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INTRODUCCIÓ 

La tècnica histològica té multitud de possibilitats que permeten de dur a terme estu
dis exhaustius dels òrgans i dels teixits animals més diversos i heterogenis. Aquestes 
tècniques tenen una gran importància per a la interpretació morfològica dels òrgans i, a 
la vegada, coneguda la seva estructura , s'hi poden situar els indrets on es duen a terme 
les diverses funcions . Tot això ta que la histologia hagi estat, sigui i continuarà essent 
una de les branques de la ciència que no s'anquilosarà mai, ni perdrà mai la impor
tància, ja que qualsevol mena de treball, fins i tot algun de caire sistemàtic, ha de re
córrer alguna vegada a l'aplicació de tècniques histològiques, per simples que siguin. 

Abans d'observar res al microscopi, hem de prendre una colla de precaucions a fi 
que la imatge observada sigui al més informativa possible , i la precaució més simple 
consisteix a posar l'objecte d'estudi entre un portaobjectes i un cobreobjectes, a sobre, 
o no, d'una gota d'aigua. A vegades, el material a estudiar és massa gruixut, i, com que 
no és transparent, fa que, en observar-lo al microscopi, no s'hi vegi res, per la qual cosa 
caldrà obtenir-ne trossets o talls prou fins per a poder esbrinar l 'estructura del material 
en qüestió. 

Per sintetitzar les diverses possibilitats adoptades per a dur a terme un estudi de 
qualsevol mena d'estructura, considerarem diversos casos que es plantegen quan es ta 
la dissecció de qualsevol animal , tant si és invertebrat com vertebrat. 

En primer lloc, farem una distinció entre preparacions temporals, és a dir, aquelles 
que, una vegada observades , dibuixades o fotografiades , es desfan, i les preparacions 
permanents, que es poden conservar anys, sense que perdin l 'interès. 

A. PREPARACIONS TEMPORALS 

En fer la dissecció de qualsevol animal , podem obtenir-ne una colla de preparacions 
temporals, és a dir, preparacions muntades generalment en una gota d'aigua, que ens 
permetran d'estudiar determinades estructures i, tot seguit, desfer-les. 

Així, en fer la dissecció del musclo (Mytilus e.du/is), com a exemple d'invertebrat, 
podem obtenir-ne les preparacions temporals següents : 
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l. Preparació de làmines branquials 

1. Tallarem un trosset de làmina branquial i el muntarem en una gota d'aigua. 
2. Una vegada posat el cobreobjectes, el pressionarem lleugerament. 
3. L'observarem al microscopi, primer en un augment petit, i després, en un de més 

gran: cal tancar força el diafragma per a aconseguir més contrast. 

Advertiment: Observeu-hi el moviment dels cilis de l'epiteli branquial. S'hi veuen molt 
bé, atès el volum, que en aquesta mena de material és considerablement gros, els cor
puscles basals i les arrels ciliars, encara que no es diferencien. S'hi poden observar, a 
vegades, diverses espècies de ciliats. 

corpuscles basals 

11. Preparació de gl,nades 

1. Tallarem un trosset de glàndula de Polichinela (situada sota el peu del musclo) o 
bé una mica de les seves expansions entre les dues fulles del mantell i la posa
rem sobre una gota d'aigua. 

2. Una vegada posat el cobreobjectes, hi farem una lleugera• pressió. 
3. Ho observarem al microscopi, amb el diafragma força tanciit, Ja que no hem tenyit 

les estructures, l així obtindrem més contrast. 

Advertiment: Observeu-hi les cèHules germinals, masculines o femenines, segons el sexe 
del musclo. 

Els musclos mascles acostumen de tenir les gònades de color blanquinós, mentre que 
les femelles solen tenir-les vermelloses, encara que, la comprovació final, cal fer-la al 
microscopi. 

cap 

f 
cua acrosoma 

espennatozolde 
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Ill. Preparació de fibres musculars 

1. Tallarem un trosset dels extrems del mantell o bé una mica del mllscul adductor 
de les valves l el posarem sobre una gota d'aigua. 

2. En dissociarem les fibres dins una gota d'aigua de mar o de sèrum flslològlc, amb 
l'ajut d'agulles, l hl posarem el cobreobjectes, tot fent-hl una lleugera pressió. 

Advertiment: Observeu-hi, amb el diafragma força tancat, les fibres musculars lllses, 
fusiformes. Aquest material pot muntar-u en una gota de glicerina, Í la preparació, en 
aquest cas, és permanent. 

. .......... . . . . . . . . . . . . . 
En fer la dissecció de la granota (Rana rldibunda), com a exemple de vertebrat, es 

poden obtenir les preparacions temporals següents: 

l. Preparació de pell 

1. Tallarem un trossat de 1>ell l eí muntarem dins d'una gota d'aigua l tot seguit hl 
posarem el cobreobjectes. 

Advertiment: Observeu-hl, primer a petits augments, l després a més grans augments, 
les cèHules epitelials, poligonals l aplanades, entre les quals hom pot veure orificis que 
corresponen als orificis excretors de les glàndules (molt abundants en aquesta classe de 
pell); per transparència hl podrem observar també cèHules pigmentàries, més profundes, 
amb l'aspecte estrellat típic, molt irregular. Cal fer-hl la dissecció òptica, és a dir, que 
primer s'enfoquen les cèHules epitelials, l després, amb el cargo( micromètric, s'enfoca 
un pla Inferior, en què trobarem les cèHules pigmentàries. 

11. Preparació del contingut de l'est6mac 

1. Obrirem longitudinalment l'estómac de la granota i en traurem el contingut, parr 
del qual posarem sobre una gota d'aigua. 

2. Hl posarem el cobreobjectes l el pressionarem lleugerament. 

Advertiment: Hom hl podrà ob."lervar artells d'Insectes l d'aràcnids, així com tricomes l 
restes vegetals. El nombre d'estructures a observar depèn del temps que faci que la gra
nota no ha menjat l del grau de digestió dels aliments. Com sempre, caldrà accionar el 
diafragma fins a trobar la llum més adient. 

3 



Ill. Preparació del contingut del recte 

1. Negligirem la part final del recte, generalment molt negrosa, i buidarem la part 
següent, és a dir, el tros que hi ha a un centímetre del final, sobre una gota d'aigua 
destiHada o bé sobre una gota de líquid fisiològic, posada ja sobre el portaob
jectes. 

2. Un cop posat el cobreobjectes, hi farem uria lleugera pressió l, abans d'observar 
la preparació al microscopi, la mirarem a ull nu: a vegades s'hi veuen cucs blancs 
com es mouen. • 

Advertiment: Observeu-hi les diverses espècies de protozous, els uns paràsits, els altres 
comensals, que es troben habitualment al recte de la granota i dels gripaus. Els més fre
qüents són: 

Ciliats: 
Nyctotherus codiformis 
Balandidium entozoon 
Trlchodina pediculus 

FlageHats: 
Opalina ranarum • 

També poden observar-s'hi diverses especies de nematodes, cestodes i trematodes, 
que, per transparència de llur tegument, deixen veure el tracte digestiu. És molt Interes
sant l'estudi de la regió anterior, on fàcilment es veu la ventosa i la musculosa faringe 
(en el cas dels trematodes i cestodes). Així mateix pot observar-s'hi la musculatura de la 
paret del cos i la distribució de l'aparell reproductor. Entre d'altres, són típics els tre
matodes següents: 

Cephalogonlmus sp. 
Opisthoglyphus ranae 

IV. Preparació d'espermatozoides 

Tallarem amb una fulla de bisturí o d'afaitar un testicle de la granota sobre una gota 
d'aigua o sobre líquid fisiològic; el buidarem una mica sobre una gota d'aigua posada 
prèviament damunt el portaobjectes l, tot seguit, hi posarem el cobreobjectes. 

Advertiment: Observeu-hi la morfologia dels espermatozoides, que és molt típica i que 
es pot veure molt bé, sempre que accio.nem convenientment el diafragma. Aquest proce
diment pot fer-se servir sempre en fer la dissecció de qualsevol vertebrat. 

V. Preparació de fibra muscular estriada 

1. Tallarem un tros de múscul de l'anca de la granota, per exemple, i el posarem 
sobre una gota d'aigua o de líquid fisiològic. 

2. Dissociarem el múscul amb l'ajut d'agulles, dins una gota d'aigua o de glicerina. 
3. Després d'haver-hi posat el cobreobjectes, hi farem una lleugera pressió. 

Advertiment: Les bandes A i l de la fibra muscular estriada es veuen molt bé, diafrag• 
mant adequadament. Aquesta preparació pot ésser permanent, per a la qual cosa caldrà, 
una vegada feta la dissociació, fixar el material amb una mica de formol al 6 % , per exem-

• KUDO, R. R.: Protozoologla. C.E.C.S.A., Mèxic, 2.' reimpressió, 1972. 
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ple, durant uns 15 min. l tot seguit caldrà muntar el material amb una gota de glicerina. 
Cal recordar que aquesta classe de muntatge no s'asseca mai l que cal vorejar o cimentar 
la preparació mitjançant esmalt d'ungles. 

Advertiment general: Aquestes preparacions, les considerem temporals. Ara: és possi
ble d'obtenir-les permanents, però cal recordar que la tècnica és, en aquest cas, més 
llarga, ja que cal fixar les estructures perquè no s'alterin amb el temps. 

A excepció de la preparació de la pell, totes les altres poden obtenir-se en fer la 
dissecció d'altres classes de vertebrats, com per exemple del ratolí, de la rata o del co
nill, animals de dissecció molt sovint utilitzats per a aquesta mena de classes pràctiques. 

Amb la pell del ratolí o de qualsevol altra classe de vertebrat no podem fer l'obser
vació directament, ja que és massa gruixuda i no és transparent, per la qual cosa caldrà 
seguir la tècnica de l'observació de talls que Indicarem a continuació. 

El contingut de l'estómac i del recte dels animals és una font d'organismes comen
sals els uns, i paràsits, els altres, bé siguin protozous o metazous, molt interessant l a 
tenir en compte. 

B. PREPARACIONS PERMANENTS 

Caldrà considerar dos casos possibles: d'una banda, l'obtenció de preparacions per
manents d'estructures animals de les quals, per a llur estudi, no cal obtenir talls; i, d'altra 
banda, les estructures, com són els òrgans, per a l'observació al microscopi, amb les 
quals caldrà seguir un procés més o menys llarg fins a obtenir-ne les preparacions de
sitjades. 

l.t. PREPARACIÓ D'ESTRUCTURES ANIMALS DE LES QUALS, PER A LLUR ESTUDI, 
NO CAL OBTENIR TALLS 

t. Preparació de foramlnifers 

La sorra d'algunes platges és molt rica en foraminífers fòssils l és una font inesgo-
table per a estudiar les formes més representatives d'aquest grup de protozous. 

Hi ha tres possibilitats de muntatge: 

a) Muntar directament amb una gota de bàlsam del Canadà o equivalent. 
b) Muntar primerament amb una gota de goma aràbiga, deixar-la assecar unes quan

tes hores i, tot seguit, posar-hi una gota de bàlsam i el cobreobjectes. 
c) Muntar a l'aire, és a dir, posar el material en sec sobre un portaobjectes l, tot 

seguit, dipositar un cobreobjectes que tingui una goteta de bàlsam a banda l 
banda, o bé un cobreobjectes net, que una vegada coHocat es vorejarà o cimen
tarà amb laca d'ungles. 

Advertiment: Els procediments a) l c) són, possiblement, els més Idonis. l:.s interessant 
de triar la sorra de foramlnffers amb una lupa binocular l, amb una agulla, anar-los posant 
sobre el portaobjectes. 

Per a llur classificació, podem adreçar-nos a l'obra de COLOM.• 

2. Preparació de protozous actuals 

Agafarem una mostra de zooplàncton, no gaire concentrada, l la posarem sobre un 
portaobjectes amb una gota de goma aràbiga, la deixarem assecar l hl posarem tot se-

• COLOM, G.: Forsmlnlferos lbérlcos, lnvest. Pesquera, T. 38 (1), Barcelona, 1974. 
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guit una gota de bàlsam i el cobreobjectes. També es pot muntar directament amb una 
gota de glicerina, i en aquest cas caldrà vorejar el cobreobjectes amb una mica de laca. 

Habitualment, les mostres de zooplàncton i de plàncton en general són fixades amb 
formol al 6 % o bé amb alcohol de 90". Posteriorment, per fer-ne recomptes, es tenyeixen 
l es conserven amb lugol, encara que aquest pot fer-se servir dlrectamntent com a fixador.' 

3. Preparació de ràdules de cargols o de cefalòpodes 

. N'extraurem la ràdula amb pinces o agulles . 
• La deixarem uns minuts amb KOH a l'1 % en calent o bé durant unes 12 hores, si 

es treballa a la temperatura ambient . 
• La rentarem amb molta aigua de l'aixeta, durant uns 30 min . 
• La passarem per aigua destiHada. 
• Muntatge, seguint diverses tècniques: 

a) Muntatge directe amb una gota de glicerina,_ vorejant després el cobreobjectes. 
b) Muntatge amb una gota de goma aràbiga, es deixa assecar i posteriorment es 

munta amb bàlsam del Canadà. 
c) Muntatge amb bàlsam del Canadà o equivalent. 

Aquesta última classe de muntatge requereix una deshidratació prèvia del ma-
terial, per la qual cosa caldrà seguir els passos següents: · 
15 min. amb alcohol de 70º. 
15 min. amb alcohol de 90". 
15 min. amb alcohol absolut. 
15 a 30 min. amb essència d'eucaliptus. 
5 min. amb xllol. 

Ho muntarem · amb una gota de bàlsam del Canadà. 

Advertiment: ~s possible, i a vegades recomanable, una tinció de la ràdula, per a la qual 
cosa, abans de començar la deshidratació, es tenyirà durant un temps variable amb colo
rants de la mena de la fucsina àcida a l'1 %, l'hematoxilina o amb blau de metilè al 0,1 %. 
Els temps poden ésser més o menys els següents: 

a) 1 hora amb fucsina àcida a 1'1 %. 
Rentat amb aigua destiHada que tingui unes gotes d'àcid acètic. 

b) 10 min. amb hematoxilina de Delafield. 
Rentat de 30 min. amb aigua de l'aixeta. 

c) 10 min. amb blau de metilè al 0,1 % o bé 2 min. amb blau de metilè al 0,5 %. 
Ho rentarem amb aigua destiHada i farem diverses esbaldides. 

Sigui quina sigui la tlncló efectuada, a continuació, després del rentat, prosseguirem 
amb la deshidratació del material. Si no volem tenyir la ràdula, caldrà Jugar com sempre 
amb el diafragma per a aconseguir la màxima informació de l'estructura. 

4. Preparació d'escates de papallones 

Rascarem suaument les ales d'una papallona sobre un portaobjectes i cobrirem la 
•pols• que hl quedi amb un cobreobjectes, en el qual haurem posat quatre gotes de 
bàlsam molt menudes, a banda i banda; és un muntatge amb aire. 

Es pot fer el muntatge amb bàlsam del Canadà, però l'index de refracció és molt 
semblant al de la quitina ·que constitueix l'escata, i, en observar-ne l'estructura al micros
copi, no hi ressalten els detalls. 

~s Interessant de fer aquesta preparació amb escates de dues o tres espècies de 
papallones i veure'n les diferències estructurals. 

1. SCHWOERBEL, J.: Métodos de hidrobiologia, ed. Blume, Madrid, 1975. 
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Advertiment: De la mateixa manera que són test de resolució les preparacions de deter
minades espècies de diatomees, també es poden fer servir preparacions d'escates de papa
llones per a fer aquest calibratge. 

5. Preparació de peces quitinoses d'artròpodes (antenes, artells, genltàlles, etc.) 

Un cop arrencades les antenes i les potes amb rpolt de compte, es poden muntar 
directament amb Hoyer, Berlesse, glicerina-gelatlnada, etc., és a dir, amb qualsevol mitjà 
de muntatge aquós, encara que els esmentats són els que donen més bons resultats. 

Si volem fer un muntatge amb bàlsam del Canadà, per l'índex de refracció, que ens 
permetrà d'esbrinar més bé els minúsculs detalls de la quitina d'aquestes estructures, 
caldrà deixar assecar molt bé el material, fins que quedi ben deshidratat. Això es pot 
fer de dues maneres: o bé el deixarem assecar a l'aire o dins una estufa, o bé passareP1 
les peces per una sèrie alcohòlica, per essència, xllol l, finalment, les muntarem amb 
bàlsam. (Vegeu la tècnica del muntatge dels ta!ls, pàg. 24.) 

SI es tracta d'una genitàlia, en extreure'n les peces sota lupa binocular, queden lògi
cament envoltades per teixits muscular l conjuntiu, que caldrà eliminar, per a la qual 
cosa cal fer una digestió amb KOH de l'1 % al 5 %, en calent o en fred, durant un 
temps que caldrà calcular en cada cas; quan es treballa en calent, el temps, lògicament, 
és molt més curt.' La potassa, a més d'eliminar la matèria orgànica, transparenta l'es
tructura i pot ésser Interessant, a vegades, de donar-li més contrast, per a la qual cosa 
podem tenyir-la amb un colorant específic de la quitina, com és el negre de clorazol.2 El 
temps de tinció és molt variable, i osciHa de 15 min. a unes quantes hores. 

&. Preparació d'escates de peixos 

. Un cop arrencades les escates de peixos com ara sardina, verat o qualsevol altra 
espècie, les deixarem unes 24 hores amb KOH a l'1 % a la temperatura ambient; si 
s'escalfen dins un vidre de rellotge, el temps és molt més curt . 

• Les rentarem amb aigua de l'aixeta de 30 min. a una hora . 
. Les passarem per aigua destiHada . 
. Farem una tinció facultativa, d'una hora amb fucsina àcida a 1'1 % . 
• 15 min. amb aigua destiHada. 
• 10 min. amb alcohol de 70º . 
. 10 min. amb alcohol de 90". 
• 10 min. amb alcohol absolut. 
• 15 min. amb essència. 
• 5 min. amb xilol. 
• Les muntarem amb una gota de bàlsam del Canadà. 

7. Preparació de pèls de mamífers 

• Tallarem pèls de diferents espècies de mamífers l de diverses parts del cos . 
. Els deixarem 24 hores amb KOH a 1'1 % . 
• Els rentarem amb aigua de l'aixeta de 30 min. a una hora. 
• Els passarem per aigua destiHada. 
• Els deixarem eixugar a l'aire o bé dins una estufa. 
• Els passarem per xilol durant uns 5 min. 
• Els muntarem amb una gota de bàlsam del Canadà. 

1. DURFORT, M.: •Tècniques de transparentat d'Invertebrats l d'esquelets de vertebrats: apil• 
caclons•. Seminaris d'Estudis Universitaris, mlm. 1, Inst. Cat. Hlst. Nat., Barcelona, 1975. 

2. El negre de clorazol es prepara amb alcohol de 7'1' amb solució saturada, és a dir, uns 
0,7 g de colorant per 100 ec d'alcohol de 7'1', segons Carayon (1969). 
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Advertiment: Aquesta mena de muntatge és el més Informatiu. SI el pèl és negre o 
marró, per a veure'n millor l'estructura, cal deixar-lo de 15 min. a una hora amb aigua 
oxigenada de 30 volums, perquè es descolor!. Els sistemàtics de mamífers Indiquen que 
hi ha més diferències, quant a l'estructura dels pèls, entre els de diverses regions del 
cos d'una mateixa espècie, que no entre els d'espècies diferents. 

En fer l'observació de pèls o bé de plomes d'ocells, cal esbrinar si sobre l'estructura 
quitinosa hi ha postes d'ous d'Insectes, epiparàslts dels animals en qüestió. 

8. Preparacl6 de plomes d'ocells 

El millor és muntar-les directament a l'aire. 

9. Preparacl6 d'ossos 

Agafarem un tros d'os de bou o de vedella, el farem bullir i amb una serra petita 
en farem seccions tan primes com sigui possible. Seran Interessants, sobretot, els talls 
transversals. Els fragments obtinguts així han de quedar reduïts a làmines transparents, 
per la qual cosa els passarem les vegades que calgui sobre una pedra d'esmeril, prime
rament gruixuda i després més fina; cal posar aigua entre l'os i la pedra perquè llisqui 
més bé. 

Una vegada el fragment és ben transparent, cal rentar-lo amb força aigua de l'aixeta, 
primerament, l destiHada després. Ho deixarem assecar l ho muntarem a l'aire o bé amb 
goma aràbiga i bàlsam, o, senzillament, amb bàlsam; cal buscar el mitjà de muntatge que 
doni més contrast a l'estructura a observar. 

Advertiment: Cal assenyalar que algunes cases comercials disposen de micròtoms adients 
per a tallar cossos durs, com és l'os, Ja que la ganiveta té una aleació especial. El preu 
d'aquesta mena d'instruments és, generalment, força elevat. També podem obtenir talls 
fina processant l'os com al fos un mineral o una roca. 

EXTENSIONS DE SANG 

L'extensió de sang es fa mitjançant extensions, és a dir, es posa una gota de sang 
a l'extrem d'un portaobjectes molt net i desgreixat i amb l'ajut d'un segon portaobjectes, 
a ser possible esmerilat, es fa l'extensió o frottls, segons l'esquema següent: 

l 
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Una vegada assecada l'extensió a l'aire, seguirem els passos següents: 
. s min. de fixació amb metanol o bé amb sublimat corrosiu (solució aquosa satu-

rada de biclorur de mercuri). 
• Decantarem el fixador i ho assecarem amb paper de filtre . 
. Ho tenyirem durant 30 min. amb GIEMSA diluït.' 
• Ho rentarem amb aigua destiHada durant 10 min., fent-ne dos o tres canvis. 
• Ho assecarem amb paper de filtre . 
. Muntatge facultatiu, encara que recomanat, amb bàlsam del Canadà o bé amb DPX . 
. Observarem els diversos tipus ceHulars, amb l'objectiu d'immersió, és a dir, de 1.000 

a 2.000 augments. 
Una altra possibilitat és de fer una doble tinció amb HEMATOXILINA-EOSINA. La tèc-

nica a seguir en aquest cas és: 
. 5 min. de fixació amb metanol o bé amb sublimat corrosiu . 
. Decantarem el fixador i ho assecarem amb paper de filtre . 
. Ho tenyirem durant 15 min. amb hematoxilina.' 
. Ho rentarem durant 30 min. amb aigua de l'aixeta.• 
• Ho tenyirem durant 5 min. amb eosina• a l'1 % . 
. Ho rentarem diverses vegades, dues o tres, amb alcohol de 96º. 
• Ho assecarem amb paper de filtre. 
• Muntatge facultatiu amb bàlsam del Canadà o amb DPX. 

Advertiment: La casa HARLECO té un equip de tinció, •DIFF-QUICK•, molt interessant, 
ja que d'una manera molt ràpida i sobretot molt positiva tenyeix les extensions de sang, 
amb uns resultats semblants als obtinguts amb la tècnica de WRIGT-GIEMSA. Aquesta 
tècnica fou aconseguida per WITLIN el 1970. 

Un cop preparats tres flascons de borrel amb cada un dels tres productes de la casa 
HARLECO, és a dir, amb el fixador (solució A), amb el primer colorant (solució l o B) i 
amb el segon colorant (solució II o C), i assecada l'extensió de sang, se sotmet als passos 
següents: 

• Submergirem cinc vegades el portaobjectes amb l'extensió dins del flascó que 
conté la solució A; cada vegada s'hi deixa durant un segon. 

• El submergirem cinc vegades en el flascó que conté la solució B, durant 5 seg., amb 
immersions d'un segon. 

• Deixarem escórrer l'excés de colorant sobre un full de paper de filtre l el posarem 
dins el recipient que conté la solució II durant 5 seg., deixant-l'hi 1 seg. cada 
vegada. 

• Escorrerem l'excés de colorant i 
• el rentarem durant 2 o 3 min. amb aigua destiHada. 
• L'assecarem amb paper de filtre. 
· Muntatge facultatiu, encara que recomanat, amb bàlsam del Canadà o equivalent, 

DPX, etc. 

Advertiment: Si hom vol l'extensió més tenyida, es deixa més temps dins les solucions 
l i 11. Els temps i¡·eran considerablement més llargs si la sang a estudiar no és la humana; 
cal assajar el temps per a cada espècie. Els productes són molt tòxics: precaució! 

1. El GIEMSA és una solució formada per tres colorants histològics: azur de metilè, blau de 
metilè l eosina. l:s preferible de comprar-lo Ja preparat, l abans de fer-lo servir es dilueix: 10 gotes 
de GIEMSA amb 10 ec d'aigua des~IHada. 

2. L'hematoxilina és un colorant típicament nuclear. Qualsevol classe d'hematoxilina serveix 
per a tenyir els nuclis de les cèHules blanques de la sang. 

3. Normalment, després de tenyir amb hematoxilina, hom fa un rentat amb aigua de l'aixeta, 
perquè les sals de l'aigua provoquen el viratge del colorant, que passa de vermell a tenir un color 
blavós. 

4. L'eosina és un colorant eminentment citoplasmàtic. 
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Resultats: 

eritròcits 

plaquetes 

neutròfils: 
nucli 
citoplasma 
granulacions 

eosinòfils: 
nucli 
citoplasma 
granulacions 

basòfils: 
nucli 
granulacions 

monòcits: 
nucli 
citoplasma 

limfòcits: 
nucli 
citoplasma 

roses 

violetes 

blau marí 
rosa clar 
vermelloses 

blau marí 
blau cel 
vermelles 

vermell 
vermell fosc, quasi negres 

violeta (lobulat) 
blau cel 

violeta .. , 
blau cel e 

• 

Advertiment: Aquest mètode és també molt adient per a tenyir les aposicions dels tes
ticles o per a la visualització dels protozous del contingut rectal de nombroses espècies. 

B.2. PREPARACIONS D'ESTRUCTURES ANIMALS DE LES QUALS, PER A LLUR ESTUDI, 
CAL OBTENIR TALLS 

Normalment, en histologia, cal obtenir talls del material que es vol estudiar l per 
això és necessari fer una inclusió, sigui en parafina, en celoïdina o per congelació. Els 
talls més fins s'obtenen per la inclusió en parafina. La tècnica de la inclusió en celoïdlna 
és molt llarga, mentre que la congelació permet d'obtenir amb molta rapidesa talls, encara 
que no gaire fins. · 

Tècnica a seguir per a fer una Inclusió en parafina 

Després de la fixació de l'òrgan o teixit a estudiar amb qualsevol dels liquida fixadors 
més habituals (formol al 6 o 10 %, CARNOV, BOUIN, ZENKER, etc.) de 12 a 24 hores, 
segons les mides del material, de la classe de mostra, etc., el material s'ha de deshi
dratar:' 

1. SI el material ha estat fixat amb alcohol absolut o bé amb CARNOV, es pot anar dlrec:ta
ment al pas d. El temps de permanència en cada pas depèn de la grandària de la peça, alxl com 
de la textura del material. 
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a) De 6 a 12 hores amb alcohol de 70º. 
b) De 6 a 12 hores amb alcohol de 90º. 
c) De 6 a 12 hores amb alcohol absolut. 
d) De 4 a 6 hores amb cloroform o xilol. 
e) De 4 a 6 hores amb cloroform i parafina o amb xilol i parafina. 
f) De 4 a 6 hores amb parafina, a l'estufa, a uns 55-60 ºC. 

Advertiment: Podem considerar com a temps normal de fixació de 12 a 24 hores, però 
cal tenir en compte que aquest temps depèn del fixador emprat, així com de la classe de 
material i de la seva grandària; com més petita sigui la mostra del material a fixar, més 
curt serà el temps de fixació i de les etapes següents. 

El fixador quasi mai no és un bon mitjà de conservació, és a dir, que si després de 
la fixació de l'òrgan o del teixit no volem incloure'l tot seguit, el traurem del fixador i el 
posarem en alcohol de 70º o bé en formol ai 6 % , on podem deixar-lo durant mesos. 

Si el fixador utilitzat té sals fortes [ZENKER) o bé àcids [BOUIN), cal rentar molt bé 
el material abans de conservar-lo o abans de començar la deshidratació. 

SI l'alcohol utilitzat durant la deshidratació ha estat l'isopropílic, en lloc de l'etílic, 
podem saltar-nos els passos d i e. 

l Congelació l 

' FIXADOR 

- - - Material fresc 

• FIXADOR-, 

• Rentat amb aigua l 

l Agar o Gelatina l 
35 a 40ºC 

[Carnoy) 

(4) 

[S) 

A-70 
A-90 
A-Absolut 

ü 
Cloroform = 

¡ deshidratació 
amb alcohol 
etílic 

Cloroform-Parafina l ~ • g-l 
l l~ 

l J AA + Èter 
(6) j Parafina +- -

Celoïdina 
55-65ºC 

Passos de les diverses vies a seguir, prèvia obtenció de talls d'òrgans l teixits animals. 

Es fan els blocs de parafina amb l'ajut de les pinces de LEUCKART o bé en capses 
de cartolina, i al cap de poques hores [encara que és millor de deixar-ho d'un dia per 
l'altre) es pot començar a tallar amb un micròtom adient, sigui de la classe MINOT o bé 
de lliscada. 

línies a doblegar, seguint 
l'ordre Indicat 

.... ... ~ .. ,, ... @ 
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Pinça de LEUCKART 

cartolina per a escriure amb 
llapls la classe de material 
que hem Inclòs: Ronyó 

Cavis cobsys 
Formol 10 % 

Els talls obtinguts tenen habitualment un gruix de 6 a 8 ti, de mitjana. 
Aquests talls es planxen, posant-los dins d'un crlstaHltzador ple d'aigua de l'aixeta, 

escalfada a uns 35-40 ºC; quan estan ben estesos es recullen amb un portaobjectes prè
viament albuminat, és a dir, que damunt del portaobjectes ben net i desgreixat es posa 
una gota molt menuda d'albúmina de MAYER (glicerina l clara d'ou a parts Iguals) l amb 
el dit s'estén d'un cap a l'altre. 

També podem treballar amb un bany maria ple d'aigua en la qual s'ha dissolt un 5 % 
de gelatina en pols. 

Una vegada damunt el portaobjectes, se centren l s'eixuguen per les vores l es posen 
a l'estufa a uns 35 ºC, durant un parell o tres d'hores; un cop trets de l'estufa, es deixen 
refredar i ja es pot passar a la tlnció. 

~--- ----

Advertiment: En alguns casos la inclusió en parafina no és convenient, com per exem
ple en l'estudi dels greixos, ja que en deshidratar eliminaríem, per dissolució, les gotetes 
llpídlques que hi poden haver dins les cèHules; en aquest cas, cal obtenir talls mitjançant 
el micròtom de congelació. Els talls obtinguts per la tècnica de la congelació són més 
gruixuts que els aconseguits amb la Inclusió en parafina l normalment no s'enganxen al 
portaobjectes, l s'han de pescar amb una vareta de vidre l passar-los d'un reactiu a l'al
tre; això requereix molta pràctica per tal de no fer-los malbé. L'adhesió dels talls obtin
guts per congelació es pot fer emprant portaobjectes gelatinitzats, els quals s'hauran 
aconseguit submergint-los un minut en una solució de gelatina al 0,2 % en la qual s'ha 
afegit alum cròmic al O, 1 % i .unes gotes de timol (per evitar que hl creixin fongs) i dei
xant-los assecar de dues a quatre hores a 45 ºC a l'estufa. Els talls recollits sobre porta
objectes preparats així es deixaran de dues a quatre hores a l'estufa. Abans de tenyir
los, caldrà hidratar-los, per la qual cosa els deixarem deu minuts en alcohol absolut, deu 
minuts en alcohol de 90º, deu minuts en alcohol de 70º i deu minuts en aigua destiHada. 
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TINCIO DE TALLS ANIMALS OBTINGUS PER INCLUSIÓ EN PARAFINA 

Una vegada obtinguts els talls i enganxats mitjançant l'albúmina de Mayer o la gela
tina, cal tenyir-los, però atès que els colorants són generalment solucions aquoses, cal 
treure prèviament la parafina dels talls, ja que no hi deixaria entrar el colorant, per la qual 
cosa els desparaflnem i hidratem seguint un procés habitual, que és el següent: 

• De 15 a 30 min. amb xilol (desparafinat). 
• 15 min. amb alcohol absolut. } 
• 15 min. amb alcohol de 90º . 
· 15 min. amb alcohol de 70º hidratació 
• 15 min. amb aigua destiHada. 

Treta la parafina l hidratat el tall, hom pot escollir la tècnica de tinció que cregui més 
adient per a cada mena de material o per allò que hom pretén de veure; així cal saber 
si volem tincions panoràmiques de l'òrgan, i escollirem en aquest cas una doble tlncló 
amb hematoxilina-eosina, per exemple, o un mètode trlcròmlc com pot ésser el Mallory. 
Ara bé, si cal cercar quelcom de molt concret, com poden ésser els cromosomes, triarem 
una tècnica més especifica, com l'hematoxilina fèrrica de HEINDENHEIN. 

Advertiment: Si el material ha estat inclòs en celoïdina, ~al tenir en compte que aquesta 
no es dissol en res, i per tant no caldrà deshidratar el material, prèvia tinció, ja que els 
talls són normalment recollits amb aigua destiHada, així com els talls obtinguts per con
gelació. 

Algunes tlncions recomanades per a aplicar sobre els talls 

Creiem especialment recomanables per la informació que donen l per llur relativa 
rapidesa, les tincions que esmentarem a continuació. Considerarem que els òrgans l tei
xits han estat inclosos en parafina. 

Els temps indicats per als colorants són els més habituals, però caldrà calcular-los 
per a cada mena de colorant, per a cada mena de material, i segons el gruix dels talls, 
tenint en compte que els talls gruixuts necessiten menys temps de tincló que els talls 
més fins. Així mateix, el temps de tinció depèn també del període que fa que estigui 
preparat el colorant: alguns colorants amb el temps perden llurs propietats tintorials, 
com és el cas de la plcrofucsina, mentre que d'altres guanyen, com és el cas de la ma
joria de les hematoxilines. 

Doble tinc/6 amb hematoxilina-eosina 

1. Desparaflnarem amb xilol. 
2. Hidratarem els talls seguint la seqüència abans esmentada (pàg. 13). 
3. 5 min. amb hematoxilina (de DELAFIELD, de FRIEDLANDER, etc.; colorant nu-

clear). 
4. 15 a 30 min. amb aigua de l'aixeta. 
5. 2 min. amb aigua destiHada. 
6. 5 min. amb eosina aquosa a 1'1 % (colorant citoplasmàtic). 
7. 5 min. amb alcohol de 96º. 
8. 5 min. amb alcohol absolut. 
9. 15 min. amb essència (creosota, eucaliptus, terpineol). 

10. 2 min. amb xilol. 
11. Ho muntarem amb una gota de bàlsam del Canadà o equivalent. 

Resultats: Nuclis 
Citoplasma 
Fibres musculars 
Fibres conjuntives 

blau marí 
rosat 
roses 
blaves 
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Hematoxilina-plcrofucslna (triple tlncló de van GIESON) 

1. Desparafinarem amb xllol de 15 a 30 min. 
2. Hidratarem els talls, fins a l'aigua destiHada. 
3. 2 min. amb hematoxilina de GROAT. 
4. Els rentarem 15 min. amb aigua de l'aixeta, fent-ne dos o tres canvis. 
5. 5 min. amb picrofucsina, que, a la vegada que tenyeix, diferencia. 
6. 5 min. amb alcohol absolut (dos canvis). 
7. 15 min. amb qualsevol mena d'essència. 
8. 2 min. amb xllol. 
9. Ho muntarem amb una gota de bàlsam del Canadà o equivalent (DPX). 

Resultats: Nuclis negres 
rosat 
vermelles 
marró clar 

Citoplasma 
Fibres elàstiques 
Fibres musculars 

Mètode de MALLORY (Tècnica simplificada del mètode de l'AZAN) 

1. Desparafinarem amb xllol. 
2. Hidratarem els talls. 
3. 15 min. amb sublimat corrosiu (biclorur de mercuri, en solució aquosa saturada). 

Actua de mordent. 
4. Ho rentarem amb aigua destiHada (posar l treure). 
5. 15 seg. amb fucsina àcida a 1'1 %. 
6. Ho rentarem amb aigua destiHada (posar i treure). 
7. 60 seg. amb àcid fosfomolíbdic a 1'1 % (actua de mordent). 
8. Ho rentarem amb aigua destiHada (posar l treure). 
9. 75 seg. amb liquid de MALLORY. 

10. Ho rentarem amb aigua destiHada (posar i treure). 
11. Ho diferenciarem amb blau d'anilina S.A. alcohòlica (uns 10 seg.). 
12. 10 seg. amb alcohol absolut. 
13. 15 min. amb essència. 
14. 2 min. amb xilol. 
15. Ho muntarem amb una gota de bàh1am del Canadà o amb DPX. 

Resultats: Nuclis i cromosomes . vermells 
Granulacions citoplasmàtiques 
Fibres coHàgenes 
Fibres musculars 
Eritròcits 
Fibres nervioses 
VlteHus 
Quitina . 

taronges vermelloses 
blaves 
vermelloses 
taronges 
Illes 
groc 
vermella 

Mètode de l'AZAN, segons HEINDENHEIN 
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1. Desparaflnarem amb xilol. 
2. Hidratarem els talls. 
3. De 40 a 60 min. amb azocarmí, a l'estufa a 56-60 ºC. 
4. Ho rentarem amb aigua destlHada (posar i treure). 
5. Ho diferenciarem amb alcohol-anilina, al microscopi, fins que només es vegin els 

nuclis de color rosat. 
6. 1 min. amb alcohol-acètic, per tal de frenar el procés de la diferenciació. 



7. D'1 a 3 hores amb àcid fosfomolíbdlc al 5 % (actua de mordent). 
8. Ho rentarem amb aigua destiHada (posar i treure). 
9. Ho tenyirem d'1 a 3 hores amb blau d'anilina-orange G-àcid acètic. 

10. Ho rentarem amb aigua destiHada. 
11. Ho diferenciarem amb alcohol de 96º uns dos o tres segons. 
12. 2 min. amb alcohol absolut. 
13. 15 min. amb essència. 
14. 2 min. amb xilol. 
15. Ho muntarem amb una gota de bàlsam del Canadà o equivalent (DPX). 

Resultats: Nuclis l cromosomes . 
Granulacions citoplasmàtiques 
Fibres musculars 
Fibres coHàgenes 
Mucus l cartílag 

vermells 
vermelles, grogues l blaves 
de vermell a taronja 
blaves 
blau marí 

Advertiment: Les tècniques de tinció de MALLORV o bé l'AZAN donen resultats molt 
positius amb talls de tràquea, d'intestí o de llengua . 

UCNIOUES MOLT ESPECIFIQUES 

Hematoxilina fèrrica, segons HEINDENHEIN 

1. Desparaflnarem amb xilol. 
2. Hidratarem els talls, fins a l'aigua destiHada. 
3. De 12 a 24 hores amb sulfat fèrric amònic (alum de ferro) al 5 % (actua de 

mordent). 
4. Farem un rentat ràpid amb aigua destlHada. 
5. Farem una tlncló de 12 a 24 hores amb hematoxilina de HEINDENHEIN (sobretln

ció; es forma una laca amb el mordent). 
6. Diferenciarem amb l'alum de ferro al 2,5 %, sota microscopi, fins que quedin te

nyits només els nuclis, o es vegin els cromosomes, o bé les bandes de la fibra 
muscular estriada, o el centriol. 

7. Ho rentarem durant 30 min. amb aigua de l'aixeta. 
8. Ho rentarem 5 min. amb aigua destlHada. 
9. 5 min amb alcohol de 70° 

10. 5 min. amb alcohol de 90º. 
11. 5 min. amb alcohol absolut. 
12. 15 min. amb essència. 
13. 2 min. amb xilol. 
14. Ho muntarem amb una gota de bàlsam del Canadà o equivalent. 

Advertiment: Aquesta tlnció és molt interessant, car dóna imatges molt clares del nucli 
l dels nuclèols de les cèHules en repòs, així com imatges dels cromosomes de les cèl
lules que estan en divisió; a la vegada tenyeix el contriol i les bandes de la fibra muscular 
estriada, per la qual cosa, si volem estudiar quelcom d'aquestes estructures, les tenyirem 
amb aquesta tècnica. 

Hem observat que la tinció de gònades i de meristemes radicals (materials rics en 
figures de divisió ceHular) amb la tècnica de van GIESON, és a dir, amb la triple tlnció 
hematoxilina de GROAT l picrofucsina, dóna uns resultats molt positius i té l'avantatge 
que el procés és molt més curt. En el cas d'aplicar l'hematoxilina de GROAT per a la 
tincló de cromosomes de meristemes radicals, cal augmentar el temps de tincló conside
rablement, Ja que les parets ceHulòslques retarden l'entrada del colorant, i, per tant, un 
temps d'uns 15 min. és el recomanat, encara que, com sempre, cal cercar el temps més 
adient per a cada classe de material. 
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Tècnica del P.A.S. (àcid per-iòdic de SCHIFFJ 

1. Desparafinarem amb xilol. 
2. Hidratarem els talls. 
3. 10 min. amb àcid per-iòdic (que provoca una oxidació dels components hldrocar-

bonats dels talls). 
4. 10 min. de rentat amb aigua de l'aixeta. 
5. Farem un rentat ràpid amb aigua destlHada. 
6. 10 min. amb el reactiu de SCHIFF; cal fer l'operació en un recipient de vidre, 

ben tancat. 
7. Farem un rentat ràpid amb aigua destiHada. 
8. Farem una tinció facultativa amb blau de toluïdina al 0,5 % durant 2 min. o bé 

amb verd de metilè a 1'1 % durant 15 min. 
9. Ho rentarem amb aigua destiHada durant 5 min. 

10. Ho deshidratarem. 
11. 15 min. amb essència. 
12. 2 min. amb xilol. 
13. Ho muntarem amb bàlsam del Canadà o similar. 

Resultats: Els materials que tenen mucopolisacàrids o glicoproteïnes queden tenyits de 
color rosa vermellós i destaquen de la resta que queda sense tenyir o bé tenyit de color 
blau verd, segons si hem escollit l'una o l'altra tècnica de tinció facultativa de contrast. 

Es recomana d'emprar aquesta tècnica amb talls de tràquea, d'intestí, així com de 
pàncrees, principalment. 

Tècnica de FEULGEN l ROSSENBECK 

1. Desparaflnarem amb xilol. 
2. Hidratarem els talls. 
3, Farem una hidròlisi a 60 ºC amb una solució 1 N d'àcid clorhídric. 
4. Ho rentarem amb aigua corrent l després amb aigua destiHada. 
5. Ho tenyirem durant 1 hora amb el reactiu de Schlff. 
6. Farem tres rentats ràpids amb aigua sulfurosa, d'un minut cadascun. 
7. Ho rentarem llargament (uns 15 min.) amb aigua corrent. 
8. Ho deshidratarem. 
9. 15 min. amb essència. 

10. 2 min. amb xilol. 
12. Ho muntarem amb bàlsam o amb DPX. 

Resultats: L'ADN es tenyeix de vermell intens. 

Advertiment: El temps de la hidròlisi depèn del fixador emprat, així si el fixador ha 
estat el líquid de BOUIN el temps és de 2 min., si el fixador ha estat l'alcohol absolut 
serà de 5 min., i si ha estat el formol serà de 15 min. 

Tècnica de PAPPENHEIM-UNNA 

1. Desparaflnarem amb xilol. 
2. Hidratarem els talls. 
3. Ho tenyirem durant 5 min. amb el líquid de Pappenheim-Unna. 
4. Ho rentarem directament amb alcohol absolut, de 10 a 30 segons, fins que el 

nucli quedi verd. 
5. 5 min. amb essència. 
6. 2 min. amb xilol. 
7. Ho muntarem amb D.P.X. o amb bàlsam. 
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Resultats: La cromatina queda verda, el nuclèol l'ergastoplasma queden vermells. l:s 
Ideal per a diferenciar l'ADN de i'ARN. 

Impregnació en bloc, pel mètode de CAJAL, conegut amb el nom de •l'estufa• 

Normalment, les tècniques de tinció i d'impregnació s'apliquen sobre el material una 
vegada aconseguits talls, com més prims millor. Ara bé, a vegades pot fer-se el que 
s'anomena una tinció en bloc, que pot tenir finalitats molt diverses; en la majoria dels 
casos és interessant de fer-la després de la fixació de mostres molt menudes, com poden 
ésser petits invertebrats, Ja que en agafar color es poden manipular més bé quan es fa 
tot el procés de la deshidratació i finalment quan es fa la inclusió. 

La tècnica de CAJAL a l'estufa presenta tres variants que Indicarem a continuació: 

Primera variant 
1. Deixarem fragments de tres a sis miHímetres de material nerviós (encèfal o me

duHa espinal) de 3 a 5 dies a l'estufa a 35 ºC en nitrat de plata a l'1,5 %, al 
qual afegirem un 20 % d'alcohol. 

2. Farem un rentat ràpid amb aigua destiHada. 
3. 24 hores en un reductor de la plata, que pot ésser el format per: 

2 g d'àcid pirogàHlc o d'hidroquinona, 
5 a 10 ec de formol, i 
100 ec d'aigua destiHada. 

4. Farem un rentat ràpid amb aigua destiHada. 
5. Deshidratarem per la sèrie alcohòlica. 
6. Ho Inclourem en parafina. 
7. Obtindrem talls de 8 a 12 microns. 
8. Adherirem els talls planxats al portaobjectes albuminat. 
9. Desparaflnarem els talls amb xilol. 

10. Ho muntarem directament amb una gota de bàlsam del Canadà o de DPX. 

Segona variant 

1. Fixarem el material nerviós durant unes 24 hores amb alcohol absolut. 
2. Ho fragmentarem l ho posarem a l'estufa a 35 ºC en una solució de nitrat de plata 

a l'1,5 %, de 5 a 7 dies. 
3. Farem un rentat ràpid amb aigua destiHada. 
4. 24 hores en el reductor anteriorment esmentat. 
5. Ho rentarem amb aigua destiHada. 
6. Els passos següents són Iguals que els de la primera variant. 

Tercera variant 
1. Fixarem el material nerviós amb una barreja formada per: 

50 ec d'alcohol absolut i de 5 a 10 gotes d'amoníac concentrat durant unes 24 
hores. 

2. Els passos següents, és a dir, del 2 al 10, són idèntics als esmentats en la pr:. 
mera variant. 

17 



PREPARACIÓ DELS REACTIUS ESMENTATS 

Llqulds flslològics més emprats 

Solució de Locke (ajustat per a mamífers) 

Clorur sòdic . 
Clorur potàssic 
Clorur càlcic . 
Bicarbonat sòdic 
Glucosa 
Aigua destlHada 

Solució de Ringer (ajustat per a amfibis) 

Clorur sòdic . 
Clorur càlcic . 
Clorur potàssic 
Bicarbonat sòdic 
Fosfat monosòdic 
Aigua destlHada 

Sèrum sali fisiològic 

a) Per a invertebrats 
Clorur sòdic . 
Aigua destiHada 

b) Per a amfibis 
Clorur sòdic . 
Aigua destlHada 

e) Per a mamífers 
Clorur sòdic . 
Aigua destiHada 

0,900 g 
0,042 g 
0,048 g 
0,020 g 
0,200 g 

100,000 ec 

0,650 g 
0,012 g 
0,014 g 
0,020 g 
0.001 g 

100,000 ec 

0,600 g 
100,000 ec 

0,750 g 
100,000 ec 

0,900 g 
100,000 ec 

Advertiment: L'aigua de mar és sempre un bon líquid fisiològic per als animals marins. 

Fixadors 

Alcohol etílic (recomanat per a fixar nuclis) 

Es fa servir del 70 al 100 %. 
El temps de fixació depèn de la mida de la mostra, però no ha d'ésser gaire llarg, Ja 

que endureix molt els teixits. 

Alcohol metillc (recomanat per a fixar extensions de sang) 

Es fa servir pur, és a dir, del 100 %. 
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Bouin (recomanat per a fixar la majoria dels òrgans animals) 

Solució aquosa saturada d'àcid pícric 
Formol concentrat 
Acid acètic 

75 ec 
20 ec 
s ec 

Després de fixar el material durant unes 24 hores, cal rentar-lo bé amb aigua corrent, 
abans de començar la deshidratació, prèvia la inclusió. 

Carnoy (recomanat per a estudis de nuclis i cromosomes) 

Alcohol absolut 
Cloroform 
Acid acètic 

60 ec 
30 ec 
10 ec 

Després de fixar el material amb CARNOY es pot passar directament al cloroform 
i tot seguit al cloroform-parafina i parafina, per fer la inclusió. 

l:s millor fixador que l'alcohol etllic tot sol. 

Formo/ ( = Formaldèhid) 

Possiblement el FORMOL és el fixador que s'apropa més a l'•.universal•, ja que va 
bé per a quasi totes les estructures. 

Es prepara al 6 o 10 % amb aigua destiHada, a partir del concentrat que es ven al 
comerç, que és del 40 % . 

Si es deixa més de 24 hores amb formol, el material s'endureix massa, per la qual 
cosa cal iniciar ràpidament el procés de la deshidratació o bé conservar el material amb 
un formol més diluït, al 4 %, o bé amb alcohol de 70º. Si bé cal tenir present que a la llar
ga (3-5 mesos) és descalcificador. 

Sublimat corrosiu (recomanat per a fixar extensions de sang) 

Solució aquosa saturada de biclorur de mercuri. 

Tetròxld d'osmi (per a estudis de mitocòndr'ies, plasts, greixos) 

S'utilitza a 1"1 o 2 % amb aigua destiHada, sol o bé combinat amb altres reactius, i for
mant diverses classes de líquids fixadors, com pot ésser el líquid de CHAMPY, format per: 

Solució aquosa d'àcid cròmic a 1'1 % 
Solució aquosa de bicromat potàssic al 3 % 
Solució aquosa de tetròxid d'osmi al 2 % 

7 ec 
7 ec 
4 ec 

Advertiment: El tetròxld d'osmi és molt volàtil, i els seus vapors irriten molt les mu
coses. Aquest caràcter volàtil és el que fa que els seus vapors es puguin emprar com 
a fixadors. 

Aquest fixador, convenientment taponat, és !'habitualment utilitzat per al material 
a estudiar al microscopi electrònic. 
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Zenker (recomanat per quan cal aplicar tlncions tipus MALLORY o AZAN, atès el seu 
caràcter de mordent) 

Colorants 

Bicromat potàssic 
Biclorur de mercuri 
Sulfat sòdic . 
Aigua destlHada . 

Azocarmf (utilitzat en la tècnica de l'AZAN) 

Azocarmí G . 
Aigua destlHada . 

El farem bullir durant uns minuts. 
El deixarem refredar. 
El filtrarem. 

2,5 g 
5,0 g 
1,0 g 

100,0 ec 

0,1 g 
100,0 ec 

Hi afegirem 1 ec d'àcid acètic per cada 100 ec de solució colorant. 

Advertiment: En fred, la solució té un aspecte de suspensió que es perd quan s'escalfa, 
abans de tenyir. És de conservació iHimitada. 

Blau d'anllina-Orange G (utilitzl!t en la tècnica de l'AZAN) 

Blau d'anilina S.A. 
Orange G 
Aigua destlHada . 
Acid acètic . 

El farem bullir durant uns minuts. 
El deixarem refredar. 
El filtrarem. 
El diluirem a la meitat amb aigua destiHada. 
l:s de conservació iHimltada. 

Blau de metilè (colorant nuclear per exceHèncla) 

Blau de metilè 
Aigua destlHada . 

Advertiment: Preparat al 0,1 per litre és colorant vital. 

Blau de toluïdina 

Blau de toluïdina 
Aigua destlHada • 

0,5 g 
2,0 g 

100,0 ec 
8,0 ec 

0,5 g 
100,0 ec 

0,5 g 
100,0 ec 

Advertiment: l:s un colorant metacromàtlc, és a dir, tenyeix d'un color diferent del seu 
determinades estructur.es. Per a demostrar-ho, cal fer-lo servir amb un material que tingui 
molt de teixit conjuntiu, com poden ésser les submucoses de l'Intestí, l hom pot veure 
com les cèHules encebades presenten nombroses granulacions vermelloses. 

El blau de metilè també és metacromàtlc. 
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Eosina o Eritrosina (colorant típicament citoplasmàtic) 

Eosina . . . 
Aigua destlHada 

1 g 
100 ec 

Una vegada obtinguda la dissolució, s'hi tira un parell de gotes d'àcid acètic. 
En el comerç, hi ha l'eosina aquosa l l'alcohòlica, així com altres variants, com poden 

ésser la groguenca, la blavosa, etc. 

Hematoxilina (colorant típicament nuclear) 

Hl ha moltes modalitats i formes de preparar aquest colorant; entre les més em
prades i esmentades en aquest seminari tenim: 

• Hematoxilina de Delaffeld 

Hematoxilina . 
Alcohol absolut 

Sulfat alumínic amònic 
(alum amoniacal) 
Aigua destlHada . 

4 g 
25 ec 

40 g 

400 ec 

sol. A 

sol. B 

Barrejarem la solució A amb la B. Al cap de quatre o cinc dies la filtrarem l hl afe
girem: 

Glicerina 
Alcohol metílic 

100 ec 
100 ec 

Passats quatre o cinc dies la filtrarem l Ja es podrà fer servir. 
Conservació IHlmltada. 
Abans de fer-la servir, la diluirem a la meitat amb aigua destiHada l la filtrarem cada 

vegada. 

• Hematoxilina de Frled/ander 

Hematoxilina . 
Alcohol absolut . 

Sulfat alumínic potàssic . 
(alum potàssic) 
Aigua destiHada 
Glicerina . 

Barrejarem la solució A amb la B. 

2 g 
100 ec 

sol. A 

2 g 

100 ec 
100 ec 

sol. B 

La deixarem uns 14 dies en una botella, sense tapar perquè l'hematoxilina s'oxidi, és 
a dir, •maduri•. SI es té pressa per a fer-la servir, podem oxidar-la afegint-hl una petita 
quantitat de iodat potàssic, per exemple, en una proporció d'uns 0,2 g per cada gram d'he
matoxilina. Com més madura sigui l'hematoxilina, millor. Abans de fer-la servir, cal diluir-la 
a la meitat amb aigua destlHada. 
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• Hematoxilina de Heindenhein (hematoxilina fèrrica) 

Hematoxilina 
Alcohol absolut . 
Aigua destiHada 

1 g 
10 ec 
90 ec 

solució mare 

Aquesta solució mare ha de madurar durant un mes. Abans de fer-la servir, cal diluir
ia a la meitat. 

• Hematoxilina de Groat 

Acid sulfúric concentrat 
Sulfat fèrric amònic . 
(aíum fèrric) 
Aigua destiHada 

Hematoxilina 
Alcohol de 96º 

o.a ec 
1,0 g 

50,0 ec 

0,5 g 
50,0 ec 

sol. A 

sol. B 

Barrejarem la solució A amb la B. Passades una o dues hores, ho filtrarem i Ja es podrà 
fer servir. 

Conservació limitada a uns tres mesos, per la qual cosa és millor de preparar-ne poc 
i sovint. 

• Hematoxilina de Regaud 

Solució madura d'hematoxilina 
Glicerina 
Aigua destiHada 

La solució madura d'hematoxilina es prepara: 

Hematoxilina 
Alcohol de 96º 

10 ec 
10 ec 
80 ec 

1 g 
10 ec 

Aquesta solució mare ha de madurar durant uns tres mesos, o bé cal pr<lvocar l'oxi
dació afegint-hi iodat potàssic, 0,2 g per cada 2 g d'hematoxilina, encara que fa maduració 
espontània és més adient. 

Líquid de Mallory 

Blau d'anilina S.A. 
Orange G 
Acid oxàlic 
Aigua destiHada 

Conservació iHimitada. Cal filtrar-lo de tant en tant. 
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Lugo/ 

Iode 
Iode potàssic 
Aigua destiHada 

Picrofucsina, segons Van Gieson 

Fucsina àcida a l'1 % amb aigua destiHada . 
Acid pícric en solució aquosa saturada . 

1 g 
2 g 

100 ec 

10 ec 
100 ec 

Es conserva de 8 a 10 mesos. l:s millor de preparar-ne poc i sovint. 

Reactiu de Schiff (preparat segons el mètode de Lillie) 

Fucsina bàsica 
Metabisulfit sòdic 
Acid clorhídric 0,15N 

1,0 g 
1,9 g 

100,0 ec 

Es deixa dissoldre i s'agita de tant en tant. El líquid, primer vermell, va perdent 
color i al cap de 24 hores s'hi afegeixen 0,5 g de carbó activat, perquè la descoloració 
sigui total. S'agita, es deixa reposar i es filtra. 

Cal conservar-lo a la nevera, en una botella ben tancada, si és possible amb el tap 
esmerilat. 

La seva conservació es pot anar comprovant olorant-lo abans de fer-lo servir: ha de 
fer una olor forta de sofre, i si no té aquesta olor peculiar cal afegir-hi una gota d'àcid 
clorhídric concentrat i alguns decigrams de metabisulfit. 

Sudan (específic per a tenyir greixos) 

Solució saturada amb alcohol de 70º. 
La quantitat depèn de la marca del colorant. 
Cal preparar-lo unes 24 hores abans de fer-lo servir. 
Sempre cal filtrar-lo abans de tenyir. 
l:s millor de preparar-ne poc i sovint. 

Verd de metilè (colorant recomanat per a fer la tinció de contrast en la tècnica del P.A.S.) 

Solució aquosa a 1'1 % de verd de metilé . 
Alcohol de 96° • 
Glicerina 
Fenol • 
Aigua destlHada 

Conservació IHlmitada. 

Verd de metllè-pironlna (mètode de Pappenhelm-Unna) 

Solució aquosa a l'1 % de verd de metilè . 
Plronlna 
Fenol 
Alcohol de 96° • 

25,0 ec 
20,0 ec 
25,0 e.e 
0,5 g 

100,0 ec 

25,0 ec 
0,25 g 
0,50 g 
2,50 ec 
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Glicerina 
Aigua destiHada 

Es conserva uns tres mesos. 

20,00 ec 
85,00 ec 

Algunes cases comercials fabriquen i venen ja el verd de metilè-pironina en pols: per 
a preparar-lo, cal diluir-lo amb aigua destiHada, a una dissolució de l'1 % 

Es recomana per a poder diferenciar la cromatina (verda) del nuclèol (vermell). 

ESS~NCIES 

Cedre 
Creosota 
Eucaliptus 
Menta 
Terpineol, etc. 

MITJANS DE MUNTATGE Ml:S EMPRATS PER A FER PREPARACIONS PERMANENTS 

Hidrosolubles 

Berlesse 
Glicerina 
Goma aràbiga 
Hoyer 
etc.1 

No hidrosolubles 

Bàlsam del Canadà 
Resina Dammar • 
Rhenohistol 
DePeX 
Euparal 

Muntatge doble amb 
Goma aràbiga-bàlsam 

Recordem que en casos especials és Interessant de muntar el material a estudiar a 
l'a/re (cas de les escates de papallona, de les plomes, etc.). El mitjà de muntatge ha de 
tenir un índex de refracció (n) que sigui el més adient a la classe de material a observar, 
per a obtenir-ne el contrast més gran possible en fer-ne l'observació microscòpica. 

Berlesse 

Hidrat de cloral . 
Goma aràbiga• . 
Glucosa . 
Aigua destiHada 
Acid acètic . 

16 g 
15 g 
10 g 
20 ce 
5 g 

1. Per a la preparació de diversos mitjans de muntatge hidrosolubles, consulteu M. DURFORT: 
•Tècniques de transparentat d'Invertebrats l d'esquelets de vertebrats: aplicacions•. Seminaris d'Es• 
tudis Universitaris, núm. 1. Inst. Cat. Hlst. Nat~ Barcelona, 1975. 

2. La resina Dammar es compra en terrossos que cal dissoldre amb xllol, fins que tingui 
una consistència xaroposa. La dissolució pot fer-se a 40 •e l amb el flascó tapat per evitar l'evapo
ració del xllol. 

3. l:s recomanable compr8t' la goma aràbiga en pols, molt millor que en •llàgrimes• o ter• 
rossos. 
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Uquld rle Hoyer 

Goma aràbiga . 
Hidrat de cloral . 
Aigua destiHada 

Advertiment sobre el material de vidre 

so g 
2 g 

so ec 

Els portaobjectes emprats en cadascun dels casos han d'ésser ben nets i desgreixats, 
per la qual cosa es rentaran amb alcohol de 90º. 

En ocasions, els portaobjectes nous surten de la caixa molt bruts; en aquests casos, 
cal rentar-los amb detergent l, posteriorment, ben esbandits amb aigua l passats per al
cohol de 90º. 

Els portaobjectes emprats per a fer preparacions temporals poden recuperar-se. Se'ls 
deixa en remull de 12 a 24 hores, en una mescla cròmica. Després d'esbandir-los amb molta 
aigua corrent, es passen per alcohol de 90º, i s'eixuguen. 

La mescla cròmica és adient per a netejar tot tipus de material de vidre que sigui 
força brut. La seva preparació és: 

Dicromat potàssic 
Aigua 
Acid sulfúric 

100 g 
1 l 

100 ec 
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Principals marques de reactius per a microscòpia 

Chroma 
Doesder 
Fluka 
Gürr • 
Merck 
Panreac (és la més econòmica, Ja que és fabricada aquí). 

Actualment és molt dlflcll trobar productes d'aquesta marca. 
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Aquest text correspon al Seminari d'Estudis Universitaris núm. 4 que tingué lloc a Barce
lona durant els dies 2, 3, 6, 7, 9 i 10 de desembre del 1976. 

Barcelona, 1987 (edició corregida i augmentada de la de 1977) . 
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