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METODOS DE COLORACAO DE ROESER (1972) -
MODIFICADO - E KROPP (1972)
VISANDO A SUBSTITUICAO DO AZUL DE ASTRA
POR AZUL DE ALCIAO 8GS OU 8GX
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RESUMO — (Métodos de coloragio de Roeser (1972) - modificado - e Kropp (1972) visando a
substituigdo do azul de astra por azul de alcido 8GS ou $GX). Em folhas de Lychnophora ericoides,
Coffea arabica e Nymphaea mexicana foram testados métodos de coloragio baseados em Roeser
(1972) modificado e Kropp (1972), visando a substituicio do corante azul de astra por azul de
alcidio 8GS ou 8GX. As amostras foram fixadas em FAA, desidratadas em série butilica tercidria e
incluidas em parafina. Os cortes histolégicos transversais foram corados segundo diferentes
baterias de coloragio, modificadas quanto ao tipo de corante usado, diferenciador e série de
desidratagio. As liminas permanentes foram preparadas com bdlsamo-do-canadd sintético. Os
resultados obtidos evidenciaram que o método de Roeser (1972) modificado ¢ melhor que o de
Kropp (1972), nas condigdes deste experimento. O azul de astra pode ser substituido por azul de
alcido 8GX e a desidratagio pode ser em série isopropilica ou etilica, sem grande diferenca entre
elas. Sio discutidos os resultados provenientes das diferentes coloragies.

Palavras-chave: método de coloragio, azul de astra. azul de alcido. fucsina bdsica, safranina,
histologia vegetal

ABSTRACT — (Staining methods of modified Roeser (1972) and Kropp (1972), aiming at
substituing the astra blue by alcian blue 8GS or 8GX). Staining methods based on modified Roeser
(1972) as well as that of Kropp (1972) were done with leaves of Lychnophora ericoides, Coffea
arabica and Nymphaea mexicana aiming at substituing the astra blue stain by alcian blue 8GS or
8GX. Samples were fixed in FAA, dehydrated in tert-butyl alcohol series and embedded in
paraffin. The histological transversal sections were stained in different staining batteries, modified
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according to the type of stains and differentiators, and the series of dehydration. Permanent slides
were prepared with synthetic Canada balsam. The results obtained indicate that the modified
Roeser method (1972) is better than that of Kropp (1972) under present experimental conditions.
The astra blue can be substituted by alcian blue 8GX and dehydration can be isopropylic or ethylic,
with little difference between them. The results obtained with the different staining techniques
used are discussed.

Key words: staining method, astra blue. alcian blue, basic fuchsin, safranin, plant histology
Introdugio

Os trabalhos de anatomia vegetal freqiientemente empregam métodos de dupla
coloragdo para evidenciar as paredes celulares, contetidos citoplasmdticos etc. Dife-
rentes corantes e reagentes so utilizados, dependendo das estruturas a serem observa-
das e analisadas. Dentre os corantes empregados, merecem destaque o azul de astra e
o azul de alcido, os quais possibilitam um excelente contraste, quando usados em
conjunto com a safranina ou a fucsina bdsica.

O corante azul de astra é um complexo cobre-ftalocianina e, segundo Malzacher
(1972), foi pela primeira vez utilizado para evidenciar mucopolissacarideos dcidos na
histologia humana por Pioch (1957). Malzacher (L.c.) também o utilizou para prepara-
¢oes totais de turbeldrios. Madcz & Vdgds (1961) introduziram este corante na
microtécnica botinica em associagio com a safranina e a auramina, visando a
coloragio diferenciada das paredes celulares celuldsicas e lignificadas.

O azul de astra associado com a safranina foi empregado por Woessner (1970),
Lindauer (1971), Bukatsch (1972), Kropp (1972) e Gerlach (1984), entre outros.
Roeser (1972) foi pioneiro a utilizd-lo associado com a fucsina basica. Esse autor,
entretanto, ndo definiu a concentragio do corante, nem seu preparo.

O corante azul de alcido também é um complexo cobre-ftalocianina, que por sua
vez tem sido amplamente empregado em microbiologia e histologia animal, e com
especial énfase na histopatologia humana. O seu uso foi introduzido por Steedeman
(1950), seguido por Lison (1954), Adams (1956 apud Clark 1981), Adams & Sloper
(1956), Mowry (1956, 1960) e McManus & Mowry (1960), para detecgao citoquimica
de glicosaminoglicanos livres e ligados a proteina nos tecidos animais. Também sao
importantes os trabalhos de Anderson & Greiff (1964 apud Clark 1981), Wismar
(1966), Mowry (1975 apud Clark 1981) e Tas (1977a, b). Nestes trabalhos, o corante
foi empregado isoladamente ou associado com outros corantes ou reagentes, em
especial com o dcido periédico e o reagente de Shiff (PAS).

Até hoje, 0 azul de alcido é amplamente usado em trabalhos de histologia
animal, citando-se os de Gilloteaux et al. (1990), Decker & Reale (1991), Niimura et
al. (1991), Tanigawa et al. (1991), Rubio et al. (1991) e Jenkins et al. (1992).

Segundo Gahan (1984), embora usado por muitos anos nos estudos de mucopolis-
sacarideos nos tecidos animais, o azul de alcido tem sido relativamente pouco emprega-
do para tecidos vegetais. Nesses materiais, os trabalhos de Benes & Uhlirova (1966
apud Gahan 1984) e Benes (1968) sao importantes, pois estudaram o sitio e 0 modo de
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coloragdo deste corante na parede celular. Mais recentemente, citam-se os trabalhos de
Serrato-Valenti et al. (1992), Achar et al. (1993) e Srebotnik & Messner (1994).

Em diversos trabalhos de anatomia vegetal, os métodos de coloragio usados nio
sdo acompanhados das referéncias bibliograficas correspondentes, inviabilizando a
obtengdo das informagdes necessdrias para a realizagdo destes, bem como para a
interpretagdo dos resultados obtidos. Além disso, varios dos métodos descritos para
distinguir os tecidos vegetais nio indicam corretamente o tipo e a concentragdo do co-
rante usado e o preparo das solugdes envolvidas, faltando, em outros, até a sequiéncia
a ser seguida.

No Brasil, 0 método de coloracio com azul de astra e fucsina bdsica (Roeser
1972, modificado) parece ter sido introduzido pelo Pe. Leopoldo Krieger da Univer-
sidade Federal de Juiz de Fora (MG) (Braga 1977) e tem sido muito usado desde Braga
(1977 e 1982). Virios trabalhos utilizando esse método de coloragdo, com modifica-
¢Ges ou ndo, tém deixado de citar a referéncia bibliografica correspondente ou tém
citado apenas o trabalho de Roeser (1972), o que inviabiliza a metodologia. Outros
trabalhos tém empregado o azul de astra juntamente com a safraninae, por sua vez, nio
se referem aos trabalhos originais.

Ap0s o levantamento bibliogrifico, verificou-se que a soluc¢do do corante azul
de astra usada no método de Roeser (1972) modificado tem sido preparada da mesma
maneira que € indicada na metodologia de Madcz & Vdgds (1961), porém este autor
ndo € citado.

Por outro lado, devido a dificuldade de se obter o corante azul de astra cujos
indice de coloragio (“Color Index” - CI) e férmula estrutural sdo desconhecidos até o
presente momento, este corante, muitas vezes, foi substituido pelo azul de alcido,
porém de forma aleatdria.

O objetivo do presente trabalho é analisar os resultados obtidos com os métodos
de dupla coloragdio de Roeser (1972) modificado e Kropp (1972), que empregam azul
de astra em associagdo com fucsina bisica e safranina, respectivamente. Tal estudo
visa também encontrar o melhor substituto do corante azul de astra empregando-se
azul de alcido 8GS ou 8GX.

Material e métodos

Para os testes de coloragdo foram selecionadas folhas das seguintes plantas:
Lychnophora ericoides Mart. (xerdfita), Coffea arabica L. (mesdfita) e Nymphaea
mexicana A. Gray (hidréfita).

Os corantes usados foram azul de astra (“astra blue” marca Merck, C.I. nio
indicado), azul de alcido (“alcian blue” 8GS marca Serva, C.I. 74240 e “alcian blue”
8GX marca BDH, C.I. 74240), safranina (“safranin O” marca Aldrich, C.1. 50240) e
fucsina badsica (“basic fuchsin™ marca BDH. C.1. 42510). O preparo dos corantes e
diferenciadores estd indicado no quadro 1.

As diferentes amostras foram fixadas em FAA (formaldeido 37-40%, dcido
acético, dlcool etilico 50%, 1:1: 18, v/v) segundo Johansen (1940). Foram desidratadas
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Quadro 1. Preparo dos corantes e diferenciadores.

Preparo dos corantes
Azul de astra
2,0 g de dcido tartdrico
0,5 g do azul de astra
Dissolver o dcido tartdrico em 80 ml de dgua destilada, adicionar o azul de astra e completar
com dgua destilada até 100ml

Azul de alcido 8GS
Substituir o azul de astra por azul de alcido 8GS

Azul de alcido 8GX
Substituir o azul de astra por azul de alcidio 8GX

Fucsina bisica
Dissolver 0,5 g de fucsina basica em 80 ml de etanol 50% e completar até¢ 100 ml com
etanol 50%

Safranina
Dissolver 1 g de safranina em 80 ml de dgua destilada e completar até 100 ml

Preparo dos diferenciadores
Etanol 80% acidificado
Solugiio-mde: 100 ml de etanol 70% + 0.5 ml de HCI concentrado
Diluir a solucio-mie em etanol 80%, ou seja, etanol 70% acidificado:etanol 80%, 1:20 (viv)

Solugio saturada de dcido picrico
Colocar o dcido picrico em 100 ml de dgua destilada até comegar a aparecer um depdsito do
mesmo, gue nio desaparece apos agitagio

em série butilica tercidria (Johansen 1940) e incluidas em parafina (marca Reagen.
P.F. 54-56'C) com 8% de cera de abelha. Secgdes transversais com espessura entre 10-
12um foram realizadas em micrétomo rotativo (marca American Optical, modelo
820). Os cortes foram desparafinados com xilol (marca Merck) e hidratados em série
etandlica segundo a carta de coloragiio descrita no quadro 2. Apés os diferentes
métodos de coloragio empregados (vide quadro 2), foram preparadas laminas histol6-
gicas permanentes com balsamo-do-canadi sintético (Caedax, marca Merck) diluido
em xilol (1:1, v/v).

Em vérias atividades, como fixagio, desidratagdo e hidratagdo, além da relaci-
onada com a coloragdio, o tempo foi padronizado, visando uma andlise comparativa
entre os diferentes métodos testados.

Os aspectos anatémicos mais relevantes foram registrados em microscopio
6ptico (marca Olympus-Vanox, modelo AHB-LB-1) acoplado a um sistema foto-
grifico (marca Olympus. modelo PM 10-35 AD-1), usando filtro azul LKB e filme
Ektachrome 64 ASA (marca Kodak). Dos diapositivos foram feitas copias de
contacto.
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Resultados

O método de R I (Fig. 1-3) mostrou-se muito semelhante ao de R 11 (Fig.4-6).0
emprego da desidratagio etilica (R II) levou, entretanto, a uma ténue colora¢ao azul
arroxeada, menos contrastante, quando comparado 2 desidratacdo isopropilica (R I).
No caso de R III (Fig. 7-9), em que néo foi empregada a solu¢do saturada de dcido
picrico, observou-se um excesso de coloragio por fucsina basica para quase todas as
estruturas de Lychnophora, Coffea e Nymphaea.

Quando comparados os resultados obtidos em K I (Fig. 10-12) e IT (Fig. 13-15)
nio foi verificada diferenca entre eles, mostrando que os materiais podem ser desidra-
tados em série isopropilica ou etilica. A auséncia da passagem em etanol acidificado
(K1) (Fig. 16-18) levou a um excesso da safranina em todos os materiais testados,
mormente nas estruturas que contém substancias fendlicas.

Comparando-se o efeito da fucsina bésica (R I e IT) com o da safranina (K I e II),
verificou-se que a primeira levou a uma colorag¢io mais intensa.

O emprego do azul de alcido 8GS em R IV e V (Fig. 19 e 20, respectivamente)
MOstrou que esse corante nio substituiu adequadamente o azul de astra, quando usado
em mesma concentragdo e igual tempo de coloragdo. Verificou-se pouco contraste do
corante, ou seja, ocorreu uma predominincia da coloracio por fucsina bdsica, levando
inclusive a um resultado inferior ao obtido em R III, em que nao ocorreu a diferenci-
acdo pela solugdo saturada de dcido picrico. A pequena diferenca entre estes resulta-
dos deve-se. possivelmente, a diferenciacio dos corantes. Em K IV (Fig. 21) eviden-
ciou-se que a associago deste corante com safranina foi pior, quando comparado com
as baterias de Roeser, que empregaram a fucsina bdsica.

A andlise das baterias de coloragiio empregando o azul de alciio 8GX em R VI
e VII (Fig. 22 e 23, respectivamente) mostrou que esse corante pode substituir o azul
de astra, dando um bom contraste de coloragiio em conjunto com a fucsina bédsica. A
diferenca na desidratagiio ¢ a mesma observada em R I e II. O azul de alciao 8GX
mostrou-se também muito eficiente nas coloragdes dos métodos de K V, Ve VII (Fig.
24,25 e 26, respectivamente). O emprego da solugio saturada de dcido picrico (K V)
levaa um resultado melhor quando comparado ao obtido com etanol 80% acidificado
(K VI e VII). A desidratagdo etilica (K VII) foi superior a isopropilica (K VI).

No método K VIII (Fig. 27), em que ocorreu o emprego do azul de astra e a
solugdo de dcido picrico, evidenciou-se um contraste relativamente melhor, quando
comparado ao efeito do etanol acidificado (K I).

Nas observagdes histolégicas em Lychnophora, onde a cuticula é bastante
espessada, verificou-se que esta € mais evidenciada pelos métodos que empregaram a
fucsina bésica. do que quando se usou safranina. Neste material, quando do emprego
da safranina, a colorag@o da cuticula s6 ficou bem evidenciada em K III (Fig. 16) na
presenca de excesso de corante. De um modo geral, os cloroplastos de todas as folhas
também se mostram mais nitidos com fucsina bdsica. como pode ser vistoem R I (Fig.
1-3), R II (Fig. 4-6) etc. Estas organelas também parecem ter ficado evidenciadas
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Quadro 2. Carta de coloragdo para o estudo comparativo dos métodos de Roeser (1972) modificado - R -
e Kropp (1972) - K - visando a substituigdo do azul de astra por azul de alcido 8GS ou 8GX.

Carta de hidratagio para coloracio
1. desparafinar em xilol (2x) 5 min
2. passagem em xilol:etanol 100%, 1:1 (v/v) Imin
3. passagem em etanol 100% Imin
4. passagem em etanol 95% Imin
5. passagem em etanol 70% Imin
6. passagem em etanol 50% lmin
7. passagem em etanol 30% lmin
8. passagem em dgua destilada
9. corar segundo a metodologia descrita abaixo

R I (modificado) RII

1. azul de astra 5 min . azul de astra 5 min

2. lavagem em dgua destilada . lavagem em dgua destilada

3. fucsina bdsica 15 min . fucsina bdsica 15 min

4. passagem em dgua destilada . passagem em dgua destilada

5. passagem ripida em solugdio saturada de dcido 5. passagem rdpida em solugdo satwrada de dcido

T

picrico picrico

6. passagem em isopropanol 70, 80 e 100% 6. passagem em etanol 50, 70, 90 e 100%

RIII RIV

1. azul de astra 5 min 1. azul de alcido 8GS 5 min

2. lavagem em dgua destilada 2. lavagem em dgua destilada

3. fucsina bdsica 15 min 3. fucsina bésica 15 min

4. passagem em dgua destilada 4. passagem em dgua destilada

5. passagem em isopropanol 50, 70, 90 e 100% 5. passagem ripida em solugiio saturada de dcido
picrico

6. passagem em isopropanol 70, 80 ¢ 100%

RV R VI
1. azul de alciao 8GS 5 min 1. azul de alcido 8GX 5 min
2. lavagem em dgua destilada 2. lavagem em dgua destilada
3. fucsina bdsica 15 min 3. fucsina bésica 15 min
4. passagem em dgua destilada 4. passagem em dgua destilada
5. passagem rdpida em etanol 80% acidificado 5. passagem rdpida em solugiio saturada de dcido
6. passagem em isopropanol 70, 80 e 100% picrico
6. passagem em isopropanol 70, 80 e 1005
R VII

. azul de alcido 8GX 5 min

. lavagem em dgua destilada

. fucsina bdsica 15 min

4. passagem em dgua destilada

5. passagem rdpida em solugio saturada de dcido
picrico

6. passagem em etanol 50, 70, 90 e 100%

fad b —
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K I (original)

|. azul de astra 5 min

2. lavagem em dgua destilada

3. safranina 5 min

4. passagem em dgua destilada

3. passagem rdpida em etanol 80% acidificado
6. passagem em isopropanol 100%

K III

1. azul de astra 5 min

2. lavagem em dgua destilada

3. safranina 5 min

4. passagem em dgua destilada

3. passagem em isopropanol 70, 80 e 100%

KV

1. azul de alcido 8 GX 5 min

2. lavagem em dgua destilada

3. safranina 5 min

4. passagem em dgua destilada

5. passagem rdpida em solucdio saturada de dcido
picrico

6. passagem em etanol 50, 70, 90 e 100%

K VII

1. azul de alcido 8GX 5 min

2. lavagem em dgua destilada

3. safranina 5 min

4. passagem em dgua destilada

5. passagem rdpida em etanol 80% acidificado
6. passagem em etanol 100%

KII

1. azul de astra 5 min

. lavagem em dgua destilada

. safranina 5 min

. passagem em dgua destilada

. passagem ripida em etanol 80% acidificado
. passagem em etanol 100%

D

K

1. azul de alciao 8GS 5 min

2. lavagem em dgua destilada

3. safranina 5 min

4. passagem em dgua destilada

5. passagem rdpida em etanol 80% acidificado
6. passagem em isopropanol 100%

K VI

1. azul de alcido 8GX 5 min

2. lavagem em dgua destilada

3. safranina 5 min

4. passagem em dgua destilada

3. passagem ripida em etanol 80% acidificado
6. passagem em isopropanol 100%

K VIl

I. azul de astra 5 min

2. lavagem em dgua destilada

3. safranina 5 min

4. passagem em dgua destilada

5. passagem rdpida em solugio saturada de dcido
picrico

6. passagem em isopropanol 50, 70, 90 ¢ 100%

melhor nos métodos de K V (Fig. 24) e VIII (Fig. 27), baterias em que ocorreu a
diferenciagio com a solugio de dcido picrico.
Em resumo, nas condigoes deste experimento, notou-se que a passagem pela

solugio saturada de dcido picrico ou pelo etanol 80% acidificado foi uma etapa
importante para a diferenciagdio dos corantes, pois na auséncia destes reagentes nio se
obteve um bom contraste. Como comentado anteriormente, a safranina empregada nos
diversos métodos de Kropp mostrou uma resposta menos efetiva que a fucsina bdsica
usada nos de Roeser, nas condigGes deste experimento. A desidratacdo isopropilica ou
etilica ndo mostrou, de um modo geral, grandes diferencas.

Discussio

Os corantes azul de alcido e azul de astra sio ftalocianinas. compostos ciclicos,
que diferem das porfirinas metdlicas pelo fato de grupos alquilicos nas posi¢des 3 e 4
do anel pirrélico serem substituidos por grupos isoinddlicos: os dtomos que formam as
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pontes de ligagdo sdo -N=em lugar de -CH= e o dtomo central metdlico € usualmente
Cuem lugardo Fe, no caso da estrutura heme ou Mg, no caso da clorofila (Lillie 1990).
Desse modo, era esperado que os resultados obtidos com o emprego de azul de alcido
fossem semelhantes aos do azul de astra, no que se refere a afinidade pelas estruturas.
Ainda, de acordo Horobin & Goldstein (1972), todos os azuis de alcido e astra contém
0s Mesmos componentes azuis em cromatografia e em espectroscopia de infraver-
melho.

Entretanto, observou-se nitida diferenca de coloragdo quando do emprego do
azul de alcido 8GS ou 8GX, sendo que somente este tiltimo pode substituir adequada-
mente o azul de astra, quando usado em mesma concentragdo e tempo de coloragao.
Schumacher & Adam (1994) evidenciaram que ocorre variagido nos resultados de
coloragio por azul de alcido, ndo somente pelas diferentes marcas empregadas, mas
devido também a protocolos diferentes. No trabalho realizado, a grande diferenga no
efeito de coloracio apresentada pelos corantes 8GS e 8GX € provavelmente devido a
diferencas de cédigos, marcas e/ou procedéncias, pois os protocolos seguidos nos
experimentos foram os mesmos e os corantes apresentavam o mesmo C.I. No caso do
azul de astra torna-se dificil propor algum esclarecimento, pois se desconhece o C.I. e
a férmula estrutural deste corante.

O azul de astra tem sido empregado em conjunto com diferentes corantes para
distinguir as paredes celulares celulésicas das lignificadas. Madcz & Vdgds (1961)
conjecturaram que a agregacdo do corante ocorre nos espagos intermicelares da
cclulose; obtiveram uma coloragio azul para os componentes celuldsicos das paredes
celulares e uma coloracdo do amarelo ao vermelho tijolo (dada pela auramina e
safranina) para as paredes lignificadas em diferentes estdgios de diferenciagio.

Em histologia vegetal o azul de alcido tem sido empregado para detec¢io de
iniimeros compostos. Benes & Uhlirovd (1966 apud Gahan 1984) e Benes (1968)
concluiram de seus estudos com variagdo de pH, e usando diferentes métodos de
digestdo por pectinase, que o azul de alcido cora a pectina. Esta coloracéo provavel-
mente ocorre por ligagdes idnicas do corante com os grupos carboxilicos livres dos
compostos pécticos. Este método, entretanto, poderia niio corar pectinas metiladas ou
esterificadas. Convém salientar que, para esses autores, a expressdo azul de alcido foi
usada no sentido amplo para os corantes ftalocianinicos soltiveis em dgua. Nos seus
experimentos empregaram tanto o azul de alcido (“alcian blue” marca Gurr) como o
azul de astra (“astrablau” marca Chroma).

Chaubal et al. (1991) utilizaram esse corante para detectar a presenga de
glicoprotefnas em tubos germinativos do fungo Puccinia sorghi e Pickett-Heapseer al.
(1991) para a mucilagem de uma diatomdcea (Adissonea crystallina).

Segundo Jeffree (1993), os polissacarideos vegetais soltiveis e dcidos (pectina,
carboximetilcelulose etc.) sdo corados por corantes catidnicos como o azul de alcido
(8GX) e os neutros (xiloglucanos, por exemplo) por PAS.

Schumacher & Adam (1994) confirmaram que os glicosaminoglicanos sio
identificados nos tecidos por vdrias técnicas histoquimicas, incluindo coloragio com
azul de alcido e seus andlogos.
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Assim, nos tecidos dos materiais estudados, pode-se inferir que o azul de astra
ou o azul de alcido coraram os polissacarideos, entre eles a celulose.

Segundo Berlyn & Miksche (1976), a safranina pode corar paredes lignificadas
ou cutinizadas e cromossomos, confirmando nossas observagdes nos materiais estuda-
dos, pois a cuticula, os cloroplastos e outras estruturas que ndo contém ligninas
mostraram-se coradas por safranina. Resultados semelhantes foram observados com a
fucsina bdsica. Desse modo, pode-se propor que corantes bdsicos como a safranina e
afucsina bdsica evidenciam as substancias fendlicas, entre elas a ligninae também tém
afinidade por estruturas com composicio diferente.

A afinidade dos corantes anidnicos ou catidnicos pelas vérias estruturas ou
tecidos € grandemente influenciada pelas cargas das amostras, e conseqiientemente,
pelo pH da solugdo corante (Lillie 1990), explicando em parte as respostas diferentes
provenientes do emprego de solugdo saturada de dcido picrico ou etanol 80% com
dcido cloridrico como diferenciador.

A andlise global das metodologias de Kropp e Roeser testadas evidenciou que
Roeser I, II (com azul de astra), VI e VII (com azul de alcido 8GX) foram as mais
adequadas nas condi¢Ges do experimento realizado. Entretanto, sabe-se, pelas infor-
magoes contidas em livros de texto usuais de microtécnicas (e observagdes pessoais),
que o tempo de coloragio varia conforme o material e que depois de definido esse
tempo podem ser obtidos bons resultados. Tal sugestio é vilida paraa metodologia de
Kropp (1972), a qual pode ser empregada com resultados bem melhores aos obtidos
nos experimentos realizados, quando do controle do tempo de coloragdo por safranina
ou do diferenciador.

Concluindo, o trabalho realizado mostrou que o azul de astra pode ser substitu-
ido pelo azul de alcidjo 8GX, o qual apresentou propriedades semelhantes nos
processos de coloragdo avaliados.

Os resultados obtidos evidenciaram, ainda, que o azul de alcido 8GX, em
associagdo com a fucsina bdsica, pode ser empregado para amostras vegetais oriundas
de ambientes xérico, mésico e aqudtico.

Outra observagdo importante foi relativa ao uso do etanol. produto muito
comum no Brasil, e, conseqiientemente, mais barato e mais ficil de ser adquirido, o
qual pode substituir o isopropanol, sem grandes diferengas no processo de coloragio.
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