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Agenda Paraffinschnitte botanischer Objekte 

Ådie Isopropanol-Methode (Bob)

Ådie Butanol-Methode (Sven)
a) Fixierung botanischer Proben
b) n-Butanol-Reihe
c) Paraffineinbettung
d) Schneiden am Mikrotom
e) Färbe-Beispiele & Ausblick
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Paraffinschnitte botanischer 
Objekte ςdie Isopropanol-

Methode
Vorgehensweise und praktische Umsetzung zu Hause



Warum mit Wachs rumkleckern?

ÅVorteile gegenüber dem Schneiden frischer Objekte:
ÅMehrteilige Objekte bleiben im räumlichen Zusammenhang

ÅZellwände werden auch von innen gestützt

ÅGrößere Freiheit beim Orientieren der Objekte

ÅGeringere Schnittstärken möglich, z.B. 10µ und darunter

ÅSchneiden größerer Objekte möglich

ÅFixiertes Material ist im Paraffinblock unbegrenzt haltbar



Grundsätzlich Überlegungen

ÅBotanische Objekte sind wasserhaltig

ÅWasser mischt sich nicht mit Paraffin

ÅParaffin verhindert das Färben nach dem Schneiden

=> Was tun?



Vorgehensweise im Überblick

1. Entwässern
Wasser durch ein Intermedium ersetzen, das Paraffin löst

2. Mit Paraffin infiltrieren
Intermedium durch Paraffin ersetzen

3. Blöcke herstellen und schneiden

4. Schnitte auf Objektträger ziehen

5. Entparaffinierenüber Lösungsmittelreihe bis hin zum Wasser



Verschiedene Methoden ςaus gutem Grund

ÅEs gibt unterschiedlichste Versionen dieser Arbeitsschritte

ÅSie unterscheiden sich u.a. in diesen Aspekten:
ÅSchneidbarkeit der Blöcke

ÅVollständigkeit der Infiltration

ÅAutomatisierbarkeit

ÅBetriebskosten

ÅArbeitsschutz

ÅSchneidbarkeit der Objekte

ÅZeitaufwand

ÅApparativer Aufwand



Bobs Vorgehensweise

ÅIsopropanol-Methode nach Klaus Henkel u.a.

ÅKompakter Aufbau, leicht zu verstauen

ÅSchneller Prozessdurchlauf

ÅIn normal gelüftetem Innenraum durchführbar

ÅKleine Stoffmengen

ÅPreisgünstig



Zu allererst: Ordnung ist das GANZE Leben ς
hier zumindest!

ÅIm Eifer des Gefechts verliert man leicht den Überblick

ÅDeshalb vorher schon für Ordnung sorgen

ÅObjektträger-Vorrat mit Hartmetall- oder Diamantstift kennzeichnen

ÅBuch anlegen für Blöcke und Schnitte

ÅMethoden sorgfältig dokumentieren

ÅBlöcke mit Nummer und Name unverlierbar beschriften 



Ordnung



Bobs Methode 1 - Entwässern

ÅMaterial liegt in AFE-1 Fixierflüssigkeit vor

ÅMarmeladengläser mit Isopropanol

ÅVerweildauer ungefähr 10 ς2 ς2 ς2  Stunden



Bobs Methode 2 ςInfiltrieren
Die Gerätschaften

ÅAluguß-Kochtopf, von außen wärmegedämmt, innen ein Lüfter zur 
optimalen Wärmeverteilung und ςübertragung

Ågenaue Heizplatte, Kontrollthermometer

ÅSchraubdeckelgläser



Kochtopf und Heizplatte



Bobs Methode 3 ςBlöcke herstellen

ÅSchälchen und Pinzette vorwärmen

ÅSpiritusbrenner zum Nachheizen der Pinzette

ÅParaffin einfüllen

ÅObjekt einbringen und ausrichten

ÅRähmchen aufdrücken

ÅAuf Peltier-Element schnell abkühlen



Blöcke herstellen ς
Die Gerätschaften



Peltier-Kühler 12Volt 5 Ampere



Fertige Blöcke mit Beschriftung



Infiltriertes Reservematerial ς
Hier in Schale aus Shisha-Folie gegossen



Bobs Methode 4 ςSchneiden und Aufziehen

ÅKassette in Halter einspannen

ÅMesser in Neigung und Anstellwinkel einstellen

ÅMesser anfeuchten

ÅSchnitt durchführen, Schnittgeschwindigkeit und Dicke variieren

ÅSchnitt = Ergebnis zweier Schneidevorgänge!

ÅSchnitt mit Pinsel abnehmen

ÅIn 45° Bad aus dem. Wasser sich strecken lassen

ÅSchnitt mit Objektträger aus dem Wasser fischen

ÅGeneigt in Halter aufstellen, bei 45° einen Tag trocknen lassen



Kassette in Halter, Block angeschnitten



Aufgezogene Schnitte trocknen - staubgeschützt

Aufgezogene Schnitte sind langfristig 
lagerfähig und können nach und nach 
gefärbt und eingedeckt werden.

Die Haftung der Schnitte kann beeinflusst 
werden:
Objektträger:
- nach dem Aufziehen anwärmen
- Vor dem Aufziehen beschichten mit:

- Eiweiß-Glycerin
- Chromalaun-Geltine
- Gummi arabicum-Lösung



Entparaffinierenin Versandbehältern
2 Minuten pro Behälter, Beim Wechseln Tropfen an Unterkante abtupfen



Färben auf Tablett



Paraffinschnitte botanischer Objekte 
ςdie Butanol-Methode



Proben

ÅBrenn-Nessel, Brombeere & 
Schachtelhalm
(Schnitt je in Wurzelnähe und 
bei den Stielen im Übergang zur 
Verholzungszone. Zusätzlich 
beim Schachtelhalm auch die 
Spitzen)



1. Fixierung botanischer Proben

Åbis zu 1 cm kleine botanische 
Proben werden nach dem 
Schneiden in 70% Ethanol gelegt

ÅEntgasen im Vakuum (5-10 min, 
ca. 150 mBar)

ÅÜberführen in AFE-11

(wenigstens 24 h) 50-100 facher
Überschuss

1 90 ml 70% EtOH, je 5 ml Eisessig/Formol 40%ig)



2. n-Butanol-Reihe

ÅAbfiltrieren der Proben (Teesieb) 
und Neutralisation des restlichen 
Formolsmit 1-2 Teelöffel 
Milchpulver über Nacht

Ådie Pflanzenstücke kommen für 
je 24 h in n-Butanol-Ethanol-
Wasser Mischungen

 

 III  IV  V  VI  VII  

n-Butanol  25 40 55 70 85 
Äthanol (92 %ig) 30 30 25 20 15 
Wasser 45 30 20 10 ɭ 

 



2. n-Butanol-Reihe



2. n-Butanol-Reihe
ÅNachdem die Stücke vom letzten Gemisch 

gründlich durchtränkt wurden, kommen 
sie für je 12 bis 24 h in drei Portionen 
reines n-Butanol

ÅDie anschließende Durchtränkung mit 
Paraffin habe ich etwas abgeändert: 

4.5 g Paraffin + 4.5 g Butanol in ein 
kleines Kännchen bei 50 °C  geben, 
Proben überführen, mit 3-4 Filterpapieren 
abdecken und für 24 h bei 60°/ αƎŀǊŜƴά 

(O-¢ƻƴ 9ƘŜŦǊŀǳ ¢ŀƎŜ ǎǇŅǘŜǊΥ α Řŀǎ ǎǘƛƴƪǘ ƘƛŜǊ Ƨŀ ƛƳƳŜǊ 
ƴƻŎƘ ƴŀŎƘ YƻǘȊŜΧάύ

Åfür je 24 h  3 weitere Spülgänge mit 
reinem Paraffin



3. Vorbereitungen für das Einbetten

Åmittels einer Gürtellochzange 
werden die Einbettkassetten je 
nach Objektgröße gelocht

ÅKännchen werden mit reinem 
Paraffin und den Proben bei ca. 
58-60°C belassen (Temperatur 
der Kupferplatte 61-63°C)

ÅPinzetten werden auch 
entsprechend vorgewärmt



5. Paraffineinbettung

Ånun heißt es schnell arbeiten 
ǳƴŘ ƴƛŎƘǘ αŘŀƴŜōŜƴƳŜƛŜǊƴά

Åhilfreich ist es, wenn auch die 
Bodenplatte 60°C hat. Dies 
erleichtert das Ausrichten



5. Paraffineinbettung

Åwenn alles passt, wird gekühlt:
erst auf einem Pad, dann im 
Wasserbad über Nacht

ÅEinbettkassette vom Boden 
befreien und Blöcke trimmen

Åso nicht:



6. Vorbereitung Mikrotom

ÅGleitbahnen mit Aceton 
säubern und neu ölen 
(GLP 68 von Bob ist 
meine Wahl)



6. Vorbereitung Mikrotom

ÅMikrotom-Messer auf einem 
Lederriemen frisch abziehen

Åoptimalen Schnittwinkel finden



Was nicht fehlen darf

Åheruntergefallene Paraffinreste 

ergeben mit Socken eine gute 

!ƭǘŜǊƴŀǘƛǾŜ Ȋǳ {ŎƘƭƛǘǘǎŎƘǳƘŜƴΧ



Vorbereitung der Objektträger

ÅDamit die Schnitte besser an der 
Glasoberfläche haften, entweder 
mit Eiweiß-Glycerin beschichten

oder die

αǾƛŜƭ IƛǘȊŜ ƘƛƭŦǘ ǾƛŜƭά-Methode 
anwenden
(nur die Duran-h¢ǎ ƘŀƭǘŜƴ ϧ ƘŀƭǘŜƴ ϧ ƘŀƭǘŜƴΧύ



7. Paraffinschnitt
ÅWenn der optimale 

Schnittwinkel nicht so recht zu 
finden ist, hilft anfeuchten
ÅMikrotommessermeist 15°, 5-6° Phase, d.h. Winkel 

von der Messeroberfläche aus gesehen ca. 23-26°



7. Paraffinschnitt
ÅSchnitte mit einem Pinsel vom 

Messer abnehmen und im 
Wasserbad (+ 5-10% Spiritus) bei 
42°C strecken, dann mit der 
glatten Seite unten auf die 
Objektträger legen

ÅTrocknen über Nacht bei 45-50°C



8. Wässern ÅSchnitte wässern: über 2x Xylol, 
2x IPA, dann absteigende 
Ethanolreihebis 30% Ethanol, 
dann dest. Wasser (je 4-5 min)



9. Färben
ÅSchnitte färben und eindecken

(habe die W-ASimIII-Färbung 
verwendet und die sequenzielle 
Variante für die Schnitte 
genommen. In einem weiteren 
Vortrag später mehr)



Lohnt sich der Aufwand???

ÅZeitbedarf vom Abschneiden bis 
zum fertigen Produkt: 
ca. 15 Tage

Åhoher Materialaufwand

ÅAnfangs recht hohe Fehlerquote

αŘƛŜ Yǳƴǎǘ ƛǎǘ Ŝǎ ǎƛŎƘ ȊǿƛǎŎƘŜƴ ŘŜƴ aŀƘƭȊŜƛǘŜƴ ƴƛŎƘǘ Ȋǳ ƭŀƴƎǿŜƛƭŜƴΗά

Abraham Maslov, Motivation und Persönlichkeit, Rowohlt Verlag



Erste Versuche -

ÅStiel einer Rose

Åeher zufällig gefunden: Pollen 
eines Gänseblümchens



- oft Geweberisse/Schrumpfungen

ÅStiel eines Buschwindröschens

Ausweg: 

Åkeine Über- & Unterfixierung

ÅFixierung: Ethanol schrumpft, Eisessig quillt 
Gewebe auf

Åschonendere Entwässerung (in 10% Schritten)

Åkeine Hitze vor der Entparaffinisierungmit Xylol

ÅButanol als Intermedium (Terpineol dauert zu 
lange, da recht dickflüssig; Isopropanol ergibt 
mit Paraplast Plus 2 Phasen, auch bei 50°C)

ÅSchnittdicke den Objekten anpassen

Åfür die 2. ISO-Stufe vor dem Eindecken besser 
>>99.5% iso-Propanol verwenden

ÅW-ASimIII mit 70% Ethanol differenzieren


