paredes vegetales no lignificadas; asi como para es-
tudios histoquimicos del ergastoplasma. Asimismo, se
le usa en el reconocimiento de bacterias lipoliticas vy
como indicador desde azul, pasando por rojo y hasta
purpura, pero en un rango muy limitado de pH 10-11.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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19. Azul de tetrazolio

Cloruro de nitroblue tetrazolium, nitroazul de tetrazolio,
nitro BT y NBT (Nitro blue tetrazolium).

F: C, H,, C, N, O,

PM: 817.64 uma

SOL: Muy soluble en agua, pero se reduce rapidamente.
ABS: En metanol, 250-255 nm

Empleado como indicador redox en reacciones enzima-
ticas para evidenciar la actividad de dehidrogenasas,
treonina desaminasas, glucosa 6 fosfato desaminasa y
particularmente fosfatasa alcalina. Viabilidad de culti-
vos celulares y fagocitosis en macréfagos.

20. Azul de timol

Timolsulfoneftaleina

F: C__H, O.S

27 °30°75

PM: 466.59 uma
SOL: poco soluble en agua, 0.1 % en etanol.

Es usado como indicador y en la valoracion del aci-
do citrico. Ademas, se le utiliza como indicador rojo
violeta-amarillo marrén de 1.2 a 2.8 de pH. Y verde

amarillento a azul de 7.8 a 9.5 de pH.
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21. Azul de toluidina O

CHj Azul de metileno T50 o T extra, cloruro de tolonium y

H,N N(CH,), | cloruro de bluteno.
Nﬁ CI: 52040

" F: C,. H, N,SCl

Colorante basico
PM: 305.832 uma

SOL: Agua 3.82 %, alcohol 0.57 %, cellosolve 03.5 %
y glicol 55 %

ABS: 620 a 638 nm
Colorante nuclear y para granulos cromofilos

Es el principal reactivo de eleccion para producir me-
tacromasia, ya que hace evidentes: células cebadas,
cartilago y ciertas mucinas acidas.

Usado en la coloraciéon pancromatica de Pappenheim.
En la coloracién para difteria de Albert puede reem-
plazar al azul de metileno. Tifie granulos de Nissl. Es
reactivo quimico en la estandarizaciéon de heparina e
histoquimico en determinaciones de ADN. Forma parte
de la coloracion para sangre de Dominici.

En plantas, permite la coloracién vital de vacuolas,
protoplasma y paredes no lignificadas.

Presenta ortocromasia abajo de pH 3 y metacromasia
por arriba de este punto.

Se recomienda como contraste en los métodos para
reticulo de Maresch, coloracion de Nissl; para embrio-
nes completos junto con alizarina, para materiales me-
tacromaticos: para células metacromaticas de islotes
pancreaticos, para plantas embebidas en resina; en la
coloracién de Albert para microorganismos de difteria,
en la coloracion de granulos de volutina de Kinyoun,
para micoplasma de Dienes, y en la coloracion vital de
protozoarios de Kirby.
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22. Azul de tripan
Azul clorazol 3B, azul benzo 3B, azul dianil H3G, azul
Congo 3B, azul naftamina 3VX, azul benzamina 3B,

azul azidina 3B, azul Niagara 3V y azul diamino 3B.
CI: 23850

F:C,H,,0,S,Na,

Colorante acido

PM: 960.817 uma

SOL: Agua 1 %, alcohol 0.0 2 %, cellosolve 2.1 % vy
glicol 7.15 %

Principal colorante para el sistema reticulo endote-
lial. Colorante vital que, al ser inyectado en el torren-
te sanguineo, colorea los tubulos uriniferos, asi como
otros tejidos de mamiferos, vertebrados inferiores e
insectos. Se le usa en la técnica de Puchtler-Bennhold
para amiloide; en el agar clamidospora para hongos,
y se puede usar como colorante de sustitucién en la

técnica tricromica de Van Gieson.

Benzo purpurina 4b

Purpurina 4B, rojo papel 4B, rojo sultan 4B, rojo algo-

don 4B y 31 nombres comerciales mas.
CI: 23500

F: C,, H,, N, O, S, Na,

Colorante acido

PM: 724.731 uma

SOL: Agua, alcohol, acetona, cellosolve.

Colorante citoplasmatico para contrastar a las hema-
toxilinas. Se le usa como indicador de violeta a rojo,

en el rango de pH 1.2 a 4.0.

Colorea de rojo brillante: algodon, lana, seda, nylon,

yute, papel, piel y lino.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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24. Bromocresol parpura

Sin numero de CI
F: C21 H26 O5 S Br2
PM: 540.231 uma

Utilizado como colorante vital, indicador de pH general
y en medios de cultivo.

25. Carmin

Cochinilla, carmin de cochinilla, rojo natural 4.
CI: 75470

F: C,H,, 0, AlCa,H0

PM: 1118.783 uma

Colorante acido

SOL: Ligeramente soluble en agua neutra.

Principalmente, es un colorante para coloracion nu-
clear, pero también puede ser usado como contraste
en solucién alcalina. Tine cromosomas, en botanica
para evidenciar el sistema vascular.

El extracto de cochinilla o carmin se prepara al hervir
el acido carminico con acetato de plomo o hidréxido
de bario.

Las técnicas mas recomendadas para este colorante
natural son: acetocarmin para squash de cromosomas
en larvas o en meristemos, el acetocarmin férrico para
teflir los microsporocitos en extensiones de anteras
(tanto en preparaciones semipermanentes como en
permanentes), acetocarmin-negro de clorazol, ace-
tocarmin y fuschina para cultivo de tubos de polen,
carmin de Best, carmin litiado de Orth, mucicarmin
con hematoxilina amarillo de metanilo, carmin litiado
de Orth para la técnica de Weigert (para demostrar
elastina), y acetocarmin de hierro para protozoarios.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



26. Colorante de Giemsa
Es una mezcla de diferentes colorantes que, al mez- .
clarse en el balance exacto, producen un colorante po-
licromo con capacidad metacromatica.
Componentes:
Azur A CI: 52005 0.5 gramos (g)
Azul B CI: 520102.5¢ -
Azul de metileno eosinato CI: 52015 2.0 g
Glicerol grado reactivo 375 mililitros (mL)
Alcohol metilico grado reactivo 375 mL .
ABS: Maxima 650 nm

Es un colorante usado principalmente para tefiir
extensiones de sangre de cualquier organismo. Pero
también se puede emplear para tefiir cortes, obtenidos
por la técnica de inclusion en parafina de rutina.

Se ha usado en diversas técnicas, las siguientes son las
mas conocidas: coloracién de Giemsa para extensiones
delgadas y gruesas, técnica de May Grinwal-Giemsa,
azur B (para demostrar el virus del mosaico del tabaco
de Balds), para nucleos bacterianos de Robinow, para
micoplasma de Kleineberger-Noble. Para teiir malaria,
lesmania y tripanosomas en frotis o extensiones. Para
microorganismos en secciones de tejidos en parafina,
ademas de la técnica de Wolbach-Wenyon sobre frotis
frescos, y en la tincién de cromosomas.
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27. Colorante de Leishman

28

29. Co

Este colorante resulta de una mezcla compleja de di-
ferentes colorantes, es utilizado para tefiir extensiones
delgadas de sangre. El colorante de Leishman es una
modificacion de la técnica de Jenner y Nocht, método

precursor del método de Wright.
Componentes:
Eosina acuosa al 1.0 %

Azul de metileno policromo (solucién acida del colo-

rante), en solucion acosa al 1.0 %

Una vez hecha la mezcla de los componentes, se filtra,
y después de que el precipitado se ha secado, se le re

suspende en alcohol metilico al 0.15 %.

Colorante de Wright

Es una mezcla de colorantes, usado para extensiones
delgadas de sangre.

Componentes:

Eosina y azul de metileno policromo, solucién acida del

colorante.

ABS: 650-656 nm
lorante de May Griinwald

Es una mezcla compleja de colorantes, usada para
tefiir extensiones delgadas de sangre. Fue propuesto
originalmente por Pappenheim y modificado por sepa-
rado por Eduard Jenner y el bacteridlogo aleman May
Grinwald.

Componentes:

Eosina Y o amarillenta, y azul de metileno policromo
en solucién acida del colorante, en solucién acuosa al
0.1 %.

La mezcla se deja reposar unos dias. Posteriormente,
el precipitado se lava, se seca y se disuelve en frio en
alcohol metilico hasta la saturacion.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



30. Colorante diferencial de Shorr

31

Es una mezcla de colorantes que tiene entre sus com-
ponentes un mordente. Se utiliza principalmente para
extensiones o frotis, en donde se necesita observar
claramente la morfologia celular. Aunque se usa para
observar citologia exfoliativa y particularmente diag-
nostico hormonal en extensiones vaginales, ofrece
mucha claridad de los cilios en muestras en parafina.
También se usa para contrastar a la hematoxilina, y en
la tincién de espermatozoides.

Componentes:

Solucioén acuosa de alcohol etilico al 50 %
Escarlata de Biebrich 0.5 %

Naranja G 0.5 %

Verde rapido FCF 0.75 %

Acido fosfotiingstico 0.5 %

Acido acético 0.1 %

Colorante de Jenner

Mezcla compleja de colorantes, utilizada para exten-
siones delgadas de sangre. Esta mezcla fue propuesta
originalmente por Romanowski y Pappenhein, y poste-
riormente, modificada por separado por Jenner y May
Grinwald.

Componentes:

Eosina amarillenta en solucién acuosa al 1.25 %, se
le afiade a una solucion acusa de azul de metileno al
1.0 %.

El precipitado es reposado durante 24 horas y se dilu-

ye al 0.5 % con alcohol metilico.

Es una tincién general para bacterias y, particularmen-

te, tifie a los parasitos del paludismo en azul.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas

85



32. Colorante de Pappenheim

Esta mezcla de colorantes para sangre es una de las
precursoras en la tincion multiple para los componen-

tes sanguineos. Se usoé para tefiir extensiones de san-

gre hasta que otras mezclas colorantes le superaron

en definicidon y contraste.
Componentes:

Acido rosdlico en alcohol absoluto etilico al 1.0 % y se
le aflade azul de metileno hasta saturar la solucién vy,
finalmente, se agregan 20 partes de glicerina.

33. Colorante de Romanowski

Esta mezcla de colorantes fue propuesta y emplea-
da por primera vez por Romanowski en 1891 y Mala-
chowski en 1891.

Componentes de la solucion madre:
Solucién acusa de azul de metileno al 1.0 %
Solucidn acusa de eosina al 1.0 %

Las soluciones anteriores se calientan por separado,
durante 30 minutos, hasta alcanzar una temperatura
entre 105y 110° C.

Las dos soluciones colorantes se mezclan en frio antes

de su uso.

La solucidén de trabajo es: una parte de azul de meti-

leno y dos partes de eosina.

Tifie de color rojo los eritrocitos, de color azul los pa-

rasitos y de violeta la cromatina nuclear.
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34. Crisoidina

Chrysoidin, crisoidina Y, G, A, sal café R, sal café os-

curo R.

N NH,
@,// CI: 11270
HuN

F: C, H,N,Cl
Colorante basico
PM: 248.17 uma

SOL: Agua 0.86 %, alcohol 2.21 %, soluble en cello-
solve, ligeramente en acetona, e insoluble en benceno.

ABS: 461 nm

Este colorante es un excelente sustituto para el pardo
de Bismark, se puede usar como colorante vital para
tubos de polen e insectos, aparato de Golgi, y para el
estudio de la secrecidon gastrica.

Ocasionalmente, se utiliza en histologia animal o ve-
getal como colorante café, es rosa en solucion acida y
naranja en neutralidad; es indicador para el rango de

pH 4.0 a 7.0, de naranja a amarillo.
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(H3C),N

N(CH3),

N(CH 3),

35. Cristal violeta

Violeta C, G, 7B, violeta de exametilo, violeta de meti-

lo en 10B y violeta de Genciana.
F: C,, H,N,Cl

Colorante basico

PM: 407.991 uma

SOL: Soluble en agua, metanol, etanol, cloroformo,
acido oleico, acido estearico, y tolueno; ligeramente
soluble en acetona, benceno, glicol, glicerol, parafina

y licroina.

Insoluble en éter, acetato de etilo, aceite mineral,

agua Na, y Ca,.

Es un colorante nuclear con una gran apetencia por los
cromosomas. Se ha usado en un sinnimero de aplica-

ciones histoldgicas y citoldgicas.

Las mas empleadas son las siguientes: tincion de
Gram, tincion metacromatica para amiloide, tincidén de
Jackson para tejido vegetal en licuefaccion, para mi-
crosporocitos, para tejidos meristematicos, tinciéon de
Flemming, tincion de Newcomer para cromosomas en
tubulos de polen, tincidén de Antonni-Hiss para capsu-
la, técnica de Moller para tincion positiva de capsula
bacteriana, técnica de Lechman para tincion diferen-
cial de esporas, tincion de Robinwo para DNA bacteria-
no, tincién de De Lamater para espiroquetas, tincion
de Harris para espiroquetas. En piezas procesadas en
parafina, para la aplicacion de las técnicas de Taylor
Brown-Brem, Gram para bacterias y de Becker para

hongos.

Funciona muy bien como indicador para el rango de

pH entre 0.0 a 1.8, virando de amarillo a azul violeta.
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36. Croceina escarlata

N=N SO3Na

HO
HO
O SO;Na
aY
O
NaO ;S

Biebrich escarlata o escarlata de Biebrich.
CI: 27155

F:C,H,0O,S, Na,

PM: 557.187 uma

SOL: Etanol y agua

Colorante basico

Colorante para nucleo, hueso, cartilago, tejidos conec-
tivos y musculo. Puede ser empleado en sustitucién de
las eosinas como contraste de cualquier hematoxilina.
37. Cromotropo 2R

Cromotropo RR, 2NR, cromotropo azul 2R, fucshina

rapida G, XL, carmoisina 6R, floxina acida GR.
CI: 16570

F: C,H,,N,0O;S, Na,

PM: 468.374 uma

Colorante acido

SOL: Cellosolve, agua 19.3 %, alcohol 0.17 %, mode-
radamente en acetona, e insoluble en otros solventes

organicos.
ABS: 542 nm

Colorante citoplasmatico general para plantas y ani-
males. Es el colorante acido principal para el contras-
te en la técnica tricromica de Gomori. Se puede usar
como contraste de las hematoxilinas y del azul celes-
te, puede sustituir a la xilidina punzo en la técnica de

Masson. Es un colorante selectivo de globulos rojos y

de las granulaciones de las células de Pannet.
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38. Eosina amarillenta

NO,

Eosina Y (yellowish), G, eosina soluble en agua, eosina
WG, acido bromo, eosina J, TS, XLO, XX, bromofluo-
resceina, bromo bronce ES, eosina B extra, eosina Y

extra, YS extra.

F: C,, H, O, Br, Na,

PM: 691.863 uma

ABS: 515 a 518 nm

Colorante acido

SOL: En agua 44.20 % y en alcohol 2.18 %

Es uno de los colorantes de contraste y referencia mas
empleados, algunas de las técnicas en las que es utili-
zado son las siguientes: como contraste para la mayo-
ria de las hematoxilinas, en la técnica de Papanicolau,
en la tincién negativa para capsulas bacterianas. Tam-
bién se le usa para evidenciar cuerpos de Negri, me-
diante las tinciones de Bonds-Mann y de Harris. Se le
utiliza como contraste para la técnica de plata-mete-
namina de Gomori, y para el diagnéstico de la malaria.
39. Eosina B
Eosina BMX.

CI: 45 400

F: C,, H N, O, Br, Na,

PM: 524.066 uma

SOL: Agua 39.11 % vy alcohol 0.75 %
ABS: 516.519 nm

Este colorante es el mas acido de las eosinas, tiene un
tono mas azuloso que la eosina .

Se utiliza como contraste para las técnicas con hema-
toxilina, pero principalmente para la hematoxilina de
Mayer. Ademas, se le usa en el eosinato de azur amor-
tiguado, y para contrastar al azul de toluidina.
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40. Eritrosina
Eritrosina B, N o JNG, pyrosina B, eosina J, iodoeosina
B, diantina B.

CI: 45430

PM: 879.8865 uma

F: C,,H,O. I, Na,

CI: 524 a 527 nm

Colorante acido

SOL: Agua 10 %, alcohol 5 %

Este colorante es muy util para contrastar a la mayoria
de las hematoxilinas y algunas técnicas de coloracion
nuclear azul o violeta. En conjunto con el cristal viole-
ta, es recomendable para histologia vegetal. Se puede
usar para tinciéon bacteriana de suelos, en la técni-
ca para tejidos lefiosos de Jackson, y como indicador
fluorescente en el rango entre 0.0 y 3.6 de pH, del
amarillo a rojo.

Escarlata de Biebrich

Croceina escarlata, escarlata B, EC, escarlata 3B, pun-
ceau 3BR, 3RP, escarlata doble BSF.

CI: 26905

Colorante acido

F: C,,H,,N,0,S, Na,
PM: 556.487 uma

Colorante citoplasmatico que es un buen contraste
para las hematoxilinas y el azul de metileno. Tifie los
islotes pancreaticos; se puede usar en la técnica tri-
créomica de Masson y en la de Shorr para tefir frotis

vaginales.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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42. Fhloxina

Br Eritrosina BB, o B extra y rosa nuevo.

Br
NaO 0 O | cI: 45405
F: C,, H, O, Br, Cl, Na
Br H/C Br

PM: 760.753 uma
Cl COONa Colorante acido

SOL: Agua 50.9 %, alcohol 9.0 2 %

Cl
ABS: 535.7 a 497.1 nm

43. Fhloxina B
Fhloxina TA, N, BP super, RB, TB, y BB, cianocina, eo-

o sina 10 B, rojo de Magdala, fhloxina técnica.
CI: 45410
Br

F: C,, H, O, Br, Cl, Na,
c COONa PM: 829.644 uma

cl Colorante acido

SOL: Agua 10 % y alcohol 5 %

ABS: 546-548 nm

A estos dos colorantes acidos Fhloxina y Fhloxina B se les ha denominado indistinta-

mente para su uso como Fhloxina o Phloxina B.

Se han usado para tefiir procesos de cromolisis, bacterias y cuerpos de Negri. Como
fluorocromos, tifien las fibras elasticas dérmicas. También se usa en la técnica de
Gram-Weigert, para bacterias en cortes de tejidos en parafina, para la técnica de

Mallory, colorea adecuadamente algas y es un buen sustituto de las eosinas.
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44. Fluoresceina

Uranina y eosina madre.
CI: 45350

F: CZO H12 05

PM: 332.316 uma

SOL: los miligramos de la sal colorante pueden ser
solubles en agua al 4.31 % y en alcohol al 0.35 %.

Es un colorante con muy baja capacidad tintérea, pero
provoca una excelente fluorescencia en los tejidos
coloreados. Provoca fluorescencia verde-amarillenta,
que se incrementa con el estimulo de la luz ultravio-
leta; también se usa como colorante vital para células
vegetales.

45. Fucshina acida

Fuschina S, SN, SS, ST, S III, magenta acida, acido
rubinico, rubin S y saurefuchsina.

CI: 42685

F: C,,H,, N, 0, S, Na,
Colorante acido

PM: 585.545 uma
ABS: 540-544 nm

SOL: Es muy soluble en agua, en cellosolve 5 % y en
glicerol 7 %

Colorante para tejido conectivo en la técnica tricrémica
de Van Gieson. Combinado con &acido picrico, puede
ser usado para contrastar a la mayoria de las
hematoxilinas. Se le usa para la técnica de Mallory,
en donde se observa de color rojo al nlcleo, rosa el

citoplasma y en azul el colageno y las mucinas.

Las técnicas mas recomendadas son las siguientes:
Mallory, Van Gieson, Llily-Van Gieson, coloracion de la
coldgena de Mallory, tricromica de Masson, de Piane-
se, lactofenol y fuschina acida para hongos en tejido
vegetal.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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46. Fucshina basica

Este colorante es el resultado de una mezcla de pa-
rarosanilina, rosanilina y magenta II. Este compuesto
se ha cambiado por la fucsina nueva (CI: 42520), la
cual presenta mejores cualidades y permite una tin-

ciéon mas intensa.
47. Fucshina nueva

Magenta III3, isorubina, fucshina NB y magenta nueva.
CI: 42520

F: C,H,N,Cl

PM: 365.911 uma

Colorante basico

ABS: 556 nm

SOL: Agua 1.13 % y en alcohol 3.20 %

Puede ser usado como colorante nuclear, para evi-
denciar microorganismos, flagelos, cilios y tubulos de
polen. Es el colorante de eleccién en las formulas de

carbol-fucsina y para el reactivo de Shiff.
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48. Hematoxilina
HO CI: 75290

o /OH
N
HO C,C-CHZ F: C, H,, O, 3HO
/
j;j\ PM: 356.332 uma
on Colorante basico
ABS: 292 nm
OH
HO O\CLCH SOL: En agua 10%, en etanol con una concentracion de
2
/o/ 96 %, 10 %. Etanol absoluto entre 5y 8 %, cellosolve
9.5 % vy glicol 10 %.
O

Este colorante natural de uso ancestral puede eviden-
ciar casi cualquier elemento dentro de la célula, ya
sea, agregado de forma natural o como resultado de
algun proceso patoldgico.

Principalmente, tifie a las proteinas acidas del nucleo
y algunas mas del citoplasma. Se puede usar para la
localizacién de una gran cantidad de metales en tejidos.

Tifie células enterocromafines, queratohialina, trico-
hialina, elastina, mielina y protozoarios.

Funciona bien como indicador, cambiando de rojo a
amarillo, en el rango de 1.2 a 2.6. de pH.

Algunas de las formulaciones y técnicas en las que mas se emplea la hematoxilina

son:
Técnicas generales:

¢ Hematoxilina de Anderson

e Hematoxilina de Apathy

e Hematoxilina acida de Baker

e Hemalumbre de Bennet

¢ Hematoxilina de Bohmer-Schmorl

e Hematoxilina de Broussy

e Hematoxilina de Bullard

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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e Hematoxilina de Carazzi

¢ Hematoxilina de Cole

e Hemalumbre de Debiden

e Hematoxilina de Delafield

¢ Hematoxilina modificada de Delafield para tejido vegetal
¢ Hematoxilina de Ehrlich

¢ Hematoxilina de Faure

¢ Hematoxilina de Fernandez Galiano
e Hematoxilina para protozoarios en frotis fijados
¢ Hematoxilina de Fiedlander

¢ Hemalumbre de Gadsdon

e Hemalumbre de Gages

e Hematoxilina de Garrido

e Hemalumbre de Garvey

e Hemalumbre de Gill

e Hematoxilina férrica de Goldman

e Hematoxilina crémica de Gomori

e Hematoxilina Groat

e Hemalumbre de Groot

e Hemalumbre de Hamilton

¢ Hematoxilina de Harris

e Hemalumbre de Harris y Power

e Hemalumbre de Haug

¢ Hematoxilina de Heindenhain
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Hematoxilina progresiva diluida de Heindenhain

Hematoxilina regresiva diluida de Heindenhain
Hematoxilina férrica de Held
Hematoxilina de Herxheimer
Hematoxilina férrica de Janssen
Hematoxilina de Johansen
Hematoxilina férrica de Kefalas
Hemalumbre de Kleinenberg
Hematoxilina de Klutschintzky
Hematoxilina alcohdlica de Kofoid y Swezy
Hematoxilina férrica de Krajian
Hemalumbre de Krutsay

Hemalumbre de Langeron
Hematoxilina de Launoy

Hemalumbre de Lee

Hematoxilina férrica de Lillie
Hematoxilina férrica de Lillie y Earle
Hematoxilina de Lillie-Mayer
Hemalumbre de McLachlan
Hematoxilina acuosa de Mallory
Hematoxilina fosfomolibdica de Mallory
Hematoxilina fosfotlingstica de Mallory
Hemalumbre de Mann

Hemalumbre de Masson

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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Hematoxilina de Mayer

Hematoxilina férrica de Morel y Bassal
Hematoxilina de Pal-Weigert

Hematoxilina de Papamiltiades
Hematoxilina férrica de Pequin y Gooddard
Hemalumbre de Pusey

Hemalumbre de Rawitz

Hematoxilina de Regaud

Hematoxilina férrica de Rozas
Hematoxilina de Sass

Hemalumbre de Schmorl

Hematoxilina de Smith, modificada por Dietrich
Hematoxilina de Spielmeyer

Hematoxilina de Thomas

Hematoxilina de Verhoff

Hemalumbre de Watson

Hematoxilina de Weigert

Hematoxilina al cloruro férrico de Weigert-Lillie
Hematoxilina litiada de Weigert
Hematoxilina de Weigert-Lillie
Hematoxilina de Weil

Mucihemateina de Mayer

Trioxihemateina férrica de Hanssen

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



Técnicas para cortes en parafina:

¢ Hematoxilina de Anderson -
¢ Hematoxilina de Faure
e Hematoxilina férrica de Goldman
e Hematoxilina férrica de Held .
e Hematoxilina férrica de Kefalas
e Hematoxilina férrica de Krajian
e Hematoxilina férrica de Lillie
e Hematoxilina férrica de Lillie y Earle -
¢ Hematoxilina férrica de Morel y Bassal
e Hematoxilina férrica de Paquin y Goddard
¢ Hematoxilina férrica de Rozas
Protocolos de aplicaciéon para técnicas de histologia animal:
e Coloracién de leucocitos con granulaciones eosindfilas de Ehrlich
e Coloracién de las estructuras musculares de Heindenhain
e Coloracién de mitocondrias por el método de Regaud y Mawas
e Coloracién por la hematoxilina de Delafield
e Coloracién por la hematoxilina de Ehrlich
e Coloracién por el hemalumbre acido de Mayer, modificada por Lillie
e Coloracién por la hematoxilina de Harris
e Coloracién por la hematoxilina de Heidenhain
e Coloracién por la hematoxilina al cloruro férrico de Wiegert-Lillie

e Coloracién con hematoxilina férrica de Weigert, y colorantes
metacromaticos

e Coloracién por la hematoxilina fosfotingstica de Mallory

99

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



Coloracion por la mucihemateina de Mayer para mucina

Coloracion de la mielina por el método de Verhoff
Coloracion de haces de mielina por método de Pal-Weigert
Coloracion de los haces de mielina por el método de Weil

Coloracion de lipoides por el método de Smith y Mair, modificado por Dietrich

Técnicas para cortes por congelacion:
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Coloracion por la hematoxilina acido fosfotungstica de Mallory

Coloracién para tejidos vegetales, por la hematoxilina férrica premezcla-
da de Weigert

Cortes en parafina o secciones a mano libre

Coloracion regresiva para tejido vegetal, por la hematoxilina diluida
de Heindenhain

Coloracion por la hematoxilina modificada de Delafield para tejidos vege-
tales

Coloracion regresiva por la hematoxilina de Johansen, para cromosomas y
centrosomas, en tejidos meristematicos

Coloracion por la hematoxilina férrica de protozoarios en frotis fijados de
materia fecal o fluidos corporales

Coloracion por la hematoxilina alcohodlica de Kofoid y Swezy de protozoarios

Coloracion pandptica por la hematoxilina, escarlata de Biebrich y verde
rapido

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



49. Indigocarmin

0O O Indigotina Iy IA.
NaOyS 7o\
\@ Ye=c/ :@ CI: 73015
N N
H H F: C,H; N, O, S, Na,

PM: 466.358 uma

Colorante acido

SOL: En agua 1.3 % vy ligeramente en alcohol, cello-

solve 4 % vy glicol 2.85 %
ABS: 608 a 612 nm

El indigo carmin es un colorante selectivo para tefiir
la coldgena de azul, diferenciandola del musculo y las
células de citoplasma mas acido, que pueden tomar

color amarillo.

Este colorante citoplasmatico, al ser mezclado con
fucshina basica, permite demostrar cuerpos de Negri,
y al ser mezclado con eosina, se utiliza como coloran-
te de contraste de la hematoxilina y para diagndstico
mediante extensiones de citologia exfoliativa y frotis

vaginales.

Para la citologia de plantas, se usa mezclado con fucsi-
na acida y acido picrico. Se usa para estudiar la excre-

cion glomerular, mediante inyeccion uretral.

Se puede usar mezclado con acido picrico oleoso vy tie-
ne propiedades como indicador, cambiando de azul a

amarillo en el rango de pH 11.5-13.0 hasta 14.
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50. Indocianina brillante G

Azul brillante de Comassie G-250, Comassie brillant
SOzNa
: blue, cianina, indocianina, cianina brillante, azul bri-

H,C

N—cH, llante G o GN.
CI: 42655

* | F: C,,H, N, 0,S,Na

PM: 825.986 uma
N—CH,
HsCz ABS: Aproximadamente 280 nm, en solucion acida

Colorante acido

SOL: Muy baja solubilidad en agua fria, soluble en

agua caliente y moderadamente soluble en solucién

acuosa de acido acético al 10 %.

Este colorante y la indocianina brillante 6B pueden ser
agregados a geles de poliacrilamida y en la técnica
de Bradford sirve para evidenciar la concentracién de
proteina total; la cantidad de coloraciéon es proporcio-

nal a la cantidad de proteinas presentes.

Se puede utilizar como colorante pandptico y en la co-

loracion de cultivos celulares.
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51. Indocianina brillante 6B (azul de Coomasie)

<r?
Ho}séjw @_g b%‘
¢
e )-d

NH,
CH,

H,N NH

Azul brillante de Comassie G-250, Comassie brillant
blue, cianina, indocianina, cianina brillante, azul bri-
Ilante G o GN.

CI: 42660

F: C, H,, N,0,S, Na

PM: 825.986 uma

ABS: Aproximadamente 280 nm en solucién acida
Colorante acido

SOL: Muy baja solubilidad en agua fria, soluble en
agua caliente y moderadamente soluble en solucién

acuosa de acido acético al 10 %.

Este colorante y la indocianina brillante G, se usan in-
distintamente para la coloracién de proteinas separa-
das en geles de poliacrilamida, y también se usa en la
técnica de Bradford para concentracion de proteinas,
la cantidad de coloracién es proporcional a la cantidad

de proteinas presentes.

Se puede utilizar como colorante panéptico y en la co-

loracidon de cultivos celulares.
52. Magenta I1
Sin CI

F: C,,H,, N, Cl
PM: 351.883 uma
ABS: 554 nm

Este compuesto es parte de la fuschina basica, por lo
que no se le encuentra en forma pura, excepto si se le

prepara en laboratorio.
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53. Naranja de acridina

NH

(CH3)N ‘ ! : N(H3C),

CHs

104

Naranja basica 3 RN, eucrisina 3RXA, naranja de acri-

dina NO, naranja NO rodulina.

CI: 46005

F: C, H, N,Cl

PM: 301.822 uma

Colorante basico

SOL: Muy buena en agua y alcohol
ABS: 497 nm

Este compuesto es un excelente fluorocromo, tifie la
mayoria de los componentes celulares, y tiene una
mayor apetencia por los acidos nucleicos y proteinas
acidas. Permite evidenciar células en apoptosis, por la
modificacion de su absorbancia al adsorberse al DNA
roto contenido en los cuerpos apoptdsicos. Como fluo-
rocromo, también permite la tincidn selectiva de sul-

fomucinas.

Sirve también para demostrar la presencia de bacte-
rias en suspensiones contaminadas. Tifie células tu-
morales y causa retardo en el crecimiento de células
tumorales en cultivo. También es colorante vital de te-

jidos y acidos nucleicos.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



54. Naranja G

HO Naranja de lana 2G.
N CI: 16230
XN
80N F: C,,H,N,0,S, Na,

PM: 452.372 uma
SO;Na
Colorante acido

SOL: Agua 8 %, alcohol 0.22 %, cellosolve 1.7 % y

glicol 3 %
ABS: 476 a 481 nm

Es un colorante citoplasmatico que tifie fuertemente
las estructuras acidofilicas. Es de gran valor como con-

traste para la mayoria de los colorantes nucleares.

Puede ser usado mezclado con eosinas para el con-
traste de las hematoxilinas, es empleado en técnicas
tricromicas para el tejido conectivo, forma parte de la

técnica de Papanicolau, y permite diferenciar parasitos

de vegetales y granulos del polen.
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(HOOCH 5C),N

HO

N(CH ;COOH)
C
5

- ~s0,
°  HC  OH

55. Naranja de metilo

@N(Hsc)z

Naranja III 3, heliantina, naranja oro MP y tropeolina
D.

CI: 13025

F: C,H,N,O,S Na

PM: 327.340 uma

Colorante acido

SOL: Agua 0.52 % y alcohol 0.68 %
ABS: 506 a 508 nm

Este colorante es usado para la tincién de plantas vy
como contraste del cristal violeta para tubos de polen.
Sirve como indicador en el rango de pH 3.0-4.4 de rojo

a amarillo.

Resiste muy bien la decoloracidn con los carbonatos y

con la mayor parte de los acidos organicos.

56. Naranja de xilenol

Sin CI
F: C,H,N,0O_,S
PM: 644.616 uma

Es un fluorocromo que se usa principalmente para
marcar de forma parenteral el calcio que se deposita
en el hueso, al mismo tiempo de su administracion.
Contrasta con el amarillo de la tetraciclina, el rojo de
la alizarina roja S, el azul de la calceina azul y el verde
de DCAF.
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57. Negro zambesi V

58. Nigrosina soluble

—N
(=
NH
o}
N=N NH,

CI: 30015

F: C, H,, N, O, S, Na,
PM: 755.704 uma
Colorante acido

SOL: Muy soluble en agua, moderadamente soluble
en soluciones de acidos minerales y cellosolve. Inso-

luble en alcohol.

Aunque es uno de los colorantes directos para tefiir
algoddn, es un colorante pobre para el citoplasma. Ge-
nera un color palido en el musculo y el citoplasma de
otras células, proporciona un verde grisaceo a la cola-
gena después de 24 horas de tincion en solucién a pH
de 9.1. Es altamente selectivo para fibras elasticas con
un fondo gris muy claro.

en agua y nigrosina soluble en alcohol

F: C22 H16 N6 03

Soluble en agua: nigrosina W, W1, gray R. B, BB, silver
gray, steel gray e indulina negra

CI: 50420

Soluble en alcohol: Solvente black 7

CI: 50415

Cualquiera de estos dos colorantes sirve para la
demostracion de cromosomas en plantas y glandulas
salivales de drosophila, tifien lipofucshinas y otros

residuos lipidicos, asi como fibras elasticas.

Se puede usar en lugar de tinta china para bacterias,

hongos, espiroquetas y esporas.

También es un buen contraste para tejido nervioso,
y en la tincién selectiva, para coldgeno mezclado con

acido picrico.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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/80'*3: CHy
HO

OH ORTO AMINO

¥-AMINO (CIS)

59. Orceina

OH H,C @7
i !‘! ISO-O-AMINO
3

B-AMINO (TRANS)

Archill, ochil, orceille, cudbear, purpura imperial, pur-
pura francesa, persi y crotte.

CI: 1242

F: C28 H24 N2 O7
PM: 500.51 uma
ABS: 575 a 582

Este colorante natural proviene del liquen Roccela
tinctoria o Lecanora tinctoria. La orceina sintética tie-
ne doce fracciones, siete de ellas son cristalizables.

Las técnicas mas comunes en que se emplea son:
Tazzer-Unna y de Darrow para elastina, técnica de
Fraenkel con picrico indigo carmin para elastina vy
fibras elasticas. También se usa en la técnica de Gay-
Kraumann para cromosomas, y en la técnica de orceina
lactopropidnica para cromosomas en tubos de polen.
Ademas, se usa la orceina en acido propidnico para
evidenciar cromosomas en estructuras meristematicas.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



60. Pararosanilina
Magenta O.

CI: 42500

F: C,, H, N, Cl

PM: 323.828 uma

ABS: 545 nm

SOL: En agua 0.26 % y en alcohol 5.93 %

Este compuesto es el componente mayoritario de las

mezclas de fucshina basica.

61. Pardo de Bismarck

Pardo de Bismarck Y, vesuvin, fenil café, café Man-
chester, café excelsior, café piel, café basico G, GX o
GXP.

CI: 21000

F: C,,H,, N, Cl,
PM: 419.320 uma
Colorante basico

SOL: Agua 1.36 %, alcohol 3 %, cellosolve 3 %, glicol

7 %, xileno 0.5 %
ABS: 463 nm

Es parte del método de Papanicolau, es un buen
colorante vital, tine mucinas, la celulosa de la pared
celular en vegetales y algunos elementos de las
envolturas bacterianas. Se puede usar de forma
general para contrastar algunos colorantes nucleares y

para las técnicas de Gram, Ljubinsky y para bacterias

acido-resistentes.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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N
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62. Pironina B

Pironina By.

CI: 45010
F:C,H_N,O0C
PM: 358.915 uma
Colorante basico

SOL: Agua 10 %, alcohol 0.5 %, cellosolve 4.5 %,
glicol 3 %

ABS: 554 a 556 nm

Combinacion presentada inicialmente por Pappenheim
para colorear elementos basofilos; especialmente en
células plasmaticas, permite distinguir el RNA en rojo

y DNA en verde.

Tifle gonococos y mitocondrias, se puede usar como
contraste en la técnica de Gram, permite diferenciar
Brucelas por sus propiedades bacteriostaticas. En co-
loraciones pandpticas, tifie los pigmentos biliares, pro-

teinas acidas y mitocondrias.
63. Resorcina azul

Resorcina azul MLB.
CI: 51020

F: C,H,N,O,
PM: 240.264 uma
Colorante acido

Es un colorante selectivo para fibras elasticas, emplea-

do en la técnica de Taenzer-Unna.
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64. Rodamina B

Rodamina O, rosa brillante B.
CI: 45170

F: C, H, N,0,Cl

PM: 479.024 uma

ABS: 556.5 nm

SOL: Agua 0.78 %, alcohol 1.47 %, poco soluble en

acetona y muy soluble en cellosolve.
Colorante fluorescente

Proporciona una fluorescencia amarillo-verdosa, en
la técnica de auramina-rodamina. Evidencia bacterias
resistentes al acido y al alcohol, particularmente, mi-
cobacterias. Puede ser usado como biomarcador, tanto

en animales como en vegetales; y también como colo-

rante de seguimiento.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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65. Rojo congo

Congo, rojo algoddén B o C, rojo directo C, Ro Y.
CI: 22120

F: C, H,,. N, O, S, Na,

Colorante acido
PM: 696.976 uma

SOL: Agua 5 %, alcohol 0.75 %, cellosolve 1.75 %,
glicol 2 %. En solucién acida, forma un precipitado

azul.
ABS: 497-500 nm

Principalmente usado como indicador de pH para el
rango comprendido entre 3.0 y 5.0, y presenta colores

de azul a rojo.

Colorante para axones, embriones, mucinas, elastina

y en especifico para amiloide.

Se puede usar como contraste general para las hema-
toxilinas. Se puede usar como colorante general para
hongos del género Uromyces y celulosa. Es Gtil como
colorante negativo para bacterias y espiroquetas, tifie
también, levaduras y protozoarios. Bajo la luz ultravio-
leta, diferencia algunos tipos de lipidos en vesiculas.
66. Rojo de cresol

F:C,H,0,S

PM: 382.439 uma

Indicador en dos rangos de pH, el primero entre
0.2-1.8, virando de rojo a amarillo y el segundo de

7.1-8.8, virando de amarillo a purpura.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas
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2 \O/
N N(CH
p; O (CH3),
N
COOH

67. Rojo de fenol

Fenolsulfonftaleina.
Sin CI
F:C,H,0O,S

PM: 354.384 uma

SOL: Agua 0.077 %, alcohol 0.29 %, acetona 0.2 %
Casi insoluble en éter sulfurico o cloroformo.

Es un colorante empleado para tincidn funcional hepa-
tica y como indicador para medios de cultivo celular.
Como indicador, cambia de amarillo a rojo en el rango
de pH entre 6.8 y 8.4, por lo que es un indicador muy
usado.

68. Rojo de metilo
CI: 13020

F:C.H.O, N,
PM: 269.306 uma

SOL: Insoluble en agua y se disuelve moderadamente

en alcohol.
ABS: 530 nm

Es un buen colorante vital para protozoarios. Como

indicador, cambia de rojo a amarillo en el rango de pH

4.4-6.0.
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(H3C)N

Z\ /Z

CHgy

NH,

69. Rojo neutro

Rojo de toluileno.
CI: 50040

F: C,. H  NaCl
PM: 288.78 uma

SOL: Agua 4 %, alcohol 1.8 %, cellosolve 3.75 %,
glicol 3 %

ABS: 540 nm

Colorea débilmente el nlcleo eucarionte, y colorea pa-
rasitos en tejidos en solucién colorante neutra. Tifie
el aparato de Golgi la sustancia de Nissl y se usa para

embriones en combinacion con verde de Janus.

Se puede usar como sustituto del azul de Nilo para
demostrar la hidrolisis de las grasas. Es también un
fluorocromo para algunas grasas en pH de entre 5.6 y

7.0, las células cebadas presentan fluorescencia roja.

Permite la coloracion diferencial para plancton vivo y
muerto, en una solucién de 1/1 000 000.

Como colorante vital, se usa para protozoarios, nu-
cleo, células sanguineas, con la técnica supravital con
verde Janus y para evidenciar las bacterias en exuda-

do gonorreico.

También se usa como indicador del pH del contenido
celular en plantas vivas, en plantas con paredes no
lignificadas y en células vegetales, dentro del rango 3
a 6.5.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas



H,yC

70. Rojo rapido nuclear o kernechtrot
Helioechtrubin BBL, helio AST, rubin BBL y rojo de

0 NH,
OH
SO,Na
(0] OH
CH,
HO
N N
NG N\ O
H,C

calcio.

CI: 60760

F: C,,H,NO,S Na
PM: 357.3 uma
Colorante acido
ABS: 357.276 nm
SOL: Agua 0.25 %

Colorante nuclear y especifico para demostrar el calcio
en los tejidos, se usa como contraste nuclear en auto-
radiografias para estudiar desarrollo éseo. En pintura
de laca, se usa para tefiir metales pesados, tintas y
papel tapiz.

71. Rojo oleoso o

Sudan rojo 5B, rojo Ceres 5B.
CI: 26125

F: C,, H,, N,O

Colorante débilmente acido
PM: 408.507 uma

Colorante sustituto del Sudan III, en las técnicas de
Proescher, rojo oleoso-piridina, en supersaturacién en
iso-propanol, y en la de Lillie. Colorea los granulos de
neutrofilos.
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O
‘O NH2
O

SO3Na

SO3Na

NH, HoN SO4Na
N N
V4 N\
N N

SO,Na

72. Rojo rapido Al
Rojo de diazo-naftanil AL, rojo rapido sal, rojo AL, ALS,

sal 330 microme rojo y 1-aminantraquinona.
CI: 37275

F: C,H,N O, amina

PM: 223.235 uma

SOL: En agua

ABS: 522 nm

Colorante nuclear
73. Rojo tripan
Rojo tripan MLB.

CI: 22850

F: C,H,N, O,.S, Na,
PM: 1002.808 uma
Colorante acido

SOL: En agua

Colorante vital y colorante directo para algodén.
74. Rojo vital

Diamino purpurina 3B, Congo brillante R, Congo bri-
llante rojo R, Congo acido R, azidina escarlata R y rojo
vital brillante.

CI: 23570

F: C,,H, N, O, S, Na,

PM: 826.793 uma

ABS: 498 nm

SOL: Agua, alcohol, cellosolve y glicol.
Colorante acido

Este compuesto es uno de los colorantes vitales mas
empleados e importantes y puede ser sustituto del
rojo Congo en las tinciones para amiloide.
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75. Rosa de Bengala

Rosa de Bengala extra, rosa de Bengala 3B concentra-

do, rosa de Bengala N extra, DY, By 2B.
CI: 45440

F: C,,H,.Cl, 1,0, Na,

PM: 1017.645 uma

Colorante acido

Se utiliza como colorante vital diferencial para esper-
matozoides, bacterias y cultivos bacterianos. También
se usa como fluorocromo para evidenciar grasa y teji-
do adiposo. Tiene efecto bacteriostatico y se usa en la

tincion negativa de bacterias.

Se puede emplear como coloracién de contraste para

todas las hematoxilinas y el azul de toluidina.
76. Rosanilina
Magenta I.

CI: 642510

F: C,, H,, N, Na Cl

PM: 337.855 uma

ABS: 550 nm

SOL: Agua 0.39 %, alcohol 8.16 %

Este compuesto forma parte de la mezcla que compo-
ne a la fucshina basica y no se encuentra por separado
de la pararosanilina, a menos que se prepare especial-

mente en el laboratorio.
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77. Safranina

Safranina Y o A, gossipimine, rojo de algodén, safrani-
HaN na AG, T, MPy G.

HyC N CI: 50240

\ F: C,, Ho N, Cl
N

NH,
Colorante basico

CHj PM: 350.854 uma

SOL: Agua 4.5 %, alcohol 3.5 %, cellosolve 5 %, glicol
3.5 %

ABS: 530-534 nm

Colorante nuclear para citologia general, cromatina,

carcinomas y células gigantes granulomatosas.

Excelente colorante de contraste para micrografia, tin-

ciones plasmaticas y coloracion de vegetales de rutina.

Provoca metacromasia naranja en células cebadas vy

mucinas metacromaticas.

Se utiliza principalmente en las siguientes técnicas:
e Hematoxilina férrica-safranina para mucinas y cartilago
e Contraste para la reaccién de Perls
e Contraste para la tincién de fosfatasa alcalina y cobalto
e Contraste de la hematoxilina férrica para vegetales
e Contraste para hematoxilina de aluminio para plantas
e Tincion general de rutina para vegetales
e Técnica de Darrow, safranina-azul de anilina para tejidos meristematicos
e Técnica de Johansen, safranina-verde rapido para tejido vegetal
e Técnica de Johansen, safina picro-azul de anilina para madera

e Contraste para hematoxilina férrica aplicada en citologia vegetal
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Técnica triple de Flemming

Safranina-cristal violeta-naranja G, para cromosomas
Técnica de Rawlin de safranina-picroanilina azul

Contraste para la modificacién de Bartholomew para Gram
Contraste en la técnica de Wirtz

Contraste del verde de malaquita para esporas

Técnica fluorescente de Bartholomew para esporas
Contraste del cristal violeta para esporas

Contraste del Sudan negro para la tincion de lipidos bacterianos

78. Sudan III
HO O Sudan, Sudan rojo BK, Sudan G, rojo Tony, escarlata B,

rojo oleoso AS, O, B, 3B, rojo cerasin, punzo de grasa

NQN
/©/ O G, Sudan de grasa soluble.
N

{ CI: 26100

F: C,,H,N,O
Colorante acido débil
PM: 352.399 uma
SOL: Alcohol 0.19 %
ABS: 508 a 512 nm

Colorante de eleccion para grasas; en vegetales, sirve

para diferenciar tejido del suber y cutina.
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79. Sudan 1V
Escarlata R, rojo escarlata, rojo oleoso IV, Sudan rojo

BB, Ponceau graso R o LB, Ponceau cerotina 3B y Su-
danrot BB.

CI: 26105

F: C,H,ON,

Colorante débilmente acido
PM: 380.453 uma

SOL: Alcohol 0.09 %

ABS: 520 a 523 nm

Colorante para grasas en la técnica de Herxhermiers
para grasa; dependiendo de su asociacién con otros
componentes, colorea la grasa en tonos de naranja a
rojo, el nacleo azul, los eritrocitos verdes algunas ve-

ces, y algunos citoplasmas verde brillante.

También es usado en la técnica de Rawlins para tejidos

vegetales.
80. Sudan negro B
CI: 261150

F: C,, H,, N,
PM: 456.555 uma
ABS: 596 a 605 nm

Colorante general para grasas, tifie granulos de leuco-
citos, cromosomas, elastina, y es una tincion selectiva
para reticulo y membranas basales, después de la mor-

dentacion con acido fosfotungstico.

En cortes congelados, sirve para demostrar colesterol
libre y fosfatidil colinas. Es una tincion diferencial para
la matriz 6sea. Se usa en la prueba de Bordon para li-
pidos bacterianos, y en la técnica de Chiffelle-Putt con
propilenglicol.
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81. Tartrazina

SO; Na Tartrazina O, tartrazin, amarillo acido T, amarillo T con
diferentes prefijos comerciales y tartrazina con letras

como prefijos o sufijos.

N CI: 19140

% )
c—¢ F: C,,HyN, O, S, Na,

N\N/ \CO N
— 2Na , .
Colorante acido

PM: 534.369 uma

S0; Na SOL: Agua 6 %, cellosolve 2.5 % y glicol 8 %

Colorante que puede sustituir al naranja G en la técnica
del Lendrum, a la ploxina y tartrazina.

Colorea adecuadamente a los cuerpos de inclusion ce-

lular de origen infeccioso.

En la técnica de Mallory, tifie la colagena.
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82. Tionina

NH, [Violeta de Lauths.
CI: 52000

\Z

HN S

F: C,H,N,SCl
Colorante basico
PM: 263.751 uma

SOL: En alcohol y agua, dependiendo de la tempera-

tura, entre 0.25 a 1.0 %. Soluble en cellosolve y glicol.
ABS: 628 a 632 nm

Este colorante es usado principalmente por sus pro-
piedades metacromaticas. Es muy valioso por su co-
loracion de cromatina, mucinas, y su capacidad como
coloracidn vital para células animales y para células ve-

getales, con paredes no lignificadas.
Tifle muy bien los tejidos de insectos.

Inicialmente, fue usado por Erlich, ya que el amiloide
se tifie de azul, mientras que las células cebadas y mu-

cinas se colorean de rojo.

Se puede agregar a los medios de cultivo para diferen-
ciar Brucelas.

Es un colorante de elecciéon para tejidos neoplasicos

cortados en congelacion.
Las siguientes técnicas son algunas de las mas recomendadas:

e Técnica de Donovick para metacromasia en secciones por congelacién de
cerebro

e Mallory para secciones congeladas
e Para granulos de Nissl
e Schmorl de carbol-tionina para matriz ésea

e Para cortes temporales de vegetales hechos a mano
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e Tincion general para la observacion de patologias en vegetales

e Técnica de Coon, tionina-naranja G para observar hongos en tejidos vege-
tales

e Técnica de Dienes para coloracion por fijacién en agar para micoplasmas

83. Verde brillante
N(C,Hs), (HSO, Verde de malaquita G, verde de etilo, cristales de verde

esmeralda, verde sdlido JJO y verde diamante G.
s —Q_N(Csz)z CI: 42040
@ F: C,H,, N, SO,
PM: 482.647 uma
Colorante basico
ABS: 620 a 670 nm
SOL: Es soluble en agua y muy soluble en alcohol.

Este colorante se ha usado para teflir microorganismos
y como colorante diferencial en medios de cultivo bac-

terianos, evidenciando las esporas. Sirve como indica-

dor en el rango de pH entre 0.0-2.6.
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NaO ;S

H5C,

N——CH,

048

Na

84. Verde claro SF
Verde claro, verdes &cido L extra, verde acido F, verde

claro SF amarillento, verde claro 2G, 2GN, S; verde G,

SF y verde lisamina SF.
CI: 42095

F: C,H,N,O,S, Na,
Colorante acido

PM: 792.863 uma

SOL: En agua 20.35 %, alcohol 4 %, cellosolve 5.25 %
y glicerol 12 %

ABS: 629 a 624 nm

Colorante citoplasmatico de uso general, se puede usar
como contraste para cualquier hematoxilina, safranina

y otros colorantes nucleares.

Junto con la fucshina &cida, colorea tubos de polen,

citoplasma y celulosa.

Forma parte de los colorantes de la técnica de Papa-
nicolau; se usa como contraste en técnica de Grocott
para hongos y en la de Fuelgen para nucleolo en plan-
tas.
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¢

N(CH3),
(Hscz)zN\©iNt©/N§N/©/
=
N

85. Verde Janus B

Verde diazina S, verde unién B.
CI: 11050

F: C,,H, N, Cl

PM: 511.808 uma

ABS: 610 a 623 nm

Colorante basico

Se ha empleado para la demostracién de mitocondrias,

como colorante vital y supravital para sangre.

También se emplea en la tincion de embriones en blo-

gue o sus secciones, en adicion de rojo neutro.

Se utiliza en la coloracién vital de hongos y proto-
zoarios, y en la modificacion de Lilie a la técnica de

Ziehl-Neelsen.

86. Verde de malaquita oxalato

cr

oUSh
AN

z—

Verde de malaquita A, B, BX, 4B, J3E, J3ES, NB, NH,
NI, BXN, verde Victoria B, WB, verde soélido O, verde
claro N, NW, verde victoria nueva extra, O, I, II; verde
diamond B, BX, y verde P extra.

CI: 42000

F: C,, H,. N Cl
PM: 927.02 uma
Colorante basico

SOL: Agua 1.5 %, alcohol 0.1 %, cellosolve 5.15 %,
glicol 8.5 % y xileno 0.3 %

ABS: 607 nm

Aparte de su uso como colorante es uno de los des-
parasitantes de eleccion en contra de protozoarios en
acuarios.

Es una excelente combinacion con eosina, colorante vi-
tal para insectos, tifie células cebadas y produce meta-
cromasia en mastocitos.
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87. Verde de metileno

[ZnCly)

Verde basico 5.
CI: 42590

F: C,,H,N,0,S
PM: 329.367 uma

SOL: Agua 8 %, alcohol 3 %, cellosolve 1.8 % vy glicol
3.5 %

ABS: 530 a 635 nm

Se usa como contraste en la técnica de Altmann y en la
de fucshina de anilina para mitocondrias después de la
fijacién. Es buen contraste para el pardo de Bismarck y

colorea los granulos de cromatina de forma diferencial.
88. Verde de metilo
Doble verde SF y verde claro.

CI: 52020

F: C,,H,BrCIN,-ZnCl,
Colorante basico

PM: 653.24 uma

SOL: Agua, alcohol y cloroformo

Colorante nuclear, y también se puede usar como con-
traste en técnicas para tefir tejido conectivo; es buen
indicador acido base de azul-verde a purpura en el ran-
go de 3 a 11 de pH.

En la técnica de Pappenheim de 1899 verde de metilo-
pironina, se usa para identificar ADN y ARN.
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89. Verde de naftanilo (verde rapido de alcali)

0,SNa. l ! S0,
L
(HeCaloN N(C2Hg)s

(H5C2)2N\©\ ijcz"'s)z
C
0,8 NaSO

Verde erio rapido de alcali, verde Lissamina V, verde

Pontacyl NV, verde erio B y (30 nhombres de marca).
CI: 44025

F: C,, H,; N, O, Nas,

PM: 560.628 uma

SOL: Agua 4 % vy alcohol 9 %

ABS: 622 a 626 nm

Se puede usar para modificar la técnica de Masson y
Van Gieson y es buen indicador.

Es un buen colorante para contraste citoldgico y cola-

gena. Industrialmente, tife lana, seda, piel y nylon.

90. Verde rapido FCF

Verde E 143, Food green 3; verde 1724.
CI: 42053

F: C,,H,, O N, S,Na,

PM: 808.863 uma

Colorante acido

SOL: Agua 16.04 y alcohol 0.35

ABS: 625 nm

Es un colorante de uso general para tejidos animales
y vegetales. Sustituye al verde SF amarillento. Como

indicador, es naranja con HCl y azul oscuro en NaOH.

Se aplica en diferentes técnicas: cuadruple de Johan-
sen, tincién de bacteria de Maneval, en la modificacion
de Lilie a la técnica tricrdmica de Masson, y como con-

traste para embriones tefiidos en bloque.

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas

127



NH,, (OOCCH 3)

128

91. Violeta de Cresilo

Cresil violeta acetato y cresil violeta rapido.
F: C,H.N,O,

PM: 321.331 uma

SOL: Agua

ABS: 605 nm

Tifle preparaciones permanentes de neoplasias ade-
cuadamente; se usa en la tincidon en bloque de tejido

nervioso, cromosomas de insectos y sustancia de Nissl.

92. Violeta de metilo

Dalia B, violeta de Paris, pyoktaninum coeruuleum,
violeta de genciana, tetra-, penta-,

y hexametil-pararosanilina.
CI: 42535

F: C,, H,, N, ClI

PM: 379.937 uma

SOL: Muy soluble en alcohol, soluble en agua y preci-

pita con hidréxido de sodio.

Colorante general para la tincién de bacterias. El com-
puesto hexametilado es el cristal violeta, el cual es el

mejor del grupo.
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I
Conclusion

Colorantes para laboratorios de ciencias basicas reune los eventos mas impor-
tantes el estudio de la luz, relacionados con el color y los colorantes, asi como las
propiedades mas importantes de los reactivos colorantes que son usados con mas
frecuencia por los profesionales de las ciencias bioldgicas.

Una de sus principales metas es ayudar durante el trabajo diario de quien necesita
elegir la mejor opcidn para hacer evidente su objeto de estudio. De esta forma, al
enfrentarse al acervo con reactivos muy antiguos (con diferentes nombres o eti-
quetas en otras lenguas), se podra tener la seguridad de haber aplicado la técnica
de tincidn mas apropiada y con el colorante correcto.

Este libro no es un compendio de todos los colorantes ni pretende ser una solucion
final o Unica, su estructura se ha pensado para acercar de forma amable, al alum-
no principiante, o al técnico especialista, al conocimiento, respaldado por un gran
cumulo de conocimientos tedrico-practicos, a lo largo de la historia de la histologia
y microtecnia.
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Cl{AUTI'Q.AN N
Colorantes para laboratorios de ciencias basicas

Este texto introduce al lector en el conocimiento de los colorantes mas utilizados
en los laboratorios de ciencias basicas, citando el nombre origen, la quimica de los
compuestos, formulas, sindnimos y las metodologias mas empleadas para su
aplicacién en los tejidos organicos, para su observacion y estudio.

Pone en contexto a la histologia como la ciencia que explora y explica la morfologia
microscopica y que, apoyada en la microtecnia, permite la observacion de la
maravillosa variedad que se esconde en cualquier ser vivo y en sus componentes
mas finos. Resalta la trascendencia de esta mancuerna (ciencia-técnica), que ha
producido algunos de los descubrimientos mas importantes, principalmente en
biologia y medicina.




