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Vergleich von Intermedien bei der

Paraffineinbettung

Anton Losert und Gabriele Hrauda

Zur Herstellung von Diinnschnitten wird als hdufigstes Einbettungsmittel Paraffin ver-
wendet (Klebs, 1869). Bei der Paraffineinbettung ist die Verwendung von Interme-
dien fiir den Préparationsgang — um das fixierte Objekt von der Entwasserung im Al-
kohol in das Einbettungsmedium Paraffin zu iiberfihren — unumgdnglich notwendig.
Vielen Mikroskopikern stehen fiir ihre Arbeiten keine Laborrdume zur Verfiigung, so-
dass sie mit zum Teil bedenklichen Chemikalien in der Wohnung hantieren miissen.
Die damit verbundenen Gefahren und Beldstigungen fir den Bearbeiter selbst aber
auch fiir seine Mitbewohner sollten sich daher im Interesse eines gedeihlichen Zu-

sammenlebens in Grenzen halten.

-\ er nachfolgende Vergleich von Inter-

) ) medien fiir die Paraffineinbettung rich-

“ tet sich vor allem an den Amateur. Ab-

gesehen von den priparatorischen Vor- und

Nachteilen soll auch die moglichst gefahrlose

Handhabung der verwendeten Substanzen in
Betracht gezogen werden.

Paraffineinbettung

Paraffin eignet sich als Einbettungsmittel sowohl
fiir tierisches als auch fiir pflanzliches Material.
Es Dbesitzt zahlreiche, fir diesen Anwendungsbe-
reich positive Eigenschaften. So ist es chemisch
inaktiv, bei Zimmertemperatur homogen und
leicht schmelzbar (zwischen 45 °C und 60 °C)
(Burck, 1982). Zusitze, welche die Schneid-
barkeit von Paraffin verbessern, sind zum Bei-
spiel Bienenwachs, Ceresin, Asphalt, Carnauba-
wachs, Candelillawachs oder Rohgummi.
Reines Paraffin findet heute zumeist keine An-
wendung, sondern es wird auf Paraffingemi-
sche mit verschiedensten Zusidtzen zuriickge-
griffen; davon sind zum Beispiel am Markt:
Histocomp (Fa. Vogel), Histoplast (Fa. Serva),
Histosec (Fa. Merck), Histowax (Fa. Jung)
oder Paraplast plus (Fa. Shandon) (diese Auf-
zdhlung stellt keinen Anspruch auf Vollstan-
digkeit).

Nach der Entwisserung des Proben ist die Ent-
fernung des Alkohols der nichste wichtige
Schritt. Daftir wird die Probe durch ein oder
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mehrere Intermedien gefihrt, die sowohl mit

Alkohol als auch mit Paraffin mischbar sind.

Von besonderem Vorteil konnen Intermedien

sein, die selbst Wasser aufnehmen kénnen (Ro-

meis, 1989). Darin konnen Wasserreste, die

uber Entwisserung in der letzten Alkoholstufe

noch verschleppt wurden, schliefflich doch

noch entfernt werden. Schlechte Schneidbar-

keit und Schrumpfungen kénnen oft auf Reste

von Alkohol oder Wasser im Paraffin zuriick-

geflihrt werden (von Apathy, 1912).

Dariiber hinaus treten beim Herstellen von

Paraffinschnitten manchmal noch andere

Schwierigkeiten auf. Die wichtigste Ursachen

fir die schlechter Schneidbarkeit von Paraffin-

blocken sind:

¢ Das Objekt ist zu hart, es enthilt Kalk, Kno-
chen, Chitin, Kieselsaure, Holz, Fremd-
korper.

¢ Das Objekt wurde zu lange in héherprozen-
tigem=Alkohol, Xylol, Benzol u.i. aufbe-
wabhrt.

e Reste von Wasser, Alkohol oder vom Inter-
medium befinden sich noch im Block.

e Das Objekt ist unvollstindig mit Paraffin
durchtrankt.

¢ Es hat eine unvollstandige Durchmischung
von Paraffinsorten unterschiedlicher
Schmelzpunkte und somit unterschiedlicher
Hirte stattgefunden.

¢ Es wurden ungeeignete Paraffinsorten ver-
wendet — die Harte des Paraffins muss an die
Konsistenz der Probe angepasst sein.
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¢ Die Probe wurde zu langsam abgekiihlt.
e Beim Schneiden herrscht eine zu hohe
Raumtemperatur.

Einige dieser Probleme konnen durch die Wahl

eines passenden Intermediums minimiert,

wenn nicht sogar ausgeschaltet werden. Die

wunschenswerten Eigenschaften eines Interme-

diums sind:

e Mischbarkeit mit Alkohol und Wasser.

Gute Loslichkeit von Paraffin.

Ausreichende Fliichtigkeit.

Gutes Eindringen in die Probe.

Struktur und Konsistenz der Probe diirfen

moglichst wenig beeinflusst werden.

Geringe Feuergefihrlichkeit.

¢ Geringe Toxizitit.

¢ Geringe Geruchsbelastigung (nach individu-
ellem Empfinden).

e Erwerb ohne Giftbezugslizenz.

Gerade die letzt genannte Anforderung soll
hier naher betrachtet werden, immer auch un-
ter dem Aspekt, dass mit diesen Substanzen in
Wohnrdumen hantiert wird. Als Vergleichs-
grofse wurden die Schweizer Giftklassen (CH-
Giftklassen) gewahlt, wie sie auch beispiels-
weise auf den Produkten der Fa. Merck ange-
geben werden. Bei den Schweizer Giftklassen
werden funf Kategorien unterschieden:

e 1 = sehr starke Gifte (cancerogen, muta-
gen, teratogen)

1-2 = sehr starke Gifte

3 = starke Gifte

4 = nicht unbedenkliche Stoffe

5 = Stoffe und Erzeugnisse geringster Ge-
fahrlichkeit

Die Einstufung im deutschen und ésterreichi-
schen Chemikaliengesetz nach giftigen, min-
dergiftigen und gesundheitsgefihrdenden Stof-
fen kann naturlich ebenfalls als Informations-
hilfe herangezogen werden.

Methodenvergleich

Nachfolgend werden sechs verschiedene Me-
thoden der Paraffineinbettung nach ihren
praparatorischen Vor- und Nachteilen, ihrer
Beeinflussung der Schneidbarkeit und eben
auch der Giftigkeit der verwendeten Stoffe vor-
gestellt (Tab. 1-6) und in einer Ubersichtdar-
stellung miteinander verglichen (Tab. 7).

Xylol (Dimethylbenzol) (Tab. 1)

Diese in der Vorgehensweise an sich einfache
Methode bringt eigentlich nur Nachteile. Xylol
ist nicht mit Wasser mischbar, es ist weniger
flichtig, das heifst, es verbleibt unnétig lang in
der Probe. Dadurch kénnen die Objekte
sprode und hart werden. Dartiberhinaus verur-
sacht Xylol eine starke Geruchsbelidstigung, es
ist brennbar und steht im Verdacht, Stoffwech-
selerkrankungen hervorzurufen.

Tabelle 1. Xylol.

Alkoholreihe
A\
Xylol
&
Xylol-Paraffin bei ca. 40 °C

Paraffin

Methylbenzoat (Benzoesduremethylester) und
Benzol (Tab. 2)

Die klassische Methode der Histologie liefert
gute Resultate hinsichtlich der Schneidbarkeit
von Proben, bedingt durch die rasche Durch-
trankung der Objekte. Zumindest im Methyl-
benzoat ist der langere Aufenthalt fir die Pro-
ben unschidlich, ganz im Gegenteil zu Benzol,
bei dem zu lange Einwirkdauer eine zumeist
unerwinschte Hartung der Proben hervorruft.
Benzol ist ein besonders gefihrliches Gift,
dufSerst feuergefiahrlich, und daher auch nicht
frei erhaltlich.

Tabelle 2. Metylbenzoat.

Alkoholreihe
¥
Methylbenzoat
¥

Benzol
9
Benzol-Paraffin bei ca. 40 °C

Paraffin

Chloroform (Trichlormethan) (Tab. 3)

Die Chloroform Methode wird haufig in Klini-
ken und Labors verwendet. Sie wird in der Li-
teratur als besonders schonend fiir die zu bear-
beitenden Objekte dargestellt. Dementspre-
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Tabelle 3. Chloroform. Tabelle 5. Terticirer Butylalkohol.
Alkoholreihe Alkoholreihe bis 50%
Chloroform Butanolreihe
Chloroform-Para%Fin bei ca. 40 °C I Il n v
Paraffin Wasser 50 30 15
Athanol 92% 40 50 50 45

chend liefert sie sehr gute Schneideergebnisse,
die Proben werden kaum gehirtet. Dagegen zu
halten ist, dass Chloroform ebenso wie Benzol
extrem giftig ist, es nicht sehr bestandig ist und
sich in Phosgen und Chlorwasserstoff (!) zer-
setzt. Dementsprechend ist auch Chloroform
nicht frei erhaltlich. Chloroform hat aulerdem
den Nachtteil, nur langsam in die Proben ein-
zudringen.

Isopropylalkohol (n/1 Propanol) (Tab. 4)
Diese Methode erscheint fiir den Amateur we-
gen ihres einfachen Vorgehens sehr gut geeig-
net. Die Vorteile liegen in der unbegrenzten
Mischbarkeit mit Wasser, wobei Isopropanol
leichter wasserfrei zu halten ist als zum Bei-
spiel Athanol. Auch bei lingerer Verweildauer
harten die Proben kaum. Gegen diese Methode
spricht, dass Isopropanol langsamer eindringt
als Benzol — es braucht ungefihr die dreifache
Zeit — und dass es aus Gewebsspalten und
Hohlriumen rascher verdunstet als Paraffin
eindringt, dadurch konnen Schrumpfungen
entstehen konnen. Als weiterer Nachtelil fur die
Arbeit in der Wohnung muss die leichte Ent-
ziindlichkeit genannt werden.

Tabelle 4. Isopropylalkohol.

Isopropylalkoholreihe
Isopropylalkohol-Paraffin bei ca. 60 °C

Paraffin

Tertidrer Butylalkohol (Tertidres Butanol)
(Tab. 5)

Tertidres Butanol wire ein sehr gut geeignet In-
termedium, weil es unbegrenzt mit Wasser
mischbar ist, die Proben kaum hirtet und zu
guten Schneideresultaten fiithrt. Wie aus Ta-
belle § jedoch ersichtlich, verlduft der Prapara-

tertiéires Butanol 10 20 35 55

reines Butanol 3x
&
Butanol Paraffinsl=1 1

Paraffindl = 1 1 Gber Paraffin

bei ca. 60 °C

Butanol

Paraffin

tionsgang eher umstandlich. Tertidres Butanol
ist feuergefahrlich und erstarrt bei 25 °C. Diese
Eigenschaft bedeutet, dass es stets leicht er-
warmt zu halten ist und daher ein Warme-
schrank benétigt wird, der besonders in den
unteren Temperaturbereich genau zu regulie-
ren ist; gerade diese Gerite sind kostspielig.

n-Butylalkohol (1-Butanol) (Tab. 6)

Die Anwendung von n-Butanol als Interme-
dium fiir die Paraffineinbettung wurde erst-
mals von Larbaud (1921) publiziert. Gegenii-
ber dem tertiaren Butanol ist n-Butanol zwar
in geringerem MafSe mit Wasser mischbar, es
l6st etwas weniger Paraffin, dringt langsamer

Tabelle 6. n-Butylalkohol.

Butanolreihe

I nmm v v v v
Wasser 70 60 45 30 20 10
Athanol 92% 20 25 30 30 25 20 15
n-Butanol 10 15 25 40 55 70 85

reines Butanol 3x
&
Butanol Paraffin bei ca. 55 °C

Paraffin
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Tabelle 7. Gegeniberstellung verschiedener Intermedien zur Paraffineinbettung.

Benzol n-Butanol tertidres Chloro-  Iso- Methyl- Xylol
Butanol form propanol benzoat

CH-Giftklasse 1* 4 4 1* 4 4 4
Schneidbarkeit  gut gut gut gut gut gut schlecht
hértet Proben  ja kaum kaum kaum kaum nein ja
einfache nein ja nein ja ja nein ja
Handhabung
Mischbarkeit ja ja ja ja ja nein ja
mit Paraffin
Mischbarkeit nein begrenzt  unbegrenzt kaum unbegrenzt  nein nein
mit Wasser (77g/1) (8g/1)
starke Geruchs-  ja wenig ja ja wenig ja ja
belastigung
fevergefdhrlich  ja nein ja nein ja nein ja

ein, gleichzeitig liefert es aber sehr gute Schnei-
deresultate und hirtet bei lingerem Verweilen
die Proben nicht. Zudem bleibt es bei Zimmer-
temperatur flissig und ist kaum feuergefahr-
lich. Diese beiden letztgenannten Eigenschaf-
ten machen diese Methode zu einer, die gerade
dem Amateur als eine probate Moglichkeit
vorgeschlagen werden kann.

Fazit

Natiirlich steht bei der Wahl des jeweiligen
Priparationsganges das zu untersuchende Ob-
jekt im Vordergrund, nach dessen Beschaffen-
heit und moglichen besonderen Inhaltsstoffen
(z. B. Kalk oder Chitin) wird das jeweils beste
Verfahren zu wihlen sein. Gleichzeitig sollten
jedoch die Sicherheit am Arbeitsplatz und die
Gesundheit des Bearbeiters nicht auller Acht
gelassen werden. Die Histologie kann damit
ihr ,Hexenkichenimage® ablegen und bei-
spielsweise auch fiir Jugendliche interessant
werden, denen man oftmals den Umgang mit
den bedenklichen Stoffen nicht zumuten
wollte. Und — um den Kreis zu Einleitung zu
schlieflen — eine Titigkeit, die ohne allzu grofse
Beldstigung der hduslichen Mitbewohner statt-

findet, weckt oftmals eher Akzeptanz und In-
teresse und ldsst so neue Freunde an den klei-
nen Dingen des Lebens entstehen.
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