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La colorazione è un procedimento che aumenta il contrasto 

tra diverse strutture cellulari, tale da permetterne il 

riconoscimento nelle sezioni istologiche.

Il termine “colorazione” è anche usato in modo improprio anche 

in campo ultrastrutturale (per indicare i procedimenti con cui si 

rendono elettron-opache le strutture al M.E.) o nel campo della 

microscopia a fluorescenza (per indicare la procedura con cui le 

molecole fluorescenti si legano alle strutture cellula

SCOPO DELLA COLORAZIONE



Il COLORE è la percezione visiva generata dai segnali nervosi che i

fotorecettori della retina inviano al cervello quando assorbono le radiazioni

elettromagnetiche di determinate lunghezze d'onda e intensità nel cosiddetto

spettro visibile o luce.



Per “colorante” si intende una molecola solubile e fornita di

colore proprio, capace di legarsi stabilmente a substrati cellulari

e tessutali.

TUTTI I COLORANTI POSSONO ESSERE SUDDIVISI 

PER LA LORO ORIGINE IN: 

Naturali animali 
(es: il carminio ricavato dalla cocciniglia) 

Naturali vegetali 
(es: l’ematossilina ricavata dal legno azzurro) 

Artificiali 

(denominati anche colori di anilina)



Alcuni coloranti, detti coloranti vitali, vengono utilizzati direttamente

su cellule vive (e quindi non sottoposte a preparazione istologica), per

studiare direttamente al microscopio la localizzazione di determinate

strutture cellulari o identificare particolari funzioni.

I coloranti vitali sono incorporati direttamente dalle cellule e si

vanno a localizzare nelle strutture verso cui sono preposti.

Esempi di coloranti vitali:

Trypan Bleu (macrofagi, fagocitosi);

Verde Janus (mitocondri);

Blu di Metilene (fibre nervose).



Nel caso di “fluorocoloranti”, si parla rispettivamente di 

fluoroforo e di auxofluoroforo.



Il cromoforo è un composto capace di assorbire 

radiazioni elettromagnetiche visibili (lunghezze 

d’onda nel visibile, da 360 nm a 790 nm ). 

Il colore che esso riflette (o trasmette) è correlato a 

quello assorbito. 

ESEMPI:

1) una sostanza che appare giallo-arancione

ha spettro di assorbimento nel blu-violetto

2) una sostanza che appare verde ha uno 

spettro di assorbimento nel rosso.



La presenza di più gruppi cromofori, aumenta l’intensità del colore

Il colore è dovuto all’assorbimento selettivo di alcune lunghezze

d’onda della luce

La luce trasmessa o riflessa da una data sostanza, privata delle

lunghezze d’onda che ha assorbito, appare colorata

Proprietà del cromoforo

il cromoforo, pur essendo colorato, non ha proprietà coloranti: è soltanto 

un cromogeno (generatore di colore)

perché il colorante acquisti la proprietà di colorare deve contenere 

anche un gruppo noto come auxocromo



L’ auxocromo è un gruppo chimico ionizzabile, unito covalentemente

al cromoforo. 

E’ responsabile: 

1) della solubilità in acqua del colorante 

2) della sua ionizzabilità

3) della capacità di contrarre legami stabili con le sostanze tissutali o 

cellulari.

A seconda della carica assunta in soluzione, l’auxocromo può essere:

- acido (quando ionizza come anione) 
auxocromi acidi sono il gruppo solfonico (-SO3H), quello carbossilico (-COOH), quello 

idrossilico (-OH).

- basico (quando ionizza come catione) 
auxocromi basici sono il gruppo amminico (-NH2 ) ed i suoi derivati ed i metalli. 

Questa caratteristica dell’auxocromo genera la fondamentale 

distinzione dei coloranti istologici in acidi e basici. 



I “fluorocoloranti”

I fluorocromi sono sostanze coloranti la cui particolarità è quella di

assorbire fotoni ad alta energia e a lunghezza d’onda corta (UV o

blu) (stato di eccitazione) e ad emettere luce a bassa energia e a

lunghezza d’onda lunga (es: verde o rosso) (stato di emissione) nello

spettro visibile. Come effetto esibiscono Fluorescenza.

http://www.fluorescencemicroscopy.it/

Sito di approfondimento su Fluorescenza e Fluorocromi

Fluorescenza Osservazione con Microscopio Ottico

a Fluorescenza

Fluorocromo

DAPI



I fluorocromi sono normalmente impiegati per ricerca 

biologica in mM di concentrazione

http://www.fluorescencemicroscopy.it

Da sito 



I fluorocromi

http://www.fluorescencemicroscopy.it

Da sito 



TIPI DI COLORANTI 

Classificati per la natura cationica o anionica dei gruppi reattivi.

I coloranti possono essere suddivisi in:

- Coloranti Acidi ( ad es. alizarina, trypan blu, eosina) gruppo auxocromo anionico

(-), si legano a componenti basici (+) del tessuto e che per questo sono definiti

acidofili per la loro affinità nei confronti dei coloranti acidi

- Coloranti Basici ( ad es. blu di toluidina, blu di metilene, ematossilina, azzuo B)

con gruppo auxocromo cationico (+), si legano a componenti acidi (-) del tessuto e

che per questo che sono definiti basofili per la loro affinità nei confronti dei

coloranti basici

- Coloranti Neutri (ad es. rosso neurto, verde janus) non presentano dissociazione

né come basi né come acidi perché sono privi di gruppi auxocromi. Interagiscono

con substrati altrettanto privi di carica elettrica, come i lipidi, "sciogliendosi" in

essi.

- Moredenzanti agiscono da intermediari tra il colorante e il tessuto. La maggior

parte dei mordenzanti impiegati nelle tecniche istologiche sono ioni metallici (ferro o

tungsteno) e/o ossidanti (acido cromico)



TIPI DI COLORANTI 

Classificati per la natura cationica o anionica dei gruppi reattivi.









La METACROMASIA

E’ un particolare comportamento di alcuni coloranti basici (blu di 

toluidina, blu di metilene, Azur I e II, cristal violetto, blu brillante di 

cresile). 

Questo termine indica un cambiamento (o viraggio) del colore, una 

volta che il colorante sia stato assunto da determinate sostanze, 

definite perciò cromotrope. I coloranti metacromatici sono basici.

N.B.: La metacromasia non deve essere confusa con l’allocromasia,

dovuta alla distribuzione di determinati coloranti verso strutture

tissutali o cellulari più affini, differenziando queste parti con un colore

diverso da quello del resto del preparato.

Caratteristiche di alcuni COLORANTI 



- colorazioni in blocco: è una colorazione di frammenti di tessuti prima che 

siano sezionati 

- colorazioni di sezioni: è la colorazione che avviene dopo che il tessuto è stato 

sezionato 

- colorazioni dirette: sono quelle in cui il preparato non richiede trattamenti 

particolari prima di essere immerso nel colorante 

- colorazioni indirette: sono quelle in cui la colorazione deve essere preceduta 

da una mordenzatura (trattamento con sostanze chimiche per facilitare i legami) 

- colorazioni progressive (ad esempio l’ematossilina di Ehrlich, di Mayer e di 

Harris): hanno una concentrazione più bassa di colorante e colorano 

selettivamente la cromatina nucleare senza intaccare le strutture 

citoplasmatiche. L’intensità è in funzione del tempo

- colorazioni regressive (ad esempio ematossilina di Harris, Giemsa o 

Papanicolau): agiscono in modo intenso su tutte le strutture nucleari e 

citoplasmatiche. Per ottenere la risposta cromatica corretta, occorre rimuovere il 

colorante in eccesso dalla sezione di tessuto

Modalità di esecuzione delle colorazioni (1) 



- colorazioni semplici: si usa un solo colorante

- colorazioni complesse: si usa più di un colorante contemporaneamente o in

successione l’uno dopo l’altro

- colorazioni vitali: Sono quelle applicate ad animali viventi. Queste

presuppongono l’intervento di processi vitali per l’assunzione delle molecole

coloranti all’interno di cellule o nella sostanza intercellulare (ad esempio trypan blu,

inchiostro di china).

- colorazioni sopravitali: quando il colorante è usato per trattare tessuti o cellule

isolate, ancora vive (ad esempio il verde Janus per mitocondri).

Modalità di esecuzione delle colorazioni (2) 





COLORAZIONE DELLE SEZIONI ISTOLOGICHE 

PER L’OSSERVAZIONE OTTICA

Poiché la densità ottica delle diverse parti del campione biologico è pressoché

identica, la colorazione interviene per aumentare il contrasto. Lo scopo è

raggiunto sfruttando un’affinità differenziale per le molecole di colorante da parte

di diversi costituenti cellulari ed extracellulari.

COLORAZIONI TOPOGRAFICHE o 

ISTOMORFOLOGICHE

COLORAZIONI IMMUNOISTOCHIMICHE

Le colorazioni, indipendentemente dal meccanismo d’azione 

del colorante, possono essere divise in due gruppi: 



COLORAZIONE di UN PREPARATO

S
e
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n
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vetrino 1, tessuto xxx

sezioni da 1-3

Data xxxx

Campioni da processare:

-CELLULE 

-LE SEZIONI RACCOLTE SUL VETRINO 

-Incluse in Paraplast o Paraffina

- Criocongelate



COLORAZIONI TOPOGRAFICHE

E/E

COLORAZIONI IMMUNOISTOCHIMICHE

AZAN



COLORANTI 

I coloranti normalmente utilizzati in istologia sono preparati in soluzioni

acquose o in soluzioni alcoliche partendo da sostanze naturali (di origine

animale o vegetale) o da composti sintetici.

In soluzione essi si scompongono in forma ionica e sono in grado di legarsi

chimicamente ai costituenti organici delle cellule e dei tessuti



I coloranti basici si legano ed evidenziano selettivamente le componenti acide

o basofile delle cellule (cromatina nucleare e ribosomi).

I coloranti acidi viceversa svelano le componenti basiche o acidofile delle

cellule. (matrice citoplasmatica).

colorante acido colorante basico

COLORANTI ACIDI E BASICI



E’ importante considerare che condizioni differenti (temperatura, pH,

concentrazione del colorante, tempi, permeabilità delle strutture tingibili)

controllano il risultato finale della colorazione..

COLORANTI ACIDI E BASICI



1) EMATOSSILINA EOSINA

2) METODO AZAN

COLORAZIONE DELLE SEZIONI 
ISTOLOGICHE:

colorazioni topografiche



Reidratazione

Le sezioni seriali incluse raccolte sul vetrino per essere sottoposte a

procedura di colorazione, previa Reidratazione. Infatti, poiché i coloranti per

la maggior parte sono acquosi, è necessario reinserire H2O all’interno del

tessuto incluso nella Paraffina che è apolare e idrofoba.
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vetrino 1, tessuto xxx

sezioni da 1-3

Data xxxx





COLORAZIONE DELLE SEZIONI ISTOLOGICHE:

Colorazioni topografiche

1) EMATOSSILINA EOSINA

E’ la colorazione più utilizzata in istologia. E’ basata sulla

successiva applicazione di un colorante basico (denominato

impropriamente “ematossilina”) e di un colorante acido

(“eosina”).



COLORAZIONE DELLE SEZIONI 
ISTOLOGICHE:

Colorazioni topografiche

1) EMATOSSILINA EOSINA

Reattivi
Emallume di Mayer

sciogliere a caldo in ½ lt d’acqua distillata 1 gr di ematossilina e 50 gr di allume di

potassio. Una volta raffreddato aggiungere 0,2 gr di iodato di sodio sciolto in 50 cc di

acqua distillata, 50 gr di cloralio idrato ed i gr di ac. citrico sciolto in 450 cc di acqua

distillata. Filtrare con carta bibula.

Soluzione di eosina

Eosina blaulich gr 0.5 in 100 cc di alcol 50°

o eosina gr 1 in 100 cc di acqua distillata

Metodica
Dall’acqua immergere le sezioni in emallume per 2’-4’; sciacquare in acqua di fonte e

lasciare in sosta per 10’ fino al viraggio al blu. Sciacquare in acqua distillata ed

immergere in eosina per 1’-2’ e senza lavare serie ascendente di alcoli; poi xilolo e

montaggio.



Le fasi della colorazione Osservazioni

Sparaffinare le sezioni e portarle 

all'H2O attraverso la serie 

discendente degli alcoli. 

Poiché i coloranti sono in soluzione acquosa occorre prima 

togliere la paraffina intorno alle fette e poi reidratarle fino 

all'acqua distillata. 

Passare i vetrini in Emallume di 

Mayer per 1 minuto e 30 sec. 

Qui i vetrini soggiornano nel colorante immersi in un apposito 

recipiente detto copling jar. 

Virare per 1 minuto e 30 sec in 

acqua di fonte. 

In questa fase, eseguita allo scopo di stabilizzare il colorante, si 

ha il viraggio del colorante a blu dando stabilità ai legami. 

Passare in Eosina per 30 secondi. 
Anche qui i vetrini soggiornano nel colorante immersi nel 

copling jar. 

Sciacquare brevemente in Acqua 

Distillata. 
10 - 15 secondi. 

Disidratare velocemente nella serie 

ascendente degli alcoli.

Occorre eseguire passaggi veloci nella serie ascendente degli 

alcoli in quanto, sopratutto negli alcoli a bassa gradazione, 

viene rimossa l'eosina. Ci si può fermare solo in alcool 

assoluto. 

Montare con balsamo. 

Poiché il balsamo è insolubile sia in acqua che in alcool ecco lo 

scopo della disidratazione delle fette successiva alla 

colorazione e il loro passaggio in un solvente del balsamo 

(xilene). 

LA COLORAZIONE EMATOSSILINA - EOSINA

http://www.dbag.unifi.it/lbs1/Schede.htm#emallume
http://www.dbag.unifi.it/lbs1/Schede.htm#eosina
http://www.dbag.unifi.it/lbs1/mont.htm


2) METODO AZAN

E’ un buon metodo per colorare il connettivo ed anche per

allestire preparati d’insieme. I nuclei risulteranno colorati in

rosso, il citoplasma in arancio ed il connettivo in blu.

COLORAZIONE DELLE SEZIONI ISTOLOGICHE:

Colorazioni topografiche



Le fasi della colorazione Osservazioni

Sparaffinare le sezioni e portarle 

all'H2O attraverso la serie 

discendente degli alcoli. 

Poiché i coloranti sono in soluzione acquosa occorre prima 

togliere la paraffina intorno alle fette e poi reidratarle fino 

all'acqua distillata. 
Passare i vetrini in Azocarminio e 

ac. Acetico1% in stufa a 56°C per 

45 minuti. 

Qui i vetrini soggiornano nel colorante capovolti in un apposito 

recipiente chiuso detto copling jar. 

Lasciare raffreddare per 10 min e 

poi sciacquare brevemente in Acqua 

Distillata . 

In questa fase, togliamo l’eccesso di colorante. 

Passare in Olio di Anilina 0,1% in 

EtOH 90° per 10min. 

Anche qui i vetrini soggiornano nel colorante capovolti nel 

copling jar per differenziare i nuclei. 

Lavare per 1 min in EtOH 95° e 

ac. Acetico1% 

Differenziare in EtOH 95°. Controllare il grado di differenziazione con un MO.

Disidratare velocemente nella serie 

ascendente degli alcoli e Montare 

con balsamo. 

Poiché il balsamo è insolubile sia in acqua che in alcool ecco lo 

scopo della disidratazione delle fette successiva alla 

colorazione e il loro passaggio in un solvente del balsamo 

(xilene). 

METODO AZAN

Anche qui i vetrini soggiornano nella soluzione capovolti nel 

copling jar per mordenzare la colorazione. 

Passare in Ac.fosfowolframico (o 

ac. fosfotungstico) per 1h. 

Per moderare l’attività di alcuni coloranti specifici per le fibre 

collagene quale il Blu di Anilina. 

Colorare i vetrini nella miscela di 

Azan per 30 min. 
Diluire la miscela in proporzione 1:3 con Acqua Distillata. 

http://www.dbag.unifi.it/lbs1/mont.htm








Mentre i vetrini colorati soggiornano nell'ultimo recipiente contenente Xilolo, si 

preparano i coprioggetto. Con le pinze si prende il vetrino dallo Xilolo, il cui 

eccesso viene fatto sgocciolare via tenendo il vetrino verticale sul recipiente che lo 

conteneva. Successivamente i vetrini colorati vengono adagiati su appropriati 

supporti, e dal recipiente contenente il "balsamo" se ne preleva una piccola quantità 

con una bacchetta di vetro e si pone una goccia, o più secondo le dimensioni dei 

coprioggetti da montare, alla periferia e al centro del portaoggetto:

Il Montaggio dei Vetrini



Tenendo il vetrino coprioggetto angolato di 45° rispetto al portaoggetto lo si 

avvicina alla goccia di balsamo finchè il suo bordo arriva a toccarla e lo si 

adagia senza che rimangano bolle d'aria. Si lascia asciugare :

Il Montaggio dei Vetrini


