Klaus Henkel, Dachau 3. Februar 2003

Intermedien bei der Paraffineinbettung (Literaturauszug)

Zur Beachtung: Die Zitate sind eine subjektive Auswahl und meist nur ein kleiner Ausschnitt aus der
Beschreibung des zitierten Autors. Haufig werden den einzelnen Intermedien und ihrer
Anwendungsmethode eingehende Kapitel gewidmet, die in dieser Zusammenstellung nicht
wiedergegeben oder erwahnt sind. Auch die Literaturauswahl ist zuféllig: Aus meinem
Biicherschrank.

1940

Johansen, D. A.: Plant Microtechnique. First Edition. McGraw-Hill Book Company,
Inc., New York 1940.

Donald Alexander Johansen empfiehlt nachdrucklich Butanol, das normale,
n-Butanol, aber noch lieber ist ihm das tertiare Butanol. (Er lehrte an der Stanford
University in Palo Alto im Silicon Valley. Dal3 das tert. But. schon bei 25 °C erstarrt,
storte ihn als Kalifornier wohl wenig.) Die Anwendung von Methylbenzoat als
Intermedium in der Botanik erscheint nach diesem Werk um 1940 in USA unbekannt.
Xylol beurteilt er wegen der auf3erordentlichen Héartung pflanzlicher Gewebe nicht
gunstig.

Von diesem Werk gehen die meisten Anregungen fir die Botanische Mikrotechnik
der folgenden Jahrzehnte aus.

1959

Riech, F.: Mikrotomie. Ein Leitfaden fiir Arbeitsgemeinschaften und fir den
Selbstunterricht. Aulis Verlag Deubner & Co KG, Kdln 1959.

S. 40: ,Am besten bewahrt sich 1. Methylbenzoat-Benzol und 2. wasserfreies
Chloroform, wahrend von den Ubrigen, von dem einen oder anderen Autor
angegebenen Intermedien Xylol, Toluol, Zedernholzél zwar genannt, aber nicht
empfohlen sein mdgen, und zwar Xylol und Toluol nicht, weil sie in der Warme des
Thermostaten tberm&Rig harten und das Zedernholzdl, weil es nur schwer durch das
Paraffin aus den Geweben verdréangt wird ..."

1959

Jung, R.: Die Paraffineinbettung. Richtlinien und Hinweise. In: Mikrotom-
Nachrichten. Heft 3, 1959, R. Jung AG, Nul3loch bei Heidelberg.

Intermedium. ,Dazu wird heute meist Benzol benutzt. Chloroform und Xylol sind
weniger zu empfehlen, vom Carbolxylol ist abzuraten. ..."

1960

Schulze, E; Graupner, H.: Anleitung zum mikroskopisch-technischen Arbeiten in
Biologie und Medizin. 2. Aufl. Akadem. Verlagsges. Geest & Portig K.-G., Leipzig
1960.

S. 62: ,An erster Stelle unter den vielen Intermedien, die zur Verwendung gelangen,
stehen Methylbenzoat (auch Methylsalicylat ist geeignet) und Terpineol.”

S. 63:

~Xylol (148): Wird als Intermedium heute nicht mehr benutzt, es héartet die Gewebe zu
stark.”

.Benzol (12): Langeres Verweilen in Benzol hartet das Gewebe.*

»Chloroform (26): Verhalt sich &hnlich wie Benzol, ist diesem aber unterlegen.”
.Isopropylalkohol (oder n-Propylalkohol) (112): Mischt sich in der Warme (Uiber 40
°C) mit Paraffin in jedem Verhaltnis und kann daher die Stelle des Intermediums




einnehmen. Da er andererseits den absol. Alkohol mit Vorteil ersetzt (S. 61), wird er
in steigendem Mal3e angewandt. Er ist 3mal zu wechseln."

1962

Heinrich, G.: Fibel der Histologischen Technik. 3. tGberarb. Aufl., G. Fischer, Jena
1962.

S. 82 f: b) Intermedium. ,Die gebrauchlisten Intermedien sind Xylol, Benzol,
Chloroform, Tetralin und Methylbenzoat.” In einem eigenen Abschnitt wird auch das
Dioxan erwahnt.

1964

Adam, H.; Czihak, G.: Arbeitsmethoden der makroskopischen und mikroskopischen
Anatomie. Ein Laborhandbuch fir Biologen, Mediziner und technische Hilfskréafte. G.
Fischer Verlag, Stuttgart 1964.

S. 263: ,In der Mikrotechnik werden meist Benzol, Xylol, Toluol, Methylbenzoat,
Propanol, Chloroform, Tetrahydrofuran, Dioxan und Athylenglykol als ,Intermedien®
bei der Paraffineinbettung verwendet. ...*

LAuch schwierige Objekte lassen sich meist nach Zwischenschaltung von
Methylbenzoat als ein Intermedium verarbeiten, insbesondere dann, wenn nicht
reines Methylbenzoat, sondern Methylbenzoat-Celloidin nach Peterfi (S.264)
verwendet wird."

~Isopropanol und n-Propanol ist nicht in allen Féllen verwendbar, liefert oft aber sehr
schone Ergebnisse und ist in der Anwendung besonders einfach.

1967

Jung, R.: Die Aceton-Paraffin-Einbettung. Eine neue Methode. In: Mikrotom-
Nachrichten. Heft 7, 1967, R. Jung AG, NuB3loch bei Heidelberg.

Beschrieben ist folgende Methode.

Anstelle der gebrauchlichen Intermedien nach der Entwasserung mit Alkohol wird in
Aceton uberfuhrt und durchtrankt, das sich nicht (!) mit Paraffin mischt. Und von dort
direkt in Paraffin. Wahrend das Aceton nun verdunstet, dringt an dessen Stelle
Paraffin nach. Auf diese Weise lassen sich mehrere Arbeitsgange bei der
Paraffineinbettung einsparen. Man muf3 allerdings ein "Spezial-Paraffin" nehmen,
das erst bei 60 Grad schmilzt und die Temperatur im Warmeschrank bis zum
Einblocken auf 70 Grad halten.

Beschrieben hat die Methode: Matuschka, M. v.: Histologische Technik zur
Aufarbeitung von Konisationen, ganzer Uteri und Uteri mit anhangenden
Parametrien. Zschr. Geburtsh. u. Frauenheilkunde, 22, 498 (1962). Entwickelt wurde
sie, wie schon aus dem Titel hervorgeht, urspringlich nur fir Grof3objekte, hat jedoch
- wie R. Jung mitteilt - "wegen ihrer beachtlichen Vorteile auch bei allen anderen in
der Mikrotomie anfallenden Objekten in jingster Zeit rege Beachtung gefunden".

(Diese Methode darf nicht verwechselt werden mit der seit langem bekannten und oft
wenig zufriedenstellenden Aceton-Schnelleinbettung, bei der das A. nicht anstelle
des Intermediums, sondern zum beschleunigten Entwéssern benutzt wird.)

1968

Romeis, B.: Mikroskopische Technik. 16. neubearb. u. verbess. Aufl. R. Oldenbourg
Verlag, Miinchen 1968.

8 379. ,Im einfachsten Fall verwendet man als Intermedium Benzal, ..."

§ 380. ,Verschiedentlich wurde und wird an Stelle von Benzol Xylol oder Toluol als
Intermedium verwendet. Davon ist sehr abzuraten, da beide Stoffe die
Schneidbarkeit der Praparate beeintrachtigen und bei der Durchtrdnkung mit Paraffin
infolge ihrer geringeren Flichtigkeit schwerer zu beseitigen sind (s. auch § 395)."

§ 381. ,Paraffineinbettung Uber Methylbenzoat-Benzol. Durch die Zwischenschaltung
von Methylbenzoat werden aus den Praparaten aul3er dem sie durchtrankenden
Alkohol auch Wasserreste beseitigt. Da sich aber Paraffin in Methylbenzoat schlecht
16st, mulR auch das M. nach Erfillung seiner Aufgabe vor Einbringen der Pr. in




Paraffin durch Benzol ersetzt werden. Auf Grund langjahriger Erfahrung kann ich die
Methode sehr empfehlen.”

Romeis erwahnt ebenfalls ausfihrlich Methylbenzoat-Celloidin, Chloroform, Kreosot,
Benzylbenzoat, Dekalin, Schwefelkohlenstoff und Tetrachlorkohlenstoff.

§ 395. ,Toluol und Xylol machen die Praparate hart und sind wegen ihres héheren
Siedepunktes (111 °C bzw. 140 °C) schwerer aus Praparat und Paraffin zu entfernen
als das erheblich fliichtigere Benzol. Sie sind in der Einbettungstechnik besser durch
Benzol zu ersetzen.”

Weiterhin erwéhnt er Anilin, Bergamottdl, Terpineol und Zedernholzél. Unter den
Verfahren fir die Schnelleinbettung nennt er Dioxan, Tetrahydofuran und
Isopropylalkohol.

Das letzte lobt er in 8 404: ,Dieses einfache und im Gegensatz zur Dioxanmethode
gesundheitlich ganzlich unschadliche Verfahren gibt auch nach meinen Erfahrungen
sehr gute Resultate. Es ist auch als Routinemethode geeignet.”

1968

Krauter, D.: Mikroskopie im Alltag. Eine Einfiihrung in die angewandte Mikroskopie
auf einfacher Grundlage. 6. Aufl. (22.-27. Tausend). Franckh’sche Verlagshandlung,
Stuttgart 1968.

Krauter empfiehlt die Ubertragung aus absolutem Isopropylalkohol in reines
Terpentindl (nicht: Terpineol), danach in Methylbenzoat.

1972

Pfafflin, W.: Paraffineinbettung Uber Isopropylalkohol. Ein preiswertes Intermedium.
In: Mikrokosmos 61 (1972) 109-110.

~Seit mehr als 20 Jahren ist bekannt, dal3 sich auch reiner Isopropylalkohol als
Intermedium verwenden 1aRt. Zwar I8st Isopropylalkohol Paraffin bei
Zimmertemperatur kaum, wohl aber bei 60 bis 70°, einer Temperatur also, die
ohnedies flr die Paraffineinbettung angewandt wird. Die Verwendung von
Isopropylalkohol hat sich bislang noch nicht durchsetzen kénnen; sie ist aber vor
allem bei weichen Organen, die nicht allzuviel Muskulatur, Bindegewebe, Knochen
oder Knorpel enthalten, sehr zu empfehlen. Isopropylalkohol ist billig, und seine
Verwendung als Intermedium kiirzt den Arbeitsgang betrachtlich ab. ..."

1973

Stehli, G; Krauter, D.: Mikroskopie fir Jedermann. Eine methodische erste
Einfahrung in die Mikroskopie mit praktischen Ubungen. 22. Aufl. (130.-150.
Tausend). Neubarb. von Dieter Krauter, Franckh’sche Verlagshandlung, Stuttgart
1973.

.Viele erfahrene Histologen empfehlen als glinstiges Intermedium vor allem das
Benzol. Der Anfanger wird jedoch mit reinem Terpentindl bessere Erfahrungen
machen als mit leicht fliichtigen Intermedien wie Benzol oder Chloroform.” — ,Leider
aber werden die Objekte sowohl in 100%igem Alkohol als auch in Terpentindl hart
und sprode — um so mehr, je langer sie darin verweilen. Wer ganz korrekt arbeiten
will und auf gut schneidbare, geschmeidige Blocke Wert legt, schaltet deshalb
zwischen Isopropylalkohol und Terpentindl noch drei Portionen Methylbenzoat ein.

1977

Gerlach, D.: Botanische Mikrotechnik. Eine Einfihrung. 2., Gberarb. u. erweit. Aufl.,
Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1977.

Gerlach erwahnt Benzol, Xylol, Chloroform, Terpineol, erwéhnt aber auch, dald
Benzol und Xylol die Objekte manchmal so héarten, daf3 sie beim Schneiden splittern.
Aber letztlich empfiehlt er— wie Johansen — tertiares Butanol. Er schreibt, er habe
aus der sehr grol3en Anzahl der im Laufe der Zeit vorgeschlagenen Methoden nur
sehr wenige ausgewahlt. ,Im allgemeinen wird man die tert.Butanol-Methode wegen
ihrer Einfachheit und der Qualitéat der damit erzielten Paraffinblécke allen anderen




Verfahren vorziehen. Nur wenn tert. Butanol nicht zur Verfligung steht, missen Xylol
oder Benzol als Intermedien verwendet werden. Chloroform oder Terpineol benutzt
man dann, wenn Xylol oder Benzol das Objekt zu spréde machen.”

Den Isopropylalkohol erwahnt Gerlach als Intermedium nicht.

1979

Knoche, H.: Leitfaden der Histologischen Technik. G. Fischer Verlag, Stuttgart 1979.

S. 35: ,Statt Methylbenzoat und Benzol kdnnen auch Chloroform, Toluol, Xylol oder
Zedernholzdl als Intermedien benutzt werden.

1979

Krauter, D.: Das Kosmos-Mikrotom. Ill. Wahl der Objekte. Durchtrankung mit
Paraffin. Polyethylenglykol. In: Mikrokosmos 68 (1979) 144-146.

“Die Ublichen Intermedien zwischen hundertprozentigem Alkohol und Paraffin sind
Toluol, Methylbenzoat und Terpentindl (das friher viel verwendete Benzol ist so
giftig, dal? man es nicht mehr gebrauchen sollte). Bei kleinen Objekten kann man mit
groRem Vorteil Isopropylalkohol als Entwasserungsmittel und Intermedium
verwenden, da sich Isopropylalkohol in heiRem Paraffin Iost. ..."

1980

Walter, W.: Das Mikrotom: Das Mikrotom. Leitfaden der Praparationstechnik und des
Mikrotomschneidens. 2. Aufl., neubearb. v. W. Schmidt. Ernst Leitz Wetzlar GmbH,
Wetzlar 1980.

S:28: paraffinlosenden Intermedien (Benzol, Xylol etc.)"
S. 29: ,Methylbenzoat, Benzol"

1989

Bock, P. (Hrsg.) et al: Romeis Mikroskopische Technik. 17. neubarb. Auflage. Urban
& Schwarzenberg, Miinchen 1989.

S. 120: Beschreibung von Benzol: ,Es ist karzinogen, toxisch, fliichtig, leicht
brennbar (unter dem Abzug arbeiten, Geruchsbelastigung!) ... mit Wasser nicht
mischbar ... Wasserreste erzeugen Schrumpfungen im Paraffinblock, Schwierigkeiten
beim Schneiden.”

Bock erwahnt ausfuhrlich Methylbenzoat-Benzol, Chloroform, Dekalin, in kiirzerer
Zusammenfassung auch Schwefelkohlenstoff, Tetrachlorkohlenstoff, Tetralin,
Anilindl, Terpentindl (nicht Terpineol), Zedernholzol, Nelkendl und Petrolather.

Toluol und Xylol ,sind wegen ihres héheren Siedepunktes schwer aus dem Par. zu
entfernen. Beide Intermedien machen die Prap. spréde und sind so dem Benzol
unterlegen.

Unter dem Kapitel Paraffineinbettung von Hand beschreibt er auf Seite 124 f.
wiederum die Methode mit Methylbenzoat-Benzol und auch ausfuhrlich
Isopropylalkohol als Intermedium: ,Eine Alternative bietet die Verwendung von .,
der die Gewebe nicht so hartet wie Athanol.” (Folgt die Verfahrensbeschreibung). ,Da
langeres Liegen in Iso .. die Prép. nicht schadigt, a3t sich der Arbeitsgang besser
gliedern und der Dienstzeit flexibel anpassen. Ein weiterer Vorteil ist das Fehlen von
Benzol.”

1989

Krauter, D.: Ersatz fur Xylol? Erfahrungen mit Rotihistol. In: Mikrokosmos 78 (1989)
22-23.

Krauter berichtet eingehend Uber seine jahrelangen Erfahrungen mit Rotihistol als
Intermedium bei Schnitten. Danach geht er der Frage nach, ob es sich auch als
Intermedium bei der Paraffineinbettung eigne.

~Xylol, Toluol und Benzol harten die Gewebe, machen sie spréde und splitterig. Die
Verwendung von Benzol verbietet sich. Benzol ist giftig und cancerogen; es kann im
mikroskopischen Laboratorium in jedem Fall ersetzt werden.

Xylol und Toluol sind ausgezeichnete Paraffinlosungsmittel. Vielleicht werden sie




deshalb noch immer verwendet, obwohl die Alkohole Butanol und — bei kleineren
Objekten — Isopropylalkohol wesentlich bessere Resultate ergeben.
(Méglicherweise werden Mikroskopiker durch unnétig umstandliche
Arbeitsvorschriften in manchen Fachbiichern von der Verwendung von Butanol
abgehalten. Die folgende Sequenz gentigt vollkommen: 90% Alkohol >
Isopropylalkohol > 2 x Butanol > Paraffin. Man braucht nicht den oft empfohlenen
tertidren Butylalkohol zu verwenden, analysenreines 1-Butanol genugt.
Wasserspuren im Butanol oder Isopropylalkohol fiihren aber unweigerlich zu
Mil3erfolgen.

Mit Rotihistol als Intermedium erhielt ich gute Ergebnisse: Die Blocke und Schnitte
waren geschmeidig, tierisches Material liel3 sich bis 4 um Dicke in Serie schneiden,
auch groRe Objekte (nestjunge Mause) sowie knochenhaltiges, entkalktes Material
waren gut schneidbar. Selbstverstandlich muf3 R. durch mehrfachen Paraffinwechsel
entfernt werden. Es dunstet kaum ab, und zu grof3e Reste bedingen schmierige,
weiche Blécke. Insgesamt entsprachen die Ergebnisse etwa denen, die mit Butanol
als Intermedium erzielt wurden.

Bei pflanzlichen Objekten dagegen erschienen mir Butanol und Isopropylalkohol
Uberlegen. Pflanzengewebe, die verholzte Anteile enthalten, sind bei der
Paraffinmethode bekannt problematisch. sie werden nicht selten so sprode und hart,
dalR sie kaum oder tberhaupt nicht schneidbar sind. Xylol und Toluol wirken bei den
meisten botanischen Objekten verheerend! ..."

Krauter betont, daf’ Rotihistol fur die Entparaffinierung der Schnitte das Xylol auf
jeden Fall und mit bestem Erfolg ersetzen kann. (Bei den Mikroskopierkursen in
Inzigkofen und auf dem Wohldenberg wird seit vielen Jahren zum Entparaffinieren
,Roti“ verwendet.

Fazit

Wahrend noch 1970 unwidersprochen empfohlen werden konnte, die Schnitte
unmittelbar nach dem Strecken mittels Fixierzerstauber mit feinstverteiltem
Xylolnebel einzusprihen, hat sich in den letzten Jahren eine zunehmend kritische
Haltung gegeniiber der unbedenklichen Anwendung von Benzol und seinen
Abkdmmlingen durchgesetzt. Die erfreuliche Folge ist, daf? die Autoren der neueren
Bucher und Aufsatze die mdgliche Gesundheitsgefahrdung wenigstens erwéahnen.

n-Butanol erfreut sich zunehmender Beliebtheit nicht nur bei Amateuren. Es ist
problemlos anzuwenden.

Die Methode mit Isopropanol ist mehr als einen Versuch wert, ebenso die mit
Aceton.




