Mikrogruppe Hamburg

Virtuelles Treffen 24.4.2021
Vortrag: Die Suche nach dem geheimnisvollen Kernschwarz

Praktikum: Botanische Schnitte mit dem Zylindermikrotom

(Bob Lammert / Sven Kotter)
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Notizen zum Kernschwarz

A Das Kernschwarz als mikroskopischer Farbstoff wurde erstmals 1887 erwahnt.
Platner, Gustav: Mitteilungen zur histologischen Techn#ieitschr f. wiss.Mikrosk., Bd. IV, 1887, S. 349

A Weil der Farbstoff schon friih Réatsel aufgab, wurde eine Variante ausprobiert und von Gritato@&nin
den Handel gebracht. Das neue Verfahren stammt von P. MBy®&tayer,Zeitschr f. wiss. Mikroskopie 26,
S. 518, 190P Es beruht autisenchlorid, Gallussaure und AmmonMayer farbt damit Glykogen sehr
selektiv an. Wird aber auch in der Botanik beschrieb@ellilosewandeverden sehr schon und haltbar
gefarbt, besonders wenn man die Sakmivorher mit Eau ddavelled2 ¥ %St ft AYKIF £ G 06 ST NBA

A Werner Schliter, Mikroskopie fiir Lehrer und Naturfreunde, Verlag Volk und Wissen, 1975: Erwéahnung einer

5%igen Kernschwarzlosungdest Wasser zur Farbunmverholzterpflanzlicher Zellmembranen und
Pflanzenkernen
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damit die entwasserten Schnitte einige Minuten gefarbt, bis sie eihgrkelgrauen Toangenommen
hatten. Die dann vorzunehmenden Manipulationen sind folgeddespilungn einer schwachen, wassrigen
Losung von kohlensaurebithion(Nr. 3), welche gleichzeitig einen Teil der Farbe auszieht, was so lange
zugelassen wird, bis der Schnitt eifferiigraven Tolk Y ASY 2 YYSY KI (1 ®d



Notizen zum Kernschwarz

A Ende 2020 hat das Mikroskopisches Kollegium Bonn die verfiigbaren Basisdaten zum Farbstoff
a Y S Ny & Qrikes Hitphdwérw. mikroskopie-bonn.de/bibliothek/botanische mikrotechnik/346.html

zusammengetragen und deren Stand der Entwicklung einer Ersatzfarbung beschrieben

A MKB:Bildervom BeifussblattrigeFraubenkraut Ambrosisartemisiifolia):



http://www.mikroskopie-bonn.de/bibliothek/botanische_mikrotechnik/346.html

Besteht eine Analogie zwischen dem Kernschwarz und der
Eisengallustinte?
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A ist Kernschwarz als Feststoff gleichwertig zu einem Eisen
Gallussaurd&komplex, dein situdurch Luftsauerstofoder
Komplexbildung entsteht??2?nein, farbt schlecht

A der Eisen(ll)komplex mit Gallussaure ist im
ammoniakalischen Bereich stabil, im Sauren flockt er ohne
weitere Hilfsstoffe aus, selbst in niedrigen Konzentrationen




Chemie
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R = H (Gallusséaure)

R = Tetra(di)galloylglucose

2

Abb. 1:Schema eines moglichen Eisenffldmplexes mit Gallussaure und Tanhin

jedes Eisetton ist
oktaedrisch Uber die
Sauerstoffatome koordiniert.
Eine weitere Assoziation vol
Fe*an diesen Komplex flhr
zur Bildung eines
dreidimensionalen
Netzwerkes, welches die
Cellulosefasern umschlief3t
und somit nicht mehr so
einfach entfernbar ist



Tannin
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Tannin

(Gemische von Pentagalloylglucosen
Cr6H52046)

965.25 g/mol

Abb. 5:Schema von Tannin
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Rompp Chemidexikon AZ, 8. Auflage Bd. 6, S. 41Ftanck sch&erlagsbuchhandlung Stuttgart 1988



Mogliche Nebenreaktionen

HO
+ 2 H>,0 \\ \
HO COO + 2 |:e3+ ag. —2> O=— >—COO_ + 2 Fe2+ ag. + 2 |‘|3O+
HO HO
1 4

Abb. 4:Gallussaurd als Reduktionsmittel kann die Farbigkeit mit der Zeit verringern

pro Fe+*werden 2 Protonen gebildet



Loslichkeit Gallussaure/Tannin

Abb. 7:angesauertes Gemisch aus Gallussaure und Tannin & Ganalocum dann Zugabe von (NFe(SQ),-6H0



Literaturvorschrift adaptiert nach Mayer

A 1,5 g (9.25 mmol) kristallisiertes Eisenchlorid und 1.4 g (8.23 mmol) kristallisierte Gallusséure werden unter Erhitzen in 20
ml Wasser geldst undachdem Erkalten 3 ml (ca. 47 mm&bhnz Ammoniaklésungkbnz Ammoniak 2532 %)

hinzugegeben.
Hierbei fallt zunachst die neue Verbindung ganz aus, 10st sich aber im Uberschuss des Ammoniaks wieder auf. Man filtriert,

setzt 14 ml 98dgenAlkohol zu, filtriert den Niederschlag und wascht diesen erst mit ca. 50%igem, zuletzt mit 90%

Alkohol aus und trocknet. Das Pulver ist in kaltem Wasser leicht 16slich, in 50% Alkohol zu weniger als 2%.

A Mayer empfiehlt, 1 g der festen Substanz zunéchst in Wasser zu lésen, dann 30 ml 90% Alkohol zuzufiigen und nach

langerem Stehenlassen entweder zu filtrieren oder vom Bodensatz abzugiel3en.

Mayer, P., Zur Farbung des Glykogetestschrf. wiss. Mikroskopiel 909, Bd. XXVI, Heft 4, S.518 ff.



Isolierter Feststoff nach Mayer

NachAeisner5 g Kernschwarz in heifen 100adekt Wasser l6sen,
nach dem MKB eine Losung 1:10 verdunnt fr Farbungen verwenc

Kernschwarz/Chrysoidif-arbung
Vorfarbung fur 60 Minuten mit Kernschwarzlésung 1:3 mit Wasser verdinnt.
Nachfarbung fur 14 Stunden mit 1%id&hrysoidinldsund:7 mit Wasser verdunnt

http://www.aeisner.de/daten/kernschwarz.html http://www.mikroskopie-bonn.de/bibliothek/botanische _mikrotechnik/284.html



RezeptuNersion Gfinale Version, Paraffinschnitte)

Eisentinte sauer, 2 Komponenten: \
LOsung A:

-zuerst 1.17 g (ca. 1.2 mmol) Tanmrschwach erwarmtem 20 mdest Wasser l6sen,
- dann Zugabe von 385 mg (2.26 mmol) 3,&Bydroxybenzoesaure

aufgefullt mit etwas Thymol auf 50 ml und Filtration nach dem Erkalten

LOosung B:
Es wird eine 2%ige w/w LOsung von E&@isserfrei nach Filtration verwendet (ca. h)

Anwendung:
Schnitte mit 24 Tropfen Wasser versetzen, 1 Tropfen der Loumggeben, kurz hiund

herbewegen, dann 1 Tropfen der Losuh@hne Abkippen der Losurfg draufgeben und sofort
@rég abfliel3en lassen, mit Wasser gut nachwasdbiearschuss an Eisen vermeidien J




RezeptuiVersion 8finale Version, Frischschnitte)

ﬁisentinte sauer, 2 Komponenten:

Losung A:

1 Teil der Losung A v6 + 4 Teiést H,O (1 : 5 verdunnt)

Meine Empfehlung fir Paraffinschnitte:
6 Teile LOsung ¥6 + 3 Teile Losungv8 + 3 Teile Losung B (6 : 3 : 3)
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lange Farbezeiten bei hoheren Temperaturen:

- einfach 2
Glasplatten mit
aufgeklebten
Objekttragern als
Abstandshalter
verwenden



Vorfarbung mit Safrani@hrysoidin

-

N

am besten mit stark verdinnten Farblosungen ohne Differenzieren

wenn man den gunstigen Zeitpunkt zum "Ausstieg” findet

In Anlehnung an die Vorgabe vom MKB wird mit Safranin O

(1 Tropfen in 100 ml Wasser) 1 h bei@@zu lange) gefarbt, danach
ohne weitere Differenzierung mit 0.1% Chrysoidin 2 h I5€l d&uch

etwas zu lange)

oder simultan farben mit 0.05% Chryso#lsung, die 1 Tropfen

Safranin pro 100 ml enthalt

/




Thuja Handschnitt

nur Kernschwarz
Zeiss 10x Plamuparal

Eisentinte sauer Version 2
ca. 5 min, dinner
FlUssigkeitsfilm auf dem
Schnitt, Heil3luftfobn oder
ggf. wenige Tropfen der
2%igenFglllchlorid

Ldsung hinzuftigen. Mit
Wasser waschen,
entwassern, eindecken
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Paraffinschnitt 7 p

(mit Eiweil3glycerin
B aufgeklebt)
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BrennNessel
Paraffinschnitt 10 pum

SafraninChrysoidin
Kernschwarz

Zeiss 10x Plan,
Euparal
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SafraninChrysoidin
Kernschwarz

Zeiss 10x Plan,

Euparal
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BrennNessel
Paraffinschnitt 10 pum

SafraninChrysoidin
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