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REZEPTUREN ZU MIKROSKOPIE

ZUSAMMENGESTELLT
VON

DR. FELIX SCHUMM

Jeder von uns, der sich nicht nur mit einem ganz bestimmten Gebiet aus dem
weiten Feld der Mikroskopie befaft, wird schon einmal auf der Suche nach ei-
nem Rezept, mit der er ein schnelles Ergebnis erzielen kann, gewesen sein. Dr.
Schumm gibt nachstehend eine Zusammenstellung von Methoden, mit denen er
diesem Problem zu Leibe riickt. Viele davon waren bereits das Thema von Ar-
beitsabenden in der Mikro AG.
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Die folgende kleine Liste an Rezepturen habe ich mir fiir meinen eige-
nen Bedarf frither zusammengestellt. Vielleicht ist sie auch fiir andere
Mikroskopiker niitzlich. Es befinden sich ganz iibliche und auch aus-
gefallenere Dinge darunter, wie ich sie gerade ausprobiert habe.
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1. Fixiermittel zur Mikroskopie

1.1 Formessigsprit nach Diettrich

Verwendung:  Fiir Anatomie. Zellinhalt leidlich.
Verwendet Brennspiritus!!

Brennspiritus 100 ml
Formalin 10 ml
Eisessig 3 ml
Fixierdauer: 24 Stunden
Auswaschen in 60% Alkohol

1.2 Pfeiffers Gemisch

Verwendung:  Fir Algen, Pilze, Flechten, Farne etc.

Formalin 40% 100 ml
Methylalkohol 100 ml
Holzessig 100 ml

Fixierdauer 12-24 Stunden

Anmerkung: Algen konnen auch einige Wochen darin auf-
bewahrt werden.
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1.3 Merkels Fliissigkeit

Fixierung von Oogonen und Antheridien bei
Pilzen

Verwendung:

100 Volumteile 1% Chromsiurelésung
100 Volumteile 1% PtCly
600 Volumteile Wasser

Fiarbung der Kernstadien anschliessend mit

Anmerkung:
Flemmings Dreifarbengemisch moglich.
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2  Firberezepte zur Mikroskopie

2.1 Direkttiefschwarz

Verwendung:  Botanische Schnitte

Ansatz: Gesittigte Losung in 70% Alkohol (oder

Isopropylalkohol)

Anwendung: 1. Schnitte in 50 - 70% Alkohol

2. Farben 5- 10 min
3. Auswaschen in 80 - 90 % Alkohol

Anmerkung: Nicht verholzte Zellwinde rein schwarz.

Kombinationsfarbung mit Safranin od. Chrysoidin
moglich.

2.2 Kallichrom

(vertrieben von Chroma 73257 Kongen, Kiiferstr. 2, Tel.
07024/83646)

Gemisch aus Auramin und Kresylviolett
Anwendung nach Bukatsch (Mikrokosmos):

1.

AN AE LD

Wasser
Fiarben 5 Min
Alkoholstufen,
Isopropanol
Xylol

Malinol
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Anmerkung: dabei wird differenziert:
Violett: Kerne, Zellulose, Meristeme
Blau, blaugriin, griingelb: verholzte Teile,
Xylem, Bastanteile

2.3  Etzolds-Gemisch

Verwendung: Farbung von Pflanzenquerschnitten.
Verholzt - unverholzt.

Ansatz: Aqua dest 100 ml
Eisessig 2 ml

Fuchsinstammldsung 0.5 ml
Safraninstammlosung 2 ml

Astrablau 150 mg
Stammldsungen:
Fuchsin 1l g
Wasser 50 ml
kochen!
Safranin l g
Wasser 50 ml
nicht kochen!
Anwendung: Tropfen Farbe auf Objekttrager,
Objekt hinein

Auswaschen in Wasser
dreimal 100% Alkohol
Euparal

Anmerkung: Ergebnisse wie bei Safranin Astrablaufirbung

2.4  Fuchsin - Pikrinsidure
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Verwendung: Zur Firbung von Zellkernen und verholzten Zell-
winden. Gut auch fiir Pilze in Pflanzenquerschnit-
ten.

Anwendung:

1.

2.

3.
4.

Schnitte 10 bis 15 min in konz. wissr.
Fuchsinlosung

Pikrinsdure ( 2 ml Wasser und 3 ml gesittigte
alkoholische Pikrinsdurelosung )
Auswaschen in 96 % Alkohol

Xylol, Cadax

2.5 Methylegriin - Fuchsin - Simultanfiarbung

Verwendung:
Ansatz:

Anwendung:

Anmerkung:

Botanische Schnitte

4 Teile 0.5% wissr. Methylgriinlosung
I Teil 5% wissr. Fuchsinlosung

1.
2.

3,
4,

Schnitte 10 min farben

mehrmals abwechselnd mit Wasser und
96 % Alkohol auswaschen

100 % Alkohol

Neutralbalsam

Kerne blaugriin

Plasma rot

verholzte Winde violett

nicht verholzte Winde blau bis blaugriin

2.6 Methyleriin - Pyronin - Simultanfiarbung

Verwendung: Zoologische Schnitte
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Ansatz: A) 2 9 wissr. Methylgriinlosung
B) 2 9 wissr. Pyroninlosung
erst vor Gebrauch mischen
25ml A
12 ml B

30 ml Wasser

Anwendung: 1. Farben 6 min

2. n-Butanol 2 mal 5 min
3. Xylol
4. Zedernol

5. Balsam

Anmerkung: DNS Kerne griin

RNS des Nukleolus rot
Cytoplasma rot

2.7 May-Griinwald-Giemsa Fiarbung nach Pappenheim fiir Blutaus-

striche

1.

W

N

May-Griinwald-Losung unverdiinnt (Fixierung) 3 min
Zutropfen gleicher Menge Aqua dest (pH 7, Farbung)

I min

Farblosung abkippen

Uberschichten mit Giemsa-Losung (3 Tropfen Giemsa-
Farbstoff auf 2 ml Aqua dest. von pH 7) 10 min

Kriftiges Abspiilen mit Aqua dest

Rasches Trocknen (Filtrierpapier!)

Anmerkung: Angaben nach Helga Kopp, MAG
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2.8 Orseillin BB (Krauter)

Verwendung:

Ansatz:
Anwendung:

2.9 Sudan III
Verwendung:
Ansatz:

Anwendung:

Anmerkung:

Pilzhyphen in Wirtsgewebe

0.25 % Losung in 3% Essigsdure

1. Farben 3 min

2. differenzieren in 3% Essigsédure

3. ganz rasch entwissern, Xylol, Cidax

Fettnachweis

0.01 g Sudan I in 5 ml 96% Alkohol 16sen
5 ml Glycerin dazufiigen

1. Farben 1n heisser oder kalter Farblosung
2. Auswaschen in Glycerin

Fett, Kutin, Suberin: gelbrot;

Sudan III ist

leicht 16slich in:  Ather, Aceton, Chloroform
wenig 10slich in:  Alkohol

unloslich in: Wasser
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2.10 PJS - Reaktion auf Kohlehydrate

Verwendung: Pilzhyphen in Wirtsgewebe Stirke, Glycogen, Zel-
lulose, Chitin, Glycoproteide

Ansdtze:

Anwendung:

A) Schiffsches Reagenz
B) 1% wissrige Losung von Natriummetaperjodat
C) SO2 - haltige Spiilfliissigkeit

N

AN BB

200 ml Wasser

1 g Kaliummetabisulfit

10 ml 1n Salzsédure

Schnitt fiir 24 Stunden in 96% Alkohol
(ohne diese Behandlung kann es auch zu
Fiarbungen kommen, die nicht auf
Kohlenhydraten beruhen)

Wasser

30 min in B)

dest. Wasser griindlich abspiilen

Firben in A)

Unterbrechen in mehrfach gewechselter
Losung C)

Griindlich in Wasser spiilen
Gegenfiarben mit Lichtgriin

Entwissern mit Isopropylalkohol

(nicht Atanol, das das Lichtgriin sofort wieder
auszieht!)

10. Xylol, Ciadax
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2.11 Hiamalaun - Eosin - Fiarbung

Verwendung: Zoologie und Botanik

Anwendung:

1.
2.

(oY)

— =20 0NN A

_ O

Héamatoxylin 5- 10 min

Auswaschen in Wasser

Bei Uberfirbung kurz in Salzsiurealkohol
differenzieren (70% Alkohol, 1% Salzsiure)
Auswaschen in Wasser

Eosin 1-5 min

Kurzes Auswaschen in Wasser

kurz differenzieren in 70 % Alkohol
Spiritus (kurz!)

Isopropanol (kurz!)

Xylol

Cidax

2.12 Mallory's Saurefuchsin-Anilinblau-Orange-Fiarbung

Verwendung: Zoologische Priparate. Statt Azanfarbung!

Anwendung:

. Saurefuchsin (0.1%) 5 min

. Abspiilen mit Wasser

. Phosphormolybdéinsaure (1%) 5 -10 min
. Abspiilen mit Wasser

. Anilinblau-Orange-Losung 2 - 20 min
Abspiilen mit Wasser

. Rasches Entwéssern in 96% Alkohol

( zu langes Einwirken des Alkohols
macht die Schnitte zu blau)
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7. Xylol
8. Ciadax (Malinol)
Speziallosung bei 4:
Anilinblau wasserloslich 0.5 g
Orange G 20¢g
Oxalsdure 20¢g
Wasser 100.0 ml

2.13 Van Giesonfirbung

Verwendung: Zoologische Schnitte

Anwendung:

Sie ist eine Dreifachfdarbung. Die Kerne werden
mit Eisenhaematoxylin blauschwarz vorgefarbt.
Die anschlieende Sdurefuchsin-Pikrinsdure-
16sung farbt kollagenes Bindegewebe rot und
Muskeln, elastische Fasern, Neuroglia, Erythrozy-
ten gelb.

1. Eisenhaematoxylin nach Hansen ca 5 min.
(notfalls kann auch eine andere
Haematoxylinfarbe verwendet werden)

2. Griindliches Abspiilen in Leitungswasser und
blduen. Ggf. 1-2 Tropfen Ammoniak auf 100
ml Leitungswasser.

3. Firben in Sdurefuchsin-Pikrinsdureldsung. 1-3
min.

4. Ganz kurzes Anspiilen mit Wasser. Schnitt auf

nicht fusselndem Filtrierpapier (Kaffeefilter!)
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abtrocknen. Ganz schnelles Entwdssern mit
mehrfach gewechseltem 96% Alkohol (Spiri-
tus). Isopropanol. Punkt 4 erfordert einige Ge-
schicklichkeit!. Da Saurefuchsin und Pikrin-
sdure in Wasser und Alkohol wieder herausge-
16st werden, muss Punkt 4 sehr rasch ausge-
fiihrt werden. In Wasser wird etwas mehr Siu-
refuchsin ausgezogen wihrend im Alkohol die
Pikrinsdure schneller aus dem Schnitt ver-
dringt wird. Bleibt der Schnitt zu lange Zeit im
Alkohol wird er rotstichig oder ganz entfirbt!
Manche Autoren empfehlen, den gefirbten
Schnitt nicht mit Wasser abzuspiihlen, sondern
sofort mit 96% Alkohol zu behandeln. Die Al-
koholbehandlung soll allerdings so lange an-
dauern, dass 1im kollagenen Bindegewebe nur
noch Sdurefuchsin und keine Pikrinsdure fest-
gehalten wird. (Laut Literatur hédngt davon
auch die Haltbarkeit der Préaparate ab.)

5. Xylol; Deckglasauflegen und priifen, ob die
Farbung gelungen ist. Ist bei 4. zu langsam ge-
arbeitet worden und die Farbung mif3lungen, so
tibertrage man wieder in Isopropanol, Spiritus,
Wasser und wiederhole bei Punkt 3. Es hat
wenig Wert solange man keine Ubung hat, den
Schnitt ohne mikroskopische Kontrolle sofort
in Kunstharz einzubetten. Machen Sie auch
nicht den Fehler, die ganze Prozedur an einem
neuen Paraffinschnitt genauso erfolglos zu
wiederholen, sondern iiben Sie an dem ausge-
teilten Prédparat solange, bis Sie mit dem Er-
gebnis zufrieden sind. Decken Sie dann erst in
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Malinol (ob Euparal mit seinem merkwiirdigen
Losungsmittel haltbare Priparate gibt mochte
ich bezweifeln) ein.

6. Cidax oder Malinol etc

Zusammensetzung der Losungen zur Van Gieson

Farbung:
Eisenhaematoxylin nach Hansen:
a) Eisenalaunkristalle 10,0 g
Ammoniumsulfat l4g
Aqua dest. 150,0 ml
b) Haematoxylin 1,6 g
Aqua dest 75,0 ml

Losung a) in b) rithren und kurz aufkochen

Sdurefuchsin-Pikrinsdure-Losung
Pikrinsdure 20¢g
Wasser 100,0 ml
Saurefuchsin waessrig 1% 10,0 ml

2.14 Anilinblau - Bismarckbraun (Schumm 11.03.84)

Verwendung: Flechtenfarbung!
Collema tenax in Pfeiffer fixiert, in Paraffin iiber
Methylbenzoat eingeschlossen, Schnitte etwa 6 -
10 um dick, mit Eiweissglycerin aufgeklebt und
Kollodiumh&utchen abgesichert.
Kollodiumhdiutchen:
1. 100 % Isopropanol
2. 0.2 % Kollodiumlosung
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Férbung:

Anmerkung:

3. 70 % Spiritus 5 min zum Hérten
4. Wasser

1. Anilinblau - Lactophenol
Die Farbe farbt sehr selektiv die Nostoczellen
an, das Hyphenplasma wird schwicher ange-
farbt

2. Wasser

Bismarkbraunlosung (in ca. 50 % Spiritus)

Die Farbe fiarbt die Gonidien nicht, sondern

farbt die sonst unsichtbare Gallerte zwischen

Pilzhyphen und Algenzellen

4. Wasser

5. Spiritus 70%, 94%

6. Isopropanol, Xylol, Cidax

)

Die Nostoczellen sind blaugefirbt unter der Ol-
immersion hat ihr Plasma eine wabige Struktur,
Volutinkorper sind nicht selektiv angefiarbt. Das
Pilzhyphenplasma ist ebenfalls schwach bliulich
und granuliert angefidrbt. Die Gallerte ist gelb bis
orange und einzelne Abscheidungszonen sind in
bestimmten Féllen erkenntlich. Das Hymenium
wird von beiden Farben angenommen. Bei dem
Objekt brockelte beim Schneiden das Hymenium
zu sehr heraus, doch scheint man eine gute Dar-
stellung der Ascuswiinde erwarten zu konnen.
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3.1

3.2

3.3

34

3.5

Beizen von Farbstoffen
Verwendung: Farbungen fiir Alkoholbehandlung haltbarer

machen

Bariumchlorid (0.5 - 1 % waéssr. Losung ) fiir
Lichtgriin Orange G

Bleinitrat (0.5 -1 % wissr. Losung )  fiir
Eosin Erythrosin
Jodeosin

Kupferacetat oder Kupfersulfat ( 0.5 % wassr. Losung ) fiir

Kongorot
Phosphormolybdansiure: fur

Anilinblau Bismarckbraun

Chrysoidin Fuchsin

Gentianaviolett =~ Malachitgriin
Methylenblau Methylgriin
Safranin Saurefuchsin

Pikrinsdure: fiir

Fuchsin Malachitgriin
Methylenblau
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4 Nachweis-Reaktionen

4.1 Maule'sche Reaktion auf Holzstoff (Lignin)

Anwendung: 1.

Anmerkung:

2.

4.
5.

Kaliumpermanganatlosung, wissr. 1%, ca 5
min

Auswaschen mit Wasser. Die Schnitte sollten
eine gelbe bis braune Farbe angenommen ha-
ben.

Verdiinnte Salzsdure. 1-2 Minuten. Die Schnit-
te werden wieder hell

Auswaschen in Wasser

Salmiakgeist

Bei Angiospermen Lignin rot. Bei Gymnospermen

und Pteridophyten schwache oder keine Reaktion.
Ersetzt man Kaliumpermanganat durch gesittigte
Kaliumchloratlosung mit etwas Salzsdure (Vor-
sicht!), so zeigen auch Gymnospermen und
Pteridophyten eine Reaktion

4.2 Ligninnachweise (Holzstoff):

1.

Phloroglucin

Ein Tropfen einer wissrigen oder alkoholischen (1-5 %)
Phloroglucinlésung unter das Deckglas saugen und an-
schliessend konzentrierte Salzsdure nachsaugen. Lignin
farbt sich rot. (Vergleiche die Farbung mit den Ergebnissen
einer Safraninfarbung!)
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2. Salzsaures Anilin

Gesittigte wissrige Losung von Anilin, der gleichzeitig

etwas Salzsdure zugesetzt wird.
Lignin farbt sich gelb.

4.3 Zellulosenachweis

Unter dem Deckglas erst Jodjodkalilosung, dann konzentrierte
Schwefelsdure durchsaugen. Zellulose quillt auf und farbt sich
blau. Kutin, Chitin, Lignin farben sich dabei nicht blau!

Loslichkeit in Schweizer Reagenz.

4.4 Kutinnachweise:

1.

Farbung mit Sudan-III-glycerin
Ist haltbar als Dauerpriparat in Glyceringelatine.

Resistenz gegeniiber konzentrierter Schwefelséure.

In 5,6 % Kalilauge firbt sich Kutin gelb.

4.5 Gerbsdurenachweis:

Eichengallen mit Eisenchloridlésung behandeln.

4.6 Eisennachweis:
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4.7

Mit Gelbem Blutlaugensalz und Salzsdure in den
Zellmembrannen von Algen. Geignet nach Literaturangaben
auch das aquatische Moos: Fontinalis antipyretica.

(Meine Herbarbelege aus der Runequelle/Harz und aus Béchen

im Stubensandsteingebiet des Schonbuch/Wttbg. zeigen die von
Molisch angegebene Eisenreaktion jedoch nicht!!)

Calciumoxalatnachweis:

Geeignete Objekte sind z. B. braune Zwiebelschuppen.

Unloslich in Essigsdure. Loslich in Salzsdure. Gibt mit Schwe-
felsdure lange Gipsnadeln. Ggf. erwdrmen und wieder abkiihlen
lassen. Liangere Zeit warten bis die Gibsnadeln auskristallisieren
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