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Methode: Polyvi nyl lactophenol -
Ein bewährtes Einschlußmittel für Milben

L i teratur : MrKROKosMos 73, 2o9 214 (tqga)

Anwendungsbere i ch :

Prä paratesamml un gen

Polyvinyllactophenol wurde 1952 von K. HrrwzE
alg Einschlußmittel lur Blattläuse empfohlen (1).
Die Acarologen erkannten recht bald die Eig-
nung dieses stark auftrellenden Mittels ftir den
Einschluß von Milben (2). W. HtnscHrra,lNN und
O. WoBrru berichteten 1960 im N4rKRoKosMos
(3) über ihre Erfahrungen mit Polyvinyllacto-
phenol (PW) und gaben Hinweise auf die Her-
stellung und Anwendung des neuen Einschluß-
mittels. Die mit Berlese-Mschung, Faure-Lö-
sung oder Hoyers Gemisch hergestellten Präpa-
rate sind nicht unbegrenzt haltbar, wie die noch
vorhandene Sammlung von Bentrsn und andere
alte Sammlungen deutlich zeigen. Deshalb wur-
den diese Mittel bei ,den meisten Praktikern
durch PVL ersetzt. Auch für Präparate von Klein-
insekten (Flöhe, Haarlinge, Tierläuse usw.) und
Körperteilen von größeren Insekten erwies sich
PVL als vorzüglich geeignet. GöKE (4) verwendete
es mit Erlblg für den Einschluß stark gefiirbter
Crustaceen, pigmentierter Asseln, Peridineen,
lossiler Pollen und chitiniger Mikrofossilien.
WoELKE hat im Laufe von bald 30 Jahren nicht
nur zahllose Präparate von Miiben, Zecken und
Kleininsekten, sondern auch viele Präparate von
rezenten Pollen mit PVL hergestellt. Nachdem
dieses Einschlußmittel nun so lange bekannt ist
und viele Erfahrungsberichte vorliegen, wurde
kürzlich seine Eignung in Zweifel gezogen. Wir
nehmen die hierdurch entstandene Diskussion
zum Anlaß, einige Fehlerquellen aufzuzeigen,
die möglicherweise bei der Herstellung der spä-
ter verdorbenen Präparate nicht beachtet wor-
den sind.

Die Herstellung von Polyvinyllactophenol (PVL)

PVL besteht aus Polyvinylalkohol, Milchsäure,
Phenol und Wasser. Polyvinylalkohol, ein weißes
Pulver, ist der Festkörper des Mediums. Milch-
säure wirkt stark hydrolysierend auf Eiweißstot:.
fe. Phenol hat eine aufhellende Wirkung und
zerstört gemeinsam mit der Miichsäure die orga-
nischen Farbstoffe und Pigmente. Hingegen wer-
den erhaltungsliihige Stoffe (Chitin, Tektin und
Sporopollenin) nicht angegriffen. Wasserfreies
Phenol ist eine kristalline Substanz. Von Milch-
säure und wenig Wasser wird die Kristallisation
jedoch verhindert. Milchsäure ist sozusagen der
Weichmacher im PVL und bewirkt, daß dieses
Einschlußmittel stets duktil bleibt. Deshalb ist
die Zusammensetzung des PVL fiir die spätere
Flaltbarkeit der Präparate sehr wichtig. Görc hat
das Mittel nach einer bewährten Methode herge-
stellt, die nachfolgend beschrieben wird.

Bild l: Entmischung von PVL ldurch falsches [nrerme-
dium?). Plan-Objektiv 40x /0.65: Projektiv 8: I: Diffe-
rential-Interfererizkontrast.

E rfo r de r li c h e C hemi k a li e n :

Polyvinylalkohol pulv., Merck-Artikel-Nr. 821038
Milchsäure 902o, Merck-Artikei-Nr. 366
Phenol, Merck-Artikel-Nr. 200
Zuerst wird soviel Polyvinylalkohol-Pulver wie
überhaupt möglich in heißes destilliertes Wasser
eingerührt. Es entsteht eine sehr zähe, dickflüssi-
ge Masse, die solange im Wasserbad erhitzt wird,
bis sie vollkommen klar ist. Fünf Teile dieser Lö-
sung werden mit zwei Teilen Mlchsäure ver-
rührt, wobei das Gefüß im heißen Wasserbad
bleibt. Dann gibt man zwei Teile des mit
20% Wasser verflüssigten Phenols z:u. Die ganze
Masse wird unter häufigem Umrühren solange
im Wasserbad erhitzt, bis sie endgültig klar ist.
Sie hat dann eine gelbliche Farbe und ist von ho-
nigartiger Konsistenz. Filtrieren ist überflüssig.
Milchsäure greift die Haut an. Phenol wirkt stark
ätzend und ist darüber hinaus ein starkes Proto-
piasmagift. Es wird von der Haut resorbiert und
verursacht beim Einatmen unter anderem Nie-
renschäden (MAK-Wert 19 mg,/m3). Entspre-
chende Schutzmaßnahmen (Einweg-Handschu-
he, Abzug) sind zu beachten. Wichtigster Punkt
bei der Herstellung von PVL ist die Einstellung
eines möglichst hohen Festkörpergehaltes.
Ein ganz anderes P\lL wird lur Blattläuse und
ähniich zarte Objekte verwendet. Der Vollstän-
digkeit halber soll auch diese Formulierung hier
veröffentlicht werden:
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In 40-60 ml destilliertes Wasser werden l0 g Po-
lyvinylalkohol gelöst. wobei im Wasserbad er-
hitzt werden muß. Unter ständigem Umrühren
mischt man 35 ml Milchsäure zu; dann l0 ml
Glyzerin. Getrennt davon löst man 20 g Chloral-
hydrat in 25 ml llVoigem Phenol (15 g krist. Phe-
nol auf 100 ml Wasser). Diese Lösung rührt man
langsam in das erkaltete Polyvinylalkohol-Milch-
säure-Glyzerin-Gemisch ein. Notfalls muß man
die Masse lange schütteln und. wenn sie Trübun-
gen enthält, über Glaswolle filtrieren. Danach
kann man sie im Trockenschrank noch etwas
eindicken. (Vorsicht! Die abdampfende Milch-
säure korrodiert Metalle!) Dieses PVL liefert kla-
re Bilder von zarten Objekten.
Blattläuse müssen vorher in Athanol-Tetrachlor-
kohlenstoff I + I entfettet und dann aus Milch-
säure in das Eilschlußmittel gebracht werden.
Ein wasserdichter Lackring ist jedoch unbedingt
erforderlich, weil dieses PVL sonst schrumpflt.
Für Milben. Zecken, Flöhe. Mallophagen und
Tierläuse bietet es keine Vorteile. Deshalb kön-
nen wir hier nicht auf eine so lange Erfahrung
zurückblicken wie bei dem zuerst beschriebenen
PVL.

Zur Herstellung von PVl-Präparaten

Die Hersteliung von PVl-Präparaten wurde be-
reits beschrieben (2, 3, 5). Einige Arbeitsschritte
verdienen jedoch eine größere Beachtung. A.lle
Objekte werden grundsätzlich in Athanol oder
Brennspiritus getötet, fixiert und aufbewahrt. Sie
werden dann in Milchsäure übertragen, in der
sie je nach Art des Objektes mehrere Stunden
oder sogar Tage bleiben müssen. Sehr wider-
standsftihige Milben oder Zecken werden in
Milchsäure erhitzt. Auf keinen Fall darf man die
Objekte aus Wasser oder Spiritus, schon gar nicht
aus Xyiol, Toluol oder einem anderen Aufhei-
lungsmittel in PW einschließen. Wenn ein ande-
res Intermedium als Miichsäure verwendet wird.
können die Druckdifferenzen zwischen Objekt
und Einschlußmittel das Präparat zerstören. O.
WonrE empfiehlt lolgende Methode:
Die Milben werden in Spiritus eingesammelt,
dem bereits etwas Milchsäure zugesetzt wurde.
Sie können darin auch lange Zeit aufbewahrt
werden. Vor dem Einschiuß in PW werden sie in
Milchsäure übertragen. Expeditionsmaterial er-
hält man häufig in Brennspiritus. Man füllt ein
Reagenzglas zu etwa einem Drittel mit Milchsäu-
re und überschichtet sie mit dem Spiritus, der die
Milben enthält. Die Tiere sinken nach unten und
dringen langsam in die Milchsäureschicht ein. in
der sie mazeriert und aufgehellt werden. Nach
einigen Tagen kann man sie in PVL einschließen.
Wie bereits G. Dossn (2) erprobt hat, ist von al-
len Farbstoffen das Direkttießchwarz in P\rL am
haltbarsten. 30 mg Farbstoff werden in 50 ml
Athanol gelöst. Man kann die Objekte entweder
in dieser alkoholischen Lösung überftirben und
dann durch Erhitzen in Milchsäure differenzie-
ren oder aber der Milchsäure etwas Farbstofllö-
sung zusetzen und damit die Objekte durch Er-
hitzen im Wasserbad anfiirben. Ztr Konzenta-
tion des Farbstolles und Dauer der Färbung
können keine verbindlichen Empfehlungen ge-
geben werden. Sie richten sich nach der Art des
Objektes. Was jedoch die Haltbarkeit betrifft, so

können wir sagen. daß unsere Direkttießchwarz-
ftirbungen auch nach 25 Jahren noch einwand-
fiei sind.
Die Objektträger und Deckgläser werden mit
einem sauberen Leineniäppchen und einem
Tropfen Sidolin gepuut. Das Sidolin nimmt dem
Glas die Obertlächenspannung und verhindert
die Bildung von Luftblasen beim Auflegen des

Deckglases.
Von großer Wichtigkeit ist die Größe des Deck-
glases. Für Milben und ähniich große Objekte
verwendet man runde Deckgläser von l0 bis 12.

höchstens 15 mm Durchmesser. Wenn das Deck-
glas größer ist und der PVl-Tropfen etwas
knapp bemessen wurde beobachtet man nach
erniger Zeit, manchmal erst nach Jahren. eine
Wölbung des Deckglases direkt über dem Ob-
jekt. Durch den hohen Spannungsdruck zwi-
schen Deckglas und Objektträger wird ein wei-
ches Objekt zerdrückt und deformiert. Hingegen
bewirkt ein hartes Objekt, etwa eine Zecke, die
Zerstörung des Deckglases. Es ist deshalb sehr
wichtig, das Einschlußmittel reichlich zu bemes-
sen und ein möglichst kleines Deckglas zu ver-
wenden.
Den frisch hergestellten Präparaten wird das
Wasser nur garv langsam entzogen. Man er-
wärmt sie mehrere Tage lang auf 40 bis höch-
stens 50 oC im Wärmeschrank (besser auf einer
durch Thermostat gesteuerten Wärmebank, da
die Milchsäure Metalie stark angreift). Zu
schnelles Trocknen fi.ihrt zu Artefakten, insbe-
sondere zu K-tistallbildungen im PVL. Das über-
schüssige, nach dem Trocknen gummiartige Ein-
schlußmittel wird mit einer Rasierklinge bis zum
Deckglasrand weggeschnitten. Dann umrandet
man die Deckgläser aul der Lackring-Drehschei-
be mit einem guten Deckglaslack oder einem an-
deren geeigneten Lack (2. B. Glassomax von
Glasurit), um den Zutritt von Luftfeuchtigkeit
bzw. den weiteren Verlust von Wasser zu verhin-
dern. Wonr-xr empfiehlt die Verwendung von
klarem Lack. um Veränderungen in den Rand-
partien des Deckglases besser kontrollieren zu
können. Nach dem Umranden kann man die
Präparate noch Iiir einige Stunden in den Wär-
meschrank bringen.

Zur Haltbarkeit von PVl-Präparaten

Wenn die hier beschriebenen wichtigsten Ar-
beitsschritte beachtet werden. bteibt die ZahI der
später verderbenden Präparate sehr klein. Bei
Tausenden von Präparaten, die O. WoelxE her-
gestellt hat. sind gelegentliche Pannen unver-
meidbar. Besonders in den ftinfziger Jahren wur-
de mit dem damals noch neuen PVL viel experi-
mentiert. Aufgrund der MrrcrorosMos-Beiträge
zu diesem Thema haben wir unsere alten Präpa-
rate durchgemustert und nur ganz wenige gefun-
den. die verdorben waren. Bei einigen war die
Ursache hierfiir solort kJar; Zu großes Deckglas
und zu wenig PVL. Andere enthieiten interessan-
te Artefakte, die sich in drei Gruppen einteilen
ließen: l. in Entmischungen, wahrscheinlich
durch ein falsches Intermedium verursacht, 2. in
Monokristalle und 3. in Sphärite, die um einen
Kristallisationspunkt entstanden sind. Mögli-
cherweise wurden diese Präparate bei zu hoher
Temperatur getrocknet. Da sie aus den fiinfziger
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Jahren stammen. kann auch chloralhydrathaltiges
PW die Ursache sein. Vielleicht war auch in
irgendeinem kalten Winter der letzten 25 Jahre
die Zimmertemperatur längere Zeit zu niedrig.
P\rl-Präparate sollten nicht zu kalt gelagert wer-
den. Interessant ist in diesem Zusammenhang
auch die Tatsache. daß viele Präparate im Laufe
der Jahre immer besser geworden sind. Das gilt
besonders liir ursprünglich sehr dunkle Chitin-
teile und viele Präparate von Pollen. Wir sind
der Meinung, daß PVL nicht durch Berlese-Mi-
schung, Faure-läsung oder Hoyers Gemisch er-
setzt werden kann. Nur ftir Kurzzeitpräparate,
die aus verschiedenen Gründen wieder geöffnet
werden müssen, sind diese Mittel gut geeignet.
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Bild 3: Kalkbeinmilbe des Haushuhns. Durch ein un-
seeignetes Intermedium verdorbenes Präoarat von
I95f, Plan-Objektiv 20 x /0.2t0: Projektiv 8 : li Differen-
tial-Interferenikontrast-

Bild 2: Sphärit im PVL (durch zu schnelles Trocknen
entstanden?). Plan-Objektiv 4Ox10,65; Projektiv 8: l:
Differential-Interferenzkontrast.

Bild4: Kalkbeinmilbe des Haushuhns (Cnemidocoptes
mulans). Präparat: Woelke 1958. Foto: Göke 1984.
Plan-Objektiv 20x/0.40t Projektiv 8: l: Diflerendal-
Interferehzkontrast.



Nr.: M 29 Blatt 4

Bild o: Holzbock llxotles ricinusl Priparat: Woelke

iöiä. räiä,-äd[. isa+. Plan-objektiv 5x u0'10: Pro-

jektiv 8: I. Homogene lnterferenz'

Bild 5: Haarline von einem Reh' PräparaL: Woelke

iöä"eiä' öäie t9-84. Plan-objektiv 2'5x /0'08: Pro-

lettiu a' l: Durchlicht-Hellfeld''

Biltl 8: Fetierling, vom Haushuhn Präparat: Woelke

isll. r,j,"löÄk? Lfi+-. eian-oujektiv l'5x z0'08: Pro-

jektiv 8: l: Durchlicht-Hellfeld.

Bild 7: Floh aus einem Voqelnest' Prip:rrat: -Woelke
iöi?' e"'""'' cor.e 1984. Plan"-objekriv 2'5 x /0'08: Pro-

1.[,i" a' t: Durchlicht-Hellleld'

Schweinelaus (H.imutopinus silis) Priparut:

Cöke 1975, Foto: Cöke t984 Plan-Oblektrv t'UX /u'u4:

e-1"t tiu 8: I: Durchlicht-Hellfeld'
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