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L'éventail des méthodes mises en ceuvre lors dediedes champignons est chaque jour plus étermhti-C
nuellement, de nouvelles techniques, découverteérgiement dans d’autres disciplines, sont adagtéasnycologie.
C’est le cas, notamment, de la génétique (séquengag genes, par exemple), de 'immunologie (étledemaladies
cryptogamiques), de la paléontologie (établisserderitarbre phylogénétique des mycéjext de la biochimie (analyse
des protéines et autres métabolites des champignons

L'identification des champignons, dans le cadréadmxonomie, a de tous temps été délicate. Daugeas sont
a la source de cette complexité : la variabilifgique des champignons, et la subjectivité a lagusht livrées la défi-
nition et la limitation des taxons. Ces deux causedent la taxonomie quelque peu empirique. @estquoi, ici aus-
si, on multiplie le nombre de techniques d'étude.dfet, celles-ci permettent d’accéder a des taras nouveaux,
toujours plus objectifs, en vue de rendre davantagesienne cette partie essentielle de la myilog

B _ —

C’est dans cette optiqgue que la microchimie et leroscopie ont
pris place dans I'éventail des techniques mycologsg Ces deux
grandes méthodes ont maintenant fait leurs predaas une large
mesure. Toutes deux ont recours — pour ne pasqdiedles sont
basées dessus - a une large panoplie de réaciifsqaks. Nous
nous proposons, apres un rappel sommaire des aailémentaires
(mais combien indispensables) de la chimie, d'éutks plus im-
portants d’entre eux.

1. Notions élémentaires de chimie.

Dans ce chapitre, la nécessité d’étre succincs roguel-
quefois contraint a sacrifier un soupcon (!) dgieiur scientifique et a généraliser quelque pefales(c’est toujours le
cas lorsqu’il s’agit de vulgarisation, et nous @spé que le lecteur, compréhensif, voudra biereperter aux ouvrages
de chimie qui seront renseignés dans la bibliogeapkoir le fascicule 1/2000 ddyco’ - s'il désire des informations
complémentaires). Certains concepts, tels que déaxiture des formules et d’équilibrage des équnatichimiques, ou
de calcul du pKa des acides et des bases resti¥sibrs probablement un peu vagues et devronaéimgs tels qu'ils
sont proposés. Toutefois, pour que le soupconeidate pas I'ampleur du tantinet, nous nous somrbstngment
refusé a réduire ces notions de chimie a la podimgrue...

Quoi qu'il en soit, il est bien évident que la géhension de toutes ces notions n’'est pas durtdispensable
a une utilisation efficace des réactifs chimiquesngcologie (un bon esprit d’'observation suffitjest néanmoins inté-
ressant d’appréhender ce que sont les réactifsogiienycologue utilise quotidiennement, et la mamidont ils agis-
sent. C'est la raison d’étre de ce premier chagitrges introductions qui accompagneront la detsgnigle chacun des
réactifs, dans les deux parties suivantes de tieleai_es lecteurs que ce premier volet aurait @it peu rebutés sont
malgré cela invités a découvrir les parties suesngui leur paraitront certainement moins théesqu

1.1. La matiere : atomes, isotopes, molécules B$io

La matiere est, comme chacun sait, constituée miegcet/ou de molé-cules. Les atomes (voir figuiee gage
suivante) sont les unités élémentaires des congsless (ou €léments chimiques) tels que le feréenmou le sodium.
On les croyait indivisibl€s jusqu'a ce qu’on découvre qu'ils sont tous comssi des mémes particules fondamentales :
les protons (), les neutrons f et les élec-trons (e On pourrait pousser plus loin encore le raisomem, en disant
que les protons et les neutrons sont eux-mémesasigple différents types de quarks...

Electron

Neutron

Proton

Cette représentation de I'atome est un peu schéomatét désuéte, puisque l'on a
établi, par la théorie quantique, que les électromscirculent pas autour du noyau (ensemble forardgs protons et
les neutrons, au centre de I'atome) dans des ahbien définies telles qu’elles sont tracées itatdme illustré ci-
contre compte deux protons et deux électrons'aglisde I'hélium (He).

On connait actuellement plus de cent dix élémdritaiques différents, mais les derniers ont touséiés arti-
ficiellement, et leur durée de vie est trés couttehacun de ces éléments correspond un type déetoqui differe de

L Voir I'article de J.-MPIRLOT sur les champignons fossilégdy(co’, fascicule 2, 1999, pages 35-38).
2 Le nom « atome » vient du gre@tomos» : qu’on ne peut pas couper.



ses congénéres par le nombre de protons et d@fsctyu'il contient {). Ainsi, par exemple, I'atome de soufre, dont le
numéro atomique’) est le seize, contient seize électrons et se@®@ps, tandis que 'atome de calcium, dont le mamé
atomique est le vingt, contient vingt protons eigtiélectrons. On peut retourner le probléme &t gliron reconnait les
atomes au nombre d’électrons et de protons quéitgiennent. Deux atomes qui comptent le méme nohbdiees parti-
cules élémentaires ne sont pourtant pas nécessaitétdentiques (comme nous allons I'expliciter) isr@ppartiennent
en tout cas au méme élément. Ainsi, tous les atgmiesomptent seize protons sont des atomes deesaiftous ceux
qui en possedent vingt sont des atomes de calcium.

Outre le nombre de protons et d’électrons, le nendlar neutrons peut aussi varier. Si deux atomesogupor-
tent le méme nombre d’électrons et de protons pless@in nombre différent de neutrons, ils sont Espdes isotopes.
Ainsi, le **Cl (ou chlore trente-cing, de numéro atomique Bijerend 35-17 = 18 neutrons tandis que le chlerter
sept £'Cl) en posséde 20. Pourtant, ces deux types d'atsore du chlore. Les différents isotopes d’un élérportent
donc tous le méme numéro atomique, mais on lestéaise par leur « nombre de masse », qui correspda somme
du nombre de leurs protons et du nombre de lewrsares. Ainsi, le chlore trente-cing, qui posseédesapt protons et
dix-huit neutrons, a justement trente-cinq pour bmnde masse (c’est la la signification du nomhreagcompagne
toujours le symbole et le nom des isotopes). Skesldsotopes de I'hydrogéne possédent des nomgylamnts : on
donne couramment & I'hydrogéne detkt)(le nom de deutérium (D), et & I'hydrogéne t(Bi$) celui de tritium (T). De
nombreux isotopes sont radio-
actifs (*). Quelques exemples sont repris danaldéetiu ci-dessous.
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Hydrogéne H | 1 1 1 0 1

Deutérium D ’H 1 2 1 1 1

Tritium* T *H 1 3 1 2 1
Molybdéne* 93 Mo | #Mo | 42 93 42 51 42
Molybdéne 96 Mo | ®Mo | 42 96 42 54 42
Molybdéne 98 Mo | ®Mo | 42 98 42 56 42
Osmium* 186 Os | ®os| 76 186 76 110 76
Osmium 187 Os | ¥0os| 76 187 76 111 76
Osmium 188 Os | ¥os| 76 188 76 112 76
Osmium 190 Os | *os| 76 190 76 114 76
Uranium* 238 u | 2 92 238 92 146 92

Si des atomes, appartenant ou non au méme élésasypcient entre eux par l'intermédiaire de liagsohi-
miques, ils forment des molécules. Les molécules donc les unités élémentaires des corps compBaégxemple, le
dioxyde de carbone (gaz carbonique) que nous rgjatest pas constitué d’atomes, mais bien de ml@é¢ chaque
molécule de ce gaz (GPcomporte deux atomes d’oxygene (O) liés a un atdencarbone (C). L’eau est aussi compo-
sée de molécules. Sa formule esOHce qui veut dire que chaque molécule d’eau cotemeux atomes d’hydrogéne
(H) et un atome d'oxygéne (O) liés entre eux.

Si, lors d’'une réaction chimique, un atome ou umééaule vient a perdre ou a gagner des électrbos, elle
se transforme en un ion. L’ion sera monoatomiqilgosdvient d’'un atome, et polyatomique s'il dérigine molécule.
Etant donné que la charge de I'électron est négativ atome ou une molécule qui perd un ou plusiélgctrons forme
un ion positif, ou cation. Si, au contraire, 'a®mu la molécule gagne des électrons, alors lagehde I'ion est néga-
tive : il s'agit d’un anion. GO, est I'anion polyatomique dichromate ;*'Test le cation monoatomique thallium (11).
Les ions, a la différence des atomes, ne possgtlente méme nombre d’électrons que de protonss orapeut quand
méme les reconnaitre a leur nombre de protonsugwen dehors de la chimie nucléaire, est invagiabl

1 Un atome, tant qu’il n’est pas devenu un ion,&sttriquement neutre. Etant donné que la chargé&leetron est négative mais équivaut, en
valeur absolue, a celle du proton (qui est positigesachant que la charge du neutron (qui egta)eest nulle, le nombre d’électrons que possede
un atome doit nécessairement étre égal au nomkpstiEns qu'il contient.

2 C’est le numéro du célébre tableau périodiquedtieaents de Mendeleev.
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1.2. La chimie minérale et la chimie organique.

On a pris I'habitude de scinder la chimie en derandes disciplines : la chimie minérale et la cbimigani-
que. La premiére étudie tous les éléments minégtleurs réactions ; elle est plus générale qeedande. La chimie
organique, quant a elle, ne considére que les mle« organiques », c'est-a-dire toutes - ou pre) les molécules
qui contiennent du carbone. La chimie organiquedatbase de la biochimie.

En fait, le carbone posséde des propriéiésu( lui permettent une variété infinie de comlgoas. On compte
en millions le nombre de molécules organiques wliffees connues a ce jour. L'immense majorité dekcules
(comme les protéines, les lipides, les glucidesalddes nucléiques et les vitamines) dont sorsgtoaits et grace aux-
quelles fonctionnent les organismes vivants sostd@écules organiques.

On distingue encore deux domaines au sein de hai€lirganique : la chimie aliphatique, et la chimfema-
tique. La chimie aliphatique traite des moléculaédires (comme I'acide formique, I'octane, I'agécou I'éthanol) et
de certaines molécules cycliques (telles que ldopgntane, le dioxane, 'adamantane ou le tétratfydane), tandis
que la chimie aromatique ne reléve « que » desaul@g cycliques (le type de ces molécules est hedree, mais on
peut citer aussi le toluéne, I'anthracéne ou leph&épondant & une série de critéres bien déwésniet notamment la
présence de nombreuses liaisons doubles. Malgie® restrictiona priori importante, la chimie aromatique a un poids
au moins aussi lourd que la chimie aliphatique.

Composeés aliphatiques | Composés aromatiqu
LINEAIRES CYCLIQUES
AOH
Ethanol Cyclopentane Benzéne
[Oj OO
W 0
Octane Dioxane Anthracene

Pour comprendre cette figure, il faut savoir quans le type de représentation choisi pour les muiése
exemples, a chaque angle ou extrémité des moléselé®uve un atome de carbone (C), sauf si uneaattbme ou
groupe d'atomes (que I'on appelle « fonction »)syiadiqué. Les traits correspondent, quant a ew liaisons chi-
miques (les traits doubles signalent les liaisonsldes). D’autre part, on ne dessine les atomegdttgene (H) que
s'ils font partie d’une fonction chimique (les ftioas chimiques seront définies dans la sectionasie). Ces schémas
montrent bien la différence entre molécules linésiet molécules cycliques, dont les atomes (ausngi@ins une partie
de la molécule), sont enchainés les uns aux aatresment un anneau.

! Quelques rares composés du carbone (les plusesing fait), ne sont généralement pas considéréme des molécules organiques. Tel est le
cas du CO (monoxyde de carbone), du,@doxyde de carbone), des carbonates (ion?¢G@t hydrogénocarbonates (ion HEPdu graphite et du
diamant, etc.

2 La plus remarquable propriété du carbone est deqioformer quatre liaisons semblables ou diffézenavec lui-méme ou avec d'autres éléments.



Nous l'avons déja souligné, I'élément central decli@mie organique est le carbone (C). Toutefoiguties
atomes ont un réle capital en chimie organiqueydiogéne (H), I'oxygene (O) et I'azote (N), pripalement, mais
aussi le soufre (S) et le phosphore (P), et, aogessent, le chlore (Cl), le brome (Br), I'iode,(8tc.

1.3. La nomenclature et I'écriture des formules ahiques ; notion de fonction.

Tout comme les champignons, les corps chimiquesssnmmis a des régles de nomenclature tres strictda
permet de ne pas attribuer deux noms différentmé@me composé, et, a l'inverse, de ne pas donn@éiee nom a
deux substances différentes. D’autre part, 'éncaventage du systéme actuel de nomenclatyirest qu'il permet, a
partir du nom d’'un composé, d’en retrouver la folenet vice-versa. En effet, 'ancienne nomenclagiest fondée sur
des noms enchanteurs (formol, vanilline, thymat,)etnais peu évocateurs de la composition de l&cutg qu'ils
nommaient.

Outre par des noms, les produits chimiques sont,dmmme chacun sait, désignés par des formulépegu
vent étre plus ou moins détaillées. Les formuléssdk brutes » indiquent la composition de la md&en atomes, mais
ne livrent aucune indication sur la dispositiontspe et relative de ces atomes. Au contrairefdesules développées
donnent une idée de la géométrie de la moléculsidérée. Cela permet de distinguer entre eux teadees. Deux
isomeéres sont deux molécules qui possédent la rfemelle brute, et donc la méme composition en atpmeais dont
la disposition spatiale (donc la formule développést différente. En régle générale, plus les muidéscsont compli-
quées, plus elles possédent d'isoméres.

Isomeéres de formule brute CH O

H O H H H O H H o H \
Il L | | /N H—C—0
H—C—C—C—H  H—C—C—C—H c:T—o—c—H H—C—C—C—H [ ]
| | I ! ! ol g
H H H H H H H H H H
HoH
o o
0 o
)K \)k e N
H
& » & e
N o o N
Dos® L \x@&\z\@ S S
2 N N \O” &
\0‘9@ @ < & ,’&0+4@ SO P
< o W 5
S o
o ¢ S

Cette figure illustre cing (il en existe d’autredgs isomeéres de I'acétone, une molécule tres siqyplezpond
a la formule brute gHsO. Chaque molécule est représentée de deux mardéfésentes et est identifiée par deux
noms : le premier est le nom correct (en accorccdes regles de I'lUPAC), tandis que le second’estdes noms les
plus courants (il existe, comme en mycologie, debteux synonymes). Toutes ces molécules, bierequéormule
brute soit la méme, possedent des propriétés phrgsicniques complétement différentes !

L’écriture des formules chimiques répond elle aadsane série de régles bien précises. Prenonsrijdrede
I'acide sulfurique, HSO,. Les lettres correspondent aux symboles des atodeass notre formule, H indique la pré-
sence d’hydrogene, S celle de soufre et O cellryd@ne. Les chiffres en indice se rapportent avbsyenqui les pré-
cede, et indiquent le nombre d’atomes de cet élémencontient chaque molécule. Toute moléculeidéasulfurique
compte donc deux atomes d’hydrogéne, quatre atdingggéne et un atome de soufre (lorsqu’un éléméstt repré-
senté, comme le soufre dans notre exemple, quenpseul atome, il n’est pas nécessaire de le grécesest pour cela
que la formule est 30, et non pas £§,0,).

Lorsqu’'une seconde formule suit la premiére et gu'point les sépare, il s'agit de molécules
d’'« accompagnement ». Par exemple, le sulfate d@lfeneptahydraté s’écrit FeSOH,O parce que chaque molécule
de sulfate de fer (Il) est accompagnée de sepjftiedique le nombre qui suit le point) moléculésad : on parle de
I'eau d’hydratation.

On est parvenu a identifier une série de fonctmnmiques, qui sont a la base de la nomenclatureke. En
chimie organique, on parle de fonctions pour désigies groupements caractéristiques d’atomes,omquigartie de
nombreuses molécules, et qui donnent a toutes té&cales qui les portent une série de propriétésnuanes. Par
exemple, un alcool est une molécule qui comporgfanction alcool (c’est-a-dire un groupement -Qldhe amine est
une substance qui présente une fonction aminej:Nlid tableau qui suit reprend les principales fams de la chimie
organique qui seront rencontrées dans la suiteetlexposé. Il existe une multitude d’'autres fontigue celles qui

1 L'IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemi3tegt 'organisme responsable de la nomenclatis&odgs chimiques.



sont reprises dans ce tableau : des courantesdamster, amide, nitrile, cétone, etc.) et de momgantes (imide,
thioester, imine, etc.).

Nom de la fonction : Groupement : Exemple :
Halogénure C-X(X=F,Cl,Broul)| Chloral

Alcool C-OH Ethanol

Ether C-O-C Méthoxyéthene
Aldéhyde -CHO Propanal
Acide carboxylique -COOH Acide lactique

Les fonctions, en chimie minérale, sont nettemeoinmvariées, puisqu’on se limite généralement a@rqu
acide, base, oxyde et sel. Nous détaillerons pauita les acides et les bases, qui sont les pipsrtants. Tous deux
dérivent des oxydes, et le produit de la réactittreeune base et un acide est un sel.

1.4. La mole ; la réaction chimique et son équatipnotion d’équilibre.

La taille des atomes et des molécules étant extrémieréduite - pour les atomes, elle se mesurécemptres
(* -, la moindre réaction chimique ne s’exerce paseedix, mille, ni méme un milliard d’atomes oumelécules, mais
le plus souvent au moins entre des milliers deianils de milliards (un avec vingt et un zéros @ee). Pour ne pas
devoir travailler avec des nombres aussi encomramie unité trés importante a été définie en ehinld mole. Une
mole correspond & 6,02252%3602 252 avec dix-huit zéros derriére) moléculesatomes, selon la substance. Ce
nombre est la constante d’Avogadro.

Nous venons de soulever I'idée que des substamiesgaes pouvaient réagir entre elles pour dontés-n
sance a d'autres corps. Toutefois, en dehors deirldie nucléaire, il est impossible de transforomeélément chimique
en un autre (eh non, la pierre philosophale n’gotag pas été découverte !). Une réaction chimitpiéait que réarran-
ger, redistribuer les atomes : elle peut transforle® molécules en d’autres molécules, les moléceaiteatomes ou les
atomes en molécules, mais est totalement incapiEbieansformer les atomes en d’autres atomes, énqlgelle puisse
provoquer la transformation d’ions en d’autres ifs.

Lors des réactions, on distingue les réactifsepleduits : les réactifs sont les substances’qoeriet en pré-
sence en vue d’obtenir une réaction, et les preduint les corps que I'on récupére au terme déaletion ). La réac-
tion, en chimie, est représentée par une équatemreactifs sont inscrits a gauche de la fletd]is que les produits
sont inscrits a droite. Chaque substance est pgéécéddin chiffre, que I'on appelle « coefficient etbiométrique ». Il
indique le nombre de moles de chaque réactif quti sécessaires pour que la réaction soit compitehgorie !) et le
nombre de moles de chaque produit qui seront rééapéen fin de réaction (si elle était completé)strons ceci par
un exemple :

2KOH + H,CO; - K,CO; + 2H,0

Dans la réaction entre la potasse et I'acide caglben(qui provient du « gaz carbonique » de I'atphgse),
deux moles de potasse (KOH) réagissent avec urediatide carbonique g80s) pour donner une mole de carbonate
de potassium (¥CGO;) et deux moles d’eau ¢B).

Dans notre réaction, la fleche simple devrait éraplacée par une double flech® {*)}. Il n’existe en effet
aucune réaction qui aille « jusqu’au bout », congiisent les chimistes, c’est-a-dire aucune réacioterme de laquelle
I'entiéreté des réactifs a été transformée en pradua simple fleche n'est acceptable que du pdevue théorique,
sur papier, tandis que la fleche double exprimeguese passe véritablement lors de I'expériencke &mbolise
I'équilibre auquel est limitée toute réaction chqone.

Cet équilibre peut étre plus ou moins « déplacé ledroite », selon le langage consacré. Plusilliége est
déplacé vers la droite et plus la réaction est ¢etmpc’est-a-dire plus la quantité de produitsupézés sera proche du
maximum prévu par I'équation théorique. Concrétaméquilibre est atteint au moment ou la quandiéproduits qui
se forment a partir des réactifs est égale a latgéale produits qui disparaissent pour reforresrréactifs. Les réac-
tions chimiques peuvent en effet toujours s’effecttians les deux sens méme si, généralement, dsileux sens est
largement favorisé par rapport a l'autre. Pour lwemprendre cela, il faut se défaire de I'idée tiamgement répandue
gu’une réaction chimique est un phénomeéne statlqueéaction est un processus dynamique...

1 Un picométre (pm) correspond a un milliéme deiardiéme de métre : 1 pm =1bm. On pourrait dire aussi que le picométre estilioniéme
partie du micromeétre (um), qui est lui-méme laimiliéme partie du metre (m).

2 Une réaction peut, par exemple, transformer Ifemeux (F&*) en ion ferrique (F¥) : F€* @ Fe* + € ; ces deux ions, malgré que leur charge est
différente, sont bel et bien des ions « fer ». I¥ars, tous deux peuvent se retransformer en &alfique par les réactions suivantes®‘Fe2¢ @

Fe et F&' + 3¢ @ Fe.

3 Dans les réactions qui conduisent & un dégagegeareux, on a coutume de démarquer le produit gageuaisant suivre sa formule, dans
I'équation de la réaction, par une fleche verticaientée vers le haut. Par exemple, I'action deidle chlorhydrique (HCI) sur le calcaire (Caf£O
libére du gaz carbonique (GQce qui se traduit par : Ca@® 2HCI® CaCh + CO:t + Hx0.

4 En vérité, la double fleche figurée ici est & Vers, mais les voies de la typographie sont impéhiés. ..



1.5. Acides et bases ; notion de pH.

Il existe trois théories qui définissent les acidees bases, et interprétent les réactions gpicguisent entre
eux : la théorie d’Arrhenius, celle de Bronsted-kpwt enfin celle de Lewis. Nous n’étudierons ca@iemiere,
qui est la plus simple mais qui, malheureusememiporte des lacunes. Arrhenius considére qu’unstaobe est un
acide si, en solution dans I'eau, elle libére des ihydrogére(H*) : HCI ('acide chlorhydrique), 8O, (I'acide sulfu-
rique), PO, (I'acide phosphorique) et)80; (I'acide carbonique) sont tous les quatre des plesd’acides :

HCI® H" + CI

A l'opposé, une substance est une base si, en@ohqueuse, elle libére des ions hydroxyde jOLh potasse
(KOH) et la soude (NaOH) sont des bases dites t&ius :

KOH ® K" + OH

L'acide et la base sont opposés en ce sens gelilggmt se neutraliser I'un l'autre en libérant’dau et en for-
mant un sel. En effet, Het OH, qui sont les deux ions « constitutifs » de I'ga@yvent réagir entre eux :

H"+ OH ® H,0 ol H;O'+ OH @ 2H,0

Prenons comme exemple la réaction entre I'acideriepdirique (HCI) et la potasse (KOH), qui conduladi-
bération d’eau (kD) et a la formation d’un sel (KCI) qui, en I'occence, est le chlorure de potassium :

HCI + KOH ® KCI + H,0

Nous avons souligné dans ce qui précéde que lesHgD" sont responsables du caractére acide, et les ions
OH du caractére basique. Une solution qui contieatibeup d’ions KO" et peu d’ions OHest donc acide, tandis qu'a
l'inverse, une solution qui contient beaucoup c&idDH et peu d'ions KO est basique. Mais une solution contient
toujours les deux types d'ions, et le produit dgdeconcentrations (on symbolise une concentrgt&ndes crochets)
est constant :
[H] x [OH] = 10* moFi1™ = constanté

Comme ce produit, que I'on appelle « produit ioeiqle I'eau », est constant, une solution qui cohtieau-
coup d’'ions hydronium contiendra peu d’ions hydmyet inversement. Cette relation permet de rameniité et la
basicité a la concentration en ions hydronium : solation acide contient beaucoup d’'iongOH tandis qu’une solution
basique en contient peu. Voila donc la notion dadité rapportée a celle d’acidité.

La mesure de la concentration en ion®Hpermet, dés lors, une évaluation de I'acidité d'snlution. On dira
d’une solution qu’elle est acide si elle contiehtspde 10 moles d’ions hydronium par litre. Au contrairdeesst basi-
que si sa concentration en iongCH est inférieure & I0moles par litre. La concentration de“ioles par litre en ions
hydronium correspond, on l'aura compris, a la raditér; une solution est neutre si elle n'est ndaqi basique : c’est
le cas de I'eau pure.

Les exposants négatifs, qui compliquent les calcsdst éliminés par le calcul du pH, qui corresp@nd
I'opposé du logarithme en base dix de la conceatran ions hydronium :

pH = - log [HO"]

Plus un nombre est grand, plus son logarithmeresidg dés lors, d’aprés la relation qui précedeyat que
plus la concentration en ions hydronium d’'une sotuest élevée, moins son pH est grand. Ainsi dane, solution
dont le pH est de 1 est trés acide, tandis qu'ohgisn dont le pH est de 13 est trés basique.Heéie de pH courante
s'étend de 0 a 14, mais des valeurs négativesprisures a 14 sont possibles.

Pour terminer, disons que tous les acides n'ontupasforce équivalente : on les classe habituetéme aci-
des « forts » et en acides « faibles ». La forem dicide correspond a la facilité avec laquellédre des ions hydro-
nium, et donc plus un acide est fort, plus failgleada quantité nécessaire de cet acide pour izcidéttement une solu-
tion. De méme, une base est d’autant plus forteliguibére plus facilement des ions hydroxyde.

L En vérité, I'on H n'existe pas tel quel dans I'eau : il s'associen& molécule d’eau pour former une sorte d'ion demHO" que I'on appelle
ion hydronium : H + H,O ® H3O". Toutefois, en pratique, que I'on parle d'ion hyuium ou que I'on se limite & I'ion hydrogéne, cefenge peu
de choses. Seules les équations chimiques sonewaifférentes, puisque la dissolution d’un acidesl'eau ne peut plus s’écrire, par exemple :
HCI ® H* + CI, mais doit s'écrire HCI + ;D ® HzO" + CI. Cette derniére équation est en fait la somme membmembre des deux équations
HCI @ H" + CrI et

H* + H,O ® H30", en simplifiant H, qui se retrouve dans les deux membres (dansert@re mesure, I'équation chimique se traite corome
équation mathématique, et permet, par exemplehaeger des termes de membre et de réaliser gdaa des simplifications).

2 Voir note au bas de la page précédente.

3 mofi? est I'unité (définie mathématiquement) qui cormeapa ce rapport, tout comme « m » est une unitéripieur. Toutes deux sont confor-
mes au S.I. (Systéme International).



La force des acides et des bases est caractéaséme constante : la Ka (ou constante d’acidRé)s la Ka
d'un acide est élevée, et plus cet acide est égtt-a-dire plus grande est la facilité avec ldlgui libére ses ions
HsO". Par une relation similaire a celle du calcul ddi giaprés la concentration en ions hydro-nium, éfinit le
pKa. Parallélement au pH, plus petit est le pKan{des va-leurs s’étalent principalement entre efl®35) d'un acide,
plus cet acide est fort :

pKa = - log Ka

Le tableau de la page suivante reprend quelqudssaeit bases courants, avec leur(s) pKa respgcEffsef-
fet, les acides qui présentent la possibilité dérér plusieurs ions hydronium (ce qui se voit goeeiucoup d’entre eux
au nombre en indice qui suit le symbole « H » Hgdirogéne dans leur formule) possédent autant dedifférents que
d’ions H;O" libérables.

Acide ou base : | Formule : | pKall pKal2 pKa3
ACIDES FORTS

Acide chlorhydrique HCI -7

Acide sulfurique HSO, -3 2
ACIDES FAIBLES

Acide phosphorique WO, 2,1 7,2 11,9

Acide carbonique KO, 6,4 10,4

Acide formique H-COOH 3,8

Acide lactique CHCHOH-COOH] 3,86

Acide acétique CHCOOH 4,75
BASES FAIBLES

Ammoniac | NH [9.2 | |
BASES FORTES

Hydroxyde de sodium (soude) NaOH 15,

Hydroxyde de potassium (potas$&OH 15,7

2. Généralités.

On utilise en mycologie une multitude de produiffdents. Nous en
avons sélectionné une vingtaine parmi les plus comsmLa pre-

miére distinction qui puisse étre faite entre @ctifs est relative a
'usage auquel ils sont destinés : macrochimie acrascopie. I

n'est pas rare toutefois que des produits servetgsaapplications
aussi bien macrochimiques que microscopiques : femigjualifie-

rons alors de mixtes.

Une autre maniére de classer les innombrablesujisod
utilisés est d'isoler les réactifs véritables dstee On parlera de réac-
tif lorsqu’un produit conduit a une réactianpriori inattendue. Tel
est le cas du sulfate de fer, qui est vert maisid@ouvent des réac-
tions orange. Le rouge Congo ammoniacal, quant, anlest pas un réactif parce qu'il colore en rolge éléments
qu’'on y plonge. Quoi de plus normal ? Il y a cemanidci aussi des cas discutables, en ce senseqizéns produits, qui
ne sont en général pas des réactifs, peuvent éabtan se comporter comme tels. C’est justemectsedu rouge
Congo ammoniacal, car on peut dire de certainestanes qu’elles sont congophiles si elles fixentduge Congo de
maniére spectaculaire. C’est la raison qui nousws$e a utiliser indifféremment les termes « réactit « produit »

2.1. Réactifs macrochimiques.

Toutes les substances a usage macrochimique ssnedctifs
a proprement parler. lls sont le plus souvent ssdaans des flacons
présentant une petite tige (fichée dans le capyctesminée par une
palette, normalement destinée a I'application dedpits pharmaceuti-
ques (sur les cors, les verrues et autres joya)seté

Sur le terrain, on a intérét a n'emporter que leimiim de flacons,
afin de limiter 'encombrement. Pour I'utilisatioihsuffit de déposer,
grace a la tige, une petite goutte du réactif symartie du champignon
a tester. Le sulfate de fer, lui, sera appliquéetant la surface du
champignon avec le cristal. L'ammoniaque, enfibJ@seul réactif qu’on peut utiliser sans provagie contact direct




entre la substance et le champignon : les vapeungept étre suffisantes.

Pour réaliser des réactions macrochimiques dansatatitions idéales, il faut choisir des spécimadsltes
mais pas trop vieux, et bien frais mais non gorjéau. De méme, les réactifs utilisés doivent étrebon état pour
fournir des résultats reproductibles. La plupart@eservent longtemps, mais pas tous. Une réapbsitive se traduit
par un changement de couleur de la zone testée.

Plusieurs facteutsloivent étre pris en compte pour une utilisatiationnelle et optimale des réactifs macro-
chimiques : la partie du champignon sur laquellebetif a été appliqué, I'intensité de la réactiertemps nécessaire a
la réaction, et enfin la subjectivité de I'opératetn effet, les réactions seront souvent difféersielon que le réactif a
été déposé sur la cuticule du chapeau ou sur la @hatipe, par exemple. Au niveau de l'intensigla réaction, on
distingue souvent par - ou 0 une réaction négapee,+ une réaction positive mais faible, par +€ wéaction plus
nette, et par +++ une réaction forte. On se coatdatces gquatre niveaux parce qu'il est diffickeciantifier précisé-
ment l'intensité de la réaction.

De méme, on distingue des réactions instantan@ssréhctions rapides (quelques secondes), desor&act
normales (autour d'une minute), des réactions ¢e(gatre deux minutes et un quart d’heure) et dastions tardives
(de I'ordre de la demi-heure ou plus). Enfin, l&djsativité du manipulateur entre aussi en ligneadepte, car chacun
voit les couleurs avec une teinte et une intensitdres. Ainsi, un ocre sera plutdt jaune pouratest et plutdt brun
pour d'autres...

2.2. Réactifs pour la microscopie.

En microscopie, on utilise aussi bien des réae#iistables, comme le liquide de Melzer, que dekeox
d’observation inertes (ou qui peuvent étre consisléomme tels). Le choix d'un milieu d’observatt#pend essentiel-
lement de trois facteurs : le groupe auquel apgarte champignon a observer, le type de celluleetire en évidence
et la destination de la préparation.

Le groupe auquel appartient le champignon esntsse il est inutile, par exemple, d’observer dgores de
Clitocybedans le réactif de Melzer, car elles sont iodoatiggs chez toutes les espéces du genre. De miéese plus
intéressant d’observer des spores d’ascomyceétesledteu coton au lactophénol que dans le rouggg€ammonia-
cal, parce que le bleu coton se fixe trés bier’stmementation des spores de nombreux ascomycegegi n'est pas
nécessairement le cas du rouge Congo.

Le type de cellules a mettre en évidence n'estpasplus sans importance. On a en général avaatabser-
ver les asques dans le réactif de Melzer, tandidegiparaphyses y sont fort peu visibles, etdnEla destination de la
préparation doit étre prise en compte. Une préjparaixtemporanée sera idéalement réalisée danslien més fluide
(ammoniaque, rouge Congo ammoniacal, potasse qeiicfacilite la dissociation. Au contraire, si désire conserver la
préparation quelque temps, on aura intérét a latenatans un liquide visqueux, stable et peu vo(atidu coton au
lactophénol, acide lactique concentré, lactophéablprallactophénol, etc.). De la méme maniére, desparations
vouées a la photographie seront avantageusemenéesodans des milieux visqueux, qui limitent leldépment des
objets au cours de I'exposition (qui dure parfdissigurs secondes).

Pour I'utilisation des milieux de montage en mamopié, on dépose une goutte du liquide choisi sur umela
porte-objet, on y transfere le fragment de changoiga observer et on retourne délicatement surueune lamelle
couvre-objet sur laquelle une toute petite goutte milieu de montage aura été déposée, et ce poiter év
I'emprisonnement de bulles d’air. Le fragment aeshber peut étre une coupe fine, faite en génélallame de rasoir,
ou bien un petit morceau de champignon prélevéidd’de pincettes ou d’un scalpel. Dans ce decaigyil est néces-
saire, pour voir quelque chose, de dissocier I&pegnent dans le liquide d'observation. Pour ceefabn tapote la
surface de la lamelle a l'aide de I'extrémité matearrondie d’un bic, par exemple. Dans tous &ss Eobjet destiné a
I'observation doit étre de trés petites dimensions.

2.3. Réactifs mixtes.

Dans cette catégorie de réactifs ne sont classéfit, que I'acide sulfurique et la vanillinegldeux compo-
sants de la sulfovanilline), 'ammoniaque et lagsse a 10% dans I'eau bidistillée.

Il est a remarquer que les réactifs dont l'utliza la plus courante est de loin macrochimiqueététregroupés
avec les réactifs typiquement macrochimiques (d&sts du sulfoformol). De méme, les réactifs hign que pouvant
occasionnellement étre utilisés en macrochimiet soriout destinés a la microscopie, ont été rquFswavec les réac-
tifs purement microscopiques (le réactif de Mekmeest un bon exemple).

Remarque.
Dans chaque catégorie, nous avons classé le#fsésat ordre alphabétique, méme si, parfois, pelat para-
itre illogique.

L voir l'article de P OTIACQUESSUT les réactions macrochimiques du g&uesulaBulletin du C.M.L.B.fascicule 2, 1995, pages 6-13).
2 Voir l'article de D.BAAR sur les préparations par dissociatibty¢o’, fascicule 3, 1996, pages 3-7).



Partie 2 : Réactifs pour la macrochimie et réactifisixtes.

La description de chaque réactif est structuréenseuatre rubriques. D’abord, les caractéristiglessplus
remarquables du produit (c’est essentiellementjie des notions de chimie sont les bienvenues)esqusées dans
I'introduction. Celle-ci est suivie d’'un point imgant, consacré aux utilisations mycologiques quit $aites du réactif.
La troisieme rubrique met en exergue les dangegspgéisentent le réactif ou ses composants, tanéisigns la qua-
trieme, des conseils relatifs a la conservation pordigués.

3. Réactifs pour la macrochimie.

3.1. Formol pur.

Ce que I'on appelle communément « formol » egtéatité une solution concentrée d’'un gaz : le méhau
aldéhyde formique, ou encore formaldé-hyde. Le arh(H-CHO) est le plus simple aldéhyde (fonctiGRIO) possi-
ble, car il ne possede qu'un seul atome de cardbaeune odeur peu marquée, mais fortement iteta a tendance,
en solution aqueuse, a polymérisere qui se traduit par I'apparition de fines lde®lblanches au fond des vieilles
solutions. Ces cristaux sont en grande partie itoéstde trioxyméthyléne - (GB)s; -, qui résulte de I'assemblage de
trois molécules de méthanal en un cycle dont lggeanau nombre de six, sont alternativement occppé un atome
d’'oxygéne et un atome de carbone. Il est a noteregrioxyméthyléne se décompose en méthanathaleur ; c'était
anciennement le moyen employé dans les hopitauk @iotenir du méthanal gazeux afin de désinfecteloaal, par
exemple.

Py
Froid
3X ||:||>C:O Challer 9 H 9
H o H
méthanal trioxyméthyléne

La solution commerciale contient généralement @%4le méthanal et est habituellement stabiliséelpar
15% de méthanol (C}®H). Le méthanal, au fil du temps, a tendance gyder en acide formique, ou méthanoique :

2H-CHO + Q ® 2H-COOH
L'acide formique (H-COOH) formé se dissocie suiviagquilibre :
H-COOH + HO ® H-COO + H;0"

On voit que des ions hydronium 4Bf), responsables du caractére acide, sont libémépKa (constante
d’acidité) du couple H-COOH/H-CO(@st de 3,8 ; I'acide formique est un acide faiblajs suffisant cependant pour
donner a la solution de méthanal un caractéreldensent acide.

* UTILISATION :

Le formol est utilisé dans plusieurs groupes danghignons, et notamment dans la détermination sledsces
au sein du genrkeccinum Il provoque, par exemple, I'apparition d'une galtion rougeétre sur la chair deccinum
scabrum(d’'aprés BTAILLE, 1969). D’autre part, le formol entre dans la cosipon de différents réactifs, et, entre
autres, du sulfoformol (voir paragraphe 3.6), cati @n réactif sulfoaldéhydique qu’on peut utilisem seulement en
macrochimie, mais aussi en microscopie, quoi qtie ckerniere application du sulfoformol soit tomteFedésuétude
depuis un certain nombre d’années.

* DANGERS:
Le méthanal est un gaz fortement irritant, norleseant pour les voies respiratoires, mais égaleipeut les
yeux. D’autre part, il est toxique et méme corrobitonvient donc d’éviter tout contact avec laapeu les yeux et,
surtout, d'éviter de respirer les vapeurs.

! La polymérisation est une classe de réactionsighies qui, d’une maniére générale, conduisentférfaation de molécules immenses (les poly-

meres) a partir d'un grand nombre (souvent desears)l de petites molécules (les monomeéres), le gusent toutes semblables, ou alors de deux
types différents. Il existe toutefois de petitsypatres, que I'on appelle des oligoméres s'ils téstilde I'association de moins d'une dizaine de

monomeres. Le trioxyméthyléne, qui provient destroblécules de méthanal seulement, est un oligomére



¢ CONSERVATION :

Le méthanal, cela a déja été dit, polymérise larigue en trioxyméthyléne. Cette polymérisationaesglérée
par le froid et, des lors, il faut conserver lenfiot & température ordinaire, et non pas au réfitgér, comme il serait
préférable de le faire pour de nombreux autresytsld Pour éviter au méthanal, qui est un gaz, de afgmér de la
solution (dont la concentration diminuerait si catavait), il est important de garder le formoihdaun flacon herméti-
quement fermé. Cette précaution permet, de plusipder I'oxydation du méthanal en acide formigpar I'oxygéne
atmosphérique.

3.2. Phénol a 3% dans I'eau bidistillée.

Le phénol (GHsOH) est un des premiers termes de la grande fadeliecomposés aromatiques, qui sont des
molécules organiques (c’est-a-dire contenant diare), cycliques, et dont I'odeur est souvent assearquable, d'ou
leur nom. Sa structure de base est en effet ue @ysix atomes de carbone liés entre eux alteamaéuat par une liaison
simple et par une liaison double : le phénol déduebenzéne. Chacun des atomes de carbone suppenpdys, un
atome d’hydrogene. Dans le phénol, 'atome d’hyéregd’un des six carbones du cycle benzénique subtditué par
un groupement hydroxyle (-OH). Ce groupement caraet, en chimie aliphatique (chimie des composgariques
linéaires), les alcools. Les phénols sont dongislants aromatiques des alcools ; ils ont desriptép communes,
mais different néanmoins par de nombreux caracg@rgsico-chimiques.

Le phénol se présente sous forme de petits cxiditancs, ou légérement roses s'il est quelque ipgur
(méme trés peu) ; son odeur est forte, caractfuistill est assez soluble dans I'eau (a peu pr§s &%st hygroscopi-
gue, c'est-a-dire qu'il a tendance a absorber fuad’eau de I'atmosphere.

H H
H OH H OH OH OH
H H H H
H H
Différentes maniéres de représenter le phénol.

Anciennement, on désignait le phénol sous le ncaidé phénique, parce que, mis en présence d'we ba
forte, il a un comportement semblable a celui dedes (les phénols ont un caractére acide plus uéagge les al-
cools). Il est en effet, dans ces conditions, ckgpdé former des sels, que I'on appelle des ph&®(au phénates). Par
exemple, avec la soude (NaOH), qui est une bats ferphénol donne du phénolate de sodiughl{ONa) :

CsHsOH + NaOH® CsHsONa + HO
Le pKa du couple gHs0H/CsHsO" est de 9,9 : le phénol est un acide trés faible.

e UTILISATION :

En solution agueuse simple, le phénol n'est étiljg’en macrochimie. Il provoque en général, suhkr des
champignons, des réactions brunatres et lentebséface de réaction est, avec le phénol, au moss auéressante
que la réaction elle-méme, qui est trop banalephénol provoque, par exemple, I'apparition d’'unéoration rouge
vineux sur le pied &manita crocegd’aprés Roland BNON, communication orale). Par ailleurs, le phénotedans
la composition de plusieurs autres réactifs madnoiques, tels que la phénolaniline. En microscopieutilise le phé-
nol en association avec d'autres produits (acidedae, hydrate de chloral, glycérine, etc.), effqua avec des colo-
rants, comme ingrédient dans de nombreux miliewxmndatage de grande qualité (lactophénol, chlobjghénol,
chloral-phénol, bleu coton au lactophénol, etair ke prochain numéro ddyco’).

* DANGERS:
Le phénol est corrosif et toxique. Pur, c’est uodpit dangereux dont il faut se méfier. En solutin3%, les
dangers sont plus réduits, mais il est cependaiéable d’éviter tout contact avec la peau owtas, et d’éviter de
respirer les vapeurs.

* CONSERVATION':
La conservation du phénol, en solution ou nongexertaines précautions. En effet, la présendeodeliai-
sons doubles dans la molécule de phénol la rersitderaux radiations ultraviolettes. Il convienindade conserver le

L1l est préférable, dans pratiquement tous les @asonserver les produits chimiques dans desrftaea verre brun, qui les protégent des rayons
ultraviolets. Ces derniers ont en effet la progrig¢ détruire les molécules organiques, et paigieumhent celles qui comptent beaucoup de liaisons
doubles (comme les colorants, par exemple). Leevest I'un des matériaux les plus résistants giens@u point de vue chimique. Les flacons
seront, & quelques exceptions pres, conservébrada la lumiere, et dans un endroit frais.



phénol a 'abri de la lumiére. D'autre part, I'exgition a I'air doit étre évitée pour deux raisorabord le phénol est
hygroscopique (mais cela n'est vrai que pour legaux), et ensuite I'oxygeéne de I'air le détrditssi, veiller a ce que
le flacon soit bien fermé.

3.3. Résine de gaiac a 10% dans I'alcool & 80°.

La base de ce réactif est une résine extraitdard’origine américaine : Buajacum officinalest leGuaja-
cum sanctumCes deux especes font partie de la familleZygmphyllaceaela résine est un mélange complexe conte-
nant principalement (a raison d’environ 70%) leslega- et 3-guaiaconique, mais aussi de I'acide guaiacinidada
vanilline, etc. On utilisait autrefois la solutidie résine de gaiac dans différents tests biochesigermettant de déce-
ler la présence de sang dans les féces.

La résine de gaiac du commerce peut étre plusaisnpure et se présenter sous différentes formesidre
brune homogéne, masses vitreuses rouge-noiresoos btunatres. Elle contient méme souvent dessrelgebois (fi-
bres, morceaux d’écorce, etc.), qui ne nuisentesna la qualité du réactif. Il est d'ailleurs pibss d'utiliser le bois de
gaiac lui-méme, mais l'inconvénient est alors ietat dosage. La nomenclature pharmaceutique vdglran appelle
soluté le réactif obtenu a partir de la résine peréeinture celui qu’on obtient par macératiorbdis dans I'alcool.

e UTILISATION :

La solution alcoolique de résine de gaiac estdies réactifs macrochimiques les plus utiliséssCans doute
celui qui donne les réactions les plus specta@daiD’'une maniére générale, la teinte obtenueleseu turquoise,
mais ce qui importe ici est la vitesse et I'intéhisle la réaction. Il arrive qu’elle n'ait pas lidu tout, ou qu’elle donne
une coloration jaunatre. La résine de gaiac a 1886 tlalcool a 80° provoque, par exemple, 'appanirapide d’une
coloration bleue intense sur le stipeRigssula ochroleuca

D’un point de vue biochimique, la résine de gafet en évidence les phénoloxydases. Celles-cidemen-
zymes qui ont la propriété d'oxyder les composé&mpliques grace a I'oxygene de l'airJOSi on soumet a I'action
d’'une phénoloxydase (d’origine fongique) un comppisénolique (dit substrat vis-a-vis de I'enzymej Iguest adapté,
alors on obtient toujours des produits, qui peudtrg colorés ou non :

(phénoloxydase)
substrat (composé phénolique) ¥ @0 00000 OO - produits

Si les produits de la réaction sont colorés, dmrsubstance phénolique est susceptible d’'étlisagicomme
réactif macrochimique, puisque son applicationlauchair d’'un champignon qui posséde une phénoksgdidaptée
provoquera I'apparition d’une coloration (qui esind celle des produits de I'oxydation). Dans lanmg&sle gaiac, le
composé phénolique responsable de la réactioraegtd 3-guaiaconique, qui, sous 'action des phénoloxyslésegi-
ques, donne un produit coloré en bleu, le bleualaag;

(phénoloxydase)
acidep-guaiaconique + 1 0 00000 O0O - bleu de gaiac

Il existe de nombreux autres réactifs des phéndases, qui donnent des produits diversement coloaéni-
dopyrine, gaiacoly-naphtol, etc.

* DANGERS:
L’alcool que contient le réactif est inflammalreais c’est |a le seul danger que présente le sdrité&sine de
gaiac.

¢ CONSERVATION :

Il est une précaution a prendre pour que la teentle gaiac garde son efficacité le plus longtepgssible,
c'est de la conserver dans un flacon hermétiquenfiermhé. En effet, si la réaction d'oxydation decite
B-guaiaconique se fait trés rapidement grace athilysa par les phénoloxydases des champignonsselfaeit aussi,
quoique beaucoup plus lentement, sous I'actiorctiirde I'oxygéne de I'air, sans aucune catalysaufdé part, I'alcool
est volatil.

L’efficacité du réactif peut étre évaluée en lagmt suRussula ochroleucala réaction bleue doit étre immé-
diate et trés intense. RolandakbN (communication orale), conseille de plus un essaiRussula felleaqui, au
contraire, doit donner une réaction faible et tetge. Ce dernier test, trés précieux, permet aesarer que la concen-
tration du réactif en résine de gaiac n'est pgs élevée. Dans tous les cas, il est préférableedeuveler la solution
tous les ans.



3.4. Soude a 10% dans I'eau bidistillée.

« Soude » est le terme courant pour désigner itdyale de sodium (NaOH), qui se présente sous fatene
pastilles blanches. La soude, tout comme la potdisdteurs, est fortement hygroscopique. Exposeéair, les pastil-
les de soude, aprés un certain temps, deviengeidédis tant elles ont capté de vapeur d’eau.

En solution aqueuse, I'hydroxyde de sodium seodissselon I'équilibre suivant :

NaOH® Na" + OH

On voit que des ions hydroxyde (QHresponsables du caractére basique, sont libéeépKa du couple
H,O/OH est de 15,7 : la soude est une base forte.

e UTILISATION :

La soude (NaOH) a 10% et la potasse (KOH) & 108#& paragraphe 4.3) sont des réactifs trés prodtdes
réactions qu'ils provoquent sont souvent assezlames. Il est néanmoins des cas ou l'une doit étilesée et pas
l'autre. La soude est employée dans plusieurs gat@e&hampignons, mais c’est sans doute lors détéamination des
impénétrables cortinaires qu’on y a le plus souveoburs. La soude provoque, par exemple, 'agpard’une colora-
tion noire sur le stipe d€ortinarius semisanguineyd’aprés BTAILLE , 1969). Certains auteurs conseillent d’'employer
la soude a une concentration de 40% plutot queDdle C’est pourtant la solution a 10% qui donneéssiltats les plus
nets, car la solution a 40%, lors des réactiorggréi autant la chair des champignons qu’elle reolare. Enfin, la
soude est utilisée a différentes concentrationséigdement 10%, 5% ou 2%) en microscopie, en tamtsgccédané de
la potasse. C’est un assez bon milieu de montage.

* DANGERS:
Les propriétés basiques de la soude la rendembsiee, malgré la dilution importante. Il conviedbnc
d’éviter tout contact avec la peau, et surtout desgeux.

* CONSERVATION':

La seule regle a observer pour que la soude effstace le plus longtemps possible est de la ceaselans un
flacon bien fermé, qu’on ouvre le moins souverieanoins longtemps possible. En effet, le &@mosphérique réagit
avec la soude pour donner du carbonate de sodiasC(@y), qui précipite au pH alcalin de la solution, e sg traduit
par I'apparition de cristaux brillants.

3.5. Sulfate de fer, cristal.

Il existe deux « variétés » de sulfate de fersuate ferreux, ou sulfate de fer (Il), dont deirhule est FeSg
et le sulfate de fer (Ill), ou sulfate ferrique; ggpond a la formule BESQy)s. C'est I'état d’oxydatiohde I'atome de fer
qui est responsable des différentes variétés. RaReSQ, le fer est a I'état +2 (Be; ion ferreux), c’est-a-dire qu'il a
perdu deux électrons, tandis que dans J&@)s, il en a perdu trois ; le fer est alors a I'état(F€” ; ion ferrique).

C’est le sulfate ferreux que I'on utilise en myagie. Celui-ci peut étre soit anhydre (libre detéomolécule
d’eau), soit hydraté. C'est la forme hydratée, kpreappelle aussi cristallisée, qui est la plupkyée. En effet chaque
molécule de sulfate de fer (Il), en cristallisarapture sept molécules d’eau : on parle de suléateux heptahydraté
(FeSQ.7H,0). Ce corps est susceptible, avec le temps, dkgees molécules d’eau, et donc de se déshydratest
I'efflo-rescence des cristaux.

Le sulfate ferreux se présente sous forme despaiigtaux verts a I'état hydraté, et d'une poualemchatre a
I'état anhydre. Le sulfate ferrique, quant a luiree couleur rouille. Le sulfate ferreux s’ioniseselution agueuse selon
I'équilibre suivant :
FeSQ @ F&' + SQF
Et le Fé" (ion ferreux) s’oxyde trés facilement en ion fque :

FE' @ Fe' + 1e

C’est pour cela que les solutions de sulfate ferrgrent en quelques temps du vert au rouille sCpour cela
également que I'on préfére utiliser le cristal deate ferreux, qui s’oxyde beaucoup moins rapidengele la solution.

* UTILISATION :
Pour l'utilisation, il suffit de frotter le cristaur la partie du champignon a tester. Certainsuss conseillent
I'utilisation de la solution & 10% de sulfate de. fees réactions que provoque cette solution séntgplement beau-
coup plus rapides et plus vives que celles queqoae le cristal, mais la solution ne se consene pu de temps ;

1 état (ou étage, ou nombre) d’oxydation d'un aéooorrespondgrosso modpau nombre d'électrons qu'il a perdus ou gagnésde sa transfor-
mation (réversible !) en ion. L'atome neutre a ¢oug un état d’oxydation égal & zéro.



c’est pourquoi, d'une maniére générale, le cristiagst préféré. Le sulfate de fer est surtout eydblors de la détermi-
nation des russules, chez lesquelles il provogeeadhctions variées ; par exemple cRessula nigricansdont la chair
vire au vert sombre suite a I'application du sefde fer (réaction assez lente).

* DANGERS:
Le cristal de sulfate de fer est vraiment un iépeiu dangereux. Eviter toutefois un contact pngl avec la
peau, en raison de I'acide sulfurique qu'il cortti@m trés faible quantité), suite a sa préparation

* CONSERVATION
L’ion fer Il a tendance a s’oxyder, avec le temgsfer 1ll. C’est pourquoi il faut conserver lastal de sulfate
de fer dans un flacon bien fermé, a I'abri de I'gg&ye, de 'humidité et de la lumiére. Une autregaide tenir le flacon
hermétiguement fermé est I'efflorescence du crisiiaberd son eau en vieillissant. 1l faut donsalment le garder a
I'écart de tout agent desséchant. On peut, poutelirencore I'oxydation et I'efflorescence du aistenduire celui-ci
d'une couche d’huile (d’aprésH&RBONNEL, 1995). De méme, les vapeurs ammoniacales luifeoiement nuisibles.
Enfin, le cristal est assez fragile, aussi fadtviter les chocs.

3.6. Sulfoformol.

Le sulfoformol est un liquide incolore a I'odeuritante. Il fait partie de la famille des réactifslfoaldéhydi-
ques, qui résultent de la dissolution d'un aldéhffdaction -CHO) dans I'acide sulfurique. Le form@-CHO) est le
plus simple des aldéhydes parce qu'il ne possede qeul atome de carbone. Le benzaldéhyde, I'miébgde, le
pipéronal et la vanilline sont également des aldéhy plus complexes. Dissouts dans l'acide sulfieridls donnent
respectivement le sulfobenzaldéhyde, le sulfoaaédaide, le sulfopipéronal et la sulfovanilline.

L’acide sulfurique (HSQ, ; voir paragraphe 4.2) est un acide fort : le jpiiacouple HSO/HSO;, est de -3. Le
formol (voir paragraphe 3.1), quant a lui, est éalité une solution aqueuse concentrée de méthguiagst un gaz a
température ordinaire. A la longue, le méthanaralance a polymériser en trioxyméthyléne - {GJd -, ce qui se tra-
duit par I'apparition de fines lamelles blanchedand des solutions anciennes.

* UTILISATION :

On utilise le sulfoformol pour I'étude de diffétergenres, et notammeractarius Russulaet Tricholoma Le
sulfoformol provoque, par exemple, I'apparition mkucoloration bleue sur la chair Hactarius pergamenu&l’aprés
MARCHAND, 1980). C’est le plus utilisé des sulfoaldéhydearga macrochimie. Il a aussi eu quelques appdinat
microscopiques, mais la tendance actuelle, a @aanijvest en faveur de la sulfovanilline (voir paaabe 4.1).

* DANGERS:

Le sulfoformol est un réactif dangereux. Il contigle I'acide sulfurique qui, méme dilué, rester&xtement
corrosif, et du formol, dont les vapeurs sontamtes et toxiques. Eviter donc tout contact avgezeku ou les yeux, et
éviter de respirer les vapeurs. Prendre des piécayparticulieres lors de la préparation de cetieaar I'élévation de
température due a la dilution de I'acide sulfurifmsorise I'évaporation du méthanal. D'autre péufaut garder présent
a 'esprit que la moindre goutte d'acide sulfurigo@me sensiblement dilué, qui tombe sur un vétenpeovoque a
coup sQr I'apparition d’'un trou.

* CONSERVATION
L’acide sulfurique, méme dilué par le formol, ee$iygroscopique, c’est-a-dire qu'il a tendance sogier la
vapeur d’eau contenue dans I'atmosphére. Il cotdenc de conserver le flacon bien fermé, et a éatpre ambiante
(non pas au réfrigérateur), car la polymérisatiarfaimol est favorisée par le froid. Il est préfdeade tenir le sulfo-
formol a I'écart de toutes vapeurs ammoniacalegc alesquelles l'acide sulfurique réagit pour donrmr
I'hydrogénosulfate d’'ammonium (NHSQ,), puis du sulfate d’'ammonium - (NHSQ, - , ce qui pollue le réactif. Dans
tous les cas, il est conseillé de renouveler chagunée ce réactif.

4. Réactifs mixtes.

4.1. Acide sulfurique dilué 2x.

L’acide sulfurique (HSQ,) est un liquide dense et épais a température amebi€’est un acide biprotique,
c'est-a-dire gqu’en solution aqueuse, il conduia dormation de deux ions hydroniums(Y), responsables du caractére
acide :

H,SO, + H,O ® HSQ, + H;0"

HSO, + H,0 ® SO + H;0"



L’acide sulfurique du commerce contient généralen®®-98% de L50,. Dilué deux fois, il en contient donc
un peu moins de 50%. L'acide sulfurique est unadudt : le pKa du couple 3$0,/HSQO, est de -3, tandis que l'ion
hydrogénosulfate (HSQ est un acide plus faible : le pKa du couple
HSO, /SO est de 2.

* UTILISATION :

L'acide sulfurique est essentiellement utilisé sséarme de sulfovanilline, qui est un réactif ausien macro-
chimique que microscopique. La sulfovanilline, aénme titre que le sulfopipéronal, le sulfoformol ifvparagraphe
3.6), le sulfobenzaldéhyde ou le sulfoanisaldéhfalepartie des réactifs sulfoaldéhydiques, gsufent de la dissolu-
tion d'un aldéhyde (vanilline, pipéronal, formokrizaldéhyde ou anisaldéhyde) dans I'acide sulfariga sulfovanil-
line est le plus utilisé des réactifs sulfoaldéhyais. On la prépare de la maniére suivante : diss@ktemporanément
quelques cristaux de vanilline dans une grosse@didacide sulfurique dilué deux fois en mélangeardc une aiguille
en verre. La solution obtenue est jaune clairatés’e rapidement. Certains auteurs préférent peéfmsulfovanilline a
partir d'acide sulfurique concentré, plutdt quaidibdeux fois.

Au point de vue macrochimique, la sulfovanillirg surtout destinée a I'étude des russules, scinda des-
quelles elle provoque couramment de belles réaztioge-rouge vif (cheRussula integrapar exemple, d'aprésaB
TAILLE, 1969). L'acide sulfurique est également utilisé @n macrochimie : concentré (95-98%), il provopae exem-
ple une réaction lilas-violet pale sur les lard&&smanita phalloidegd’apres GIARBONNEL, 1995) ; il est aussi employé
dans d’autres genres. De plus, il entre dans Igosition de différents réactifs macrochimiquess tgle la phénolani-
line.

10pm, Cette photographie, prise au microscope, montre gieecystide dé&Russula aeruginea

) qui a été montée dans la sulfovanilline. Le cont@haspect granuleux) de cette cystide a bien
été mis en évidence par le réactif, alors que leopde la cellule demeure incolore, et donc qua-
siment invisible.

Pour la microscopie, on n'utilise I'acide sulfurejgue sous forme de réactifs sulfoaldé-
hydiques. La sulfovanilline colore en gris arddeseontenu des laticiféres et des cystides (oreparl
alors de gléocystides) de nombreux lactaires autes, ce qui permet de les déceler et de les étu-
dier. Ce réactif est trés précieux, notamment, p@auecherche des dermatocystides, qui passent
facilement inapergues dans les autres liquidesseéiafation. On observe également des gléocysti-
des chez certains cortices, tels @@miophora(d’aprés Jean-Mariel®.0OT, communication orale).

On n'utilise pas l'acide sulfuriqgue seul comme milide montage parce qu'il détruit les hyphes et
donne de trés mauvaises préparations.

* DANGERS:

L’acide sulfurique, méme dilué, est un réactifréxtement dangereux car, étant trés corrosif, txgdamt et
fortement déshydratant, il détruit la plupart destiéres organiques. De nombreux plastiques scedjus par lui. Il
faut donc absolument éviter tout contact avec &upa,a fortiori, avec les yeux ou la bouche. Garder présent prites
que la moindre goutte d'acide sulfurique, méme ibtaraent dilué, qui tombe sur un vétement, provogumup sdr
I'apparition d’'un trou. En ce qui concerne la dibmt, il faut savoir que le mélange de I'acide stffue avec I'eau
s’accompagne d’'un important dégagement de chafeussi, il existe une régle d’or gu'il faut observers de la dilu-
tion de I'acide sulfurique : verser 'acide daresali (et par petites quantités, en agitant) et asn’imverse ; on risque-
rait de voir I'eau bouillir et I'acide jaillir deous cotés. Enfin, il faut éviter de mélanger I'&cslilfurique avec des bases
(ammoniaque, soude, potasse), car la réactiongbétre assez violente.

* CONSERVATION:
L'acide sulfurique doit étre conservé dans undtaen verre, muni d’'un bouchon en plastique résisfailué,
il reste hygroscopique. Il convient donc de gardeflacon bien fermé. D’autre part, il est préfdealie tenir I'acide
sulfurique éloigné des vapeurs ammoniacales, &sgepiklles il réagit pour donner de I'hydrogénoseltiammonium -
NH4HSG, -, puis du sulfate d’am-monium - (NSO, - , ce qui le pollue.

4.2. Ammoniague concentrée.

L’'ammoniaque est une solution aqueuse concentedentbniac (NH), qui est un gaz a l'odeur extrémement
irritante. Les solutions commerciales contienneftiégalement entre 20 et 30% de ce gaz. L'ammomasokition
réagit avec I'eau selon I'équilibre suivant :

NH; + H,O & NH,OH

Et I'hydroxyde d’ammonium (NEDH) formé se dissocie comme suit :

NH,OH ® NH;" + OH



On voit qu'il y a libération d’ions hydroxyde (Ofiqui conférent a la solution d’ammoniac son ctnachasi-
gue (au sens d’Arrhénius). Le pKa du couple,MNH; est de 9,2 seulement : Fammoniaque est une lisle. f

e UTILISATION :

On peut, pour son utilisation en macrochimie, dépane petite goutte d’'ammoniaque sur la partieh@mpi-
gnon a tester, ou bien exposer celle-ci aux vapguirse dégagent du flacon, quoique cette derniéthode soit moins
efficace et moins couramment employée. L'ammoniadprene, par exemple, une belle réaction rose \dofar les
tubes deDaedaleopsis confragos®n l'utilise également pour I'étude d¥grocomusainsi que pour de nombreux
autres genres.

Du c6té de la microscopie, I'ammoniaque concerdréepouvoir de ramollir les hyphes de champigrfoais
et de regonfler les exsiccata. C'est, de pluspleasit de colorants tels que le rouge Congo ouieanement, le vert
d’'anthracéne. L’'ammoniaque est trés volatile, afest-il en ajouter souvent lors de I'observaticnng préparation
microscopique. C'est en général un trés bon mileumontage, mais il faut savoir qu'il dissout cextaéléments
comme les incrustations acido-résistantes de lautetdes russules, et qu'il altére quelquefoisdaleur des pigments.
On I'utilise d'autre part pour I'étude des chryssiiges (cystides dont le contenu vire au jaune Baason des bases ;
voir paragraphe 5.10 dans le prochain numérdlgeo’) dans des genres comilgpholomaou Stropharia notam-
ment. De méme, les cystides de certamogybejaunissent dans 'ammoniaque a des degrés diseip,i est intéressant
pour leur identification (d’aprés Jean-Mari®I®T, communication orale). Enfin, certains auteurdepeht diluer deux
fois 'ammoniaque, car son action sur les hypheésless moins drastique, et elle peut dés lors @p@iquée au mon-
tage d’'objets plus délicats.

* DANGERS:

L’'ammoniaque n’est pas a proprement parler unyitathngereux. Toutefois, étant trés volatile, ébere le
gaz ammoniac, qui est fortement irritant. Ses pédds basiques la rendent corrosive ; donc éviterohtact avec la
peau et surtout avec les yeux, et éviter de raslasevapeurs. D’autre part, il est bon de savag fammoniaque, au
contact de l'iode, provoque des réactions a cametéplosif.

* CONSERVATION:

Il convient, pour que 'ammoniaque reste efficdeelus longtemps possible, de la conserver danpetih
flacon bien fermé, qu’on ouvre le moins souvenleetoins longtemps possible. Cela pour deux raisafiane part
'ammoniac se dégage de la solution, et d'autrd [EICQ, atmosphérique réagit avec I'hydroxyde d’ammonium
(NH4OH) pour donner du carbonate d’ammonium ¢NBGO;, qui précipite au pH alcalin de la solution, ce sgitra-
duit par I'apparition de cristaux brillants. Cesiggphénoménes ont pour résultat d’abaisser le(tivacentration) de la
solution.

4.3. Potasse a 10% dans 'eau bidistillée.

La potasse (KOH), en vérité hydroxyde de potassaaprésente sous forme de pastilles blanchds;daoume
la soude. Les propriétés de ces deux corps soifledia pratiquement identiques ; c’est pourquéeehe seront par
reprises ici (se reporter au paragraphe 3.4). @easlgoints toutefois différencient ces deux hyddesy notamment -
c’est évident - I'équilibre de dissociation daresall, qui est le suivant pour la potasse :

KOH ® K" + OH

Méme le pKa de la potasse est identique a cella deude. C’est logique puisque, en réalité, depKa d’'un
des deux couples de I'eau (couple
H,O/OH) ; il vaut 15,7 : toutes deux sont des basesdorte

e UTILISATION :

Les utilisations macrochimiques de la potasse stes aussi semblables a celles de la soude fasérgraphe
3.4). La potasse fait par exemple virer au rougdacé la chair d€ortinarius violaceugd'aprés BTAILLE, 1969).
Certains auteurs préférent la solution de potagf¥¥@- avec I'inconvénient que I'on sait.

Du point de vue de la microscopie, la concentragin potasse la plus utilisée est, en fait, nordpaBE0% mais
de 5%. La solution a 5% (voir paragraphe 5.7 duéronsuivant déMyco’) convient bien pour la plupart des observa-
tions. A 10%, on utilise la potasse pour I'étude deampignons trés durs, tels que les polyporles erodtes, qui peu-
vent résister trés longtemps a la dissociation tfapstasse a 5%. Plus concentrée, la solutiobae®rce
une action beaucoup plus rapide. Mais elle présdhia autre coté, le désavantage d’étre trés siyeest de dissoudre
certains éléments, tels que I'ornementation desespae certains ascomycetes. Il ne faut doncigetil
que pour les polypores et les croltes, quoiquialisse étre intéressante lors de I'observationcHampignons gélati-
neux @uricularia, Tremellgd, parce que la potasse concentrée liquéfie leslages, ce qui est d’'un grand secours lors
de la dissociation.

Globalement, la potasse offre les avantages dmfieg les exsiccata et de ramollir les tissus,snedlie altére
souvent les cellules. C’est finalement un assezrbitieu d’observation, mais dont il faut se semirec une certaine



circonspection. On utilise aussi, quelquefois, smletion a 2% (voir paragraphe 5.8 du prochain mojngui est encore
plus douce que la solution a 5%.

* DANGERSET CONSERVATION:
La potasse présente les mémes dangers que la @@idparagraphe 3.4). Les recommandations relsitivéa
conservation de la potasse sont les mémes qudagseaude. Le sel qui précipite suite a la réactioine I'’hydroxyde de
potassium et le gaz carbonique est le carbonagpe@ssium (KCOs).

4.4, Vanilline.

O\ /H
C

O—CH,

OH

Vanilline La vanilline est une poudre blanche a la forte odieuvanille. Les chimistes organiciens la
désignent sous le nom de 4-hydroxy-3-méthoxybeghgide (formule brute : §ElsO5). Elle fait partie de ce que I'on
appelle les composés aromatiques parce que séuséraie base est une chaine hydrocarbonée cydligixecarbones :
la vanilline dérive du benzéne. C'est en réalitdbdnzaldéhyde (benzéne pourvu d’une fonction aldéhyCHO) dont
I'nydrogene du carbone numéro 4 a été substitu@pgroupement hydroxyle (-OH) tandis que celucdtbone numé-
ro 3 a été substitué par une fonction éther (-OHgmt un groupement méthyle (-gH

* UTILISATION :
La vanilline est essentiellement utilisée sousnfode sulfovanilline (qui a été traitée avec I'ecslilfurique -
voir paragraphe 4.1 -). Si au lieu d’acide sutfug, on dissout la vanilline dans I'acide chlortigde, on obtient de la
chlorovanilline, qui est un réactif macrochimiqueuputilisé.

* DANGERS:

Additif alimentaire des plus banals, la vanillinest pas un produit dangereux ; elle est cependgapieu no-
cive. |l est préférable d'éviter le contact aveg fieains, non pas a cause d’'un danger quelconqug bisa parce que
son odeur forte et tenace masque tous les autresnza et notamment ceux des champignons... Lavaiilline, quant
a elle, contient de I'acide sulfurique, avec tasdangers que cela comporte (voir paragraphe 4.1).

» CONSERVATION:
La vanilline, dont la structure de base est udechenzénique, comprend plusieurs liaisons doulié® ato-
mes, ce qui la rend sensible aux radiations ultiattes. Il est donc impératif de la conservemadcurité, et de préfé-
rence dans un flacon bien fermé, pour la protégédtadtion oxydante de I'oxygéne de I'air.



Partie 3 : Réactifs pour la microscopie et bibliaphie.

5. Réactifs pour la microscopie.

5.1. Acide lactique concentré.

L’acide lactique, de son vrai nom acide 2-hydrawyganoique (CEHCHOH-COOH), est un acide carboxylique
(fonction -COOH) porteur, sur le carbone numérd’@ne fonction alcool (-OH). C’est, en résumé, gida propanoi-
que (CH-CH,-COOH) dont un des hydrogenes du carbone numérét@ substitué par un groupe hydroxyle (-OH). Il
existe deux formes d’acide lactique selon celuidkasx hydrogenes du carbone 2 qui a été substituorme D et la
forme L. Ces deux formes sont, comme nos deux méimage I'une de I'autre dans un miroir sans &uwperposables :
ce sont des énantioméres (du ggeantios: opposé)

L'acide lactigue commercial est rarement purs'dgit généralement d'une solution trés concenfeéwiron
90%), du mélange des deux énantioméres dans keapdarle de mélange racémique). En solution aquéuse disso-
cie comme le montre I'équilibre suivant :

CHz-CHOH-COOH + HO @ CHy-CHOH-COO + H,0"

L’ion hydronium (HO") libéré est responsable du caractére acide delutis. Le pKa (constante d’acidité)
du couple CBH-CHOH-COOH/
CH;-CHOH-COO est de 3,86 : I'acide lactique est un acide faible

* UTILISATION :

L’acide lactique concentré est un regonflant &Bergique des exsiccata. Son indice de réfracieazaélevé
(n = 1,439) en fait un bon milieu d’observation pde nombreux objets, et spécialement pour lesesp&i sa viscosité
présente I'inconvénient de rendre la dissociatiifficiie, elle offre I'avantage de permettre la liéation de prépara-
tions semi-permanentes. Seul, il est relativement ptilisé, mais il entre dans la composition desigurs milieux
d’'observation de trés grande valeur, tels quedmphénol ou, mieux, le chloral-lactophénol. C'd'stutre part le sol-
vant du bleu de méthyle (ou bleu coton ; voir peapbe 5.3) dans le colorant dit « bleu lactiquEnfin, I'acide lacti-
que est quelque peu utilisé en macrochimie.

* DANGERS:
L'acide lactique n’est pas dangereux : on I'emplodburamment comme condiment dans des préparatiens
mentaires, car il est plus doux que I'acide acétifponstituant principal du vinaigre). Toutefois, @ncentration éle-
vée, il devient irritant ; aussi faut-il éviter tazontact avec la peau, et surtout avec les yeux.

* CONSERVATION
La conservation de I'acide lactique ne pose aymobléme particulier. Il vaut mieux cependant, capour
tous les acides, éviter de laisser le flacon oulme de la manipulation d’ammoniaque (il se foraiedu lactate
d’ammonium : CH-CHOH-COONH),).

5.2. Ammoniaque diluée 2x.

Les propriétés de 'ammoniaque ont déja été dé&cete paragraphe 4.2 (voir numéro précédentigeo’).
Etant donné que I'ammoniaque concentrée contiert 20% de Nk (qui est le gaz ammoniac), la solution diluée deux
fois en contient 10 a 15%. Cependant, la distincgatre solution concentrée et solution diluée deiscest un peu
arbitraire parce que la concentration ensNles solutions diminue rapidement au cours du tdlapue le flacon a été
ouvert quelques fois), tant I'ammoniac est voldkiest bien évident que cette diminution de cofretion est beaucoup
plus rapide pour la solution concentrée que posplation diluée, ce qui fait qu’au bout du compedistinction n'est
vraiment valable que pour les solutions assez téseat conservées dans des conditions idéales.

* UTILISATION :

Les utilisations de 'ammoniaque diluée deux fBsit, en ce qui concerne la microscopie, semblabtasles
de 'ammoniaque concentrée (voir paragraphe 4.2 teamuméro précédent déyco’). Néanmoins, diluée deux fois,
'ammoniaque a une action moins forte sur les siggie la solution concentrée, ce qui permet depleyer au montage
d’'objets plus délicats.

Par contre, en macrochimie, la solution diluée deis n'est pas employée parce que I'ammoniaqueaon
trée donne toujours des réactions plus nettesdgnsre la chair des champignons pour autant.

! Les énantioméres sont un cas particulier d'isoméeur rappel, des isoméres sont des moléculgmgaédent la méme formule brute, c’est-a-dire
la méme composition en atomes, mais qui differantgur formule développée, c’est-a-dire par Ipasition spatiale relative de leurs atomes.



* DANGERSET CONSERVATION:
Les dangers que présente 'ammoniaque diluée fiézizont les mémes que pour la solution conceninéene

si le facteur de dilution les atténue quelque phes. conseils relatifs a la conservation sont idg®s, également, pour
les deux solutions (toujours au facteur de dilupogs).

5.3. Bleu coton au lactophénol.

Le vrai nom du bleu coton est le bleu de méthaled pas confondre avec le bleu de méthyléne!huneéro
du Color Index(C.1., c’est la référence internationale en matiée colorants) pour le bleu de méthyle est le 82 7
C’est un dérivé du triphénylméthane : son chromogpliégion de la molécule qui est principalemespomsable de la
teinte) est formé d’'un atome de carbone qui padis tycles benzéniques substitués (c’est-a-dieeagutains de leurs

atomes d’hydrogéne ont été remplacés par des gramie chimiques). Deux de ces cycles sont liésagwooe central
par une liaison simple, le troisieme par une liaidouble.

e
s (vl
e

Bleu de méthyle (C.I. : 42 780)

Le bleu de méthyle est un colorant acide ; il itésie cet état de choses qu'il a une affinitéipaliere pour les
structures a caractere basique. C'est le colomptus adapté a la mycologie générale parce getispécifique de la
callose, qui est un des principaux constituants.giaroi des hyphes des champignons.

* UTILISATION :

Le bleu de méthyle au lactophénol est un bon mid®bservation pour les champignons. Il ne se fias
électivement sur certaines cellules, mais il addigularité de teinter la paroi de la plupart dgphes, ce qui en fait un
colorant d'usage général. Néanmoins, il met pdiicement bien en évidence les ornementations peses chez les
ascomycetes (chegcutellinig par exemple). D’autre part, c’est aussi un réagitrochimique a proprement parler, en
ce sens qu’'on peut dire de certaines structureslgs’sont cyanophiles si elles prennent le blemdthyle avec une
intensité spectaculaire, ce qui est relativementamtt. C'est le cas, notamment, du contenu amadpeechrysocystides
(voir paragraphe 5.10), sur lequel le bleu cotorfix@ avec une intensité remarquable (d’aprés Jarie RRLOT,
communication orale).

20 um :
e : Cette photographie, prise au microscope, illuséproprié-
tés colorantes du bleu de méthyle. Il s’agit d'wsy@e deTuber sp.
qui a été monté dans le bleu d'aniline au lacto+piié Le bleu
d’'aniline est un colorant extrémement pro-che deubde méthyle et,
comme lui, il se fixe trés bien sur I'ornementataes spores de nom-
breux ascomycétes. Les ornementations, qui forotest cette truffe
une sorte de réseau plus ou moins régulier, soen Ionises en évi-
dence sur ce cliché (elles apparaissaient bleudar I'original).

Pour avoir les meilleures préparations possiblesa mtérét a colorer
les éléments a observer dans ce réactif, maislaveset a les monter
dans le lactophénol pur. Le contraste s’en trowgmenté, ce qui est
trés utile pour la photomicrographie. Le lactopHéroir paragraphe

5.6) a deux avantages : son indice de réfractieméé(n = 1,44) rend

les préparations trés transparentes, ce qui fadéir interprétation

(toutefois, le chlorallactophénol lui est encoreéiieur a ce point de
vue). D’autre part, sa viscosité importante perdeetonserver les préparations quelques jours, qoigigues semaines,
sans altération : il permet la réalisation de préfians semi-permanentes. Mais cette viscositégsiement un désa-
vantage, car la dissociation est trés difficile slaa réactif (a ce point de vue, le bleu de métagtgique est supérieur
au bleu de méthyle au lactophénol).

Concretement, le bleu de méthyle au lactophéredtrdonc véritablement intéressant que pour I'olagien
des spores et des hyphes de champignons fraisretrmius. Le bleu de méthyle est aussi utilisé ariso acétique ou
lactique, mais, d’une maniére générale, la solutians le lactophénol leur est préférée. Un chaeffagdéré facilite
généralement la dissociation, en rendant le mpies fluide. De plus, le chauffage accélere etnsifee la coloration.
Mais chauffer déforme souvent les hyphes et progdgglatement de certaines spores.



* DANGERS:

Le lactophénol est un réactif relativement dangengar le phénol gu’il contient, qui est toxiquecetrosif,
ainsi que par l'acide lactique, qui est irritarltest donc préférable d'éviter tout contact ave@éau ou les yeux.
D’autre part, le bleu coton, comme son nom l'indigse fixe trés bien sur le coton (et sur d'autegsiles), ou il fait
des taches indélébiles.

* CONSERVATION
Le lactophénol contient du phénol, qui est unv@du benzene. Sa formule compte trois liaisondldsuvoir
paragraphe 3.2) ; il est donc sensible aux radiatidtraviolettes. Quant au bleu de méthyle, stlldeu, c’est parce
qu'il absorbe les autres couleurs de la lumieréohasgrace a ses innombrables liaisons double® exttmes. Cette
absorption de lumiére est susceptible, a long tedwaedétruire le colorant. Il faut dés lors consere bleu coton au
lactophénol a I'obscurité, dans un flacon en vedleeplastique pourrait étre attaqué) fermé herraétigent (risque
d’altération par I'oxygéene de l'air et de dilutipar absorption de vapeur d’eau).

5.4. Chloral-lactophénol.

Le chloral-lactophénol est un liquide visqueuxe€t'un mélange de trois substances : hydrate deathbhé-
nol et acide lactique. L’hydrate de chloral, de soai nom 2,2,2-trichloroéthane-1,1-diol est uneléoole d’éthane
(CHs-CHg) sur laguelle les trois hydrogenes d'un des deameas de carbone ont été substitués par des chdboesix
des hydrogenes de I'autre carbone par des foncéilwo®l (-OH). Sa formule est donc G@QH(OH),. C'est un solide
blanc, trés soluble dans I'eau et a I'odeur focsactéristique. Le phénol (voir paragraphe 3.2peide lactique (voir
paragraphe 5.1) ont déja été décrits.

* UTILISATION :

Le chloral-lactophénol est un des meilleurs miietobservation qui soit. Son indice de réfract@avé (n =
1,49) permet la réalisation de préparations trased, ou chaque membrane apparait sous la forametdiit unique,
fin. Il est particulierement indiqué pour la mesdes éléments observés, bien que certains autgursprochent de
gonfler trop fortement les cellules, ce qui faussgeu les mesures. Ce défaut n'est pas trop graeadition que soit
toujours mentionné le milieu dans lequel la mesuté effectuée (régle importante que, malheurezisgerirés peu
d’auteurs respectent). Il a un autre inconvéniesit rend les préparations trés claires, cellemanquent quelquefois
de contraste.

Sa viscosité lui donne I'avantage de permettréddisation de préparations semi-permanentes,pgansautant
rendre la dissociation trop difficile. L’hydrate dhloral, en effet, ramollit trés bien les tisstiagilite cette opération.
A ce point de vue, comme a beaucoup d’autres,ltealHactophénol est trés supérieur au lactophérmit paragraphe
5.6). De plus, il n'est pour ainsi dire pas volatilne cristallise pas avec le temps. Cela permeiedpas avoir a se sou-
cier d’ajouter du milieu de montage en cours d’'obeton. Enfin, les milieux visqueux sont toujoumgeressants pour
la photomicrographie, car ils limitent le mouvemeet objets au cours de I'exposition, qui peut gelusieurs se-
condes.

* DANGERS:

Les dangers sont les mémes que pour le bleu de/imétu lactophénol (voir paragraphe 5.3), si esinque le
chloral-lactophénol contient, en plus, de I'hydrdeechloral, qui est loin d’étre un produit inoféén(il est toxique et
irritant). Eviter donc absolument de respirer lepeurs. Naturellement, le chloral-lactophénol netieat pas de bleu
de méthyle, ce qui limite (sans les supprimeryilgues de taches sur les vétements.

* CONSERVATION
Les recommandations sont les mémes que pouruedelenéthyle au lactophénol, car les deux réamifgien-
nent du phénol.

5.5. Eau bidistillée.

L'eau bidistillée est une eau qui, comme son namdifue, a été distillée deux fois successivement.prin-
cipe, elle ne contient donc aucune impureté ; remipratique, les gaz de I'atmosphere, tels queoleygéne (Q), le
diazote (N) ou le dioxyde de carbone (Gnt tét fait de s’y dissoudre. Elle reste néanmantéressante parce qu'elle
ne contient pas (ou presque pas) de substancesafeméelles que le sodium (Nale potassium (K, le chlore (C), le
calcaire (essentiellement Cag}Cetc. En théorie, son pH est de 7.

* UTILISATION :

L’eau bidistillée est souvent utilisée pour seefaine idée générale des tissus a observer. Giesffat un li-
quide naturel, qui modifie peu les éléments fongget qui, en particulier, n'altére jamais les gts. Par ailleurs,
I'eau est, méme indirectement, le solvant de Iagganajorité des réactifs que I'on utilise en mygi.

Mais ses inconvénients sont nombreux : elle arém faible indice de réfraction (n = 1,333), ce mnd les
préparations difficilement intelligibles. De plummme elle est incolore, les éléments qu’on y oleseranquent sensi-
blement de contraste. D’autre part, elle a tendarfeére gonfler (voire éclater) les hyphes pagpsiénoméne de turges-



cence, qui est di au fait que la concentrationléments dissous est beaucoup plus importante @ansellules que
dans I'eau. Or les éléments en question ne peyantraverser les membranes cellulaires tandid @, elle, peut le
faire. Pour équilibrer la différence de concentnati'eau a donc tendance a entrer dans les cglloéequi provoque la
turgescence. Ce gonflement a non seulement le aidisaye de déformer les hyphes mais, en plus,ai Péaltére pas
les pigments dissous dans le cytosol (liquide ietérde la cellule), la turgescence les dilue. tensité de leur couleur
diminue donc et ils peuvent devenir invisibles.

Pour empécher la turgescence, on peut utiliseoliation dite physiologique, qui contient 9 g ddochre de
sodium (NaCl) par litre, et qui est en équilibre@ala concentration du cytosol. Pour mettre lespigts en évidence,
on utilise quelquefois une solution beaucoup pluscentrée en NaCl (ou en d’autres substances, carartens su-
cres), qui a I'effet inverse de la turgescencde ebntracte les cellules (que I'on dit alors plakreées), parce que sa
concentration est supérieure a celle du cytosdinEdernier inconvénient de I'eau bidistillée, steu’elle ne contient
aucun agent ramollissant, ce qui ne facilite palidsociation.

* DANGERS:
L’eau bidistillée ne présente vraiment aucun dange

* CONSERVATION
Il convient de conserver I'eau bidistillée dans dlacons bien fermés, et cela pour limiter le pdossible la
dissolution du dioxyde de carbone (ou gaz carb@niqQQ) et la formation subséquente d’acide carboniqu€®s),
qui se dissocie, et conduit a la libération d’'ibgdronium (HO"), dont la concentration augmente :

CO, + H,0 ® H,COs
H,CO; + H,O ® H;0" + HCOy

Le résultat est une diminution du pH, c’est-a-dire acidification de I'eau. Il est cependant aaser que
cette acidification est réversible, puisqu’il suffe faire bouillir I'eau pour que le gaz carbor@aiéchappe.

5.6. Lactophénol.

Le lactophénol est un liquide visqueux et incal@dodeur de phénol. C'est un mélange de plusieonsti-
tuants : phénol, acide lactique, glycérine et edistillée. Le phénol (voir paragraphe 3.2), I'aeithctique (voir para-
graphe 5.1) et I'eau bidistillée (voir paragraphg) ®nt déja été décrits. La glycérine (en véritéppne-1,2,3-triol :
CH,OH-CHOH-CHOH), quant a elle, est un triol : elle possedestfonctions alcool (-OH). C’est un liquide trés-vis
gueux aux températures habituelles.

* UTILISATION :

Le lactophénol est reconnu comme un trés bon undliebservation. Son indice de réfraction assezéé(a =
1,44) permet la réalisation de préparations t@kldis, mais sa viscosité importante rend la diasoa difficile, quoi-
gu'elle permette de conserver les préparations geinguelques temps. Le chloral-lactophénol estreeyréau lacto-
phénol parce que son indice de réfraction est enemilleur et que la dissociation y est plus fagiiéce a la présence
d’hydrate de chloral, qui ramollit les structur€gpendant, ces deux milieux, s'ils rendent les gmaons trés lisibles,
ne leur donnent qu’un assez faible contraste.

Le lactophénol est intéressant, notamment, pougr lges préparations réalisées dans le bleu deyiaétu
lactophénol. Le fond étant ainsi décoloré, le sty s’en trouve amélioré. D’autre part, un forabiare est toujours
intéressant pour la photomicrographie, et, de péusiscosité du lactophénol limite le mouvemers déjets au cours
de I'exposition.

* DANGERSET CONSERVATION:
Ces deux points ont été traités avec le bleu catotactophénol (voir paragraphe 5.3). Les dangefss re-
commandations relatives a la conservation soninfrses, mis a part que le lactophénol ne contientipebleu de mé-
thyle. Le risque de taches sur les vétements gdewe donc réduit (mais non supprimeé).

5.7. Potasse a 5% dans 'eau bidistillée.
Les propriétés de la potasse ont déja été déatitparagraphe 4.3.

e UTILISATION :

On utilise, en microscopie, la potasse a diff@erbncentrations : 10%, 5% et 2%. La solution &584a plus
universellement employée. Elle a des effets sertégdad 'ammoniaque concentrée, mais elle présémiaritage sur
cette derniére d'étre sensiblement moins volatileé’'étre inodore. On peut donc, au lieu d’'ammonéagoncentrée,
employer de la potasse a 5% pour toutes les olig@rsaourantes ; on peut méme y dissoudre du rGagego. Globa-
lement, la potasse offre les avantages de regde8ezxsiccata et de ramollir les tissus, maisatkre souvent les cel-



lules. C’est, finalement, un assez bon milieu désteation, mais dont il faut se servir avec uneaieet circonspection
parce qu'il est susceptible de dissoudre certdéments, dont notamment I'ornementation des sparez les ascomy-
cetes.

La solution a 10%, plus concentrée, est utilisér e dissociation de champignons coriaces (polgocrol-
tes), ou gélatineuxAuricularia, Tremellg, tandis que la solution a 2% est préférée paaicsrauteurs en vertu de son
action plus douce. D’autre part, la potasse, de en§ue la soude, est employée a la concentratiatO#e pour les
réactions macrochimiques.

* DANGERSET CONSERVATION:
Les consignes de sécurité et de conservatione®mémes, a la dilution prés, que pour la potask@de (voir
paragraphe 4.3).

5.8. Potasse a 2% dans I'eau bidistillée.

La solution de potasse a 5% (voir paragraphedaiyient bien pour la plupart des observationssr@asolu-
tion a 2% est parfois préférée parce que son aetsbrplus douce. Elle peut, par conséquent, étiiséet pour des
champignons plus délicats.

5.9. Réactif de Melzer.

Le réactif de Melzer est un liquide brun, épa@nposé d’iode, d'iodure de potassium, d’hydratelderal et
d’eau. Son odeur est irritante et résulte du m@ategl’odeur de I'iode et de celle de 'hydratectitoral. Le constituant
le plus important de ce réactif est I'iode, quiagplopriété de se fixer sur certains glucides, motant. L'iode est un
solide a I'éclat métallique, volatil et a 'odeusrficuliére. Il est peu soluble dans I'eau, mast'plus dans les solutions
d’'iodure de potassium (KI), suite & la formatiorum’ion complexk entre Iiode () et lion iodure () suivant
I'équation :

L+ @Iy

C’est pour cela que le réactif de Melzer contient'iddure de potassium. Celui-ci est un solidenblgtre, so-

luble dans I'eau. L’hydrate de chloral a déja étérd (voir paragraphe 5.4).

e UTILISATION :

Le réactif de Melzer est un des milieux de moniageplus utiles pour la microscopie. En effetstien réactif
vis-a-vis duquel les éléments observés peuvent &ws comportements différents : ou bien ils sioudib-négatifs, ou
bien ils sont soit amyloides, soit dextrinoidesodlo-négativité correspond a I'absence apparentéalgion : les cellu-
les se teintent de jaune-brunatre, qui est la coudle réactif. Des éléments amyloides prendrontcof@ation gris-bleu
ardoise, voire noire, tandis que des cellules deiles se teinteront de brun-rouge foncé. La iégmetmyloide signale
généralement la présence d’amidon, tandis queltioh dextrinoide révéle le plus souvent les dead:

Ainsi, le réactif de Melzer est utilisé dans denboeux genres, aussi bien chez les basidiomycéteslez les
ascomycetes. Il permet de savoir si les sporeammoent cheAmanitaet Mycena ainsi que chez de nombreux aphyl-
lophorales, sont amyloides ou non, et si, chezldp®teslato sensu elles sont dextrinoides ou pas. Il facilite
I'observation et la description de I'ornementaties spores chdzactarius et Russula principalement. Enfin, il inter-
vient lors de la détermination des ascomyceéted, ldsommet des asques (que ce soit un opercule pore) peut étre
amyloide ou non, et lors de l'identification desadyes, dont la chair est souvent dextrinoide, passtoujours. Le
réactif de Melzer est aussi quelque peu utilisénanrochimie, mais dans ce domaine, le liquide dgoLlui est préfé-
rable. Le Lugol est un Melzer sans hydrate de ehl@t avec des proportions en iode et iodure dassm un peu
différentes.

Les spores, notamment chez RgssulaceadgenresLactarius et
Russuly, présentent des ornemen-tations amyloides, cepgunet de les
étudier trés aisément grace au réactif de Melzer. un amas de spores de
Russula nauseosmontées dans le réactif de Melzer. On distinguegcertai-
nes spores, et notamment celle qui se trouve &rdeme gauche, une tache
supra-apiculaire, amyloide également.

* DANGERS:
Le réactif de Melzer est assez dangereux : I'tgdde chloral est

toxique et irritant et I'iode est nocif ; aussijtév tout contact avec la peau ou
10 pm

—_

! Les ions complexes résultent de 'association ditome, voire d’'une molécule (neutres), ou plussenud’un cation, avec un ou des ligands. Les
ligands sont des molécules (neutres) ou des anlisrseuvent étre de nature minérale ou organifjiede, qui est ce qu’on appelle en chimie un
«non-métal », constitue une exception parce qoérgéement, c’est un métal qui s’associe aux ligand



les yeux, et éviter de respirer les vapeurs. Déaptrt, il est bon de savoir que l'iode, au contect’ammoniaque,
provoque des réactions a caractere explosif. Ehitle se fixant trés bien sur la cellulose (gst en polymére de
glucose, c’est-a-dire de sucre), a laquelle il doane coloration noiréatre, il faut éviter d’en tactes vétements en
coton (les taches peuvent étre enlevées a l'aig@gedsolution diluée de thiosulfate de sodium,@@s), mais ce procé-
dé présente un risque de décoloration du tissu).

* CONSERVATION:
Le réactif de Melzer doit étre conservé dans aodih en verre hermétiqguement fermé parce que wieldicest
assez corrosif et que l'iode, volatil, est capatdes’échapper de certains flacons, a travers &iglee. D’autre part, il
est préférable de garder le flacon a I'obscuritdaéumiere pourrait altérer I'hydrate de chloral.

5.10. Rouge Congo ammoniacal.

Le rouge Congo est un colorant qui fait partidadeatégorie des polyazoiques parce qu’il possédg dhro-
mophores de type azoique, c'est-a-dire formés chdeudeux atomes d’azote doublement li€s, et suéstiLe numéro
du Color Indexdu rouge Congo est le 22 120. C’est un coloraigteac’est-a-dire qu'il a tendance a se fixer prehé
tiellement sur les structures basiques. Il colasigulierement bien les parois des cellules dengtignons ; c’est pour
cela qu'il est un des colorants les plus utilisésnycologie générale.

2

NH,
90 Salas 99

SO,Na SO.Na
Rouge Congo (C.I. : 22 120)

e UTILISATION :

Le rouge Congo ammoniacal est un excellent mifieur toutes les observations courantes. Il a lesiesé
qualités regonflantes et ramollissantes que I'amatpre (voir paragraphe 4.2 dans le numéro précéligviyco’), et a
'avantage supplémentaire de colorer la paroi dpligart des hyphes, ce qui augmente le contrasi&ciite ainsi
I'observation et 'interprétation. Il convient paiement lors de la recherche des anses d’anastom@’d met admira-
blement en évidence. On a intérét, et particuliergniors de la photomicrographie, a laver dansWamiaque diluée
deux fois les préparations montées dans le rouggg@Cammoniacal. Par cette opération, le fond seldéx et le
contraste se trouve encore augmenté. L'ammoniatduéeddeux fois a ici 'avantage sur 'ammoniaguaaentrée de
ne dissoudre que le colorant non fixé sur les &iras fongiques. L'ammoniagque concentrée, au cioatrdissout assez
facilement le rouge Congo, méme fixé, et fait dpabr les éléments observés. L'eau convient moies parce que le
colorant n'y est que peu soluble, et qu'elle a &em@ & provoquer sa cristallisation.

Mais le rouge Congo ammoniacal a les défautsatfertioniaque : il est trés volatil et la préparaserdesséche
au cours de I'observation. Plutdt que d’'ajoutercdlorant pour maintenir la préparation humide, dntérét & ajouter
de l'ammoniaque diluée deux fois pour les raisomsqéées précédemment. Par ailleurs, il faut saqoie
'ammoniaque dissout certains éléments comme lgsistations acido-résistantes de la cuticule dssutes. On peut
aussi utiliser le rouge Congo ammoniacal au lienhoniaque pour I'étude des chrysocystides (qui des cellules
stériles dont le contenu vire au jaune au contestbdses), car le rouge Congo ne masque pas teonéac

10 um Le rouge Congo ammoniacal est tres efficace pude des chryso-
——— cystides, comme en témoigne cette photomicrographideinte rouge du colo-
/ rant ne nuit aucunement a la réaction (au contraleerouge Congo fait admira-

blement ressortir les parois des hyphes), et 'amiamue qu’il contient met tres
bien en évidence la masse amorphe que présengecitfgsocystides (cette masse
apparait dorée sur l'original). Il s'agit ici d'unechrysocystide dlypholoma
capnoides

* DANGERS:

Tous les dangers que présente le rouge Congo aarabrsont dus a
'ammoniaque, sauf le risque de tacher irrémédrable les vétements, qui, lui,
incombe au rouge Congo. L'ammoniaque, étant tréstile libére le gaz ammo-

, niac, qui est fortement irritant. Ses propriétésidpzes la rendent corrosive, donc
éviter Ie contact avec la peau et surtout avegdes, et éviter de respirer les vapeurs. D’autm, flaest bon de savoir
que 'ammoniaque, au contact de l'iode, provoquerdactions a caractére explosif.




* CONSERVATION:

Il convient, pour que le rouge Congo ammoniacatereefficace le plus longtemps possible, de le exves
dans un petit flacon bien fermé, qu’on ouvre lema@ouvent et le moins longtemps possible. Cela geux raisons :
d'une part 'ammoniac se dégage de la solutiond’atitre part le CQ atmosphérique réagit avec I'hydroxyde
d’ammonium (NHOH) pour donner du carbonate d’ammonium ¢NBGO;, qui précipite au pH alcalin de la solution,
ce qui se traduit par I'apparition de cristauxlhnts. Ces deux phénomenes ont pour résultat d'sdxalie titre (concen-
tration) de la solution. Comme la concentratioraemmoniac diminue, la solubilité du rouge Congo dimi également,
et il finit par précipiter lui aussi.
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