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Agenda Paraffinschnitte botanischer Objekte

Adie IsopropaneMethode (Bob)

Adie ButanolMethode (Sven)

a) Fixierung botanischer Proben
b) n-ButanolReihe

c) Paraffineinbettung

d) Schneiden am Mikrotom

e) FarbeBeispiele & Ausblick



Literatur:

A Georg RosenfeldAnleitung zum Anfertigen und Farben von Paraffinschni@é09

A Georg RosenfeldPraktische Ratschlage und Sicherheitshinweise zur CHROMA

Schrift- Ausgewéahlte Farbemethoden fur Botanik, Parasitologie, Zogl2Qib
A Klaus HenkeEine neue alte Methode der ParaffineinbettuispMethode), 2010
A Dieter GerlachBotanische Mikrotechnjkrhieme Verlag Stuttgart 1969 (u.a. Butakt@thode)

A Geoffrey O RollSchnittprobleme und mégliche Losungkeeica)



Paraffinschnitte botanischer
Objektec die Isopropanot
Methode

Vorgehensweise und praktische Umsetzung zu Hause



Warum mit Wachs rumkleckern?

AVorteile gegeniiber dem Schneiden frischer Objekte:
AMehrteilige Objekte bleiben im raumlichen Zusammenhang
AZellwande werden auch von innen gestiitzt
AGroRere Freiheit beim Orientieren der Objekte
AGeringere Schnittstarken méglich, z.B. 10p und darunter
ASchneiden groRerer Objekte méglich
AFixiertes Material ist im Paraffinblock unbegrenzt haltbar



Grundsatzlich Uberlegungen

ABotanische Objekte sind wasserhaltig
AWasser mischt sich nicht mit Paraffin
AParaffin verhindert das Farben nach dem Schneiden

=> \Was tun?



Vorgehensweise im Uberblick

1. Entwassern
Wasser durch ein Intermedium ersetzen, das Paraffin lost

2. Mit Paraffin infiltrieren
Intermedium durch Paraffin ersetzen

3. Blocke herstellen und schneiden
4. Schnitte auf Objekttrager ziehen

5. Entparaffiniereniber Losungsmittelreihe bis hin zum Wasser



Verschiedene Methodegaus gutem Grund

AEs gibt unterschiedlichste Versionen dieser Arbeitsschritte

ASie unterscheiden sich u.a. in diesen Aspekten:
A Schneidbarkeit der Blocke
AVollstandigkeit der Infiltration
A Automatisierbarkeit
ABetriebskosten
A Arbeitsschutz
A Schneidbarkeit der Objekte
A Zeitaufwand
A Apparativer Aufwand



Bobs Vorgehensweise

AlsopropanoiMethode nach Klaus Henkel u.a.
AKompakter Aufbau, leicht zu verstauen
ASchneller Prozessdurchlauf

Aln normal geltiftetem Innenraum durchfiihrbar
AKleine Stoffmengen

APreisgiinstig




Zu allererst: Ordnung ist das GANZE Leben
hier zumindest!

Alm Eifer des Gefechts verliert man leicht den Uberblick
ADeshalb vorher schon fiir Ordnung sorgen

AObjekttragerVorrat mit Hartmetal oder Diamantstift kennzeichnen
ABuch anlegen fir Blocke und Schnitte

AMethoden sorgfaltig dokumentieren

ABlocke mit Nummer und Name unverlierbar beschriften
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Bobs Methode 1 Entwassern

AMaterial liegt in AFR Fixierfliissigkeit vor
AMarmeladenglaser misopropanol
AVerweildauer ungefahr 102 ¢ 2 ¢ 2 Stunden




Bobs Methode 2. Infiltrieren
Die Geratschaften

AAluguf3Kochtopf, von aufRen warmegedammt, innen ein Lifter zur
optimalen Warmeverteilung und tibertragung

Agenaue Heizplatte, Kontrollthermometer
ASchraubdeckelglaser



Kochtopf und Heizplatte




Bobs Methode & Blocke herstellen

ASchalchen und Pinzette vorwarmen
ASpiritusbrenner zum Nachheizen der Pinzette
AParaffin einfillen

AObijekt einbringen und ausrichten
AR&hmchen aufdriicken

AAUf PeltierElement schnell abkiihlen



Blocke herstelleg i & ~ =
Die Geratschaften - <1 o)
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PeltierKuhler 12Volt 5 Ampere




Fertige Blocke mit Beschriftung




Infiltriertes Reservematerigl
Hier in Schale ausisiﬁralie




Bobs Methode 4 Schneiden und Aufziehen

AKassette in Halter einspannen

AMesser in Neigung und Anstellwinkel einstellen

AMesser anfeuchten

ASchnitt durchfiihren, Schnittgeschwindigkeit und Dicke variieren
ASchnitt = Ergebnis zweier Schneidevorgange!

ASchnitt mit Pinsel abnehmen

Aln 45 Bad aus dem. Wasser sich strecken lassen

ASchnitt mit Objekttrager aus dem Wasser fischen

AGeneigt in Halter aufstellen, bei 4&nen Tag trocknen lassen




Kassette In Halter, Block angeschnitten
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Aufgezogene Schnitte trocknestaubgeschitzt

Aufgezogene Schnitte sind langfristig
lagerfahig und kdnnen nach und nach
gefarbt und eingedeckt werden.

Die Haftung der Schnitte kann beeinflusst
werden:
Objekttrager:
- nach dem Aufziehen anwarmen
- Vor dem Aufziehen beschichten mit:
- Eiwell3Glycerin
- ChromalaurGeltine
- GummiarabicumL6sung




Entparaffinierenn Versandbehaltern

2 Minuten pro Behalter, Beim Wechseln Tropfen an Unterkante abtupfen




Farben auf Tablett




Paraffinschnitte botanischer Objekte
¢ die ButanotMethode



ABrennNessel, Brombeere &
Schachtelhalm
(Schnitt je in Wurzelnahe und
bei den Stielen im Ubergang zur
Verholzungszone. Zusatzlich
beim Schachtelhalm auch die
Spitzen)




1. Fixierung botanischer Proben

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

AEntgasen im Vakuum-® min,
ca. 150mBal)

AUberfuhren in ARHE?!
(wenigstens 24 h) 5000facher
Uberschuss

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



2. n-ButanotReihe

AAbfiltrieren der Proben (Teesieb)
und Neutralisation des restlichen
Formolsmit 1-2 Teeloffel
Milchpulver Gber Nacht

Adie Pflanzenstiicke kommen fir
je 24 h inn-ButanolEthanot
Wasser Mischungen

[l Y V VI VI
n-Butanol 25 40 55 70 85
Athanol (92 %ig) 30 30 25 20 15

Wasser 45 30 20 10 ‘



2. n-ButanotReihe

. H,0 ‘ H
192% EtOH : M2 PButano| - 9294 EOH: § |
J2s. 5045 _ Py v '55:2::20 Sutano] : 929 1O p [ Butanol ; 92 10

VI 70.20:10 -\ VI gs:15:0




2. N-ButanotRelhe

BB PR A Nachdem die Stiicke vom letzten Gemisch
PN 1 P grundlich durchtrankt wurden, kommen
L — Sie fur je 12 bis 24 h in drei Portionen

reinesn-Butanol

A Die anschlieBende Durchtrankung mit
Paraffin habe ich etwas abgeandert:

4.5 g Paraffin + 4.5 g Butanol in ein
kleines Kannchen bei 5Q |g_;_eben, _
Proben Uberfihren, mit-3 Filterpapieren .
abdecken und fir24 hbei@0 a I NB Y «

Afir je 24 h 3 weitere Spiilgange mit
reinem Paraffin




3. Vorbereitungen fur das Einbetten

Amittels einer Gurtellochzange
werden die Einbettkassetten je
nach Objektgrof3e gelocht

AKannchen werden mit reinem
Paraffin und den Proben bei ca.
58-60°C belassen (Temperatur
der Kupferplatte 6363°C)

APinzetten werden auch
entsprechend vorgewarmt




5. Paraffineinbettung

Anun heif3t es schnell arbeiten
doy R YA OKG aRIySo
Ahilfreich ist es, wenn auch die

Bodenplatte 60C hat. Dies
erleichtert das Ausrichten




5. Paraffineinbettung

Awenn alles passt, wird gekuhlt:
erst auf einem Pad, dann im
Wasserbad tUber Nacht

AEinbettkassette vom Boden
befreien und Blocke trimmen

Aso nicht:



6. Vorbereitung Mikrotom

AGleitbahnen mit Aceton
saubern und neu 6len
(GLP 68 von Bob ist
meine Wahl)




6. Vorbereitung Mikrotom

F
/]

o Y AMikrotom-Messer auf einem
w Lederriemen frisch abziehen

. Aoptimalen Schnittwinkel finden

,
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Was nicht fehlen darf

Aheruntergefallene Paraffinreste
ergeben mit Socken eine gute
I f GSNY I 0AGS Tdz { O




Vorbereitung der Objekttrager o

ADamit die Schnitte besser an der
Glasoberflache haften, entweder
mit Eiwell3Glycerin beschichten

oder die

aPBASEt | A iVietBodeK A £ T

anwenden
(nurdieDurash ¢ & KI £ 0Sy 39 KISy




/. Paraffinschnitt

AWenn der optimale
Schnittwinkel nicht so recht zu
finden ist, hilft anfeuchten

A Mikrotommessemeist 15, 5-6° Phase, d.h. Winkel
von der Messeroberflache aus gesehen ca2@3

B i




: : ASchnitte mit einem Pinsel vom
/. Paraffinschnitt Messer abnehmen und im

Wasserbad (+-20% Spiritus) bel
42°C strecken, dann mit der
glatten Seite unten auf die
Objekttrager legen

ATrocknen tUiber Nacht bei £8°C




z ASchnitte wassern: Gber 2x Xylol,
8. \Wassern 2x IPA, dann absteigende
Ethanolreihebis 30% Ethanol,
danndest Wasser (je % min)

il A
il | EtOH 94% |
)

B — a




ASchnitte farben und eindecken
O Farben (habe die WASImIlI-Farbung
verwendet und die sequenzielle
Variante fur die Schnitte
genommen. In einem welteren
Vortrag spater mehr)

-------



Lohnt sich der Aufwand???

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

Ahoher Materialaufwand
AAnfangs recht hohe Fehlerquote

Abraham Maslowlotivation und PersonlichkeiBowohlt Verlag



AStiel einer Rose

Aeher zufallig gefunden: Pollen
eines Ganseblimchens




- oft Geweberisse/Schrumpfungen

A Stiel eines Buschwindréschens

Auswed:
A keine Uber & Unterfixierung

A Fixierung: Ethanol schrumpft, Eisessig quillt
Gewebe auf

A schonendere Entwasserung (in 10% Schritten)
A keine Hitze vor deEntparaffinisierungnit Xylol

A Butanol als Intermedium (Terpineol dauert zu
lange, da recht dickflUssig; Isopropanol ergibt
mit Paraplast Plus 2 Phasen, auch bé(50

A Schnittdicke den Objekten anpassen

A fir die 2. 1ISEstufe vor dem Eindecken besser
>>99.5%so0-Propanol verwenden

A W-ASimlll mit 70% Ethanol differenzieren



