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La manipulation des produits chimigues nécessite que soient connues leurs précautions
d'utilisation afin que le risque chimigue soit maitrisé, Le tableau ci-dessous décrit sous
forme de pictogrammes les principales classes de dangers potentiels.

1

Symbole  Type de risque Classament Précautions
E
Explosion Classification conforme aux résultats Eviter les chocs,
des tests allemands sur les explosions les frictions, les étincelles,
d origine chimigue le feu et la chaleur
0 Classification conforme aux tests relatifs  Eviter fout contact
B Oaydant, au risgue d'inflammation et d"explosion avec des substances
comburant inflammables
F+ Liguides dont e point &clair est Tenir &loigné des flammes,
Extrémement inférigur & 0 °C et dont & point des incelles at
inflammable d ébullition est sy maximum de 35 *C, des sources de chalewr
Gaz inflammables & pression et
température ambiantes
F Liquides dont le point &clair est Tenir &éloigné des flammes,
Inflammable inférleur & 25 *C, mais qui ne sont pas des étincelles et
extrémement inflammables. des sources de chaleur
@ Solides gui peuvent s'enflammer
facilement au contact dume flamme
ou d'un feu qui couve
T+ Classification conforme aux résultats Eviter tout contact avec
Trés tomique d’essais de toxicité aigue par voie orale, le corps humain,
par contact avec la peau, Mention particulibre
ou par inhalation, ou &'il y a des d'une action cancérigéne
Iésions sévéres, éventuellement ou d'un risque d"altération
irréversibles, par absorption unigue hréschit aire
ou profongée
[ | T |l Ichermy
& Toxique
Xn Idenn Eviter tout contact aves
x Mocif le corps humain, y compris
I"inhalation des vapeurs
C Destruction du tissu total dans toute Eviter la contact avec
e Corrasif 00 SpaisseUr pour une pead intacte les yeus, |a paau et
ﬂ-lﬂ, et saine les vétements.
Me pas inhaler les vapeurs
Xi Légsions netlaes das yeux ou inflammation Eviter le contact avec
brritant de la peay, subsistant aprés au moins les yeux e la peau,
x 24 heures, ou rritation netle des voies Me pas inhaler les vapeurs
respiratoires
M La diffusion dans |'envircnnement Eviter le rejet dans
Dangereus, pour  aguatique ou non peut provoguear les canalisations, les sals
g I"'erwvirgnnement  immediatement ou plus tard une o ['envirennement

altération de I'dcosystéme par une
medification du foyer naturel




La difficulté des expériences et la nécessité d'un matériel sophistiqué seront signalées
par un logo :

— 4 expérience simple a réaliser et ne nécessitant pas de matériel particulier |

- 4 4§ expérience de dificulté moyenne ;

- 4 4 4 expérience de réalisation délicate ou nécessitant un matériel spécialisé.
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4 4 ES Détermination de la teneur en eau
(et en matiéres volatiles) de graines oléagineuses
Méthode de dessiccation par évaporation

Mots cles
Eau, dessiccation.

Principe

L'eau existe dans la matigre vivante a des teneurs variant entre 10 et 99,5 %. Dans les

tissus et les liguides biologiques, on trouve I'eau sous différentes formes :

- I'eau libre, exempte de liaisons avec les particules hydrophiles du milieu. Les molé-
cules d'eau sont uniquement liées entre elles ;

— I'eau liée, engagée dans des liaisons avec les ions, molécules et macromolécules en
solution et pseudosolution. La force de ces liaisons est variable et d'elle dépend
I'importance du travail a fournir pour extraire ['eau.

La méthode de détermination de la teneur en eau la plus courante est la méthode par

dessiccation-évaporation ; elle peut étre pratiguée a chaud (&tuve ou bain-marie) ou a

froid [dessiccateur, vide sulfurique) lorsque les substances sont fragiles et altérables. 5'il

est aisé de vaporiser 'eau libre, I'eau liée est, en revanche, moins accessible a I'ana

lyse. Un certain nombre d'erreurs sont systématiguement commises :

— une erreur par excés ; des substances volatiles peuvent &tre vaporisées dans les condi-
tions de |la mesure ;

— une erreur par défaut : I'eau liée est d'autant moins vaporisable qu'elle est fortement
engagée dans des liaisons avec les éléments hydrophiles du milieu ;

- un certain nombre de réactions chimiques peuvent se produire au cours de I'analyse et
maodifier la composition chimigue de I"échantillon.

On procéde & une dessiccation du produit & la température de 103 + 2 °C, dans une

etuve isotherme ventilée, a la pression atmosphérigue, jusgu'a une masse pratiquement

constante,

La teneur en eau et matiére volatile est définie comme la perte de masse suble dans les

conditions de la mesure.

Certains constituants fortement hygroscopiques rendent délicates les pesées a |'air libre

par reprise rapide d'eau atmosphérique : il convient d'opérer dans un vase a tarer bouché

emeri et, & défaut, dans un petit cristallisoir recouvert d'un verre de montre.

Sacurite

Il existe un risque exceptionnel de projection par surchauffe locale (nécessité de porter
des lunettes de protection) et un risque de brilure par un objet porté & 103 °C ; le vase a
tarer doit étre manipulé a I"aide d'une pince a creuset,

Matiere d'ccuvre

B Matériel biologlque
Petites graines telles que graines de lin ou de chénevis.



W Matériel

- Uine &tuve, ventilée de préférence, réglée a 103 °C,

- Un vase a tarer bouché émeri, & défaut un petit cristallisoir de 5 cm de diamétre recou-
vert d'un verre de montre.

- Une balance sensible au 1/10 de mg.

— Un dessiccateur.

- Une pince a creuset.

Mode opératoire

Les petites grainegs sont analysées sans
broyage préalable, les plus grosses sont (Al
rapées ou broyées de maniére a former des T
particules de 2 mm environ de diamétre.

sécher, & I'étuve, |le vase & tarer (fig. 1.1)

15 minutes a 103 *C, couvercle enlevé. Lais-

ser refroidir au dessiccateur pendant

30 minutes, puls tarer le vase, couvercle posé  (B)

{opérer par double pesée dans le cas de 'utili-
sation d'une balance & deux plateaux).

Placer dans le vase S g de graines entigres ou
de mouture. Répartir uniformément la sub-
stance sur le fond, fermer le vase, peser
'ensemble (utiliser la méme tare dans le cas  Vase a tarer

de I'utilisation d'une balance & deux plateaux). Bouche émer

Placer le vase contenant la substance a analy- Figure 1.1. Mesure de la teneur en eau
ser, couvercle enlevé, dans I'étuve préalable- d'un échantillon biclogique.

ment réglée a 103 £ 2 °C. Maintenir a cette (A] Vase A farer bouché émeri contenant la
température durant 3 heures, puis mettre en Matériel biclogique 4 analyser.

place rapidement le couvercle, refroidir (B) Manipulation du vase a tarer & "aide
I'ensemble au dessiccateur. Dés que le vase U Une pince a creuset.

est refroidi, le peser.

Remettre 'ensemble, couvercle enlevé, & I'étuve 1 h durant et e peser & nouveau en
operant comme précédemment.

Sl la différence entre les deux pesées n'excéde pas b mg pour une prise d'essai de b g,
considérer I'opération comme terminée,

Sinon, effectuer autant de s&jours de 1 h a 'étuve qu'il est nécessaire pour que "écart
entre deux pesées successives soit inférieur ou &gal 2 5 mg.

Finca a creusel

Résultats, observations et interprétation

La masse d'eau contenue dans I"échantillon est égale a m, _ (masse du vase + couvercie
+ échantillon frais) — (masse du vase + couvercle + échantiflon déshydraté).

La masse de I'échantillon frais est égale & m, = (masse du vase + couvercle + &chan-
tillon frais) —= (masse du vase + couvercie).

La teneur en eau et substances volatiles exprimée en pourcentage massique de subs-
tance brute est égale a :

p= My * 100 {eng/100 g de substance brute
Mz



é -ﬁ Détermination de la teneur en cendres
d'une feuille d’'épinard

Mots clés
Cendres, incinération.

Principe

On appelle cendres 'ensemble des produits de Iincinération du résidu d"évaporation d'un

&chantillon biologique. On peut considérer gue les cendres représentent effectivement la

composition minérale de I'echantilion si I'on tient compte d'un certain nombre de facteurs

correctifs :

- certains ions décomptés dans les cendres peuvent provenir d'éléments constituant la
matiére organique ;

— aux anions ofrganiques minéralisés se substituent des anions carbonates ;

— des ions trés volatils (halogénures) risquent d'étre perdus au cours d'une incinération a
température trop élevée, de méme que des sels chauffés fortement risquent, aprés
fusion, d'englober des particules carbonées,

Le mode opératoire préconisé permet d'obtenir |la totalité des cations (ammonium exclu).

La température d'incinération comprise entre 500 et 550 *C évite la volatilisation de

certains sels et I'obtention de cendres blanches permet de contrler I'absence de parti-

cules carbonées, Afin d'éviter I'influence du matériau constituant le récipient, il faudrait
utiliser une capsule en platine. On comprendra que la capsule en nickel est d'un usage
plus courant. Ce métal résiste bien aux températures élevées mais présente |'inconve-

nient de subir un début d'oxydation lorsqu'il est chauffé & une température supérieura a

500 °C.

Securité
Il existe un risque de brilure par contact avec la capsule en nickel portée & 525 °C ;
celle-ci doit étre manipulée a I'aide d'une pince a creuset.

Matiére d'cecuvre

® Matériel biologique
Epinards.

B Matériel

- Une capsule de nickel de 70 mm de diamétre et de 25 mm de hauteur,
~ Une balance sensible au 1/10 de mg.

— Un dessiccateur.

- Une plague chauffante électrigue.

- Un four &lectrique {aéré de préférence).

Mode opératoire

Chauffer pendant quelgues minutes, au four électrigue a 550 °C, la capsule de platine.
Laisser refroidir au dessiccateur, tarer 4 I'aide d'une balance sensible au 1,/10 de mg.
Disposer au fond de la capsule 20 g de feuille d'épinard, découpée en lamelles, et peser
I'ensemble & |"aide de la méme balance que celle qui a servi a tarer la capsule vide : soit
m, la masse de I'echantillon d'épinard.



Flacer la capsule dans le four électrique réglé a 105 °*C pendant 4 heures puis dans le
four réglé a 200 °C durant 30 minutes. La minéralisation s'effectue en portant la tempe-
rature du four & 525 £ 25 "C. Il ne doit pas y avoir d'inflammation du contenu de la
capsule.

Aprés 5 minutes de carbonisation compléte, retirer la capsule, laisser refroidir, ajouter
5 cm? d'eau, évaporer en portant au four 8 105 °C (cette opération demande 1 heure
environ), puis chauffer & nouveau a 525 °C. Si la combustion des particules carbonées
n'est pas terminée en 15 minutes, recommencer la méme opération : lavage, évaporation
et calcination. Laisser refroidir dans un dessiccateur, Peser la capsule et les cendres
50it M, la masse de cendres.

Résultats, observations et interprétation
La teneur en cendres exprimée en g pour 100 g d'épinard est ;

p= % =100 (en g/100 g de substance brute
1

La teneur moyvenne en cendres des fevilles d'épinard est égale 4 environ 2,5 % (m/m).



Mise en évidence et dosage du chlorure
Méthode argentimétrique

4 3.1. Mise en évidence du chlorure dans un jus d’ananas

Mots cles
Chigrure, nitrate d’argent, ananas,

Principe
Lion chlorure est mis en évidence par précipitation a I'état de chlorure d'argent par une
solution de nitrate d argent :

Agt + CI- — AgCl~
Le précipité de chlorure d'argent est blanc, & la différence des autres halogénures qui
sont jaunes ou jaunatres.
La recherche doit etré réalisee en miliev neutre ou légerement acide ; en milieu alcalin, il
se forme un précipité noir d'oxyde d'argent ; le précipité de AgC| est photosensible, il noir-
cit & la lumidre,

Sécurite

L'acide nitrigue est corrosif, il faut éviter le contact avec les yeux, |la peau et les véte-
ments (port de lunettes, pas de pipetage a la bouche, port d'une blouse fermée de coton).
L'acide nitrique est placé dans la classe 2 de la classification toxicologigue helvétigue
{ poison trés puissant).

Le nitrate d'argent, sel de métal lourd, est placé dans |a classe 3 de |a classification toxi-
cologigue helvétigue {poison puissant), il est interdit de le pipeter a la bouche.

Matiére d'cuvre

B Matériel biologique
Une tranche d'ananas.

W Réactifs
- Une solution 1,/10 mol/L d’acide nitrigue.
- Une solution 1,/100 mol/L de nitrate d'argent.

B Matériel

= Un presse-fruits.

— Deux tubes & hémolyse.

- Un tube & essais.

= Un dispositif de filtration sur gaze et sur papier.
= Un compte-gouttes.

Mode operatoire

Eplucher la tranche d’ananas, puis la passer au presse-fruits afin d'en exprimer le maxi-
mum de jus,

Filtrer le jus d'ananas en plusieurs étapes, sur gaze puis sur papier filtre, recueillir le fil-
trat dans un tube a essais.

Réaliser un essai et un témaoin,



Essal : a I'aide du compte-gouttes verser 10 gouttes de jus d'ananas clair dans un tube a
hémolyse, ajouter 1 goutte d'acide nitrique 1/10 mol/L puis 10 gouttes de solution de
nitrate d'argent 1,/100 mol /L.

Témoin : verser 10 gouttes de jus d'ananas clair dans un tube a hémolyse, ajouter
11 gouttes d'eau distillée.

Résultats, observations et interprétation

L'apparition d'une iégere opalescence dans I'essail devenant, apres un temps variable de
quelgues minutes & quelques dizaines de minutes, un précipité bianc gui noircit, nette-
ment visible par rapport au témoin, indigue la présence de 'ion chlorure dans le jus
d’ananas.

4 4 3.2. Dosage du chlorure d'une feuille d'épinard
selon la méthode de Charpentier-Volhard

Mots clés
Chlorure, nitrate d'argent, épinard.

Principe

En présence d'un excés de nitrate d'argent, le chlorure est précipité a I'état de chlorure
d'argent :
Agt + CIFF — AgCl#
Ce précipiteé est specifigue des halogénures lorsqu'on opere en milieu nitrique, de nom-
breux sels d'argent &tant solubles dans un tel milieu (oxalates, phosphates, etc.).
L'exces de nitrate d'argent est dosé par une solution titrée de thiocyanate :
At + SCN- — AgSCN .~

Le thiocyvanate d'argent étant plus insoluble gue le chlorure d argent (produits de solubi-
lité respectifs : 10712 et 1017, il peut alors se produire le réaction :

AgCl#" + SCN- — AgSCN# + CI-

Aussi doit-on réduire le temps de contact entre le précipité de chiorure d argent et le thio-
cyanate en opérant rapidement et en agglomérant AgCI par agitation et chauffage au voisk
nage de I"'ébullition ou par un réactif organigue comme le nitrobenzéne.

Sécurite

L'acide nitrigue 1 mol/L est corrosif, il faut éviter le contact avec les yeux, la peau et les
vBtements (port de lunettes, pas de pipetage a la bouche, port d'une blouse fermée de
coton).

L'acide nitrique est placé dans la classe 2 de la classification toxicologigue helvétique
{ poison trés puissant).

Le nitrate d'argent, sel de métal lourd, est placé dans la classe 3 de la classification toxi-
cologique helvétigque {poison puissant), il est interdit de le pipeter & la bouche. Il en est
de méme du thiocyanate d'ammonium également placé dans la classe 3.



Matiére d'ccuvre

W Matériel biologique

Cendres issues de I'incinération de feuilles d'épinard.

W Réactifs

= Acide nitrique concentré (d = 1.38).

= Solution saturée d'alun de fer et d’ammonium [ammonium-fer (11} sulfate dodécahy-
draté).

— Solution titrée de nitrate dargent de concentration molaire volumique exactement
connue, vaisineg de 0,01 mol/L. Cette solution peut &tre &talonnée selon la méthode de
Mohr.

= Solution environ 0,01 mol/L de thiocyanate d'ammonium.

B Mateériel

- Une poire d'aspiration.

- Une fiole jaugée de 50 cm?.

- Une fiole erlenmeayer de 250 cm”,

— Une pipette jaugée 2 traits de 5 cm?,

- Une pipette jaugée 2 traits de 10 em®.

= Une poire d"aspiration.

~ Une éprouvette de 10 cm?.

- Une burette de 25 cm® graduée au 1710 de cm?,

Mode opératoire

W Reprise des cendres issues de l'incinération de feuilles d'épinard par I'acide nitrigue
Reprendre les cendres par 25 cm® d'acide nitrique de concentration molaire volumique
environ 1 mol/L, agiter jusqu’a dissolution totale.

Transvaser dans une fiole jaugée de 50 cm?, v ajouter les eaux de ringage, ajuster 3
50 em? avec de I'eau distillée. Sl subsiste, malgré tous les efforts faits pour obtenir une
dissolution totale, quelques particules en suspension, filtrer.

B Essal

Dans une fiole erlenmeyer de 250 cm?, introduire successivement :

— x= 5% ¢m? de solution nitrigue de cendres ;

— 50 cm? d'eau distillée ;

- 5 em? d'acide nitrique concentré ;

- 2 3 3 em? de solution saturée d’alun de fer et d'ammonium ;

- 10 em? de solution de nitrate d'argent de titre exact et connu (voisin de 0.01 mol/L).
Titrer par la solution de thiocyanate d ammonium de concentration molaire volumigue voi-
sine de 0,01 mol /L, jusqu'a teinte « chamois ».

*oCelte valewr x de la prise O essal & ot déterminge gxpérimentalement, elle peut Sre augmentes ou diminiée

selon la teneur de la feullle d'épinard en chiosure, Eile doit étre gjustée de fagon & obtenir une différence de
chute de buretie entre "essal et e témoin supéreure 3 2 om” de solution de thiocyanate.

W Témoin

Dans une fiole erfenmeyer de 250 cm?, introduire :

- 10 em? de solution de nitrate d'argent de titre exact et connu {voisin de 0.01 mol/L) ;
- B0 em” d'eau distillée ;

- 5 em? d'acide nitrigue concentré -

- 2 8 3 cm? de solution saturée d'alun de fer et d’ammonium.

Titrer par la solution de thiocyanate d’ ammonium.



Résultats, observations et interprétation

Soit :

— x |la prise d'essal de solution nitrique de cendres.

-V, la chute de burette de 'essai.

— V5 la chute de burette du témoin.

— C,.+ |2 concentration molaire volumigue exacte de la solution de nitrate d'argent (voi-
sine de 0,01 maol/L).

- m, la masse d'épinard pesée lors de la determination des cendres.

- pg- 2 teneur en chlorure exprimée en g pour 100 g d'épinards.

La teneur en chlorure des feuilles d'épinard est donnée par la formule littérale suivante :

C..-
:ix[i—ﬂ}x 3..':1|,5:-r:E ien g de CI/100 g d"épinards)

'I-'!I:F X I'l'lg 4

Conclusion

Il serait intéressant de pratiguer ce dosage sur plusieurs échantillons d'épinard d'origines
différentes, afin de démontrer que |a teneur en chlorurg n'est pas une constante et
dépend de la nature du sol sur leguel a poussé cette plante.

La teneur moyenne est de 5.10°< g de chlorure pour 100 g d'épinards frais.

i



Mise en évidence et dosage des phosphates
Formation d’'un complexe phosphomolybdique

4 4.1. Mise en évidence des phosphates
dans un jus d’ananas par la réaction de Misson

Mots cles
Phosphates, réaction de Misson, ananas.

Principe

En présence d'une solution acide de molybdate et de vanadate d'ammonium, les ortho-
phosphates conduisent & la formation d'un complexe jaune intense, le complexe phos-
phovanadomolybdigue. On opére en milieu nitrigue ou chlorhydrigue 0,5 & 0,9 mol /L.

Seé ité

L'acide nitrique et 'acide chlorhydrigue sont corrosifs et irritants, il faut éviter le contact
avec les yeux, la peau et les vétements (port de lunettes, pas de pipetage a la bouche,
port d'une blouse fermée de coton).

Ces deux acides sont placés dans la classe 2 de la classification toxicologique helvétique
[ poisons trés puissants).

Le molybdate d'ammaonium (ammonium heptamolybdate tétrahydraté) est relativement
peu toxigue (classe 4 de la classification toxicologique helvétigue).

Le monovanadate d'ammonium est toxigue et irritant et placé dans |a classe 3 de la clas-
sification toxicologique helvétigue : éviter le contact avec les yeux, la peau et la bouche.

Matiére d'@uvre

B Matérel biologique
Une tranche d'ananas.

B Réactifs

Réactif nitrovanadomolybdique ;

= Solution a : dissoudre 40 g de molybdate d'ammonium (ammonium heptamolybdate
tétrahydraté) dans 400 em? d'eau distillée.

- Solution b : dissoudre 1 g de vanadate d'ammonium dans 300 cm?® d'eau distillés et
200 ¢m? d'acide nitrique concentré,

— Solution préte & 'emploi - dans une fiole de 1 litre, verser d'abord |la solution b puis la
solution a, compléter 8 1 litre et laisser vieillir huit jours avant utilisation.

B Matériel

= Un presse-fruits.

— Deux tubes & hémaolyse.

= Un tube & essais.

- Un compte-gouttes.

= Un dizpositif de filtration sur gaze et sur papier (fig. 1.2).



Mode opératoire

Eplucher la tranche d'ananas, puis / Statif

la passer au presse-fruits afin d'en Mol de serrage
exprimer le maximum de jus. B

Filtrer le jus recueilli en plusieurs / Entonnoir
Eélapes, d'abord sur gaze, puis sur -
papier filtre, recueillir le filtrat dans
un tube a essals. =
L'expénence est faite comparative
ment a un témaoin.

Essai : a I'aide du compte-gouttes
verser 10 gouttes de jus d'ananas
clair dans un tube & hémolyse,
gjouter 10 gouttes d'eau distillée
puis 5 gouttes de réactif nitrovana- —
domolybdique.

Témoin : introduire dans un tube &
hémolyse : 10 gouttes de jus d'ana
nas et 25 gouttes d'eau distillée,
L'apparition d'une coloration jaune
vif dans I'essai indigue la présence
d'ions orthophosphate. Figure 1.2. Dizpositif de filtration {sur papier).

e PR A RO T2 DIODIT
Papier filtra

Fik|
1
L

4 4 4.2. Dosage des phosphates d’'une feuille d’épinard
selon la méthode de Briggs

Mots clés
Phosphates, méthode de Briggs, épinards.

Principe

Les phosphates de [a matidgre vivante se trouvent essentiellement & I"&tat minéral d'ortho-
phosphates : HPO,? et H. PO, et a I'état organique sous forme d'esters phosphorigues
d'oses (glucose-1-phosphate, glucose-G-phosphate, fructose-6-phosphate, fructose 1-6
diphosphate, etc.), sous forme de phosphoglycolipides, sous forme d'acides nucléigues, etc.
Le dosage des phosphates a partir des cendres d'un végétal comme "épinard permet
d'évaluer le « phosphore total » qui comptabilise a la fois le phosphore minéral et le phos-
phore organigue.

La méthode de Briggs se caractérise par la formation d'un complexe coloré bleu obtenu
par réduction du complexe phosphomolybdigue. Dans certaines conditions, lintensité de
coloration, appréciée par la mesure de |"absorbance, est proportionnelle a la concentra-
tion de phosphate.

En présence d'un excés de réactif molybdigue (solution acide molybdate d’ ammaonium],
les orthophosphates conduisent a la formation d'un complexe phosphomolybdique
H; PO (MoOg), ..

Par addition d'un réducteur, le complexe est réduit en complexe phosphomolybdeux-
molybdique H, PO, [(MoO,),Mo, ]..



I

Ce composé est stable, soluble dans I'eau et intensément coloré en bleu (le maximum
d'absorption se situe vers 830 nm). A de faibles concentrations en phosphates, |"absor-
bance suit la lol de Beer-Lambert, ce qui permet un dosage colorimétrique.

Sécurité

L'acide sulfurique est corrosif et irmitant, il est placé dans la classe 1 de |a classification
toxicologigue helvétigue (poison trés puissant) ; le réactif sulfomolybdique ne doit pas
etre pipeté a la bouche, et ne doit pas entrer en contact avec la peau et les yeux. S5a
manipulation doit se faire avec des lunettes et exige le port d'une blouse en coton.

Le molybdate d'ammonium {ammonium heptamolybdate tétrahydraté) est relativement
peu toxigue (classe 4 de la classification toxicologique helvétique).

Le sulfite de sodium, considéré comme un poison puissant, est placé dans ia classe 3 de
la classification toxicologique helvetique.

Il &n est de méme de "hydroguinone qui est un composé nocif, également placé dans la
classe 3 de la classification toxlcologique helvétigue.

Le dihydrogénophosphate de potassium est un produit peu dangereux (classe 5 de la
classification toxicologique helvétique).

Matiere d'ccuvre
B Matérel biologique

Solution nitrigue des cendres de feuille d'épinard préparée au cours de |'expérience
= Dosage du chlorure de la feuille d’épinard selon la méthode de Charpentier-Volhard
(voir 1.1.3.2).

B Réactifs

— Réactif sulfomolybdique : molybdate d'ammonium {ammonium heptamolybdate tétrahy-
draté) 25 g, eau distillée 125 cm?, dissoudre, tigdir éventuellement, laisser refroidir et
ajouter : eau distillée 125 cm?, acide sulfurique pur 75 cm? ; agiter.

— Solution de sulfite de sodium a 200 g /L. Conserver en flacon bien bouché. A renouveler
fréquemment.

- Solution d'hydroguinone a 10 g/L (on peut retarder "oxydation par I'addition de 4 gouttes
d’acide sulfurique concentré. Malgré cela, cette solution se conserve mal et il convient de
la renouveler dés qu'un jaunissement apparait). La préparer extemporanément.

— Solution &talon de phosphate & 1 g/ L de phosphore : solution de HH?PG‘, ad4,394g/L.

- Solution étalon fille & 20 ug de phosphore par cm? : cette solution est préparée par
dilution guantitative au 1,/50 de la solution &talon mére,

B Matériel

— Une pipette jaugée 2 traits de 2 cm? (2 em? est le volume de la prise d'essai de solu-
tion nitrique de feuille d'épinard diluée au 1,/10, ce volume peut varier en fonction de la
teneur en phosphate de la feuille d'épinard).

— Une pipette graduée de 5 cm?.

- Une pipette graduée de 10 cm?.

= LIne poire @ aspiration.

— Quatre pipettes jaugées de 1 cm?,

- Une fiole jaugée de 10 cm™.

= Un spectrophotométre ou un colorimétre.

— Des cuves de spectrophotométrie a usage unique.



Mode opératoire

Diluer au 1/10 la solution nitrigue des cendres de feuille d"épinard préparée au cours de
I"'expérience « Dosage du chlorure d'une feuille d'épinard selon la méthode de Charpentier-
Volhard » (voir 1.1.3.2).

Réaliser en méme temps la gamme d'étalonnage et les essais comme il est indigué dans
le tableau 1.1.

Tableau 1.1  Tableau colorimétrigue,

—r

0

Tube n° (Blanc) 1 2 3 4 5 Ezsai 1 Essai 2
Solution étalon fille
de phosphate a 20 pg 0 1 2 3 4 5
de P/em? (en cm?)
Eau distillée {en cm¥) L 5 4 3 2 1 4 4
Solution nitrigue des
cendres de feuille 74 7
d'épinard diluée au
1,/10 {en em¥)
Héamlflmnlybdluue 1 1 1 1 1 1 1 1
(encm-}
Hydroquinone a 10 g/L
ten em?) 1 1 1 1 1 1 1 1
Sulfite de sodiurm 1 1 1 1 1 1 1 1

a 200 g/L {en cm?)

Quantité de phosphore

en g/ tube ] 20 A0 G0 B0 100
Absorbance mesunrée 0

a 700 nm

* La solution nitrique des cendees de feuille d’épinard est celle prépante au cours de Nexpérience « Dosage du
chiorure d'une feullle dépinard selon la méthode de Charpentiervolhard = La prise d'essal de 2 cm? de cette
solutlon diluée au 1710 peut varier selon |a teneuwr en phosphates de |'épinard.

Aprés 30 minutes de repos, mesurer |'absorbance de chacun des tubes contre le blanc &
TO0 nm.

Résultats, observations et interprétation

Construire la courbe d'étalonnage sur papier millimétré (absorbances en ordonnées,
quantités de phosphore en ug/tube en abscisses).

Déterminer & 'aide de cette courbe |a quantité de phosphore contenue dans |'essal. Soit
cette quantité g en pg. La teneur massigue du phosphore en mg pour 100 g d'épinard
ast :

_q=50
X X My

X représente la prise d'essai de solution nitrique des cendres de feuille d'épinard diluée
au 1/10.

Pp



E Mise en évidence et dosage du fer

4 5.1. Mise en évidence du fer dans un muscle rouge de vertébré,
méthode au ferrocyanure ferrigue (bleu de Prusse)

Mots clés
Muscle, fer, myoglobine, bleu de Prusse.

Principe

Le muscle rouge contient une protéine porphyrinigue appelée myoglobine comtenant du
fer. Comme I'hémoglobine, la myoglobine renferme un chélat porphyrine-fer. La mise en
évidence du fer se fait aprés rupture du complexe par |'acide chlorhydrique. Les ions fer-
rigues donnent, en milieu acide, un complexe bleu de ferrocyanure ferrigue (bleu de
FPrusse) avec le ferrocyanure de potassium.

Securite

L'acide chlorhydrigue doit étre manipulé avec beaucoup de précautions, il est comosif et
irritant, it est placé dans la classe 2 de |a classification toxicologique helvétique. Le ferro-
cyanure de potassium [potassium hexacyanoferrate (11)] est peu toxique, il est placé dans
la classe 4.

Matiere d'ecuvre

B Matiére biologique
Un morceau de muscle rouge (un dé de 1 n:m3:|.

B Réactifs

— Acide chlorhydrique pur pour analyses (exempt de fer).

- Solution de ferrocyanure de polassium [potassium hexacyanoferrate (11} trihydraté] a
10 g/L.

W Matériel

— Un mortier.

— Sable de Fontainebleau lavé aux acides.
- Trois pipettes compte-gouties.

- Deux pipettes de 2 em?,

- Une poire d’aspiration.

— Un tube & essais.

— Ln dispositif de filtration sur coton.

- Deux tubes a hémolyse.

Mode apératoire

Broyer le morceau de muscle rouge en présence de sable de Fontainebleau lavé aux
acides jusgu'a obtention d'un purée de muscle. Ajouter 4 em? d'acide chlorhydrique pur
pour analyses, mélanger, diluer par 4 em? d'eau distillée. Filtrer sur coton.

L'expérience est faite comparativement a un témoin.

Essal : introduire, dans un tube & hémolyse, 10 gouttes d'extrait chlorhydrique de broyat
de muscle et 10 gouttes de solution de ferrocyanure de potassium.



Témoin : introduire dans un tube a hémolyse 2 gouttes d'acide chiorhydrique, 8 gouttes
d'eau distillée et 10 gouttes de solution de ferrocyanure de potassium.

Resultats, observations et interprétation

L'apparition d'une coloration bleue de ferrocyanure ferrigue dans |'essai caractérise la
présence de fer.

4 4 5.2. Dosage de I'hémoglobine du sang par dosage
du fer total sanguin (méthode au thiocyanate)

Mots clés
Hémoglobine, fer, thiocyanate d"ammonium.

Principe

L'hémoglobine sert au transport de l'oxygéne dans le sang, elle peut s'unir réversible-
ment & 'oxygéne. Sa masse moléculaire est égale 4 64 450 daltons, elle est constituée
de 4 sousunités : 2 chaines o et 2 chaines B. Chaque sous-unité comporte une partie
protéigue (la globine) et un groupement prosthétigue (I'héme) constitué d'une porphyrine
chélatant un atome de fer(ll).
L'hémoglobine contient quatre atomes de fer Fe(ll) par molécule, |a dénaturation acide de
la protéine libére le fer qui s'oxyde spontanément a I"état ferrique.
L'hémoglobine obtenue par hemolyse du sang de cheval dans I'eau distiliée est miné
ralisée par voie humide selon la technigue de Laudat (mingéralisation nitro-permanga-
nigque). Le fer Fe(lll) ainsi libéré est dosé par colorimétrie sefon la méthode au thiocya-
nate. Les ions ferriques donnent en milieu acide des complexes rouges avec 'ion SCN-.
On opére en milieu alcoolo-acétonique, miliew apolaire qui renforce et stabilise la colora-
thomn :

Fed* + n SCN- — [Fe(SCN} > (avec 1<n <8
C'est du rapport des concentrations en ions Fe®* et SCN- que dépendra la nature du com-
plexe :
- aux faibles concentrations de SCH-, il v a formation du complexe [Fe(SCN)|<* ;
= aux moyennes concentrations, c'est e complexe [FE.'{SGN}E] qui apparait ;
— aux fortes concentrations ¢’est le complexe [FEI:E-CNJE]E" qui se farme.
Liintensité de la coloration augmente avec n. Il convient donc d'ajouter aux solutions fer-
rigues un exces de réactif au thiocyanate de maniére a former le complexe [Fe( ECN}E]E'
dans tous les cas. Ce complexe présente en outre 'avantage d'étre e plus stable de la
série.
Il est nécessaire d opérer en milieu acide pour éviter la précipitation de |"hydroxyde femigque :

Fedt + 3 H,0 — Fe(HO); + 3 HT

Sécurité

La minéralisation nitro-permanganique est délicate 3 mener sur le plan de la sécurité.
Porter & ébullition un mélange de permanganate de potassium et d'acide nitrigue exige
que "on prenne de sérieuses précautions : port de lunettes de protection, port d'une
blouse de coton soigneusement fermée, manipulation du flacon d acide nitriqgue avec
heaucoup de précautions afin qu'il n'y ait avucun contact avec la peau.



Le sel de Mohr [ammonium-fer(ll} sulfate hexahydraté (NH,),50,, Fes0,, 6H,0 est un poi-
son puissant, placé dans |la classe 3 de |la classification toxicologique helvétiqua. Ne pas
pipeter & la bouche. Il en est de méme du thiocyanate d'ammonium {ammonium thiocya-
nate) composé nocif, placé dans la classe 3.

Acétone et alcool sont deux solvants peu toxigues, "acétone est placé dans |a classe 5
de la classification toxicologigue helvétique, I'alcool (&thanol) n'y entre pas, mais ces
deux solvants sont facilement inflammables et doivent étre tenus a I'écart de toute
flamme ou source de chaleur.

Matiére d'ccuvre

W Matériel biologique
—~ Sang de cheval commercialisé en ampoules stériles par I'lnstitut Pasteur,

B Réactifs

— Solution étalon de fer 8 20 g/cm? : dans une fiole jaugée de 100 em?, dissoudre
1,404 g de sel de Mohr [ammonium-fer(ll} sulfate hexahydraté [{NH,).50,, FeS0,,
6H.0). Dans 20 cm? d'eau distillée, ajouter 5 cm?® d'acide sulfurique concentré dilué au
1/5, puis du permanganate de potassium dilué (environ 0,01 mol/L), jusqu'a trés
légére coloration ceillet rose. Compléter & 100 em? avec de I'eau distillée. Cette solu-
tion contient 200 pg/cm? de fer. Par dilution guantitative au 1/10, on obtient une solu-
tion fille & 20 pg/em?® de fer,

- Solution alcoolo-acétonique de thiocyanate : dissoudre 150 g de thiocyanate d’ammo-
nium (NH,SCNj, dans 75 em? d'eau distillée, tiédir au bain-marie & 60 °C. Laisser
refroidir, ajouter 400 cm? d'alcool & 90 % et 400 cm?® d'acétone.

— Acide nitrique concentré,

- Solution saturée de permanganate de potassium.

B Matérel

- Tubes a essais.

— Une pipette graduée de 5 cm?,

— Une pipette graduée de 10 em?.

— Une poire d'aspiration.

~ Un flacon muni d'un distributeur de 10 cm?,

— Une fiole erlenmeyer de 250 cm®.

— Une pipette a sang de 1 cm?,

- Un bain-marie équipé d'un statif, d'une pince et d'une noix de serrage.
- Une fiole jaugée de 50 cm?,

Mode opératoire

& Minéralisation

Dans une fiole erlenmeyer de 250 cm?, introduire :

~ 20 ¢m? d'eau bidistillée ;

— 1 cm?® de sang de cheval ;

- 6 cm? de solution saturée de permanganate de potassium |

- 10 em? d'acide nitrique.

Plonger au bain-marie bouillant jusgu’a décoloration (durée 30 minutes). Ajouter éventuel-
lement guelques gouttes d'une solution saturée d'oxalate de sodium pour réduire le per-
manganate en exceés. Laisser refroidir. Filtrer éventuellement. Transvaser guantitative-
ment dans une fiole jaugée de 50 ecm?. Joindre les eaux de ringage (eau bidistillée).
Compléter & 50 cm?.



B Dosage colorimétrigue
Réaliser, dans les mémes conditions, la gamme d'étalonnage et le dosage colorimé-
trique, selon le rableau 1.1,

Tableau 1.1 Dosage colorimeétrique.

Tube n® 0 1 2 3 4 5 ] Essail Essal 2

Salution étalon de fer a
20 pg/em? (en em)

Solution diluée de

0 02 1 1,5 2 3 4

minéralisat de sang {en cm™) 4 2
Eau distillée (en em?) i 85 9 85 B 7 & & 5
i'ﬁ:ggyﬂﬁ;ﬂ E;:;‘g‘nﬁg';ﬂ“ﬂ 19 10 10 10 10 10 10 10 0
Quantité de fer en pg/tube o 10 20 30 40 &0 20 Q4 L
Absorbance mesurée 3 o

485 nm

Agiter, lire I'absorbance de chague tube au bout de 5 minutes (important, car la colora-
tion évolue dans le temps), a 485 nm.

Reésultats, observations et interprétation
Tracer la courbe d'stalonnage (A*®% en ordonnées, quantité de fer en pg/tube en abs

cisses), en déduire la quantité de fer, exprimée en pg/tube, dans chacun des essais (g,

el g,).
Sachant qu'il y & 4 atomes de fer par molécule d'hémaoglobine, il y a 4 = 55,85 g de fer
pour 64 450 g d'hémoglobine, la teneur en fer de I'hémoglobing est donc @

100 = 4 = 55,85

= 0,346 %
64 450
La teneur en hémoglobine est :
= 0,5
PHp = i ek il g d'Hb pour 100 cni® de sang
4w 0,346
ou
g x 0,5 3
PHp = —— g d'Hb pour 100 cm™ de sang
5= 0,346



H Mesure du pH

Mots clés
pH, indicateurs colorés, pH-métre,

Principe
Le pH est défini comme étant :
pH = - log (H*)

expression dans laguelle (H*) représente la concentration molaire volumigue en ions H*
de la solution. H* représente I'ensemble des formes de protons dans la solution, quel
que soit leur degré d'hydratation, la plus simple et la plus abondante étant H,0*.

La mesure du pH peut se faire par une méthode colorimétrique ou une méthode potentio-
métrique.

B Méthode colorimétrique

Elle est fondée sur l'utilisation d'indicateurs colorés acidobasiques, c'est-a-dire des com-
posés organigues appartenant & des couples acide-base de pKA bien définis et pour les
guels la couleur de |a forme acide est différente de celle de la forme basique.

Dans une solution de pH inconnu, I"addition d'une goutte de solution d'indicateur donnera
une teinte qui dépend du pH.

Dans la pratique, on utilise des mélanges d'indicateurs ou des papiers imprégnés d'une
sérig d'indicateurs et une échelle de teintes indiquant "ordre de grandeur du pH.

& Méthode potentiométrique

Cette méthode est fondée sur la mesure d'une difféerence de potentiel entre deux élec-
trodes ;
— une électrode de référence dont le potentiel est constant, ¢'est généralement une élec-
trode au calomel saturé ;
- une électrode indicatrice dont le potentiel dépend du pH. C'est généralement une &lec-
trode de verre dont le potentiel est égal a :
E=A+006pH

La constante A varie d'une électrode a l'autre, ce qui expliqgue fa nécessité d'un étalon-
nage a I"aide d'une solution tampon.
Les électrodes de verre ordinaires sont utilisables pour des pH compris entre 1 et 12.
La mesure de la différence de potentiel entre |'électrode indicatrice de verre et I'électrode
de référence au calomel est une fonction affine du pH :
U=E-E, =A+006pH-E_,;=(A-E_; + 0,06 pH
U=HK+ 0,06 pH

Il existe des électrodes combinées ol I'électrode de verre et I"électrode au calomel sont
montées sur un meéme support.

La mesure de |a difference de potentiel est faite grace a un millivoltmétre gradué directe-
ment en unités pH.

Un potentiométre « standardisation « ou « tarage » permet d'&talonner I'appareil pour une
électrode de verre donnée,

La relation entre potentiel et pH faisant intervenir un coefficient dépendant de la tempéra-
ture, certains appareils comportent un bouton permettant d'effectuer la correction de tem-
pérature.




4 6.1. Etude comparative du pH de différents milieux biologiques

Mots cles
pH, papier pH.

Principe
Grace & du papier pH, en pratiguant des essais a « |la touche =, mesurer le pH de pulpes
de végétaux, de tissus animaux, de liquides d'origine biologique et de différents sols

(fg. 1.3).

Papier pH Agitateur

Flgure 1.3. Essal & la touche avec du papier pH.

Sécurité
Sans danger.

Matiére d'cuvre

B Matériel biologique
Echantillons de produits d'origine biologique, comme il est indiqué dans le mode opéra-
toire.

B Matériel

- Papier pH, gamme 1 & 10, réfé Q%{;Q%{;
rence Merck @ Indicateur universel, L o (P A
Art n® 1.09526.0001. A L S R

= Un mini-agitateur de verre (dia- f
métre : 2 mm, longueur @ 15 cm). /f
— Une plaque a godets (fig. 1.4).

Figure 1.4, Plague a godets,
Mode operatoire
Disposer dans les emplacements d'une plague & godets :
- des fragments de végétaux :
- un morceau de pulpe d'agrume (citron, pamplemousse, orange ou clémentine),
~ un morceau de fruit a noyau (cerise, abricot, péche, etc.),
— un morceau de pulpe de tomate,
- ete, ;



- des fragments de tissuUs animaux :

- un morceau de muscle rouge,

- un marceau de foie,

— un morceau de chair de poisson
- des petits échantillons de sol :

- un peu de terre trés calcaire,

— un peu de terre argileuse ou schisteusea,

- un peu d’humus
= des liguides d origine biologique :

— du vin blanc doux,

= du vin blanc sec,

— du vinaigre,

- du cidre brut,

— du lait frals cru,

— du lait cru « toume -,
Sur chacun des échantillons, faire une mesure du pH en pratiguant un essai & la touche.
L'extrémité du mini-agitateur, préalablement lavée a 'eau distillée et essuyée au papier
joseph, est trempée dans I'échantillon si celui-ci est liguide. 5'il est pateux ou solide, le
triturer avec 'agitateur pour en exprimer une gouttelatte de jus.

Résultats, observations et interprétation

Regrouper tous les résultats dans un tableauw.
Quelle gamme de pH at-on observée ?

Conclusion

Les pH acides et neutres sont plus fréquents que les pH alecaling dans |la nature, pour-
quoi ?

Quelle remarque peut-on faire quant aux pH comparés des tissus animaux et végétaux 7
Quelle conclusion peut-on en tirer 7

4 4 6.2. Mesure de I'acidité totale d'un vin

Mots clés
Acidité totale, vin.

Principe

Par convention, |'acidité totale d'un vin est la somme des acidités titrables lorsque ['on
ameéne le vin au pH 7 par addition d'une solution alcaline titrée. L'acidité du dioxyde de
carbone (CO.) et du dioxyde soufre (S0.) n'est pas comprise dans I'acidité totale. De
nombreux acides sont présents dans le vin, les acides acétique, tartrique, malique,
citrique, etc.

Certains acides ne sont pas complétement salifiés 8 pH 7, ce sont des acides faibles
dont la neutralisation ne survient que pour des pH supérieurs.

Ce que 'on mesure par cette méthode est une acidité de titration et non une acidité
reelle.

Dans la pratigue, la correction de 50, est négligeable dans le cas des vins rouges.



Securite
La solution d'hydroxyde de sodium est placée dans la classe 2 (poison trés puissant) de

la classification toxicologigue helvétigue, |l faut éviter tout contact avec la peau, les
mugueuses et [es yeux, MNe pas pipeter a la bouche,

Matiere d'uvre
® Matériel biologigue

Vin rouge.
N Réactifs
= Solution d'hydroxyde de sodium environ 0,05 mol/L de titre connu {Cq,-).

— Tampon pH T pour I'étalonnage du pH-métre @ phosphate monopotassique, 107.3 g
hydroxyde de sodium 1 meol/L, 500 ml ; eau distillée gsp 1 litre.

W Matériel

- pH-métre.

— Burette,

- Pipette de 20 cm?.

— Poire d aspiration.

— Agitateur magnétique,
— Barreau aimanté.

= Fiole a vide.

— Trompe & vide,

Mode opératoire

® Elimination du €0, (décarbonication)

Introduire du vin dans une fiole a vide, Boucher, Créer une dépreéssion a 'aide d'une
trompe a eau, Agiter jusqu'a ce que le vin ne mousse plus (1 a 2 minutes pour un vin
rouge non gazeifié),

B Dosage potentiométrigue

Etalonner un pH-métre et mettre en place une agitation magnétique. Introduire les élec-
trodes dans une prise d'essai E = 20 cm? de vin décarboniqué. Verser une solution
d'hydroxyde de sodium environ 0,05 mol/L {de titre exact C, -} jusqu’a obtention d'un pH
égal a 7. L'addition d'hydroxyde de sodium doit étre réalisée lentement et sous agitation
constante. Soit V |la chute de burette obtenue en cm?3,

Résultats, observations et interprétation
Expression des résultats (le résultat est exprimé en millimoles d'ions HY par litre de vin) ¢

3
EDH- =W x 10
E

C= mmol /L
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4 Reactions de caractérisation des oses et osides

Mots clés

Oses, osides, pouvoir réducteur, réactions furfuraliques, réaction a l'iode, réaction a la
glucose oxydase.

Sécurité

Cette manipulation comporte différentes opérations de chauffage. |! est indispensable d'évi-
ter les phénomeénes de surchauffe qui risquent de provoquer des projections brilantes.

Les solutions cuivriques sont placées dans la classe 3 de la classification toxicologigue
helvétique (poison puissant). L'acide sulfurique y est placé dans la classe 1 {poison trés
puissant, @ manipuler en portant des lunettes), I'hydroxyde de sodium dans la classe 2
{ poison trés puissant).

Le naphtol-1 est placé dans la classe 2, le résorcingl dans la classe 3 de cette méme
classification, ['orcinol non classé est cependant nocif.

En conclusion, il faut eviter toute projection et tout contact entre les réactifs et |a peau,
l2s mugueuses et les yeux.

Matiere d'®uvre

B Matérlel biologigue
Glucose, fructose, saccharose, arabinose, miel, vin blanc doux, amidon, cerises ou
prunes, gomme arabique, foie.

B Réactifs
Ligueur de Fehling
= solution cuivrigue (A ;

- CuS0,, 5 H,0 pur p.a. 40 g
- H,50, pur 5 cm?
- eau distillée gsp 1000 em?

- solution tartro-sodique (B) ©
- tartrate double de potassium et de sodium

(sel de Seignette) 200 g
- lessive de soude pure (d = 1,33} 375 cm?
- eau distillée gsp 1000 em?
Réactif de Molisch
- naphtol-1 2 B
— éthanol 100 cm?
Réactif ge Sélivanoff
- résorcinol pur 2 B
— HCI pur 33 com?
— eau distillée 100 cm?
Réactif de Bial
- HCI pur 500 em3
- orcinol pur 1 g
- splution de perchlorure de fer (d = 1,26) 1,5 em?
Lugal (solution iodo-ipdurée)
— iode 4 g
— iodure de potassium 2 g
— eau distillée gsp 1000 cm?




W Matériel

- Tubes a essais.

— Bec Bunsen,

- Pince en bois.

- Eprouvette de 10 cm?.
- Pipette de 2 cm™.

= Pipette compte-gouttes.
— Poire d'aspiration,

Mode operatoire
B Les méthodes cuprimétriques
En milieu alcalin et chaud, les oses et osides réducteurs présentent des propriétés réduc-
trices vis-3vis de I'ion cuivrigue : Cu?*. Les méthodes cuprimétriques sont fondées sur |a
réduction d'une ligueur cupro-alcaline :
Cu* 4+ 20H +2e — Cu,0 + H,0
Sucres réducteurs — produits d'oxydation + n e

L'oxyde cuivreux Cu,0 forme un précipité rouge brigue.

La liqueur cupro-alcaline, appelée liqueur de Fehling, st un complexe cuivrigue sous
forme d'une solution contenant du sulfate de cuivre, de [a soude, additionnéa d'un com-
plexant : le sel de Seignette ou tartrate double de sodium et de potassium dont le role
est d'éviter la précipitation de I"hydroxyde cuivrigue.

La réaction d'oxydation des glucides réducteurs est complexe et non steechiométrigue ; le
résultat dépend des conditions opératoires.

Cette méthode de caractérisation n'est pas rigoureusement spécifigue des glucides, de
nombreuses substances réductrices non glucidiques réagissent également avec la liqueur
de Fehling.

Dans un tube a essais, verser :

- 2 cm? de solution cuivrique (sclution A de Fehling) ;

- 2 em? de solution tartro-sodique (solution B de Fehling} ;

— 2 em? de solution d'échantillon & analyser.

Porter a ébullition, Un précipité rouge brique d'oxyde cuivrique indique 'existence d'un
pouvoir réducteur. Le surnageant reste bleu si la concentration du sucre réducteur est
faible ; il devient incolore ou jaune si la concentration est élevée.

B Les réactions basées sur les dérivés furfuraliques des oses

En milieu fortement acide, & chaud, les oses possédant au moins 5 atomes de carbone

sont déshydratés et transformés en furfural ou dérivés du furfural (fig. 2.1).

* Reéaction de Molisch

Cette réaction permet de caractériser la présence de n'importe quel glucide, ose ou

oside. Le glucide est déshydraté, par I'acide sulfurigue concentré, en un composé furfura-

ligue qui se condense avec le naphtol-1 en un composé coloré en violet.

Dans un tube & essais, verser :

- 2 em? d'échantillon glucidique a analyser ;

- 2 a 3 gouttes de réactif de Molisch

- 2 ¢cm? d'acide sulfurique concentré, versé lentement, de maniére que 'acide versé ne
se mélange pas.

L"apparition d'un anneau violacé a 'interface révéle la présence d'un glucide en solution.

La réaction entre 'acide sulfurique et 'eau est suffisamment exothermigue pour gu'il soit

inutile de chauffer,
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Figure 2.1. Exemples de réactions de déshydratation d'oses.

s Réaction de S&livanoff

Cette réaction permet de caractériser les cétoses.

En milieu acide chlorhydrique dilué au 1/3, les cétoses sont plus rapidement déshydratés
gue les aldoses en dérivés furfuraliques. La réaction caractérise un cétose si elle se pro-
duit en maoins de 5 minutes.,

Les dérives furfuraliques ainsi formés se condensent avec le résorcinal (méta-di-benzo-
phénol) en donnant un composé rouge. Le produit formé précipite en milieu agueux, mais
est soluble dans "alcool.

La réaction est positive avec les osides comportant un cétose dans leur molécule ; en effet
iIs subissent une hydrolyse dans les conditions de la réaction {milieu acide et a chaud).
Dans un tube & es5ais, VErser :

- 2 em? de solution de glucide & analyser :

— 2 em? de réactif de Sélivanoff.

Porter au bainrmarie bouillant pendant 5 minutes. La réaction est positive guand il appa-
rait, aprés refroidissement, un précipité rouge, soluble dans "alcoal.

*= Reaction de Bial

Cette réaction permet la différenciation des pentoses.

En milieu chlorhydrigue concentré, les pentoses sont déshydratés et se condensent avec
I'orcingl en développant une coloration verte ; la réaction est faite en présence d'ions fer-
riques.

Dans un tube & essais, verser 5 cm® de réactif de Bial (préparé au moment de 1'emploi
car ce réactif ne se conserve pas).

Porter au bain-marie bouillant et, immédiatement, ajouter 1 cm? de solution de glucide a
analyser.

Une coloration verte, immédiate, indique 1a présence d'un pentose.



M Les réactions i l'iode

L'inde est adsorbé sur les polyosides formes de glucopyranoses liés en 1-4, a raison de
2 molécules d'iode par tour de spire.

La coloration obtenue est bleue avec 'amidon ou la cellulose, brun-acajou avec le glyco-
géne ou une érythrodextrine.

Dans un tube a essai, verser ;

- 2 cm? d'empois d'amidon, ou de solution colloidale de glycogéne ;

- guelgues gouttes de lugol (solution iodo-iodurée).

Observer la coloration obtenue, gui disparait au chauffage et réapparait aprés refroidisse-
ment {déspiralisation des chaines glucidiques a haute température).

Pour la cellulose insoluble, procéder de |la maniére suivante : placer, dans un verre de
montre, un petit morceau de papier filtre sans cendres, ou un petit morceau de coton
hydrophile ou un fragment de moelle de sureau ; verser dessus quelgues gouttes de lugol
(solution jodo-iodurée) et quelgues gouttes d'acide sulfurigue concentré, dilué au 1/2.
Observer |a coloration bleue,

B Caractérisation du glucose par la méthode & la glucose-oxydase

Le Elucose est oxydé par I'oxygéne dissous en acide gluconigue, réaction catalysée par la
glucose-oxydase (GOD) (fig. 2.2).

Le peroxyde d'hydrogene formé H,0, est caractérisé par une réaction indicatrice, cataly-
sée par une peroxydase (POD).

H,0, + chromogene (CH,) — = 2 H,0 + dérivé oxydé coloré (C)

& Ho0H r;H;.nH
|
—0

T/E—D\?H GOD /H \\\

l\ |/| 0, — e HiDp+ or I/

IE.— I: {1+ I — I:

I-E II?H H I:Z.“IH
Dglucopyrancss De-glisconnlactone
HO 0
CH-0H Mh‘“.z:“"’::;
H tr: 0 \ H— 1!.:— 0OH
ll: gH H C=—0 +H0 ——— Hu;:._ql_:_H
-LH\J: — t|: H— 1|3 —OH
|-|-| |l|-H H—C—0OH
I!T-HgCIH

Acide glucanioues

Figura 2.2, Réaction d'oxydaticn du D-glucose par I'oxygéne, catalysee par la glucose-oxydase,



Les chromogénes sont des molécules incolores sous forme réduite et colorées sous
forme oxydée. Il en existe de nombreuses : a titre d'exemple, |'orthodianisidine se colore
en jaune aprés oxydation et 'orthotoluidine en bleu.

La réaction peut étre pratiguée en phase liquide, mais il est beaucoup plus commode
d'utiliser les bandelettes réactives servant a la recherche du glucose urinaire {Glucitest
des laboratoires Ames), en vente dans toutes les pharmacies.

Le principe de ces bandelettes est le méme que celui décrit ci-dessus, les réactifs sont
adsorbés sur une petite pastille de papier. Il suffit de immerger dans la solution a analyser
et d'observer la coloration. |l existe une adaptation qui permet d'évaluer la concentration de
glucose en comparant la coloration oblenue avec une gamme de teintes étalonnées.

En appliguant les modes opératoires décrits ci-dessus, effectuer les caractérisations
comme 1l est indiqué dans le tableau 2.0,

Tableau 2.1 Tableau colorimétrigue.

Echantilion Liqueur  Réaction  Réaction Réaction Réaction _ :“‘“"’"

& analyser de Fehling de Molisch de Sélivanoff de Bial & I'iode 2 |3 Elucose-
oxydase

Solution de glucose

358/ X X X X X

Solution de fructoss

a5g/L X X X X X

Solution de saccha- X X X X X

rose a5 g/L (1)

Solution d arabinose

45/l X X X X X

Solution de mial

liquide & 25 g/L X X X X X

Vin blanc dowx X X X X

Empois d'amidon X X X X

asg/L (1} {2

Hydrolysat acide X X ¥ X

de gomme arabigue 13}

lus de cerise ou

de prunge . x . X X A

Macération de foia

fraichement prélavé ot

conserve dans la glace, X

incubé & 37 °C en
milieu tampon phosphate
pH T pendant 30 minutes

(13 1 afrive Uil apparaisse une trace de précipitd, consdguence daes impuretés rédectrices,
(2} Olosereer une coloration blews & frord qui disparsit & chaud.
(3} En miliew alcain, la gommes précipite, cela nempéehe pas de vair le précipitd rouge 3o yde cuinicues,

Reésultats, observations et interprétation
Résumer sur un tableau les résultats de ces expériences, conclure et interpréter.



—fi é Application de la méthode de Fehling a I'étude
de I'hydrolyse (inversion) du saccharose

Mots clés
Saccharose, hydralyse, inversion, liqueur de Fehling.

Principe

La méthode de Fehling est fondée sur la détermination du volume de solution de sucres
réducteurs & doser nécessaire pour réduire en totalité une prise d'essai de solution
cupro-alcaline ( liqueur de Fehling).

La ligueur de Fehling est &talonnée dans les mémes conditions par une solution étalon

de glucose.
2 Cu?* + 2 OH" +2e” — Cu,07 + H,0

Pour pouvoir comparer les résultats de 'essai et du témoin, il faut opérer dans les
mémes conditions de durée, de température et de concentration.

L'hydrolyse enzymatigue du saccharose est catalysée par une enzyme appelée saccha-
rase ou invertase (fig. 2.3).

Il::H;'DH IllH;-DH

v ~ T/c \|

C OH Ho G
AN v |\ |/ |
OH C — C I C
| I
H OH Saccharase au H []H
R Dglucopyranose
+
HOH4C 0 HOH3C
I | | ‘ I
H  — H {: T H
I I '
OH H {JH H
Saccharose D-iructofuranose

Figure 2.3. Réaction d'hydrolyse du saccharose,

La mise en évidence de |la réaction d'inversion est fondée sur I'apparition de sucres
réducteurs. Le saccharose, dioside non réducteur, est hydrolysé en D-fructofuranose et D-
glucopyranose qui sont deux oses possédant le méme pouvoir réducteur a I'égard de la
ligueur de Fehling.

Sécurite
La manipulation présente un risque de projection si 'ébullition n'est pas rigoureusement

controlée, il faut absolument éviter les surchauffes locales. Le port de lunettes de protec-
tion est conseillé,



La ligueur de Fenling ne doit pas &tre pipetée 3 la bouche, il faut éviter tout contact avec
la peau, les mugueuses et |les yeux. Les solutions cuivrigues sont placées dans la classe
3 de la classification toxicologique helvétique (poison puissant) ; I'hydroxyde de sodium
dans |la classe 2 {poison tres puissant).

L'acide trichloracétique est un produit dangereux et trés corrosif, il est placé dans la
classe 2 de la classification toxicologique helvétigue. Le port des lunettes de protection
est fortement conseillé.

Matiére d'ceuvre

B Matériel biologique
Solution diinvertase : solution d'enzyme (enzyme Merck & 200 Ul/mg) a 0.5 n'lg,.-"ﬂm3

dans un tampon phosphate 0,025 mol /L, pH 7. (A conserver au froid [+ 4 °CL)

B Réactifs
— Solution étalon de glucose 3 5 g/L (4 conserver au froid [+ 4 °C]).
- Solution &talon de fructose a 5 g/L {a conserver au froid [+ 4 *C]).
~ Solution de saccharose 0.6 mol/L.
= Tampon pH 4,7 :
— acétate de sodium ; 8,2 g/L,
- acide acétique pur pour analyses : 5,8 em?/L
= Ligueur de Fehling : (voir 1.2.1]
- solution A @ solution culvrigue,
- solution B : tartro-sodique.
- Acide trichloracétique a 60 g/ L.

W Matériel

— Une burette de 25 em? au 1/10 de cm?.

~ Deux fioles erlenmeyer de 100 em?.

— Une ficle erlenmeyer de 250 cm.

— Une pince en bois.

-~ LIn bec Bunsen.

- Quelgues grains de pierre ponce.

— Deux pipettes jaugées de 10 cm?,

— Une pipette jaugée de 5 em?,

— Une poire d'aspiration.

- Une éprouvette de 10 cm?.

- Un bain thermostaté réglable & 25 °C, équipé d'un statif, d'une pince et d'une noix de
serrage.

Mode opératoire

B Hydrolyse enzymatigue du saccharose

Dans une fiole erlenmeyer de 250 cm?, introduire

— 10 em? de tampon acéto-acétique pH 4.7 ;

— 10 cm? de solution de saccharose 0,6 mol/L.

Préchauffer ce milieu guelques minutes a4 25 °C. Ajouter alors 5 cm? d’une solution
d'invertase, également préchauffée a 25 °C. Déclencher en méme temps un chronométre
ou bien noter 'heure.

Aprés 30 minutes d'incubation & 25 *C, arréter la réaction en ajoutant au contenu de la
fiole 5 cm® d'acide trichloracétique & 60 g/L (dénaturant protéigque).



B Mise en évidence qualitative de la réaction d'hydrolyse du saccharose

Dans un tube & essas, introduire ;

- 2 cm? de solution A de liqueur de Fehling {salution cuivrique) ;

~ 2 em? de solution B de liqueur de Fehling (solution tartro-sodigue) ;

- 2 em? de solution de saccharase 0,6 mol/L.

Porter & ébullition et vérifier I'absence de pouvoir réducteur {une infime guantité de préci-
pité est parfois la conséguence de certaines impuretés, il ne faut pas la prendre en
compte).

Opérer de la méme facon en remplacant les 2 cm? de solution de saccharose par 2 cm®
de milieu réactionnel. Observer un important précipité qui est Nindication de |"apparition
d'un pouwvoir réducteur conséguent.

Conclure et interpréter.

B Calcul du rendement d"hydrolyse du saccharose

» Ftalonnage de la ligueur de Fehiing (fig. 2.4)

L'&talonnage de la ligueur de Fehling est fait dans un premier temps & I'aide d'une solu-
tion étalon de glucose a 5 g/L.

Dans une fiole erlenmeyer de 100 cm?, verser :

- 10 em? de solution culvrigue (volume mesuré avec précision) ;

- 10 cm? de solution tartro-sodique.

Ajouter 2 grains de pierre ponce, Agiter,

Porter a ébullition, puis verser goutte & goutte la solution étalon de glucose (contenue
dans la burette), en maintenant I'ébullition,

Observer |la décoloration progressive du surnageant (laisser décanter le précipité de
Cu,0).

- Shluticn dalon Solution & dosef ——e
de glucose & 5 g/ [diluge éventusllement)
W4 om) (s omd)
o
G_-T

10 em® de solution A [cuiviigue) '
1

+ |

10 em? de selution B Ltar'lr-:n-s::dique:-i
Tarrin Essai

Figure 2.4, Sehéma du dosage de Fehling.



Poursuivre jusqgu’a la décoloration totale (surnageant incolore) ou léger exces (sumageant
l&garement jaune).

Solt V, em? la chute de burette.

Procéder a un second étalonnage en opérant avec la solution de fructose a 5 g/L.
Constater que glucose et fructose possédent le méme pouvoir réducteur.

» Fssai préliminaire

La chute de burette de I'essai doit &tre du meéme ordre de grandeur gque celle de |"&talon-
nage. Si tel n'était pas le cas, il faut diluer e milieu réactionnel.

Afin de déterminer la dilution & réaliser, on effectue un essal préliminaire en suivant le
méme mode opératoire gue pour '&talonnage de la ligueur de Fehling et en plagant le
milieu réactionnel dans la burette. On effectue une dilution si cela est nécessaire, le taux
de dilution étant calculé en tenant compte de la chute de burette obtenue lors de |'essai
préliminaire.

» Dosage des sucres réducteurs dans e milieu réactionnel

Faire un essai en emplissant la burette du milieu réactionnel éventuellement dilué et opé-
rer comme pour I'étalonnage.

Soit V, la chute de burette. Si V., est trop different de V,, procéder & un nouvel essai en
modifiant la dilution, compte tenu du résultat trouvé au premier essai.

Résultats, observations et interprétation

Calcul de la concentration de sucres réducteurs dans le milieu réactionnel (soit x° la
concentration massigue en sucres réducteurs de la solution diluée analysée) :

W
X'= 1 x5 g/L
V2
Soit ¥ la concentration massique en sucres réducteurs dans le milieu réactionnel et d le
coefficient de dilution (taux de la dilution éventuelle effectuée aprés I'essai préliminaire) :

V.
x:x'xd:—lxﬁxdg,.-’l-_

Vo
Calcul de |a masse de sucres réducteurs apparus dans le milieu réactionnel :
m:ﬂxﬁxdx = x'=dx 30 E
Ve 1 000 1 000
La masse de saccharose soumise a hydrolyse est égale & :
342 x0,6 x10
m'= =205¢g
1000
Le rendement de ["hydrolyse en 30 minutes est de :
=M, 342 100%
m' 360



144 Dosage des sucres réducteurs d’un jus de fruit
par la méthode de Bertrand

Mots clés
Jus de fruit, pouvoir réducteur, méthode de Bertrand.

Principe
Cette manipulation trés délicate a réaliser permet de doser les sucres réducteurs conte-
nus dans un jus de fruit frais. Les sucres réducteurs contenus dans la prise d'essal
d'échantillon & doser réduisent partiellernent un volume de ligueur cupre-alcaline. L'oxyde
cuivreux formé (Cu,0) est dosé par manganimétrie. Une table donne la correspondance
entre la masse de cuivre précipité sous forme de Cu.0 et la masse de glucose ou la
masse de sucres réducteurs exprimée en éguivalents-glucose (en mg) contenue dans la
prise d'essai.
— Equation de réaction de 'oxydation du glucose en milieu alcalin :

(2Cu?* +20H +2e — Cu,0 + H,0) x5

sucres réducteurs — produits d'oxydation + n e

- Equation d'nxydati{:un de "oxyde cuivreux par une solution ferrique acide :
"j‘D +2H* = 2Cu** + H,0 + 2e7) x5
+ e — Fe?*)x 10

5 Cu,0 + 10 H* + 10 Fe3* — 10 Cu?* + 5H,0 + 10 Fe?*

- Equation de 'oxydation du Fel* par le permanganate :
(Fet = Fe** + e ) x 10
(MnO,” + 8 H" + 5e~ — Mn“* + 4 H,0) x 2

10 Fe?* + 2Mn0,” + 16 H* — 10 Fe3" + 2Mn?* + 8H,0

Conditions a respecter :

— Eviter tout contact du précipité de Cu,0 avec I'air, de maniére & empécher la réoxyda-
tion de 'oxyde cuivreusx.

— Le volume de la prise d'essai de I'"échantillon & analyser doit étre égal a 20 cm?,

— Le volume total mis en expérience doit étre égal & 60 cm?.

- La prise d'essail doit contenir entre 10 et 90 mg de sucres réducteurs exprimés en
equivalent-glucose.

- Chauffer a8 ébullition douce, 3 minutes exactement.

- Faire de nombreux lavages du précipité de Cu,0 de maniére a éliminer toute trace de
tartrate.

Securite

La manipulation présente un risgue de projection si I'ébullition n'est pas rigoureusement
contrdlée, il faut absolument éviter les surchauffes locales. Le port de lunettes de protec-
tion est consaillée.

La liqueur de Bertrand, identigue & celle de Fehling, ne doit pas étre pipetée a la bouche,
il faut éviter tout contact avec la peau, les mugueuses et les yeux. Les solutions cui-
vrigues sont placées dans la classe 3 de la classification toxicologique helvétique (poison
puissant), I'hydroxyde de sodium dans la classe 2 ( poison trés puissant).

La solution ferrique acide comporte de 'alun de fer et d'ammonium qui est placé dans la
classe 3 de la classification toxicologigue helvétigue (poison puissant) et de 'acide sulfu-



rigue placé dans la classe 1 {(poison trés puissant et corrosif). Elie ne doit pas étre pipe-
tée & la bouche. |l faut éviter tout contact avec la peau, les muqueuses et les yeux,

Le permanganate de potassium est placé dans la classe 3 de cette méme classification
{ poison puissant).

L'acide chlorhydrigue est placé dans la classe 2 de la classification toxicologique helvé-
tique {poison trés puissant). Eviter tout contact avec la peau, les yeux et les muqueuses
(utiliser des lunettes de protection).

Matiére d'ceuvre
B Matériel biologique

Effectuer le dosage sur un fruit sucré, a pleine maturité, gorgé de jus : péche, poire, ana
nas, melon, etc. Le presser de fagon a en exprimer le maximum de jus. Filtrer sur gaze,
puis sur papier. Verser 2 cm? de ce jus dans une fiole jaugée de 50 em=, Ajuster au trait
de jauge avec de I'eau distiliée. (Le volume de 2 cm? pourra &tre modifié en fonction de
la teneur en sucres réducteurs du fruit utilisé, aprés ["essai préliminaire.)

B Réactifs
— Réactif cupro-alcalin de Bertrand (Il est identique a la ligueur de Fehling) :
= solution A cuivrigque :

- CuS0,, 5H,0 pur p.a. 40 g

« H,50, pur 5 cm?
- eau distillée gsp 1 000 cm?
— solution tartro-sodigue :

- tartrate double de potassium et de sodium 200 g

. lessive de soude pure (d = 1,33) 375 em?
. eau distillée gsp 1 000 cm?

- Solution ferrigue acide :
= glun de fer et d’ammonium {ammonium-fer {111} sulfate)

dodécahydraté pur p.a. 125 g

— eau distillée 400 cm?

- H,50, concentré (d = 1,84) 110 em?

— eau distillée gsp 1 000 cm?
- Acide chlorhydrique de lavage :

— HCI concentré 330 cm?

- eau distillée gsp 1 000 cm?
- Solution de permanganate de potassium 0,01 mol/L :

- permanganate de potassium pur p.a. 1,5804 g

-~ eau distillée bouillie froide gsp 1 000 cm?

Etalonner cette solution par une solution de controle de sel de Mohr ou d'oxalate de
sodium.

W Matériel

- Une fiole erlenmeyer de 150 em? & col étroit.
- Une éprouvette de 20 cm?.

= Un filtre d"Allihn {verre fritté de porosité n® 4).
- Une fiole & vide.

~ Une burette de 25 cm? au 1/10 de cm?.

~ Une pipette jaugée de 20 cm?®.

- Une poire d'aspiration.




Mode opérataire

B Essal préliminaire

Dans un tube & essais, verser (mesuras a ['éprouvette) :

- 2 em? de solution cuivrique (A) ;

- 2 ¢cm® de solution tartro-sodique (B) ;

- 2 ¢cm? de solution diluée de jus de fruit.

Le mélange prend une coloration bleue intense. Faire bouillir pendant 2 minutes. Laisser
reposer le précipité. Observer la coloration du sumageant. Un précipité rouge et un suma-
geant bleu indiquent gue le dosage est possible. Un surnageant incolore ou jaune indigue
une solution a doser trop concentrée. Dans ce cas, diluer la solution et recommencer
I"essal préliminaire, (A titre d'exemple, on peut signaler gue, si 'on opéare sur du jus
d'ananas frais, Il est nécessaire de diluer le jus au 1/25.)

N Dosage

= Précipitation et lavage de 'oxyde cuivreux

Dans une fiole erlenmeyer de 150 cm?, & col étroit, propre (lavée avec HC| dilué chaud et
rincée 3 fols avec de 'eau distillée), verser (mesures a l'éprouvette) ;

- 20 em? de solution cuivrique (A) ;

~ 20 cm? de solution tartro-sodique (B) ;

- 20 cm? de solution & doser.

Ou bien opérer de la maniére suivante : dans la fiole erlenmeyer, verser (mesures &
I"éprouvetie) :

— 20 cm? de solution cuivrigue (A) ;

- 20 em? de solution tartro-sodigue (B)

- % em? de solution & doser (& |a pipette, x étant calculé grace & l'essal préliminaire) ;

~ {20 -x) cm” d'eau distillée.

Porter a ébullition douce, 3 minutes exactement. Laisser refroidir 1a fiole inclinga,
Préparer un filtre d Allihn, le laver avec HCI de lavage, puis a ['eau distillée, |'adapter sur
la finle a vide.

Décanter la guasi-totalité du surnageant sur le filtre a I'aide d'un agitateur.

Ne pas entrainer de précipité.

Laisser le précipité sous une couche de liguide, la ficle étant inclinée.

Le précipité ne doit jamais &tre en contact avec ['air.

Faire une |&gére aspiration avec la trompe a vide, puis couper I"aspiration en débranchant
la trompe guand il reste 1 cm de hauteur de ligquide dans le filtre.

Dans la fiole edenmeyer, introduire environ 20 cm? d'eau distillée bouillante. Agiter, lais-
ser reposer, fiole inclinée, Ddcanter le surnageant sur le filtre comme précédemment.
Recommencer plusieurs fois ce lavage (au maoins & fois) afin d'éliminer toute trace de
tartrate.

* Oxydation de Cu,0

Vider la fiole a vide, bien la rincer, remettre e filtre en place.

Dans la fiole erlenmeyer ol se trouve le précipité de Cu,0, sous une couche d'eau, ajou
ter 20 cm? de solution ferrigue acide. Cu,0 se dissout.

Agiter jusgu'a dissolution totale, |a solution prend une teinte verte.

Verser cette solution sur le filtre. Eille entraine le précipité gui se trouve sur le filtre.
Provoquer un passage lent de cette solution par une action modérée du vide,

Ajouter encore deux fois dans la fiole erlenmeyer 10 cm® environ de solution ferrique
acide en rincant bien les parois. Faire passer sur le filtre.

Laver la fiole 3 fois avec un peu d'eau distillée bouillante. Faire passer sur le filtre.



* Dosage du sel ferreux formeé par une solution de permanganate

Refroidir totalement le contenu de la fiole & vide,

Titrer, dans |a fiole a vide, les lons ferreux par une solution de permanganate de titre
C maol/L. jusqu’a obtenir une coloration rose stable quelques secondes (10 & 20 s).

La succession de teintes au virage est : vert, gris sale, puis [égére teinte rose homogéne,
Si le virage est impossible a voir, cela indique des lavages insuffisants du précipité.

Résultats, observations et interprétation

Soit V la chute de burette en cm? et C le titre en molarité du permanganate. La masse de
cuivre m., ., exprimee en mg, précipité sous forme de Cu,0 est égale a :
Mg, = 63,54 <« CxVmg

On détermine, a l'aide de la table de correspondance de Bertrand (tab. 2.0, 1a masse de
glucose ou de sucres réducteurs, exprimée en mg de glucose (m,, ), contenue dans la
prise d'essai (en faisant le cas échéant une interpolation Iinéairef

- Si le dosage a &1é effectué sur 20 em? de jus de fruit dilué 25 fois, la teneur en sucres

reducteurs exprimée en glucose est égale a :

. . _ 25
Concentration en sucres réducteurs exprimée en glucose = Mgiucose * fl}r g/L

- S le dosage a &té effectué sur X em? de solution & doser :

Concentration en sucres réducteurs exprimée en glucose = my,.qe % g/L



Tableau 2.1

Tableau de corespondance entre les masses de cuwvre et de glucose,

Méthode de Bertrand

Glucose Cujvra Glucose Cuivre Glucose
en mg en mg en mg en mg en mg
10 20,4 40 5 FiLs
11 22,4 41 79,3 Tl
12 24,3 4z Bl1.1 T2
13 26.3 43 B2.9 T3
14 2B.3 44 B4.7 T4
i5 30,2 45 BG4 T5
16 32,2 46 BR.2 TG
iT 34,2 47 00,0 T7
18 36,2 48 51,58 TE
19 3E.1 449 03,6 T4
20 40,1 50 95,4 80
21 42,0 51 97,1 =21
22 43,9 a2 95,9 B
23 45,8 53 100,68 23
24 47,7 54 102,3 Hd
25 49 .6 S 1E] 104,1 25
26 51,5 LA 1058 LaLE]
27 53,4 =T 107 .6 ar
28 55,3 58 109.3 258
29 57,2 549 1111 9
a0 5Ol G0 1128 o0
ik 50,9 61 1145 91
32 62,8 62 116,2 02
33 &4.6 63 117.9 a3
34 B6,5 5 1196 a4
35 58,3 G5 1213 95
36 T0,1 s 1230 G5
37 72,0 57 1247 a7
38 738 &8 126,4 a8
39 a7 69 128.1 99

100

Cuivre
en mg

129.8
131.4
133.1
134,7
136,3
137.9
1396
1412
1428
144.5
146,1
147 .7
14493
150,9
152,5
154,0
155,6
157,2
158,8
160,4
162,0
163,6
165,2
166,7
168,3
169,9
171,5
173,1
174,6
176,2
177 .8
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4 Séparation des sucres d'un jus de fruit
par chromatographie sur couche mince

Mots cles
Chromatographie, couche mince, gel de silice, jus de fruit.

Principe

Les sucres du jus de fruit sont séparés par une chromatographie d'adsorption. La phase
stationnaire est constituée de gel de silice, |a phase mobile est un mélange monopha-
sique de trois solvants de polarités différentes : méthyl-8thyl-cétone (butanone), acide
acétigue et méthanol.

Les spots sont révélés par la réaction de Molisch. L'identification de certains sucres de
I'échantillon est rendue possible grace a des témoins. Chague sucre est caractérsé par son
Rf, rapport de la distance de migration du spot a la distance de migration du front du solvant.

Sécurite

Cette manipulation ne présente pas de danger majeur sur le plan toxicologigue. Le
methyl-&thyl-cétone et le méthanol sont placés dans la classe 5 de |a classification toxico-
logique helvétigue, I'acide acétique est placé dans la classe 3.

En revanche la pulvérisation du révélateur contenant du naphtol-1 et de "acide sulfurique
doit se faire sous une hotte ventilée car, fortement caustique, ce réactif irrite fortement
les voies respiratoires,

Le caractére fortement inflammable du mélange de solvants nécessite une manipulation
effectuée en "absaence de toute flamme.

Matiere d'ceuvre

W Matiare biologique

Effectuer 'expérience sur un fruit sucré, a pleine maturité, gorgé de jus : péche, poire,
ananas, melon, etc. Le presser de fagon & en exprimer le maximum de jus. Filtrer sur
gaze, puis sur papier.

i A
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Figure 2.5. Schéma de |la chromatoplague et de ja cuve de chromatographie.



B Réactifs
- Solution témaoin de glucose a S g/L, dans I'eau.
- Solution témoin de fructose a4 5 g/L. dans ["eau,
= Solution témoin de xylose 8 5 g /L, dans I'eau.
- Solution témoin de saccharose a b g/L, dans I"eau.
— Solvant : dans une ampoule a décanter, verser :

— méthyl-éthyl-cétone 3 volumes

- acide acétigue 1 volume

= méthanol 1 volume

Agiter, laisser reposer,
- Révélateur, réactif de Molisch :

= naphtol-1 0.20E
— éthanol 50 eom?®
- H,50, 820 % 50  cm?®

B Matériel (fig. 2.5}

— Chromatoptaque 10 cm = 5 cm de gel de silice sur verre (réf, Merck 1.105782.0001),

- Becher de 250 cm?, recouvert d'une demi-boite de Pétri. (Le becher doit avoir un dia-
métre d'environ 7 4 8 cm et une hauteur de 12 cm environ.)

— Pipettes capillaires de verre obtenues par étirage de cannes de verre.

= Thermoventilateur | seche-cheveux).

~ Une étuve réglable a 100 °C.

— Un pulvérisateur pour révélateur de chromatographie,

Mode opératoire

M Préparation de la chromatoplaque

Réactiver |a plague en la plagant 15 minutes & I'étuve, a 100 *C.

Tracer au crayon graphite, trés [égérement, une ligne de dépdt a 2 cm du bord inférieur
de la plaque.

Marquer, trés |égérement, les emplacements de 5 dépots espacés de 0.8 cm.

B Préparation de la cuve

Verser au fond de |a cuve le solvant, sur une hauteur de 1 cm. |l est important de vérifier
gue le niveau du solvant est inférieur & la hauteur de la ligne de dépdt de la plague {2 cm).
Attendre 30 minutes que |la cuve soit saturée en vapeurs de solvant.

B Dépdts

Utiliser des capillaires préparés par étirage de cannes de verre de 5 a 6 mm de diamétre,
MNe conserver que les capillaires réguliers, de section constante et de diamétre conve-
nable (les tester sur papier filtre juste avant le dépit).

Un capillaire n'est utilisé gue pour déposer une seule solution,

Le dépdt ne doit pas excéder un diamétre de 2 &8 3 mm (& cause de |'étalement de la
tache au cours de la migration).

Effectuer les dépdts en trois fois, en séchamt au thermoventilateur entre chaque opération.
Déposer les solutions témoins de glucose, fructose, saccharose et xylose, ainsi gue le
Jus de fruit.

W Migration

Mettre en place la plague dans la cuve, en appui ablique. Replacer le couvercle immédia-
tement. Laisser la migration se poursuivre jusqu'au moment ol le front du solvant atteint
le bord supérieur de la plague.



Sortir le chromatogramme, le placer horizontalement, marguer le front du solvant,
Séacher a l'air chaud.

B Révélation

Pulvériser le révélateur, sous hotte ventilée, Chauffer 15 minutes a 100 °C, & I'étuve.

Résultats, observations et interprétation

Entourer les spots d'un trait de crayon au sortir de |'étuve. Dénombrer le nombre de
spots correspondant au jus de fruit.

Calculer les Rf.

Identifier la présence éventuelle des témoins dans I'échantillon.




43 H Analyse polarimétrique des glucides

Mots cles
Pouvoir rotatoire, polarimétrie, polarimétre de Laurent.

Principe

Dans la structure des glucides, il existe au mains un centre de chiralité, sauf pour la dihy-

droxyacetone. Les solutions d'ose ou d'oside présentent donc le phénomene de polarisa-

tion rotatoire.

Une solution d'ose ou d'oside traversée par un faisceau de lumiére polarisée falt tourner

d'un angle « le plan de polarisation de la lumiégre. L'angle o est donné par la ol de Biot
o= [m]=xl=eg

* (1 = pouvoir rotatoire de la solution, ¢'est-4-dire angle de rotation du plan de polarisation
(en degrés d'angie)*.

* [(r] = pouvoir rotatoire spécifique de la substance dissoute (en degrés dangle)*.

* | = longueur de solution traversée (en dm)*.

* ¢ = concentration massigue de la solution en g,/c m=.

* La lod de Biot est ich exprimés avec ses unités usuelies et non avec les unités du systéme international.

[c] est positif &l la substance est dextrogyre, [o] est négatif si la substance est |&vagyre.
Le pouvoir rotatoire spécifique est caractéristigue d'une substance et dépend de :

— la longueur d'onde de la lumiére polarisée ;

- |a température ;

- |a nature du solvant,

Conventionnellement, le pouvaoir rotatoire spécifique est exprimé pour la longueur d'onde
de la raie D du sodium (589-596 nm), & 20 *C.

Exemples : glucose en solution : [a, a 20 °C = + 52,57 | saccharose : [a], a 20 °C
=+ 66,5°.

La loi de Biot est une loi additive : si plusieurs substances optiguement actives, sans
action chimigue les unes sur les autres, sont présentes dans une solution, la rotation
résultante est égale a la somme algébrique des rotations dues & chacun des composants
du mélange.

Utilisation du polarimétre de Laurent

Mettre en place |"appareil, la lampe & vapeur de sodium, "éclairage du vernier.
Déterminer la graduation et la précision du vernier.

Mettre en place dans |'appareil un tube rempli d'eau distillée. A "aide de I'oculaire,
mettre au point sur le bord de la lame demi-onde. Se placer dans les conditions opti-
males d'éclairement en réglant 'angle de pénombre. Réaliser I"égalité d'éclairement des
plages. Mettre la graduation du vernier & zéro, détruire et rétablir des plages, on doit
retrouver le réglage du zero,

Remplir le tube avec la solution & analyser qui doit étre limpide et incolore, Rétablir I'iden-
tité d'éclairement des plages. Lire o (signe et valeur).

Faire une dizaing de déterminations en retournant le tube de bout en bout. Calculer fa
valeur moyenne de .

Rincer soigneusement le tube et essuyer la gouttiére.



4 4 5.1. Mutarotation du glucose

Mots clés
Mutarotation, polarimétrie, c-D-glucopyranose.

Principe

Le glucose naturel en solution est un mélange de la forme aldéhydigue (gui existe & I'&état
de traces) et des deux formes cycligues o et B glucopyranosiques qui prédominent large-
ment .

A I'état cristallisé, le Dglucose industriel existe sous forme o, Mis en solution, I'a-D-
glucopyranose se tautomérise en B-D-glucopyranose, il s'établit progressivement un équi-
libre entre les trois formes présentées a la figure 2.6.

H 0
N A
(M
|
CHL0H H—C—0H CHz0H
| | |
H IIS —0 OH HO—C—H H G0 H
P U | P ~
NI T T TN
| / \ | /
OH (" —— H H—tll—DH H 7 —— H
I | I |
H oH CHz0H H OH
POglucopyranose D-glucnse o-D-glucopyranose
aldehydique
Figura 2.6. Tautomérie du glucose en solution,

Dans 'eau distillée, a température ambiante, cet équilibre est atteint au bout de plu-
sieurs heures.

La mutarctation est la varigtion de pouvoir rotatoire accompagnant la conversion o < i,
jusqu’a la valeur d'équilibre.

Partant du glucose industriel, I'a-D-glucopyranose ([o], = + 113°), |a solution initiale a un
pouveir rotatoire élevé gui décroit dans le temps, au fur et & mesure de |la transformation
o — p. Lorsgue, apres quelgues heures, "équilibre est atteint, le pouvolr rotatoire spéci-
fique se stabilise & la valeur de + 52,5%, qui correspond & un mélange de 65 % d ano-
mére I, 35 % d'anomére o, plus une faible guantité de forme lingaire aldéhydigue (0.1 %
environ) (fig. 2.7).

Saécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'ceuvre

B Matiére biologigue
o-D-glucopyranose.



[]y & Pouvoir rotatoire spécifigue

113"

100°

H2.5°
50

0 5 Heuras

Figure 2.7. Mutarotation de "a-D-glucopyranose.

N Matériel

= Un polarimetre de Laurent.

— Une fiole jaugée de 100 cm?.
- Une balance de précision.

= Ln chronométre,

Mode opératoire

Faire les réglages du polarimétre avec de 'eau.

Préparer 100 cm? d'une solution d'o-D-glucopyranose pur par pesée exacte de cristaux,
de concentration 100 g/L, Déclencher le chronométre au moment de la mise en solution.
Transvaser rapidement dans le tube polarimétrique.

Mesurer o toutes les 2 & 5 minutes pendant 30 minutes, puis toutes les 10 minutes,
enfin toutes les 15 minutes, jusgu'a obtention d'un pouvoir rotateire constant.

Résultats, observations et interprétation

Calculer [ot] pour chague mesure et tracer la courbe [o] = T{1).
Extrapoler au temps 2éro pour trouver [ o] de 'oe-Dglucopyranose,

4 4 5.2. Etude de I'hydrolyse {inversion) du saccharose par polarimétrie

Mots clés
Saccharose, hydrolyse, polarimétrie.

Principe

L'hydrolyse enzymatiqgue du saccharose est catalysée par une enzyme appelée saccha-

rase ou invertase (voir 1.2.2).



La mise en évidence de la réaction d'inversion st fondée sur |'apparition de deux
hexoses n'ayant pas le méme pouvoir rotatoire. Le saccharose, dioside, est hydrolysé an
D-fructofuranose et en Dglecopyranose (voir 1.2.5.1).

Saccharose, [o] = + 66,57

D-fructose, [o] =-—93°

D-glucose, [u] = + 52,5°

Sécurite

L'acide trichloracétique est un produit dangereux et trés corrosif. || est placé dans la
classe 2 de la classification toxicologique helvétique. Le port des lunettes de protection
est fortement conseaillé,

Matiere d'euvre

W Matériel biologique

- Solution d'invertase : solution d'enzyme (enzyme Merck & 200 U/mg) & 0.5 mg/cm®
dans un tampon phosphate 0,025 mol/L, pH 7. (A conserver au froid [+ 4 *C].)

- Solution de saccharose a 0,6 mol /L.

W Réactifs
- Tampon pH 4,7 :

- acétate de sodium ; 8,2 g/L,

- acide acétique pur pour analyses : 5,8 em®/L.
- Acide trichloracétique a 60 g/L.

W Matériel

- Une fiole erlenmeyer de 250 cm?,

- Deux pipettes jaugées de 10 cm?,

- Une pipette jaugée de 5 cm,

— Une poire d'aspiration.

- Une éprouvette de 10 em?.

- Un bain thermostaté réglable a 25 *C, équipé d'un statif, d'une pince et d'une noix de
sefrage.

Mode opératoire
W Hydrolyse enzymatique du saccharose

Dans une fiole erlenmeyer de 250 cm?, introduire :

- 10 cm? de tampon acéto-acétique pH 4,7 ;

- 10 cm? de solution de saccharose 0,6 mol/L.

Préchauffer ce miliey guelgues minutes & 25 *C. Ajouter alors 5 cm? d'une solution
d'invertase, également préchauffée & 25 °C. Déclencher en méme temps un chronométre
ou bien noter I'heure.

Aprés 30 minutes d'incubation & 25 °C, arréter |a réaction en ajoutant au contenu de la
fiole 5 cm? d'acide trichloracétique a 60 g/L (dénaturant protéique).

B Mesure de la concentration en substrat

Melanger :

- 10 cm? de solution de saccharose 0,6 mol/L ;
— 10 em? de tampon acétate pH 4,7 ;

— 10 ecm? d’eau distillée.

Remplir |e tube polarimétrique de ce mélange.



Mesurer son pouvoir rotatoire au polanmetre, soit o, cette mesure.
Calculer la concentration initiale de saccharose, avant hydrolyse (C,), en appliquant |a loi
de Biot.
ey
G = —m———
0" 66,5 % |)

® Mesure du pouvoir rotatoire des produits de I'hydrolyse du saccharose
Remplir le tube polanmétrigue du milieu réactionnel, aprés les 30 minutes de réaction.
Mesurer son pouvoir rotatoire, o,

Résultats, observations et interpretation

¥ Caleuwl du rendement de la réaction d’hydrolyse du saccharose

Soit C.. la concentration en saccharose résiduel non hydrolysé (cette concentration peut
etre nulle), C la concentration en Dglucose apparu qui est égale a la concentration en O
fructose apparu.

Ona: (y, =665C,+525C-93C {1)
120
On a également : C=(Ch—-Cslx——
E (G = Ls)h 347
en remplagant dans I'éguation (1}, on a :
180
gy = 66,5 Cg +(Cp - Cg)x —— x (52,5 -93) (2}
342
L'éguation (2) permet de calculer ES, lg rendement p s’écrit alors :
=C0-Cs 400 (en %)
(4]



E Etude de quelques propriétés de I'amidon

Mots clas
Amidon, réserve glucidique végatale,

Principe

L'amidon est la principale réserve glucidique des végétaux. Insoluble dans I'eau froide, il
forme un gel lorsgu'une suspension de cette macromolécule est chauffée vers 70 °C,
c'est I'empois d’amidon,

L'amidon naturel est un mélange d'amylose et d"amylopectine.

L'amylose est formée de chaines de 200 & 300 résidus d'e-D-glucopyranose associées
par des liaisons osidiques o-1—4. La chaine d'amylose posséde une structure hélicoi-
dale,

L'amylopectine présente une structure ramifiée comportant environ 1 000 résidus de glu-
cose groupés en chaines de 20 & 25 résidus d o-Dglucopyranose reliés par des liaisons
1—+4. Les chaines sont unies les unes aux autres par des ligisons 1—6. Les masses
moléculaires varient, selon les origines, de 50 000 a quelgues centaines de mille daltons
(fig. 2.8).

Struciure de "amyliose

CHa0H CHOH CHoOH

CHz0H LHz0H

CHOH CHz CHOH
0 — o 0 O
-0 ﬂ@u 0 0 0--

Structure de "amylopecting

Figure 2.8. Structure de 'amylose et de ["amylopectine.

L'hydrolyse chimigue & chaud et en milieu acide aboutit au glucosa,

L'hydrolyse enzymatique est catalysée par quatre sortes d'enzymes :

- Les gamylases qui scindent les liaisons 1—=4 a l'intérieur des chaines non ramifiées.
Ces enzymes rencontrées chez certainsg micro-organismes, les végétaux et las animaux
{amylases salivaire et pancréatique), liguéfient rapidement les empois d'amidon & la
suite de la formation de dextrines et, finalement, de la libération de maltose et d'iso-
maltose, les liaisons 16 de I'amylopectine n'étant pas rompueas.



- Les famylases qui décrochent directement des unités maltose a partir des extrémités
non réductrices. Ces enzymes sont abondantes dans les graines amylacées en germi-
nation {orge germe).

- Les [1-6)-glucosidases, encore appelées enzymes débranchantes qui provoquent
"hydrolyse des liaisons 1—6.

- Les maltases qui scindent la molécule de maltose en deux molécules de glucose,

4 6.1. Préparation d’amidon a partir de pomme de terre

Mots clés
Amidon, pomme de terre.

Sécurité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matériel et matiére d'cuvre

B Matériel biologigue

LIne pomme de terre,

B Réactifs

Du lugal :

- iode 4 g

- jpdure de potassium B g

- eau distillée gsp 1000 cm?

BN Matériel

= Une rape & légumes.

=~ Un linge de coton.

- Un microscope.

— Un erlenmeyer de 100 cm=.
— Une pince en bois,

= Un bec Bunsen.

Mode opératoire

Raper une pomme de terre et introduire la pulpe obtenue dans 200 & 300 cm?® d'eau
froide. Agiter fortement et comprimer cette masse a "aide d'un linge de coton. Laisser
décanter le filtrat, Une poudre blanchatre se dépose ; elle est constituée essentiellement
de grains d'amidon (fécule).

Observer ces grains d'amidon au microscope avec et sans [ugol (fig. 2.11A4).

Résultats, observations et interprétation

Les grains d'amidoen onl un aspect spécifigue de 'origine végétale. lIs sont formés d'un
hile punctiforme autour duguel s’ organisent des zones concentriques alternativement fon-
cées et claires,

En présence d'iode les grains d'amidon se colorent fortement en blew.

Dans une fiole erlenmeyer de 250 cm?, introduire environ 100 em? d'eau distilliée, et
I'équivalent d'une petite cuillére de poudre d'amidon humide. Agiter fortement. On obtient



une suspension laiteuse appalée lait d'amidon, ce qui prouve gue 'amidon est insoluble
dans |'eau froide.

Chauffer doucement cette suspension, le liquide devient opalescent. On a obtenu une
solution colloidale, 'empois d'amidon. Les grains hydratés ont éclaté sous 'effet de la
chaleur, linérant les chaines macromoléculaires d'amidon qui forment un gel.

4 6.2, Mise en évidence de la structure macromoléculaire
de I'amidon par une expérience de dialyse

Motis cles
Amidon, dialyse, structure macromoléculaire,

Principe

La dialyse est une technique qui permet de séparer des substances présentant des capa-
cités différentes a franchir les pores d'une membrane ; elle rend possible la séparation
des grosses et petites molécules,

Securite

La réaction & la liqueur de Fehling doit étre pratiquée avec soin et précaution, se reporter
aux consignes de sécurité decrites p. 26 (voir 1.2.1).

Matiere d'cuvre

W Matériel biologique

Empois d'amidon a environ 7 g/L.

M Réactifs

- Solution de glucose a 20 g /L.

- Lugol (compasition p. 286) {vaoir [.2.1).

- Ligueur de Fehling : (composition p. 26) (voir 1.2.1) :
= golution A (cuivrique),
- solution B (tartro-sodigue).

W Matériel

~ Deux bechers de 400 cm?,

— Deux boudins de dialyse de 1,5 cm de diamétre,
- Deux bilies de verre.

= UIne pipette compte-gouttes.

- Un tube a essais.

= Une pince en bois.

~ Un bec Bunsen.

— Une éprouvette de 10 cm?,

Mode opératoire

Préparer les deux boudins de dialyse. lestés a i'une de leur extrémité avec une hille de
VEITE.

Y introduire respectivement une solution de glucose a 20 g/L et un empois d'amidon a
emwiron T g/L. Me pas remplir complétement les boudins, les nouer et introduire chacun
d'eux dans un becher contenant de 'eau distillée (fig. 2.9).
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Salution de Empois & amidon
glucose & 20 8/L
Eau distillée ——— = - Eau distiflée
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Figure 2.9, Expérience de dialyso.

Aprés 15 & 30 minutes, prélever 2 cm? de chacun des dialysats {contenus du becher).

A la prise d'essail de dialysat correspondant & 'empois d’amidon, ajouter quelques
gouttes de lugol, constater 'absence de coloration,

Aux 2 em?® de prise d'essai de dialysat correspondant au glucose, ajouter 2 cm? de solu-
tion A de ligueur de Fehling et 2 cm® de solution B. Porter & ébullition, constater I'appari-
tion d'un précipité rouge indiguant la présence d'un pouvoir réducteur.

Résultats, observations et interpretation

Le glucose (masse molaire = 180 g/mol) a dialysé, mais pas |'amidon. On peut ainsi en
déduire gue la masse moléculaire de I'amidon est élevée, ¢'est une macromolécule,

4 6.3. Simplification moléculaire de |'amidon par hydrolyse acide

Mots cles
Amidon, hydrolyse chimigque.

Principe
L'hydrolyse est une réaction chimique qui se fait & chaud et en milieu acide. La chaine
polyosidique est coupée (les coupures se font au hasard) en fragments dont |a taille dimi-
nue au fur et & mesure de la rupture des liaisons pour aboutir au maltose et enfin au glu-
cose. Les composés intermédiaires, appelés dextrines, se colorent différemment en pré-
sence diiode, A partir d'une coloration bleue (amidon), on observe successivement une
colaration rouge violacée (coloration due & de gros fragments appelés amylodextrines),
rouge (coloration due & des fragments de taille moyenne appelés érythrodextrines), puis
I"absence de coloration (due a de petits fragments appelés achrodextrines, ainsi qu’au
maltose et au glucose).
L'amidon ne posséde pas de pouvoir réducteur, |'hydrolyse s'accompagne de 'apparition
gt de "'augmentation d'un pouvoir réducteur avec |'accroissement des ruptures de liai-
s0ns osidiques,
Le terme de |"hydrolyse acide peut se résumer par |'éguation suivante ;

(CeHya0sin + 0 H0 = nCHy 50,



Securite

L'hydrolyse chimique de I'amidon en présence d'acide chlorhydrique présente un certain
danger. L'acide chlornydnque, placé dans la classe 2 de la classification toxicologigue
helvétique (poison trés puissant), est corrosif et irdtant. A manipuler avec des lunettes de

protection, éviter tout contacl avec |a peau, les mugqueuses et les yeux.
Les précautions a prendre pour ['utilisation de la liqgueur de Fehling ont &té décrites p. 26.

Matiére d'@uvre

B Matérfel biologigue
Empois d'amidon & environ 7 g/L.

H Réactifs

- Acide chlorwdrique 5 mol /L.

= Lugol {composition donnée p. 26) (voir 1.2.1).

- Ligueur de Fehling (composition donnée p. 26) (voir 1.2.1) :
- solution A, cuivrigue,
~ solution B, tartro-sodique.,

B Matériel

— Une fiole erlenmeyer de 150 cm?,

- Une éprouvette de 100 cm?.

- Une pipette graduée de 5 cm?.

- Une poire d'aspiration.

- Cing tubes & essais.

= Un portoir métalligue de tubes & essais.

= Un bain-marie bouillant.

— Une pipette graduge de 2 cm?®, munie d'une poire d aspiration.
- Une pipette comptegouttes.

- Une éprouvette de 10 cm?,

= Un chronométre ou une montre & trotteuse,

Mode opératoire

Mélanger 20 cm? d'empois d'amidon & 7 g/L et 5 cm? d'acide chlorhydrique 5 mol/L.
Homogénéiser et introduire 4 cm? de ce mélange dans cing tubes 4 essais. Plonger ces
tubes dans un bain-mane bouillant en notant le temps.

Retirer un tube du bain-marie aprés 1 minute, un deuxiéme aprés 5 minutes, un troisiéme
aprés 8 minutes, un gquatrieme aprés 12 minutes et le dernier aprés 20 minutes.
Refroidir ces tubes au sortir du bain-marie,

Prélever 2 cm? de chaque tube ; y ajouter deux volumes d'eau distillée et quelgues
Eouttes de lugol. Noter la coloration obtenue.

Au volume restant dans chaque tube, ajouter 2 cm? de solution A de ligueur de Fehling et
2 cm?® de solution B de liqueur de Fehling. Porter a éhullition.

Resultats, observations et interprétation

Observer la coloration avec liode qul, au fur et 8 mesure que la durée d’hydrolyse aug-
mente, passe du bleu au violet, puis au rouge et finit par disparaitre. En revanche le pou-
woir réducteur apparait des le troisieme tube.

Les chaines d'amidon sont coupées en dextrines, puis en maltose, enfin en glucose,



4 6.4. Digestion in vitro de I'amidon par un extrait pancréatique

Maots clas
Amidon, hydrolyse enzymatique, amylase, pancréatine.,

Principe

L'expérience précédente montre que 'hydrolyse chimigue de I'amidon se fait dans des
conditions de température et de pH incompatibles avec la vie.

L'expérience mise en ceuvre dans ce paragraphe a pour but de montrer le rdle catalytique
de I'amylase, enzyme contenue dans un extrait pancréatique, appelé pancréatine.

Sécurite

La manipulation ne présente pas de difficultés majeures sur le plan de la sécurité. Les
précautions a prendre pour I'utilisation de 1a liqueur de Fehling ont &té décrites {vair 1.2.1).
L'utilisation du révélateur de Molisch en chromatographie, irritant et corrosif, doit &tre pra-
tiquée sous hotte ventiléa,

Matiére d'ccuvre

B Matériel biologique

- Solution tamponnée de substrat : le substrat utilisé est de « I'amidon soluble « préparé
par traitement mécanigue ou chimique de 'amidon naturel. Dissoudre 1 g damidon
soluble dans environ 500 e¢m? de solution tampon phosphate pH 7,1-0,020 mol/L.
Ajouter 1 g de NaCl. Tiédir si nécessaire. Ajuster a 1 litre avec la solution tampon.

- Sglution tamponnée de pancréatine : dissoudre 0,50 g de pancréatine 75 U/mg Merck
dans 1 litre de tampon phosphate pH 7,1, (Conservation au froid a + 4 °C, pendant
guelgues heures.)

Remargue : la teneur en amylase dans la pancréatine peut varier ; il est indispensable

d'en vérifier le taux. Pour cela, réaliser 'hydrolyse enzymatique de I'amidon conformé-

ment au mode opératoire décrit ci-aprés, on doit obtenir une décoloration totale en

10 minutes. Sinon modifier la concentration de la solution d’enzyme en conségquence.

M Réactifs
- Solution tampon phosphate pH 7,1. Dans une fiole jaugée de 1 L, verser:
- 50 cm? de solution KH,PO, & 3,6 g/L.
— 900 cm? d'eau distillée.
Ajuster a pH 7,1 & l'aide d'une solution de soude 1 mol/L, compléter a 1 L avec de
I'eau distillée.
Vérifier le pH, ajuster a nouveau si nécessaire,
- Splution de lugol (composition décrite p. 26) (voir 1.2.1).
- Solution d'acide chlorhydrique 1 mol/L.
- Solution d'hydroxyde de sodium 1 mol /L.
- Ligueur de Fehling (composition décrite p. 26) (voir 1.2.1) :
— solution A {cuivrigue),
- solution B (tartro-sodigue).
- Solution témoin de glucose 2 5 g/L, dans 'eau.
— Solution témoin de maltose a 5 g/L, dans |'eau.



- Solvant de chromatographie. Dans une ampoule a décanter, verser :
- méthyléthyl-cétone 3 volumes
- gcide acétique 1 volume
= méthanol 1 volume
Agiter, laisser reposer.
-~ Réyélateur, réactif de Molisch :

- naphtal-1 0,25 g

— éthanol 50 om?

- H,50, & 20 % 50  em?
B Matériel

= Chromatoplague 10 cm = 5 cm de gel de silice sur verre (réf. Merck 1.105782.0001).

-~ Becher de 250 ml, recouvert d'une demi-boite de Pétri. (Le becher doit avair un dia
métre d'environ 7 & 8 cm et une hauteur de 12 cm environ.)

- Pipettes capillaires de verre obtenues par étirage de cannes de verre,

- Thermoventilateur { séche-cheveux).

- Une étuve réglable & 100 °C.

= Un pulvérisateur pour révélateur de chromatographie.

- Un bain thermostaté réglable & 37 °C (& défaut, un cristallisoir de 5 litres).

- Un portoir métallique de tubes & essais.

- Quatorze tubes a essais.

- Une pipette jaugée de 5 cm?,

- Une pipette compte-gouttes.

- Une fiole erlenmeyer de 250 cm?.

- Une pipette de 2 cm?>.

= Une poire d'aspiration.

~ Une éprouvette de 10 cm.

Mode opératoire

Preéparer un bain d'eau & 37 °C, en utilisant un bain thermostaté ou un cristallisoir de
grande capacité.

Préparer 12 tubes a essais contenant chacun 5 gouttes de lugol. Ces tubes sont dispo-
sés dans un portoir placé a proximité
du bain thermostaté.

Dans une fiole erlenmeyer de
250 cm?, introduire 100 cm?® de solu-
tion tamponnée d’amidon ; préchauf-
fer a 37 °C cette solution pendant
quelgues minutes (fig. 2.10).

Ajouter 5 cm? de solution tamponnée
de pancréatine, agiter tout en mainte- T = L,

Miligu réactionnal

nant le mélange réactionnel au bain | B P
thermostaté & 37 °C. / N |

Noter le temps zéro qui correspond _\

a |'addition de pancréatine, il cor- |: . ] |

respond au déclenchement de la Eau A 37 °C

réaction. J L N

Préiever, & la pipette, 5 cm? de milieu  Figure 210,  Montage utilisé pour la réaction
réactionnel toutes les minutes. d’hydrolyse de I'amidon.



Introduire chaque préléevement dans un tube a essais contenant 5 gouttes de lugaol.
Poursuivre chague prélévement jusqu'a ce que la coloration n'apparaisse plus. Noter la
durée de 'opération (temps T).

Prélever alors 2 cm?® de milieu réactionnel et vérifier & 'aide de la liqueur de Fehling
|"apparition d'un pouvoir réduecteur.

Dans un tube & essais, introduire ;

- 2 ¢m” de solution de ligueur A de Fehling ;

- 2 ¢m? de solution de liqueur B de Fehling ;

— 2 c¢m? de milieu réactionnel.

Porter a ébullition, observer I"apparition d'un précipité rouge.

Quelle conclusion peut-on apporter a cette partie de 'expérience 7

B Analyse des produits de la réaction par chromatographie sur couche mince
En appliquant |a technigue de |la manipulation « Chromatographie sur couche mince de

glucides « (voir |.2.4), analyser les produits apparus dans le milieu réactionnel en fin
d'experience.

Déposer sur la chromatoplagque (3 dépdts successifs pour chacune des substances analy-
s6es)

- la solution tamponnée de substrat (amidon) ;

= |& milieu réactionnel en fin d'expérience ;

- la solution témein de maltose a 5 g/L ;

- la solution témoin de glucose a 5 g/L.

Aprés révélation au réactif de Molisch, identifier le ou les produits de la réaction d'hydro-
lyse enzymatique de "amidon.

Résultats, observations et interprétation

Que peut-on en conclure ?
Ce résultat est-l en accord avec les conclusions de [a premiégre partie de 'expérience 7

4 6.5. L'amidon, glucide caractéristique des réserves végétales

Mots cles
Amidon, amyloplaste, organe de réserve,

Principe

L'amidon, polysaccharide insoluble dans I'eau, résulte de "activité photosynthétigue des
végétaux chlorophylliens ; il est une forme de réserve plus ou moins durable en fonction
de la biologie de la plante considérée (plante annuelle, bisannuelle ou vivace), diverse-
ment localisée (organes souterrains © racines, rhizomes, tubercules ; organes aénens |
tiges ligneuses avec leur parenchyme ligneux, ete.).

D'une fagon générale, les amyloplastes élaborateurs d'amidon se rencontrent dans les
tissus les plus variés, mais sont particuligrement abondants dans les « parenchymes de
rESeErvg »,

Ces plastes peuvent construire chacun un « grain d'amidon = unigue ou plusieurs
v grains « gui s'associent en un « grain compose -,

La taille et |a morphologie des « grains d’amidon « sont varnables mais assez constantes
cependant pour étre caractéristiques d'une espéce végiétale donnée,

{Vair 111.21.3.)



Sécurité
Cette manipulation ne présente aucun danger,

Matiere d'euvre

B Mateériel biologique
Tubercule de pomme de terre, grains de céréales (blé, avoine, orge, etc.), graine de hari-

cot {ou autre Fabacée), a faire gonfler dans 'eau pendant guelgues heures,

B Matériel

- Microscope [doté d'un dispositif polarisant).
- Lames et lamelles,

— Scalpel.

- Lame de rasoir.

= Aiguille lancéolée.

W Réactifs

Solution iodo-iodurée : mettre en solution & g d'iodure de potassium dans 100 mlL d'eau
distillée, Dissoudre ensuite 4 g diiode bisublimé dans la solution obtenue. Consarver
dans un flacon muni d'un bouchon en verre, |l est vivement conseillé de déterminer empi-
riqguement [a dilution la plus favorable pour un matériel donné, en particulier pour |'obser-
vation du contenu des amyloplastes avec leurs dépots concentrigues.

Mode opératoire

B Technigue d'observation

* Cas de la pomme de terre [ Solanacées)

A 'aide d'un scalpel, découper un fragment de tubercule de pomme de terre et gratter (a
pulpe. Laver le scalpel dans la goutte d'eau qui sert de réactif. Dés que celle-ci devient
blanchatre, elle contient assez d'amyloplastes pour envisager leur étude au microscope,
Si les amyloplastes sont trop denses, remuer [&gérement la lamelle afin de les disperser.
& Cas de I'avaine et du bié [Graminées)

lci, I"'amidon est localisé dans le carvopse (akéne typique des Graminées caractérisé par
la soudure de la paroi du fruit, ou péricarpe, et du tégument de la graine), au niveau
duguel les amyloplastes sont accumulés sous le péricarpe dans |"albumen.

Sectionner un grain d'avoine ou de blé | effectuer un grattage au scalpel de la partie fari-
neuse blanche ainsi mise & jour. Comme pour le cas précédent, monter dans une goutte
d'eau et observer au microscope.

e Cas du haricot (Fabacées)

Sectionner une graine de haricot (car c'est dans la graine que s'accumulent les réserves
amylacées de cette plante annuelle). Gratter avec un scalpel la pulpe d'un cotylédon sur
la partie visible sectionnée. Recuelllir la poudre réalisée dans la goutte d'eau d'une lame.
Recouvrir d'une lamelle qu'il convient de remuer doucement pour éparpiller les amylo-
plastes,

W Coloration

Le colorant caractéristique de I'amidon est le réactif iodododuré. Une coloration ménagée,
obtenue en installant une goutte du réactif sur la lame contre la lamelle pour permettre a
celieci de pénétrer lentement par capillarité, montre des organites colorés en bleu violacé.
En effet. le centre du grain d’amidon est formé d'amylose colorable par le réactif en bleu
tandis que le pourtour est de I'amylopecting, colorable en rouge, d ol la teinte globale bleu
violacé,



Résultats, observations et interprétation

L'amidon au sein des amyloplastes présente une structure caractéristiqgue avec des
couches concentriques, alternativement sombres et claires, disposées autour d'un point
plus ou mains central, le hile. Ces différences d'aspect sont dues a une différence dans
le degré d'hydratation des différentes couches (fig. 2.114 a G).

* L'amidon de la pomme de terre

Les amyloplastes & structure simple sont assez volumineux {1680 pm en moyenne) et de
forme ovoide caractéristique (fig. 2.114).

Le premier dépdt d'amidon (ou hile) est excentré dans Mamyloplaste, si bien que les
dépdts suivants, s'effectuant concentriguement au premier, accentuent la dissymétrie de
I'organite ; ce dernier se présente bientot formé de couches emboitées, alternativement
brillantes et mates en rapport avec une différence dans le degré d'hydratation des dépots
successifs (voir 1.6.5).

L'observation au microscope en lumiére polarisée fait constater que chague grain pré-
sente le phénoméne de la croix noire, ce qui traduit une structure microcristalline,

On observe aussi des grains semi-composés (fig. 2.118), plus petits et moins nombreus
que les grains simples précédents. |ls résultent de la juxtaposition de deux ou trois amy-
loplastes. Lorsque le « grain » est double, une barre de contact sombre est nettement
visible entre les deux amyloplastes.

Il existe également des grains composés (fig. 2.11C), de méme taille que les grains
simples, mais moins nombreux. s proviennent de la mise en place simultanée de deux
ou cing hiles dans un méme amyloplaste. Les premiers dépdts s'installent d'abord régu-
lierement autour de chaque hile, puis les autres dépots se rejoignent et bientot une pre-
migre couche commune les englobe tous, puis une deuxieme, etc,

Enfin, il est également possible d’apercevoir des grains corrodés (fig. 2.110) que le végé-
tal commence a utiliser ; cela traduit le changement de comportement métabolique de la
pomme de terre avec I'épogue ou les conditions de nutrition.

En effet, pendant fa belle saison (printemps, été), le tubercule de la pomme de terre dont
on a extrail les amyloplastes se formait : des oses synthéthisés quotidiennement dans
les parties chlorophylliennes du pied de pomme de terre migraient au sein de la séve éla-
borée {(sous forme de saccharose, etc.) dans les parenchymes des tiges souterraines
(dont les extrémités se tubérisaient) ol des amyloplastes les stockaient sous la forme
polymérisée et stable de "'amidon.

Au printemps suivant, les nouveaux tubercules germent : chacun d'eux, 1s0lé, doit alimenter
s2s jeunas bourgeons (les « yeux «) en utilisant ses propres réserves amylacées ; intervient
alors une amylase, hydrolase capable de simplifier chimiquement I'amidon en molécules
d'oses assimilables, nécessaires a la croissance d'un nouveau pied de pomme de terra,

A 'observation, ces grains corrodés présentent des vides irréguliers dans leur masse,
leurs stries de croissance sont moins évidentes et leurs bords montrent des anfractuosi-
tés caractéristigues.

L'examen des amyloplastes contenus, cette foisci, dans les parenchymes des formes de
résistance et de dissémination que sont les graines va confirmer certaines données pré-
cédentes et illustrer la diversité et |a spécificité morphologique des amyloplastes au sein
des espaces végéatales,

* L'amidon des céréales

Rappelons que, ici, les amyloplastes sont contenus dans I'albumen nourricier, & proximité de
la plantule, dans le caryopse. Les résenves amylacées seront utilisées lors de la germination.,
Chez le blé, les amyloplastes sont petits (25 um), discoides, de forme réguligre aves un
hile central et punctiforme (fig. 2.11E).
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Ceux de I'avoine sont encore plus petits (6 pm), de forme polyedrigue, car ils sont grow-
pés en masses de Laille variable et d'aspect ovalaire, par suite d'une juxtaposition des
organites élémentaires (fig. 2.11F).

* L'amidon du haricot

Comme chez les céréales précédentes, les amyloplastes sont contenus dans la graine,
plus précisément dans les cotylédons de la plantule, qui ont ici consommeé précocement
les réserves initialement contenues dans "albumen maintenant disparu.

Le stockage de I'amidon servira comme précédemment & la germination de la plantule :
autrement dit, il sera digéré par |la plantule au cours de la germination.

Les amyloplastes sont assez petits {75 um), de taille homegéne, lls sont allongés avec
un hile linéaire bien marqué (en creux dans |'amyloplaste) et de forme variable @ tantét il
est allongé selon le grand axe de I'amyloplaste émettant des diverticules, tantot il est
plus central agrémenté de fissures étoilées (fig. 2.11G).

n l i

L'amidon est un glucide insoluble dans 'eau ; il ne s& rencontre donc pas dans la
vacuole mais accumulé au sein d'un plaste spécifique, I"'amyloplaste, dont il est le pro-
duit d'élaboration.

Ceci se déroule dans les parenchymes de réserve, localisés dans les tubercules, les rhi-
zomes, les tiges ligneuses, les racines, les graines, etc.

Ce stockage de "'amidon n'est d'ailleurs gque temporaire [ 1ot ou tard, au printemps en
général, a I'occasion de la germination des graines ou de la » germination - des tuber-
cules, la reprise d'activité des végétaux concernés voit I'amyloplaste (prenant un aspect
corrodé) hydrolyser ses réserves d'amidon en oses solubles qui servent ainsi de sources
de matiere et d'énergie pour les cellules en croissance.



4 L'inuline, glucide caractéristique
des réserves végétales

Mots clés
Inuline, sphérocristal.

Principe

Les vacuoles végétales peuvent contenir des glucides solubles, I'inuling par exemple qui

g5t une forme caractéristique de réserve, typiquement présente chez quelques famiiles

avoluges d'Angiospermeas comme les Composées, les Dipsacacées, etc.

L'inuline, polysaccharide vaisin de I'amidon, présente deux caractéres essentiels :

-~ soluble dans 'eau, I'inuline se trouve a I"état dissous dans le suc vacuolaire ;

— son hydrolyse lib&re du fructose ou lévulose, ose simple l&vogyre, iIsomére du glucose
dextrogyre.

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'®uvre

W Matériel biologique
Morceaux de tubercule de dahlia, de topinambour, de racine de chicorée [Composées),
découpés & I'avance et conservés dans I'alcool & B0 .

B Matériel

- Microscope.

= Lames gt |lamelles.
- Lame de rasair.

— Alguille lancéolée.

8 Réactifs
- Glycérine anhydre.
- Eau alcoolisée.

Mode opératoire

L'inuline normalement dissoute dans les vacuoles est incolore et ne possede pas de
colorant spécifique : elle est donc invisible sans traitement préalable.

Pour révéler sa présence dans les cellules végétales, |l convient de faire appel 2 son inso-
lubilité dans I'alcool.

Prendre des fragments de tubercule de dahlia conservés au préalable dans 'alcool &
80 %. De nombreuses cellules des fragments étudiés sont mortes : elles contiennent une
trés grande vacuole ayant accumulé de 'inuline.

Par osmose, |'alcool retire I'eau des vacuoles ; en conséquence, les cellules se déshydra-
tent et l'inuline précipite.,

A |'alde d'une lame de rasoir, faire quelques coupes fines dans un fragment, de préfé-
rence prés de sa surface, pour observer la cristallisation de l'inuline.

Employer la glycérine anhydre pour le montage entre lame et lamelle ; la précipitation est
aszez lente mais donne une structure cristalling nette que 'on rend encore plus visible



en traitant ensuite par de I'eau alcoolisée qui dissout |a substance interposése entre les
alguilles cristallines.

Résultats, observations et interprétation

L'inuline précipite sous forme de cristaux isolés mais, trés vite, ils se regroupent en
amas plus ou moins volumineux le long des parols sguelettigues. |l semble gue ces
parois soient le point de fixation aux nombreux petits cristaux en éventail qui s’ associent
en des rosaces ou sphérocristaux (fig, 2.12).

Inuiling, glucide soluble

Fragments et accumuiation Sphérgoristal
die aphérocristaug

—\

Accumaulation
en forme de rosace

Celtules de parenchyme du dablia

Flgure 2.12. L'inuling chez le dahlia { Composées).

La préparation n'est pas toujours apte a 'observation :

- &l |la précipitation est défectueuse, I'inuline apparait sous forme de granules et non
s0Us forme de sphérocristaux ;

~ parfois, on n'observe rien et deux causes peuvent étre alors envisagees | soit il y a eu
resolubilisation de l'inuline, soit I"échantillon utilisé est pratiguement dépourvu
d'inuline ;

— au contraire, la précipitation peut étre 1elle que les sphérocristaux forment une masse
réfringente difficile a identifier.

L'hydrolyse de l'inuline donne naissance a du fructose,

Conclusion

Chez les Composées comme le dahlia, les réserves d'inuline contenues dans les racines
tubérisees seronl utilisées, a la manigre de 'amidon mentionng précédemment, lors de
la reprise d'activité de ces dernigres, au printemps suivant.
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4 K8 Caractérisation des acides aminés issus de I'hydrolyse
de la sérum-albumine par les protéases pancréatiques

Mots clés

Acides aminés, hydrolyse enzymatique de la sérum albumine, réactions de caractérisation
des acides aminés.

Principe

Les réactions de caractérisation des acides aminés sont pratiguées sur des solutions
témoins d’'acides aminés et sur un hydrolysat protéique (la sérum-albumine), sous
I'influence des protéases pancréatiques (trypsing et chymotrypsine).

Les fragments sont des acides aminés ou des petits peptides.

Les protéines résiduelles sont @liminées par insolubilisation a 'aide de 'acide trichlor-
acétigue et filtration,

Les réactions colorées des acides aminés sont utilisées en vue de leur dosage et afin de
les révéler en chromatographie de surface {papier et couche mince).

Securité

Sur le plan de la sécurité, aucun des réactifs ne doit étre pipeté a la bouche.

C'est le cas de la solution de ninhydrine qui est un réactif nocif et irmtant. || est placé
dans la classe 3 de |a classification toxicologigue helvétigue {poiscen puissant).

L'acide nitrique concentré et chaud doit &tre manipulé avec de grandes précautions, c'est
un acide fort, oxvdant et corrosif, placé dans |la classe 2 de |la classification toxicologique
helvétigue (poison trés puissant).

Le réactif de Millon est particulierement dangereux a manipuler, melange de mearcure,
toxique, placé dans la classe 2 de la classification toxicologique helvétigue (poison trés
puissant) et d'acide nitrique.

L'acide trichloracétique, nocif et imtant, est a manipuler avec précaution, il est placé
dans la classe 2 de |la classification toxicologique helvétique {poison trés puissant).
L'acide sulfurigue concentré est & manipuler avec des lunettes de protection, une blouse
de coton fermée, |l est placé dans la classe 1 de la classification toxicologique helvé-
tique.

Le réactif glyoxyligue contient du chloral hydraté qui est toxigue et irritant.

L'hydroxyde de potassium est corrosif et placé dans la classe 2 de |la classification toxi-
cologique helvetigue { poison trés puissant).

Le naphtol-1 est nocif et iritant (classe 2). L'urée est trée peu toxique (classe 5).

Le brome gui sert a préparer le réactif a I'hypobromite est trés toxigue et irritant, c'est un
gar qui doit &tre manipulé sous hotte ventilée.

Matiere d'euvre

B Matériel biologique
~ Splution de pancréatine a 1 g pour 100 ¢cm? de tampon phosphate pH 8,3,
— Solution de sérum-albumine & 10 g/L dans I'eau physiclogigue (NaCl a S g/L).

¥ Réactifs
— Tampon phosphate pH 8,3,
- Solution d'acide trichloracétique a 20 g/L.



- Solution de glycine & 5 g/L.

— Solution de proline 3 5 g/L.

- Solution fraiche de ninhydrineg 3 5 g/L dans I'éthanol 8 95 volumes.

~ Bolution saturée de tyrosine.

— Solution de tryptophane a 5 g/ L.

— Réactif de Millon ; ajouter 20 g dacide nitrique concentré (d = 1,38) a 20 g de mercure.
Dissoudre a froid. Ajouter aprés dissolution 2 volumes d'eau distillée, laisser reposer
24 heures et décanter.

- Acide sulfurique concentré.

~ Réactif glyoxyligue : dissoudre 5 g de chloral hydraté pur cristallisé dans 20 & 30 em?
d'eau distillée. Ajouter 5 g de carbonate de calcium pur. Faire bouillir, filtrer aussitot,
Ajuster a 100 cm® avec de i'eau distillée,

- Solution de KOH & 100 g/L.

— Solution de naphtol-1 & 1 g/L.

- Solution d'urée a 50 g /L.

~ Solution d'hypohromite : ajouter 2 g de brome & 100 em? de NaOH & 5 g/L. Opérer
sous une hotle pour éviter de respirer les vapeurs de brome,

B Matériel

- Un bain thermostateé réglé a 37 “C.

— Un portoir métallique de tubes & essais.

- Douze tubes & essais.

- Une fiole erdenmeyer de 100 cm?.

= Deux pipettes de 5 cm? munies de poire d'aspiration.
— Trois pipettes de 2 cm?.

- Quatre pipettes de 1 em?.

= Une pipette compte-gouttes.

— Une éprouvette de 10 cm?.

— Un becher de 250 cm? qui sert de bain-marie bouillant.
- Une pipette de § em®.

— UUne poire d aspiration.

Mode operatoire

® Hydrolyse enzymatigue de la sérum-albumine par les protéases pancréatiques

Dans une fiole erlenmeyer de 100 em?, introduire |

- 25 cm” de solution de sérum albumine & 10 g/L ;

~ 10 cm? de tampon phosphate pH 8,3 ;

- 5cm® de solution de pancréatine tamponnée & pH 8,3,

Agiter et placer la fiole dans |le bain thermostaté a 37 °C, pendant 45 minutes.

Au terme de cette incubation, tester 'hydrolyse de la protéine, comparativemant a un
témaoin.

Essai : dans un tube & essais, introduire 10 cm?® d’hydrolysat de sérum-albumine, ajouter
1 cm? de solution d'acide trichloracétigue & 30 g/L.

Témoin : dans un tube 3 essais, introduire 6,25 cm® de solution de sérumealbumine &
10 g/L, 2,5 em? de tampon phosphate pH 8,3 et 1,25 cm? d'eau distillée.

L'apparition d'un précipité blanc indique la présence de protéines [(sérum-albuming non
hydrolysée ou protéines de 'extrait pancréatique).

Un faible précipité dans I'essai prouve une hydrolyse de sérum-albumine. L'hydrolysat
contient des acides aminés et des petits peptides,



W Réaction a Ia ninhydrine, réaction caractéristigue générale des acides aminés

La ninhydrine, en excés et a chaud, réagit avec les acides c-aminés en développant une
coloration violette, Cette réaction sert a caractériser et doser les acides aminés. Un seul
acide aminé réagit de fagon particuliére, c’est la proline qui donne une coloration jaune.
Sa spécificité n'est pas absolue puisqu'un certain nombre d'amines primaires réagissent
ggalement.

Prendre 3 tubes & essais. Dans le premier verser 2 em? de solution de glycine & 5 g/L,
dans le deuxiéme verser 2 cm® de solution de proline 4 5 g/L, dans le troisiéme verser
2 cm? d'hydrolysat protéique.

Ajouter a chacun des tubes 5 gouttes de solution de ninhydrine a 10 g/L. Porter au bain-
marie bouillant pendant 1 minute.

Observer la coloration violette avec la glycine et I'hydrolysat protéique et |la coloration
jaung avec la proline,

B Réaction xanthoprotéique

Cette réaction est caraciéristigue des acides aminés possédant un noyau aromatique.
L'acide nitrique réagit sur les cycles aromatiques en formant des dérivés nitrés de substi-
tution de couleur jaune.

Prendre 2 tubes & essais. Dans le premier, verser 1 cm? de solution saturée de tyrosine,
dans le second 1 cm? d'hydrolysat protéique.

Ajouter 4 chacun d'eux 1 cm?® d'acide nitrique concentré, Porter & ébullition. Observer une
coloration jaune.

B Réaction de Millon

Cette réaction est caracténistique de la fonction phénol de la tyrosine. |l se forme des
dérivés nitrosés rouges avec le réactif de Millon,

Prendre 2 tubes a essais. Introduire dans le premier 2 cm? de solution saturée de tyro-
sine et dans le second 2 em? d'hydrolysat protéique.

Ajouter dans chacun d'eux 1 cm? de réactif de Millon.

Chauffer doucement. Observer une coloration rouge.

B Réaction d'Adamkiewicz-Hopkins

Cette réaction est caractéristigue du noyau indole, donc du tryptophane. Les composés
indoliques, donnent avec certains aldéhydes (acide glyoxylique, paradiméthylamino-benzal-
déhyde, méthanal, etc.), une coloration violette en milieu acide et a froid, Cette réaction
porte le nom d'Erlich-Kovacs lorsgu'elle est réalisée avec le paradiméthyiamino-benzaldé-
hyde.

Prendre 2 tubes & essais. Dans le premier intraduire 1 cm? de solution de tryptophane a
5 g/L, dans le second 1 em? d'hydrolysat protéique.

Ajouter & chacun d'eux 1 cm? de réactif giyoxyligue et 2 cm? d'acide sulfurique concentré,
Observer Ia coloration violette.,

B Réaction de Sakaguchi

Cette réaction est utilisée pour caractériser "arginine.

Prendre 2 tubes a essais. Dans le premier introduire 5 em? de solution de tryptophane &
5 g/L, dans le second 5 em? d'hydrolysat protéigue. Ajouter & chacun d'eux 1 cm?® de
solution d'hydroxyde de potassium a 100 g/L, 2 cm? de solution de naphtol-1 & 1 g/L,
1 em? de solution d'urée 350 g/L.

Agiter, puis ajouter 1 cm? de solution d'hypobromite. Observer une coloration rouge.



-’,li Réactions de caractérisation
et de précipitation des protéines

Mots clées
Protéines, réactions de caractérisation et de précipitation.

Securite

Ces réactions font manipuler des bases fortes, des acides forts et des solutions de sels
de métaux lourds. lls ne doivent pas étre pipetés a la bouche et leur utilisation doit étre
faite avec les précautions d'usage : lunettes de protection et port d'une blouse de coton
fermée.

La lessive de soude, solution concentrée d'hydroxyde de sodium, corrosive, est placée
dans |la classe 2 de |a classification toxicologigue helvétique (poison trés puissant).
L'acide acétique, irritant, est placé dans la classe 3 (poison puissant).

L'acide nitrigue concentré est un acide fort, oxydant et corrosif, placé dans la classe 2 de
la classification toxicologigue helvétigue (polson trés puissant).

L acide trichloracétigue est corrosif, placé dans la classe 2 (poison trés puissant).

Le sulfate cuivrigue, nocif et irritant, est placé dans la classe 3 (poison puissant).

Le chlorure mercurique du réactif de Tanret est trés toxigue et corrosif, il est placé dans
la classe 2 de |a classification toxicologique helvétigue (poison trés puissant).

Le sulfate de magnésium et le sulfate d’ammonium ne sont pas dangereux,

La manipulation du sérum animal {cheval ou porc) doit étre faite dans des conditions
d'asepsie totale (pas de pipetage & la bouche, utilisation de gants de caoutchouc a
usage unigue, désinfection des pipettes et récipient a 'eau de lavel).

Matiere d'ceuvre

B Matériel blologique

— Solution de blanc d'ceuf diluée au 1/10 dans de I'eau physiologique (solution de NaCl
9g/L).

= S&rum animal (cheval, porc) obtenu dans un abattoir.

B Réactifs

— Lessive de soude (solution concentrée d'hydroxyde de sodium).

- Solution de sulfate cuivrique a 10 g/L.

- Lessive de soude diluée au 1,10,

- Acide acétique dilué au 1/10.

- Acide nitrique concentré,

— Solution d’acide trichloracétique a 300 g/ L.

- Réactif de Tanret : & 3,32 g d'iodure de potassium pur cristallisé, ajouter 1,35 g de
chlorure mercurique pur et 20 cm? d'acide acétique cristallisable. Ajuster & 60 cm?
avec de 'eau distilies.

- Sulfate de magnésium cristallisé.

— Solution saturée de sulfate d’ammonium.

- Sulfate d'ammonium cristallisé.

- Ethanol a 95 volumes.

B Matériel
= Tubes & essais.
- Quatre pipettes de 1 em?.



- Une pipette de 2 em?,

- Deux pipettes de 5 cm®.

— Une poire d aspiration.

- Une éprouvette de 10 em?.

= Une pipette compte-gouttes.

— Un dispositif de filtration : petit entonnoir de verre et filtre plissé.

Mode opératoire

B Caractérisation des protéines par la réaction du biuret

Cette réaction caractérise la liaison peptidique ; elle s'applique donc & la caractérisation
des protéines et des peptides (& condition que ces demiers comportent au moins cing
acides aminés).

Il existe une variante de cette réaction qui se préte a un dosage colonmétrique des pro-
téines, ¢'est la méthode de Gornall (voir 1.3.3).

A 2 em?® d'une solution de blanc d'ceuf dilué au 1/10, ajouter 4 em? de lessive de soude
(solution concentrée d'hydroxyde de sodium) et & gouttes d'une solution de sulfate cui-
vrigue & 10 g/L.

Cbserver le développement d'une coloration violette. Ne pas confondre avec |"apparition
éventuelle d'un précipité bleu d'hydroxyde cuivrique [Cu (OH),].

W Thermocoagulation

La plupart des protéines précipitent, dénaturées, par chauffage a ébullition de leur solu-
tion (il existe des exceptions : la caséine en milieu neutre par exemple). Un pH neutre ou
lég&rement acide est nécessaire a la thermocoagulation.

verser dans un tube & essais, 5 cm? de solution de blanc d'ceuf diluée au 1,710, alcalini-
ser par addition d'une goutte de lessive de soude diluée au 1,/10,

Porter & &bullition. Observer ['absence de précipité. Acidifier la solution chaude par de
I"acide acétigue dilué au 1,/10. Observer |"apparition d'un précipité de coagulation.

W Précipitation par les acides forts

Les acides forts, ajoutés & une solution protéigue, provoguent une dénaturation irréver-
sible des protéines par la baisse brutale du pH qu'ils provoguent.

* Acides minéraux

Dans un tube & essais, introduire 2 cm? de solution diluée au 1710 de blanc d'ceuf, ajou-
ter, sans mélanger, 1 cm? d'acide nitrique concentré au fond du tube. Observer I'anneau
de floculation. Cet anneau est jaune, pourguoi 7

* Acides organiques

Cpérer de méme avec une solution d'acide trichloracétique a 300 g/L.

M Précipitation par les sels de métaux lourds

Les sels contenant des métaux lourds (Pb2*, Hg2*, Fed*, Cd?*, Zn?*, etc.) dénaturent les
protéines. On utilise souvent le réactif de Tanret (solution acétique de tétra-iodomer-
curatell de potassium) pour précipiter les protéines.

A 1 em? de solution diluée au 110 de blanc d'ceuf, ajouter 1 em?® de réactif de Tanret.
Observer un précipité.

W Précipitation sans dénaturation par les sels neutres, le relargage des protéines

Les protéines sont précipitées par les sels neutres, a température ambiante, sans déna-
turation. La précipitation dépend de |a nature et de la concentration du sel, de la nature
de la protéine, du pH du milieu.



= Séparation de 'albumine et des globulines sériques par je sulfate de magnésium

Dans un tube & essais, verser 5 em? de sérum animal {cheval ou pore), Saturer par du
sulfate de magnésium cristallisé. Observer un floculat surnageant de globulines. Filtrer,
Acidifier le filtrat. Observer un floculat d'albumine sérigue.

= Séparation de 'albumine et des globulines sériques par le sulfate d'ammeonium

Dans un tube & essais, verser 5 cm? de sérum animal. Ajouter 5 cm? de solution saturée
de sulfate d'ammonium. Observer un floculat de globulines. Filtrer. Saturer le filtrat par du
sulfate d’ammonium cristallisé. Observer un floculat d'albumine.

B Précipitation par les solvants organigues miscibles a I'eau

Les solvants organigues miscibles & I'eau @ éthanaol et acétone, précipitent les protéines.
Cette précipitation s'accompagne d'une dénaturation a température ambiante. 5i ['on
opére a froid (4 °C), la précipitation n'est pas dénaturante.

Dans un tube & essais, introduire 2 em? de solution diluée au 1/10 de blanc d'euf, ajou

ter 1 em? d’éthanol 4 95 volumes. Observer un précipité.



4 4 La réaction du biuret et ses applications analytiques :
dosage des protéines du blanc d'ceuf

Mots clés
Ovalbumine, dosage, réactif de Gornall.

Principe

La composition moyenne du blanc d'ceuf (pourcentage en masse) est :
- 2au : 85,0

- protéines : 12,9
= lipides : 0.3
- Elucides ; 0.8

- sels minéraux : 1.0

Le but de cette manipulation est de doser les protéines du blane d'ceuf par la méthode
de Gornall, qui ast "application analytigue de la réaction du biuret.

La réaction du biuret est ainsi appelée car le biuret (H,N-CO-NH-CO-NH,) donne une
réponse positive dans [es conditions de |a réaction.

En milieu alcalin, les composés contenant au moins deux groupements -CO-NH- ou
-CO-NH,, voisins forment avec les lons cuivrigues Cu?t un complexe bleu violet,

Cette coloration est caractéristique des peptides de complexité suffisante (il faul au
moins 4 liaisons peptidiques) et des protéines. L'intensité de la teinte varie avec le
nombre de liaisons peptidigues.

La loi de Beer-Lambert s’appligue si les concentrations en protéines n'excédent pas
10 mg/cm.

Le réactif de Gornall est trés alcalin afin de solubiliser les protéines dénaturées. La pré-
sence de tartrate double de sodium et de potassium évite la précipitation de "hydroxyde
cuivrigue [Cu (OH),].

Le maximum d'absorption se situe entre 530 et 540 nm.

Sécurite

Le réactif de Gornall ne doit pas étre pipeté a la bouche, le sulfate de cuivre qu'il contient
est toxigue et placé dans 1a classe 3 de la classification toxicologique helvétique [ poison
puissant). En outre, ce réactif est fortement alcalin, la soude gui entre dans sa composi-
tion est placée dans la classe 2 de la classification toxicologique helvétique.

Matiere d'®uvre

B Matériel biclogique
(Euf de poule.
M Réactifs
- Réactif de Gornall ;
- sulfate de cuivre, 5 H,0 1,50 g
- tartrate double de sodium et de potassium & g
- spude 30 E
— lodure de potassium 1 E
- eau distillée 1 000 cm?

Réactif a conserver a I'abn de la lumiére, dans un flacon en polyéthyléne soigneuse-
ment bouché.



— Eau physiclogigue (NaCl 4 9 g /L).
- Bolution €talon de sérum-albumine 5 g/L (on choisit de préférence la sérum-albumine
qui est plus soluble gue 'ovalbumine}),

B Matériel

— Huit tubes a essais.

~ Deux pipettes graduges de 1 ems.

— Deux pipettes jaugées de 1 cm?.

— Une pipette graduée de 5 cm? ou un distributeur de 5 cm?,
— Line poire d'aspiration.

- Une fiole jaugée de 250 cm?,

- Une spectrophotomeétre,

Mode opératoire

Casser 'ceuf, séparer le blanc du jaunea, recugiliir le blanc.
Faire une dilution au 1,/50 du blanc d'ceuf dans de I'eau physiologigue (NaCl a 9 g/L).
Faire un dosage colorimétrique conformément au tableau 3.0,

Tableau 3.1  Préparation du dosage colorimétrique.

Tube n* o 1 2 3 4 B E E

Solution diluée de blanc d'euf au 1/50

dans I'eau physiclogigue {en cm?) 1 1
Solution étalon de sarum-albumine

a5 E/L{encm?) o 02 04 06 08 1

Eau physiologique (solution de NaCl

aggflu I:EI'ICITIE':I i GE E'E ﬂl'i El.-? i} D (]
Réactif cuprotartrique de Gornall (en cm?) 4 4 4 4 4 4 4 4
Frotéines en mg/tube o 1 2 3 4 ) %y Koy
Absorbance mesurée & 540 nm ] ’!"1 '“'2

Meélanger. Attendre la stabilisation de la coloration, 30 minutes & température ambiante
et a I'obscurité. La coloration est stable plusieurs heures,
Lire & 540 nm les absorbances de chacun des tubes contre le blanc de gamme (tube Q).

Rasultats, observations et interprétation

Tracer la courbe d'étalonnage Ag,, = f (masse de protéines en mg/tube). Reporter sur
cette courbe les absorbances mesurées pour les essais. En déduire la masse X de pro-
teines en mg par tube pour chacun des essals.
La teneur o ovalbumine du blanc d'ceuf est egale a :

p =50 = Xg d'0AB/litre de blanc d'ceuf.



L4 4 Etude comparée de la teneur

en protéines du lait de vache et du lait de femme

Mots cles
Lait de fernme &t lait de vache, dosage des protéines par la méthode de Kjeldahl.

Principe
Le lait de vache et le lait de femme ont des compositions différentes.
Lait de vache Lait de femme

Protides totaux (g/L) 34 14
Lactose (g/L) 449 T2
Lipides (g,/L) 35 ar
Sels minéraux (2/0) 7 2
Eau (g) S00 BRO

Les teneurs fort différentes en caséine posent des problémes de digestibilité du lait de
vache par les bébés. La caséine du lait de vache coagule dans 'estomac des bébés sous
'effet du pH et des enzymes gastriques. Le lait de vache coagule en formant un caillot
volumineux et compact alors gue le lait de femme forme un caillot divisé et peu abon-
dant. La maternisation (laits de 1 age) du lait de vache consiste en particulier & dimi-
nuer la teneur en protéines et a augmenter celle en lactose,

Cette manipulation a pour but de comparer les teneurs en protéines totales des deux
laits. Pour cela, on dose 'azote total du lait par la méthode de Hjeldahl, et on estime la
teneur en protéine en admettant que les autres composés azotés du lait sont négli-
geables (ils représentent environ 3 % de ['azote total du lait) et que les protéines du lait
contiennent en moyenne 15,6 % d'azote.

M Minéralisation
Dans la méthode de Kjeldahl, on minéralise la matiére organique par I'acide sulfurigue
concentré et bouillant. Le carbone, 'hydrogéne el 'oxygéne sont minéralisés a |"état de
dioxyde de carbone et d'eau. L'azote moléculaire n'est pas oxydeé, il est libéré a I'état
d'ammoniac qui, en milieu sulfurique, se retrouve a I'état d’ion ammonium.

C

H = CO, + H,0

0

Hf

M — NHy — NH,"
L'acide sulfurigue se décompose partiellement et dégage du dioxyde et trioxyde de soufre
:S'EI-E et Sﬂa}, fumées blanches trés irritantes. La minéralisation doit étre réalisée avec
une aspiration des fumées ou sous une hotte ventilae,
Four accelérer la minéralisation, on goute du sulfate de potassium qui éléve le point
d’ébullition de I'acide sulfurique et un catalyseur.
Il est nécessaire de maintenir la minéralisation 15 a 20 minutes aprés |a décoloration du
contendy du matras, la minéralisation du carbone étant plus rapide que celle de |"azote.

® Entrainement de I'ammoniac
Le contenu du matras, refroidi, est dilué et alcalinisé par une guantité suffisante de les
sive de soude (solution concentrée d'hydroxyde de sodium),



"F
MH,” + OH" — NH5 + H,0
Cette phase est délicate car 'ammoniac est un gaz tres volatil, les risques de perte sont
importants.

B Dosage de I'ammoniac

L'ammoniac est distillé et dosé au fur et 8 mesure de son entrainement, dans ung solu-
tion d'acide borique qui fixe 'ammoniac sans interférer sur le dosage acidimétrigue.
L'indicateur utilisé est I'indicateur de Tashiro, mélange de rouge de méthyle et de bleu de
meéthylene, Cet indicateur est violet pour des pH inférieurs & 4.2, vert pour des pH supé-
rieurs a 6,2, La teinte sensible indiquant le terme du dosage est gris sale.

Sécurité

Cette manipulation est relativement dangereuse, puisqu'il faut porter a ébullition de
I"acide sulfurique concentré (classe 1 de la classification toxicologigue helvétique). Le
port des lunettes de protection est obligatoire et le port de gants conseillé. Aucun pipe-

tage ne doit étre effectué a la bouche. |l est capital de porter une blouse de coton fer
mee,

Matiere d'cuvre

W Matériel biologique
- Lait de vache.
— Lait maternisé premier age.

W Réactifs

~ Acide sulfurique concentré,

— Sulfate de potassium.

- Catalyseur de minéralisation Prolabo.

- Acide sulfurigue titré C,, (titre connu et voisin de 0,05 mol /L,

— Lessive de soude {solution concentrée d hydroxyde de sodium).

- Solution d’acide borigue 3 40 g/L.

~ Réactif de Tashiro : mélanger une solution de rouge de méthyle a 0.5 g/L dans I'étha-
nol & 95 volumes avec une solution de bleu de méthyléne & 1 g/L.

W Matériel

~ Appareil a distiller de Kjeldahl.

— Rampe de minéralisation.

— Deux matras de minéralisation de 100 cmA.
- Une pipette de 5 cm™.

— Une poire d aspiration.

- Une éprouvette de 20 cm?,

— Billes de verre.

- Une éprouvette de 100 cm?.

- Une burette de 25 cm? graduée au 1,10 de cm?,
— Une pince en bois.

Mode operatoire

@ Minéralisation
Rappel : elle doit étre réalisée avec précaution car elie metl en ceuvre de 'acide sulfurique
concentré et bouillant.



Réaliser deux essais en paralléle, 'un avec du lait de vache soigneusement homogé-
néisé, I"autre avec du lait maternisé premier age en poudre, mis en solution,

Dans un matras de 100 cm?, introduire :

- & em? de lait (versé & I'aide d'une pipette jaugée 2 traits) ;

- 4 g de sulfate de potassium ;

- une pointe de spatule de catalyseur de minéralisation Prolabo ;

— une bille de verra ;

- 15 em? d'acide sulfurique concentré (versé 3 l'aide d'une éprouvette).

Agiter et placer le matras sur |a rampe de minéralisation, le col placé dans le dispositif
d'aspiration des vapeurs.

Chauffer d'abord doucement, puis augmenter le chauffage jusquad douce abullition du
meélange. Veiller & ce que le contenu du matras ne s"éléve pas dans le col en moussant.
Agiter périodiguement de maniére a ramener dans le fond du matras les parcelles qui
adhé&rant aux parois.

Lorsque le liquide est devenu limpide, poursuivre le chauffage pendant 15 a 20 minutes,
en diminuant |"allure de chauffe. Laisser refroidir avant toute autre manipulation.

M Distillation ot dosage de I'ammoniac

Maonter 'appareil a distilier de Kjeldahl (fig. 3.1).
Diluer le contenu du matras de minéralisation par addition de 30 & 50 cm? d'eau distillée
(si la dissolution est difficile, tiedir 1égérement). Le transvaser dans le ballon de 'appareil
g distiller. Joindre les eaux de ringage
{400 ecm? environ).

Ajuster l'allonge au réfrigérant de fagon a ce

qu'elle plonge au fond d'une capsule de porce-

laine contenant 20 em? de solution d'acide - E__-..H
horique a 40 g/L et 3 a 4 gouttes d'indicateur Ampoule de “1
de Tashiro. Hleldahl )
Mettre en place |la burette contenant une solu-
tion d'acide sulfurique titré (titre connu C . voi- I Réfrigérant o 'Q
sin de 0,05 mol/L). '
Alcaliniser le contenu du ballon a distiller en
ajoutant 65 cm? de lessive de soude (solution ,

FE—

concentrée d'nydroxyde de sodium). Adapter dEetifer 3 .
aussitot le ballon a Mappareil a distiller de col bomng H
maniére a eviter toute perte d ammaoniac.

Distiller en chauffant modérément et réguliére-

ment. L'entrainement de 'ammoniac se pro- / \ Allonge 2 boule— e

duit trés rapidement, l'indicateur vire a sa
teinte alcaling (verte). Rétablir et maintenir

tout au long de la distillation la teinte de virage Acide borique—

_ ! a 40 .
(gris sale), par addition d'acide sulfurique titré. R !

Le dosage est considéré comme terminé Capsule —m
lorsque fa teinte de virage se maintient stable | de porcelalng

pendant 5 minutes de distillation.
Soit V la chute de burette obtenue en cm?. Figure 3.1 Appareil a distiller de Kjeldah,



Résultats, observations et interprétation
La teneur en azote total du lait est égale a :

P=Cu ®2xVx % g d'azote par litre de lait.

Cy+ - titre molaire de la solution d'acide sulfurique titre.
V . chute de burette obtenue.

La teneur en protéines du lait est égale a ;

. 100 . _
p=px g par litre de lait.
15.6

Comparer les teneurs des deux laits en protéines et justifier la nécessité de « materni-
ser « le lait de vache donné aux nourrssons.



-fi {i Séparation électrophorétique
des acides aminés d'un jus de fruit

Mots cles
Acides aminés, électrophorése, jus de fruit.

Principe

L'&lectrophorése est une méthode d'analyse fondée sur la migration différentielle de par-
ticules chargées électriquement, sous l'influence d'un champ électriqgue constant.
Les acides aminés sont des molécules amphotéres, leur état ionigue dépend du pH

(fig. 3.2).

4
HaN, COOH e ML Lo ye  HaM N Lo
ClH ._,/ ElH % CH
R Ha ;H-I- Kz H* )
Erat ioniquee A4 At A-
nH pH = pH oH = pHi pH = pHi
Charge nette4 1 0 =1
Figure 3.2. Etats ionigues d'un acide aming neutre en fonction du pH.

5i I'électrophorése est pratiquée & un pH égal au pHi ou situé dans la zone de pHi,
I'acide aminé est sous forme de bi-ion, sa charge nette est nulle, il ne migre pas.

Si I'électrophorése est pratiquée a un pH inférieur au pHi, I'acide aminé est sous forme
de cation {charge nette positive), il migre vers la cathode.

5i I"électrophorése est pratigués a un pH supérieur au pHi, I'acide aminé est sous forme
d'anion {charge nette négative), il migre vers I'anode.

La manipulation consiste a séparer les acides aminés libres contenus dans un jus
d'orange et ceux d'un mélange de lysine, acide aminég basique (pHi > au pH du milieu), de
Elycine, acide aminé neutre (pHi = pH du milieu) et d'acide aspartique {pHi < pH du
milieu).

Securite

Le danger de cette manipulation est la mise sous tension de la cuve électrophorétique
(150 V).

La solution de ninhydrine, relativement toxigue puisgue ce réactif est placé dans la
classe 3 de la classification toxicologique helvétique {poison puissant), doit étre pulvéri-
sée sous hotte ventilée.

Matiére d'euvre
W Matériel biclogique
Filtrat de jus d'orange.

W Réactifs
— Solution tampon phosphate pH 6,1 : mélanger 15 cm? de solution de MNa,HPO, anhydre
49,46 g/L. avec 85 cm? de solution de KH,PO, anhydre & 9,06 g/L.



- Mélange témoin d'acides aminés : acide aspartigue a saturation, glycine : 2 g/L. lysine
2g/L

- Révélateur a la ninhydrine : solution de ninhydrine & 2 g/L dans le butanol. A conserver
au réfrigérateur en flacon brun.

B Matériel

- Un générateur d'électrophorése.

- Une cuve d'électrophorése.

— Deux bandes de papier Whatman n® 1, aux dimensions compatibles avec la cuve,
- Deux pipettes capillaires préparées par élirage de cannes de verre,

Mode opératoire

Remplir chaque compartiment de la cuve avec le méme volume de tampon. Veiller a ne
pas laisser de solution sur la cloison séparant les deux compartiments de la cuve.
Découper deux bandes de papier Whatman n® 1 de 3 cm de large, et de L cm de long. La
longueur L de chagque bande est déterminés en fonction de la géomeétrie de la cuve

(fig. 3.3).

Eviter les traces de doigt au cours de la manipulation des bandes.

CoLrfche — — Bande d'élecirophonisa Indications de polarité
en papier Whatmen Ligne de dépét
@- e
- Cuve @ B'
Electrode —-[ Elecirode
{Anode)E) Tamgan = 1| (Cathode}) Bande d'électrophorésa
(A) (B}

, L = longuaur de |a banda )
| -

\‘[ Bande d'électropharése ]JI

(€)

Figure 3.3. Bande et cuve d'électrophorése sur papler.
(&) La cuve d'électrophorése,

(B) Schéma de |a bande d électrophorése,

(C) Détermination de |a longueur de ia bande.

Tracer la ligne de dépot au miliew de chacune des bandes et indiguer les polarités au
crayon graphite,

Imprégner les bandes dans e tampon, essorer rapidement I'excés de tampon & |'aide de
papier Joseph.

Mettre en place les bandes dans la cuve. Sur la premiére, effectuer un dépot de filtrat de jus
de fruit, sous forme d'un trait fin et régulier de jus déposé a 'aide d'une pipette capillaire.
Sur la deuxiéme, déposer dans les mémes conditions le mélange témoin d'acides aminés.



Fermer la cuve a l'aide du couvercle,

Mettre en place les électrodes et relier la cuve au générateur. R&gler la tension & 150 V.
Laisser migrer 1 heure.

Arréter le générateur. Déconnecter la cuve.,

Sécher la bande au thermoventilateur (séche-cheveux ). Pulvériser le révélateur a la ninhy-
drine. Placer a I"étuve a 100 °C.

Reésultats, observations et interprétation
Observer et comparer les deux bandes. Interpréter et conclure.

Conclusion

On constate que 1"électrophorése sur papier est une médiocre méthode de fractionne-
ment des acides aminés ; la séparation se fait en trois groupes : les acides aminés
neutres, acides et basiques.




154 Séparation électrophorétique des protéines sériques

sur bande de gel d’acétate de cellulose

Mots cles
Protéines, sérum, électrophorése.,

Principe

L"électrophorése a été définie (voir 1.3.5) comme une méthode analytique fondée sur la
migration différentielle de particules chargées électriguement, sous l'influence d'un
champ électrigue constant.

Les protéines sérigues forment un ensemble hétérogéne de macromolécules ampho-
téres, Leur pHi étant toujours inférieur 2 9.2, pH du tampon utilisé dans cette expérience,
toutes les protéines sont chargées négativement el migreront vers ['anode (pdle +).

La séparation se fera en fractions, ensembile de protéines ayant la méme mobilité,

Sécurite

L'utilisation d'un sérum humain est proscrite, celle d'un sérum animal doit &tre accompa-
Enée de mesures trés strictes d'asepsie ;| pas de pipetage a |a bouche, désinfection des
récipients et pipettes a I'eau de Javel, désinfection de la paillasse a I'eau de Javel, port
de gants en caoutchouc a usage unigue.

Le tampon d'électrophorése est constitué de véronal, de véronal sodique et de Tris.
Véronal et véronal sodigue sont classés comme stupéfiants dans la classification toxico-
logigue helvetique, le Tris est irritant.

L'acide acétique est irmitant, il est placé dans la classe 3 (poison puissant).

L'acide trichloracétique est un acide fort et corrosif, placé dans la classe 2 de la classifi-
cation toxicologique helvétigue.

Le méthanol est un toxigue placé dans la classe 3.

Matiere d'ecuvre
B Matériel biclogique
Sérum animal (cheval, porc, lapin) fraichement préparé.
B Réactifs
- Tampon véronal Tris, pH 9.2, 0,04 mol /L ;
- véronal sodigue 10,3 g
- véronal acide 1.84 g
- tris 7.2 g
- eau distillée qsp 1000  em?

- Fixateur : acide trichloracétique 8 30 g/L

-~ Colorant : rouge Ponceau 5 5 g par litre d'acide trichloracétigue a 50 g/L.
- Solution de lavage : acide acétique a 5 %.
— Transparisant { & préparer extemporanément) :

— méthanol 85 ¢m?
— acide acétique 15 em?
- glycérol 0.5 cm?



N Matériel

— Un générateur de courant stabilisé pour électrophorése,

- Une cuve d'électrophorése.

- Bandes d'électrophorése de gel d'acétate de cellulose (Cellogel commercialisé par
Sebia).

- Une micropipette de 2 plL ou un applicateur de sérum pour électrophorese.

Mode operatoire

B Préparation des bandes

Déposer les bandes sur une feuille de papier Joseph. Au crayon gras marguer la polarité
des bandes a leurs extrémités,

Lorsgue les bandes présentent une face brillante et une face mate, c'est sur celte der-
nigre que sera effectué le dépdt. Les bandes sont imprégnées de tampon : a cet effet,
elles sont disposées a plat sur la surface du tampon qui les imprégne progressivement
par capillarité, ce qui permet de ne pas emprisonner de bulles d’air dans |"épaisseur de
la bande. Dés gu'elles sont suffisamment imbibées, leur couleur passe au gris léger, on
peut alors les immerger a "aide d'une baguette de verre. 5i des bulles sont emprison-
négs, elles forment des taches blanches, De telles bandes doivent étre éliminées, a
moins que les bulles ne soient rares et petites, et disposées en dehors du parcours de la
migration. Laisser les bandes immergées pendant au moins 15 minutes. Manipuler les
bandes avec précaution en utilisant des pinces,

B Mise en place des bandes

Verser le méme volume de tampon dans chacun des compartiments de la cuve. Sortir les

bandes du tampon ol elles sont immergées. Essorer I'excés de tampon a 'aide de papier

Joseph (ne pas =écher exagérément les bandes qui doivent rester imbibges). Mettre en

place les bandes en utilisant le papier pont qui assure la continuité électrigue (g, 3.4A).

Les bandes doivent étre placées |a face mate vers le haut, les repéres de polarité du

méme cotéa,

M Dépot du sérum

Le dépdt est effectué & 2 cm du coté cathodique et 4 4 mm des bords de |la bande { pour

&viter les effets de bord).

Le dépot peut étre réalisé ;

— a "aide d'une micropipette par un mouvement de va-et-vient régulier (facilité en
s'appuyant sur une régle posée en travers de la cuve). Le volume du sérum a déposer
est de "ordre de 2 ul ;

- a l'aide d'un applicateur pour dépot de sérum.

W Migration

Connecter la cuve a |"alimentation stabilisée (le dépdt doit se trouver du coté catho-

dique}. Régler la tension & 150 V et laisser migrer durant environ 2 heures.

B Fixation et coloration

Plonger les bandes pendant 30 secondes dans une solution d'acide trichloracétigue a
30 g/L, pour précipiter les protéines, afin qu'elles ne soient pas éluées,

Immerger les bandes pendant 3 & 4 minutes dans |a solution de rouge Ponceau 5.

Laver I'excés de colorant dans une solution d'acide acétique & 5 %, trois fois de suite
dans des bains d'acide renouvelés dés qu'ils sont devenus trop rouges.

W |dentification des différentes fractions protéiques

La figure 3.48 schématise |la bande d'acétate de cellulose aprés fixation et coloration. On
y distingue aisément la sérum-albumine et les a,, o,, [ et y globulines.
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Figure 3.4. Electrophorése des protéines sérigues.

(A} Schéma de la cuve, la bande est mise en place avec du papier pont.
{Bl Schéma de la bande aprés révélation.

[C) Courbe densitométrigue de la bande.

B Exploitation quantitative des résultats

Cette partie de |la manipulation nécessite un densitométre-intégrateur.

Immerger les bandes dans la solution de transparisation pendant 3 a 5 minutes.

Etendre la bande sur une plague de verre trés propre, Eliminer les bulles d'air a "aide
d'un agitateur.

Flacer I'ensemble guelgues minutes a I'étuve a 60 "C,

Laisser refroidir la bande.



Résultats, observations ot interprétation

Effectuer la lecture dans le densitométre-intégrateur. On obtient 'électrophorégramme
(fig. 3.4C) et les pourcentages de chacune des fractions.

Les valeurs usuelles pour un s&rum humain normal sont :

- sérum-albumine : 50 a 80 %

- oy -globulines : 4a 5%
— o -globulines : 7Tall%
- rglobulines 104 14 %
- globulines : 16 a 23 %



'S 7. Mise en évidence de la présence d'acides amines
dans un jus de fruit et dans un extrait de viande
par chromatographie sur couche mince

Mots clés
Acides aminés, chromatographie sur couche mince, ninhydrine.

Principe
Les acides aminés des échantillons sont séparés par chromatographie d adsorption sur
gel de silice. Les spots sont révélés par coloration a la ninhydrine.

Securite

Le solvant de chromatographie contient de 'acide acétigue et du butanol. L'acide acé-
tigue est corrosif et irritant, placé dans la classe 3 de |la classification toxicologique hel-
vétigue (poison puissant). Le butanol inflammable et nocif est placé dans la classe 4
{matiéres critiques).

La solution de ninhydrine, relativement toxigue (la ninhydrine est placée dans |a classe 3
de la classification toxicologique helvétique, poison puissant), doit étre pulvérisée sous
hotte ventilée.

Matériel et matiere d'ceuvre

B Matériel biologigue

- Jus d'orange filtré.

~ Extrait de bouillon de viande : peser 5 g d'une tablette de bouillon. Faire une extraction
avec 20 cm” d'eau. Filtrer I'extrait, le décolorer par du noir anirmal.

W Réactifs
— Soplutions témoins d'acides aminés ;
— solution de proling a8 2 g/L,
- solution d'arginine &8 2 g/L,
- solution de glycine & 2 g/L,
- solution d'acide glutamique & 2 g/L,
— solution de valing a 2 g/L,
— gsolution de tyrosine a saturation.
— Solution de ninhydrine & 2 g/L dans le butanol. A conserver au réfrigérateur.
- Solvant de chromatographie : butanol-acide acétigue-eau (4/2/1 1 V/V/V).

B Matériel

- Cuve de chromatographie pour plagues 5 = 10 cm, équipée de 2 plagues 5 = 10 cm de
gel de silice sur support verre {commercialisée par Merck, réf. | 1.15685.0001).

A défaut

- Pots en verre pour conserves familiales, munies d'un couvercle hermétigue, équipée de
2 plagques de gel de silice 5 = 10 em [commercialisge par Merck).

— Capillaires obtenus par étirement de pipettes Pasteur,

= Thermoventilateur | séche-cheveux).

Mode opératoire
Réactiver les chromatoplagues en les plagant a I'étuve a 104 *C pendant 15 minutes.



Verser le solvant dans la cuve sur une hauteur de 1 cm, laisser saturer pendant
20 minutes.

Préparer les plagues. Tracer, trés |&gérement, la ligne de dépdt a4 2 c¢m du bord inférieur,
au crayon graphite. Tracer les emplacements équidistants de 5 dépdts sur chague
plagque.

Effectuer les dépdts, a "aide de pipettes capillaires (une pipette ne peut &tre que pour
une solution donnée), les taches ne doivent pas dépasser 2 8 3 mm de diamétre.
Effectuer le dépdt a 3 reprises successives en séchant au thermoventilateur entre
chaque depdt.

Déposer sur la premiére plaque : le jus d'orange, e jus de viande, la solution étalon de
praline, celle d'arginine et celle de glycine. Déposer sur la seconde plague : le jus
d'orange, le jus de viande, |la solution étalon d'acide glutamique, celle de valine et celle
de tyrosine.

Introduire les plaques dans 1a cuve saturée, Fermer la cuve. Laisser migrer jusqu'a 1 cm
du haut des plagues.

Sortir les plaques et tracer au crayon le front du solvant. Les sécher au thermoventilateur.
Pulvériser le réactif a la ninhydrine sous une hotte ventilée, Placer les plagues a I"étuve &
104 *C pendant quelques minutes. Entourer chague spot d'un trait crayon.

Résultats, observations et interprétation
Identifier les acldes aminégs contenus dans les &chantillons.



i44 Préparation d'une solution d’'hémoglobine
et étude des propriétés spectrales de I'oxyhémoglobine
et de la désoxyhémoglobine

Cette expérience peut étre faite & deux niveaux, le premier, trés simple, ne nécessite gue
trés peu de matériel, le second, plus sophistiqué, nécessite un appareillage de labora-
toire relativement complexe.

Mots clés
Désoxyhémoglobine, oxyhémoglobine, couleurs, spectres d absorption.

Principe
L'hémoglobine ou, plutot, les hémoglobines (il existe en effet plusieurs variétés d'hémoglo-
hines selon les espéces animales, selon I'age et selon divers états pathologiques), sont
des chromoprotéines qui assurent le transport de N'oxygéne en s'y fixant réversiblement.
Hb + 4 0, rrd Hb (0.1,

Désoxyhemoglobine Ceyhémoglobine
L'hémoglobine est formée d'une fraction protéigue appelée globine et de groupements
prosthétiques appelés héme,
Les globines des hémoglobines sanguines sont des tétraméres résultant de 'assemblage
spécifique et symétrigue de quatre chaines peptidiques.
Ainsl la globine de I'hémoglobine humaine A (adulte) est constituée de 2 chaines « et de
2 chaines f.
Chacune des chaines est liée a un héme ou ferro-protoporphyrine 1X (fig. 3.54), il v a done
4 atomes de fer par molécule d’ hémoglobine.
La liaison globine-héme a été bien étudiée dans la myoglobine de cachalot (hémoglobine
musculaire ne comportant qu'une seule chaine) (fig. 3.58).
L'héme est lié & la globine par une liaison de coordination entre |"azote du résidu histidyl
93 et une autre liaison de coordination indirecte avec le résidu histidyl 64, par I'intermeé-
diaire d'une molécule d'eau (fig. 3.58).
La formation d'oxyhémoglobine correspond & une oxygénation de I'hémoglobine sur la
sixieme coordination du fer. Ce n'est pas une oxydation, le fer demeurant a I'élat ferreux
(fig. 3.50),
La désoxyhémoglobine est de couleur rouge sombre (fig. 3.5C) 'oxyhémoglobine est
rouge vif.

Securité

C'est une expérience qui ne présente pas de danger réel. Un certain nombre de précag-
tions sont cependant a prendre concernant la manipulation du sang animal :

— utilisation de gants en caoutchouc a usage unique ;

— désinfection des récipients et des pipettes & I'eau de Javel ;

- désinfection de la paillasse a I'eau de Javel.

Il est recommandé de travailler avec des ampoules de sang stérile de cheval, commercia-
lisé par I'institut Pasteur.

Par ailleurs, "hydrosulfite de sodium (dithionite de sodium) est un composé nocif, il
appartient a la classe 3 de la classification toxicologique helvétique { poison puissant), uti-
lisé & la spatule. |l faut éviter tout contact avec les yeux et les mugueuses,
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Figure 3.5. Structure de I'héme et ligison heéme-globine,
1Al Structure de 'héme,

iB) La ligison heme-globine dans la myoglobine de cachalot,
(0 La complexea fer-porphiyring dans |a désoxyrmyog [ofnme,
(D) La complexe fer-porphyring dans oxymyogiobing,

Matiére d'ceuvre concernant I'expérience de premier niveau 3

B Matériel biologique

0.5 em® de sang animal {cheval, porc, lapin), recugilli sur anticoagulant en abattoir, ou
mieux du sang stérile de cheval en ampoule commercialisé par institut Pasteur.

B Réactifs
De I'hydrosulfite de sodium (dithionite de sodium) cristallise.



B Matériel
— Deux tubes a essais.
= Une spatule.

Matiere d'ceuvre concernant I'expérience de second niveau % 5 5

B Matériel biologique
5 cm? de sang animal (cheval, pore, lapin), recueilll sur anticoagulant, ou mieux du sang
stérile de cheval en ampoule commercialisé par U'institut Pasteur.

B Réactifs
— De I'eau physiologique (solution de MaCia 9 g/L).
= De I"'hydrosulfite de sodium (dithionite de sodium) cristallise,

B Matériel

= Une centrifugeuse equipée.

- Un spectrophotoméetre visible a double faisceau avec enregistreur ou a défaut un spec-
trophotométre visible monofaizsceau.

= Des cuves pour spectrophotometre.

- Une pipette graduée de 1 em?3,

— Une poire d"aspiration.

- Une éprouvette graduée de 20 cm?,

Mode opératoire de I'expérience de premier niveau 3

Dans un tube & essais, introduire 0,5 cm? de sang animal, ajouter 15 cm?® d'eau distillée.
Agiter, il y a hémolyse ; remarguer que le sang prend une couleur rouge vif, I'hémoglobine
est sous forme d'oxyhémoglobine.

Partager le sang dans 2 tubes a essais. Introduire dans le second tube une trés petite
pointe de spatule de dithionite de sodium, agiter. Le contenu du second tube prend une
couleur rouge sombre. L'hémogliobine est sous forme de désoxyhémoglobine.

Comparer les teintes des 2 tubes.,

Le dithionite de sodium est un réducteur puissant qui a désoxygéné le milieu,

Mode opératoire de 'expérience de second niveau 5 5 &

M Préparation de la solution d"hémoglobine

verser 5 cm? de sang animal dans un tube a centrifuger. Ajouter 15 cm? d'eau physiolo-
gique, homogénéiser soigneusement. Centrifuger 5 minutes & 3 000 RPM (Rotations Par
Minute). Jeter le surnageant. Répéter ce lavage 2 fois.

Ajouter au demier culot 15 cm?® d'eau distillée. Agiter fortement pour provoguer une lyse
compléte des cellules,

Centrifuger 5 minutes a8 5 000 RPM. Recueillir le surnageant en éliminant le culot conte-
nant les stromas cellulaires.

Cette solution représente la solution-mére d’hemoglobine.

W Préparation de la solution-fille d"hémoglobine

Mesurer I"absorbance de cette solution & 578 nm, contre de 'eau distillée, La diluer de
fagon a obtenir une absorbance a 578 nm de "ordre de 1. La solution diluée est la solu-
tion-fille sur laguelie on va tracer les spectres.

B Tracé des spectres

Si I'on dispose d'un spectrophotométre double faisceau avec enregistreur, placer une
cuve contenant de 'eau distillée dans le faisceau de référence et une cuve contenant la
solution-fille dans le faisceau de mesure.



Sl 'on ne dispose gue d'un spectro-
photométre monofaisceau, faire des
mesures point par point tous les
10 nm en réglant 4 chaque fois le zéro
optique sur de |'eau distillée,

Tracer un spectre de la solution-fille
en balayant le domaine spectral de
520 & 480 nm.

On obtient une courbe présentant
deux pics, 'un a 540 nm, ["auvtre a
578 nm : cette courbe est caractéris-
tique de 'oxyhémoglobine (fig. 3.6).
Dans la cuve spectrophotométrique
contenant la solution-fille, ajouter une
pointe de spatule de dithionite de
sodium. Agiter par retournement sur
parafilm. Observer un changement de
teinte. Tracer le spectre de cette nou-
velle solution en balayant le domaine
spectral de 620 a 480 nm.

On obtient une courbe présentant un
maximum d'absorption a 554 nm {qui
s'appelle la bande de Stokes), carac-
téristigue de la désoxyhémoglobine
(fig. 3.8).

Superposer les deux courbes.
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Flgure 3.8. Spectres d'absorption de 'oxyhémo-
globine et de la désoxyhémoglobine.



5 H Hydrolyse de l'urée par |'uréase

Mots cles
Urée, uréase, hydrolyse enzymatigue.

Principe
L'urée est la forme d'excrétion de 'azote aminé des animaux uréotéles (mammiféres,
sélaciens, amphibiens). Fabriguée dans le fole, Furée est excrélée par vole urinaire, ol
cette molécule représente 80 % de I'azote total urinaire.
L'urémie normale, chez I'homme, est de 0,4 g/L, la quantité excrétée est de 2058 30 g
par jour.
L'uring émise, |'urée est dégradée par hydrolyse sous 'effet d'une enzyme de microbes
du sol (bactéries ou champignons) en CO, et NH,,
Uréase

CO{MNH b, + 2H,0 — ED%‘ + 2 NHj
La présence de 'urée est caractérisée par la réaction a la diacétylmonoxine qui donne
une coloration jaune en milieu sulfurigue et a chaud, suivie d'une oxydation par 1a chlora-
mine T.

Securite

La diacétylmonoxine est un composé placé dans la classe & de la classification toxicolo-
gigue helvétique {matiére critique).

L'acide sulfurigue est un produit corrosif placé dans la classe 1 (poison trés puissant) ;
cet acide est & manipuler en portant des lunettes de protection et une blouse de coton
fermée. La chloramine T est un composé irritant placeé dans la classe 4,

Matiare d'ceuvre

B Matérel biologique
Suspension d'uréase a 5 mg/cm? dans du tampon phosphate pH 6,1 (voir 1.3.5).

M Réactifs

— Solution d'urée 3 0.8 g/L.

- Solution de diacétylmonoxine 8 30 g/L.

- Solution-meére de chioraming T & 5 g/L. La solution-mére est a préparer peu de temps
avant 'emploi. La solution de travail est préparée extemporanément par dilution au
1/10 de la solution-mére,

W Matériel

~ Tubes a essais.

— Trois pipettes de 1 cm?.

— Deux pipettes graduées de 5 cm?.

- Une éprouvette de 10 cm?,

— Une pipette de 10 em?.

= Une poire d" aspiration.

= Un bain thermostaté a 37 °C ou un grand cristallisoir contenant de 'eau & 37 °C.
- Une fiole erlenmeyer de 50 cm?,

— Un becher de 250 cm? qui servira de bain-marie bouillant,



Mode operatoire

Dans une fiole erlenmeyer de 50 cm?, verser

- 5cm? de solution d'urée 3 0.8 g/L ;

- 10 em? de suspension d'uréase tamponnée a pH 6,1,

Placer au bain thermostaté pendant 20 minutes & 37 °C.

FPendant ce temps, caractériser |'urée dans |a solution de substrat.

Diluer Ia solution d'urée de |a maniére suivante ;

- 5em? de solution d'urée 3 0.8 g/L ;

- 10 em? d'eau distiliée.

Dans un tube & essais, introduire

~ 2 cm? de |a solution diluge d'urée ;

~ 1 cm? de solution de diacétylmonoxine ;

- 2 em? d'acide sulfurigue concentré,

Forter 10 minutes au bain-marie bouillant. Dés la sortie du bain-marie, ajouter dans
chague tube 1 cm? de solution de chloramine T & 5 g/L, diluée 10 fois, Mélanger.

Une coloration jaune caractérise la présence d'urée,

Apres les 20 minutes d'hydrolyse enzymatique de ['urée, répéter la réaction de caractéri-
sation en opérant sur 2 em? de milieu réactionnel.

Résultats, observations et interpretation
L'absence de coloration jaune indique la disparition de |'urée.



é 10. Les grains d'aleurone dans
les graines des Végétaux supérieurs

Mots clés
Aleurone, cristalloide, globoide,

Principe

Toute cellule vivante réalise la synthése de protéines nécessaires a sa constitution et &
son métabolisme ; les protéines ne sont-elles pas les molécules de la vie |

Mais, par suite de leur utilisation ou de leur twm-over, on ne trouve guére de protéines
accumulées chez les Vegataux supérieurs.,

Un cas particulier existe cependant : leur accumulation sous forme de réserves pro-
téiques dans les graines, organes de résistance et de dissémination des Angiospermes,
par exemple.

Au moment de la formation de la graine dans 'ovaire devenant fruit, la construction de
I'albumen débute en meéme temps gue celle de la plantule. Cet albumen est formé de
jeunes cellules embryonnaires a petites vacuoles dispersées dans le cytoplasme. Dans
ces vacuoles s'accumulent des substances solubles dans 'eau ou simplement miscibles
avec elle,

Les contenus vacuolaires ainsi concentrés, la graine poursuit sa maturation en étant
I'objet d'une forte déshydratation : chacune des vacuoles perd de |'eau, son contenu
devient « solide « avec les substances accumulées au préalable. Les vacuoles se trans-
forment ainsi en autant de « vacuoles solides « ou grains d'aleuronea,

Sécurité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'ccuvre
B Matériel biologique

Graine de Ricin ayant séjourné 24 heures dans |'eau.

WM Reéactifs
= Huile de Ricin.
-~ Solution iodo-iodurée (voir 1.2.1).

B Matériel

- Microscope.

— Lames et lamelles.,
- Lame de rasoir.

— Aiguille lancéolée,
- Scalpel.

Mode operatoire

Envisageons le cas de |la graine de Ricin.

Décortiguer puis couper une graine de Ricin. Pratiquer guelgues coupes fines dans 1 albu-
men de la graine albuminée du Ricin.

Les grains d'aleurone sont difficiles & observer en place car ils ont |a méme taille que les
gouttelettes huileuses caractéristiques du Ricin, Les grains d'aleurone apparaissent
ternes tandis que les gouttelettes d'huile sont trés réfringentes,



Pour une étude convenable, il convient de monter les coupes fines réalisées dans une

goutte d'huile de Ricin pour réaliser un fond réfringent homogéne, favorable & I'observa-
tion microscopique.

Résultats, observations et interprétation

L'aleurone, substance de réserve protéique, existe d'abord a I'état dissous dans des
vacuoles qui se déshydratent au cours de la maturation de la graine.,

La nature vacuolaire des grains d'aleurone est démontrée d'abord par 'étude de leur for-
mation dans les graines en maturation et ensuite par I'observation de leur comportement
a l'oceoasion de la germination.

Dans les jeunes graines, non encore déshydratées, le tissu parenchymateux de réserve
possede des cellules & grandes vacuoles liquides.

Pendant la maturation des semences, la déshydratation des cellules s'exprime par un
découpage des vacuoles en &léments plus petits et plus nombreux ; conjointement, le
cytoplasme y accumule des réserves protéiques.

A terme, le contenu de ces petites vacuoles se solidifie et constitue les grains d'aleurone.
La taille et I"'organisation des grains d'aleurone varient d'une espéce végétale a I'autre,
mais ces élements sont constants et caractéristigues d'un vegetal donne.

Dans le cas de I'albumen du Ricin, les grains d'aleurone sont nombreux, ovoides, défor-
meés (fig. 3.7) souvent par la présence de un ou de deux « globoides » qui forment leur

Callules da I'albumen du Ricin Grains d'aleurone

Gouttelettes
d'huile
Globoide {nom colorg)
Cristalioide | Coloration
Substance fondamentale | beyn-jaune
Figure 3.7. Les grains d'aleurcne dans la graine.
=— Emplacemoent du lonoplaste —
Globoide
(hexaphosphate Cristalioide
diimpsitol .
n':'“ === Slubaiance
phyLine) fondament ale
| protéigues)
Globoldes

Figure 3.8, Organisation de |"aleurone chez le Ricin,



partie minérale (constituée de phytine ou hexaphosphate d’inositol avec Ca<* et Mg<+).

Le reste est leur partie organigue, & base de réserves protéigues azotées,

Explorer la préparation, ses bords essentiellement. Repérer & un fort grossissement un

grain d'aleurone et le dessiner avec son ou ses globoides (fig. 3.8).

Avant de représenter en schéma la partie organigue, ajouter une goutte d'une solution

diode. Laisser pénétrer lentement par capillarité : voir apparaitre, en marron, 'essentiel

de la partie protéigue :

— celle pratiguement anhydre au pourtour anguleux : le cristalloide {de nature collodale) ;

- autour du cristalloide, le reste du grain d'aleurone ou substance fondamentale, zone
pratéigue moins déshydratée, conférant & 'ensemble la forme arrondie caractéristique.

Conclusion

Les grains d'aleurone sont présents dans toutes les graines ol ils accompagnent les
grains d"amidon (graings amylacees) ou les enclaves hulleuses (graines oléagineuses).
Les grains d'aleurone sont des vacuoles déshydratées qui, au cours de |a germination
ultérieure, absorbent de I'eau et redeviennent des vacuoles normales,

En effet, lorsque la semence germe, la forte hydratation de ses cellules entraine I'imbibi-
tion de leurs constituants : les vacuoles retrouvent ainsi leur aspect fluide.

En méme temps que l'activité métaboligue augmente, des protéases mobilisent les
réserves protéigues des grains d'aleurone en acides aminés, directement utilisables en
vue de la croissance du jeuns végétal.

Autrement dit, "appareil vacuolaire subit, pendant la germination, une évolution inverse
de celle qu'il a présentée lors de la maturation de la semence.

maturation de la graine
vacuoles " grains d'aleurone
germination de |la graine
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‘W Hydrolyse des triglycérides de I'huile d'olive
par la lipase pancréatique

4 1.1, Expérience d'utilisation de la lipase pancréatique in situ

Mots cles
Lipides, huile d'olive, lipase, hydrolyse enzymatique.

Principe

La lipase pancréatique catalyse |I'hydrolyse des triglycérnides puis, avec une activité
maoindre, des di et monoglyceérides. Elle a une spécificité pour les triglycérides constitués
d'acides gras a longue chaine (C16 a C18). Cette enzyme attaque préférentiellement la
ligison ester en C1 du glycérol.

Sécurite
Me pipeter aucune des solutions a la bouche,
La solution de soude (hydroxyde de sodiem) 0,01 mol/L est relativement peu corrosive,

placée dans la classe 4 (substance crtique). || faut cependant éviter tout contact avec
les YEUX OuU les muqueuses.

Matiere d'euvre
W Matériel biologique

~ Huile d'olive neutre,
- Un morceau de pancréas de porc fraichement prélevé dans un abattoir el conservé
dans la glace. ou de lapin ou de rat.

W Réactifs

~ Solution de bleu de bromothymol 8 0,2 g/L d'alcool 8 50 volumes.
- Solution de soude (hydroxyde de sodium) 0,01 mol /L.

- Une étuve a 38 °C.

B Matériel

- Filtre rond sans cendre de 70 mm de diamétre (commercialisé par Prolabo).
- Boite de Pé&tri & usage unigue en plastique.

- Pinces brucelles.

= Scalpel.

= Ciseaux.

Mode opératoire

Amener la solution de bleu de bromothymol a la couleur bleue (pH = 7,6}, par addition de
une ou plusieurs gouttes de solution 0,01 mol/L d'hydroxyde de sodium.

Imprégner un filtre rond (diamétre 70 mm) de cette solution. Laisser sécher,

Immerger le filtre dans de "huile d'olive neutre. Laisser egoutter, puis disposer le filtre au
fond de la boite de Pétri,

Placer au centre de la boite, sur le papier filtre imbibe, un petit morceau de pancréas
frais. Couvrir 1a boite pour éviter la dessiccation. Placer a ['étuve a 38 *C pendant
2 heures.



Résultats, observations et interprétation

Observer une coloration jaune autour du fragment de pancréas.
Cette acidification caractérise 'apparition d'acides gras issus de ["hydrolyse des triglycé-
rides de I"huile d'olive.

4 1.2. Expérience d'utilisation de la lipase pancréatique in vitro

Mots cles
Lipides, huile d'olive, lipase, hydrolyse enzymatigue.

Principe

Le constituant majeur de "huile d'olive est le tricléate de glycéryle ; la lipase pancréati-
que catalyse la réaction d'hydrolyse des triglycérides, en glvcérol et acides gras (fig. 4.1).

CHy — 0 —C— Hl— LH=CH—{LHzL—LCH; GHy—1UH
| 0 |
\'EH 0 c 1CH CH=CH CH CH Hgid e CH 0 [ 1eH LH=—LCH N LH
” ek IEHEL 3 +* Hp BT TEBAIOE “ ML — gL ]
e |
CHz —0—C—{CHzl— CH=CH— [CHy— CH4 LHy— 00— — {DHyl— CHZ= CH— T Hz1— CHy
[l
L] o
CHg— [CHyl— CH = CH— [CHy— COOH
GHe —OH CHy— H
| Lipase |
CH=—0 =0 {GHz == CH=CH 1GH CH Hi ————— L HUH
i 1laHzl; zl; 1+ dHLD P T
LMy — O — & — | CHyl— CH== CH— [EHzL— CHy CHy — 0%
' 4
o 7 OHy — {CHy)— CHE= CH— Gy — GOOH

Figure 4.1. Hydrolyse engymatigue du tricléate de gliycéryle.,

Sécurite
Ne pipeter aucune des solutions a la bouche.

La solution de soude (hydroxyde de sodium) 0,1 mol/L est corrosive, placée dans la
classe 3 {(poison puissant). |l faut éviter tout contact avec les yeux ou les mugueuses,

Matiére d'euvre
M Matériel biologique

= Huile d'alive.

— Solution de pancréatine & 1 g pour 100 cm?® d'eau distillée. Ajuster le pH & 7 en pré-
sence d'une goutte de bleu de bromaothymal (obtention d'une teinte verta).

B Réactifs

- Solution de bleu de bromothymel a 0,2 g/L d'alceol 3 50 volumes.

~ Solution de tauroglycocholate de sodium (réf. Merck © 112354) a 50 g/L.
- Solution de soude {hydroxyde de sodium) G,1 mol /L.



N Matériel

~ Deux pipettes de 1 em?.

- Une pipette graduée de 5 cm3,

= Une poire d’aspiration.

- Une éprouvette de 10 cm?,

— Une pipette compte-gouttes,

- Deux tubes 4 essais.

— Un portoir métallique pour tubes a essais.
- Un bain thermostaté réglé a 38 °C.

Mode operatoire

Dans une tube a essais, introduire :

- 2 em? d’huile d'olive ;

~ 2 cm? de solution de tauroglycocholate de sodium ;

- 10 c¢m? d'eau distillée, agiter pour émulsionner,

~ Ajouter 3 gouttes de solution de bleu de bromothymol et alcaliniser par de la solution de
soude 0,1 mol /L, versée goutte a goutte, jusqu’'a obtenir le virage de la teinte au bleu
(ne pas gjouter un excés de soude, sinon la réaction enzymatigue ne se produirail pas).

~ Ajouter 3 cm” de solution neutre de pancréatine.

Faire un tube témoin de méme composition mais en remplagant la solution de pancréa-

tine par 3 cm?® d'eau distillée.

Incuber les deux tubes pendant 30 minutes au bain thermostaté a 38 °C.

Le tube essal a viré au jaune, ce gui indigque que le pH est inférieur & 6, L'acidification

est la conséquence de la libération d'acides gras par hydrolyse des lipides.

4% 4 1.3. Analyse chromatographique des produits
de la réaction d’hydrolyse

Mots cles
Chromatographie sur couche mince, lipides, chromatographie a deux solvants.

Principe

La separation des lipides peut &tre faile par chromatographie sur couche mince de gel de

silice,

L'extrait lipidique est déposé & la base de la chromatoplaque, sous forme d'un petit seg-

ment.

On utilise deux systémes de solvants :

— la premiére migration utilise un solvant des phospholipides : trichloro 1.1.1. &thane/
méthanol feau (65/35/4 V/V) ;

- |a seconde migration utilise un solvant des lipides neutres ; éher de pétrole (benzine
de pétrole) /éther/acide acétique (8B0/20/2 1 V/V).

La révélation est réalisée par l'iode en vapeur et par la ninhydrine pour les phosphoami-

nolipides (fig. 4.2}.

Sacurite
Le premier solvant de la chromatographie contient du trichloro 1.1.1. éthane, composé
peu dangereux placé dans la classe 5 de |a classification toxicologigue helvétigque, et du



méthanol, facilement inflammable et toxique ----------------------------- Front du 2¢ solvant
(placé dans la classe 3, poison puissant). 27T e Stérides

Le second solvant est constitué d'éther de

pétrole (benzine de pétrole), composé trés .

inflammable qui ne peut 8tre utilisé que Lo Triglycértdes
dans un local sans flamme ni étincelle élec-

trigue (classe 4), d'éther diéthylique égale- )

ment trés inflammable, méme recommanda- 1. t=r—= Acide gras
tion d'utilisation {(classe 4), et dacide

acétique, corrasif, placé dans la classe 3 oD t—— Cholestéral

(poison puissant).  mmeeeemmeeeeeeeooio - Front gu 1% solvan
La solution de ninhydrine, relativement '
toxique puisque ce réactif est placé dans la
classe 3 de la classification toxicologigue
helvétique (poison puissant), doit étre pulvé-
risée sous hotte ventilée.

Les vapeurs d'iode sont nocives, 'iode
figure dans |la classe 2 (poison trés puis-
sant), la cuve & iode doit étre placée dans
une hotte ventilée lors de son ouverture.

= Phosphoaming
lipides

....................... & ---| Ligne de dipdt
Matiére d"euvre

B Matérial blologigue Figure 4.2, Schéma de la chromatogra-
— Acide oléigue. phie des lipides & 2 solvants, aprés révélation.
- Trinléate de glycéryle.

- Cholestérol.

= Huile d'olive.

- Lécithing.

W Réactifs

— Premier solvant (solvant des phospholipides) : trichloro 1.1.1. &thane/méthanol/eau
(65/35/4 : V/V).

= Deuxiéme solvant ; éther de pétrole (benzine de pétrole)/éther/acide acétigue
(802072 1 NV/V)L A eiqueter : inflammable.

— Solutions témoins 4 5 g dans 100 em? de mélange trichlora 1.1.1. &thane/méthanol
(50/50 : V/V}, de cholestérol, d'acide oléigue, de trioléate de glycéryle et de lécithine.

— solution de ninhydrine a 2 g/L dans le butanol. A conserver au réfrigérateur en flacon
brun.

B Matérie!

- Une cuve pour chromatographie, utilisant des plagues 10 x 20 cm, & défaut un bocal
pour conserves familiales avec couvercle étanche capable de recevaoir une plague 10 =
20 cm {en cas d'impossibilité une plague 5 = 20 cm).

- Une chromatoplague de gel de silice sur support en verre {commercialisée par Merck).,

- Des pipettes capillaires obtenues par étirage de cannes de verre {une pipette ne peut
atre utilisée que pour une solution).

— Un thermoventilateur (séche-cheveux).

- Une cuve & iode @ cuve étanche contenant des paillettes d'iode que I'on laisse sublimer
jusqu’ad saturation de |"atmosphére en vapeurs d'iode (& préparer 24 heures a
I"avance),



Mode opératoire
Introduire, sur une hauteur de 1 cm, le premier solvant dans la cuve. Laisser saturer
I'atmosphére en vapeurs de solvants pendant une vingtaine de minutes.
Réactiver la chromatoplague 10 = 20 em. en la plagant 10 minutes a I"étuve & 104 °C.
Tracer la ligne de dépdt a 2 cm du bas de la chromatoplague, au crayon graphite, sous
forme d'un trait léger.
A I'aide d'un capillaire, effectuer les dépdts sous forme d'un segment de 0.5 cm de long,
pour chaque échantillon ou témoin. Les dépots sont pratiqués en appliguant 3 fois de
suite une microgoutte, le trait du segment ne doit pas avoir plus de 3 mm d'épaisseur.
Sécher au thermoventilateur entre chaque dépot.
Déposzer :
- un témoin d'acide oléigue ;
- un témein de trioléate de glycearyle ;
— un témoin de cholestéral ;
- un témain de lécithine ;
- un échantillon :

— milieu réactionnel en fin dhydrolyse {expérnence d'hydrolyse enzymatique de ['huile

d'olive) ;
— solution de lécithine préparée & 0,1 g pour 5 cm® de trichloro 1.1.1. éthane {expé-
rience de préparation de la l&cithine du jaune d'ceuf).

Placer la chromatoplaque dans la cuve de chromatographie. Laisser migrer le premier sol-
vant jusqu'a mi-hauteur. Sortir la plaque. Tracer au crayon graphite le front du premier sol-
vant, puis sécher au thermoventilateur.
Pendant ce temps, changer de solvant dans la cuve. Puis, faire migrer le deuxigéme sol-
yvant jusqu’en haut de la plague.
Marquer le front du deuxiéme solvant. Sécher au thermoventilateur.

Résultats, observations et interprétation

- Révélation des phosphoaminolipides : pulvériser le réactif & la ninhydrine, placer a
I'étuve pendant 3 minutes. Entourer les spots.

— Révélation des lipides neutres : placer la chromatoplague dans une cuve a vapeur
d'iode. Laisser séjourner la plague pendant 5 minutes, puis la sortir et entourer rapide-
ment les spots car la coloration est fugace.

Il est possible de faire les deux révélations sur une méme plaque a condition de révéler a

la ninhwdrine en premier.

Conclure et interpréter.




-fi -fi Détermination de I'indice d'acide
et de l'indice d'iode d'un acide gras

Mots cles
Acide gras, indices d'acide et d'iode, masse molaire et degré d'insaturation de |'acide gras.
Principe
* L'indice d'acide (l,) d'un corps gras est |a quantité de potasse (mg) necessaire pour
neutraliser I'acidité contenue dans 1 gramme de corps gras.

R-COCH + OH™ — RCOO™ 4+ H,0
Cet indice peut &tre déterminé par dosage direct ou indirect, a I'aide de potasse alcoo-
lique, le corps gras étant en solution dans un solvant organigue.

Lors du dosage indirect, le corps gras est dissous dans un excés de potasse alcooligue,

I'exceés est dosé par une solution d'acide chiorhydrique de concentration connue, en pré-
sence de phénolphtaléine (fig. 4.3).

10 em? de solution
d'acide gras 3 40 g/L

v 10 em? de KOH alcooligue (G- — 0.2 melsL) 10 cm? de KOH alcoolique {Cpy- ~ 0.2 mol/L)
W emddHE (G ' Wy om? d'HCT (G0
Essai Témoin

Figure 4.3. Schéma du dosage indirect de iNindice d'acide d'un corps gras.

» Uindice de saponification (Ig) d'un corps gras est la guantité de potasse (mg) néces
saire pour neutraliser les acides gras libres et pour saponifier les acides gras combings
présents dans 1 gramme de ce corps gras (fig. 4.4).

]

CH;—0—C—R, CHy —OH R y— OOk

| |
Il

CH—— 00— Ay 4+ 3K0OH —= CH—OH +  Rp— COOH®

L
I
CHy—0—C—R3 CHy—OH Ra— COOK*
Glycarol Savons
Figure 4.4, Réaction de saponification d'un triglycéride.
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La saponification se fait a chaud (ébullition & reflux) en présence d'un excés connu de
potasse alcoolique, La potasse neutralise les acides gras libres et saponifie les acides
gras estérifiés en donnant des savons.,
En dosant par de I'acide chlorhydrique titré la potasse en excés n"ayant pas réagi, on peut
en déduire la gquantité de potasse ayant réagi et en déduire 'indice de saponification.
* Llindice d'ester (I} d'un corps gras est la quantité de potasse (mg) neécessaire pour
saponifier les acides gras combings contenus dans 1 gramme de corps gras.

=1lg-1,
* ['indice d'iode d'un corps gras est la masse d'iode (g) que l'on peut fixer sur
100 grammes de corps gras. L'indice diode mesure I'insaturation du corps gras, |'iode
g fixant sur les doubles liaisons des acides gras.

R-CH=CH-R +1,—= R-CHI=CHI-R’
L'iode se fixant lentement et de facon incompléte sur les doubles liaisons, on utilise de
préférence des dérivés halogénés de 'iode ; le monobromure diiode ou le monochlorure
d'iode.
Dans la méthode de Wijs, le monochlorure d'iode IC| en exceés se fixe sur les doubles liai-
sons selon la réaction @
R-CH=CH-R +ICl =R ~CHlI=CHCI-R'
L'excés de IC| réagit ensuite avec de |'iodure de potassium [Kl) pour former de ['iode :
ICI + 1" =1, + CI

L'iode formé est dosé par du thiosulfate étalonné (fig. 4.5) .
.+ 2 SEGEE‘ — 21" + Eqﬂﬁﬁ"

|Exoeg)

mg d'acide gras

20 cm de rdactif de Wijs (I1CD 20 em? de réactil de Wijs {1C1)

Kl en excés i Kl an excés '
. i [ I
I b HL
l_',h E IE‘
WV om® de E-Et:f [Egﬁ' I Ve omd de 5;[:112 ':CE-;IJ{"]
Es=sai Témain

Figure 4.5. Schema du dosage de 'indice d'iode d'un corps gras.



Le principe de cette expérience consiste a mesurer I'indice d'acide et 'indice d’iode de
I'acide palmitique afin de déterminer sa masse molaire et son degré d'insaturation, ¢'est-
a-dire le nombre de doubles liaisons.

Sécurite

La potasse alcooligue 0,2 mol/L est une substance facilement inflammable et imtante,
elle ne doit pas étre pipetée & la bouche (classe 4, substance critique).

Le mélange butanol/éthanol est facilement inflammable, les deux alcools sont classes
comme substances critiques (classe 4 de la classification toxicologigue helvétique),
L'acide chiorhydrigue est un compose irritant, il est placé dans la classe 3 (poison puis-
sant). Le réactif de Wijs est toxigue et irritant, il figure dans la classe 2 {poison trés puis-
sant).

Le thiosulfate de sodium, peu toxigue, est placé dans la classe 4 {composé critique). 1l
en est de méme de I'icdure de potassium,

Le tétrachlorure de carbone est un composé toxigue, nocif et dangereux pour I'environne-
ment. |l figure dans la classe 1* (poison trés puissant) ; il est préférable d utiliser un sol-
wvant de remplacement comme le trichlore 1.1.1. &thane (substance peu dangereuse,
classe 5). En cas d'utilisation du tétrachlorure de carbone, 1l faut travailler sous hotte
ventilée et refermer immédiatemeant la fiole erdenmeyer bouchée émeri, ainsi que ie flacon
de solvant. Eviter toute inhalation, tout contact avec les yeux et la peau.

Me pas rejeter les solutions a I'évier.

Matiére d'eeuvre

B Matériel biologique

Solution d acide oléique a 40 g/L dans un solvant butanol /éthanol (50/50 1 V/V).

Réactifs :

- Potasse alcoolique de concentration voisine de 0.2 mol/L :
~ KOH pure pour analyses en pastilles : 13 g, dissoudre dans un minimum d'eau,

— éthanol pur gsp 1 000 cm?.

Cette solution ne doit pas étre laissée a |"air libre pour éviter la carbonatation.

- Solution de phénolphtaléine a 1 g/L : dissoudre 0,25 g de phénoliphtaléine dans de
I'éthanol & 95 volumes. Amener le volume & 200 cm? environ avec de ['éthanol. Ajouter
0,2 em? de solution d'acide acétigue 0,2 mol/L. Compléter le volume & 250 cm?® avec
de I'éthanaol.

- Solution d'acide chlorhydrigue de concentration molaire connue, voisine de 0,2 mol/L
(LN B

- Solvant isobutanol-&thanol (5050 : V/V).

- Réactif de Wijs, commercialisé prét a I'emploi, par Frolabo.

- Solution d'iodure de potassium & 100 g/L.

— Solution de thiosulfate de sodium de titre connu, voisin 0,2 mol /L.

- Tétrachlorure de carbone ou, de préférence, solvant de remplacement : trichloro 1.1.1.
ethane, beaucoup mMoins toxigue.

B Matériel

— Deux ficles erienmeyer de 150 cm?.

~ Deux pipettes de 10 cm?.,

= Line poire d'aspiration,

= Une burette.

— Un tube & peser, petit tube de 1 cm de hauteur, ou & défaut, tube a hémolyse.



- Deux fioles de 200 cm? bouchant émen,
- Une pipette de 20 em?3,

- Une éprouvette de 20 cm?,

- Une &prouvette de 100 em?.

- Une balance de précision.

- Une pipette compte-gouttes,

Mode opératoire

W Détermination de ['indice d'acide

* Fssal

Dans un erlenmeyer de 150 cm?, introduire :

— 10 em? de KOH alcooligue de titre voisin de 0,2 mol/L (poire d’aspiration) :

- 10 em? de solution d'acide gras & 40 g/L, en solution dans du solvant butanol/éthanol
{poire d aspiration) ;

- 2 gouttes de phénolphtaléine.

Doser par une solution d'acide chlorhydrigue de concentration connue voisine de

0,2 mol/L (T4}, soit Vj, la chute de buretie obtenue.

» Témoin

Dans un erlenmeyer de 150 cm?, introduire

- 10 em?® de KOH alcooligue {poire d'aspiration) ;

- 10 cm?® de solvant isobutanol/&thanol {&prouvette) ;

- 2 gouttes de pheénolphtaléine.

Doser par la solution titrée d'acide chlorhydrigue, soit V; la chute de burette obtenue.

* Calcul

L'indice d'acide est égal & :

5681 xCy x(Vr - Vp)
0.4

Ia

B Détermination de l'indice d'iode

» Fgsal

Dans un tube & peser, peser une masse exacte voisine de 0.2 g d'acide gras a analyser
(I"acide palmitique &étant liquide, 'introduire dans le tube & peser a I'aide d'une pipette
compte-gouttas), soit m gramme la masse pesée,

Introduire le tube contenant 'acide gras dans une fiole erlenmeyer bouchant émeri.
Ajouter 20 em?® de trichlore 1.1.1. éthane (éprouvette) et 20 em® de réactif de Wijs
[pipette et poire d'aspiration).

Boucher et agiter en évitant toute projection sur le bouchon,

Maintenir la fiole & "'obscurité pendant 20 & 30 minutes en agitant de temps en temps.
Ajouter 100 cm? d'eau distillée, puis 20 cm® de KI 3 100 g/L.

Doser 'iode par la solution titrée de thiosulfate de concentration voisine de 0,2 mol/L
[Es;,né":'-

Entre deux apports de la solution de thiosulfate versée & la burette, boucher la finle
d'arlenmeyer et agiter énergiquement afin de former une émulsion entre les deux phases
non miscibles. |l faut extraire 'iode gui se concentre dans la phase organigue.

En fin de réaction. les deux phases doivent étre incolores. L'emploi d'indicateur de fin de
réaction est inutile, Soit ¥V, la chute de burette obtenue.



* Témoin
Dans une fiole bouchant émeri, introduire :

— 20 cm? de réactif de Wijs (pipette et poire d'aspiration} ;

- 20 em? de trichloro 1.1.1. éthane | &prouvette) :

- 100 ¢m? d'eau ;

— 20 cm? de Kl 4 100 g/L.

Doser I'iode formé par |a solution titrée de thiosulfate {Cqp2).
Soit Wy la chute de burette obtenue,

« Calcut

Lindice diode est égal a :

= 12,7 = CEEDE' =(Vr = Vo)

It

Résultats, ohservations et interprétation

La masse molaire de 'acide oléigue est égale a :

56 100
M =
Fa
Le nombre de doubles ligisons est égal a :
|| # M
n=
25 400



S E Les lipides, substances de réserve végétales

Mots cles
Oléagineux, glycéride.

Principe

Bien représentés en général chez les végétaux, les lipides peuvent s'y accumuler en
grandes quantités : les végétaux oléagineux avec leurs fruits et leurs graines (olive, ara
chide, noix, ricin, etc.).

Ce sont des glycénides, le glycérol étant associé a des acides variés.

Les lipides sont insolubles dans 'eau, presque toujours trés réfringents.

Securité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'cuvre

B Matériel biologique
Graines de Ricin { Ricinus communis, Euphorbiacées) ayant séjourné 24 heures dans I'eau.

W Réactifs

Rouge Soudan IlI.

Porter a I'ébullition, au bain-marie, 100 mL d'alcool a 70 % (soit environ 75 mL d’alcool a
95 % + 25 mL d'eau distillée). Faire dissoudre du rouge Soudan Il jusqu'a saturation.
Laisser refroidir et filtrer,

B Matériel

- Microscope.

— Lames et lamelles.

— Lame de rasoir.

- Scalpel.

- Aiguille lancéolée,

- Feuille de papier.

Mode opératoire

Avec un scalpel, sectionner longitudinalement une graine de Ricin ramollie a la suite de
son séjour dans 'eau (fig. 4.6). Retirer le tégument externe, rigide.

coriace et coloré

brun-rougeatre

_ TEgument
f,-d" ;. "HH exiamsa _'l‘

AlDurmen bland

, ¥ . oléagineux

o . I |_.r_._._| Raphé Cotylédon

- . | |: ' Tégurment Ieligeds

B || O | | interne

e et || ™

[z : Y

B § - \lechire) Tégument

) k[ y . Gemmule intarne
s Y repument B Hypocotyl mince et
L -:,__:7',-' axterne ) Radicule blanchatre

: — Embryon

= caroncule —
(bouchon micropylaire} 4 Coupe perpendiculaire Coupe paralléle

& I'étalement de la graine & I"étalement de la graine

Figure 3.6. La graine du Ricin { Euphorbiacées),
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Frotter la tranche sur une feuille de papier : une tache translucide apparait et ne disparait
pas & la suite d'une évaporation.

A |'aide d'une [ame de rasoir, pratiguer ensuite quelques coupes aussi fines gue possible
dans I'albumen de |a graine (& défaut, on peut se contenter d'un simple grattage).
Déposer chacune d'elles sur une lame et ajouter une goutte de réactif (rouge Soudan ().
Recouvrir d'une lamelle.

Résultats, observations et interprétation

La coupe étant mince, on ohserve 'huile en place. Par son insolubilité dans 'eau, celle-ci
s'accumule sous forme d'enclaves lipidigues, petits globules distribués dans le cyto-
plasme, en dehors des vacuoles, bien sir |

Ces enclaves de taille inégale peuvent d'ailleurs confluer a la surface de la coupe
(fig. 4.7). Quant aux cellules de I"albumen, elles sont peu « lisibles » ; cependant, leurs
parcis squelettiguas sont minces, sans meats intercellulaires, caracteres typiques d'un
tissu végetal jeune.

K Goutles huileuses
/ I". coloréas par le rouge Soudan |11
j '?:} S'8ch
“é¢ happent
D o O O du fragment
dechantillon
0,
T Plages d'hulle

Cellules peu = wisibles =

Figure 4.7. Fragment d"albumen de Ricin { Euphorbiacées).

Conclusion

A coté des réserves glucidiques (voir 1.2}, les lipides hautement énergétiques se rencon-
trent assez fréquemment dans les organes végétaux qui participent a la reproduction et a
la dissémination des espeéces (fruits et graines, notamment).

L'homme a depuis longtemps pratiqué 'extraction des huiles végétales. Leurs utilisations
sont fort diverses : alimentaires, pharmaceutiques, médicales, industrielles (en savonne-
rie, pour la préparation des vernis et des peintures, etc.).

On peut distinguer les huiles de fruits (olivier, palmier a huile, etc.), les huiles indigénes
de graines (noyer, amandier, colza, etc.), les huiles exotiques de graines {(cocotier, ara-
chide, ricin, arbre a huile du Japon, ete.).
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2455 Extraction de I’ADN des hépatocytes de rat

Mots cles
ADMN, extraction, hépatocytes.

Principe

L'expérience commence par la destruction de la structure cellulaire en utilisant un
broveur de Potter qui éclate les cellules. Par une centrifugation sélective, on isole |les
POy &UX .

Dans un deuxiéme temps, on extrait et on purifie I'ADN des noyaux par élimination suc-
cessive des protéines, des lipides et de I'ARN.

Les protéines sont dissociées de 'ADN a 'aide de détergent {305) et de perchlorate de
sodium. L'addition d'un solvant organigue non miscible (trichlore 1.1.1. éthane contenant
un peu d'alcool isoamyligue comme agent anti-mousse) permet d'éliminer les lipides et
de coaguler les protéines.

A pH 8,3, les acides nucléiques : ADN et ARN, sont extraits dans la phase aqueuse.
Aprés séparation des phases, 'ADN est précipité sélectivement par addition d'éthanol.

Seécurite

Cette manipulation présente un certain nombre de risques relatifs a la toxicité et I'inflam-
mabilité de certains réactifs. |l est a rappeler qu'aucun des réactifs ne doit étre pipeté a
la bouche.

L'EDTA (Tritiplex 111} est un composé nocif, Le Tris [tris ( hydroxyméthyll-aminométhane] est
un composé irritant. Le SDS (dodécylsuifate sel de sodium) est nocif et irritant. Le per-
chlorate de sodium {I"-IEEID‘,:I est un oxydant puissant et est également nocif. Ces produits
ne doivent pas étre mis en contact avec les yeux, les muqueusas et la peau.

Le trichloro 1.1.1. éthane est relativement peu dangereux, il est placé dans la classe 5
de la classification toxicologique helvétigue (substance peu dangereuse).

L'alcool isoamylique est placé dans la classe 4 (substance critigue).

L'éthanol est facilement inflammable et doit étre utilisé loin de toute flamme.

Matiere d'uvre

B Matériel biologique
Fole de rat fraichement prélevé et conservé sur de la glace.

B Réactifs
— Solution STE :
- saccharose : 250 mmol /L (85,5 g/L),
- EDTA : 1 mmol/L [Titriplex 1 {produit Merck) : 0,37 g/L],
- Tris-HCI : 5 mmol/L pH 7,2 [Tris ( hydroxyméthyl)-aminométhane : 0,60 g/L,
ajouter HC| 1 mol/L gsp pH 7,2].
— Tampon TE :
~ tampon Tris : 10 mmol /L [Tris (hydroxyméthyll-aminométhane : 1,20 g/L],
- EDTA : 1 mmol/L [Titriplex 111 {Produit Merck) : 0,37 g/L],
— ajouter HCI 1 mol/L gsp pH 8,3,
— Solution de SDS ; dodécyisulfate, sel de sodium @ 250 g/L.
- Solution de NaCl0, 5 mol/L : NaCl0,, H.O : 7023 g/L.



- Mélange trichloro 1.1.1. éthane,/alcool isoamyligue {24/1
- Ethanol 95 volumes,

B Matériel

— Broyeur de Potter de Thomas de 30 cm?.
- Deux bechers de 250 cm”.

- Glace pilée.

— Ciseaux de dissection gros modéle.

- Petits agitateurs en verre,

— Une pipette graduée de 5 cm?,

- Une pipette graduée de 2 cm-.

— Une pipette graduée de 10 cm®.

- Une poire d'aspiration.

- Une éprouvette de 20 cm®.

— Une éprouvette de 50 cm?,

- Une éprouvette de 100 cm?,

= Une centrifugeuse réfrigérée,

- Papier Joseph,

= Un dessiccateur.

- Un congélateur.

— Un bain thermostaté & 60 °C.

Mode operatoire
B Préparation des noyaux

VAV

Opérer sur un foie de rat fraichement prélevé sur un animal euthanasié par une personne
titulaire de ['habilitation nominative a 'expérimentation animale dans un établissement
agrée de I'enseignement supérieur (décret du 19/10/87, arrété du 19/04/88). Le foie
est conserve sur de la glace. Le couper en petits morceaux avec une paire de ciseaux.

Broyer le foie au Potter (Potter de Thomas de
30 em?), 5 montées et descentes & 1 000
RPM, en présence de 30 em? environ de STE
(solution de saccharose, Tris-HCI, EDTA)
(fig. 5.1).

Centrifuger & 600 g*, pendant 10 minutes, &
4 *C, dans un rotor a centrifugation horizontale.
Vider le surnageant. Remettre le culot en sus-
pension a ["aide d'une baguette de verre,
Diluer avec 30 cm? de STE et centrifuger &
nouwveau pendant 10 minutes a 600 g+,
Remettre en suspension au Potter {manuelie-
ment 1 a4 2 montées et descentes) en pré-
sence de STE, environ 20 cm?® pour un foie.

Le culot constitue la fraction nucléaire brute
gqui sera utilisée pour 'extraction de 'ADN.

* Calcul du nombre de g (N), & partir de n, la vitesse de
rotation exprimée en RPM (rotations pae minute) et R, le

&

ANE

L
|
<

W
e Cyliridre
" 4 piston en Télon
=— Mélange aau
¢ glice
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@—-— Echantillon
& hormogéndiser

rayon de centfifugation moyen exprimé par la distance P
separant 'ase du rofor &t le fond du tube de centrifuga ‘M.,________,.P-’
tign ;
ME = (Zrem? « BYJB0T « O,81] Figure 5.1. Ltilisation du broyeur de Potter,
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W Extraction et purification de I'ADN

L'ADN étant trés sensible a 'action des DNAseas omniprésentes, il faut veiller & la pro-
preté rigoureuse de la verrerie et si possible travailler en atmosphére stérife (hotte a flux
laminaire ou cdone de stériiité d'un bec Bunsen).

Prélever 4 cm® de |la préparation de noyaux et introduire cette prise dans un flacon de
250 cm?® avec bouchon hermétigue.

Ajouter 25 em? de tampon TE (Tris-EDTA), puis 2 em?® de solution de SDS, bien mélanger.
Chautffer le mélange a 60 °C pendant 10 minutes, en agitant de temps a autre.

Ajouter 6 cm? de solution de MaClO, 5 mol/L et 1 volume de mélange de trichloro 1.1.1.
ethane et d'alcool isoamylique (24/1 : V/V). Fermer le flacon avec le bouchon et agiter
énergétiquement le mélange a la main pendant 5 minutes environ.

Séparer les deux phases en centrifugeant & 1 000 g* pendant environ 5 minutes {utiliser
des tubes a centrifuger en verre ou autre matériau résistant au trichloro 1.1.1. éthane.)
Prélever soigneusement la phase aqueuse {phase supérieure). Transvaser celle-ci dans
un tube a centrifuger propre. Eviter de prélever les protéines coagulées a Minterface.
Refaire une nouvelle extraction de la phase agueuse avec 1 volume de mélange de tri-
chloro 1.1.1. éthane et d'alcoal isoamylique (24/1 1V 1 V).

Pendant la centrifugation, passer une baguette de verre & la flamme pour &liminer les
nucléases. La poser dans un récipient propre (becher de 250 cm?). Ne pas toucher
'extrémité de |a baguette avec les doigts, I'ADN &tant trés sensible a l'action des
DMAsES.

Prélever la phase agueuse. La transvaser dans une éprouvette de 50 em?, en évitant de
prélever les protéines coagulées & 'interface. Aprés avoir noté le volume, transvaser la
phase agueuse dans le becher de 250 cm?.

Ajouter lentement 2 volumes d'éthanol a 95 volumes froid (stocké au congélateur &
— 20 "C), tout en agitant avec la baguette de verre (en tournant toujours dans le méme
sens). L'ADN précipite sous forme de filaments qui s'enroulent autour de 1a baguette de
verre, Eliminer au maximum I'éthanol en pressant |a baguette contre la paroi du récipient.
Eponger soigneusement avec un morceau de papier Joseph.

Sé&cher le produit récupéré dans une capsule, préalablement tarée, placée dans un des-
siccateur. Peser le résidu aprés séchage.

Résultats, observations et interprétation

Calculer la masse m en grammes d'ADN sec obtenu & partir de 4 em? de |la préparation
de noyaux. Rapporter le résultat en volume d'extrait.

mxWw

4
M {en g) : masse d'ADN sec rapportée & la fraction totale V.

* Calcul du nombee de g (M), & partir de n, la vitesse de rotation expimée en RPM (rotations par minute) &t 1, fa
rayon de centrifugation moyen exprimé par la distance séparant 'axe du rotor et le fond du tubse de centrifuga-
thon ;

Ng = (2remy® x B/(B0)* « 9,81]



-fi -‘_’i H Caractérisation spectrale de I'ADN

Mots clés
Spectre d'absorption de I"ADN, rapport Aseon /a0 me

Principe
L'ADN présente un pic d'absorbance & 260 nm. En évaluant le rapport Ao MAagy 0, ON

peut apprécier 'efficacité du procédé de purification, sachant que les protéines présentent
un pic d'absorption 8 280 nm. Si 'ADN est pur. ce rapport est compris entre 1,65 et 1,85,

Sécurite
Le tampon TE est nocif et irritant, il est interdit de le pipeter & la bouche. Par ailleurs, il
faut éviter tout contact avec les yeux, les muqueuses et |la peau.

Matiére d'ceuvre

B Réactifs

— Tampon TE ;
— tampon Tris : 10 mmol/L [Tris (hydroxyméthyl)-aminométhane @ 1,20 g/L],
- EOTA : 1 mmol/L [ Titriplex 11 { produt Merck) : 0,37 g/L),
- ajouter HCI 1 mol/L gsp pH 8,3.

W Matériel

- Un spectrophotométre UV double faisceau avec enregistraur.
— Deux cuves spectrophotométriques UV (quartz ou plastique transparent aux LV},

Mode opératoire

Dissoudre I'ADN obtenu dans 10 em? de tampon TE. La solubilisation est lente. Ne pas
chauffer.

Tracer le spectre UV dans le tampon TE. Balayer le domaine spactral entre 230 et 320 nm,
Four cela, placer dans le faisceau de mesure une cuve contenant la solution d’ADN et
dans le faisceau de référence une cuve contenant du tampon TE.

Résultats, observations et interprétation

Noter les valeurs d'absorbance a 260 et 250 nm. Exprimer le rapport Aogq - MAoan e
Interpréter et conclure.
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LY H Caractérisation de la vitamine C dans le jus de citron

Mots cles
Vitamine C, jus de citron,

Principe = ﬂz’f

La vitamine C est I'isomeére L de HO—C o=

I'acide ascorbigue. Cest un acide I o= | G+ IHT s 2e
. P HO—C o=

carboxylique dérivé d'un hexose | |

(acide hexonigue} et ylactonisé. H—C H—C

Elie comporte une fonction éne diol | |

sur les carbones 2 et 3, ”‘:‘""T""” HO—C~—H

Cette fonction éne diol est trés oxy- CHOH CHLOH

dable : il se forme alors de i"acide Vitaming C

déhydroascorbique (fig. 6.1). Aesde L-astorbigue Acide géhydroascorbigue

A chaud et a froid, la vitamine C est
décomposée par I'oxygéne de |'air
et par de nombreux oxydants sur-
tout en milieu alcalin, Elle est stable a ["abri de la lumiére et relativement thermostable en
solution acide ou neutre, lorsqu'elle n'est pas au contact de Voxygéne de "air,

Parmi les méthodes chimiques de caractérisation de la vitamine C, il existe celles fon-
dées sur le pouvoir réducteur de la vitamine C : réduction de la ligueur de Fehling et
réduction du 2-6 dichlorophénolindophénol (fig. 6.2).

Figure 6.1. Eguation d'oxydation de la vitamine C.

& DH
i cl ci i cl
O=0_C i 0o==C !
| | | '
HO o==c
H s - | Q +
HO —& o=¢C i
] M | FH
c

H=—C H— '
| | /’]\
HO— —H Hp == =—H i

@

CH-OH
oM oH
Agide L-ascorbique 28 dichloaphgncl- Acide L-défydro- Laucadénivé
Endopans ascorbigue [z olore
Figure 6.2. Equation de la réaction d'oxydoréduction entre Ia vitamine C et e 2-6 dichlorophe-
nolindophénal.
Sécurite

La réaction & la ligueur de Fehling comporte une opération de chauffage. |l est indispen-
sable d'éviter les phénoménes de surchauffe qui risquent de provoguer des projections
brilantes. Entrent dans la composition de la ligueur de Fehling le sulfate cuivrigque qui
figure dans la classe 3 (poison puissant) de la classification toxicologigue helvétigue et
I"hydroxyde de sodium (classe 2, poison trés puissant).



Il faut donc éviter tout contact entre ce réactif et les yeux, les mugueuses et la peau.

La manipulation de 'acide sulfurique concentré (poison trés puissant) nécessite le port
de lunettes de protection et d'une blouse de coton fermée.

L'acide acétique cristallisable est inflammable et corrosif, il est placé dans la classe 3 (poi-
s0N puissant).

Matiére d'ccuvre

B Matérial biologique
Citron.

M Réactifs
- Liqueur de Fehling :

= solution cuivrique (A} ;

« CuS0,, 5 H,0 pur pa 40 g
- H,50, pur 5 em?
. eau distillée gsp 1 000 em?

- solution tartro-sodique (B) :

«» tartrate double de potassium et de sodium (Sel de Seignetie) 200 g

« lessive de soude pure (d = 1,33) a7s em?
. eau distillée gsp 1 000 cm?

- Solution de 2-6 dichlorophénolindophénol. Dissoudre par petites fractions 0,55 g de 26
dichlorophénalindophénaol dans de I'eau distillée chaude. Compléter a 1 litre et filtrer, Ajouter
1,25 cm? de tampon phosphate pH 6,8, Conserver a I'obscurité (conservation limitée).

— Tampon pH 6 8.

W Matérigl

= Un pressefruits.

- Un dispositif de filtration sur fittre plissé.
— Deux pipettes graduées de 2 cm®.

— Une pipette graduée de 5 cm?,

- Une poire d aspiration.

- Deux tubes a essais.

= Une pince en bois.

= Une pipette compte-gouttes.

— Une éprouvette de 10 cm.

Mode opeératoire
Fresser le citron, filtrer le jus abtenu sur filtre plissé,

N Réduction de la ligueur de Fehling

Dans un tube & essais, verser ;

- 2 cm? de ligueur de Fehling {1 cm?® de solution cuivrigue + 1 cm? de solution tartro-
sodique) ;

~1 &2 cm? de jus de citron filtré.

Porter a ébullition, observer le précipité d'oxyde cuivreux rouge.

W Réduction d'une solution de 2-6 dichiorophénolindophénol

Dans un tube & essais, verser :

- 1 ¢m? de jus de citron ;

- 4 gouttes d'acide acétique cristallisable ;

- 4 em? d'eau distillée bouillie refroidie ;

- 5 ¢m? de solution de 2-6 dichlorophénolindophénol.

Observer la décoloration a froid, par formation d'un leucodérivé,



-§ -'_'i Dosage de la vitamine C dans le jus de citron

Mots clés
Dosage vitamine C, 2-6 dichlorophénolindophénol.

Principe
Ce dosage de la vitamine C est fondé sur la réduction du 2-6 dichlorophénolindophénol
(fig. 6.2).

Securite
La manipulation de I'acide métaphosphorigue {classe 2 de la classification toxicologigue

helvétigue : poison trés puissant) nécessite le port de lunettes de protection et d'une
blouse de coton fermée,

Matiére d'ceuvre
W Matériel blologique

Un citron frais.

B Réactifs

— Solution de 2-6 dichlorophénolindophénol. Dissoudre par petites fractions 0,55 g de 26
dichlorophénolindophénol dans de 'eau distiliée chaude. Compléter a 1 litre et filtrer.
Ajouter 1,25 cm® de tampon phosphate pH 6,8, Conserver a I'obscurité (conservation
limitée).

- Tampon pH 6.8.

- Solution d'acide ascorbigue pur pour analyses a 0.5 g/L dans |'acide métaphospho-
rigue & 20 g/L.

= Solution d'acide métaphosphorigue & 20 g/L. Cette solution est préparée extemporang-
ment par dilution d'une solution & 200 g/L. Broyer au mortier quelgues morceacx
d'acide métaphosphorigue vitreux et en peser 20 g. Les laver rapidement en les recou-
vrant d'eau distillée et en agitant. Rejeter cette eau de lavage. Dissoudre "acide ainsi
lavé dans de I'eau distillée en agitant. Compléter 8 100 cm?. Conserver au réfrigérateur
el au maximum une semaine,

B Matérial

= Un presse-fruits.

— Un dispositif de filtration sur filtre plissé.
— Une burette de 25 cm?.

— Une fiole erlenmayer de 150 cm?,

— Une pipette jaugée de 5 cm?,

— Une poire d'aspiration,

Mode opératoire
Presser le citron, filtrer le jus obtenu sur filtre plissé,

B Etalonnage de la solution de 2-6 dichlorophénolindophénol
Dans une fiole erlenmeyer de 150 cm?, introduire :

- 5cm? de la solution étalon d'acide ascorbique 8 0.5 g/L ;
— 15 em? d'eau distillée bouillie et refroidie.



Varser a la burette le 2-6 dichlorophénolindophénol jusqua apparition d'une coloration
rose pale persistant pendant 30 secondes. Soit Vv, la chute de burette obtenue.

B Dosage

Opérer sur :

- 5 em? de jus de citron ;

- 5¢m? d'une solution d'acide métaphosphorique 3 20 g/L ;

- 10 cm? d'eau distillée bouiliie et refroidie.

Doser par V., cm? de solution de 2-6 dichlorophénolindophénal,

Resultats, observations et interprétation

Soit p la concentration massique de vitamine C dans le jus de citron et g, celle de la
solution étalon d'acide ascorbique. On & :

P = Pétaion X -? g,/L de jus de citron.
1
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N 1. Séparation des pigments foliaires de I'épinard
par chromatographie ascendante sur papier

Mots cles
Chromatographie sur papier, pigments de |a feuille verte.

Principe

Les pigments foliaires sonl extraits, apres broyage, par de 'acétone. Les pigments de
I'extrait acétonigue sont séparés par chromatographie ascendante sur papier.

Les pigments les plus apolaires seront ceux qui migreront le plus et que I'on retrouvera le
plus prés du front du solvant, soit, dans 'ordre :

- les caroteénes ;

— les phéophytines ;

- les chlorophylles ;

- les xanthophylles.,

Seécurité

Le dichlorométhane est placé dans la classe 4 de la classification toxicologique helwe-
tigue (substances critiques), donc relativernent peu toxique.
Le méthanol est toxigue (classe 3 : poison puissant) et facilement inflammable.

Matiere d'euvre

B Matériel biologique

Feuilles d'épinard.

B Réactifs

— Solvant de chromatographie {&tiqueter ; inflammable) :
- dichlorométhane : 98 cm?,
~ mé&thanol ; 2 cm?,

— Carbonate de calcium.
— Acétone.

B Matériel

= Un dispositif de filtration sur filtre plissé,

- Une éprouvette de 20 cm?.

- Une fiole erlenmeyer de 100 em?,

- Une cuve & chromatographie constituge d'un flacon a col droit de 20 cm de haut ou
d'une éprouvette de 250 em?, fermé d'un bouchon en lidgge, traversé par un fil métal-
ligue recourbé en forme de crochet (fig. 7.14).

- Papier Whatman n® 1.

- Un mortier.

- Des capillaires obtenus par étirage de cannes de verre.

= Un thermoventilateur.

Mode opeératoire
M Préparation de Ia cuve a chromatographie
Préparer une cuve a chromatographie ascendante sur papier de la maniére suivante :

prendre un flacon col droit de 20 cm de haut ou une éprouvette de 250 cm?®, bouché her-
métiqguement a ['aide d'un bouchon de ligge traversé d'un crochet métallique (fig. 7.14).
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Figure 7.1. Chromatographie ascendante des pigments de la feuille d'épinard.
(A) Le dispositif de chromatographie,
(B} Le chromatagramme.

Découper une feuille de papier Whatman n® 1 aux dimensions de la cuve, en évitant d'y
laisser des traces de doigis. Ce papier servira de phase stationnaire. Tracer, au crayon
graphite, une ligne de dépdt a8 2 cm du bord inférieur de la feuille de papier.

Irtrodulre le solvant de chromatographie, qui constitue la phase mobile sur une hauteur
de 1 cm. Laisser saturer pendant 20 a 30 minutes.

B Préparation d'un extrait acétonigue des pigments folialres de I'épinard

Pendant ce temps procéder & I'extraction des pigments de |a feuille d'épinard. Couper 2 &
3 g de feuilles d'épinard en petits fragments. Les introduire dans le mortier en y ajoutant
une pointe de spatule de carbonate de calcium, afin de neutraliser les acides organigues.
Broyer au mortier. Ajouter 20 cm? d'acétone. Continuer de broyer jusqu'a obtention d'une
solution vert foncéa.

Filtrer sur papier.

B Séparation chromatographique des pigments de 'extrait

Déposer |"extrait acétonigue au miliew de la ligne de dépdt, en déposant 6 3 8 gouttes de
'extrait a I'aide d'une pipette capillaire obtenue par &tirage de canne de verre, Le dia-
metre des gouttes ne doit pas exceder 2 8 3 mm a chague fois, Sécher au thermoventila-
teur (séche-cheveux) entre chague dépat.

Introduire la feuille de papier Whatman dans |la cuve, I'extrémité supérieure étant fixée au
bouchon a I'aide du crochet métalligue, 'extrémité inférieure trempant dans le solvant (le
dépit se situant au-dessus de la surface libre du salvant).

Laisser migrer le solvant jusgqu'a la partie supérieure de |a feuille de papier & chromatographie.

Reésultats, observations et interprétation

Des cet instant, la sortir de la cuve, la sécher au thermoventilateur. Entourer chacun des
spots obtenus d'un trait de crayon graphite (fg. 7.1B).
Interpréter.
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S5 4 Séparation et élution des pigments

de la feuille d'épinard sur colonne d'alumine
Tracé des spectres d'absorption des pigments

Mots cles
Chromatographie d’adsorption sur colonne d'alumine, pigments de la feuille verte.

Principe

Les pigments foliaires sont extraits, aprés broyvage, par de ["acétone. Les pigments de
I'extrait acétonigue sont séparés par chromatographie d’adsorption sur colonne d'alumine.
Les pigments les plus apolaires seront ceux qui migreront le plus vite et qui seront le
plus rapidement élués, solt, dans |'ordre ;

- les caroténes ;

- les phéophytines ;

- les chlorophylles ;

— les santhophylles.

L'&luat sera collecté par fractions. On tracera le spectre d'absorption de chacun des pig-
ments recueillis.

Securite
Les consignes de séourité a respecter sont les mémes que celles de 'expérience précé-
dente {voir 1.7.1).

Matiére d'®uvre

B Matériel biologique

Feuilles d'épinard.

B Réactifs
- Solvant de chromatographie (&tiqueter ; inflam- T
mable) :
- dichlorométhane : 98 em?, -~ Colonne de
- méthanol ; 2 cm?. chromatographie
- Carbonate de calcium.,
- Acétone.

N Matériel

- Un dispositif de filtration sur filtre plissé,

- Une éprouvette de 20 cm?,

- Un mortier.

- Une fiole erlenmeyer de 100 cm?.

- Une colonne de chromatographie @ longueur
20 cm, diamétre 1 cm avec robinet (fig. 7.2).

— Suspension d'alumine pour chromatographie,
granulométrie 63-200 um dans le tampon de — R
chromatographie. Dégazer sous vide. réglage du débit

= Un portoir de tubes a essais.

- Un spectrophotométre visible bifaisceau avec
enregistreur, a défaut un spectrophotometre  Figure 7.2. Le dispositif de chroma-
monofaisceau. tographie sur colonne : la colonne.

A i e

----- - Verre fritté



- Deux cuves spectrophotométriques en verre {le plastigue des cuves a usage unique ne
résiste pas au solvant de chromatographie).

Mode opératoire

M Préparation de ['extrait acétonique de plgments follalres
Extraire les pigments a I'acétone en utilisant le mode opératoire de "expérience de |a
section 1.

B Chromatographie sur colonne d’alumine des pigments de I"extrait acétonique

Remplir la colonng sur une hauteur de 10 cm avec |a suspension d'alumine, sans fissure
ni bulle d'air. Le tassement du lit doit étre le plus homogéne possible.

Déposer 1 cm?® de I'extrait 4 analyser, avec un écoulement lent, sans turbulence
(fig. 7.3). Faire pénétrer |"extrait en amenant le ménisgue superneur de I'échantilion tan-
gent & 'adsorbant, puis déposer a la surface de "adsorbant 1 cm? de solvant et faire
pénétrer en opérant de meme.

Solulion acélanigue
de pigments Toliaires

Solvant — |
" @lutian I"'. | |
o Lt — M'I':"rlrEL'ILIC' I | || nm-’m ﬂm[nlﬂm
e (G|
dsumine NI
(al {1 el idj (el
Le solvamt Dépit de 1 em? Leéchantillon est Dépit de 1 em? L'échantillon ast
o' Elution de I'échantillan introduit dans le de solvant « poussd = doans o
affleure & & gnalyser & la gel en amanani d"#ution d la gel @n amenant
gel d'alumine surface du gal e ménisgue surface du gel l& menisgue
sUp@riour de syperieur gy
I"fehantallon sodvant o' &luticn
tangent & tangenl &
I"adsorbant 1" pclscr baant
Flgure 7.3. Le dépdt de I'échantillon,

Procéder a I"élution : faire percoler le solvant d'élution a vitesse lente (1 goutte toutes les
10 secondes), en veillant & ne jamais laisser le garnissage de la colonne a sec.
Recueillir I'éluat dans des tubes a essais (fig. 7.4, en séparant les constituants de

I'extrait acétonigue dans 'ordre d'élution : les caroténes, les phéophytines, les chioro-

phylles et les xanthophylles.
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Figure 7.4. Le montage,

B Tracé des spectres

Tracer le spectre de chacun des pigments en utilisant un spectrophotométre bifaisceau
couplé a un enregistreur (& défaut, tracer le spectre point par point en utilisant un spec-
trophotométre monofaisceau).

EBalayer le domaine spectral de 680 a 400 nm. Utiliser comme référence une cuve en
verre remplie de solvant de chromatographie.

Si éventuellement une absorbance dépassait |a valeur 2, diluer la solution de pigment
concermnée avec du solvant de chromatographie,
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4 Mise en évidence de la lipase pancréatique in situ

Se reporter au 4% chapitre « Expérience d'utilisation de la lipase pancréatiaque in situ »
{woir 1.4.1.1).

'fi H Digestion in vitro de I’'amidon par un extrait pancréatique

Mots clés
Hydrolyse enzymatique de "amidon, amylase, extrait pancréatique.

Principe

Une enzyme est une protéine capable de catalyser spécifiguement la transformation d'un
ou de plusieurs substrats. Une enzyme agit 8 une température et a un pH optimums.
Cette expérience a pour but de démontrer chacune de ces affirmations.

L'enzyme est thermolabile ; chauffée, elle est dénaturée.

L'enzyme est une macromalécule, elle ne dialyse pas.

L'enzyme agit dans une zone de pH et une zone de température qui lui sont spécifiques.

Securite

La manipulation ne présente pas de difficultés majeures sur le plan de la sécurité, Les
précautions a prendre pour 'utilisation de 1a liqueur de Fehling ont &té décrites p. 26.

Matiére d'euvre

B Matériel biologique et réactifs

- Solution tampon phosphate pH 7,1-0,020 mol /L :
- 50 cm? de solution KH,PO, 2 3.6 g/L,

- 32 em? d'une solution NaOH 1 mel/L,
- gau distillée gsp 1 litre.

~ Solution tamponnée de substrat (pH 7,1} : le substrat utilisé est de « ["amidon soluble »
préparé par traitement mécanique ou chimique de "amidon naturel. Dissoudre 1 g
d'amidon soluble dans environ 500 ¢m?® de solution tampon phosphate pH 7,1-0,020
mol /L. Ajouter 1 g de NaCl. Tiédir si nécessaire. Ajuster a 1 litre avec la solution tam-
parn.

- Solution tamponnée de pancréatine (pH 7.1) : dissoudre 0,25 g de pancréatine
40 U/mg Merck dans 1 litre de tampon phosphate pH 7,1-0,020 maol/L. {Conservation
au froid a + 4 °C, quelques heures.}

— Solution d'inuline tamponnée a pH 7,1 : dissoudre 1 g d'inuline dans environ 500 cm?
de solution tampon phosphate pH 7,1-0,020 mol/L. Ajouter 1 g de NaCl. Tiédir si
nécessaire. Ajuster d 1 litre avec la solution tampaon.

- Solution de lugol :
=g 4 g
— Kl B g
— eau distillée gsp 1 000 cm?,

— Solution d'acide chiorhydrique 1 mol /L.

- Solution d'hydroxyde de sodium 1 mol /L.



- Ligueur de Fehling (composition décrite p. 26) :

- solution A (cuivrigue),
- solution B (tartro-sodique).

- Solution tampon citrate-acide chlorhydrigue pH 3 : dissoudre 8,47 g d'acide citrigue pur
dans 80 cm? de soude 1 mol/L. Compléter a 400 cm? avec de I'eau distillée, Ajouter
600 em? d'acide chlorhydrique 1 mol /L.

- Solution tamponnée de substrat (pH 3) : dissoudre 1 g d'amidon soluble dans environ
500 em? de solution tampon citrate-acide chlorhydrigue pH 3. Ajouter 1 ¢ de MNaCl.
Tiedir si nécessaira. Ajuster a 1 litre avec |la solution tampon,

— Solution tamponnée de pancréatine {pH 3) : dissoudre 0,25 g de pancréatine 40 U,/ mg
Merck dans 1 litre de tampon citrate pH 3. (Conservation au froid & + 4 °C, guelgues
heures.)

- Solution tampon glycine-soude pH 12 : dissoudre 3,38 g de glycine et 2,63 g de NaCl
dans 450 cm® d'eau distillée. Compléter & 1 litre avec de la soude 1 mol/L.

- Solution tamponnée de substrat (pH 12} : dissoudre 1 g d'amidon soluble dans environ
500 cm? de solution tampon glycine-soude pH 12, Ajouter 1 g de NaCl. Tiédir si néces-
saire. Ajuster a 1 litre avec la solution tampon.

— Solution tamponnée de pancréatine (pH 12) : dissoudre 0,25 g de pancréatine
40 U/ mg Merck dans 1 litre de tampon glycine-soude pH 12, (Conservation au froid a
+ 4 *C, quelgues heures.)

W Matérial

— Un bain thermostaté réglable a 37 °C (a défaut, un cristallisoir de grande capacita),
- Un bain thermostaté réglable a 65 *C.

— Un cnistallisoir contenant de 'eau et de |la glace pilée.

— Un portoir métalligue de tubes & essais.

- Des tubes a essais.

~ Une pipette jaugée de 5 cm-.

— Une pipette compte-gouttes,

— Des fioles erlenmeyer de 250 cm?.

— Une pipette de 2 ¢cm?.

-~ Une poire d aspiration.

- Une éprouvette de 10 cm

— Sac de dialyse : petit morceau de boudin de dialyse noué a chague extrémite.

Mode opératoire

B Dénaturation thermique

Préparer un bain d'eau a 37 °C, en utilisant un bain thermostaté ou un cristallisoir de
grande capacité.

Préparer 2 tubes a eszais contenant chacun 10 gouttes de lugol. Ces tubes sont dispo-
sés dans un portoir placé a proximité du bain thermostaté,

Dans une fiole erlenmeyer A de 250 cm?, introduire 100 cm® de solution tamponnée
{pH 7,1} d’amidon ; préchauffer & 37 °C cette solution pendant quelques minutas,

Le montage utilisé pour la réaction d'hydrolyse de 'amidon est décrit figure 2,10,

Ajouter 5 em? de solution tamponnée (pH 7,1) de pancréatine. Agiter tout en maintenant
le mélange réactionnel au bain thermostaté a 37 °C.

Moter le temps zéro qui correspond & 'addition de pancréatine, il correspond au déclen-
chement de la réaction,

Laisser incuber 20 minutes.



Dans une fiole erlenmeyer 8 de 250 cm?, introduire 100 em? de solution tamponnés
d'amidon. Préchauffer & 37 "C cette solution pendant quelgues minutas.

Ajouter 5 em? de solution tamponnée de pancréatine préalablement portée & ébullition
pendant 5 minutes, agiter tout en maintenant le mélange réactionnel au bain thermostaté
a 37 “C.

Moter le temps zéro qui correspond & 'addition de pancréatine, il correspond au déclen-
chement de |a réaction.

Laisser incuber 20 minutes.

Prélever 5 cm? de milieu réactionnel dans chacun des erlenmeyers et introduire chacun
des prélevements dans un tube & essais contenant 10 gouttes de lugol.

Prélever également 2 em? de milieu réactionnel dans chacun des erlenmeyers, et tester 4
I'aide de la ligueur de Fehling "apparition d’un pouvoir réducteur.

Dans un tube a essais, introduire ;

- 2 em? de solution de ligueur A de Fehling ;

- 2 cm? de solution de ligueur B de Fehling ;

- 2 em? de milieu réactionnel.

Porter a ébullition, Rechercher |"apparition d'un précipité rouge.

Pour le milieu réactionnel A, I"amidon a dispary (coloration a 'iode négative), un pouvoir
réducteur est apparu.

FPour le milieu réactionnel B, I"amidon n'a pas &té transformé, la coloration a iode est
positive et, de plus, il y a absence de pouvoir réducteur.

Quelle conclusion peut-on apporter a cette partie de 'expérience 7

B Dialyse de I'enzyme

Réaliser un essai en introduisant 'enzyme, dans le milieu réactionnel, enferme dans un
petit sac de dialyse (fig. 2.9).

Dans une fiole erlenmeyer C de 250 cm?®, introduire 100 cm? de solution tamponnée
ipH 7.1) d'amidon. Préchauffer & 37 °C cette solution pendant quelgues minutes.,

Ajouter 5 cm? de solution tamponnée de pancréatine enfermée dans un petit sac de dia-
lyse,

Laisser incuber 20 minutes.

Comme il est décrit ci-dessus, faire la réaction a 'iode et a la liqueur de Fehiing. La réac-
tion & I'iode est positive, celle & la ligueur de Fehling est négative.

Conclure et interpréter.

W Effet de la température

Cetle expérience a pour but d'étudier le comportement de ['enzyme a 0 °C et a4 65 °C.
Dans une fiole erlenmeyer D de 250 em?, introduire 100 em?® de solution tamponnée
ipH 7.1) d"amidon. Préchauffer 4 65 °C cette solution pendant quelgues minutes et, dans
une fiole erlenmeyer E de 250 cm?, introduire 100 cm? de solution tamponnée (pH 7.1)
damidon. Placer cette solution pendant quelgues minutes a 0 °C.

Ajouter, dans chacun des erlenmeyers, 5 em? de solution tamponnée (pH 7,1) de pan-
créatine, Incuber les 2 milieux réactionnels, I'un () & 65 °C, 'autre (E} a O °C, pendant
20 minutes.

Faire la réaction a lliode et & la liqueur de Fehling. Pour chacune des 2 expériences la
réaction a l'iode est positive, celle 4 |a ligueur de Fehling est négative ou faible,

Conclure et interpréter.

W Effet du pH
Cette expérience a pour but d'étudier le comportement de l'enzyme a pH 3 et a pH 12,



Dans une fiole erlenmeyer F de 250 cm?, introduire 100 em? de solution tamponnée a
pH 3 d'amidon et, dans une fiole erlenmeyer G de 250 cm?, introduire 100 cm” de solu-
tion tamponnée a pH 12 d’amidon. Préchauffer @ 37 °C ces solutions pendant quelques
minutes.

Ajouter, dans I'erlenmeyer F, 5 cm? de solution tamponnée & pH 3 de pancréatine et,
dans I'erlenmeyer G, 5 cm? de solution tamponnée de pancréatine tamponnée & pH 12
Laisser incuber 20 minutes a 37 *C.

Faire la réaction a 'iode et a la liqueur de Fehling. Pour chacune des 2 expériences, la
réaction a 'iode est positive, celle 3 la ligueur de Fehling est négative ou faible,

Conclure et interpréter.

W Spécificité

Cette expérience a pour but d'étudier le comportement de "'enzyme vis-&vis d'un substrat
polyosidigue différent de "amidon, U'inuline, gui est un polyfructosane [condensation de
fructofuranoses reliés en (2 — 1), donc dépourvue de pouvoir réducteur, a 'exclusion
d'un résidu fructose en bout de chaine).

Dans une fiole erlenmeyer H de 250 cm?, intraduire 100 cm? de solution tamponnée a
pH 7.1 diinuline. Préchauffer 8 37 °C cette solution pendant quelgues minutes.

Ajouter, dans I'erlenmeyer H, 5 cm- de solution tamponnée & pH 7,1 de pancréatine.
Laisser incuber 20 minutes a 37 “C.

Faire la réaction & la liqueur de Fehling, la réaction a l'icde n'est pas significative. La
réaction & la liqueur de Fehling est négative ou faible.

Conclure et interpréter.
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5 5 Détermination des parameétres cinétiques K., et V,

Mots cles
Enzyrme, phosphatase alcaling, constante de Michaelis, vitesse maximum.

Principe
La phosphatase alcaline catalyse |'hwdrolyse des monoesters de |"acide O-phosphorigue.

La réaction utilisée pour mesurer I'activité de cette enzyme est I"hydrolyse du paranitrophé-
nylphosphate hexahydraté, sel disodique (PNPP, masse molaire = 371,15 g/mol) (fig. 9.1).

o

[ Phosphat ase
N2 ) _?_CI'NEI' + Ha0 icaine MO OH + NagHPO5
OMa*
PHPP {incolore) PHNP (jaune an milieu alcalin)

Figure 9.1. Equation 4 hydrolyse du PNPP.

L'un des produits de ['hydrolyse : le paranitrophénol (PNP) est jaune en milieu alcalin et
présente un maximum d'absorption a 410 nm.

La réaction est effectuée a pH 9.8, le milieu est tamponné par un tampon digthanolamine
{DEA). La diéthanolamine est un agent transphosphorylant capable de fixer les ions phos-
phates libérés au cours de la réaction d'hydrolyse.

Pour les réactions a deux substrats dont I'un est en concentration constante et en large
excés, ce qui est le cas de cette réaction (I'eau est en concentration constante), la fonc-
tion v, = 1 {5,), dans laguelle v, représente la vitesse initiale et (S,) la concentration ini-
tiale en substrat, vérifie la relation de Michaelis-Menten :

K,, est la constante de Michaelis ;

V,, est la vitesse maximum pour une concen-
tration d’enzyme donnée.

Cette expérience consiste a mesurer des
vitesses initiales de réaction en faisant varier
la concentration initiale de substrat (5,). en
maintenant constants la concentration
d'enzyme, le pH, la température. K, et V,, sont
déterminés graphiquement grace a la représen-
tation de Lineweaver-Burk (fig. 9.2).

i
Vi
La représentation de la fonction 1/vi
= f [14(5,)]. est la plus commode & utiliser car
S
B

cette fonction est représentée par une droite :

1 Ky 1 1
—1 _:.:__|._
Vi VMmoo (Sgl Vg

-
1
;s (£
Figure 9.2, Représentation de Lineweaver-Burk.



Sécurite

La diéthanolamine est un composé irritant placé dans la classe 4 de la classification toxi-
cologique helvétique {composé critique).
Le tampon DEA et la solution de PNPP ne doivent pas étre pipetés a la bouche.

Matiare d'muvre

W Matériel biologigue et réactifs

- Solution d’enzyme : préparer une solution de phosphatase alcaline en diluant au
1/2 500 la suspension commerciale de phosphatase alcaline de veau & 1 400 W/ mL
et 140 Ul/mg dans du tampon DEA (réf. Boehringer 108162). A conserver au froid.

— Solution de substrat : solution de paranitrophénylphosphate disodigue, 5 mmaol /L.

— Tampon digthanolamine pH 9,8 (tampon DEA commercialisg par Merck).

- Solution de phosphate 1072 mel/L : solution de Ma,HPO,, 2 H,05 1,78 /L.

N Matériel

= Un bain thermostaté régla a 37 "C.
- Un spectrophotométre visible.

= Cuves pour spectrophotometre.

— Tubes & essais.

- Portoir métalligue pour tubes a essais.
— Deux pipettes graduées de 5 cm?,
— Une pipette graduée de 2 cm?.

- Une pipette jaugée de 2 cm?.

- Une pipette jaugée de 1 cm?,

— Une pipette jaugée de 0,2 cm?.

~ UUne poire d'aspiration.

Mode opératoire

Préparer & tubes (mis en place dans un portoir immergé dans un bain thermostaté a
37 °C), en respectant le mode opératoire présenté dans le fableau 9.0

Tableau 9.1 Mode opératoira

Tube n*® 0 1 2 3 4 5
Tampon DEA, pH 9.8 (en cm? 2.5 2.5 2.5 2.5 2,5 2.5
Sol de PNPP 5 mmaol/L (en cm?) o 0,2 0,3 0.5 1 1.5
Eau distillée (en cm™) 2.5 2.3 2.2 2 1.5 1
Solution d'enzyme (en cm?} 0.2 0,2 0.2 0.2 0.2 0.2

Incuber chague tube pendant
exactement 2 minutes 8 37° C

MalOH 1 mol/L {en em3) 2 2 2 2 2 2
Absorbance mesurée 8 410 nm ]

Concentration du PNPP en mmol /L

de milieu réactionnel 0,192 0288 0.480 0,961 1.442

Afin de respecter la durée exacte d'incubation de 2 minutes, il est conseillé de déclen-
cher la réaction par ajout de la solution d'enzyme {agiter le tube immediatement aprés
I"addition), en décalant les ajouts exactement de minute en minute et de bloguer la réac-
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tion 2 minutes exactement aprés son déclenchement par addition de solution de soude
{agiter le tube immédiatement aprés 'addition).

Les temps de déclenchement et d'armét de la réaction doivent étre organisés selon un
tableau (tab. 4. :

Tableau 9.1 Organisation des temps de déclenchement et d'arrét de la réaction

Tube n* o 1 2 3 a S5
Declenchement de la réaction par gjout 0 1 4 5 B 0
de la solution d'enzyme au temps t (en min)

Arrét de la réaction par addition de |la solution 7 3 g 7 10 11

de soude 1 mol/L au temps t (en min)

Résultats, observations et interprétation

Tracer la courbe 1/A,,, = f[1/(5y)], expression dans laquelle (S,) est exprimée en mol/L
de milieu réactionnel.
Déterminer graphiquement Ky, {en mol/L de milieu réactionnel) et Wy €N A,y Ma appary
en 3 minutes,
Calculer V,, en pmol de PNPP hydrolysé par minute et par cm® de solution d'enzyme.
Pour cela, appliquer la loi de Beer-Lambert 1A, = €471 - C
£440 du PNP = 17,5.10% mol-L.L.em L.
| = trajet optique encm (1= 1 cm).
¢ = concentration du PNP en mol/| de milieu de lecture (7,2 cm3).
Ayygie ¥ 10% 7,2

Wy = = A e x1,03
2%x17,5.10° x10° 0,2  **°




-§ -§ Influence de la présence d’ions phosphates
dans le milieu réactionnel

Mots clés
Inhibition compétitive, phosphate.

Principe

L'expérience consiste a mesurer des vitesses initiales de réaction :

- @ concentration constante d'enzyme ;

— & pH constant ;

- @ température constante ;

- a concentration initiale de substrat (S,) variable |

- en présence de phosphate.

Les résultats de cette expérience permettront de déduire dans quel type d'effecteur il faut
classer le phosphate vis-avis de la phosphatase alcaline.

Il existe trois types d'inhibitions enzymatiques réversibles.

Note : on appelle (1) la concentration en inhibiteur (en maol/L de milieu réactionnel) et I la
constante de dissociation du complexe EI.

_E
" E

B Inhibition compétitive

Les inhibiteurs compétitifs sont des analogues structuraux du substrat. lis entrent en
compétition avec le substrat pour se fixer sur le site actif de |'enzyme,

Dans certains cas, e produit de |la réaction enzymatigue ressemble suffisamment au
substrat pour étre lui-méeémea un inhibiteur de I'enzyme.

Que deviennent les paramétres cinétigues de "enzyme en présence d'un inhibiteur come-
pétitif 7

K" 12 constante apparente de Michaelis, est augmentée ; I'affinité de I'enzyme pour son
substrat diminue. ¥V, est inchangée (fig. 9.34 et B).

B Inhibition non compétitive

Un inhibiteur non compétitif se fixe sur un site de 'enzyme différent du site actif. Il peut
se fixer sur I'enzyme libre ou sur le complexe enzyme-substrat.

Que deviennent les paramétres cinétigues de I'enzyme en présence d'un inhibiteur non
cormpéetitif 7

La constante de Michaelis K,, est inchangée . ['affinité de 'enzyme pour son substrat ne
varie pas. V,, est diminuée (fig. 9.44 et B).

B Inhibition incompétitive

L'inhibiteur incompétitif se fixe sur le complexe ES, en un site de "'enzyme différent du
site actif.

Que deviennent les paramétres cinétigues de 'enzyme en présence d'un inhibiteur incom-
pétitif ?

La constante de Michaelis K,, est diminuée ; ["affinité de I'enzyme pour son substrat est
augmentée. V,, est diminuée {fig, 9.54 et BJ.
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Figure 9.3. Etude cinétigue de I"effet d'un inhibiteur compétitif & |a concentration (1}.

(&) Eguation et représentation de Michaelis-Menten.
(B) Equation et représentation de Lineweaver-Burk,
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Figure 9.4, Etude cinétigue de |'effet d'un inhibiteur non competitif 3 la concentration {1).
(A) Equation et représentation de Michaelis-Menten.
(B} Eguation et représentation de Lineweaver-Burk.
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Figure 9.5, Etude cinétique de 'effet d'un inhibitewr incompétitif & la concentration {1).

(&) Equation et représentation de Michaelis-Menten.
(B] Equation et représentation de Lineweaver-Burk,

Mode operatoire

Préparer G tubes (mis en place dans un portoir immergé dans un bain thermostaté a
37 °C), en respectant le mode opératoire présenté dans le tableau 9,011,

Tableau 9.101 Mode opératoire

Tube n* L+ i 2 3 4 5
Tampon DEA, pH 9.8 (en cm¥) 2.5 2.9 2.3 2.5 2.3 2,5
Solution de PNPP 5 mmel/L (en cm) 0 0.2 0.3 0.5 1 1.5
Solution de phosphate 1072 mol/L (en cm?) 0,5 0,5 0.5 0.5 0,5 0.5
Eau distillée {en cm™) 2 18 1.7 1.5 1 0.5
Solution d'enzyme (en cm?) 0.2 0.2 0.2 0,2 0.2 0.2
Incuber chaque tube pendant
exactement 2 minutes a 37° C
NaOH 1 mol/L (en em?) 2 2 2 2 2 2
Absorbance mesurée & 410 nim 0

Concentration du PMNPP en mmol /L

de milieu réactionnel 0 0182 0288 0480 0961 1.442




Afin de respecter la durée exacte d'incubation de 2 minutes, il est conseillé de déclen-
cher |la réaction par ajout de |a solution d'enzyme {(agiter le tube immédiatemeant aprés
I'addition), en décalant les ajouts exactement de minute en minute et de bloguer la réac-
tion 2 minutes exactement aprés son déclenchement par addition de solution de soude
(agiter le tube immédistement aprés I"addition).

Les temps de déclenchement et d'arrét de |la réaction dolvent étre organisés selon un
plan préétabli.

Tracer sur le méme graphe la courbe 1/A,,, = f[1/(5,)] sans phosphate et la courbe
178, = TIL/15,)] avec phosphate.

En déduire l'influence des ions phosphates sur la cinétique de l'enzyme. Déterminer gra-
phiguement K, (en maol/L de milieu réactionnel).



A4 H Influence de la concentration en enzyme

Mots clées

Vitesse de réaction enzymatique, influence de la concentration en enzyme.

Principe

La manipulation consiste 4 mesurer les vitesses initiales de réaction a :

- concentration initiale de substrat [51}:" constante ;

— pH constant ;

- lempérature constante ;

- concentration variable en enzyme.

Dans le cas ol la relation de Michaelis est applicable a une réaction enzymatigue, la for-

mation du complexe enzyme-substrat peut &tre représentée par le schéma réactionnel
suivant :

ky kg
E+S5S2E5—=E+P
Ky

La vitesse maximale V,, qui représente la vitesse initiale obtenue lorsque toutes les
molécules d'enzyme catalysent la réaction, peut s'écrire ;

. . ) Vi = k5 (E)
L'éguation de Michaelis-Menten :
S
v = Vi, [—D}S
Kips +150)
devient : M 0
{Sg)
Vi = kg (Eq) ————
Ky + (5]
Lorsque (5,) est constante, v, est proportionnelle a(E;).
Mode opératoire

Préparer & tubes (mis en place dans un portoir immergé dans un bain thermostaté a
37 °C), en respectant le mode opératoire présenté dans le tableau S0V,

Tableau 9.IW Mode opératoire

Tube n*® 0 i 2 3 4 5
Tampon DEA, pH 3,8 (en cm®) 25 25 2.5 2.5 2.5 2.5
Solution de PNPP S mmal/L (en cm?) 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Eau distillés {en cm?) 1,2 1 0.8 06 0.4 0,2
Solution d’enzyme (en cm) 0 0,2 0.4 0.6 0.8 1

Incuber chague tube pendant
exactement 2 minutes 4 37° C

NaCOH 1 mol/L {en cm?) 2 2 2 2 2 2
Absorbance mesurée @ 410 nm LN
Concentration du PMNPP en mmal /L

de milleu réactionnel 1,442 1,442 1,442 1442 1442 1,442




Comme pour les manipulations précédentes, afin de respecter la durée exacte d'incuba-
tion de 2 minutes, il est conseillé de déclencher |la réaction par ajout de la solution
d'enzyme (agiter le tube immeédiatement aprés I'addition), en décalant les ajouts exacte-
ment de minute en minute, et de blogquer la réaction 2 minutes exactement aprés son
déclenchement par addition de solution de soude (agiter le tube immédiatement aprés
I"addition).

Les temps de déclenchement et darrét de la réaction doivent étre organisés selon un
programme préétabli.

Résultats, observations et interprétation

Tracer la courbe A,,, = f (E}, E &tant le volume de solution d’enzyme, exprime en em?,
introduit dans chague tube,
Interpréter et conclure,



Etude spectrophotometrique
d’un coenzyme, le NAD*




S35 Etude spectrophotométrique d'un coenzyme, le NAD*

Mots cles
MAD™, NADH, spectre d absorption.

Principe

Le NAD* est un coenzyme de structure dinucléotidique, gui participe & de nombreuses
réactions d oxydoréduction, comme transporteur réversible de 2 électrons (fig. 10.1).

AH, + NAD* — A + NADH + H*
A partir d'un substrat réduit AH., il y a transfert direct de 2 électrons et d'un proton.

| H H
c Mcf
P
P e —conm, Ho o™ ™S e conm,
ARz 1 l | _— I | + i+ H
Co b C C
H.-r"" HN,.-" H H_,.-' Hhr-'.lf
I
" ;
MA D M D

Figure 10.1. Meécanizsme d'action du NADH,

Le MAD* posséde une bande d'absorption UY & & = 260 nm. La forme réduite présente
une bande supplémentaire pour & = 340 nm (fig. 10.2).

Alrsorbancs

240 260 ZBO 300 320 340 360 380 (nm)

Flgure 10.2. Spectres d'absorption du NAD® et du NADH.



Sécurité
Cette expérience ne présente aucune difficulté sur le plan de la sécurité.

Matiére d'ccuvre

B Raactifs

- Solution de (NADH, HY) : préparer une solution d'amide dihydronicotinigue-adénine-dinu-
cléotide, sel disodigue (masse molaire = 709,42 g/mol) & 7 mg,/100 cm? d'eau distil-
&g,

~ Solution de NAD™ : solution d'amide nicotinigue-adénine-dinucléotide (masse molaire
= 663,44 g/mol) 3 6,6 mg,/100 cm? d'eau distillée.

B Matériel

- Un spectrophotométre UV,

— Cuves spéciales UV pour spectrophotométre.

- Une balance de précision (sensible au 1/10 de mg).
- Une fiole jaugée de 100 cm?

Mode operatoire

FPlacer dans le faisceau de mesure une cuve spéciale UV contenant la solution de sel
disodigue de NADH & 7 mg/100 cm?® d'eau distillée.

Placer dans |e faisceau de référence une cuve spéciale UV contenant de 'eau distillée.
Tracer le spectre de la solution de MADH en balayant le domaine spectral de 380 &
220 nm,

Refaire la méme expérience en remplagant la solution de NADH par la solution de NAD® &
6,6 mg/ 100 em?® d'eau distillée,

Reésultats, observations et interprétation

Identifier les longueurs d'onde des pics caractéristigues du NADH et de celui du MAD™,
sachant que le coefficient d'absorption molaire lingique du NADH a 340 nm est égal a

Eqan = 6,3.10° mol-l.Lem™t, déterminer le taux de pureté du sel disodique de NADH uti-
lisé.
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Dosage enzymatique
du glucose d’un vin blanc doux,
méthode « point-final »
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4 A Dosage enzymatique du glucose d'un vin blanc doux,
méthode « point-final »

Mots clés
Cosage enzymatique, glucose, méthode « point-final =,

Principe
Le D-glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate (GGP), en présence d’hexokinase
(HK) et d"adénosine-5'-triphosphate (ATP) :
HHK
D-glucose + ATP — glucose-G-phosphate + ADP

En présence de glucose-B-phosphate déshydrogénase (GEPDH), le glucose est oxydé par
le nicotinamide-adénine-dinuc2otide phosphate (NADP*). Il g& forme du nicotinamide-adé-
nine-dinucléotide phosphate réduit :
GEPDH
glucose-6-phosphate + NADP™ — gluconate-G-phosphate + NADPH + H”
La guantité de NADPH formée au cours de la réaction est proportionnelle a la quantité de
C-glucose, On la mesure par I"augmentation de I'absorbance a 340 nm.

Securite

Cette expérience ne présente aucune difficulté majeure sur le plan de |la sécurité. La tri-
éthanolamine est un composé irritant, mais peu dangereux. Ne pas pipeter a la bouche le
tampon trigthanalamine.

Matiere d'ceuvre
B Matériel biologique

Vin blanc doux non gazeux.

H Réactifs
Coffret de dosage du D-glucose dans les aliments (réf. Boehringer 716251).

B Matériel

= Un spectrophotométre.

— Cuves pour spectrophotométne.

— Une fiole jaugée de 10 cm3.

~ Une fiole jaugée de 100 cm?.

- Une pipette de 1 cm®.

- Une micropipette de 0,1 cm?®, de préférence Pipetman P200 Gilson (réf. Prolabo
01 285 055).

— Une pipette graduée de 2 cm?.

- Une poire d'aspiration.

- Une micropipette de 20 pl, de préférence Pipetman P Gilson (réf. Prolabo 01 285 011).

Mode operatoire

8 Compesition du coffret

Le coffret contient :

- 3 flacons -1- contenant environ 7,2 g de lyophilisat, composé de tampon triéthanola-
mine pH 7,6, de NADP* : 110 mg, d’ATP : 260 mg, de sulfate de magnésium et de sta
bilisateurs ,;



— 3 fiacons -2- contenant environ 1,1 cm? de suspension enzymatique composée d'hexo-
kinase (environ 320 UI) et glucose-G-phosphate déshydrogénase (environ 160 Ul) ;

— un flacon de solution agueuse stabilisée de glucose (standard).

Remargue : la solution -1- est stable 4 semaines 8 + 4°C et 2 mois a = 20°C ;| le

contenu des flacons -2- est stable 1 an & + 4 °C. 1| est nécessaire de ramener les solu-

tions réactionnelles a 20-25 *C avant utilisation.

B Préparation des solutions
— Dissoudre le contenu d'un flacon -1- avec 45 em® d'eau bidistillée.

— Utiliser le contenu d'un flacon -2- sans le diluer.
- Utiliser le contenu du flacon standard tel quel (la concentration est indiguée sur 1"&ti-
quette).

W Dilution de I"'échantillon

La quantité de glucose dans la cuve doit &tre comprise entre 4 et 50 pg. La prise d'essal
d'échantillon est comprise entre 0,1 et 2 cm?, le volume est complété 3 2 em? en gjou-
tant de 1,9 4 0 em? d’eau bidistillée.

Tableau de dilution

Concentration estimée Dilution avec de I'eau
de D-glucose en g/L d'échantilion distillée Factewr de dilution F
< 0.5 - 1
0,585 1+9 10
5as50 1+ 99 100
= 50 1+ 999 1 000

Me connaissant pas |a teneur en glucose du vin blanc, il est conseillé de faire deux
essais, 'un en pratiquant une dilution au 1,/10, P'autre avec une dilution au 1,/100.

B Dosage

Les essais sont réalisés directement dans la cuve spectrophotométrique, a une tempéra

ture ambiante comprise entre 20 et 25 °C.
Les absorbances sont lues contre |'air {pas de cuve dans le faisceau optique).

Introduire dans les cuves Témoln Essal 1 (F=10) Essal 2 (F = 100)
Salution -1- {en cm?) 1 1 1
Echantillon de vin dilué 10 fois (en em®) 0,1

Echantillon de vin dilué 100 fois (en cm?) 0.1

Eau bidistillée {en cm?) 2 1,9 1.9

Mélanger avec une microspatule en plastique ou par retournement sur parafilm. Aprés 3 minutes
environ, lire les absorbances & 340 nm (A, ) contre I"air el déclencher |a réaction par addilion de .

Suspension -2- (en cm?) 0,02 0,02 0,02

e e bt ]

Melanger comme il est indiqué ci-dessus, attendre |a fin de la réaction (environ 10 a 15 minutes)
et lire les absorbances a 340 nm (A,} contre I'air. Si la réaction n'est pas terminée aprés

15 minutes, continuer & lire les absorbances de 5 en 5 minutes jusqu'a obtenir des absorbances
iA,) constantes sur 5 minutes




Calculer les différences d"absorbance du témoin et de chague essai ;

- ["!"2 - "ﬂ"1]'Te-mn|n

= 1As = Aydecaain

- ['ﬂli - A:L}Eaianz

Déduire |a différence d'absorbance du témaoin de celle de chaque essai, on obtient :

= Megeais = Po = Aydessain = (A2 = Aqhramoin

= Mepcaiz = A2 = A desgaiz = (A2 = A hamein

Résultats, observations et interprétation

Er appliguant la loi de Beer-Lambert, la formule générale pour le calcul des concentra-

tions dans I vin dilué devient :

~ 3,02 x 180 x AA
exdx(0,1

£ est le coefficient d'absorption molaire lingéigue du NADPH a 340 nm, sa valeur est

6,3.10% mol™* Lem,

d est le trajet optique exprimé encm (d = 1 cmj.

La formule du caleul de la concentration de glucose dans le vin non dilué s'écrit :
c=0863xAxFg/L

c

g/L

W Controle du dosage
Le standard (solution -3-) est utilisé pour I'essai 4 la place de |'échantilion.
La concentration est mentionnée sur I"étiquette.
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Les manipulations stériles en microbiologie

Le but de ces manipulations consiste a apprendre les rudiments du travail stérile qui per-
mettront d'effectuer quelgues experiences simples en microbiologie.

Sacurite
B La tenuve
Le mampulateur doit etre vetu d'une blouse en coton, @ manches longues, entigrement
boutonnée (y compris les boutons des manches). La blouse doit étre réguligrement lavée,

Les fantaisies vestimentaires et décoratives doivent étre proscrites : bas de manches an
dentelles, bracelets, brelogues, etc.

B Le laboratoire

Le laboratoire de microbiologie est un lieu d'une extréme propreté, on ne désinfecte bien
qu'un local et des objets propres.

La paillasse doit &tre désinfectée avant et aprés |a manipulation a 'eau de Javel ou &
I"aide d'un désinfectant bactéricide, fongicide et viricide. Le matériel v est disposé selon
une organisation rationnelle et ergonomique. Aucune affaire personnelle ne doit étre pla-
cee sur la paillasse.

Il ne doit pas y avoir de courants d'air qui peuvent transporter des microbes, le chauffage
ou ba climatisation par air pulsé sont a proscrire. Fenétres et portes doivent étre mainte-
nues fermées.

B Le matériel

Le matériel est stérilisé avant et aprés utilisation. Les objets en verre ou en meétal sont
stérilisés au four Pasteur (chaleur séche), pendant 30 minutes & 180 °C.

Les milieux de culture, les liguides en général, sont stérilisés a 'autoclave (chaleur
humide), en général & 120 °C, sous 1 bar de pression, pendant 20 minutes.

Le matériel a usage unique en plastique est stérilisé par vole chimigue (oxyde d'éthyléne)
ou par rayonnement UY,

Les liguides thermolabiles sont stérilisés par filtration. Le procédé le plus pratigue
consiste a utiliser des filtres membranes dont le diametre des pores est egal a 0,45 pm
(sont &liminés les bactéries et les champignons, mais pas les virus).

Le petit matériel d'usage courant : anse de platine (dse), fil droit, pipette Pasteur, est sté-
rilisé a la flamme.

Aprés chaque expérience, le matériel est désinfecté par trempage dans de I'eau de Javel
ou stérilisé a I"'autoclave avant d'étre jeté ou réutilisé.

Les lames, lamelles et les pipattes utilisées sont mises a tremper dans de 'eau de Javel
dileée (10° chlorométriques).

Les cultures a détruire sont autoclavées avant d'étre jetées : seul le matériel en verre est
récupéré aprés cette opération et lavé en machine.

B Le manipulateur

Les cheveux longs doivent &tre attaches.

Les mains doivent 8tre lavées avec un savon bactéricide (ne pas utiliser le désinfectant
utilisé pour décontaminer les paillasses qui est irritant pour la peau), avant et aprés
chagque manipulation.

Ne jamais manger ni boire dans le laboratoire, ne pas porter les maing a la bouche. Ne
pas parler, éternuer, tousser pendant une manipulation stérile, Ne pas toucher d'objets
personnels pendant la manipulation.



Me rien pipeter a la bouche, utiliser une poire
d aspiration. Le manipulateur doit étre a jour
pour les vaccinations obligatoires.

B L'atmosphére stérile avtour du bec Bunsen

Zarne de travail atérila

Le bec Bunsen assure la combustion d'un P Courants
gaz carburant (gaz de ville ou gaz butane) en die convestion
utilisant I'oxygéne de I'air comme comburant. _ .

— 1'E-E|n|.* jau"E'Fhmmr
| U

Il se crée autour de la flamme une zZone o .
[ #— Cine bleu

I"air est stérilisé par passage dans la flamme.
C'est dans cette zone que s'effectuent les

manipulations stériles {fig. 12.1). e Vil [ O]
Le diamétre maximum de la zone de travail ',._//-! — Gaz carburant

gui est piriforme se situe & la hauteur du
cone bleu de |a flamme. Cest préférentielle-
ment & cette hauteur que s'effectueront les  Figure 12.1. Le cdne de stérlité engendré
apérations de travail stérile. par la combustion du gaz dans un bec Bunsen.

LS Confection de pipettes Pasteur stériles

Mots cles
FPipettes Pasteur.

Matiere d'euvre

— Canne de verre de 8 mm de diamétre extérieur et de 6,2 mm de diamétre inté&rsur,
- Coton cardé,
- Tige d'acier inoxydable de 2 mm de diamétre.

Mode opératoire

Couper de la canne de verre (diamétre externe de 8 mm, diamétre inteme de 6.2 mm) a
30 cm de long. Border fes extrémités a la flamme, Aprés refroidissement, boucher les
extrémités au coton cardé en s'aidant d'une tige métalligue de 2 mm de diamétre
(fig. 12.24).

Les pipettes sont rassemblées par paguets de 20, entourées d'une feuille de papier filtre
el stérilisées au four Pasteur a 170 *C, pendant 30 minutes.

Pour procéder a |'étirage d'une pipette Pasteur, il faut la chauffer en son centre sur une
longueur de 5 cm environ. Pour cela, placer le milieu de la pipette a la pointe du cone
bleu de la flamme (Ag. 12.28), incliner la canne de verre de fagon & béndficier de la plus
grande longueur de chauffe et lui imprimer un mouvement de rotation. Me pas tirer sur les
extrémités de |la canne de verre pendant la période de chauffage. Lorsque le verre a
atteint une consistance suffisamment pateuse, sortir la canne de verre de la flamme,
I"&tirer de facon & obtenir une effilure de 42 & 46 cm de long (pas plus sinon la pipette
serait trop fine) et, tout en tirant, imprimer des mouvements de rotation dans un sens
puis dans "autre (fig. 12.2CL

Laisser refroidir la pipette sous tension controlée afin qu’elle ne se déforme pas.



FProcéder a |la séparation des 2 pipettes correspondant aux deux moitiés de la canne de
verre Initiale, en chauffant "effilure en son miliew, sans tirer, @ un endroit ou la flamme
n'est pas trop chaude {base du cone bleu) (fig. 12.2D).

Obturer les deux pipettes formées en les « boutonnant = | pour cela placer les 2 effilures
verticalement en haut du cone jaune de la flamme (fig. 12.2E).

(A}
(B}
e T —
T = ] =
L L=
ic)
)] (E}
— G constant = 2 mm e Trail de lime A EII'I‘IFH'.'IIJlE
1 : Bouton de scellement
|1 Ci
L= 20 cmi \
{F)

Figure 12.2.  Confection d'une pipette Pasteur,

{A) La canne de verre stérile bouchée au coton cardé, avant étirage.
(B] Le chauffage de la canne de verre,

(C) L'étirage.

(D} La séparation des 2 pipetles.

(E} L'obturation par = boutonnage « des 2 pipettes.

(F} Pipette Pasteur terminge,



4 H Transfert liquide-liquide

Mots cles
Manipulations aseptiques, transferts stériles liquide-liguide.

Principe
Le but de cette expérience consiste a transférer stérilement 10 gouttes d'eau stérile
dans un tube de bouillon ordinaire,

L'absence de pousse aprés 24 heures d'incubation a 37 °C indiguera que la manipula-
tion a été exécutés dans des conditions d'asepsie corectes.

Matiere d'euvre

B Réactifs et milieux
= Un tube d'eau distillée stérile,
- Un tube de bouillon ordinaire.

B Matériel

- Une pipette Pasteur.

- Une lime a ampoule,

= Une poire d'aspiration adaptable a la pipetie Pasteur.
— Une étuve de bactériologie réglée a 37 °C,

Mode operatoire

L'organisation de la paillasse est décrite a la figure 12.3.

Graver a 1 cm du bouton termimal d'une pipette Pasteur un trait de lime a ampoule,
Adapter la poire d’aspiration sur la pipette Pasteur,

Frendre le tube d'eau dans la main gauche ; le dévisser en se plagant dans I"atmosphére
stérile du bec Bunsen, le bouchon est tenu entre l'auriculaire et |la paume de la main
droite (fig. 12.4A).

FPasser trés rapidement le haut du tube dans la flamme (fig. 12.48). Saisir la pipette
Pasteur munie de la poire d'aspiration de la main droite. [l faudra prévoir au préalable de
disposer le verre & pied qui la contient & proximité de la zone de stérilité (fig. 12.3).

Pipeties Pasteur stériles

|

1
Bec Bunsen |
. Poire
L I} d'aspiration
Bac 4 eau
m ] Coton de lavel
Bosuillon ; Eau ' & e
ordinaire | 1 i stérile |
2 K] 1

Figure 12.3. Crganisation du plan de travail pour un transfert stérile iguide-liguide,



Casser 'extrémité de la pipette au niveau du trait de scie & ampoule, la stériliser en la
passant trés rapidement 2 fois dans la flamme {elle ne doit pas fondre).

Plonger I'extrémité refroidie de la pipette dans le tube d'eau stérile. Aprés plusieurs pres-
sions sur la poire, remplir 1a pipette (fig. 12.4C).

Passer &4 nouveau le haut du tube dans la flamme, le reboucher et le poser dans le por-
toir.

A ce moment, la main gauche ast libre et la main droite maintient [a pipette pleine d'eau
stérile dans la zone de stérilité,

1— Tube ouvert

Atmosphisg Starile

Bouchon
(A} (e

Foirg o aspiration

Tube de liguide

Fipetie Pastowr Bouchon

(c)

Figura 12.4. Transfert stérle liguideliguide.
(A Dévissage dun tube,

(B} Stérilisation & la flamme du haut du tube,
(&} Remplissage de la pipette Pasteur.

De la main gauche, saisir le tube contenant le bouillon ordinaire stérile. Le dévisser en
opérant de la méme maniére que pour le tube d'eau. Passer le haut du tube dans la
flamme. Y introduire la pipette Pasteur pleine. Compter 10 gouttes d'eau. Repasser le
haut du tube de bouillon ensemenceé dans la flamme, le reboucher et le poser dans le
portoir. leter la pipette dans le bac & eau de lavel,

Incuber e tube ainsi préparé pendant 24 heures a 37 °C.

Reésultats, observations et interprétation

L absence de trouble, indication d'une absence de culture, est le signe d'ung manipula-
tion exécutée dans des conditions d'asepsie convenables.



5 H Transfert liquide-solide

Mots cles
Manipulations aseptigues, transferts stériles liguide-solide,

Principe

Le but de cette manipulation consiste a faire un « isolement « 4 partir d’eau stérile sur
gelose trypticase-soja. L'absence de culture aprés 24 heures d'incubation a 37 °C indi-
guera que la manipulation a été exécutée dans des conditions d'asepsie correctes.

Matiére d'cuvre

B Réactifs et milieux

= Un tube d'eau distillée stérile.

- Une gélose trypticase-soja (GTS), coulée en boite de Pétri et séchée en la plagant
ouverte dans une étuve a 37 °C pendant 20 minutes.

W Matériel

— Une ose.

— Une étuve de bactériologie réglée a 37 °C.
- Une pipette Pasteur boutonnée.

Mode opeératoire
L'organisation de |a paillasse est décrite a la figure 12.5.

Ose [anse de plating)

0

——= Pipeties Pasteur stériles

Beo Bunsen

Boite de Pt
!'.:l |.E_-E|CIEE GTS) \'I.l |
Bac & eau

Eal de Javel

stérile L_

Figure 12.5. Organization du plan de travail pour un transfert stérile liguide-solide,

Tracer sur 'envers du fond de la boite contenant |a gélose le schéma de Nisolemeant par
la méthode des quadrants (fig. 12.7A)

Stériliser '0se. Pour cela placer 'anse verticalement dans |la flamme jusqu'a incandes-
cence, puis passer le fil horizontalement dans la flamme en stérilisant également le man-
drin de serrage du fil (fig. 12.6).

L'dse est utilisable apres refroidissement (30 s a 1 min) ; bien entendu, elle st mainte-
nue dans la zone de stérilité durant cette période,



Charger I'ose d'eau distillée.
Pour cela, saisir le tube d'eau
dans la main gauche, le
dévisser comme il est indiqué
figure 12.4, Le bouchon est
tenu dans la main droite
entre l'auriculaire et la paume
de la main,

Flonger dans |le tube d'eau
I'extrémité de I'Gse refroidie.
Reboucher le tube d'eau. Le
placer sur le portoir.

De la main gauche, saisir la
boite de Pétri, la poser sur la

| Cone jauns
Flamme +
| Cdne blau

Figure 12.6.

=— Mandrin de fixation
Fil
Ange

Stérilisation de 'Gse & la flammo,

paillasse prés du bec, dans |la zone de stérilité. Entrouvrir la boite et maintenir le cou
vercle ouvert de la main gauche. Déposer une anse pleine d'eau distillée au point A de |a

surface séche de la gélose (fig. 12.78).

Stériliser I"ose, la reposer dans le verre a pied desting a cet effet.

Point A
(A)

| i

| IQ'IJEIl:IrEII"l‘tE
& |||_..£ {

_'_'_,-F'"’
Stérilisation Stérilisation
e 13 pipetie de |a plpetie
(c)
A /’ \\ A i | \ /.ﬂ.

Pipetie
Pasteur
"-,ll:lnutclnnée

— m
1
I'.__ ” J Il"l‘I;':li}:lE'rl;E
.\K Fasteur
L boutonnée
Striation
des gquadrants | et ||
Figure 12.7. lzolement sur boite de Pétri.

(A) Schéma de |'isolement par la méthode des quadrants.
(B) Dépdit d'une anse d'eau distillée,
(C} Isolement par la méthode des quadrants,

Pipette
Pasteur
boutonmée




De la main droite, saisir une pipette boutonnée, la stériliser par 2 ou 3 passages rapides
dans la flamme.

Placer |e bouton de |a pipette refroidie au point A, point o0 le dépdt de I'échantillon & iso-
ler a €té effectue. Strier les 2 premiers quadrants (| et I}, sans labourer la gélose.
stériliser a nouveau la pipette par 2 ot 3 passages rapides dans la flamme, puis strier
les quadrants [l et 1. Stériliser une fois encore la pipette par 2 ol 3 passages rapides
dans la flamme et strier les quadrants il et IV (fig. 12.7CL

Jeter la pipette dans le bac a eau de Javel,

Incuber 1a boite de Patri retournée & 'étuve pendant 24 heures a 37 °C (il est nécessaire
de retourner les boites de facon gque 'eau de condensation ne se dépose pas a la sur-
face de la gélose).

Rasultats, observations et interprétation

L'absence totale de colonies sur la gélose indique une manipulation exécutée dans des
conditions correctes d'asepsie.
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4 W Confection d'un frottis de yaourt
et coloration au bleu de méthylene

Motis clés
Flore bactérienne du yaourt, réalisation d'un frottiz, coloration au bleu de méthyléne.

Principe

La coloration au bleu de méthyléne est une coloration simple qui se pratigue couramment
dans I'industrie laitiére. Elle permet d'observer la richesse microbiclogique de I'échan-
tillan, la forme et le mode de groupement des bactéries (fig. 13.1).

Sacurite
Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12,

FORBES MODRES DE GROUPEMEMNT
Coques COques

O Régulier sphirigue O Isolé
G D A faces aplatias {::O Diplocooue
GD A faces concaves OOOO0O0  chainette

Cocoobacille

Forme Intermédiaing Grappe ou amaAs

entre coque et bacille

Bagiiles Bacilles
C— Bouts camés — | solé
1 Bouwls ronds L I ] Ciplokacille
> Bouts effilés ' 1 1 I ] Cheinette
{T——— En massue
{C—) En haltéra Paquets d'épingles

Witwions
e Hiy

Palis=ade
Spiraides

oL, Bpirochetes

Figure 13.1. Farmes at modes de groupement des bactéaries,

li



Matiere d'cuvre
W Matériel biologique

Un yaourt (ne pas utiliser une préparation lactée au bifidus).

B Réactifs

— Solution de bleu de méthyléne a 2 %.
~ Alcool a 90 volumes.

- Huile a immersion.

B Matériel

= Un bac & coloration.
- Une lame.

- Une pipette Pasteur.
= Un microscope.

Mode opeératoire

Déposer, a |'aide d'une pipette Pasteur, au centre d'une lame propre et séche une gout-
telette de yaourt de 2 mm de diamétre (fig. 13.24). Etaler ce prélévement en faisant des
cercles concentriques, en un film régulier, le plus mince possible (fig. 13.28). Laisser
sécher e froltis a temperature ambiante ou & une température inférieure & 60 °C (utiliser
I"air chaud trés au-dessus de la flamme, ne pas surchauffer le frottis) (fig. 13.2C).
Recouvrir le frottis sec d'alcool a 20 volumes, laisser agir 2 minutes. Jeter 'excés

/ €

= Ripatle Pasteur

Ounieri \

(A}

Fratiis

Ar chaud & environ 60 *C
gu-dessus de la flamme

A

Lo [
Q VA '“/\|._Ee.mn

Gouttelette de yaourt de 2 mm
emviron de diamétre

(B)
Pipette Pasteur o) Lames a colorer  Bac en pyrex
ouverte )A\\ |
Froitisde 1 & 2 cm ‘ﬁl 1_,{ 1L. Y .-'1"-::
ge diametre Ill_,-;_j_ T '\-l' \l‘:'. 1l' ‘:l. "-\._I'l— ; . 'llﬂ' T—-
/ /-f 'Q__:'L LU W S ; \I".( J 4 "L_\_j‘
N 1Z % |

Figure 13.2. Réalisation d'un frottis de vaourt, \ [ 7
(A Deépot d'une goutieletie de yaourt. ) 7 Caoutchoue
(B) Réalisation du frottis, 0.3 cm Canne de Verre |\ r. e anglaise]
(C) Séchage du frottis, d'eau

(D) Réalisation de la eoloration. A fond du bac



d'alcool, laisser sécher, Cette partie de la manipulation est exécutée sur un bac a colora-
tion (fig. 13.20).

Verser sur le frottis fixé une solution de bleu de méthyléne a 2 %, laisser agir 30 secondes.
Laver d'un jet de pissette. Laisser sécher, ou sécher avec un morceau de papier filtre
sans rayer le frottis.

Observer & l'immersion : pour cela mettre une goutte d'huile & immersion sur le frottis
coloré et utiliser "objectif X100 a immearsion.

Résultats, observations et interprétation

Moter la forme et le mode de groupement des bactéries qui se répartissent en
2 espéces @ 'une en batonnet, c'est un lactobacille (Lactobacilius bulgaricus) et 'autre
arrondie, ¢c'est un streptocoque (Streptococcus thermophilus).




—fi Observation a I'état frais et coloration
au bleu de méthylene du bacille subtil (Bacillus subtilis)

Le matériel biologique utilisé pour cette expérience est constitué par des spores de
Bacillus subtilis qui sont commercialisées en pharmacie sous le nom de « Bactisubtil ».

Mots clés

Bacille subtil, observation a |"état frais, mobilité, morphologie, coloration au bleu de
meéthyléne.

Principe

La coloration au bleu de méthyléne est une coloration simple gui permet d observer la
richesse microbiologigue de I'échantillon, la forme et le mode de groupement des bacté-
ries (voir fig. 13.1). L'observation a I'état frais, en revanche, permet 'observation des
bactéries vivantes et renseigne sur

leur mobilité,

Une bactérie est mobile si elle se Ciliature péritriche
déplace dans le champ microsco-

pigue par un mouvement gui lui est i S
propre. 1l est important de ne pas a
confondre mobhilité microbienne et

courant liguidien. Les bactéries sont b
considérées comme mohiles si leurs D s s

trajectoires sont aléatoires, pouvant

5e croiser ; en revanche, si toutes les a © ciliature monotriche
bactéries se dirigent dans la méme b : ciliature lophotriche
direction et dans le méme sens, il ¢ ociligture amphitriche

est impossible de conclure & une
quelcongue mobilité, /_\ /_\

Ciligtures polaires

Selon les modalités de la mobilité

bactérienne, on peut en tirer des

conclusions sur le type de ciliature. \\_/\ /\

Une trajectoire en zigzag, avec une Champ _/

bactérie qui pirouette et qui change MiGrostopoue

brutalement de direction, est le signe dj:”**”;‘_':!fg- aletat frais, ﬂt’lﬁﬁ"*ﬂ;';ﬂ:‘éj."ﬂﬂi f‘fl':-_‘i'ﬁ
8 T [ ' A i 26N JgLSd e = Fmeanlla wuneg Daciers

E;:EE rzg't?;;rﬁﬂp:::;‘c::ei tﬂ: EZJ;S; bactérie & l:ilia'ﬂurE pElErltri-Ehl': 3 ciligture polaire

ondulation est le signe d'une ciliature Figure 13.3. Mobilité et ciliatures des bactéries.
polaire (fig. 13.3).

-q,_ ,a———h—-

Securite

Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12,

Matiere d'ceuvre

B Matériel biologigue

Mise en culture la veille de "expérience (jour J-1) : ouvrir stérilement une gélule de
« Bactisubtil ». Prélever une Ose de spores gue 'on transférera stérilement dans un tube
de bouillon ordinaire. Incuber 24 heures & 37 °C.
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B Réactifs

- Solution de bleu de méthyléne a 2 %,
= Alcool a 90 volumes.,

= Huile a immearsion.

B Matériel

= Un bac a coloration.
- Une lame.

— Une pipette Pasteur.
= U micraoscope.

= Une pince brucelles,

Mode opératoire

B Observation a I'état frals

Déposer au centre d'une lame propre et séche une goutte de bouilllon de culture ense-
menceé de la veille avec des spores de Bacillus subtilis (fig. 13.44).

Recouvrir d'une lamelle couvre-objet (fig. 13.48) ; le liquide doit étre bien réparti sous la
lamelle, sans débordement. Si la préparation se desséche au cours de I'ochservation on
peut ajouter une gouttelette d'eau en la déposant au bord de la lamelle.

Observer au grossissement 400 ou 500 (oculaire de X10, objectif de 40 ou 50).

Sl des courants liquidiens empéchent 'observation, luter la préparation. Pour cela chauf-
fer a la flamme le fer a luter et le déposer a la surface de la paraffine. Répéter cetle opé-

(A)

Pipette Gouttelette
Passtaur de bouillon de culture
de 24 h
Lamalle
(B)

Lams l Goutte de bouillon
l de culture

e A
P P

Gouttes da paraffine Bordage de la lamelie

Figure 13.4. Obsarvation a I"état frais,

(&) Depdt dune goutte de bouillon de culture de 24 heures.
(B} Fose de la lamelle,

(C} Lutage de la lamelle & la paraffine.



ration a plusieurs reprises de fagon & avoir ung petite réserve de paraffine fondue (le fer
4 luter ne doit pas étre trop chaud, la paraffine ne doil pas grésiller).

Déposer aux 4 coins de la lamelle une gouttelette de paraffine fondue (fig. 13.4C) puis, a
I"aide du fer chaud, border la lamelle en faisant fondre les gouttes de paraffine déposées
aux 4 coins de la lamelle, qui doit étre entourée d'un film continu de 2 mm environ de
large.

Résultats, observations et interprétation

— Bacillus subtilis est-elle une bactérie mobile ou immaobile ?
- Le cas échéant, quel est le type de ciliature 7

B Réalisation d'un frottis bactérien et coloration au bleu de méthyléne

Déposer au centre d'une lame propre et séche une gouttelette de bouillon ensemencé
depuis 24 heures avec Bacillus subtilis de 2 & 3 mm de diamétre, 3 la pipette Pasteur,
Etaler ce prélévement en faisant des cercles concentrigues, en un film régulier, le plus
mince possible sur 1 & 2 cm® de surface. Laisser sécher le frottis & température
ambiante ou & une température inferieure a 60 "C (utiliser "air chaud trés au-dessus de
la flamme, ne pas surchauffer le frottis). Recouvrir e frottis sec d'alcool 8 90 volumes,
laisser agir 30 secondes, Jeter 'excés d alcool et enflammer "alcool résiduel, Cette par-
tie de la manipulation est exécutée sur un bac & coloration.

Verser sur le frottis fixé une solution de bleu de méthyléne a 2 %, laisser agir
30 secondes,

Laver d'un jet de pissette. Laisser sécher, ou sécher avec un morceau de papier filtre
sans rayer le frottis.

Observer & 'immersion : pour cela mettre une goutte d'huile & immersion sur le frottis
coloré et utiliser I'objectif X100 & immersion.

Resultats, observations et interpretation
Décrire la forme des bacilles et leur mode de groupement.



A Observation de la levure de biére
(Saccharomyces cerevisiae)

Mots clés

Levure, cellules eucaryotes, bourgecnnement.

Principe

La feyure de bigre ou levure de boulanger est une cellule eucaryote. Son observation a
I"&tat frais en utilisant un colorant gui améliore le contraste, le bleu coton, permet |"obser-

vation des noyaux.

La reproduction végétative de la cellule se fait par bourgeonnement (voir VI.32.4).

Sécurité

Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12,

Matiére d'ccuvre

Matériel biologigue

Un peu de levure de boulanger.
Réactifs

~ Solution de bleu coton.

-~ Solution de glucose a 100 g/L.

Matériel

= Un bac a coloration.
= Une lame.

— Une pipette Pasteur.
- Une ose.

= Un microscope.

— Une pince brucelles.

Mode opératoire

Dans un tube & hémolyse, verser
10 gouttes d'eau distillée, Y ajouter
une trés petite pointe de scalpel de
levure de boulanger et 2 gouttes de
bleu coton. Mélanger soigneuse-
ment et prélever, avec une pipette
Pasteur, une gouttelette du mélange.
Recouvrir d'une lamelle porte-objet.
Observer au grossissement moyan
{objectif X40 ou XE0).

Résultats, observations et inter-
prétation
On voit des cellules ovalaires de G a
8 um de long, immobiles, nucléées,
dont certaines sont bourgeonnantes
(fig. 13.5).

Cyloplasma |
f Levure
{ - Moyau | I
& - N

Levures bourgeonnantes

Figure 13.5. Rapréasentation d'un champ microsco-
pinue od'une préparation de levure de biére.
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La coloration de Gram

Principe

La coloration de Gram®*, sur laquelle est fondée la taxonomie bactérienne, rend compte
de la différence de composition chimigue de la paroi de deux groupes de bactéries (les
bactéries Gram -+ et les bactéries Gram -).

La paroi est 'enveloppe rigide gue possédent toutes les bactéries (a 'exception des
rares espéces qui en sont dépourvues : les mycoplasmes).

Le principe de la coloration de Gram consiste & soumettre un frottis bactérien séché et
fixé & I'action d'un colorant primaire violet (violet de gentiane dans le cas de la coloration
de Gram classique ou violet cristal pour la coloration de Gram standard dite Gram améri-
cain) puis a un mordangage au lugol {solution iodo-iodurée). A ce stade le cytoplasme de
toutes les bactéries est coloré en violet.

L'étape suivante, la plus délicate, est la différenciation a "alcool. Elle consiste a sou
mettre les bactéries ayant subi |a coloration primaire violette a V'action contrélée de
I"é&thanol. Certaines bactéries dont |a paroi est imperméable & "alcool dans les conditions
opératoires de |a coloration restent colorées en violet : elles sont Gram positif. D autres,
dont la paroi est perméable a I'alcool dans les mémes conditions, sont décolorées | elles
sont Gram négatif,

A 'issue de 'étape de différenciation, les bactéries Gram positif sont colorées en violet,
les bactéries Gram négatif sont incolores,

La dernigre &tape est la coloration secondaire dite aussi coloration de contraste qui
consiste & soumeattre le frottis & un colorant rose (fuchsine pour le Gram classique, safra-
nine pour le Gram standard) (tab. 14.1).

Outre le caractére Gram + ou —, cette coloration renseigne égalemeant sur la morphologie
bactérienne et sur le mode de groupement des bactéries (avec quelques réserves car la
réalisation du frottis peut abimer certains modes de groupements caractéristigues mais
fragiles).

= Coloration inventds par Gram, medecin bictogiste, en 1584,



4 EM Confection d’un frottis de yaourt et coloration de Gram

Mots clés
Bactéries du yaourt, coloration de Gram, réalisation d'un frottis.

Sécurité
Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites auv chapitre 12,

Matiere d'euvre
B Matériel biologigue
Un yaourt {ne pas utiliser une préparation lactée au bifidus).

W Réactifs

= Solution de bleu de violet cristallisé (commercialisée préte a 'emploi).
- Solution de safranine {commercialisée préte & 'emplotl).

- Alcool a 90 volumes.

- Lugal :
- iode 4
- iodure de potassium Bg
- aau distillée gsp 1L

= Huile & immersion.

W Matériel

— Un bac & coloration,

- Une pince en acier inoxydabie & bouts ronds.
=~ Une lame,

- Une pipette Pasteur.

= Ln microscope.

— Une pissette d'eau,

Mode opératoire

Déposer au centre d'une lame propre et séche une gouttelette de vaourt de 2 mm de dia-
metre, & la pipette Pasteur. Etaler ce prélévement en falsant des cercles concentrigues,
en un film régulier, le plus mince possible. Laisser sécher le frottis & température
ambiante ou a une température inférieure a 60 "C (utiliser 1'air chaud trés au-dessus de
ia flamme, ne pas surchauffer le frottis). Placer la lame sur un bac a coloration.

La coloration de Gram la plus facile a réaliser est celle du Gram standard. Suivre exacte-
ment le mode opératoire du Gram standard décrit dans le tableau 14.1.

La coloration terminée, observer la préparation avec |'objectif X100 a immersion.

On retrouve les morphologies des bactéries décrites lors de 'observation aprés la colora-
tion simple au bleu de méthyléne :

- des bacilles longs et fins @ il s'agit de Lactobacillus bulgaricus ;

- des bactéries rondes correspondant a8 Streptococcus thermophilus.

Les deux espéces sont colorées en violet, elles sont toutes deux Gram positif.



Tableau 14.1 La coloration de Gram,

Gram classique Gram standard (dit Gram américain)
Fixation Recouwrir l& frottis sec d'alconl & 80 volumes,  Retouwerr 18 frottis sec d'alcool & 90 valumeas,
laisser agir 20 secondes. Jeter I"excés laisser agir 30 secondes, leter I'excés
d ateoal. Enflammer I"alcoal résidual, d’adeonl, Enflammer "alooal résidual,
Colaration Codoration au violet de gentians ; Coloration au violet cristallisé ;
primalng filtrer quelgues cm? de violet de gentians, recouvris |a lame de violet cristalliss,
Recouvrr la lame de 20 gouttes de vialet filtré  Laisser agir 1 minute irés exactement,
en ke versant & une extrémité de la lame. Laver & 1"eau.

Laisser agir 20 secondes axacloment,

Mordangago  Rejeter la violat én |'entrainant avec [a solution  Recouvrir [ lame de lugol.
de lugol par 3 fois. La lame ne doit jamais Laisser agir 1 minute trés exactement.
rester découverte. Le temps de mordangage  Laver & |'eau.
total doit &tre égal ou légéremeant supérieur
au temps de viclet.

Différenciation Décoloration & 'alcool @ rincer la pince Décotoration a I'alcool | recowvrir la lame
a lalcod, puis rincer |'emvers de la lame d'alcoal.
a l'alcodl, puis & I'eau. Laver le frottis & 'alcool Laisser agir 30 secondes trés exactement,
jusqu'a ce que 'alcool gui en tombe s'écoule  Laver 4 |'eau.
incoore, Rincer & I'eau immédiatement
pour stopper la décoloration.
Vérifier la décaloration en versant quelgues
pouttes d'alcool. Laver & ['eau.

Coloration Recowvrir [a lame d eauw, Verser quelgues Recouyrir |a lame de safranine,
de contraste  gouttas de fuchsing & chaguo extrimits Laisser agir 1 minute Tris exactement
(dilutban du colorart), Laver & I'eaw, S&cher au papler absorbant.,

Laisser agir 10 & 20 secondes.,
Rincer & I"eau. Sécher au papler absorbant.




_._ri Coloration de Gram réalisée sur un frottis
d'Acetobacter aceti

Cette bactérie est choisie pour son caractére non pathogéne, La souche est disponible
au souchier de I'institut Pasteur.

Sa mise en culture est a faire au laboratoire de préparation 10 jours avant |"expérience.
Composition du milieu permettant la culture d'Acetobacter aceti

- Agar i5 g

~ Autolysat de levure 10 g

- CaC0, 10 g

- Glucose 3E

- Eau distillée gsp 1 litre
-pH 7.0+0.2,

Mélanger les constituants. Ajuster le pH. Homogenéiser énergiqguement. Chauffer et ame-
ner a ébullition. Répartir en tubes, autoclaver 15 minutes & 121 °C. Agiter fortement et
refroidir rapidement en pente de fagon a maintenir le carbonate de calcium en suspen-
sion.

Ensemencer le milieu en striant |a pente avec une suspension d' Acelobacter aceli.
Incuber 8 a 10 jours a 30 °C.

Mots cles
Bactérie du vinaigre, coloration de Gram, bactérie Gram négatif.
Seécurite

Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12.

Matiere d'ceuvre

BN Matériel biologique
Un tube de milieu gélosé en pente ensemencé avec Acelobacter acell.

B Réactifs

— Solution de bleu de violet cristallisé {commercialisée préte a 'emplai).
- Solution de safranine (commercialisée préte a 'emploi).

— Alcool & 90 volumeas,

- Lugol :
— Kl 8 g
- eau distillée asp iL

= Huile & immersion.

B Matériel

— Un bac & coloration.

- Une lame.

- Une pipette Pasteur,

= Une ose.

- Un tube d'eau distillée stérile,
- Un tube a hémolyse stérile,

= Un microscope.



Mode operatoire

Préleyer a I'ose une colonie sur la pente de la gélose que I'on dissociera dans 10 gouttes
d'eau distillée stérile contenues dans un tube a hémolyse. Homogénéiser soigneusement
la suspension ainsi réalisée qui doit &tre trouble. Si ce n'était pas le cas prélever une
deuxiéme colonie et la dissocier dans |a suspension (fig. 14.1).

Etaler en frottis une gouttelette de cette suspension. Sécher.

Pratiquer la coloration de Gram selon le protocole du Gram standard (tab. 14.1).

\ (rs& chargée
T T d'une goutta

dio susponsion

L < 7

"d-"|  Suspenséon
'tb opalescente

Préleverment Dissociation de la colonie Dépdt g'une goutte de suspension
d'une colanie & 1'dse préleviée dans de Neau distillés et réalisation o'un frottis

Figure 14.1. Réalization d'ure suspension bactérienne & partir d'une colonie sur gélose.

Rasultats, observations et interprétation
Les hactéries apparaissent roses, elles sont Gram négatif.
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4 n Ensemencement d'un bouillon ordinaire

Mots cles
Culture du bacille subtil, bouillon ordinaire.

Principe

Cette expérience consiste a faire pousser le bacille subtil sur bouillon ordinaire. La
souche dont on part est le bacille commercialisé sous forme de spores, en pharmacie,
s0us le nom de « Bactisubtil «.

Sécurite
Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12.

Matiere d'ceuvre

B Matériel biologigue
Line capsule de Bactisubtil.

B Réactifs et milleux
- Un tube de bouillon ordinaire.
- Solution de bleu de viotet cristallisé [commercialisée préte a 'emploi).
- Solution de safranine (commercialisée préte a 'emploi).
- Alcool a 90 valumes.
= Lugol :
— 1 4 g
- Iﬁ B g
- gau distillée gsp 1L
— Huile a immersion.

B Matériel

- Une ose.

= Un bac a coloration.

- Une lame.

- Une pipetie Pasteur.

= Un micrascope.

— Une étuve réglée a 37 °C.

Mode opératoire

Dans les conditions habituelles de travail stérile, ouvrir délicatement une capsule de
Bactisubtil. ¥ plonger une dse stérile et refroidie. Apres 'avoir chargée de spores, ense-
mencer un tube de boulllon ordinaire.

Incuber 24 heures a 37 °C.

Observer le trouble du milieu : un trouble localisé a la surface indique une bactérie au
métabolisme aérobie strict ; un trouble homogéane indigue un métabolisme respiratoire
aéro-anaérohie.

Effectuer une coloration de Gram sur le bouillon ensemenceé.

Resuliats, observations et interprétation

Vérifier la pureté de la culture. La présence d'une seule espéce de bactéries, bacilles
Gram +, rectilignes, a bouts carrés, est 'indication d'une expérience exécutée dans des
conditions d"asepsie convenables.



4 Isolement de la culture précédente
sur gélose trypticase-soja

Mois clas
Isolement sur milieu solide, pureté d'une culture bactérienne, colonies, clones.

Principe

Cette expérience a pour but de vérifier la pureté de |a culture en milieu liguide obtenue
dans l'expérience précédente. L'isolement consiste a disseminer la prise d'essai de
I"échantillon & isoler & la surface d'un milieu solide, jusqu'a obtenir des bactéries isolées.
Incubges 24 heures a 24 °C, les bactéries développent des colonies ou clones, Si
I'aspect macroscopique des colonies est e méme pour toutes, la probabilité de la pureté
de la culture en bouillon est trés grande.

Securité
Se reporter aux consignes de sécurité générales décntes su chapitre 12,

Matiere d'ccuvre

B Matérlel biologique

Bouillon ensemenceé du Bacillus subtilis.

B Réactifs et milieux
Une boite de Pétri de milieu gé&losé trypticase-soja (ce milieu est commerciallsé prét &
I"'emploi] .

W Matériel

- Une pipette Pasteur.

- Une dse.

= Une étuve réglée a 37 °C,

Mode opératoire

Le mode opératoire de I'isolement sur gélose boite, par la méthode des quadrants, a éte
dacmt ala figure 12.7.

Charger une ose de bouillon ensemencé du Bacilius subtilis, Déposer la goutte au point A
d'une boite de Pétri de gélose trypticase-soja, séche, sur 'envers de laguelle ont &té tra-
cés les traits délimitant les quadrants (fig. 12.74).

A "aide d'une pipette Pasteur boutonnee, stérile, en partant du point A, strier les gua-
drants | et 1. Stériliser la pipette par 2 ou 3 passages rapides dans la flamme, puis strier
les quadrants |1 et 1, Stériliser & nouveau la pipette par 2 ou 3 passages rapides dans la
flamme et strier les quadrants Il et IV,

Incuber la boite retournée 24 heures a 37 °C.

L'isolement est réussi si i'on obtient des colonies isolées dans le quadrant 1V,

Résultats, observations et interprétation

La culture sur bouillon est pure si 'on obtient un seul type de colonie.
Les colonies de Bacillus subtifis sont généralement assez grandes, plates, opagues, a
surface chiffonnée et a bords dentelés.
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i

5 Analyse nutritionnelle de la levure de biere

Le matériel biologique utilisé pour cette expérience est la levure de bigre retenue pour
son absence de pathogénicité. La levure est présantée isolée sur une gélose de
Sabouraud + chloramphénicol. (Le chloramphénicol sert & &liminer les bactéries sapro-
phytes.)

Mots clés
Source de carbone, levure de biére.

Principe

La technique de I'auxanogramme du carbone est habituellerment utilisée comme méthode
biochimigue d'identification des levures.

L'expérience réalisée utilise cette technigue afin de déterminer, parmi 16 sources de car-
bone, celles qui sont utilisables par la levure de biére (Saccharomyces cerevisias).

On ensemence dans la masse un milieu de base par la souche pure de Saccharomyces
cerevisiae. Ce milieu contient tous les facteurs permettant la culture de la levure, &
I"'exclusion de la source de carbone.

Le milieu ensemencé est coulé dans une boite de Pétri carrée stérile, de 12 cm de coté.
Aprés refroidissement, on dépose stérilement a la surface du milieu gélosé les 16 carbo-
disques, disques de papier stérile imprégnés de solution de sources de carbone : glu-
cose, maltose, saccharose, D(+) galactose, lactose, raffinose, inositol, cellobiose, D{+)
xylose, tréhalose, L{-) arabinose, adonitol, 2-céto-glutarate, méthyl-2-glucoside, mélézi-
tose, N-acétyl glucosamine,

Aprés une incubation de 48 heures a 30 °C, la présence de culture autour du disque
indique que la source de carbone est utilisée par la levure (fig. 16.1).

——— Boite de Pétri carrée Zones de cuiture
de 120 mm de cdté r | —J‘

" . _ > 3
S OYg— (0000
| [ imprégnés E—
O |© © 0O
Milieu de culture
©)
O promeors  |© @ @

@) @ messe par de la e | (13) ©
", "y

N " de hidgre

Avant incubation Aprés 48 heures d'incubation & 30 °C,
la zone de culture autour dun disgue
indigue gue la substance carhonée
correspondante est utilisée par la levura

Figure 16.1. Auxanogramme de 16 sources de carbone,



Securite

Se reporter aux consignes de sécurité génerales décrites au chapitre 12.
La manipulation de la gélose fondue est dangereuse, les brilures causées par la gélose
chaude sont graves.

Matiére d'euvre

B Matérlel blologique

Ensemencer par isolement (méthode des guadrants) une gélose de Sabouraud + chloram-
phénicol coulée en boite de Pétri, 2 jours avant 'expérience. Utiliser une souche purifige
sur gélose Sabouraud + chloramphénicol de levure de boulanger ou la souche commercia-
lisge par I'institut Pasteur. Incuber 48 heures a 30 *C. (La gélose de Sabouraud + chio-
ramphénicol est commercialisée préte & 'emploi.)

W Réactifs et milieux

- Seire carbodisgues différents contenant 16 substances carbonées (les carbodisques
sont commercialisés préts 3 'emploi).

= Un flacon de 25 cm?® de milieu pour auxanogramme des champignons lévuliformes
{milieu commercialisé prét a ['emploi).

- Un tube d'eau distillée,

W Matérlel

— Une ose.

- Une pipette Pasteur.

= Une boite de Petri carrée stérile de 12 cm de cote.
- Un tube & essais stérile,

= N bain-marie bouillant.

~ Un bain thermostaté réglé a 44 °C,

- Une étuve réglée a 30 °C.

Mode opératoire

Faire fondre le milieu gélosé de base au bain-marie bouillant, puis le maintenir en surfu-
sion en le plagant au bain thermostaté a 44 °C.

Pendant ce temps, transférer 20 gouttes d'eau distillée stérile dans un tube stérile. Y
introduire 2 anzes de culture prélevée sur le milieu d'isolement (Sabouraud + chioram-
phénicol). Agiter la suspension qui doit présenter une turbidité appréciable & 'eeil. Si tel
n'était pas le cas ajouter une anse supplémentaire de culture. Agiter a nouveau afin
d'obtenir une suspension homogéne, puis l'incorporer dans la gélose en surfusion.
Homogénéiser par agitation et couler rapidement en boite de Pétri carrée stérile. Laisser
refroidir.

Disposer stérilement & la surface de la gélose les 16 carbodisques comme il est indigué
sur la figure 16.1.

Inguber 48 heures a 30 “C.

Résultats, observations et interprétation

Observer |a présence ou 'absence de culture autour des disgues. La présence d'une cul-
ture visible autour d'un disgue est l'indication que |la source de carbone dont le disque
est imprégné est utilisée, en aérobiose, par la levure.
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4 Détermination du type respiratoire de Bacillus subtilis

Mots cles
Type respiratoire, gélose VF, respiration, fermentation.

Principe

La plupart des bactéries sont chimio-organotrophes, cela signifie gu'elles produisent
I"énergie nécessaire a leur vie en oxydant les substrats organiques énergétigues du
milieu gu elles sont capables de cataboliser,

Cette énergie leur sert a assurer les principales fonctions liées a la vie de la cellule, la
synthése de matériel cellulaire et la lutte contre les forces osmotiques de fagon a mainte-
nir I"intégrité de la composition cellulaire et & se déplacer.

selon la nature de "accepteur final d'électrons, on distingue les bactéries qui respirent
de celles qui fermentent.

Elles respirent lorsque "accepteur final d'électrons est minéral (05, NO5™, EDE'].

Elles fermentent lorsgue |'accepteur final d'électrons est organigue et endogéne, par
exemple ; fermentation lactigue chez les lactobacilles.

Le comportement des bactéries a "égard de 'oxygene se définit par le type respiratoire.
Si la bactérie ne peut vivre gu'en présence d'oxygéne, elle est aérobie stricte. Si elle ne
peut vivre qu'en |'absence d'oxygéne, elle est anaérobie stricte. Si elle respire en pré-
sence d'oxygéne et farmente en son absence, elle est aéro-anaérobie facultative.

Afin de déterminer le comportement d'une bactérie a I'égard de I'oxygéne, on utilise un
tube de gélose VF (viande-foie) régénérée.

Le milleu est conditionné dans un tube étroit de 18 cm de long et 0,9 cm de diamétre.
Avant son utilisation, il faut le régénérer en le plagant 30 minutes dans un bainmarie
bouillant, le tube légerement dévisse.

Veiller a ne pas surchauffer le tube {par mangue d'eau dans le bain-marie), il v aurait
alors risque d'explosion.

Sous |'effet de la régénération, il s'établit dans le tube un gradient de pouvoir réducteur.
A la surface libre du tube, au contact de I'oxygéne de |'air, le milieu est relativement oxy-
dant, les bactéries aérobies pourront v pousser. En revanche, au fond du tube ou le
milieu est fortement réducteur, seules les anaérobies pousseront.

Une bactérie gui poussera sur toute la hauteur du tube est aéro-anaérobie facultative
(fig. 17.1).

Sécurite

Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12,

La régénération de la gélose VF se fait par chauffage & 100 °C, au bain-marie bouillant. ||
est impératif de ne pas dépasser celte température sous peine de provoquer une violente

explosion., Cela est possible en veillant a la présence permanente d'eau en ébullition
dans le bain-marie.

Matiére d'ccuvre
B Matériel biologique

Une préculture de Bacillus subtilis, dans les conditions habituelles de travail stérile. Ouvrir
délicatement une capsule de Bactisubtil. ¥ plonger une 0se stérile et refroidie. Aprés I"avoir
chargée de spores, ensemencer un tube de bouillon ordinaire. L'incuber 24 heures & 37 °C.
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Figure 17.1.  La gélose VF.
(A1 Le gradient de pouvoir réducteur,
(B) L'ensemencement.
(C) La lecture.
B Milieu
Un tube de gélose VF {la gélose VF [viande-foie] est commercialisée préte a I'"emploi).
B Matériel

- Une pipette Pasteur,
- Une étuve réglée a 37 °C.

Mode operatoire

Préparer 1 tube de gélose VF. Le régénérer. Le laisser refroidir et le maintenir en surfu-
sion a 45 °C. L'ensemencer avec |a culture sur bouillon de Bacillus sublilis.

Stériliser une pipette Pasteur scellée par 2 ou 3 passages rapides dans une flamme, La
tremper dans le tube de bouillon ensemence de Bacillus sulbiilis, Puis, introduire Peffilure
jusqu'au fond du tube et remonter la pipette en décrivant des tours de spires trés serrés.
Sortir verticalement a 0.5 cm de |la surface (fig. 17.1).

Incuber 24 heures a 37 °C.

Résultats, observations et interprétation

Lire le tube de gélose VF : ce terme signifie » observer dans quelle zone du tube, il y a eu
croissance =, Interpréter, ¢'est-a-dire déduire quel est le type respiratoire de Bacillus
subtifis.
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1%

La multiplication des bactéries

Mots clés

Mode de division binaire des bactéries, temps de latence, taux de croissance exponen-
tiel, termps de génération, biomasse ou croissance totale.

Principe

Si I'on ensemence un bouillon riche par une préculture pure de Bacillus subtilis, & un pH
neutre, 8 une température constante de 37 *C, les cellules bactériennes se divisent sur
un mode binaire : une cellule-mére donne deux cellulesfilles, puis chacune des cellules-
filles donne a son tour deux cellulesfilles, etc. (fig. 18.1). Partant d'une cellule, aprés
n divisions, il apparait dans le milieu 2" bactéries. 5i au départ, il y a x, bactéries, aprés
n divisions, il y a dans le milieu x = x,.2" bactéries.

Génération | Nombre de bactérles
Cellule-méns A""""""""""" R 1=29
Callulpafilles R . 2=
de 1™ génaration

R S 4 =3

- NN I g=23

ét\ L SOV SUUTS IS 16= 24

; L T - N -

Figure 18.1. Mooe de division binaire des bactéries.

On appelle temps de génération (G), le temps nécessaire a |la division d'une cellule, c'est
aussi le temps nécessaire au doublement du nombre ou de la masse des cellules.
Si au début les divisions sont synchrones, le temps de génération n'élant pas exactle-
ment identique pour toutes les bactéries, la culture devient rapidement asynchrone,
Une grandeur définit précisément la vitesse de multiplication d'une population bacté-
rienne : c'est le taux de croissance exponentiel binaire p, gui représente le nombre de divi-
sions par unité de temps (généralement on donne w en ). Onap (en ) = 1/G{en h).
La loi de multiplication des bactéries, exprimée en mode binaire s'écrit :
X = Xy 28

- représente le nombre de bactéries au temps t
- X, le nombre de bactéries au temps zéro |
- p le taux de croissance exponentiel binaire ;
-t le temps.
La courbe de croissance peut étre représentée sous la forme x = (1) ou Ig x = T (1)
(fig. 18.2). On peut distinguer plusieurs phases
- |la phase de latence (A), phase durant laguelle il n'y a aucune croissance (u=0) ;
- |la phase d’accélération (B), phase au cours de laguelle le taux de croissance (L) aug-

mente ;
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Figure 18.2. Courbes de croissance en milieu liguide non renouvelé.
(A} En coordonnées décimales.
{B) En coordonnées semi-logarithmigues.

= la phase exponentielle de croissance (C) durant laquelle |e taux de croissance est maxi-
mal et constant (p . = cte) ;

- la phase de ralentissement (D) gui voit le taux de croissance (u) diminuer ;

- la phase stationnaire finale, ou phase plateau (E}, qui correspond & un arrétl de la crois
sance (=0 ;

- |a phase de déclin (F) au cours de laguelle le nombre de cellules diminue (p < 0).

B Le temps de latence (L)
Le temps de latence dépend a la fois de I'état des bactéries de "inoculum et de la nature
du milieu de culture,

Le temps de latence est long si les bactéries de Uinoculum sont en &tat de souffrance,
par exemple lorsque les bacténes de 'inoculum ont été recueillies en phase plateau,
dans un milieu épuisé, Les bactéries sont altérées, le temps de latence correspond au
temps nécessaire a la reconstitution de leur potentiel de développement.

Le temps de latence est long si les bacténes de I'inoculum ont &té cultivées sur un milieu
riche et repiguées sur un milieu minimum ; elles dovent s’adapter a ce nouveau milieu et
induire les voies de synthése des métabolites que le milieu riche leur fournissait préfor-
mes.



Il en @st de méme si les bactéries de 'inoculum ont &té cultivées sur un milieu minimum
dont la source de carbone et d'énergie est le glucose et repiquées sur un miliey minimum
dont |a source de carbone et d'énergie est |"arabinose,

B Le taux de croissance exponentiel binalre 1)
Pendant la phase exponentielle de croissance, toutes les bactéries se divisent a la méme
vitesse, ['accroissement de leur nombre ou de leur masse par unité de temps est
constant. Le temps de génération (G}, qui correspond au temps néecessaire a la bactérie
pour se diviser, est 'inverse de p.

n=1/G
uest exprimé en hl et Genh.
Le taux de croissance exponentiel varie avec I'espéce bactérienne, la nature et fa concen-
tration de la source de carbone et d'énergie, le pH et la température.

W La biomasse ou croissance totale (M)

En phase plateau, les bactéries cessent de se multiplier. Cet arét de croissance peut
avoir plusieurs causes : épuisement du milieuy de culture en un nutriment limitant, modifi-
cation du pH, accumulation d'ung substance toxigue dans le miliew.

On appelle biomasse ou croissance totale la différence entre la masse bactérienne (ou la
densité bactérienne) mesurée au début de la phase plateau et |a masse bactérienne {ou
la densité bactérienne) mesurée en phase de latence (fig. 18.24).



4 Croissance de Bacillus subtilis sur milieu liquide riche
(bouillon TGY), estimation de la croissance bactérienne
par turbidimétrie

Mots cles
Croissance bactérienne, turbidimétrie, gamme de turbidité.

Sécurité

Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12,

Le formal est un composé toxigue et corrosif qu'il est interdit de pipeter a la bouche et
d'inhaler,

Principe
Estimation de la croissance bactérienne par turbidimétrie ; afin d'apprécier de maniére
semi-quantitative "'augmentation de population bactérienne dans un milieu liguide, on

peut estimer visuellement l'intensité du trouble causé par les celivles en le comparant &
celui d'une gamme de turbidité.

Matiere d'cuvre
B Matériel biologique

Une préculture de Bacilius subtilis : dans les conditions habituelles de travail stérile,
ouvrir délicatement une capsule de Bactisubtil. ¥ plonger une ose stérile et refroidie.
Aprés |'avoir chargée de spores, ensemencer un tube de bouillon ordinaire et l'incuber
24 heures a 37 *C.

@ Réactifs et milieux

- Un tube de bouillon TGY (trypticase-glucose-yeast).

= Un flacon de formol (formaldéhyde en solution & 37 %).

= 50 mL de milieu TGY autoclavé stérile et refroidi a 0-4 °C.

B Matériel

= Une pipette Pasteur.

- Un bain thermostaté réglé a 37 °C, a défaut un grand cristallisoir contenant de 'eau a
a7 "c.

- Une série de 7 tubes pour bouillon de culture propres et secs et le matériel pour les
obturer.

- Huit pipettes permettant de prélever B mL d'un milieu de culture en respectant les
bonnes pratiques de sécurité.

Mode opératoire

W Préalable

Muméroter les 7 tubes propres et secs 1 - 1/2-1/4-1/8-1/16 - 1/32 - 1/864, res-
pectivement.

Introduire 4 gouttes de formol dans le tube 1.8 gouttes dans le tube 1/2 et 4 gouttes
dans les tubes 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 et 1/64,

Introduire 8 mL de milieu TGY stérle refroidi a 0-4 *C dans les tubes 1/2. 1/4, 1/8,
1/16, 1/32 et 1/64.



M [nitiation de la culture

Le bouillon TGY (trypticaseglucoseyeast) est un miliew trés riche permettant une crois-
sance rapide du bacille subtil,

Préchauffer un tube de bouillon TGY en le plagant au bain thermostaté & 37 °C pendant
quelgues minutes, puis I'ensemencer & raison de 1 goutte de préculture de Bacillus subti-
lis de moins de 24 heures sur bouillon ordinaire pour 2 mb de bouillon TGY, Agiter.
Déclencher le chronométre et placer aussitot le tube au bain thermostaté a4 37 °C.

B Gamme de turbidité

Le plus rapidement posasible, prélever 8 mL de |la préculture de Bacillus subtilis et transfé-
rer dans le tube 1. Obturer soigneusement le tube 1 et le placer immédiatement au réfri-
gérateur.

Prélever de nouveau 8 mlL de la préculture de Bacillus subtilis et transférer dans le tube
1/2. Homogénéiser, puis prélever 8 mL du contenu du tube 1/2 et transférer dans le
tube 1/4. Homogénéiser, prélever alors 8 mbL du contenu du tube 1/4 et transférer dans
le tube 1/8. Poursuivre ainsi le procédé jusgu'au tube 1/64. Obturer les tubes de la
gamme ainsi réalisée et les placer au réfrigérateur.

B Suivi de la croissance

Réguligrement, comparer la turbidité du tube inoculé, en culture & 37 °C avec celle des
tubes de la gamme. Noter les temps ol la turbidité parait identique a celle des tubes
1/64-1/32-1/16-1/8-1/4-1/2.

Remarque trés importante : sortir le tube en culture du bain thermostaté & 37 °C pour
des durées trés bréves, sinon on perturbe |a croissance qui ralentit lorsque |a tempéra-
ture baisse,

Résultats, observations et interprétation

A I'aide de |a courbe de croissance dont la forme est décrite dans la figure 15.24, inter-
préter les résultats expérimentaux obtenus.

Remargue : le temps qui sépare le passage de turbidité d'un tube de gamme au tube de
gamme précédent correspond a un doublement de biomasse. Pendant |a phase axponen-
tiglle de croissance, le temps de doublement de |a biomasse est minimal et constant :
c'est le temps de génération G.



4 4 Croissance de Bacillus subtilis sur milieu liguide riche
(bouillon TGY), estimation de la croissance bactérienne
par opacimétrie

Mots cles
Croissance bactérienne, opacimétrie, loi de Beer-Lambert appliquée aux milieux troubles,

Securite
Se reporter aux consignes de sécurité générales decnites au chapitre 12,

Principe

Estimation de |a croissance bactérienne par opacimeétrie : 'opacimétrie est une méthode
photomatrique s appliqguant aux milieux troubles. Elle consiste a mesurer intensité d'un
faisceau lumineux directement transmis par la suspension microbienng, Moyennant cer-
taines restrictions, Ia loi de Beer-Lambert s applique si 1a concentration des particules en
suspension est faible et si elles sont de petite taille. La mesure est faite a 650 nm. En
premiére approximation, la loi de Beer-Lambert s'applique pour des absorbances allant
de 0 a0,7. Audela, il faut diluer & I'eau distillée de facon a effectuer la lecture dans la
plage d'ahsorbance ou |a loi de Beer-Lambert s appligue. On a alors :

Agsn =k C

expression dans laguelle C représente |a concentration bactérienne,

Matiere d'cuvre

B Matériel biologique
Une préculture de Bacillus subtilis : dans les conditions habituelles de travail stérile,
ouvrir délicatement une capsule de Bactisubtil. ¥ plonger une Gse stérile et refroidie.
Aprés I'avoir chargée de spores, ensemencer un tube de bouillon ordinaire et l'incuber
24 heures a 37 "C.

B Réactifs et milieux
- Une fiole erlenmeyer de 250 cm?®, remplie de 150 em? de bouillon TGY.
= 100 mL de liquide de dilution : bouillon TGY stérile, conservé au réfrigérateur.

N Matériel

- Une pipette graduée stérile de 5 cm”.

— Un bain thermostaté, agité, réglé a 37 °C, a défaut un grand cristallisoir contenant de
l'eau a 37 °C.

= Des cuves spectrophotométrigues.

- Un spectrophotométre.,

Mode opératoire

Le bouillon TGY (trypticase-glucoseyeast) est un milieu trés riche permettant une crois-
sance rapide du bacille subtil.

Préchauffer la fiole erlenmeyer contenant le bouillon TGY en la plagcant au bain thermo-
staté a 37 °C pendant quelgues minutes, puis 'ensemencer en y introduisant le contenu
du tube entier de préculture de Bacillus subtilis de moins de 24 heures sur bouillon ordi-
naire. Agiter et apprécier immédiatement son opacité en prélevant 3 cm? de milieu, dans
des conditions de stérilité convenables et mesurer immédiatement son absorbance &



650 nm contre un blanc constitué d'eau distillée. La pipette stérile est replacée dans |a
fiole erlenmeyer.

Noter le temps qui devient le temps zéro.
Aprés 5 minutes d'incubation, effectuer un nouveau prélévement de 3 em? et mesurer
son absorbance & 650 nm, comme il a été indiqué plus haut.

Recommencer |a méme opération 8 10 minutes, puis & 15, 20, 30, 50, 70 et
80 minutes, enfin de 20 en 20 minutes jusqu’'a ia fin de I'expérience.

Si I'absorbance dépasse 0,7, diluer quantitativement I"échantillon avec du milieu TGY sté-
rile et conservé au refrigérateur.

Résultats, observations et interprétation

Tracer la courbe de croissance ﬂﬁfﬂ = f {temps) et la courbe g AﬁEﬂ = f (temps).

Déterminer le temps de latence L, le taux de croissance exponentiel binaire p et le temps
de génération G (fig. 18.3).

g% &

IE_H.E

IEKI

Temps
- . . s { heuras)
Latencs
Ig % ~Ig x
heures ™ — p= Ex-len
{ty-1y)1g2
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1
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u

T
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Figure 18.3. Determination des paramétres de croissance,
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-'.'i Sensibilité des bactéries aux antibiotiques,
antibiogramme de Bacillus subtilis

Mots clés

Sensibilité et résistance des bactéries aux antibiotiques.

Principe

L'antibiothé&rapie consiste & utiliser un ou plusieurs antibiotiques destinés a freiner le
développement ou a tuer des bactéries ou des champignons ; il n'existe pas d'antibio-
tigue contre les virus.

Actuellernent, on utilise préférentiellement des antibiotiques ciblés précisément contre le
germe a détruire, plutdt que des antibiotiques a spectre large qui peuvent induire le déve-
loppement de germes résistants.

L'antibiogramme permet de déterminer I'antibiotigue le plus adapté pour |lutter contre le
microbe.

Seécurite
=2 reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12,

Matiére d'@uvre
B Matériel biologique

Une préculture de Bacillus subtilis : dans les conditions habituelles de travail stérile,
ouvrir délicatement une capsule de Bactisubtil. ¥ plonger une ose stérile et refroidie.
Aprés |'avoir chargée de spores, ensemencer un tube de bouillon ordinaire et l'incuber
24 heures a 37 “C.

W Réactifs et milleux
- Une boite de Pé&tri de gélose Muller-Hinton (le milieu Muller-Hinton est commercialisé
prét & l'emploi).
- Solutions d'antibiatiques a 200 mg /L :
- pénicilline G,
- gentamycine,
— chloramphénicol,
— spiramycine,
- t&tracycling,
= Un tube d'eau stérile.

B Matériel

= Deux pipettes Pasteur,

— Une étuve réglée & 37 °C.

— Des disques de papier filtre stérile de & mm de diamétre,
— Des boites de Pétri stériles et vides,

Made opératoire

Préparer une boite de Pétri contenant de la gélose de Muller-Hinton, L'ensemencer par
inondation. Pour cela, introduire 10 gouttes d'une culture de Bacilius subtilis sur bouillon
ordinaire dans 2 cm”® d'eau stérile, melanger soigneusemeant. A 'aide d'une pipette
Pasteur, verser 10 gouttes de cette suspension diluée dans la boite et, en faisant osciller
la boite sur elle-méme, inonder la totalité de la surface de la gélose. Aspirer le surplus de
liquide. Sécher a I'étuve.



Pendant ce temps préparer des disques de papier stérile gui existent préts a I'emploi
dans le commerce. A défaut, on peut utiliser des disques de papier filtre sans cendre
découpés au perforateur pour copies de classeur et stérilisés au four Pasteur a 105 °C.
On utilise 6 disques par boite, un disque non iImprégné qui sert de témoin et 5 essais,
Les disques sont imprégnés par des solutions d'antibiotiques dans des couvercles de
baoites de Pétri. Imprégner 5 disques des antibiotiques suivants :

- solution de pénicilline G & 200 mg/L ;

- solution de gentamycine & 200 mg/L ;

- solution de chloramphénicol a 200 mg/L ;

- solution de spiramycine a 200 mg/L ;

- solution de tétracycline a 200 mg/L.

Egoutter les disques et les sécher a |"étuve.

Disposer les 6 disques a la surface de la boite (fig. 19.1). Laisser diffuser 30 minutes &
température ambiante puis incuber 24 heures a 37 °C.

Teamoin

(A) (disque non imprégne) (B) Auréoles d'inhibition

[ pas de culture)

Gélose 24
ensemencie a0 £ Sun&celtecnuvme
par inendation '?:-M-!j— de colonies de
en surface Bacillus subtilis

Diso)es ~

imprégnes ““%;C F"a h

d'antibiotiques :

Figure 19.1.  Etude de la sensibilité de Bacilius subtilis & certains antibiotiques.

(A} Boite de Pétr avant incubation, ensemencée en surfate par inondation avec la souche-test ;
Bacillus subatilis.

(B) Boite de Pétri aprés incubation. Les auréales d'inhibition sont d'autant plus grandes que "anti-
biotique est efficace.

Résultats, observations et interprétation

Observer la surface de |a boite, une auréole dinhibition autour d'un disgue indique une

inhibition de la croissance de la bactérie,
Interpréter et conclure sur 'efficacité des antibiotiques proposés.,
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La fermentation alcoolique

Mots clés
Fermentation, anaérobiose, glucose, alcool.

Principe
La levure de biere est aéro-anaérobie. En présence doxygéne, son métabolisme ast pré-
férentiellement respiratoire mais. en anaérobiose, elie fermente le glucose en produisant
de I'éthanol

CeHy-0p = 2 CH4-CH,0H + 2 CO,

Une premiére expérience, trés simple a réaliser, permettra de mettre en évidence I'étha-
nol et le dioxyde de carbone produits, ainsi que la visualisation des cellules responsables
de la fermentation.

Une seconde expérience permettra de suivre la cindtigue de consommation du glucose et
de déterminer le rendemeant de la fermentation.

Le glucose est dosé selon la méthode & "hexokinase (voir 11.11.1).

L'&éthanol est dosé par la méthode a |'alcoal déshydrogénase :

Alcool déshydrogénase
Ethanol + NADT — » Ethanal + NADH + H*

La réaction est rendue totale grace a la réaction adjuvante suivante :

Ethanal déshydrogénase
Ethanal + NAD* + H..0 —— ey Acide éthanoique + NADH + H*

Le dosage de |'alcool est effectué sur le molt de fermentation aprés la consommation
totale du glucose.

Sécurite
Se reporter aux consignes de sécurité générales décrites au chapitre 12,
Le dosage du glucose ne présente aucune difficulté majeure sur le plan de la sécurité, La

triethanolamine est un composé irritant, mais peu dangereux. Ne pas pipeter a [a bouche
le tampon trigthanolamine.



2 Etude qualitative de la fermentation alcoolique

Matiére d'euvre

Matériel biologigue :
Préculture de Saccharomyces cerevisiae : introduire 12,5 g de levure de boulanger dans
70 cm? de mélange A + B {50 em® A + 20 em? B). Incuber pendant 2 heures & 30 °C.

N Réactifs et milleux
- Milieu de culture A : introduire dans un ballon & étranglement stérile (a défaut un ballon
ordinaire & fond plat) de 500 cm? :

— extrait de levure g
- KH,PO, 25¢g
— eau distillée 300 cm?

Boucher avec du coton cardé et du papier aluminium. Stériliser 20 minutes a 120 °C.
sous 1 bar de pression.
- Milieu B :
- glucose 208
- eau distillée gsp 100 cm?
Boucher avec du coton cardé et du papier aluminium. Stériliser 20 minutes & 120 °C,
sous 1 bar de pression.
- Huile de vaseline stérile.
- Eau de chaux ou de baryte.

B Matériel

- Un ballon & étranglement (& défaut, un ballon ordinaire & fond plat) de 500 cm?,
= Un statif, une pince et une noix de semrage,

- Un bain thermostaté réglé a 30 °C (a défaut, un grand cristallisoir).

- Un agitateur magnétique,
— Un barreau aimanté.

Mode operatoire
Réaliser le montage présenté a la figure 20.1.

Pince Tube & dégagement

Sttt Thermométre
Ml g v ssasling l l_,_l"'__' Eprouveito & Ear
Bain thermastaté ‘ ‘_L |
Bliliei de culiwre -— Cristallisair
(A + B) + indeudim i T a paz
dallon & &trangicment “u"’

\H'.
Agitateur magnétique
Barreau aimanté

* Remargue ; a défaut d'un ballon & stranglement, on peut utiliser wn ballon & col droit,

Figure 20.1. Montage permettant I'étuede gualitative de la fermentation alcooligue.



Régler la température du bain thermostaté a 30 °C.

Introduire stérilement le contenu du flacon B (100 em?) dans le ballon & Etranglement
contenant 300 cm? de milieu A stérile. Ensemencer stérilement avec 70 cm? de précul-
ture de levure,

Recouvrir d'huile de vaseline stérile.

Observer le déegagement gazeux, le recueillir dans I'éprouvette a gaz. Caractériser ce gaz
en y ajoutant un peu d'eau de chaux ou de baryte, Conclure,

Laisser la réaction se poursuivre jusqu’a la fin {arrét du dégagement gazeux). Déboucher
le flacon et caractériser ["alcool produit par son odeur.

Observer le milieu de culture au rmicroscope en présence de bleu coton comme il est indi-
gqué en 111.13.3 ; les levures sont nombreuses, certaines sont bourgeonnantes,



-é -é H Cinétique et rendement d’'une fermentation alcoolique

Matieére d'ccuvre

B Matériel biologique
Préculture de Saccharomyces cerevisiae ; introduire 12.5 g de levure de boulanger dans
70 cm? de mélange A + B (50 em? A + 20 em? B). Incuber pendant 2 heures & 30 °C.

W Réactifs et milfeux
- Milieu de culture A : introduire dans un ballon & étranglement stérile (& défaut un ballon
ordinaire & fond plat) de 500 cm® ;

— extrait de levure 5 g
- KH,FO, 25g
= {NH4i550, 06g
- eau distillée 300 em3

Boucher avec du coton cardé et du papier aluminium. Stériliser 20 minutes & 120 °C,
sous 1 bar de pression.
= Milieu B :
- glucose 208
— eau distillée gsp 100 cm?
Boucher avec du coton cardé et du papier aluminiem. Stériliser 20 minutes & 120 °C,
sous 1 bar de pression.
— Huile de vaseline stérile.
- Coffret de dosage du D-glucose dans les aliments.

B Matériel

~ Un ballon a étranglement (& défaut, un ballon ordinaire & fond plat) de 500 ems,
— Un statif, une pince et une noix de serrage.

- Un bain thermostaté réglé a 30 °C [a défaut, un grand cristallisoir}.
— Un agitateur magnétigue.

- Un barreau aimanté.

= LIn spectrophotométre,

= Cuves pour spectrophotometre.

- Une fiole jaugée de 10 cm

- Une fiole jaugée de 100 cm?

- Une fiole jaugée de 1 000 cm?

— Une pipette de 1 em?.

= Une micropipette Pipetman P200 Gilson.

= Une micropipette Pipetman P10O0 Gilson.

- Une micropipette de 20 pl, Pipetman P 20 Gilson.

- Une pipette graduée de 2 cm?.

- Une pipette graduée de 5 cm?,

Mode opératoire

Réaliser le montage présenté a la figure 20.2.
Régler la température du bain thermostaté a 30 °C.
Introduire stérilement le contenu du flacon B {100 em?) dans le ballon & egtranglement

contenant 300 cm? de milieu A stérile. Ensemencer stérilement avec 70 cm? de précul-

ture de levure.



Ballon
Pince a &trang berment

= Thermamétre

Huile de vassaline

Bain thermiostatd

Milew de culture
{A + B + inoculum

Agitatewr magnétique

Barraau aimanté

* Romargue @ a défaut d'un ballon & dtranglemeant, on pewt wtilisar un ballon & col droit.

Figure 20.2. Montage permettant 'étude cinétique de la fermentation alcoolique.

Recouvrir d'huile de vaseline stérile.

Déclencher le chronométre, ¢'est le temps 2éro.

Prélever immédiatement 4 cm? de molit de fermentation dans un tube & hémolyse stérile.
Le plonger immédiatement dans la glace. Centrifuger le molt refroidi 2 minutes a
3 000 RPM (rotations par minute), Jeter le culot et replacer le sumageant dans |a glace.
Répéter cette opération toutes les 20 minutes, durant 3 heures.

B Dosage du glucose

Le dosage est réaliséd a I'aide du coffret de dosage du D-glucose dans les aliments (réf.

Boehringer 716251).

* Compaosition du coffret

Le coffret contient :

- trois flacons -1- contenant environ 7,2 g de lyophilisat, composé de tampon trigthanola-
mine pH 7,6, de NADP : 110 mg, d’ATP : 260 mg, de sulfate de magnésium et de stabi-
lisateurs,

- trois flacons -2- contenant environ 1,1 cm? de suspension enzymatigue composée
d'hexokinase (environ 320 Ul} et de glucose-G-phosphate déshydrogénase (environ
160 Ulj,

— un flacon de solution agueuse stabilisée de glucose (standard).

Remarque : la solution -1- est stable 4 semaines a + 4 °C et 2 mois a - 20 *C ; le

contenu des flacons -2- est stable 1 an & + 4 °C, Il est nécessaire de ramener les solu-

tions réactionnelles & 20-25 *C avant utilisation.

» Préparation des solutions

~ Dissoudre le contenu d'un flacon -1- avec 45 cm?® d’eau bidistillée.

- Utiliser le contenu d’un flacon -2- sans le diluer,

— Utiliser le contenu du flacon standard tel quel (la concentration est indiguée sur |"&ti-
quette).

= Dilution de "échantilion

La quantité de glucose dans la cuve doit étre comprise entre 4 et 50 ug. La prise d'essai

d'échantillon est comprise entre 0,1 et 2 cm?, le volume est complété a 2 cm® en ajou-

tant de 1,9 4 0 cm?® d'eau bidistillée (tab. 20.1).



Tableau 20.1 Tableauw de dilution,

Concoantration astimée de

D-glucose en g/L d'échantillon Dllution avec de ['eau distillés Facteur de dilution F
= 0,5 - 1
054ahb 1+% 10
5a50 1+99 100
= 50 14999 1 000

= Concentrations estimées du glucose dans le mout de fermentation

Me connaissant pas la teneur en glucose du molt de fermentation, on peut supposer, en
premiére approximation, que la concentration du glucose est une fonction affine du temps
et que |la totalité de ce sucre est consommée en 3 heures (tab. 20.01).

Tableau 20.11 Tableau des concentrations estimées de glucosa,

Temps en minutes 4] 200 40 sl BO 100 120 140 160 180

Concentration estimée
en g/L da molt de farmentation 42 37 33 28 24 19 14 10 5 o

F = taux de la dilution
a effectuer 100 4100 100 100 100 100 100 100 10 1

* Dosage

Les essais sont réalisés directement dans la cuve spectrophotométrique, & une tempéra-
ture ambiante comprise entre 20 et 25 *C.

Les absorbances sont lues contre Pair { pas de cuve dans le faisceau optigue).

Introduire dans les cuves Témpin Eszsai
Solution -1- {en cm¥) 1 1
Molt de fermentation dilué dun facteur F {en cm®) 01
Eau bidistillée (en cm?} 2 12

MeElanger aves une microspatule en plastiqgue ou par retournement sur parafilm. Aprés 3 minutes
environ, lire les absorbances 4 340 nm (A, ) contre |'air et déclencher la réaction par addition de :

Suspension -2- (enem?) 0,02 0,02

MeElanger comme il est indigué ci-dessus, attendre la fin de la réaction (environ 10 4 15 minutes) et
lire les absorbances & 340 nm {A,) contre 'air. 5i la réaction n'est pas lerminde aprés 15 minutes,
continuer a lire les absorbances de 5 en 5 minutes jusqu'a obtenir des absorbances (A,)
constantes sur 5 minutas.

Calculer les différences d absorbance du témoin et de chaque essai :

. I:AT:' - A‘;I_"ITEuu:]in
- (A2 -Al)e .

Déduire la différence d'absorbance du témoin de celle de chaque essai, on obtient :

Mpecai = Ao —Agdeceai — (A2 = Ay hsmon



il

e Calcul
En appliquant la loi de Beer-Lambert, la formule générale pour le calcul des concentra-
tions dans le mout dilué devient :

3,02 x 180 » AA
= L
Exdx01 g/
£ est le coefficient d'absorption molaire lingéigue du NADPH a 340 nm, sa valeur est
§.3.10° mol~t.Lem™L.

d est le trajet optique exprimé encm (d = 1 cm).
La formule du calcul de la concentration de glucose dans le mout non dilue s'&crit

c=0863=<AAxFg/L

= Contrdle du dosage
Le standard (solution -3-) est utilisé pour I'essai a la place de |"échantillon.
La concentration est mentionnée sur ["étiguette.

B Dosage de I'éthanol

Le dosage est réalisé a I'aide du coffret pour la détermination de I"éthanol dans les ali-

ments (réf. Boehringer 176290),

» Composition du coffret

- Flacon 1 : contenant environ 100 em? de solution de tampon diphosphate de potas-
siurm, pH 2,0 et stabilisateurs.

— Flacon 2 : renfermant 30 comprimés. Chague comprimé contient :
- 4 mg de NAD",
- 0,8 U d'aldéhyde déshydrogénase,
~- stabilisateurs.

- Flacon 3 : contenant environ 1,6 cm® de solution d'alcool déshydrogénase. Stabilisa-
teurs.

- Standard : solution agueuse stabilisée d'éthanol.

» Préparation des solutions

— Utiliser le contenu du flacon 1 sans [e diluer,

— Dissoudre un comprimé du flacon 2 avec 3 cm? de solution 1 selon le nombre de déter-
minations a effectuer. {Utiliser des pinces pour saisir les comprimés. )

— Utiliser le contenu du flacon 3 sans le diluer.

— Le standard s'utilise tel quel. La concentration est indiquée sur I'étiquette du flacon.

» Dilution de ['échantillon

La quantité d'éthanal dans la cuve doit étre comprise entre 0.5 et 12 ug. La prise d'essal

d'échantillon est égale & 0,1 cm? (tab. 20.1).

Tableau 20.11 Tableau de dilution,

Concantration astiméa

d'éthanol en g/L d'échantilion Dilution avec de I'eau distillée Facteur de dilution F
= 0,06 - 1
0.06 & 0,6 1+9 10
D6 a6 1+99 100
& a 60 1 + 999 1000
= B 1+999% 10 000

On peut estimer la concentration de I'alcool produit comprise entre 6 et 60 g/L, la dilu-
tion & effectuer est de 1 + 999 (facteur de dilution F = 1 000],



* Dosage

Les essais sont réalisés directement dans la cuve spectrophotométrique, a une tempéra-
ture ambiante comprise entre 20 et 25 °C. en prenant soin de les couvrir avec du para
film durant toute la mesure.

Les absorbances sont lues contre ["air {pas de cuve dans le faisceau optique).

Introduire dans les cuves Témoin Essai
Mélange réactionnel 2 (en em) 3 3
Mot de fermentation dilué d'un facteur F = 1 000 (en cm?} 0.1
Eau bidistillés {en cm?) 0,1 0

Mélanger avec une microspatule en plastique ou par retournemant sur be parafilm cowvrant la cuve,
Aprés 3 minutes environ, lire les absorbances a 340 nm (A, ) contre I'air et déclencher la réaction
par addition de :

Solution 3 (en cm?) 0.05 0.05

Mélanger comme il est indigué ci-dessus, attendre la fin de la réaction (environ 5 4 10 minutes) et
lire les absorbances & 340 nm (A,) contre |'air.

Calculer les différences d’absorbance du témoin et de chague essai ;

- U"E _'ﬁ':l]'rEn'rmn

- {AE _'ﬁ'l:IEssai

Déduire la différence d'absorbance du témoin de celle de chagque essai, on obtient :
MAgggai = (Ag = Aqlpesai ~1A2 — A1 ramain

« Calcul
En appliquant 2 loi de Beer-Lambert, la formule générale pour le calcul des concentra
tions dans le moGt dilué devient :

3,15 46 x AA
o Ex2xdx01

e est le coefficient d'absorption molaire lingigue du NADH a 340 nm, sa valeur est

§,3.10° molt.Lem1,

d est le trajet optique exprimé encm (d= 1 cm).

Le facteur 2 intervient au dénominateur, car deux moles de NADH sont formées pour une

male d'éthanol.

La formule du calcul de la concentration de I'éthanol dans le molt non dilué s écrit :
c=0115x AA = Fg/L

B/L

* Contrdle du dosage
Le standard est utilisé pour |'essai a |a place de I"échantillon.
La concentration est mentionnée sur I'étiquette.

Résultats, observations et interprétation

Tracer le graphe représentant la variation de la concentration massique de glucose en
fonction du temps.

Analyser et interpréter les différentes parties de la courbe.

Calculer le rendement de cette fermentation. Le rendement se définit comme le rapport de
la gquantité d'éthanol réellement produite sur la quantité d'éthanol théoriquement produite.
Interpréter.



Hidden page



Partie

Cellules et tissus




Hidden page



o)

i

i

IS

Chapitre

Cellules et tissus vegetaux

Sommaire Page
1. Les cellules épidermigees A 0ignon......... 216
2. Les chlioreplastes cher los Vg &t aus Supd-

FliEsurs [AMEIOSDEMIEE] e verienn 220
3. Les amyloplastes cher les VAgSetaus supéd-

Figsurs [Angiospermeas) . . 223
4, Les chromopastes chez les *-'ﬂ-p.namuu s-.-pe

rieurs | Angiospermes) |, B e
5. Evolution des vacuoles vegétaleﬁ ........ S e

@, Les tissus de |a feuille de poireauw. Frésen-
tation sommaire de guelques tissus vegé-

TN R R R 231
7, Les tissus conducieurs d'ung tige de Cugur
LT - T [ i ¥-
&. La division de |a cellule végétale ............, 242
9, Les vacuodes & coloration variahle............. 245
0. Les cristallisations au s2in des cellules

—_———




4BW Les cellules épidermiques d’oignon

Mots clés
Cellule, tissu, parol, vacuole,

Principe

A |'aide d'un tissu végétal de protection, mettre en &vidence des cellules aux parois sque-
lettiques et aux vacuoles particuliérement visibles.

Tous les étres vivants sont formés d'une ou d'un ensemble de cellules, la cellule étant
I"'unité de base structurale et fonctionnelle,

Sur le vivant, |'observation détaillée des compartiments cellulaires est trés difficile. Seule
la paroi squelettique caractéristique de la cellule végétale apparait clairement et déter-
ming un groupemeant de logettes gui sont autant de celiules.

Sécurite
Pour le confort opératoire, « travailler - sous 'eau du robinet pour éviter I'irritation oculaire.

Matiére d'ceuvre

W Matériel biologique
— Bulbe d'Qignon.
— Feuille d'Elodée { & se procurer éventuellerment dans les magasins d'aquariophilie).

H Reéactifs
— Liquide de Ringer. Dans 950 mL d'eau distillée, dissoudre dans I'ordre suivant :

— chlorure de Na* 6 g
- chlorure de K* 0,25 g
- chlorure de Ca<* 01 g

— hydrogénocarbonate de Na* 0,1 g
Compléter & 1 000 mL avec de I'eau distillée.
- Solution iodo-iodurée :

- iode 4 g
— iodure de potassium 8 g
— eau distillée 1 000 mL

Dissoudre I'lK dans un peu d'eau distillés. A 'aide d'un agitateur, ajouter 'iode et com-
pléter a 1 000 mL.
Remarque : un pH basigue ou une tempeérature élevée font disparaitre la coloration.
- Solution de rouge neutre
- rouge neutre 0,02 g
— liguide de Ringer 200 mL
Colorant vital. N utiliser gue des solutions « fraiches ».

B Matériel

~ Loupe a main.

= Microscope.

~ Lames et lamelles.
- Ciseaux,

- Pinces fines.

- Aiguille lancéolée,



Mode opératoire

L'observation d'un fragment d'épiderme « interne »

du bulbe d'oignon {(Allium cepa. Liliacées) permet

de prendre connaissance de 'essentiel de la struc-

ture de la cellule végétale (g, 21.1). _

Le bulbe est constitué, de I'extérieur vers l'inté.  ©loisons
rieur, par des écailles séches, des écailles char- cellulaires |
nues (gorgées de réserves) et un bourgeon central,
le tout implanté sur une trés courte tige ou plateau
porteur également de racines adventives & sa face
inférieure {fig. 21.2).

Plus précisément, la plupart des écailles sont des
feuilles surchargées de réserves nutritives.

Les plus ageées, les plus externes donc les plus re 21.1 Cellules fointives da
superficielles, sont desséchées et forment la ﬁif;derme de I'oignon {Lﬁmm capa)
= pelure ». (% 120},

Les écailles moyennes pearmettent 'observation de

cellules végétales caractéristiques.,

Les plus jeunes, en position plus centrale, encore foliacées, entourent le bourgeon
median localisé au sommet du plateau caulinaire.

Prélever une écaille - moyenne « aprés avoir sectionné verticalement un bulbe d'cignon
en trois ou guatre morceaux.

L'é&caille moyenne choisie est de nature foliaire et posséde un épiderme « externe » forte-
ment lié au parenchyme épaissi de réserves et un épiderme « interne » qui, lui, s'en
sépare facilement.

En augmentant la concavité de 'écaille avec les doigts, on « isole « une fine membrane
translucide, I'épiderme « interne «, unistratifié, c’est-a-dire formé d'une seule assise de
cellules.

Avec une pince, recueillir cette membrane et I'immerger dans une solution de Ringer pour
eviter son dessechement (fig. 21.3).

Cytoplasme

= My

Tunigue extermne desséchae

J'TIJI'III:|LI:E5 internes charnues Face Pincas finas

COncanng
el interne

Bourgeon terminal .
£ d'ung funigue

h Fragmanti
Tige courle ou plateau HHATLE d-;‘?mfrzg
- Anciennes racines desséchées [S = B mmj
de I"année précadenta
Jeungs racines adventives
2N crorssance
Figure 21.2.  Coupe verticale d'un bulbe d'oignon. Figure 21.3. Prélévement d'un

fragment d'épiderme inteme.



A TMaide d'une lame de rasoir, effectuer deux séries d'incisions perpendiculaires et décou-
per alors des échantillons de 1 cm? environ pour les plonger ensulte dans trois verres de
montre contenant respactivement :

- du liquide de Ringer (solution saline équilibrée conservant les cellules dans des condi-
tions de wvie prochies de la nommale) ;

- du Ringer associé a du rouge neutre {ce dermier pénétre dans la cellule sans la tuer et
colore |a ou les vacuoles existantes) ;

— une solution iodo-iodurée (I'iode est un fixateur qui tue la cellule en provoguant une fine
coagulation du protoplasme vivant et aussi un colorant gui s'installe dans certains orga-
nites ainsi réveleés).

Entre fame et lamelle, monter chague fragment dans une goutte de son réactif et obser-

ver au microscope a un faible grossissement {objectif 4). puis & un plus fort grossisse.

ment (objectif 10, par exemple).

Résultats, observations et interprétation

B Observation de cellules vivantes

Avec le ligwide de Ringer, a l'objectit 4, I'épiderme apparait formé de grandes cellules
allongées de forme polyédrigue, ¢'est-a-dire 3 contours géométriques, parfaitement join-
tives. Une claison incolore = mitoyenne », d'épaisseur uniforme, sépare les diverses cel-
lules. En réalité, chaque cellule est entourée d'une paroi squelettique propre, adossée &
celle des cellules voisines par un ciment pectique formant la lamelle moyenne.

Le cytoplasme vivant contient des inclusions variées sous forme de sphérules ou de
batonnets.

A "objectif 10, on apergoit mieux les relations entre les cellules.

Dans les cas favorables, les noyaux sont rendus visibles par leur réfringence. Chague cel-

lule contient un noyvau lenticulaire & un a

trois nucléoles sous forme de corpus-

cules brillants ; le noyau est d'aspect  Cyloplasne : "\\__\—/
variable, selon 'angle sous lequel il est  — pariétal
observé, soit circulaire en position cen. L oDcoulaine —peee

. . ) - périnucléaire- || " =Eay,l Moyau
trale, soit aplati et plagué contre la paroi. "‘n.-t atl— Enveloppe nucléaire
La masse du noyau ou nucléoplasme est - xuc:gg::msma
entourée par 'enveloppe nucléaire. fp e ueieale

La membrane plasmigue, qui limite exté-
rieurement le cytoplasme tout comme
dans la cellule animale, est indistincte
car elle est appliguée contre la paroi
squelettique,

Rechercher et dessiner guelques cellules
juxtaposées bien « lisibles » (fig. 21.4).
Le rouge neutre dilué se localise dans
une volumineuse vacuole gui se trouve
ainsi mise en evidence ; cellecl contient
egalement des substances dissoutes
synthatisées et stockées par la celiule,
Remargue : la pénétration du rouge
neutre dans les cellules de {"oignon n'est
possible qu'en milleu neutre. En milieu

Emplacement
des vacuales ™, ||

I

. I'-.'
) 5 il
| B
'I R )
o ST
i

Inclusions diverses :
pouttalaties lipidiques,
mitackandries, aic,

Parai -
squelettigue

Figure 21.4. C

x Cellules

adjacentes

elluie de I'épiderme inteme de

"eignan (ANl cepa) (= 400).



franchement acide, il ne pénétre pas ; il s'accumule dans la paroi squelettigue (qui n'est
pas colorée dans les conditions normales de manipulation !).

L'importance de cette vacuole repousse le cytoplasme incolore et le noyau contre |a paroi
et traduit I'age de la cellule observéa : modeste dans la jeune cellule, I'appareil vacuo-
laire oCccupe pratiquement toute la cellule sénescente.

La vacuocle centrale est traversée par de fines travées cytoplasmigques {ou trabécules) qui
divergent a partir du noyau. Les mouvements de cyclose peuvent y étre observeés grace
aux granulations lipidiques claires se détachant sur le fond rose de la vacuole. Les cel-
lules sont donc bien vivantes @ le rouge neutre est un colorant vital et plus précisément
vacuolaire.

Femargue : si I'observation se prolonge, certaines cellules meurent. Le rouge neutre
teinte alors la cellule entigre, cytoplasme el novau compris.

Choisir une cellule correctement colorée et |a dessiner & un fort grossissement.

B Observation de cellules tuées

Pour apprécier davantage la structure cellulaire, il conviem de fixer les cellules, ¢'est-&

dire de les tuer en s'efforgant de modifier le moins possible la réalité des divers compo-

sants ; cependant, leur éat physique est changé : les colorants employés a bon escient
les coagulent ; au total cependant, |a fixation et la coloration ont fait leur preuve.

Avec |a solution iodo-iodurée, le fragment epidermique est coloré en brun clair, en particu-

lier les noyaux. Le cytoplasme s'est précipité sous forme de paillettes jaune pale a

mettre en évidence par des varigtions de mise au point et a I'aide éventuelle du dia-

phragme.

Le cytoplasme révéle .

= une organisation granuleuse typique qui, au fort grossissement, s’avére formée de gout-
telettes lipidiques réfringentes et de corpuscules (en granules ou en batonnets) non
réfringents : les mitochondries ;

- une répartition « classigue » autour de la vacunle (non visible directement ici) et sous la
paroi (cytoplasme pariétal), autour de la vésicule nucléaire {cytoplasme périnucléaire) et
méme au travers de la vacuole (cytoplasme trabéculaire).

Observer au fort grossissement et choisir, en vue d'un crogquis, une zone ol 'on apergoit

bien les inclusions cellulaires ci-dessus.

Conclusion

La cellule végétale adulte est une unité vivante (fg. 21.4) qui se caractérise par sa forme
polyédrique imposée par la paroi squelettique pectocellulosique, sa ou ses grandes
vacuoles, son noyau contenu dans le cytoplasme rejeté pour I"'essentiel & son pourtour et
un compartiment qui lui est spécifigue, le plaste (vaoir plus loin).

En effet, la paroi, les vacuoles et les plastes rendent originale |a cellule végétale.

Leurs variations exprimées au niveau des tissus végétaux différenciés traduisent I'adapta-
tion des végétaux supérieurs (les Anglospermes, en particulier) aux conditions les plus
diverses de leur environnement dans le milieu aérien.

Au total, a coté de points communs avec la celluie animale (membrane plasmigue, noyau,
mitochondries, réticulum endoplasmique, inclusions diverses, etc.), la cellule végétale
présente des structures et des compartiments originaux qui conférent aux vegétaux
toutes leurs singularités au sein de |a biosphére.



s Les chloroplastes chez les Végétaux supérieurs

(Angiospermes)

Mots cles
Chloroplaste, cytoplasme, vacuole, cyclose,

Principe

Mettre en évidence un compartiment cellulaire typiguement végétal @ les chloroplastes, si
impartants dans le monde végétal par la photosynthése dont i1s sont 'objet.

Les chloroplastes sont reconnaissables a leur teinte verte ; ils sont le support de la chio-
rophylle associée a des pigments caroténoides (xanthophylle et caroténe). |15 se rencon-
trent uniguement dans les organes exposés a la lumiére. Chez les Spermaphytes, les &pi-
dermes n'en possédent pas a 'exception des cellules des stomates et des cellules

épidermiques des végétaux aquatiques,

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'ccuvre
W Matériel biologique

- Elodée (& se procurer éventuellement dans les magasins d'aguariophilie).

= Feuille de poireau, etc.

il Matariel

— Scalpel (ou lame de rasoir).
— Lames et lamelles.

- Microscope.

- Pinces fines.

— Aiguille droite.

- Eau distillée,

Mode opératoire

Faire le prélévement d'une jeune feuille d'Elodée vert clair
{g. Elodea canadensis, Hydrocharidacées, Monocoty-
lédones) a proximité du bourgeon terminal d'une tige
feuillée aquatigue, ensuite montée directement entre
lame et lamelle dans une goutte d'eau distillée.

La feuille d'Elodée est trés mince et de structure simple,
donc d’'observation aisée (fig. 21.5).

Il s"agit d'une ocbservation vitale mettant en évidence les
chloroplastes et les mouvements de cyclose.

A ce propos, laisser la préparation prés d'une lampe pen-
dant 10 & 15 minutes. le temps nécessaire pour échauf-
fer la goutte d'eau qui sert de réactif jusqu'a une tempé-
rature de 20 a 25 °C,

MNervure médiane

= | jmbe

—=— Attache sur 3 tige

Figure 21.5. Feuille d'Elodée
{Elodea canadensis).

En effet, il convient de réaliser une uniformité de température, condition indispensable
pour observer une cyclose continue, ¢'est-a-dire des mouvemeants de brassage affectant

le cytoplasme.



A l'objectif 4, examiner la fouille allongée et denticulée, présentant des cellules étroites
et allongées dans |a région médiane, des cellules guadrangulaires ailleurs,

Apercevoir, si possible, les mouvements de cyclose dans [a région médiane ol ils sont en
genéral mieux visibles.

A I'objectif 10, des séries de chioroplastes semblent progresser le long de la paroi sgue-
lettique, autour de |la vacuole axiale : ¢'est le cytoplasme pariétal qui entraine passive-
ment les chloroplastes ; 2 un certain moment, ils s’ arrétent puis repartent.

Dans une cellule plus large, il est possible de voir des chloroplastes traversant la cellule
de fagon assez rapide ; ils sont entrainés le long d'un trabécule cytoplasmigue « décou-
pant « la vacuole,

On peut avoir I'impression de voir des chloroplastes « changer « de cellule : |a feuille
etant transparente et formée de deux couches de cellules au moins, c’est le chloroplaste
d'une cellule de la couche inférieure qui a traversé sa propre cellule alors que la paroi
superposée squelettique appartient, elle, a "assise cellulaire supérieure.

Aussi, au fort grossissement, il convient de faire |la mise au point précise a 'aide de la
vis micrométrigue sur la couche cellulaire de cellules foliaires. Observer successivement
au faible grossissemeant {objectif 4), puis a un plus fort grossissement {objectif 10,

Résultats, observations et interprétation

L'essentiel du limbe foliaire est formé de deux couches de cellules chliorophylliennes
superposées ; un massif plus conséqguent de cellules allongées de petit diamétre définit
la nervure,

Au fort grossissement, on observe dans chague cellule des organites ovoides verts : les
chloroplastes apparemment riches en chlorophylle (g, 21.6).

lls ocoupent surtout le pourtour de la cellule de forme parallélipipédique (dont le centre
est occupé par une grande vacuole), contenus dans le cytoplasme pariétal dont les mou-
vements de cyclose les entrainent passivement.

Ces mouvements (& raison de 10 pm a la seconde) favorisent 'accumulation des plastes
dans les zones cytoplasmiquas ou |'éclairemeant est optimum pour les réactions photochi-
miques : contre |la face la plus proche de la source lumineuse en éclairement faible ou
bien contre les faces latérales en fort éclairement,

Chilgroplastes vus as travers
— de la vacuole axiale

Collule Stroite o allong s
vaising de la nervure mediane

Vacudle aziale-

Chioroplastes -Tl :
Cytoplasme mriétﬁlq'

Paroi sgueleltigue —-\

i

Sans du mouvenent de cyclose
d'un trabdcule cytoplasmvigue

Cellule quadrangulaine
du Timbe

Figura 21.6. Cellules chloraphylliennas d' une feaille d'Elodée | Hydrochandacées) (= D005,



Leur « trajet » précise d'ailleurs la répartition du cytoplasme en cytoplasme pariétal, péri-
nucléaire et trabéculaire,

L'échauffement de la préparation di a la proximité de la source lumineuse provoque une
accélération des mouvements de cyolose,

Se rappeler que la cyclose concerne toute cellule vivante ; elle cesse a la mort de la cel-
lule, Elle traduit I'activité du cytosguelette en vue de coordonner et d’homogénéiser les
diverses régions cellulaires.

Faire un croguis d'une cellule chlorophyllienne et de son contenu chloroplastique
(fig. 21.6).

Remarque : le noyau, présent dans chague cellule, est difficile & voir car il ast trés sou-
went masqué par les chloroplastes nombreux.

Conclusion

Les chloroplastes sont le sigge de la photosynthése. On sait gue, a la lumiére, ils synthé
tisent des produits organigues, de |"amidon entre autres gui disparait au cours de la nuit,
le maltose et le glucose issus de son hydrolyse étant véhiculés dans la séve élaborée et
distribués dans toute la plante en vue d'une utilisation immédiate par les cellules ou
d'une utilisation retardée au sein des amyloplastes sous forme d amidon de réserve.



4 Les amyloplastes chez les Véegétaux supérieurs
(Angiospermes)

Mots clés
Amyloplaste, parenchyme de réserve,

Principe

Les amyloplastes sont des organites élaborateurs d amidon. polysaccharide fort répandu
dans les tissus végétaux les plus varies. Cependant, ils sont plus particuliérement abon-
dants dans les parenchymes « de réserve «, eux-meémes contenus dans les organes de
stockage [rhizomes, racines, tubercules, parenchyme ligneux, etec.).

La taille et la forme des grains d' amidon sont relativement constantes et par consequent
caractéristiques d'un genre de végétaux donné (voir 1.2.6.5).

Securité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'ceuvre

B Matériel biologique
- La pulpe de pomme de terre (Solanaceéas).
- La pulpe de banane { Musacées) juste mdre.

B Réactifs

Solution iodo-iodurée : faire dissoudre & g d'iodure de potassium dans 100 mL d'eau dis-
tillée. Faire dissoudre 4 g d'iode bisublimé dans la solution aobtenue. Conserver dans un
flacon muni d'un bouchon de verre,

Il est vivernent conseillé de déterminer empiriquement la dilution la plus favorable pour un
matériel donné, en particulier pour I'ohservation du contenu des amyloplastes avec leurs
dépots concentrigques.

B Matériel

— Microscope,

- Scalpel.

= Lames et lamelles.
- Aiguilie lancéolée,
— Aiguille droite.

- Eau distillée.

Mode opeératoire

Gratter doucement avec un scalpel la pulpe d'un fragment sectionné de tubercule de
pomme de terre. Prélever un échantillon de taille modeste et aussi fin que possible,
Etaler sur une lame porte-objet et y déposer une goutte d'eau odéee. Recouvrir ensuite
d'une lamelle.

& Variante

Réaliser une coupe transversale dans la banane [fig. 21.8) : obhserver son « écorce » avec
des nervures bien visibles, sa pulpe et les trois cavités carpellaires a placemation axile,
remplies de filaments microscopiques maous,

Sur la pointe d'un scalpel, prélever 1 a 2 mm de pulpe immeéediatement sous ["écorce et
I'écraser doucement dans une goutte d'eau distillée entre lame et lamelle (les cellules de



la pulpe se séparent d'elles-mémes lors de I"aplatissement car leur lamelle moyenne
imtercellulaire est déja gelifiee).

Utiliser la méme manipulation avec un échantilion de la zone centrale de la banane,
Refaire ensuite les deux mémes opérations avec la solution iodée a la place de 'eau :
laisser les fragments dans la solution pendant 1 &8 2 minutes avant de placer la lamelle.
On les voit se colorer progressivement.

Observer au microscope (bien diaphragmer pour observer le pourtour des cellules) et des-
siner.

Résultats, observations et interprétation

Les cellules polyédrigues et sans méat du parenchyme amylifére de la pomme de terre
sont encombrées d'amyloplastes colorés en bleu foncé par I'eau iodée (fig. 21.7).

(= BOD) (= 500

Hile (ron coloralble)

e Fargd souelettique

Membransa
da "amyloplaste

Moy au

Dépdts
concentriques Cyloplasame
darmidien sUFCharg s

d"amyloplast as

Stries
e Croissance Amyloplasies

Figure 21.7. Cellules de parenchyme de tubercule de pomme de temre {Solanacées).

Chague amyloplaste accumule I'amidon qu'il a synthétisé a partir des nutriments appor-
tés par la s&ve Elaborée ; il se répartit en couches concentrigues alternativement claires
et sombres (dues a une différence dans le degré d’hydratation des dépdts successifs),
autour d'un hile excentrique non coloré {fig. 21.7).

Cette accumulation peut étre considérable. Se déposant en couches successives, |"ami-
don distend la matrice plastidiale dont il ne subsiste finalement qu'une fine pellicule,
pouvant méme disparaitre. Les volumi-

neux amyloplastes dont la matrice a Clorson
disparu sont nommés « grains d'ami- inarcarpeliaire
don =, .-'J-Il‘.,

Prévoir le schéma d'une cellule amylr

fére et celui d'un amyloplaste bien

identifiable.

La banane est un fruit dérivé de trojs  Cavité ovarienne
carpelles comportant une partie o'un carpedle
externe fibreuse {« écorce «) et une par-
tie interne riche en amidon (pulpe amy- Pﬁ"'“"‘e{"“'f‘ﬂ I NE e Narvures
litere) (fig. 21.8). amylifére

Dans celle-ci, les cellules disjointes et Flgure 21.8. Coupe transversale de 1a banane
« libres « {par suite de la gélification du  {Musacées).

Ovule avorté
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Cellules gelitiges
de la pulpe

d'amidon

Cellules longues et atroites
contenues dans ia cavité ovarienns

Figure 21.5. Cellules de la pulps de banane [Musacdes),

ciment pectigue de la lamelle moyenne lors de la maturation de la banang) contiennant
des amyloplastes allongés, brillants, colorés en violet par 'eau lodée (fg. 21.9). Certains
aux contours découpés traduisent un début de lyse, c'est-a-dire de digestion chimique.
Dans la zone centrale, les filaments tapissant les cavités ovariennes sont des files de
cellules étroites et allongées, contenant elles aussi des amyloplastes, plus petits gue les
autres mais identifiables par leur coloration & I'eau indée.

Conclusion

Les réserves accumulées par les amyloplastes sont destinées a étre utilisées, a plus ou
moins lengue échéance, par les cellules d'un « germe « qui entame sa croissance | la
plantule d'une graine, le bourgeon d'un tubercule, d'un rhizeme ou d'un bulbe, les bour-
geons des plantes ligneuses, etc.



Iy a. Les chromoplastes chez les Végétaux supérieurs
(Angiospermes)

Mots clés
Chromoplastes, pigments.

Principe

Les végétaux chiorophylliens présentent ponctuellement des organes dont la couleur, sou-
vent vive, tranche sur leur « ambiance verte «, organes végétatifs (tubercules, ete.) ou
reproducteurs (pétales de fleurs, fruits chamus, etc.).

Les chromoplastes sont colorés en jaune, en orange ou en rouge ; ils synthétisent des
pigments caroténoides {xanthophylle, caroténe, etc.). Leurs formes sont varides, souvent
irréguligres et anguleuses par suite de 'existence de pigments a I'état cristallin.

Seécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger,

Matiére d'®uvre

W Matériel biologigue

— Pulpe de tomate mire | Solanacées).

- Pulpe du fruit de I'églantier (Rosacées).

- Tubercule de carotte {Ombelliféres).

— Epiderme des pétales de certaines fleurs (Forsythia, Glaieul jaune, etc.).

W Matériel

= Microscope.

- Lames et lamelles,

— Scalpel ou lame de rasoir.
- Pinces fines.

= Alguilie lancéolée.

- Eau distillée.

Mode opératoire

D'une tomate mure bien rouge prise comme exemple, extraire un petit fragment de pulpe
encore ferme, non gélifiée a "aide d'une aiguille lancéoleée et le monter dans une goutte
d'eau distillée entre lame et lamelle. Observer au microscope.

Résultats, observations et interprétation

La tomate renferme des chromoplastes incolores au sein du cytoplasme qui ont synthé-
tisé des cristaux ou des aiguilles de lycopéne. Parfois, la lyse des cellules de |a pulpe
explique la dispersion du lycopéne dans la préparation (fig. 21.10).

Préciser a 'aide d'un dessin |a forme des cristaux de lycopéne encore contenus dans les
chromoplastes ou répandus dans le cytoplasme adjacent {fg. 21.11).

Conclusion

Suivant les espéces végétales, les chromoplastes se présentent sous des formes
variees : en disques, en fuseaux ou encore en organites a contours irréguliers.

Les pigments qu'iis élaborent peuvent s'accumuler a 1'état de cristaux (comme ici chez la
tomate) ou bien accuper leur stroma de maniére homogeéne.,
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Figure 21.10. Cellules de la pulpe de tomate.

Leur role est mal précisé car, Chromoplastes
s'ils semblent participer a la colo- - POnienant ges cristow:
ration des pétales de fleurs et & et des algulites

celle des fruits {tomate, piment,
etc.), ils se retrouvent parfois
dans les racines (carotte, eto.).

Souvent, les chromoplastes se dif
férencient tardivement lors de la
maturation des fruits, fréguem-
ment a partir des chloroplastes
( poivron, tomate, piment, ete.), Amyloplaste
parfois a partir d'amyloplastes
(carotte, etc.), voire de proplastes,

La signification de ces organites n'est pas évidente : signaux colorés, ils semblent rendre
plus attractif I'organe qui les contient (pétales, fruits, etc,) vis-a-vis des animaux
([insectes, oiseaux, mammiféres, etc.), en vue d'accroitre son efficacité biologigue dans la
pollinisation, la dispersion des semences, etc. Dans cet esprit, il est possible de considé-
rer la spécialisation des chromoplastes comme un facteur de diversification des
Angiospermes, cest-a-dire des végétaux les plus évolués a I'heure actuelle.

.. Cytaplasme
= dispersé

E Cristaux et aiguilles
libérés & la suite
de la destruction

de la membrane
des plastos

@ @ de lvcopdne

Fligure 21.11. Les chromoplastes de la tomate (= 1 000,

Conclusion générale

W Les relations entre les types de plastes

Les chioropiastes, les amyloplastes et les chromopiasies sont des plastes fonctionnels,
élaborateurs de pigments ou de réserves, qui dérivent de petites vésicules ou proplastes,
enfermaes dans les cellules méristématiques a caractéres embryonnaires,

Selon 'organe ol ils se trouvent, leur différenciation en fait des amyloplastes ou des
chloroplastes qui, a leur tour, peuvent devenir des chromoplastes.

Ainsi, les proplastes se transforment dans la racine en amyloplastes, dans les trés
jeunes feuilles en chloroplastes, dans les pétales floraux {lis, etc.) en chromoplastes.
Les interconversions sont assez fréquentes : le chloroplaste évolue en chromoplaste lors
de la maturation des fruits, 'amyloplaste devient chloroplaste a ["occasion du verdisse-
ment des tubercules de pomme de terre fortuitement exposés a la lumiére,

Au total, 1a lignee plastidiale s avere ainsi trés souple,



éﬂ Evolution des vacuoles végétales

Mots clés
Vacuole, mérése, auxése, coiffe.

Principe

Les vacuoles, cavités meénagées dans le cytosol, constituent un compartiment cellulaire
riche en eau et en substances dissoutes et jouent ainsi un role important dans la crois-
sance et I'économie de la cellule végétale,

Leur &tat est fonction de la catégorie et du stade de différenciation des cellules végétales.

Ces changements morphologiques traduisent I'évolution vacuolaire durant la vie de la cel-
lule,

On peut suivre cette &volution lors de l'auxése, c'est-adire lors du grandissement cellulaire.

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'ecuvre

B Matériel biologigue

Racines de blé ou autre graminde (orge, mais, etc.) : se procurer des semences non trai-
tées (aptes a germer aisément).

M Réactifs
Coloration au rouge neutre (dans solution de Ringer), composition (I1V.21.1).

B Matériel

= Microscope,

- Lames et lamelles.
- Lame de rasoir.

- Pinces fines.

= Aiguille montée,

Mode operatoire

Déposer des grains de blé (achetés dans le commerce, sl nécessaire) sur une feuille de
papier filtre humide sur le fond d'une assiette recouverte d'une plague de verre.
Quelques jours plus tard (4 a 6 jours), chague grain a développé gquelques racines.
Irmmerger dans une solution de Ringer complétée de rouge neutre.

Prélever les 5 & 8 mm de I'extrémité d'une racine. Faire le montage entre lame et lamelle
dans une goutte de réactif.

Appuyer l[&gérement sur la lamelle de maniére a dissocier les cellules sans les écraser ;
ainsi, les cellules desguamantes de la coiffe se détachent-elles des cellules embryon-
naires [(ou méristématiques).

Observer au microscope {objectif 4). Rechercher prés de 'extrémité une zone ol les cel-
lules sont petites et toutes semblables | ce sont des cellules embryonnaires sans diffé-
renciation qui constituent le méristéme primaire de la racine, responsable de la crois
sance en longuaur,

En s'éloignant de cette zone, les cellules s'allongent selon |'axe racinaire, deviennent
parallélipipédigues et accédent a leur forme adulte.



Résultats, observations et interprétation
De la coiffe vers la « base » de la racine, on distingue I'évolution vacuolaire suivante

(fig. 21.12) :

- les cellules méristématiques avec de petites vacuoles globuleuses ou filamenteuses,
peu hydratées, bien colorées et nombreuses ;

- les jeunes cellules en cours dallongement (ou auxése) avec des vacuoles moins nom-
breuses (car elles gonflent et confluent entre elles) qui s’hypertrophient et apparaissent
mains intensément colorées par suite d'une entrée d'eau ;

- les cellules plus longues et plus larges, pratiguement adultes avec encore guelgues

vastes vacuoles rosées ;

Cytoplasme pariétal

Vecuole axiale unigue

Précipités Emplacement du noyau

wvacuolaires

Cylindre central

@— Ecorce

l
' ... et de différenciation
i

——

Zane g8 crolssance
par auxése.

t

Zone de croissance
par menrkse

i

— o — = ———

Trabécules

Méristéme
- racinaire ]

Petites vacunles

Rlobuleuses
peu hydratées du noyau Vacuoles
Parai
sOualattioue
gélifide

Cellules « desquamantes - de la coiffe

Figure 21.12. Evolution des vacucles végétales dans une racine d Angiospermes.



— les cellules adultes & une seule grande vacuole centrale peu colorée, ayant repousse le
cytoplasme et le noyau en périphérie.

Dans les cellules adultes ou vieillissantes, des taches plus colorées en rose apparais-

sent : elles sont dues a des précipités du contenu vacuolaire,

Remarque : |la coiffe, originalité de la racine, présente guelgues particularités cytolo-

giques. Ainsi, au cours de leur évolution, les cellules périphériques de la coiffe devien-

nent-e2lles sénescentes et finissent par desquamer, facilitant ainsi I'observation de |'évo-

[ution vacuolaire.

Cytologiguement, elles présentent souvent deux vacuoles ménageant 'emplacement du

noyau &t du cytoplasme résiduel.

Dessiner les stades les mieux visibles,

Remargue : le grandissement évoqué ici n'est pas toujours irréversible. Ainsi, lorsgue les

cellules se dédifférencient & 'occasion d'une multiplication végétative, de la mise en

place d'une assise géneratrice secondaire, etc., les vacuoles se marcellent. Cette réduc-

tion vacuolaire aboutit a une diminution de la taille des cellules,

Conclusion

L'évolution est pratiquement la méme pour les cellules dérivées des méristemes raci-
naires et caulinaires,

Petites, nombreuses, peu hydratées (et donc bien colorées) dans les cellules méristéma-
tigues, les vacuoles grandissent par hydratation et se soudent bientdt en une vaste
vacuole unigue ; la pression gu'elles exercent sur la paroi squelettique, rendue défor-
mable par suite de I'imtervention de 'auxine, en fait ainsi le « moteur « de "auxése cellu-
laire.



AN Les tissus de la feuille de poireau
Présentation sommaire de quelques tissus végétaux

Mots cles
Epiderme, stomate, parenchyme, trachéide, vaisseau ligneux.

Principe

Chez la plupart des végétaux, les activités biologiques variées sont 'eeuvre dorganes for-
més chacun de groupements cellulaires ou de tissus différents @il y a en effet une réparti-
tion du travail physiologique au sein de | organisme.

On nomme » tissu » un ensemble continu de cellules souvent de méme origine, de struc-
ture et de fonction identiques. Les tissus sont alors classés en vertu du rdle qu'ils jouent
dans le végétal. On distingue ainsi les tissus de nutrition {ou parenchymes), les tissus de
protection (épiderme et liege), les tissus conducteurs de séve (le xyléme et |a séve brute,
le phloéme et la séve élaborée), etc.

L'originalité de ces tissus végétaux réside dans les différenciations gue réalisent les com-
partiments typigues de leurs cellules (voir plus haut : paroi, plastes, vacuocle), comparti-
ments responsables des particularités biologiques des organismes vegetaux.

Sécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'euvre

B Matérial biologique
Feuille assez épaisse telle 1a fauille de poireau (Allium porrum, Liliacées) ou similaire.

B Matériel

- Microscope.

— Pince. 1

~ Aiguille droite. |

~ Lame de rasoir. LJ};Ja—Et-:-mate
— Lames et lamelles, L1

- Compte-gouttes. | |II . épidermigues

- Eau distillée, | | (de recouvrement)

GCeliules

Mode operatoire | ,II "
Frendre ["exemple des tissus foliaires du poireau | |
(fig. 21.13). y
Faire une courte incision dans le limbe foliaire avec ™ C,EP
une lame de rasoir. Soulever un morceau d'épiderme [ |' |
en éyitant d'entrainer des tissus adjacents a I'aide de | |
pinces fines. Découper un echantillon d'épiderme blan- | |
chatre et le déposer a plat dans une goutte d'eau dis- | | ‘
tillée disposée sur une lame, Recouvrir d'une lamelle. | ll
Observer au microscope. '
Puis, écraser doucement entre lame et lamelle un frag-
ment de feullle débarrassée au préalable de ses deux
epidermes, superieur et inférieur, afin d'étudier |8  pigure 21.13. Epiderme de feuille
parenchyme foliaire chlorophyllien ou mésophylle et |85 de poireau (Atlivm porrum, Lilia-
tissus conducteurs distribugs au niveau des nenvures., cées).




Résultats, observations et interprétation

L épiderme est un tissu de revétement (fig. 21.13) assurant la protection des organes
vis-avis du milieu extérieur, limitant les pertes hydriques et formant une barrigre contre
les agents pathogénes.

L'épiderme, au faible grossissement (objec-

tif 4), comprend deux catégories de cellules

localisées dans des plans différents. Pour
cela, il convient de faire deux mises au
point :

- en surface, les cellules épidermiques,
allongées et polyédriques, incolores, com-
parables a celles de I'oignon (voir plus
haut) ;

— en « profondeur », les « cellules de garde »
des stomates, en forme de haricot et en
contact deux par deux, riches en chloro-
plastes (fig. 21.14). Leur paroi cellulo-
sique est plus épaisse au niveau de leur
concavité, délimitant une ouverture de dia-
meétre variable ou ostiole, propice aux
échanges gazeux (respiratoires et chloro-
phylliens).

Le mésophylle est représenté par un paren-

chyme chlorophyllien abondant formé de cel-

lules polyedriques a chloroplastes, delimi- Figure 21.14. Les cellules stomatiques du

tant entre elles des interstices ou meats paireay (Allium porrum, Liliacées) (= 350).

intercellulaires nécessaires aux échanges

gazeux en relation avec les ouvertures sto-

matiques (fig. 21.15).

Il existe deux sortes de cellules, a parois minces :

— des cellules allongées localisées le long des nervures, « profondes =, peu riches en
chloroplastes, a noyau visible ;

- des cellules isodiamétriques, « périphérigues », aux chloroplastes abondants.

Les tissus conducteurs sont composés de deux gléements ;

— le xyleéme qui assure la circulation de la séve brute, solution aqueuse de sels minéraux,
puisée dans le sol ;

- le phloéme qui distribue la séve élaborée au niveau de la feuille, solution plus ou moins
riche en constituants organiques, en saccharase en particulier.

lci, seul le xyléme est nettement observable avec des trachéides et des vaisseaux

ligneux, accompagnés de longues cellules parenchymateuses incolores,

Chaqgue &lément conducteur est formé par une file de cellules dont la partie vivante a dis-

paru : ce sont des cellules « mortes « réduites & leurs parois plus ou moins épaissies.

Les cloisons transversales ou obligues ont persisté (trachéides) ou ont plus ou moins dis-

paru [valsseaus j.

Dans I'échantillon, observer essentiellement les trachéides annelées et spiralées.

Consigner les résultats de votre étude & 'aide d'un dessin montrant les cellules chloro-

phylliennes et les éléments conducteurs d'une nervure ainsi que leur disposition au sein

de I'échantillon (fig. 21.15).
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uelettigue
=q 4 Cellule
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25 Les tissus conducteurs d’une tige de Cucurbitacée

Mots cles
Xyleme, phlogéme, séve brute, séve élaborée.

Principe

Les tissus conducteurs {(xyléme et phloéme) assurent "alimentation de I'ensemble du

vegétal, d abord en séve brute, puisée dans le sol et transportée par le xyléme vers les

feuvilles dans lesquelles ensuite, par photosynthése, sont fabrigués les produits orga-

nigues, distribués & leur tour par e phioéme sous forme de séve élaborée,

Ces tissus forment deux systémes distincts transportant les séves dans 'organisme

vagétal, A cet effet, ils comportent chacun des éléments allongés mis bout 4 bout vertica-

lement (dans le cas d'un végétal a port dressé) de fagon a constituer des « tuyaux =, mais

des « fuyaux « qu seraient eventuellement compartimentés par des cloisons transver-

sales ou obliques.

Ces deux tissus sont d'ailleurs des complexes tissulaires, ¢'est-a-dire gue, contrairement

aux autres tissus végetaux, leurs composants sont diversifiés avec des éléments conduc-

teurs fonctionnels associes a un parenchyme d'accompagnement :

— les « vaisseaux » conducteurs de la séve brute et leur parenchyme qui se lignifie plus
tardivement forment les faisceaux vasculaires ou xyleme ;

- les tubes criblés conducteurs de |la séve élaborée et leur parenchyme forment les fais-
ceaux criblés ou phloéme.

B Le xyléme (fig. 21.20)

Il conduit la séve brute, solution agueuse, fluide, non utilisable directement, puisée dans
le sol par les racines, souvent appelée séve ascendante.

Ses éléments fonctionnels ou « vaisseaux » sont lignifiés,

La lignine, matigre inerte, se dépose diversement selon les « vaisseaux = (voir la classifi-
cation ci-dessous), mais ce dépdt est toujours interne par rapport & la paroi cellulosigue
primitive de I"élément conducteur.

Dans une région « jeune «, en cours de croissance et meétaboliguement trés active,
proche d'une zone méristématique dont elle dérive, apparaissent les premiers « vais
seaux = dérivés des cellules procambiales (récentes cellules méristématigues déja allon-
gées et disposées en files).

Dans tout organe, les premiers éléments conducteurs sont de petit calibre et pau
lignifiés : la lignine s’y dépose sous forme d'anneaux et les files de cellules conductrices
forment des trachéides anneléas.

L'essentiel des parois longitudinales reste cellulosique, donc perméable et déformable,
ce gu par conséquent ne nuit nullement a |'achevement de I'allongement de 'organe
concernd, ni a ung active circulation latérale (en particulier, au niveau de la zone pilifére
de la racine).

Bientdt, & cité des trachéides annelées, de nouvelles files de cellules procambiales
s'organisent en trachéides spiralées avec des épaississements intermnes de lignine an
forme de spirale, laissant, 14 aussi, des plages cellulosiques encore aples a l'allonge-
ment.

Ces trachéides annelées et spiralées, organisées en séries verticales, conservent leurs
parols transversales ou obligues et forment le xyldme primitif, le protoxyléme,
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8 La coloration (technique de la double coloration)

Au fur et & mesure de |la confection des coupes, les transporter grace a une aiguille lan-

céolée (la pince est a proscrire) ou un petit panier spécial, dans une série {ou « batterie s

de verres de montre contenant successivement (fig. 21.17) :

- de I'hypochlorite de soude (5 & 10 minutes) qui détruit le cytoplasme vivant des cellules
et révéle mieux les parois sguelettigues (bain & surveiller pour éviter la destruction de
I'échantillon}. Toutefois si I'eclaircissement des coupes n'est pas suffisant, chauffer
légarement la solution ;

~ de I'eau distillée pour un lavage a grande eau, autrement dit un ringcage, car un reste
d'hypochlorite détruirait les colorants ;

= de 'acide acétique a 10 % (3 a 5 minutes} : les coupes continuent & perdre leur hypo-
chlorite et les tissus deviennent plus aptes a bien fixer leur colorant (mordangage) ;

— du vert diode acétique (1 & 5 secondes) : les coupes sont alors uniformément colordes
en vert ;

- de ["alcool a 20° | les coupes qui vy sont déposées sont |'objet d'une régression de colo-
ration ; on les y laisse jusqu’a ce que I'alcool 8 20° n'enléve plus de vert ;

- de |'eau distillée : simple passage des coupes ;

— du carmin aluné (5 & 10 minutes) qui colore les parois squelettiques demeurées cellulo-
sigues en rose alors que le vert diiode teinte les parois lignifiges, cutinisées et subéri-
figes en vert, en bleu vert ou en violet suivant le degré de modification de la paroi colo-
rée ;

= de I'eau distillée pour un demier lavage a grande eau, afin d"éliminer I'excés de colo-
rant ; les préparations sont prétes au montage,

Hypochlarite Eau Eau Vert diicde  Alcool a 90° Eau distillée Carmin Eau distillée
dex soude distillge acétigue aluné

1\\_//I I\_j \\_// \_/JI I\_// IL\\_//I I\_j \\_4/’
5a10min  Ringage 3a5min  145s  Passage  Ringage 5ai0min  Ringage
puEls ﬂt'ﬂchﬂ.ﬁ

Figure 21.17. Technigue de la double coloration. La batterie des verres de montre.

Remarque | en vue de simplifier la manipulation précédente, on peut aussi faire agir
simultanément les deux colorants précédents en les mélangeant : c'est utiliser le réactif
au carminovert de Mirande (mélange renfermant dix parties de carmin aluné et une partie
de vert d'iede).

Litiliser ce réactif de la maniére suivante :

- bain d’hypochlorite de sodium (5 a 10 minutes) ;

- passage a l'eau acetique ;

= bain de carmino-vert (5 & 10 minutes) ;

- lavage a I'eau distillée ;

- montage éventuel a la glycérine.

La coloration est obtenue plus rapidement, mais elle s'avére moins fine gu'avec la
méthode des bains successifs.

Ensuite, transporter les coupes d'un verre de montre dans le suivant a 'aide de 'aiguille
lanceolée exclusivernent ; sinon, faire progresser le « panier » contenant les diverses



coupes réalisées, dans la série de verres de montre, Aprés le dernier lavage, le renverser
sur un verre de montre vide et jeter I'eau @'un autre verre de montre sur le fond pour
en detacher les coupes. Si on les enléve soi-meéme dans les mailles du panier, on les
altére.

Se méfier également de la moindre goutte d'hypochlorite transportée par "aiguille lancéo-
l[&e ou le panier. Laver abondamment ces instruments avec ['eau acétique ; en effet, la
moaindre trace de chlorure décolorant raméne les couleurs obtenues au vertjaune.

H Le montage

La coloration effectudée, ne monter que 2 ou 3 coupes sous une meme l[amelle et jamais
plus d'une lamelle par lame,

Le plus simple est de monter les meilleures coupes, bien transversales ou longitudinales
et non obliques, entre lame et lamelle dans une goutte d'eau ou de glycérine diluée,
Remarqgue . dans ce but, la lamelle dont @ bord inférieur st au contact de la lame est
amenée au contact de la goutte de liquide puis rabattue lentement sur cette goutte a la
maniére d'un volet. Cette fagon de procéder permet d'éviter la formation de bulles d'air
dans |la préparation, fort génantes pour |"observation.

Me jamais appuyer sur la lamelle avec les doigts.

Les trés honnes coupes aux contours cellulaires nets et bien colorés mériteront d'étre
conservées plus durablement avec un montage en gélatine glyceringe,

On dépose sur la lame un petit fragment de cette gélatine que I'on fait fondre sur une pla-
tine chauffante ; on transporte dans le mélange fondu les coupes placées au préalable
dans ['eau distillée.

On recouvre d'une lamelle et on laisse refroidir avec un montage dans le baume du
Canada.

Les coupes doivent d'abord étre soigneusement déshydratées par un passage dans
"alcool & 90° puis deux séjours successifs dans |'alcool absolu, Elles sont ensuite pla-
cées dans du tolugne gu'elles ne doivent pas troubler (sinon, il convient de déshydrater a
nouveau par |'alcool absolu).

On dépose ensuite sur la lame une ou deux gouttes de solution de baume du Canada
dans du toluéne. On transporte alors les coupes dans ce liguide. On recouvre d une
lamelie et on laisse sécher a [ air.

Résultats, observations et interprétation

B Examen des coupes transversales

La symétrie axiale est caractéristique de la tige. A l'objectif 4, réaliser un croquis localisé
8 un secteur montrant un contour sinueux et la présence de petits faisceaux de tissus
conducteurs dans les carénes et des faisceaux plus importants dans les vallécules.
Schématiser I'un d'eux : deux plages roses de part el d'autre d'un massif vert, autrement
dit, deux masses de phlogéme entourent un massif de xyléme [fg. 21.18).

Classiquement, les tiges ne contiennent que du phlogme externe par rapport au massif
ligneux. Les Cucurbitacées se singularisent par la présence de phlogédme primaire
« interne » ou phloéme parimédullaire (fig. 21.19).

Ce petit inconvénient d'observation est aisément compensé par la grande dimension des
tubes criblés permettant de bien voir les cribles.

Dans un massif de phlogme externe, le protophiogéme et le métaphloeme se présentent
avec des tubes criblés de diamétre croissant.

A I'objectif 4, repérer, dans le phlogéme externe d'un volumineux faisceau conducteur, un
élément qui semble obstrué ; on ne distingue pas le crible, mais cette « obstruction »
nous assure de sa réalité,

A
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Figure 21.18, Coupe transversale de tige Figure 21.19. Organisation d’un massif cribro-
de Cucurbitacée (= 12]. vasculaire de tige de Cucurbitacée,

A 'objectif 10, on apergoit le crible, entier ou non, Mais ayant uneg mise au point |égére-
ment différente de celle du parenchyme voisin.

Dessiner d'abord les contours cellulaires, puis installer le crible dans un des tubes cri-
blés dessinés.

Au point de vue vasculaire, la coupe transversale renseigne peu. Elle signale des éle-
ments ligneux de calibre dont I'épaississement lignifié parait uniforme : respectivement,
on reconnait le protoxyléme avec des trachéides annelées et spiralées et le métadyléme
doté de véritables vaisseaux (rayés, réticulés et ponctués).

Entre les deux tissus primaires, un arc de cambium intrafasciculaire commence a édifier
des tissus conducteurs secondaires (bois et liber).

E Examen de coupes longitudinales
Mémes fragmentaires, ces coupes mettent en évidence la succession et 'omementation
des trachéides et vaisseaux du xyléme. MNe pas chercher tous les types d'éléments

conducteurs sur la méme coupe. Echantillonner chagque type lorsqu’il se présente, mais
respecter leur ordre et leur calibre ainsi que le parenchyme adjacent (fig. 21.20).
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£ones demeurdas
cellulosigues

B B LY
Trachéides Trachéides
annelées  Spiralées

. ' T 1

| Protoxylame " | B atanyldme) |
i | I !

| | L | Yaisseau . Vaisseau ) Yaisseau |

| : | | rayé ; réticulé | ponctué |

|

Figure 21.20. Les constituants d'un massif de xyléme (= &00),

1)




Quant au phicéme, il peut étre identifié de la maniére suivante (fig. 21.21) : il est bien
coloré en rose, car cellulosigue, Ses eléments de grand diamétre ont des parois longitudi-
nales épaissies, associées a des cellules parenchymateuses courtes a parois minces. Un
dépot de callose obstrue quelgues cribles.

Dans une région favorable, déplacer |la préparation parallélement a ['allongement des
tubes criblés et dessiner un ou deux d'entre eux avec un crible sectionné, un crible en
perspective.

Parenchyme  Crible

Cellules-compagnes
cribilé Pag

Callules J

- Tubes criblés
criblées

sectionnés entre deux cribles

Figure 21.21. Les tubes criblés du phloégme [« 600].

Conclusion

Ayléme et phloéme sont des tissus caractéristiques des Végétaux vasculaires ou
Trachéophytes (Ptéridophytes, Gymnospermes, Angiospermes). Leur présence sert de
trait d'union entre les diverses régions aériennes et souterraines, souvent fort éloignées
les unes des autres, au sein de I'organisme végstal.

Les tissus conducteurs et les autres tissus ont contribué a l'installation de ces végétaux
sur les terres émergées avec une mention particuliére pour les Angiospermes qui, par
leur diversité morphologique (vegétaux ligneux et herbacés) et biologique (végétaux
annuels, bisannuels et vivaces), dominent |a flore terrestre actuelle.
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Mode opératoire /b Bourgeon

Faire « germer « un bulbe d'oignon (ou de jacinthe} sur ¢ . Lk fewills
un verre d'eau, a une temperature moyenne de 16 8 poectrices i

20 °C {fig. 21.22). Les bulbes germent bien s'ils ont Y ..,J _ﬂl_a'-'"-:_l'l‘n

passé I'hiver dans un lieu froid. Sinon, les maintenir \; 1 Hgno

pendant quelgues semaines dans un réfrigérateur. | ’WMﬁ Racines
V)0 en croissance

Dix jours plus tard. les premiéres racings peuvent A
elre prélevées. Sectionner les extrémités des jeunes f
racines (les © derniers mm) et les placer dans une ;
coupelle contenant du carmin acétigue. Celui-ci est a | =
la fois un fixateur {par I'acide acétique) et un colorant ! !

{par le carmin). oS

Porter a I"'ébullition pendant 1,5 minute.

Monter un exemplaire entre lame et lamelle dans une  Figure 21,22, L'enracinemeant d'un
goutte de réactif. Si nécessaire, appuyer trés douce- bulbe d'oignon.

ment sur la lamelle de fagon a dissocier les cellules

5ans les ecraser.

Trouver le méristéme a proximité de |a pointe de la racine, avec ses petites cellules régu-
lieres et isodiamétrigues.

Les noyaux peuvent se rencontrer sous deux états : certains sont au repos mitotique,
d'autres sont en cours de mitose.

Reésultats, observations et interpretation

La division cellulaire ou mitose reconnait guatre phases successives (prophase, méta-
phase, anaphase, télophase), d'inégale durée mais & déroulement continu (fig. 21.23).
Dans un but de clarification, on « sépare - ces phases de la fagon suivante,

Microtubules fusariaus

Télophase ; Métaphase (avec plague
chromosmmes an cours i
de despiralisation

eguatoriale vee de profil)
Phragmaoplaste

Anaphase gvec
ascension polalre

GCellute en interphase
chromating interphasigue

Fim de prophass |
dispanition de
enveloppe nuclédaine

Fuseau
athromatigue
. Dbyt de prophase
Métaphage | aver individualisation
plagque EdﬂU;E'tﬂ”ﬂlﬂ des chromosomes
YVUE QB Taae

—— Fin d anaphase
Fin de mitose ; pn

la télophase avec les 2 cellulesfilles

Fligure 21.23. Fregment de méristéme : les phazes de la mitose végétala,
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=Y E Les vacuoles a coloration variable

Mots clés
Pigment, vacuole, anthocyanes, pH, perméabilité.

Principe
Des pigments comme les anthocyanes contenus dans les vacuoles végétales changent
de coloration en fonction du pH dans lequel elles sont plongées.

Seécurité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d’'ceuvre

B Matériel blologigue
Fleur d"anémone cultivée,

B Réactifs

- Solution d'HCI {0, 5/1 000) définissant un pH de 4 environ.

- Solution d'ammoniague (171 000) définissant un pH de 8 environ.
- Eau distillée.

B Matériel

- Microscope.

- Lames et lamelles.
— Pinces fines.

= Aiguille lancéolée.
- Compte-gouttes.

- Becher,

Mode opératoire

A |'alde d'une aiguille lancéolée et d'une pince fine, détacher un fragment d'épiderme
inférieur d'un pétale de fleur d'anémone. Placer 'échantilion dans une goutte d'eau distil-
l&e, les courts poils épidermigues vers le haut. Recouvrir d'une lamelle. Observer.

Puis remplacer, & 'aide d'un compte-gouttes, I'eau distillée par une solution d'HCI trés
diluée (pH = 4 environ). Observer.

Effectuer ensuite la méme manipulation, en utilisant cette fois une solution ammoniacale
diluée. Observer,

Variante

Dans une enceinte en verre, disposer un becher contenant une solution ammoniacale. A
coté, installer une fleur d’anémone dans un petit récipient rempli 8 moitié d'eau.
Observer,

Résultats, observations et interprétation

Les cellules de I'épiderme inférieur d'un pétale d anémone cultivée présentent un contour
plus ou moins sinueux et leur disposition rappelle celle d'un « jeu de patience »
ifig. 21.24).

Une volumineuse vacuole colorée par I'anthocyane accupe pratiquement chaque cellule,
repoussant le cytoplasme vers la périphérie. Cependant, observer dans ce cytoplasme
pariétal le noyau ovoide d aspect granuleux et des leucoplastes (ou plastes incolores).
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lls se présentent alors essentiellement sous la forme de cristaux isolés, de cristaux asso-

ciés (ou macles) ou de faisceaux de fins cristaux {ou raphides).

— Dans 'épiderme d oignon (fig. 21.25), il existe une abondance de cristaux prismatiques
{= &n tablettes ») de section triangulaire ou quadrangulaire surmontés ou non d'une
base pyramidale ; certains sont associeés en croix de Saint-Andre.

I'L--..f’ CI'IS'[EILIJ. prismatigques
58NS

aved Joiniemenis d'oct addre

.-"“"'-nll_

Cristaux ma-:lé
B ok Cell IJ|EE
Ej:udﬂrmmuaE

Flgure 21.25. Epiderme d'cignon ; Allivm cepa (Liliacées) (x 550).

— Dans le pétiole de lierre {fig. 21.28).
observer de volumineux cristaux octa-
édriques « en oursins », ¢'est-2dire dont la

Cristauc
comvergence produit une concrétion agreé- &n oursin
mentée de pointes.

Remarguer que les cellules les contenant
sont trés souvent cloiscnnées en deux, - Clnisan
guatre jusqu'a huit logettes, de sorte que
deux cristaux « maclés » sont rarement

dans un seul compartiment. Ce fait Cellules de
d'observation, quoigque non ancore expli- parenchyme
qué, permet de reconnaitre des cellules . ) .
« @ oursins = méme si elles en sont vidées Figura 21.26. Pétiale da liarrs : Hadera heiix
, [Araliacées) (= THO).

par la lame de rasoir au moment de la
coupe ou par I'hypochlorite ensuite.

- Chez 'asperge (fig. 21.27), les raphides
sont de longues aiguilles prismatiques pla-
cées parallélement entre elles dans les
vacuoles, ¥ formant des faisceaux dispo- Cellules \/“""

565 selon le grand axe des cellules. de parenchyme
A |'objectif 4, les raphides apparaissent |
comme des amas grisatres. A 'objectif 10
arienté& sur 'un d'eux, on observe des

aiguilles en faisceaux dans les cellules />
allongées en files réguliéres.

Certains groupements, disjoints au -— Raphide isolé
moment de la coupe, permettent de véri-

fier que les raphides sont prismatiques @ Figure 21.27. Racine dasperge @ Asparagus
extrémités pointues. officinalls {Lillacees) (= TOO).

/

Farscoau
de raphides

10



Les raphides s'installent dans les vacuoles de cellules renfermant des mucilages ;
elles sont surtout abondantes chez les Monocotylédones.

M Les cristallisations de carbonate de calcium

Le carbonate de calcium peut imprégner et rigidifier les parois des cellules végéatales, an
particulier chez les Thallophytes (algues encrodtantes, etc.) ; mais chez les végétaux
supérieurs, quelgues familles d'Angiospermes présentent aussi des dépots volumineux et
caractéristiques.

Ainsi, dans le mésophylle du limbe de la feuille du figuier, plus précisément dans |'hypo-
derme, situé sous I'épiderme supérieur, observe-t-on des concrétions cystolithiques de
CaCQ, de forme caractéristique (fig. 21.28), suspendues par un court prolengement au
plafond de cellules volumineuses spécialisées du parenchyme foliaire.

Ces cystolithes prennent naissance a partir d'un appendice de la paroi squelettigue qui
fait une saillie dans la cavité cellulaire, servant ainsi de support aux nodules solides de
Eat':t}3-

=— Epidermee Supsdricur

Concrétion Hypoderme
(% 175) calcaire }
Paranchyme palissadigue
chioraphyllien

YOO IC_ _ __ | Epiderme supdrieur
JC7 C?ﬁ

(= 350) I:_

Cystalithe > Hypoderme
installé dans

une cellule
de I'hy pisderme

Uil } rascme

Fligure 21.28. Coupe fragmentaire du limbe de la feuille de Ficus elastica : le « caoutchouc des
fleuristes « (Moracees).

Conclusion

La présence et la nature des cristallisations dans un organe des végétaux supérieurs
sont, au niveau microscopique, des critéres non négligeables dans la diagnose végétale.
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335 H L'épiderme de grenouille

Mots cles
Epiderme, tissu, amphibien.

Principe

Par définition, les tissus épithéliaux assurent un rdle de revétement protecteur (voir
IV.22.1). Par la suite, certaines cellules épithéliales développent des propriétés sécré-
trices et deviennent des cellules glandulaires définissant une variété de tissus épithé-
liaux, les épithéliums glandulaires.

Les données concernant |'épiderme buccal se retrouvent au niveau du tégument d'un ver-
tébré amphibien, la grenouille.

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'euvre

B Matérial biologique
Fragments de « mues - de grenouilles a récolter dans le paludarium ol on éléve des gre-
nouilles ( Rana esculenta ou Rana temporaria, Amphibiens).

B Réactifs
Solution iodo-iodurée (voir 1.2.1) ou solution de bleu de méthyléne.

B Matérial

- Microscope.

- Pinces fines.

- Lames et lamelles,

= Deux aiguilles droites.
- Scalpel,

- Gants latex jetables.

- Lunettes de protection.

Mode opeératoire

Dans I'eau du paludarium au sein de lagquelle des grenouilles {ou autres amphibiens : des
tritons, etc.) se sont agitées, flottent des lambeaux minces, grisatres et translucides
atteignant parfois plusieurs centimétres de longueur : ce sont des « mues » de gre-
nouilles,

Etaler un fragment frais de - mue - sur une lame portant une goutte d'eau et recouvrir
d'une lamelle. Observer au micrascope.

Faire un deuxieme montage en utilisant une goutte d'une solution jodo-iodurée ou d'une
solution de bleu de méthyléne. Observer au microscope.

B Autre manipulation possible

Gratter avec un scalpel la peau du dos d'une grenouille, |4 ol se trouve une tache nolre et,
avec des aiguilles montées, dilacérer les fragments détachés dans une goutte d'eau salée.
La dilaceération a pour but de séparer les éléments les uns des autres pour en faciliter
I'observation.



Rechercher un « camelage « de grandes cellules. Ce sont les cellules superficielles de
I'épiderme (voir la manipulation ci-dessus) ; cellules jointives, de forme polygonale, et
aplaties (d'ol expression d'épithélium pavimenteux), avec un noyau net et un cyto-
plasme a granulations brunatres. Les dessiner,

Dans la meme préparation, ailleurs, retrouver des cellules semblables aux précédentes,
jointives elles aussi, mais plus petites, A 'aide de la vis micrométrique, elies apparais-
sent plus hautes que larges : ce sont les cellules profondes de |'épiderme. Les dessiner.

Résultats, observations et interprétation Couches cellulaires

Au faible, puis au fort grossissement, I'épithé- SUpErposees
lium pavimenteux se révale formé d'un
ensemble de cellules jointives, polygonales, au
noyau bien visible au sein d'un cytoplasme gra-
nuleux.

Entre les cellules de I"épiderme, observer les ori-
fices des glandes & mucus, a disposition assez
réguliére. Ces orifices se présentent comme des
espaces arrondis au centre desquels on aper-
goit une ouverture a trois l&vres (fg. 22.3).
L'examen du montage coloré & l'iode ou au  Figure 22.3,  Fragment de mue de gre-
bleu de méthyléne confirme les données précé  nouille [Amphibiens),

dentes.

Comme chez tous les vertébrés, I"épiderme est pluristratifié : les cellules profondes, au
contact du derme vascularisé, sont vivantes et se renouvellent par mitoses a partir de la
couche germinative tandis que les couches cellulaires externes sont mortes et desqua-
ment en lambeaux (fig. 22.4).

L'échantilion peut montrer également, pour peu gu'on ait gratté la peau de la grencuille
assez fort, les cellules pigmentaires ou chromatophores du derme sous-jacent.,

Ce sont des cellules fortement colorées par les granulations d'un pigment nair {la méla-
nine), de forme trés variable : elles sont constituées d'un corps cellulaire arrondi émet-
tant des prolongements plus

ou moins nombreuy, plus ou

Crifice
glandulaire

moins gréles et plus ou =« Mue » : lambeau de |a couche
moins ramifiés, Le corps cel- COMEe Qui desquame
lulaire montre un Noyau appa- £

) . e am— Cauehe « cormie s
raissant sous forme d’une . '

: |
tache claire (fig. 22.5). Epidorme l ]‘

Ces chromatophores, a la Assise germinative

maniére d'une amibe émet- hromatophore

trice de pseudopodes. chan- —

gent sans arrét d'aspect : "L'{" (O = Capillaires sanguins
rétractant leurs pseudopodes, Derme 4 ,,_...J/

ils couvrent une surface peu o

étendue, mais ils peuvent E\

aussi s'étaler largement. § El-- Celuies

Ils contribuent a varier la {.} ﬁdu conjonctif

teinte du tégument de la gre- vasculariss
nouille de maniére a mettre
sa coloration en harmonie Figure 22,4, Tegument d'un amphibien,



avec le milieu extérieur et a la
camoufler.

Ces celluies sont, comme les
autres composants du derme,
non Jjointives, séparées par une
substance fondamentale ; cette
organisation traduit une nature
conjonctive et non plus épithé-
liale,

Dessiner quelques chromato-
phores,

Conclusion

La « mue » de la grenouille cor-
respond a la fine couche cormse

Moyau
Cellules
epidermiques
jointives

Chromatophores
| TR LMES )

Orifice
d'une glande
a3 mutus

Figure 22.5, Fragment d'épiderme de grenouille {Amphi-
blens).

epidermigue. Sa présence traduit un premier pas dans ["adaptation au milieu aérien des
séchant, en rapport avec la vie mi-aquatigue et mi-terrestre que ménent les amphibiens.

La couche épidermique cornée prend beaucoup plus dimportance chez les Vertébrés
amniotes franchement terrestres (reptiles, oiseaux et mammiféres) participant également
a la constitution des phanéres (plumes des oiseaux, poils, griffes, sabots des mammi-

feres, etc.).



5 H L'épithélium cilié d’'un mollusque lamellibranche

Mots clés
Epithélium, mollusque lamellibranche, branchie, eau de mer.

Principe
Les cellules épithéliales de recouvrement présentent parfois des différenciations qui leur

conférent des activités originales au sein de "organisme ; il en est ainsi pour les &pithé-
liums ciliés.

Sécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'euvre

B Matériel biologigue
= Moule.
— Huitre ou autre lamellibranche a i"état vivant.

N Réactifs
= Encre de Chine.
— Eau ipdée,

B Matérie!

- Nicroscope.

— Lames et lamelles.

— Ciseaux fins.,

- Pinces fines.

~ Aiguille droite.

- Comptegouttes,

- Couteau a forte lame.

Mode operatoire

Ouvrir une moule {ou autre mollusque lamellibranche commun), aprés avoir glisseé une lame
de couteau en la tenant & plat pour couper les muscles adducteurs antérieur et postérieur.
Des branchies en forme de lamelles flottent dans la cavité palléale.

Prélever avec des ciseaux fins un morceau de lamelle branchiale. Avec la pointe d'une
giguille montée, le dilacérer doucement sur une lame de verre et le monter ensuite dans
une goutte d'eau de mer prélevée dans la cavité palléale de |'animal ;| les cellules bran-
chiales, maintenues dans leur milieu origine!, continuent & vivre,

Observer, au fort grossissement du microscope, la forme allongée des filaments bran-
chiaux et leurs relations réciproques ; ils portent, sur toute leur longueur, une multitude
de cils vibratiles, continuellemeant en mouvement.

Déposer une goutte d'eau icdée sous un « coin « de la lamelle : il se produit une paraly-
sie qui permet de mieux analyser le mouvement coordonngé des cils par ondes succes-
sives, Le colorant tue progressivement les cellules quiil touche, Apercevar la base cen-
trinlaire des cils vibratiles dans les cellules mortes.

[soler un deuxieéme échantillon de branchie et le monter dans une goutte d'eau de mer
additionnée d'encre de Chine diluée, Observer et dessiner,
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Le déplacement rapide des particules en Eau de mer
suspension, et souvent des Protozoaires

T = Epithé&lium vibratile
commensaux, concrétise le courant d'eau ;
animé par les battements ciliaires (fig. 22.9). Disques ciliés
Ceux-ci expliguent les courants liguides ren- EIS!_'-U'GiEﬂl
dus visibles par les particules d'encre de ";f "'ﬂr';'_"“"“
Chine de la dernigre manipulation. Eir:fe f;:

Observer les mouvements ciliaires vers
I'extérieur des filaments.
Les cils qui bordent chacune des lamelles

branchiales déterminent une circulation : 1

d'eau indispensable & la vie de la moule : : Ew mﬁ
ainsi, a8 marée haute, ce courant d'eau de : T :
mer (plus de 70 litres par jour) entre dans la 3 filaments branchiaus

cavité palléale par une large ouverture ven- _

trale (entre les deux lobes du manteau ou Flgur_n 22.9. Fragment de branchie observé
pallium), baigne les organes et ressort par o0 CIOSCOPE.

une ouverture postérodorsale, la bouton-

nigre (fig. 22.10).

Au cours de ce trajet, I'eau mise en mouvement permet les échanges respiratoires au
niveau de la vaste surface d'échanges réalisée par les branchies en lamelles, conduit les
particules alimentaires (plancton, etc.) a proximité de la bouche et des palpes buccaux (la
moule a en effet un régime alimentaire microphage), évacue les dechets rejetés par
I'intestin et les reins vers la boutonniére et, en période de reproduction, permet aux pro-
duits sexuels de se rencontrer pour assurer la continuité de I'espéce.

Région anténeurs
. Capuchon céphaligque

Muscle adducteur antérieur

Entrée de |'eau de mer

Pied

at mon Silken Emplacement de I'hépatopancréas

Lobe gauche du manteau

Face ventrale I ] Face dovsale
— Mustle adducteur postérieur

e Boutonniére

\ Sortie de 'eau de mer
Région posténeurs

Figure 22.10. La moule débarrassée de sa coguille : circulation de 'eau de mer réalisée grace
aux mouvaments ciliaires.

Conclusion

La moule, comme beaucoup de mollusgues lamellibranches, méne une vie aguatigue pra-
tiguement fixée, La ciliature par ses hattements créa une circulation de 'eau de mer
indispensable aux échanges avec son environnement, Sa modeste vie de relation, sa vie
de nutrition et, épisodigquement, sa vie de reproduction en dépendent directement.



4 -§ Les constituants sanguins de la grenouille

Mots clés
Sang, tissu conjonctif, eérythrocyte, leucocyte, frottis.

Principe
Le sang est considéré comme un tissu conjonctif dont la substance fondamentale liguide,
le plasma, contient des cellules libres, les éléments figurés.

Sécurité

D'aprés le décret du 19/10/87 et I'arrété d'application du 19/04/88, cette manipulation
est réservée a |"enseignement supérieur et doit étre réalisée par un expérimentateur titu-
laire d'un certificat nominatif d'habilitation a 'expérimentation animale dans un établisse-
ment agréé.

Matiere d'euvre

B Matériel biologique

=ang frais de grenouille rousse (Rana temporaria) ou de grenouille verte (Rana escu-
lenta).

B Réactifs

-~ Fixation a I"alcool méthylique absolu.
~ Coloration au May-Grinwald-Giemsa,
B Matériel

= Microscope.

— Lames et lamelles.

— Gants latex jetables.

- Lunettes de protection.

Détplacemant rapide et régulier de |a lamelle

Mode opératoire _—

Déposer une petite goutte de sang, \ 5\

obtenue a la suite d'une trés [égére N R

piglre, sur une lame de verre propre, : Lamelle

Y
4

puis glisser dans cette goutte le bord i )
d'une lamelle obliquement tenue a 45° b

(fig. 22.11). Sécher en agitant la lame. :’l:
Le frottis obtenu est fixé par de |'alcool R
méthylique absolu, puis coloré par le
meélange de May-Grunwald-Giemsa.
Observer au fort grossissement. Des-
siner, Figure 22,11, Réalisation d'un frottis sanguin.

o\ -'\. .\\.
LY - H
};ht\‘\ \ e
Gt de sang
étalée par capillariteg

Reésultats, observations et interprétation

Les globules rouges ou érythrocytes sont grands, elliptiques (22 = 15 um), biconvexes et
nuclées, colorés en rouge, leur noyau en violet. lls forment la trés grande majorité des
cellules du frottis {fig. 22.12),



Les globules blancs sont beaucoup moins nombreux, 50 fois moins que les globules

rouges :

- legs granulocytes ou polynucléaires (10 & 12 pm) représentent un quart des globules
blancs. [ls offrent, autour de leur noyvau plurilobé, 3 aspects cormespondant & autant de

types cellulaires :
- épsinophiles a granulations rouges ;
- basophiles a granulations bleu foncé ;

- neutrophiles & granulations violet pale ;
- les lymphocytes, petits (6 4 8 pm), ont un noyau arrondi teinté en violet entouré de fort

peu de cytoplasme ;
- les monocytes, plus volumineux, présentent un noyau réniforme.
Lymphocytes et monocytes sont des globules mononucléaires constituant les trois guarns
de la population des globules blancs.

— Membrane soupie el déformable
Globules rouges Cytoplasme riche en hémogiobine
de farme elliptiguee 1—‘ Moyau
1
@ j-ﬁ- —— Lymphacyte
= (0) (©
:@

=

Flgure 22,12, Sang de la grenouille {Amphibiens).

Conclusion
Diversité des cellules sanguines et unité au sein des Vertébrés,
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4 ¥ Propriétés osmotiques des hématies
de cheval ou de lapin

Mots clés

Osmose, plasmolyse, turgescence, hémolyse.

Principe

Les hématies sont des cellules anucléées, constituées d'un cytoplasme limité par une
membrane plasmique. Dans le sang, elles baignent dans le plasma qui développe la
méme pression osmotigue gu'une solution de NaCl a 9 g/L. Si l'on place des hématies
de cheval ou de lapin dans des milieux de concentration variable en NaCl, des mouve-
ments d'eau se produisent que 1"on peut apprécier par la taille et la forme des cellules.
Les flux d'eau dépendront de la concentration en NaCl de la solution dans laguelle sont
immergées les hématies.

Si la concentration est faible (milieu hypotonique par rapport au cytoplasme cellulaire),
'eau entre dans les cellules, cellesci grossissent et peuvent éclater, elles sont turges-
centes. Si la concentration est élevée (milieu hypertonigue par rapport au cytoplasme cel-
lulaire), 'eau sort des cellules, celles-ci se « ratatinent =, leur taille diminue et leur
contour est crénelé. On dit gue les cellules sont plasmolysées.

Securite
[l est interdit de pipeter le sang & la bouche (utiliser une poire d'aspiration).

Matiére d'2uvre

B Matériel biologigue

Sang frais de cheval ou de lapin recueilli en abattoir sur héparine (indiguer la concentra-
tion).

B Réactifs

Solution de NaCl 4 20,25 g/L.

N Matériel

- Cing tubes & hémaolyse,

- Un portoir pour tubes a hémaolyse.

— Une petite centrifugeuse de paillasse (non obligatoire).
— Une pipette graduée de 1 cm?.

= Deux pipettes graduges de 5 cm-.

— Une poire d aspiration,

— Une pipette capillaire,

— Un microscope.

— Lames et lamelles.

Mode opératoire

Préparer dans 5 tubes a hémolyse une gamme de concentration de NaCl, comme il est
indiqué dans le tableaw 23.1, puis introduire, dans chacun des tubes dont le contenu aura
&6 homogénéisé, 0,5 cm?® de sang frais recueilli sur anticoagulant [ héparine).

Centrifuger chacun des tubes durant 5 minutes a 3 000 RPM. A défaut de centrifugeuse,
on peut laisser sédimenter durant 24 heures en plagant &2 4 °C au réfrigérateur. Observer
le surnageant : il est rouge pour les tubes O, 1 et 2, incolore pour les tubes 3 et 4.,
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4 L'osmose a I'ceuvre dans une racine, un tubercule,
une graine, un bulbe, un ceuf, une racine artificielle

Mots clés
Osmose, physiologie végétale, turgescence, plasmolyse.

Principe

A 'aide de differents organes végétaux et d'eau sucrée, metire en évidence les mouve-
ments d'eau par asmose dans les cellules.

Seécurité
Cette expérience ne présente aucun danger.

Matiére d'e®uvre

B Matériel biologique
- Carottes,

- Pommes de terre,
- Dignon rouge.

- Haricots secs.

= CEuf de poule.

W Réactifs
- Sucre en poudre.
- Sirop coloré pour boisson fruité,

W Matériel

— Six tubes de verre de 5 mm de diamétre.

- Une bougie.

- gix petits bouchons en caoutchouc percés au centre d'un trou de 5 mm.
- Platre.

- Une petite boite en carton de 10 cm x 5 cm environ.

- Lames et lamelles et un microscope grossissant au moins 100 fois.
- Un verre de table.

~ Six bocaux de verre.

- Une pince fine.

- Une épingle.

— Un vide-pommes.

- Une pipette.

— Six tubes de verre ou chalumeaux a boisson de & mm de diamétre.
— Une cartouche vide de stylo a encre.

— Un tube transparent vide de stylo & bille,

— Un petit bracelet élastique.

- UUn morceau de vraie cellophane.

- Un film plastique transparent pour protéger les aliments.

Mode opératoire

1. Choisir trois carottes et trois pommes de terre assez grosses dans leur partie supé-
rieure et dépourvues de crevasses. A 'aide d'un vide-pommes, évider sur une profondeur
d'erviron 3 cm dans le collet de |la carotte et au milieu d'une des extrémité du tubercule

de pomme de terre, en prenant scin de ne pas fendre les |égumes. Faire cuire une des
carottes et une des pommes de terre dans |"eau bouillante.
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4. Couper l'extrémité fermée de grand diamétre d'une cartouche d'encre vide. Par cette
ouverture, remplir la cartouche de sirop coloré a 'aide d'une pipette (en fermant ["autre
extrémité avec un doigt). Fermer 'ouverture de grand diamétre en y tendant dessus un
morceau de cellophang que 'on maintiendra par un bracelet élastique serré autour de la
cartouche,

Introduire de quelques millimétres & I'extrémité de petit diamétre de la cartouche un tube
d'encre vide de stylo a bille. Sceller a la bougie.

Introduire dans un verre rempli d'eau la partie recouverte de cellophane de la racine artifi
cielle ainsi préparée. Au bout de quelques heures, observer la montée du sirop coloré
dans le tube supérieur (fig. 23.4),
Recommencer la méme expé-
rience en remplagant la cello-
phane par un morceau de film

Scallement
a la boug e

Tube d encre vide

: ' de stylo & bille
plastique pour protéger les ali-
ments. Constater qu’il n'y a
aucune montée de sirop coloré Sirop coloré

observable. Cellophane
5. En frappant délicatement le véritable
gros bout d'un ceuf de poule cru,
a |I'aide d'une pince fine, casser
un morceau de coquille, puls
enlever avec soin sans détacher

la membrane blanche sous-
jacente. Percer |'autre bout (co-
quille et membrane) d'un trou

d'épingle. Plonger le gros bout

Cartonshe vide d encre
Eau

_____

Figure 23.4. Mise en évidence du phénoméne d’osmose.

Film plastique

- it =3 Enlevement § I desting
de | [l'-l_!uf Idans un verre a moitie 5 d un fragment \Z 53— & limiter
rempli d'eau, le petit bout res- ; de coquille || ------ .|| |'évaporation
tant emergé. Recouvrir le verre — / e
d’un f|Ir[1 plastigue transparent o VS | veme a moitie
évitant |"&vaporation. ‘h/_ |- =] rempli d'eau
Aprés plusieurs heures, obser- Coquille st —

b ane

ver les épanchements de liquide
albumineux par le trou du petit
bout {fig. 23.5). Figure 23.5.  Les phénomenes d'osmose dans |'ceuf,

S0t pEFCEes

Résultats, observations et interprétation

Le passage de 'eau dans les cellules est assuré au travers de membranes cellulaires
vivantes ou semi-perméables, comme la cellophane, par 'osmose, force éguivalente a
une pression s'exergant du milieu le moins concentré vers le plus concentré, jusqu'a
I'éguilibre entre les deux concentrations. Les cellules se gonflent d'eau, deviennent tur-
gescentes lorsque le miliew extérieur est moins concentré en substances dissoutes gue
le milieu intracellulaire et, au contraire, se flétrissent, se plasmolysent dans le cas
IMYErse.
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-§ -§ Observation de quelques Protozoaires d’eau douce

Mots clés
Infusion, culture, multiplication, kyste.

Principe

Le monde des animaux unicellulaires, les Protozoaires, est trés diversifié et regroupe des
formes animales a vie libre ou parasite, voire symbiotique.

L'étude d'une culture de protozoaires d'eau douce permet de se faire une idée de cette
varigté de formes et de comportements.

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger,

Matiére d'euvre

B Matérlel biologique

Faire une série de macérations ou d'infusions a base de végétaux (tiges de cresson ou
autres plantes aguatiques d'eau douce, etc.) échelonnées sur deux ou trois semaines au
minimum de fagon a& pouvoir suivre aisement les modifications de ce microcosme biolo-
gigue en fonction du temps.

B Réactifs

En vue d'une obsarvation vitale

- Une solution de rouge neutre @ 1/1 000 ou 1/10 000 {eau distillée 100 mL, poudre de
rouge neutre a raison de 0,01 ou 0,001 g) met en évidence les vacuoles digestives ; la
teinte de la solution varie d'ailleurs avec le pH : ainsi, pour un pH = 7, celle-ci est rouge
sombre tandis que, pour un pH < 7, |a teinte est jaune ou orangée ; le rouge neutre
peut alors étre apprécié comme un indicateur de pH.

= Une solution de bleu de méthylene a 1/1 000 colore les vacuoles pulsatiles et le
macronucléus. Cependant, il s'agit d'un colorant vital médiocre, car le bleu de méthy-
l&ne tue le micro-organisme en quelgues minutes.

- Une solution d'encre de Chine trés diluée [ suspension de particules de carbone) met en
evidence l'ingestion alimentaire, la circulation des vacuoles au sein de |'endoplasme et
leur &vacuation au niveau du cytoprocte.

En vue d'observations fixées et colorées

= Une solution de vert de méthyle acétigue (eau distillée 100 mL, acide acétique 1 mL,
poudre de vert de méthyle 1 g) tue le protozoaire et colore en vert le ou les noyaux.

- Une solution iodo-iodurée {eau distillée 100 mL, iodure de potassium 10 g, iode 1 g)
tue également le protozoaire et colore en jaune le hyaloplasme, les inclusions et le
noyau en marron.

W Matériel

= Grains de blé.

— Cristallisoir.

- Tubes & essai.

~ Pipette.

— Aiguille droite.

— Aiguille lancéolée.
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Pour les « immaobiliser «, placer quelques fibres de coton hydrophile sur la lame.,

Pour les endormir, utiliser une solution anesthésiante telle que ;

— le phosphate monopotassigue a 1,4 % ;

- "alcool méthylique a 10 % ;

= la solution de Corri (3 gouttes de chloroforme, alcoo! méthyligue & 96 %, 90 mlL d'eau
distillée).

Résultats, observations et interprétation

M Observation vitale

- Prélever directement une goutte de l'infusion sans lamelle pour se rendre compte de la
densité des protozoaires, de leur diversité et de leurs mouvements rapides.
Recouvrir ensuite d'une lamelle sans appuyer. Observer a |'objectif 4 tant que les mou-
vements sont trop rapides pour passer a |'objectif 10.

- & la goutte de macération ou d'infusion, on ajoute un soupgon de rouge neutre (a
1/1 000) pour colorer les vacuoles digestives : la coloration doit pénétrer trés lente-
ment pour étre élective. La surveiller & I'objectif 4 sans lamelle. Lorsque les vacuoles
sont bien colorées, déposer une lamelle. Le rouge neutre en faible concentration est un
colorant vital, les Unicellulaires ne sont pas tués. Lorsque leurs déplacements sont
assez ralentis, observer a l'aide de I'objectif 10 les mouvements des vacuoles diges-
tives,

B Observations fixées et colorées

A une autre goutte, ajouter un peu de vert de méthyle acétique ; aussitot les protozoaires,
les ciliés entre autres, sont tués. Attendre en surveillant & I'objectif 4 que les macronu-
clél solent suffisamment colorés et recouvrir d'une lamelle. A "'objectif 10, il est alors
possible d'observer |'appareil nucléaire (macronucléus et micronucléus) des ciliés
(voir 24.2).

Pour une meilleure étude des cils vibratiles, ajouter une goutte de réactif iodo-ioduré a
une goutte de la culture. Le cytoplasme coagule aussitot et se colore en jaune-brun. Bien
diaphragmer pour observer les cils ; ceux-ci immobilisés s'observent facilement ainsi que
la zone du cytoplasme pariphérique ou ectoplasme ou ils sont implantés.

Si 'on ajoute du bleu de méthyléne (a 1,/1 000), on colore spécifiguement les vacuoles
pulsatiles ; mais ce colorant déterming, en moins de 5 minutes, I"&jection des tricho-
cystes et la mort du cilié,

B Analyse de quelques représentants unicellulaires

= Le Bodo, flagellé saprophage au corps ~=— Flagelle antérieur
allongé (25 umy), est doté de 2 flagelles peu
visibles ; il prolifére surtout dans les macéra-
tions riches en matiéres végétales dont il se
nourrit (fig. 24.1).

- Le Colpidium {100 pm), fréguent dans une
infusion, est plus petit que la Paramécie, Flagelle
Son corps est ovoide et son bord antérieur postérieur
est déjeté sur le coté a la maniére d'un bon-
net phrygien (fig. 24.2).

- Le Colpode (50 a 60 um) offre une silhouette
qui évogue un haricot dont e hile indiguerait
I'emplacement du péristome (fig. 24.3). Figure 24.1.  ¢. Bodo {flagellés) (x 600).

Cindlosome

Moy au

Vacuoles
digastives
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Macronusléus
coloré au vert

Pédoncule étendu

len astension]
| Vacuoles

Cytosquealsette
contractile

Alue verte
filamenteuse

Flgure 24.5. Vorticelle (= 350}.

B Devenir d'ume culture de protozoaires

Si I'infusion se desséche entiégrement, prélever un échan-
tillon « sec » au fond du récipient de culture et ensemencer
une décoction stérile ; celle-ci ne tarde pas a se troubler,
Une analyse microscopigue de son contenu révéle la pré-
sence de protozoaires ciliés (Colpodes, etc.) nés a la suite
du dékystement de leurs formes de résistance et de dissé-
rmination, les kystes préalablement formés dans 'ancienne
maceération anhydre.

Conclusion

Une population de protozoaires évolue au sein d'un milieu
de culture comme dans ia nature (flagues d'eau, ruisseaux,
etc.).

La flore bactérienne, la premiére apparue, devient bientdt |a
source de nourriture de protozoaires flagellés et ciliés végé-
tariens, a leur tour consommés par des espéces carnas
siéres,

En fin de culture, avec |'apparition de conditions défavo-
rables {alimentation insuffisante, appauvrissement en oxy-

Collereilag—e

Vacuole

Frange sdorale
* Entonnair
/ B discoide
Vacuole
paslaatile

Membrans
ondulante

Cytostome

Trormpse
an extension

Vatcuole digestive
Mlac ronuslius

Vatuole pulsatile

Figure 24.6. Dileptus,

géne, surpopulation, accumulation de déchets divers, etc.), beaucoup de protozoaires
s'enkystent et passent alors en vie ralentie ; ils sont capables d'étre ensuite dispersés
dans 1'air a de grandes distances jusqu’a retrouver un nouveau milieu de vie naturel ou

artificiel.



é -§ H La Paramécie : un cilié d’eau douce

Mots clés

Cils vibratiles, vacuole pulsatile, vacuole digestive, osmorégulation, division binaire,
conjugaison.

Principe

Observation d'un Protozoaire, organisme dont la cellule unique doit assurer toutes les
fonctions de la vie (relation, nutrition et reproduction) {voir 24.1).

Sécurité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'ccuvre
B Matériel blologique

Voir section 1.

E Réactifs

- Mélange bleu coton + KOH a 3 % pour visualiser les trichocystes.
- Voir également les réactifs préconisés p, 272,

B Matériel

- Microscope.

= Lames &t lamelles.
- Verres de montra.
- Cristallisoir.

Mode opératoire

B Obtentlon d'une culture
Voir 24.1.

B Technique d'observation
Voir 24.1.

Résultats, observations et interprétation

La Paramécie est un protozoaire de grande taille (jusqu’'a 325 pm de longueur).

Rendue observable par chacun des traitements précédents (voir 24.1), la Paramécie pos-

sade un cytoplasme distribué en :

— un ecltoplasme périphérique, hyalin et visqueux ;

- un endoplasme profond, granuleux et fluide contenant le complexe nucléaire et diverses
inclusions {vacuoles digestives, pulsatiles, réserves de glycogene, etc.).

B Ectoplasme et vie de relation

La cuticule éiastique et souple maintient la forme allongée et hydrodynamigue de la
Paramécie. Cependant, le protozoaire peut se déformer, méme se plier en deux, pour
changer par exemple de direction lorsque son déplacement est arrété par un obstacle,

La perméabilité de sa membrane plasmigue permet le passage de 'oxygéne et de I'eau.
Vis-avis de ["oxygéne, I'animal manifeste un fort chimiotactisme positif qui lui fait recher-
cher les bulles d'eau égarées dans |la préparation microscopique observée (fig. 24.7).

Il



Les cils vibratiles (fig. 24.7 et 24.8),

|
unifnrmém_e_nt répartis E F'_ar‘ar‘nécie | ) 1 — vésicule centrale Vacuole
est un cilié holotriche) suivant des . = " pulsatile
lignes longitudinales obliques, battent N g Canalicules  anearieure

hy rayonnants wirtuels
de facon coordonnée le long de chague 4 :

. - : o : - e

I!gne d |mplal'1tat|un ou cinétie (en réa- = 3” ) T

lite, chague cil bat avec un Iég;rlar retard  —F, & = Trichocystes (entre
sur le précédent si bien que l'examen - Cg.a o T les cils vibratiles)

montre une série d’'ondes parcourant _ I Pperistome

oule fa Clilgaiune ) . T - embrang ondulante

toute la ciliature) : ~— Memb dulant

Le rythme (plusieurs fois par seconde) -39 “Jja-Sgi=— E'.-'“JE';”";IE e e formation
augmente a la suite d'une augmenta- - = acuo’e Ceestive €

: : ® y=— Cyloprocte
tion de température ; au contraire, il 7} o3 @ Vacuoles digestives an cyclose
diminue sous I'action d'anesthésigues - H"“C:u"fl Canalicules rayonnants  vacuola
([comme on I'a évoqué précédemment ). £ F' fo— Vésicule centrale L pulsatile
Lorsque I"animal est immobilisé, |"acti- / . virtuelle | postérieure
vité de la ciliature entraine le déplace- . Ll Clis vibratiles

ment de I'eau environnante, phéno-
méne rendu plus évident encore en  Figure 24.7.  Paramecium caudatum (= 300)
ajoutant une goutte d'encre de Chine (Protozoaires ciliés holotriches).

fortement diluée.

Dans les conditions naturelles, |a ciliature assure la locomotion de 'organisme, la dispo-
sition obligue des cinéties entrainant une rotation de I'animal sur lui-méme selon un mou-
vement hélicoidal : il « se visse » en quelgue sorte dans son milieu aquatique.

Sous I'ection du réactif iodo-ioduré (fig. 24.8), le Protozoaire est aussitot tué, prend une
coloration jaune-brun et sa ciliature toute hérissée devient évidente. La base de chagque
cil vibratile devenue bien visible est de

nature centriolaire.

Les trichocystes, situés entre les cils Vacuole pulsatile
vibratiles, sont de petites vésicules antérieure
(1 pm de longueur). Si on ajoute, a

Cils vibratiles
[colorés par
ume solution

| ] indo-indurée)
I'aide d'une pipette, un mélange de Rangées de cils
bleu coton & 1 % et de potasse a 3 %, ou cinéties

il se produit 'éclatement immédiat des Vstibule

trichocystes. Ces derniers contiennent
en effet un liguide qui coagule en un
filament pointu (jusqu'a 12 um de long)
au contact de I'eau ambiante.

Chez la Paramécie, ce sont des orga-
nites de défense qui paralysent un pré-
dateur éventuel ou les petits animal- Figure 24.8.  La ciliature : cinéties et cils vibratiles
cules qui les frlent. (x 250).

B Endoplasme et vie de nutrition

Lorsgue "animal tourne sur lui-méme, sur le bord gualifié de ventral, un sillon cblique ou
vestibule s'enfonce et se rétrécit vers I'arriére en un péristome au fond duguel s'ouvre le
cytostome.

Grace a la ciliature spécifigue du vestibule et & celle du péristome qui constitue une
membrane ondulante, les proies microscopiques (bactéries, etc.) sont entrainées en tour-
billonnant vers le cytostome qui, dépourvu de cuticule, voit se former régulierement, par

&

e Vacuoles digestives

Vacuole pulsatile postériaura
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Les vacuoles pulsatiles et |le vestibule ne se divi-
sent pas. Aussi, chague vacuole pulsatile se
retrouve dans les parameéciesfilles dont ["une récu-
pére également le vestibule ; un nouveau vestibule
et deux nouvelles vacuoles pulsatiles (une pour
chague cellule-fille) sont néoformés en fin de divi-
sI0n.

Cette division bingire rapide expligue |la proliféra-
tion des individus au sein d'une culture.

En conditions défavorables (dans une culture
« vieille », appauvrie en oxygene et enrichie en
déchets de toutes sortes, etc.), le rythme des divi-
sions diminue et la scissiparité ou reproduction
asexuse cede la place a la reproduction sexuée ou
conjugaison ; on observe alors des individus acco-
I&s par leur face ventrale,

Des études approfondies ont permis de considérer
cette conjugaison comme un phénoméne sexuel,
avec méiose et fécondation caractéristigues, assu-
rant un brassage génétique et un « rajeunisse-
ment = des lignées de Paramécies.

Au terme de la conjugaison, |a population de ciliés
retrouve un comportement « juvénile « avec retour
a des divisions binaires fréguentes.

Conclusion

Vestibule
dncien

Macronuckéus

e divisian
Vésicules
pulsatiles )
. Wastibule
fi
néaformees néoform

Figure 24,10, Division binaire trans-
versale d'une Paramécie (Ciliés)
(w 250).

Au total, la cellule d'un Protozoaire accomplit toutes les fonctions nécessaires a la vie et
a la perpétuation des espéces. Ses organites se spécialisent & la maniére des organes
des animaux pluricellulaires {ou Métazoaires). |l s'opére ainsi une division du travail phy-
siologique si bien qu'un Protozoaire n'est pas directement comparable & une cellule de

Métazoaire, mais plutdt a un organisme entier,
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-§ -ﬁ Les pieces buccales d’un insecte

Mots clés
Labre, mandibules, maxilles, labium.

Principe

Pour la mise en évidence des piéces buccales, rabattre |a téte vers I'avant, 'insecte repo-
sant sur le dos. Autour de la cavité pré-orale, on distingue les piéces dans I'ordre sui-
vant : le labium, les maxilles, les mandibules et le labre,

Securite

Eviter d'inhaler xyléne et chloroforme ou acétate d'éthyle & manipuler avec précaution.
Port de masgue conseillé.

Matiére d'euvre

B Matériel biologique
Un insecte broyeur : le criguet, |a sauterelle, le hanneton, etc.

@ Réactifs

- Eau glycéringsa.

— Solution de chloral-phénol.

— Xyléne.

— Baume du Canada.

— Chloroforme ou acétate d'éthyle.
— Alcool 8 70 %.

B Matériel

— Loupe & main.

— Loupe binoculaire.

— Microscope.

— Aiguille emmanchée.

= Pince spéciale pour insectes a pointes fines.
- Papier Bristol.

Mode opératoire

Pour tuer les insectes sans les alterer, les disposer guelgues minutes dans un bocal
contenant un tampon de coton hydrophile imbibé de chloroforme ou d'acétate d'éthyle.
Remarqgue : on peut ensuite les conserver dans "alcool & 70 %, a renouveler périodique-
ment.

Ainsi, les pigces buccales peuvent étre &tudiées sur des individus fraichement tués ou
bien conservées dans 'alcool & 70 %.

Une fois la téte séparée du reste du corps, 'immaobiliser sous 1a loupe binoculaire a
I'aide d'une aiguille emmanchée et avec une pince a pointes fines. Désarticuler et arra-
cher les piéces buccales avec précaution si I'on désire les récupérer entiéres.

On procéde d arrigre en avant et on recueille dans cet ordre : le [abium, puis les mazxilles
et ["hypopharynx, les mandibules et le labre.

Les placer entre lame et lamelle dans une goutte d'eau givcérinée pour éviter la dessicca-
tion trop rapide.

W Variante

Ces piéces sont disposées ensuite dans leur position « naturelle = sur un petit rectangle
de papier blanc pour étre directement examinées a la loupe binoculaire. Pour les conser-
ver quelgues heures, les coller sur du papier Bristol.



51 on souhaite réaliser une préparation durable, il convient de faire séjourner, pendant
quelques jours, les piéces buccales dans du chloral-phénol de Amann dans le but de les
éclaircir, de les déshydrater et de les ramollir,

Aprés un lavage au xyléne, monter dans du baume du Canada.

Resultats, observations et interprétation

En position latéroventrale, les piéces buccales d'un Insecte, ici un insecte broyeur, se

répartissent d'avant en arriere de |a 1éte dans |a disposition suivante (fig. 25.1).

— Le labre (ou |&vre supérieure) n'est pas un véritable appendice contrairement aux
autres pieces, mais un repll cuticulaire ou sclérite chitineux en forme de pelle, mobile
autour d'un axe transversal le rendant solidaire du clypeus susjacent (fig. 25.14).

= Les mandibules (ou Md) en amére du labre, de part et d'autre de 'orifice buccal, sont
les pieces buccales les plus spectaculaires d'un insecte broyeur, Ce sont des organes
robustes, formés d'un seul article (ayant valeur de coxopodite), sclérotinisés, articulés
avec la tete au moyen de deux condyles et animés par deux séries de muscles : les
extenseurs plus greles que les fléchisseurs plus puissants (fig. 25.18).

Chague mandibule présente une extrémité masticatrice fonctionnelle avec un bord lisse

externe et un bord intermne complexe ou |'on distingue :

- vers |'extérieur, une région incisive étroite et coupante formée de trois ou quatre
pointes a section losangique, chargée de sectionner les végétaux ;

—=vers la base, une région molaire large et broyeuse agréementée de trois ou guatre
tubercules arrondis, assurant le broyage de ces végétaux,

Les deux mandibules ne sont pas identigues mais complémentaires. A chague relief de

'une correspond un creux chez 'autre.,

— Les maxilles (encore appelées machoires et codées Mx) sont typiquement des appen-
dices biramés voisins de ceux des Crustacés ; ils comportent un protopodite, un télopo-
dite & deux rames (exopodite et endopodite) et un endite (fig. 25.1C).

Plus précisément, on y retrouve !

- le protopodite (ou base de 'appendice) avec deux articles : le cardo de forme triangu-
laire portant un condyle d'articulation et un apodéme squelettique et le stipés
d'aspect rectangulaire ;

- 'exopodite (ou rame externe) avec un palpe maxillaire formé de cing articles : les
deux premiers sont courts et les trois autres longs (les 4% et 5° largement dilatés) ;
chagque palpe s"articule sur un relief précis du stipés, le palpigére. Le palpe maxillaire
est un organe complexe a fonction sensorielle tactile avant tout ; mais son article dis-
tal (ou terminal) contient, & son extrémité, des terminaisons nerveuses dendritiques
estimées gustatives ;

- I'endopodite (ou rame interne) avec deux articles, la sous-galéa et la galéa | cellecl
plus volumineuse forme une gouttigre « en casque - protégeant le bord externe de la
lacinia ;

- I'endite, sclérotinisée, est |a lacinia dont les trois pointes acérées indiguent le role
masticateur.

= L hypopharynx (ou langue) est une piéce impaire, dérivée du plancher buccal et locali-
sée en arrigre des lacinias ; de forme cylindrique, 1l s'agit d’un organe chamu contenu
dans la cavité buccale entre |abre, labium et mandibules,

- Le labium {ou Iévre inférieurg), piéce masticatrice impaire, résulte de |a fusion de deux
appendices biramés ayant la méme organisation que les maxilles précédentes, En ce
sens, le labium est considéré comme homologue de |a deuxiéme paire de machoires
des crustacés (fig. 25.10).

- les protopodites soudés sont formés de trois articles aplatis transversalement : le
submentum et le mentum (équivalents des cardos) ainsi que le prémentum {homo-
logue des stipés) ;
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Conclusion

Les pigéces buccales destinées & la mastication d'organes végétaux solides (racines,
tiges feuillées, bourgeons, etc.) forment un appareil buccal broyeur (criquet, blatte, etc.),
considéré comme primitif, car existant déja chez les premiers insectes apparus sur la
terre, a I'ére primaire, au méme titre que chez beaucoup de larves d'insectes actuels.
Avec la diversification évolutive des régimes alimentaires, apparue & I'ére secondaire, les
composants de ["armature buccale des insectes subissent des modifications. Ainsi, avec
des régimes alimentaires a base d'aliments liguides (le nectar des fleurs, les séves végé-
tales, le sang des animaux, etc.), les piéces buccales précédentes se sont-elles modi-
fiées (par atrophie ou hypertrophie) en vue de constituer des appareils buccaux spéciali-
sés, appareils suceurs chez les Lépidoptéres (les papillons), appareils lécheurs-suceurs
chez les Hyménoptéres (abeille, etc.), appareils pigueurs-suceurs chez les Diptéres
{moustigues, etc.), etc.



45 Un élevage de criquets

Mots clés
Téte, thorax, abdomen, jeune, métamorphose, imago.

Principe

Etudier I'organisation, la vie et leé comportement d'un insecte orthoptére vagétarien.
Securite

Cette manipulation ne présente aucun danger important. Cependant, certaines personnes

peuvent développer des symptomes allergiques sérieux aux sécrétions d'Acridiens. Le
port de gants, de masque et de lunettes est donc conseillé,

Matiere d'ecuvre

W Matérial biologique

Il est aisé de se procurer des criguels vivants auprés d'un laboratoire d'entomologie. Le
criquet du genre Locusta migratoria est robuste et son élevage n'offre que peu de difficul-
tés, ce qui en fait un matériel trés favorable en vue de |'étude d'un insecte,

Il n'est pas exciu de capturer et d'utiliser d'autres criguets qui pullulent & ["épogque des
foins dans les prairies.

W Matérial

Au laboratoire, pour un élevage ne dépassant pas une guinzaine d'individus, utiliser une
cage en bois (fig. 25.2), en contre-plagué par exemple, de dimensions moyennas (50 cm
de longueur, 30 cm de largeur &t 40 cm de hauteur), que "'on peut fabriquer & peu de
frais, en respectant quelques principes de base :

- couvercle amovible, grillagé de préférence, eto. ;

- @érations |atérales, etc. ;

- planchertiroir amovible facilitant le nettoyage de la cage, etc. ;

— éventuellement, un espace sous le plancher pour le ou les pondoirs.

Prévoir du papier essuie-tout, une douille électrique munie d'une ampoule a incandes
cence de 40 watts (ou un tube fluorescent), un programmateur électrique hebdomadaire,
un ou plusieurs bocaux de 10 cm environ de hauteur a grande ouverture a remplir de
sable fin et bien lavé jusqu'au ras du bord supérieur faisant office de pondoirs, des
petites branchettes d'arbres ou d'arbustes (chéne, hétre, noisetier, etc.). une ou deux
coupelles, du sable pour les pondoirs (stérilisé a la suite d'un passage a l'autoclave a
120 *C pendant une demi-heure),

Cultiver en paralleéle du » blé germé » pour alimenter gquotidiennement |"élevage de criquets.

Mode operatoire

B Local d"ambiance

Disposer dans le fond du vivarium propre des feuilles de papier essuie-tout. Mettre en
diagonale au travers de |a cage deux ou trois petites branches @ avec le grillage du cou-
vercle, elles servent de support aux individus gui veulent muer. Elles permetlent égale-
ment aux insectes de se rapprocher de "ampoule & leur gré en fonction de |la chaleur
qu'ils souhaitent recevoir. En effet, la température optimale est de 33 °C avec un mini-
mum de 30 *C. A des températures plus basses, par exemple 25-28 °C, et a fortion infé-
riewres & 25 °C, la mortalité augmente anormalement et 'élevage faiblit. On observe des
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La nourriture doit rester fraiche le plus longtemps possible, donc amoser copieusement
les terrines de blé et les touffes de paturin. Tremper dans I'eau le bambou et le roseau
avant de |le donner en quantité proportionnée a celle qui sera réellement consommeée,
Par exemple, tous les jours, metire une « poignge = de blé germé {« gazon vert «) le matin
car les habitants de la cage sont diurnes. De temps en temps, gjouter un quartier de
pomme, en particulier en fin de semaine lorsque |es soins sont plus aléatoires.

Une coupelle contenant un mélange complémentaire { 70 % de son, 20 % de lait en poudre,
10 % de pollen) est vivernent conseillée pour entretenir un €levage sain de longue durée.
Par aillleurs, les jeunes et les adultes ont besoin d'eau. Disposer une seconde coupelle
{ou plus) contenant du coton hydrophile humide qui fournit ainsi ["eau de boisson (dans
un petit récipient rempli d'eau, les trés jeunes individus risquent de se noyer).

W Ponte

Dés I'observation des premiers accouplements, introduire dans la cage un ou plusieurs
bocaux remplis de sable destings a étre des récipients de ponte ; les remplir de sable
stérilisé de rivigre (ne pas utiliser du « sable a lapin « trop fin). Maintenir ce sable
humide, sans que "'eau coule toutefois.

M Variante

Dans la nature, les criquets pondent dans le sol. Les insectes en captivité doivent pou-
voir le faire. Aussi, lors de la construction de la cage, peut-on prévoir que les pondoirs
affleurent au niveau du plancher en étant placés sous ce dernier dans un compartiment
aménagé en conséquence ;| des pots a confiture de 10 cm de profondeur sont valables.
Prévoir une ampoule de 25 watts prés du pondoir sous le plancher pour obtenir un sable
tidde (25-28 "C) qui stimule la ponte.

Les pontes (ou oothégues) sont relevées tous les jours et mises en incubation (a l'inté-
rieur d'une etuve a 33 °C) dans un ou plusieurs récipients plus petits, remplis du méme
sable humide, mais de 10 a3 12 cm de profondeur de maniére a laisser un espace libre
de 2 a 3 cm a leur partie supérieure ; les couvrir alors d’'une plague de verre ou d'un cou-
vercle non étanche pour ménager une agration convenable.

Mettre une étiguette de date. Humidifier réguli@grement et surtout ne jamais laisser
sécher, sinon les ceufs se desséchent et meurent.

Le sable des pondoirs peut &tre réutilisé durant toute la phase de ponte et ensuite jeté.
L'&closion survient & 32 °C, treize & quinze jours au plus tard aprés la ponte. A ce
moment, les récipients contenant les pontes sont inclinés dans |a cage pour « décompac-
ter = le sable et faciliter la sortie des jeunes individus.

Résultats, observations et interprétation

W Présentation

Elle met en évidence des caractéres extérieurs distinctifs des Arthropodes. L'existence
d'un revétement continu, épais et plus ou maoins rigide (et inextensible) sur toute la sur-
face du corps constitue le caractére essentiel des Arthropodes. En conséguence, les
métameéres et les appendices sont articulés, les éléments musculaires se groupent en
muscles individualisés,

Le développement post-embryonnaire est entrecoupé périodiguement par le phénoméne
de mue et se termine avec une derniére mue ou mue « imaginale «.

De méme, il est commode de reconnaitre distinctement les caractéres de la classe des
Insectes et de "ordre des Orthoptéres ;

—le corps est divisé en trols parties (ou tagmes) @ la téte, le thorax et |'abdomen

(fig. 25.3) |
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Figure 25.3. Maorphologie exteme du criquet,

- la téte, toujours d'une = seule pigce »-, porte les yeux et la bouche entourée elle-méme
de pigces buccales, ici broveuses (voir 25.1) ;

= le thorax est divisé en trois métameéres : le prothorax {1}, le mésothorax (1) et le méta
thorax () ;

- chague métamére thoracique porte ventralement ung paire de pattes (les insectes sont
des hexapodes) ;

— le mésothorax porte une paire d'ailes rigides ou élytres ; le métathorax, une paire
d'ailes souples et membraneuses (ailes du vol) ; le criguet fait partie des Insectes pté-
nYgotes ;

= "'abdomen ne porte pas d'appendice : on observe & son extrémité postérieure 'anus et
I"orifice génital entouré d'une armature génitale (exprimant souvent le dimorphisme
sexuel de l'insecte).

N Comportement

Les manipulations guotidiennes de |'élevage permettent d'observer le comportement des
criguets, en particulier les fonctions biologiques liées & leur environnemeant telles la loco-
mation, la respiration, I"alimentation, la reproduction, ete.

Les adultes vivent trois ou guatre semaines. Pendant les quinze premiers jours, ils se
nourmissent activement avant tout accouplemeant. Ceux-ci se font alors trés nombreux et
chaque individu s'accouple plusieurs fois changeant fréquemment de partenaire,
La ponte commence durant la troisiéme semaine et se poursuit plus de dix jours.



B Locomotion

Les deux premiéres paires de pattes, pro et mésothoraciques, servent pour les déplace-
ments lents {(la marche) ; elles permettent aussi a l'insecte de s’accrocher a un support ;
le dernier article du tarse porte une paire de griffes recourbées. Mais, grace a ses pattes
postérieures métathoracigues longues et puissantes, 'animal est adapté au saut.

Les battements rapides de |la paire d'ailes postérieures membraneuses permeattent le vol.
Les ailes antérieuras ou élytres protégent les ailes membraneuses au repos ; restant éten-
dues el immaobiles durant e vol, elles interviennent dans [a stabilité et I"orientation du vol.
Les ailes antérieures durcies en élytres et les ailes postérieures membraneuses, pliges
en éventail au repos, définissent le criguet comme un insecte orthoptére.

W Respiration

Les eriguets comme les insectes en géneral ont une respiration trachéenne. Les trachées
s ramifient dans tout |le corps et conduisent |'air directement aux cellules.

En surface, sur 'abdomen notamment, |es trachées s'ouvrent sur les cotés des premiers
métameéres abdominaux par des stigmates bien visibles, Ceux-ci sont pourvus d'un méca
nisme d'ouverture et de fermeture chargé de réguler les échanges gazeux respiratoires.
La ventilation trachéenne est assurée par les mouvements de contraction et de dilatation
des métaméres abdominaux, mouvements déterminés par les muscles respiratoires
intemes.

B Alimentation

Le criguet s& nourrit essentiellement de végétaux qu'il consomme rapidement grace a
g5 piéces buccales broyeuses (voir 25.1). Parfois, il peut dévorer des criquets morts ou
d’autres insectes.

¥ Reproduction .
Celle-ci débute par un accouplement suivi
d'une fécondation inteme. -
La femelle creuse ensuite le sable a 'aide de
son abdomen qu'elle enfonce verticalement
dans le sol : ce forage ol demande une tren-
taine de minutes (fig. 25.4).

Ensuite, les valves de 'oviscapte se mettent
en mouvement et assurent la sortie des ceufs
hors de "abdomen. .
Ces événements sont visibles pour les L
femelles qui pondent fortuitement sur les
montants ou le grillage de la cage. o
Les ceufs sont ovoides, de 2.5 mm de long,

disposes I_es uns & l:cute_ des autres d_ans un Flgure 26.4.  Criquet femelle en train de
MuclUs qul, en se dess&chalnt. aggluting les pondre & Vintérieur d'un nid creusé dans la
grains de sable et forme 'enveloppe de 18 orhe meuble.

ponte ou oothéque,

Cette « cogue «» est obturée par un petit couvercle de mucus et de sable séchés.

Une femelle pond ainsi plusieurs oothégues (4 ou 5} en un mois.

Chaque oothéque contient 40 a 45 ceufs environ et est achevée en 15 minutes. Ce nombre
est assez constant quel que soit "aspect extéreur de 'oothéque, en particulier sa longueur,
L'incubation dure en principe 14 jours (dans une &tuve a 33 °C). Un individu de trés petite
taille, sans ailes, sort de I'ceuf, évogquant déja "adulte par la forme de son corps et |a pré-
sence de trois paires de pattes ; sa téte est relativement volumineuse.

abhdomen dilaté

(Euls déposds
dans ["oat hégue



D'emblée, le trés jeune criguet meéne
une vie active. |l se nourrit de ble
germé, etc., comme les adultes, et
atteint bientdt 1 cm de longueur.,

La cuticule inextensible est renouve-
l[ée & la faveur d'une premiére mue au
cours de laguelle I'ancienne cuticule
devenue exuvie se déchire et voit sor-
tir 'individu deja recouvert de sa nou-
velie cuticule encore molle © I"animal
se gonfle d'air, déplisse son nouveau
tégument et entame son deuxiéme
stade larvaire, Le thorax grandit
davantage que la téte qui perd de son
importance.

Quatre mues = larvaires » 58 Succé-
dent ainsi en quelgques semaines
(4 semaines environ).

Au troisieme stade |arvaire, apparais-
sent les ébauches des deux paires
d'alles qui se développent progressi-
vement au cours des stades larvaires
suivants (fig. 25.5).

Le cinquiéme et dermnier stade s'achéve
par la mue « imaginale » d'ol sort
I'adulte [ou imago) apte, & son tour, &
la reproduction.

A l'occasion de cette mue « imagi-
nale =, I'insecte se fixe sur une
branche par 'extrémité de son abdo-
men, la téte en bas. L'avant du corps
{téte et thorax) se gonfle alors
d'hémolymphe entrainant une disten-
sion du tégument, au niveau d'une
ligne d'exuviation {00 la cuticule est
plus mince par suite de ['absence
d'exocuticuleg) au milieu du dos. Ce
dernier se déchire et entraine progres-
sivement la sortie de la téte, du tho-
rax et de |'abdomen. Les pattes pos-
térieures caractéristiques des
insectes sauteurs sont les derniéres
a se dégager de I'exuvie, abandonnée
ensuite (fig. 25.6).

L'imago dorénavant libre se redresse |
la nouvelle cuticule se rigidifie au
contact de I'air ambiant (ayant valeur
d'exosguelette), les muscles entrent
en action. Une injection d'hémolymphe
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Figure 25.5. Le développement post-embryonnaire
du criguet {cing stades larvaires).
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dans les lacunes sanguines des nervures des ailes voit celles-ci s'étaler, puis s'agiter pour
achever de se sécher. L'imago est alors capable de voler.

Le criquet ne mue plus et par conséquent a achevé sa croissance.

Au total, le jeune criguet et son imago ayant pratiguement le méme mode de vie, le déve-
loppement post-embryonnaire est progressif et se traduit par I'avgmentation de la taille,
la mise en place fonctionnelle des organes génitaux et l'installation des ailes.

Ces caractéristiques font ranger le criquet parmi les Insectes hétérométaboles pauromé-
taboles, & métamorphose progressive et « incompléte ».

Conclusion

La conduite de |'élevage permet une observation des criguets, jeunes et adultes, miles
et femelles, ainsi qu'une analyse de leur comportement : locomotion, alimentation, repro-
duction (accouplement et ponte).

Il convient d'accorder une attention particuliére aux individus en période de mue,

A ce propos, compter les mues, noter le jour ol elles se déroulent. Chague fois, prendre
la mesure de |a taille et de ia masse de |'animal en vue de construire les courbes de
croissance linéaire et pondérale (en abscisses, exprimer le temps en jours et en ordon-
nées, les tailles en millimétres, etc.).

Vérifier ainsi la croissance discontinue « en marches d'escalier » caractéristique des
Insectes et des Arthropodes en général, par suite de 'existence de la cuticule inexten-
sible,
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4 Mise en évidence d’'une chimiotaxie
lors de la fécondation in vitro de I'ceuf d'oursin

Mots cles
Feécondation, oursins, pametes, gamones, chimiotaxie, physiologie.

Principe

A l'aide d'oursins observer la migration des spermatozoides vers les ovocyles puis la
fécondation de ceux-ci et les premiers stades de division de 'teuf.

Sécurité

Cette expérience ne présente aucun risque lié directement a la manipulation. Port de
gants conseillé.

Matiére d'ceuvre

W Matériel biologique

Oursins comestibles (Paracentrotus lividus), achetés trés frais (les piguants et les ambu-
lacres doivent étre encore mobiles) chez le poissonnier ou, mieux, péchés en plongée en
apnée (si Nexpérimentateur a la chance d'étre a proximité de fonds rocheux de la
Manche, de 'Atlantique ou de la Méditerranée) en automne et au printemps et § entrepo-
ser au réfrigérateur pendant les quelques heures séparant I'achat de I'expérience.

B Reéactifs

- Mélange de sels pour aguariurm marin {obtenu chez les marchands d'aguarium).
- Solution de bleu de méthyléne & 10 g/L.

W Matériel

— Ciseaux de poissonnier ou scie & métaux.

— Deux paires de pinces fines.

- Deux aiguilles lancéolées.

- Boites de Pétri,

— Trois pipettes.

— Quatre lames el guatre lamelles de microscope.
— Une lame a concavité pour microscope.

= Un microscope grossissant au moins 500 fois.,
= Papier filtre fin.

— Petits cristallisoirs (ou cuvette ou saladier).

— Petit entonnoir.

Mode operatoire

Préparer plusieurs litres d'eau de mer artificielle en dissolvant le mélange de sel dans de
I'eau stérilisée a raison de 35 g/L.

Si les oursins ne rejettent pas spontanément leurs gamétes par les pores génitaux situés
au pale supérieur (liguide blanchatre chez les males ou orangé chez les femelles), on
pourra tenter d'en provogquer I'émission par un choc thermigue en plongeant chaque our-
sin sortant dans un récipient contenant de I'eau tigde a 30 °C, ou bien, ce qui sera le
plus pratique dans la majorité des cas, ouvrir les oursins en les découpant selon leur
equateur (fig. 26.14).

Les testicules apparaissent jaune ou rose pale et les ovaires granuleux et orange vif.
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Figure 26.1. Mise en évidence de la chimiotaxie lors de la fécondation in vitro de |'euf d oursin.
(A Prélévement de la laitance.

(B} Spermatozoides assemblés autour d'un ovule.

(C) Migration des spermatozoides.

1. Recueillir & 'aide d'une pipette (une pour chague sexe) la laitance male et femelle
seéparément dans des boites de Pétri, ou bien prélever un fragment de gonade a "aide
d'une pince fine (différente pour chague sexe) et le dilacérer a I'aide de I'aiguille lancéo-
lée (différente pour chagque sexe), dans le fond de petits cristallisoirs remplis d'eau de
mer sur 1 cm de hauteur.

Placer une pipette étiquetée male et une pipette étiguetée femelle dans les cristallisoirs
correspondants.

2. Prélever une goutte de chague liquide et examiner au microscope au fort grossisse-
ment entre lame et lamelle (sans appuyer sur |la lamelle).

=i la gonade male est mire, les spermatozoides deviennent rapidement mobiles. Si la
gonade femelle est mire, les noyaux des ovules sont petits et a contour mal délimité.

3. Observer les spermatozoides d'abord vivants dans 'eau de mer, puis fixés avec une
goutte de bleu de méthyléne ajoutée. Evaluer, avec un oculaire micrométrique ou a I'aide
d'une bande de papier millimétré transparent placé sous la lame, la longueur des sper-
matozoides et le diamétre des ovules.

4. Placer. avec la pipette étiquetée femelle, une goutte d'eau de mer contenant les
ovules mirs sur une lame a concavité et gjouter avec l'autre pipette une petite goutte
d'eau de mer contenant les spermatozoides (en prenant soin de ne pas mettre 'extré-
mité de la pipette en contact avec le liquide contenant les ovules). Recouvrir d'une
lamelle et observer a I'objectif fort du microscope. Les spermatozoides s’assemblent
autour des ovules. Au bout d'un quart d'heure observer le déroulement des fécondations
(fig. 26.18).

5. Recommencer 'expérience en plagant une goutte de chague liquide & 1 cm 'une de
'autre sur une lame ordinaire. Réunir celles-ci en déposant délicatement une goutte
d'eau de mer pure a I'aide d'une pipette propre. Observer au microscope la migration des
spermatozoides vers la goutte contenant les ovules. Chronomeétrer le temps mis par les
spermatozoides pour atteindre les ovules, Calculer leur vitesse moyenne de nage en m/s
{fig. 26.1C).



6. Placer une goutte contenant les ovules sur une lame propre. A ['aide de |'aiguille lan-
céolée qui avait servi a dilacérer les gonades femelles, &liminer les ovules de la goutte.
Ajouter sur la lame, a 1 cm de cette goutte, une goutte contenant les spermatozoides
puis &tablir un pont d'eau de mer pure entre les deux gouttes, Constater que les sperma-
tozoides migrent vers la goutte qui a contenu les ovules.

Filtrer sur un papier filtre fin de 'eau de mer contenant les ovules. Déposer sur une lame
propre une goutte d'eau de mer filtrée. Renouveler |'expérience précédente. Constater
gue les spermatozoides migrent encore vers la goutte dans laguelle avaient s&journé des
ovules,

7. Placer une goutte d'eau de mer pure sur une lame propre puis 8 1 cm une goutte
contenant des spermatozoides. Réaliser un pont d'eau de mer pure entre les gouttes.
Constater que les spermatozoides n'ont plus de mouvements d'ensemble orientés vers
I'autre goutte.

8. Melanger dans un récipient propre, a fond plat et large, le contenu des deux cristalli-
soirs, Couvrir le récipient d'une plague pour éviter I"évaporation.

Laisser reposer au moins 3 heures, Prélever toutes les demi-heures & 'aide d'une pipette
propre quelgues gouttes de ce mélange. Observer au microscope les premiers stades
embryonnaires de segmentation des ceufs.

Résultats, observations et interprétation

Les expériences 5, 6 et ¥ montrent que les ovules libérent dans le milieu ambiant une
substance, ou gamone, capable d'attirer par chimiotaxie les spermatozoides qui s'aggluti-
nent & la gangue qui entoure 'ovule. Au contact, la téte du spermatozoide fécondant
I'ovule édifie un cone. La téte du spermatozoide pénétre dans "ovule, tandis que le fla-
gelle est abandonné a 'extérieur.

L'ovule exsude un liquide qui souléve la membrane. La téte prend la forme d'une vésicule
et le noyau s'entoure d'un aster (pronucléus male). Celui-ci se rapproche du noyau de
I'ovule, puis fusionne avec celui-ci. L'ovule fécondé devient un ceuf qui, peu de temps
aprés, se divise en deux cellules embryonnaires. Plus tard, le jeune embryon subit plu-
sieurs divisions ou segmentations avant de devenir une larve nageuse.

En fécondant I'ovule, le spermatozoide provoque donc un changement d'état physiolo-
gique de 'ovule et déclenche la division cellulaire amorcant le développement embryon-
naire,
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Figure 27.1. Comportement nécrophage de la nasse.

Taper sur la surface du sable sans mettre les doigts dans "eau, a I'aide d'un objet guel
conque par exemple une baguette de bois, Constater que les nasses demeurent enfouies.
Disposer un pilulier fermé, contenant un morceau de poisson mort ou une crevette décon-
gelee, Constater gue les nasses demeurent enfouies.

Introduire une crevette vivante, Les nasses demeurent enfouies.

Broyer un morceau de poisson ou des crevettes décongelées dans guelques cm? d'eau
de mer artificielle. Filtrer sur papier filtre, recueillir le jus dans un pilulier et gjouter deux
gouttes de solution de bleu de méthyléne, A I"aide d'une pipette introduire & proximité du
fond quelgues gouttes de ce filtrat coloré. Au bout de guelques secondes de maniére trés
spectaculaire, le sédiment se souléve en différents points du fond, laissant apparaitre les
nasses qui explorent "environnement. Observer attentivement le mouvement de leurs
siphons, organes de leur sens chimique {olfactif et gustatif), qui s'orientent vers les filets
d'eau colorés en bleu. Attendre gue les nasses se soient enfouies a nouveau pour proceé-
der a différents essais, en utilisant différents liguides alimentaires, sucrés, acides, hui-
leux ou protéinés {bouillon de boeuf ou de poulet, sauce nuocman). Constater qua seuls
ces bouillons et cette sauce ont quelgues effets sur les nasses,

Recommencer |'expérience en déposant un morceau de crevelte ou de poisson sur le
sable, observer le rassemblement des nasses sur ¢e morceau de nourritura.

Sur la région antérieure de la coquille de quelgues nasses, fixer, en la scellant 2 la bou-
gie, une grande épingle entomologique, |la pointe dirigée vers 'avant du mollusque. Y
embrocher un minuscule morceau de crevette ou de poisson. Constater gue seules les
nasses éguipées d'un tel dispositif tournent constamment sur elles-méames, en mainte-
nant le plus souvent leur siphon orienté vers 'extrémité de |"aiguille.

Résultats, observations et interprétation

Des stimuli de nature vibratoire ou visuelle ne déclenchent pas le comportement alimen-
taire des nasses,

Les nasses sont alertées de la présence de nourriture (généralement des cadavres) seu-
lement lorsque des molécules odorantes émises par les chairs des animaux morts par-
viennent jusgu’a leur siphon. Elles se déplacent alors jusqu'a leur nourriture en s'orien:
tant sur le gradient de concentration des molécules odorantes dans I'eau environnante.
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Réasultats, observations at interprétation

Par transparence, examiner un réseau de capillaires ol circule le sang. Ce dernier, identi-
fiable grace & ses globules rouges, parait se déplacer trés rapidement (ne pas oublier
que la vitesse réelle est multipliée par le grossissement du microscope).,

Au niveau des capillaires sanguins, les glo-
bules rouges circulent en réalité trés lente-
ment.

Voir les capillaires se dilater, se contracter ou
la circulation s'arréter momentanément.

C'est un spectacle sans cesse renouvelé que
celui des globules rouges entrainés par le cou-
rant sanguin, se tassant a 5 ou 6 de front
dans les gros capillaires, se glissant en file
indienne, de travers et se déformant dans des
capillaires de calibre inférieur a leur diamétre.
Les observer soit de profil, soit de face, se
suivant fes uns derriére les autres, se bouscu-
lant continuellement aux carrefours capillaires
(fig. 28.2).

Les petits vaisseaux, artérioles en amont et
veinules en aval des capillaires, sont plus
larges que les capillaires eux-mémes. Aussi,
peut-on identifier une artériole dans laquelle le
sang se dirige vers les capillaires de plus petit
diamétre d'ou celui-ci est conduit vers une vei-

L hromnEl opinores
Globules (dans le derme)

nule de plus grand diamétre. Figure 28.2. Microcirculation dans les
Observer el dessiner quelgues éléments de  vaisseaux capillaires de la grenouille { Amphi-
cette microcirculation. biens).

Conclusion

Grace a leur élasticité et leur contractilité, les capillaires sanguins peuvent modifier leur
calibre et participer a la régulation du débit sanguin de fagon a répartir au mieux la masse
sanguine dans I'organismae.



ﬁ é é H Un élevage de tétards de grenouille

Mots clés

Larve, tétard, métamorphose.

Principe

La phylogenése des Vertébrés se traduit par une adaptation au milieu aérien.

Sulvre, de I'éclosion de I'eeuf a la fin de la métamorphose, 'ontogenése de 'un de leurs
représentants, la grenouille (classe des Amphibiens), permet de mieux comprendre les

problemes biologiques posés et les solutions adoptées en vue de vivre en milieu aérien.
Dans ce but, on peut s'efforcer de réaliser un élevage de tétards de grenouilie.

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'cuvre
B Mateériel biologique

Pontes de grenouille rousse (Rana temporaria) (mars-avril) ou de grenouille verte (Rana
esculenta) (maijuin), a 'exclusion de toute autre espéce de Rana dont |la récolte et le
transport des ceufs, tétards et adultes sont interdits par 'arrété du 24,/04/79 en applica
tion de la loi 76629 du 10/07 /76 relative a |la protection de |la nature,

B Matériel

- Aquarium.

- Eprouvette,

- Cristallisoir.

= Vermres de mantre.

- Loupe binoculaire.

- Plantes aquatigues.

- Reécipients en verre pour le transport des tétards jusqu'a "aguarium.
- Gants latex jetables.

Mode operatoire

B La récolte

En mai, les ceufs pondus par la grenouille verte se trouvent & faible profondeur, dans les
ruisseaux et les mares ; I'essentiel du développement post-embryonnaire, gui dure 3 mois
environ, se déroule pendant |"été. Les tétards d'assez grande taille sont faciles a étudier,
La grenouille rousse pond en mars-avril ; ses ceufs flottent, ce qui est exceptionnel chez
les Anoures de nos régions. Les tétards sont de petite taille.

Recueillir les pontes avec une épuisette & mailles fines. Les rapporter du lieu de récolte
dans un volume d'eau de la mare suffisant sans les agiter. Les verser ensuite dans un
agquarium en prenant soin d'éviter les trop importants décalages de température.

B L aquarium

L'aquarium, rempli de 10 & 15 litres d'eau, doit contenir diverses plantes aguatigques
récoltées elles aussi dans la mare.

Ne pas négliger "éclairage pour faciliter [a photosynthése, productrice d'oxygéne.

Four obtenir I'éclosion satisfaisante des ceufs, il convient d'assurer ung aération conve-
nable de I'eau propre qui les baigne, | suffit soit de la renouveler constamment par un
filet d'eau courante, soit de ne recouvrir les ceufs gue d'une mince couche d'eau.
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é é Recherche du stimulus déclencheur
du comportement prédateur de la grenouille

Mots cles
Comportement animal prédateur, stimulus déclencheur, perception visuelle.

Principe

A l'aide de leurres et de proies vivantes présentés a des grenouilles, maintenues en ter-
rarium, montrer les différentes séguences d'une méthodologie expérimentale permettant
d'établir gue le mouvement de petits objets se déplagant dans le champ visuel des batra-
clens est le stimulus déclencheur de leur comportement prédateur.

Securite
Il existe un faible risque d'allergie a la peau de grenouille,

Matiere d'euvre

B Matériel biologique

Six grenouilles (trois males, trois femelles) du genre Rana et, au choix, des especes
esculenta (« verte «) ou temporara (« rousse «), achetées chez un éleveur agréeé.
Attention aux arrétés du 24 avril 1979 et du 06 mai 1980 de la réglementation de protec-
tion des espéces gui interdisent, en tout temps et en tout lieu sur le territoire national,
I'enlévement, |a capture. le transport, la destruction, la mutilation, la naturalisation, le
colportage, I'utilisation. la mise en vente, la vente et |"achat d'ceufs, tétards ou adultes
de grenouilles, a 'exception des espéces esculenta et temporaria.

B Matériel

Un terrarium en verre collé de 1 m x 0.5 m = 0.4 m, percé a sa base d'un trou muni
d'une bonde d'évacuation reliée a un tuyau souple. |l aura &té préalablement aménagé de
la maniére suivante. |l est recouvert d'un couvercle amovible fait d'un tulle ou d'un fin
grilage en matiére plastique tendu sur un cadre de bois, s'ajustant aux dimensions du
perimétre extérieur du terrarium. Une source lumineuse sera placée au-dessus du bac
{attention & ce gue le fil dalimentation et la prise électriques soient a I'abri de "humi-
dité).

La température ambiante ne devra pas fluctuer au-dela de la plage 18-25 °C. A 'intérieur
le fond sera constitué d'un lit de billes d'argile expansée, recouvert de sable de
Fontainebleau, lui-méme tapissé de mousse des bois, A 'avant, en fagade, & gauche, au
milieu et & droite, sur une surface d'une dizaine de cm?, |la mousse sera dégagée et rem-
placée par des plaques de matiére plastique pour constituer trois gires de nourrissage 4
I"arriére desguelles seront enfoncés, couchés, des demi-pots de fleurs en matigére plas
tique, decoupées selon leur hauteur. lIs serviront de cachettes aux grenouilles gui ont
besoin de s'isoler. & "arriére, au milieu, la mousse sera également enlevée pour ameéna-
ger un espace destingé a recevoir un cristallisoir ou une petite cuvette en matiére plas-
tigue remplie d'eau (sauf dans le cas ol ce sont des grencuilles rousses qui sont héber-
gées) (fig. 28.4).

M Entretien

Avant d'introduire les grenouilles dans ce terrarium, & réception de celles-ci, vérifier leur
etat sanitaire et les maintenir en chservation pendant 1 semaine dans un plus petit terra-
rium en matigre plastique, au fond tapissé de mousse humide. Afin d'éviter les allergies
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Flgure 28.4.  Terrarium.

dues aux sécrétions de la peau de grenouilles, manipuler les grenouilles avec des gants
et ne pas se toucher |e visage (yeux et bouche en particulier). Isoler les batraciens (dans
des bacs infirmeries, a fond tapissé de toile d'arrosage, feutre gris a8 acheter dans un
magasin de jardinerie) qui présenteraient des lésions, en particulier autour du nez et aux
pattes. Traiter trois fois par jour leur blessure avec du tribrizéne non dilué, & I"aide d'un
coton tige. Vaporiser d'eau le feutre gris chagque jour. Retirer les grenouilles mortes : le
stress de la capture et du transport fragilise beaucoup les batraciens. Placer devant cha-
cune, une seule fois par jour, un ver de farine ou un ténébrion adulte et un grillon vivants
nourris de son, mélangé de « Sofcanis », constituant I'apport vitaminique indispensable
aux grenouilles. On peut utiliser en secours des asticots blancs et colorés en rouge,
achetés chez les marchands d'ustensiles de péche et d'aguariums. Tous ces insectes
peuvent étre entreposés au réfrigérateur.

Aprés 1 semaine, dés qu'elles commencent a se nourrir, placer les grenouilles (sauf

celles qui présentent encore des signes de blessures ou de maladies) dans le terrarium

d'expérimentation et ne les changer plus de terrarium sauf si elles montrent un signe
d'infection.

La peau des grenouilles, lesquelles muent trois fois par semaine, étant extrémement fra-

gEile et sensible aux infections, il est nécessaire de nettoyer la mousse avec un jet d'eau

chague jour, afin d'évacuer par la bonde les déjections (trés abondantes) et les restes de
mues et d'insectes non mangés. L'eau du cristalloir doit &tre changée chague semaine.

Autres accessoires nécessaires :

= un pilulier en verre blanc et son bouchon ;

- une petite boite en matiére plastigue opaque, & peu prés de méme taille que le pilulier,
a fond perforé de petits trous avec une épingle et couvercle percé de trous plus gros,
avec un clou ;

- une baguette ronde de bois ou de matiére plastique de 1 m environ, au bout de laquelle
sera attaché un fil de MNylon de 60 cm de long ;

— des papillotes de papier ou de chiffon de différentes couleur, de moins de 5 cm de
long.



Mode operatoire

8 Observation préliminaire du comportement prédateur

Repérer un pot occupé par une ou des grenodilles. Dépaser a la main (en allant de I"arriére
vers I'avant du terrarium) un insecte vivant sur une aire de nourrissage correspondante. Se
placer 8 0.5 m du terrarium devant la fagade. Au bout de quelques instants une grenouille
sort. Observer le mouvement de la téte en direction de la proie puis la succession, avec
une extréme rapidité, des séquences comportementales suivantes ; ouverture de ia gueule
largement fendue, puis basculement et projection hors de la gueule de |la langue bifide et
gluante. Collée 2 la langue fixée a I'avant de la machoire inférieure, la proie est aussitot
ramenée dans la gueule et prestement déglutie tout entigre. Les nombreuses petites
dents de la machoire supérieure ne servent, en effet, gu'a retenir |a capture.

® Quels sont les sens perceptifs impliqués ?

* [avue 7

De "armiére du terrarium, agiter devant chaque aire de nourrissage une papillote de chif-
fon ou de papier attachée au bout du fil tenu par la baguette. Essayer plusieurs tailles,
plusieurs formes et plusieurs couleurs, Bien que, de maniére aléatoire, le leurre finisse
par déclencher le comportement prédateur, les grenouilles qui ont attrapé une ou deux
fois le leurre finissent trés vite par ne plus y réagir {(elles ont appris a discriminer une
vraie proie du leurre par la vue, renforcée négativement par le godt, la consistance et/ou
"odeur}.

* | 'odorat ?

Enfermer un insecte vivant {ver de farine, asticot ou jeune grillon) dans le pilulier de verre
que I'on placera délicatement couché successivement sur chacune des aires de nourris-
sage, aprés |'avoir bien rincé sous I'eau du robinet afin d'&liminer toute trace odorante
éventuelle. Remarquer |a projection de la langue des grenouilles sur le pilulier, dés qu'un
insecte remue & l'intérieur (fig, 28.5).

s | ‘ouie ?

Enfermer un insecte vivant dans la boite opague
a couvercle et fond perforés et la disposer dou-
cement successivement pendant 2 minutes sur
chacune des aires de nourrissage. Aucung gre-
nouille ne réagit.

Des trois sens décrits ci-dessus, il ressort que le
stimulus déclencheur est de nature visuelle et
samble en premigre hypothése étre le mouve-
ment.

* Confirmation

Flacer sur une aire de nourrissage un spacimen
mort d'insecte congelé &t un exemplaire vivant,
La grenouille capture I'insecte dés que celui-ci
bouge un peu (I'insecte sorti du réfrigérateur
reste engourdi pendant guelques secondes
aussi longtemps que sa température interne,
encore basse, ralentit I'influx nerveux).

Accrocher un grillon congelé ou un ver de farine au
bout du fil tenu par la baguette, Agiter doucement
devant une autre aire de nourrissage. Une gre-  Figure 28.5.  Grenouille sur une aire de
nouille ne tarde pas a se précipiter sur le leurre, Nourrissage,

il



B La forme et la couleur jouent-elles un réle déclencheur ?

En complément des expériences réalisées dans le premier temps avec les leurres en
papier ou en chiffon, on pourra vérifier avec difféerentes sortes d'insectes vivants que la
forme ne joue qu'un réle réduit. La taille apparente de "objet en mouvement ne doit pas
cependant excéder quelgues centimeétres. On pourra proposer aux grenouilles successive-
ment sur une aire de nourrissage un asticot vivant blanc et un asticot vivant coloré en
rouge el constater qu'ils sont indifféeremment capturés tous les deux. La couleur de
I'objet, pourvu qu'il soit contrasté sur le fond environnant, ne joue aucun réle déclen-
cheur,

Attention, pour la santé des batraciens et le renouvellement probant des séances d'expé-
rience d'une journée & 'autre, veiller & ne pas distribuer plus de deux insectes a chaqgue
grenouille par jour. Apprendre dés lors a reconnaitre les grenouilles a la taille et a des
signes distinctifs !

Résultats, observations et interprétation

Le mouvement d'un objet dans le champ visuel de la grenouille constitue le stimulus
déclencheur du comportement prédateur de celle-ci.
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4 -§ L'alevin de truite

Mots cles
Embryon, alevin, vésicule viteliine, corde, tube nerveusx.

Principe

Les vertébrés aguatiques (agnathes et poissons) et aériens {amphibiens, reptiles,
oiseaux et mammiféres) ont un plan d'organisation ::nmrnun en particulier le début de
leur développement offre de grandes similitudes.

Cette simplicité originelle est ici envisagée a travers celle d'un poisson osseux, a l'éclo-
sion : 1"alevin de truite.

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'euvre

B Matériel biologigue

Des alevins de truite a divers stades de développement. Pour cela, se procurer des
« embryons « de truite dans un centre de pisciculture. L'épogue de la ponte est variable
selon les espéces : la truite ordinaire {Saimo fario) pond fin janvier, début féyrier, et la
truite arc-enciel { Salmo irideus) pond seulement en mai.

Il est préférable d'étudier les jeunes individus de cette deuxi@éme espéce, car ils sont plus
résistants.

B Matérie!

= Loupe binoculaire,
~ Microscope.

- Verres de montre.
- Aiguille lancéolée.

Mode operatoire

A I'éclosion, au sortir de 'geuf donc, |e jeune poisson méne une vie libre et autonome et
on le désigne sous le nom d'alevin ; il mesure 15 mm de long. A ce moment, |"alevin est
transparent et se préte bien a I'observation.

Au bout de 1 semaine, sa taille est de 20 mm et aprés 2 semaines, de 25 mm. Au cours
des 2 semaines suivantes, il y a résorption de la vésicule vitelline et apparition de la pig-
mentation.

Aussi, ne pas trop attendre pour son observation car sa transparence s'estompe rapide-
ment par suite de sa croissance inévitable en épaisseur et de la mise en place de
cellules pigmentaires au sein du tegument.

Placer I'alevin dans un verre de montre avec fort peu d'eau afin gue, couché sur le cOté,
I"animal facilite un examen de profil.

Si les mouvements du jeune animal sont incessants et violents, nuisibles a une
bonne observation, il convient de changer |'eau du verre de montre trop appauvrie en
OXygEEene.

Installer le montage sur la platine de la loupe binoculaire. Disposer e tout sur un fond
sombre et utiliser un éclairage obligue. Observer ensuite.



Résultats, observations et interprétation

Se rappeler que I'ceuf des poissons est riche en vitellus {ceuf télolécithe) et la segmenta-
tion produit une blastula partielle (discoblastula) qui entoure progressivemnent le vitellus
(les réserves de |"cauf).

L'embryon se forme a I'un des poles de 'eeuf (au péle animal), aux dépens d'une petite
partie de la discoblastula ; le reste, contenant tout le vitellus, forme la vésicule vitelline
appendue a la face ventrale de 'embryon (fig. 29.1).

CEwl en segrmoentalion parfiolle Difvelopoement oe Id discotlasiula
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Figure 29.1. Développament embryonnaire de I"alevin de truite,

D'emblée, en examinant I'alevin, on distingue nettemeant les trois parties du corps d'un

vertébrs ;

= |la téte, relativement volumineuse, porte la bouche toujours en action, deux yeux ronds
et volumineux, cing paires de fentes branchiales ;

- le tronc, s'achevant & I'anus, porte la vésicule vitelline sur la face ventrale. On recon-
nait a l'intérieur de nombreux globules d'huile et des vaisseaux sanguins. Les
nageoires paires pectorales et pelviennes sont dé&ja présentes et faclles a identifier
grace aux mouvements gui les animent, les nageocires pectorales en particulier ;

- la gueue, entourée d'une nageoire impaire, s'incurve vers le haut a son extrémité libre,
réalisant une nageoire caudale dissymétrique {ou nageoire caudale hétérocergue).

Remargue : par |"absence d'opercules et par la disposition de la nageoire caudale, |'ale-

vin de truite rappelle un sélacien adulte (un requin, par exemple), les sélaciens étant des

poissons cartilagineux considérés comme plus primitifs que les poissons osseux.

Flus précisément, on obseérve les principaux organes, plus ou moins visibles par transpa-

rence (fig. 29.2) :

- les centres nerveux avec les cing vésicules de 'encéphale prolongé par la moelle &pi-
niere ainsi que les organes sensoriels ;



bl

- la corde dorsale, premier €lément de soutien de 'animal, sous la moelle, autour de

laguelle s'installent les corps des vertébres, ébauche de la colonne vertébrale. Par
transparence, elle apparait délicatement striée dans le sens dorsoventral. Elle est de
couleur jaune-créme un peu plus foncée que le reste de "animal ;

— la musculature, disposée en chevrons réguliers dont la pointe est orientée vers ['avant,

traduit la métameérisation musculaire gui s'installe de la téte a la queue ;

- le tube digestif est surtout visible dans les régions antérieure et postérieure. La bouche

largement fendue est animée de mouvements constants. Le foie offre 'aspect d'une
masse sombre visible sur le coté droit, au-dessus du sac vitellin, L'intestin de couleur
jaune forme un tube aboutissant a I'anus, orifice antérleur de la papille abdominale ;

- les fentes branchiales, les branchies n'étant pas encore fonctionnelles et I'opercule

non encore formé

- le coeur, assez voisin de celui de 'adulte, bat en dessous et un peu en arriere des

branchies.
Faire une étude spéciale de la circulation sanguine a |'aide d'une observation directe sur
fond blanc. 11 s’agit d'un matériel de choix pour comprendre |'organisation sanguine chez
un vertébré.
Le sang, revenu des organes, arrive dans le sinus veineux, gagne ['oreillette dont les bat-
tements sont visibles a I'eell nu, passe dans le ventricule (partie principale de 'organe)
puis dans le bulbe artériel prolongé d'une artére branchiale médioventrale se distribuant
en arcs branchiaux.
Au sortir des branchies, se constitue I'aorte dorsale qui, située sous la corde, parcourt
toute la longueur de |'alevin et distribue, d'avant en arriére, le sang hématosé aux divers
Organes.
Au retour, le sang emprunte un trajet veineux (& I'aide des veines cardinales, en parti-
culier) qui le reconduit, darriére en avant, au coeur.

Nageoire caudalke
hatérocerque
Musculature ¢n chevrons
metamersée

Ebauwg he
des rEyans
Nagesire Corde dorsale

dorsaie )
Moelle "'r'lr‘:;_’"r‘l
- él:llnlﬁr'e cd nang
/ Bulbe rachidien postériaure
Enc Ep? Aorie dorsale

Fentes branchiales

i icule vitelline
|Ventricule Vidsicu
Cour | Ovalllatte veine vitelling (réserves nutritives ou vitellus)

Flgure 29.2. L'alevin de truite.
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4 4 Apprentissage et capacité
de discrimination visuelle chez le poisson rouge

Mots clés

Apprentissage animal, éthologie, conditionnement skinnérien, renforcement positif, per-
ception visuelle.

Principe

A l'aide des méthodes de conditionnement skinnérien et le comportement de groupe,
apprendre a des poissons rouges a discriminer deux signaux colorés pour obtenir leur
nourriture,

Sacurite
Veiller & mettre les prises d'alimentation électrigue et les interrupteurs hors de "humidité
et des éclaboussures,

Matiére d'®uvre

B Modéale biologigue

Douze poissons rouges (Carassius auratus) choisis de petite et méme taille et de méme
couleur achetés chez un marchand d'aguarium. Veiller, & I'achat, & ce que les poissons
soient bien vifs, non prostrés, et ne présentent aucun signe de maladie, taches sur le
corps, perte d'écailles, blessures ou mucus sur les nageoires.

B Matériel

~ Un agquarium de 360 litres de 1.5 m = 0,6 m = 0,4 m.

— Une pompe a air.

- Une pompe filtrante immergée ou extérieurs,

- Une rampe d'éclairage fluorescent.

— Mourriture pour poissons d'aguarium en granulés.

— Deux boitiers multiprises.

- Trois petits entonnoirs.

- Une planche de bois de 1,6 m = 0,1 m, percée sur 5a ligne médiane de 3 trous
de 1 cm de diamétre, dans lesquels sont introduits les bouts des entonnoirs 4 30 et
80 cm des extrémités de la planche. De part et d'autre de chacun de ces trous, on en
aménagera deux autres pour fixer sous la planche le nécessaire pour allumer et
éteindre séparément un éclairage rouge et un &clairage vert (fig. 20.3). Cette planche
st & placer en galerie au-dessus de | aguarium.

- Six douilles électriques gainées étanches.

- Six interrupteurs.

= Six déflecteurs conigues.

- Six meétres de fil électrigue gainé &tanche pour les jardins.

= Quelqgues petits cavaliers de fixation de fils électngues.

- Trois lampes d'éclairage de couleur rouge de 100 W.

- Trois lampes d'éclairage de couleur verte de 100 W,

— Chronométre (en secondes).



Figure 29.3, Aguarium de 360 litres pour 12 poiSsons rouges.

Mode opératoire

Laisser jeuner les poissons pendant deux journées complétes.

Aprés avoir fait une quasi-obscurité dans la salle ou se trouve I'aguarium et éteint la
rampe fluorescente de 'aguarium, allumer une lampe verte (d abord celle qui est ia plus
proche du groupe de poissons le plus grand) et une lampe rouge (autre que celle qui vai-
sine la verte éclairée),

Lorsqu'un poisson entre dans le céne de lumiére verte, distribuer des granulés au bout
de 10 secondes par "'entonnoir correspondant. Eteindre les lampes au bout de
20 secondes dés que les poissons se sont rassemblés dans le faisceau vert et ont
mangé les granulés,

Répéter chaque jour a raison de deux ou trois séquences (separées de 2 ou 3 heures) de
10 essais (séparés de 30 secondes). d'abord de |la méme facon que précédemment puis,
les jours suivants, en allumant au hasard un éclairage vert et/ou un éclairage rouge, en
respectant trois régles gue voici. Au cours d'un essal au plus, une seule lampe verte peut
étre allumée et les deux lampes entourant un méme entonnoir ne peuvent s'éclairer
simultanément. Enfin pour maintenir la motivation des poissons, il ne peut étre distnbué
plus de 3 g de nourriture par séquence avec un nombre de boulettes toujours inférieur
d'une unité au nombre de poissons de ["aguarium.

Moter & chague essai la date, ["heure, le nombre de poissons gui sont entrés dans le
cone lumineux vert et leur temps de sé&our, le nombre de poissons entrés dans le cone
lumineux rouge et le nombre de poissons gui ne sont entrés dans aucun des cones lumi-
newx.

Lorsque les poissons sont parfaitement conditionnés (aprés 1 ou 2 mois) a se rassem-
bler dans les cones lumineux verts pour obtenir leur nourriture, distribuer les granulés de
la journée sans séquence d'éclairage de couleur, d'abord pendant 1 jour puis 2, en aug-
mentant ainsi de plus en plus le temps séparant les séguences de distribution de nourri-
ture, sans signaux colorés, des séquences avec signaux coloreés ; on évaluera alors, par
Ia baisse des performances des poissons, I'extinction progressive du conditionnement,

ik



Resultats, observations et interpretation

Les poissons, motivés par la faim et libres de leurs déplacements, mémaorisent progressi-
vement, par |"association répétée de la lumiére verte dans laguelle est distribuée |a nour-
riture {stimulus conditionnel renforcé positivement} et de la lumiére rouge (stimulus
neutre inconditionnel) s'allumant au hasard a des emplacements différents de 'agqua-
rium, gu'il leur faut nager vers le signal vert pour satisfaire leur besoin de manger. Par
effet de groupe (un poisson a tendance a suivre les déplacements d'un groupe d autres
poissons), 'acquisition de I'apprentissage est facilitée. |l ne s'éteint complétement qu’au
bout de plusieurs semaines s'il n'est pas entretenu. Cet apprentissage met en évidence
ici les capacités sensorielles de ces poissons & discriminer deux signaux visuels, Cette
expérience ne montre pas gu'il diserimine réellement deux couleurs | ces poissons pour-
raient en effet les distinguer par différence de contraste. Des expériences d'apprentis-
sage plus élaborées, complétant des expériences sur la physiclogie rétinienne, ont
cependant permis de démontrer gue les poissons rouges ont une vraie perception colorée
et distinguent réellement des couleurs.



-fg H Observation de la circulation sanguine d’'un poisson

Mots clés
Circulation, sang, poisson, physiologie.

Principe

A I'aide d'un poisson vivant et d'un microscope, la circulation veineuse et artérielle est
alsément et directement observable sur |la nageoire caudale &talée sans préparation trau-
matisante pour |"animal.

Sécurite
Cette expérience ne présente aucun risque.

Matiere d'ccuvre

B Matériel biologique

Guppys (Lebistes reticulatus) males (reconnaissables a leurs nageoires plus développées
que |les femelles et & la présence d'un organe copulateur). Il est possible de se procurer
trés facilement cette espéce prolifique chez un commercant en matériel et animaux
d'aquariologie. A I'achat, veiller & ce que les poissons soient bien vifs, non prostrés, et
ne présentent aucun signe de maladie tel que taches sur le corps, perte d'écailles,
mucus sur les nageoires ou blessures.

W Matériel

= Un petit aguarium de maintenance des poissons, équipé d'une rampe lumineuse, d'un
aerateur, d'un filtre immerge et d'une résistance thermostatée de chauffage pour agua-
riurm.

= Un microscope grossissant au moins 100 fois,

- Une lame de verre pour microscope.

= Une paille chalumeau pour boisson.

= Un tube de caoutchouc souple de meéme diametre que la paille,

— Une pince a réglage de déhit.

- Petite épuisette pour aquarium.

= Petit récipient [pot, verre, boite en plastique, etc.).

— Bracelet élastique.

— Aliment séché pour nourrir les poissans.

B Montage

Couper un morceau de paille & la longueur du poisson hors nageocire caudale et poncer le
bord d'une des extrémités de la paille a ['aide d'une lime a ongle en bois pour éviter de
blesser le poisson lors de son introduction ultérieure.

Relier la paille & une extrémité du tuyau en caoutchous dont 'autre extrémité plongera
dans I'aguarium plus haut, & proximité des bulles produites par I'aérateur. Placer et régler
la pince a debit de fagon a ce que I'eau circule au goutte a goutte dans le siphon ainsi
forme.

Capturer délicatement, a ['aide de I"épuisette, un guppy et I'immaobiliser rapidement en
Fintroduisant la téte la premiére dans la paille.

Fixer la paille au moyen du bracelet élastigue sur la lame de microscope el elaler avec un
pinceau mouillé la nageoire caudale du poisson sur cette lame (fig. 28.4).
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5 -fi é Recherche du stimulus déclencheur du comportement
agressif du male de poisson combattant

Mots clés

Comportement animal, stimulus déclencheur, perception et communication visuelles,
poissons, postures agressives.

Sécurite
Aucun risque lige a 'expérience proprement dite.

Principe

A ['aide de poissons vivants et de leurres présentés a des poissons combattants mainte-
nus en aguarium, montrer les différentes séquences d'une méthode expénmentale per-
mettant d'établir que la phase d'intimidation du comportement agressif du male de ces
poissons (se manifestant par I'écartement des opercules, I'étalement des nageoires et
des mouvermnents du corps) est déclenchée par des signaux de communication visuelle,
faisant intervenir, ensemble, forme, mouvemants et couleur,

Matiere d'cecuvre

B Matériel biologique

Sept poissons « combattants du Siam « (Betta splendens) adultes de couleur rovge :
(6 males, 1 femelle), un guppy (Lebistes reticulatus). |l est possible de se procurer trés
facilement ces espéces chez un commercant de matériel et d'animaux pour aguario-
philes. Veiller, a I'achat, a ce gue |es poissons soient bien vifs, non prostrés, et ne pré-
sentent aucun signe de maladies, tel que taches sur le corps, pere d'écailles, mucus sur
les nageoires, blessures, ete.

W Matériel et montage

- Une étagére 4 4 montants et trois planches de 2 m = 0,5 m, espacées de 0.5 m.

- Douze petits aguariums en verre collé de 20 = 20 x 8 cm, servant de bacs d’expérience
avec, pour 9 d'entre eux, une face latérale percées a 5 cm du bord haut d'un trou de
& mm muni d'un tube coudé relié & un tuyau pour I'évacuation du trop plein vers le bac
tampon plus bas. Ces 12 aquariums sont & installer sur la planche intermédiaire en
2 rangées paralléles de six : ceux de la rangée en fagade comportant tous le systeme
d'évacuation du trop plein alors que seuls les aguariums 1, 3, 4 de |a rangée arriére
comportent ce systéme (g, 29.5).

— Six tubes de verre de trop plein de 8 mm de diamétre,

= Un aguarium en verre collé d'au moins 40 litres, servant de bac tampon et de repos, &
placer sur I'étagére inférieure.

— 5 m de tuyau transparent pour aguarium de 15 mm de diamétre et 5 m de tuyau de
8 mm et 9 raccords en T trples, 2 quadruples et 1 simple.

Ces tuyaux et ces raccords permetiront de raccorder le bac tampon au filtre et de distni-
buer I'eau filtrée aux 6 aguariums d'expériences de la rangee de fagade et aux agua-
riums 1, 3, 4 de la seconde rangee.

- Un bac d'isolement infirmerie de 2 litres, a placer sur I'étagére inférieure.

— Une résistance chauffante pour aguarium, thermostatée a 25 °C, a placer dans le bac
tampaon.

— Un bulleur avec raccord en croix pour oxygénation du bac tampon et du bac d'isolement,

s
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B Entretien

Lorsgue tout le dispositif est monté et en fonctionnement, remplir les différents agua-
riumns d'eau et |aisser circuler 'eau filtrée et chauffée a 25 °C pendant gquelgues jours
avant l'introduction des poissons.

Introduire délicatement les poissons avec une épuisetie dans les aguariums d'expé-
riences. Attendre guelques jours avant de commencer les expériences le temps gue les
poissons, stressés par le transfert, s"acclimatent.

MNourrir les polssons & raison de trois vers de vase, par jour et par spécimen, introduits
dans chagque aguarium avec une pipette. Retirer tout polsson mort.

Veiller & isoler dans le bac infirmerie tout poisson présentant un signe de maladie, afin
d'éviter la propagation éventuelle de cette maladie. Traiter le poisson & 'aide des
produits antiseptigues ou antifongiques appropriés, que 'on introduira aussi & dose
préventive dans le bac tampon.

Mettoyer périodiguement les bacs et les tuyaux des algues vertes se développant sur leur
paroi.

Mode operatoire

W Observation préliminaire des postures d'intimidation

Lever pendant 30 secondes le rideau de séparation du premier couple d'aguariums
d'expérience.

Des que les deux males s'apergoivent, ils se dirigent 'un vers ["autre. |ls ouvrent large-
ment leurs opercules et font saillir lewrs branchies turgescentes. lls déplient largement
leurs nageoires. Leur livrée prend parfois une teinte plus soutenue et brillante.

lls se déplacent téte-béche en exécutant une nage plus cu moins circulaire et en agitant
leur nageoire caudale de fagon a diriger un courant d'eau vers |"adversaire.

Apres cette phase d'intimidation, si les poissons se trouvaient dans le méme bac, succé-
derait une phase d'attague avec apparition de heurts et de morsures d'abord limitées aux
nageoires, puis élendues aux flancs et a la téte. Ces poissons trés territoriaux des eaux
douces de Thailande, appelés pour cette raison « combattants du Siam =, sont capables
de s'arracher ainsi fragments de nageoires et écailles, et de poursuivre le combat parfois
Jusqu'a la mort d'un des adversaires, si l'exiguité de 'espace ne permet pas a I'un des
partenaires, rompant le combat en cessant de présenter les postures agressives (ferme-
ture des opercules et repliements des nageoires), de fuir.

B Recherche des stimuli déclencheurs

S'il semble en premiére hypothése que le stimulus déclencheur soit ici de nature visuelle,
d'autres stimuli peuvent intervenir tels que des vibrations de 'eau ou des odeurs corpo-
relles {en |'occurrence ici, les poissons étant dans des bacs séparés, il ne peut v avoir de
communication olfactive immediate possible).

Lever le deuxieme rideau. Le poisson combattant male se trouve devant un bac vide
et ne réagit pas. Ce n'est donc ni la vibration causée par la montée du rideau, ni le
changement de luminositeé sur une face de |'aguarium qui constitue le stimulus
declencheur.

Lever le troisiéme rideau, Le poisson male apergoit une femelle (de plus petite Laille et de
couleur plus terna que le male). Il réagit en présentant des postures d'intimidation mais
de fagon moins intense et moins prolongée. Noter les réactions du poisson selon une
géchelle d'efficacité telle que O : absence totale de réponse ; 1 : orientation et nage vers
le second aquarium ; 2 : ouverture des opercules ; 3 : étalement des nageoires ;
4 coups de queue. Pratiquer de méme pour toutes les expériences suivantes.
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4 Etude d’un os long

Mots clés
Epiphyse, diaphyse, périoste, cartilage, tissu osseux.

Principe
Le squelette est un élément essentiel de I"'organisation des Vertébrés.

Sécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'ceuvre

B Matériel biologique
L'os d'une patte de mammifére : un humérus de veau par exempie que 1'on se procure

chez le boucher,

B Matériel

- Scie a métaux.

- Beg Bunsan.

— Solution d'acide chlorhydrique.
- Pinces.

Mode opératoire

Examiner d'abord I'os fraichement sorti de ses articulations pour définir sa morphologie

externea.,

Fuis, pratiquer une coupe dans 'os de veau (fig. 30.1A4). Pour cela, scier longitudinale-

ment la moitié d’un os long de maniére a obtenir une épiphyse (ou téte de I'os) avec la

diaphyse, partie attenante allongée [ou corps de 'os). On peut utiliser une scie 8 métaux
ou blen commander la piéce osseuse préparée par le boucher.

Il est bon de prévoir également une coupe transversale au niveau de la diaphyse médiane,

Observer a I"oeil nu, puis a la loupe a main.

Pour connaitre la composition chimique d'un os, procéder aux deux expériences complé-

mentaires suivantes.

- Faire macérer pendant quelgues jours, dans un verre a pied ou un petit cristallisoir, un
08 « propre « de lapin ou de poulet, ¢'est-a-dire débarrasseé de ses ligaments et autres
tendons, dans une solution acidulée (1/3 acide chlorhydrique pour 273 d'eau) : |'os
conserve sa forme, mais devient mou, facile a tordre.

— Placer un autre os, semblable au précédent, dans une flamme vive pendant guelgues
instants : I'os conserve sa forme, mais est blanc, 1eéger, friable car il est devenu poreux.

Remarque ; si I'os st calcing en vase clos, il devient entigérement noir. Le carbone prove-

nant de la calcination de I'osséine imprégne les matiéres minérales ; on obtient de cette

facon du noir animal.

Résultats, observations et interprétation

L'os long présente une zone mediane allongée el assez mince, le corps de 'os ou dia-
physe, prolongée aux deux extrémités renflées par les tétes articulaires ou epiphyses,
emboitées et articulées avec les os voisins.



A la surface de la diaphyse, soulever

avec la pointe d'un :cglp-el le péri- (A) Cartiage articuiaye (9
' A e i

aste, membrane conjonctive fibreuse, | ."427_\' 08 spongisus zﬁ o d_\lj

fortement adhérente & I'os. Epiphyse T moslie rouge =

Par sa face interne, le périoste Hh/

Cartilage

génére du tissu osseux ; ceci confére de Conjugaison

au périoste la capacité de consolider

les fractures par formation d'un bour- [=— Périoste f ';;'

relet osseux (ou cal) gui associe les Lhaphyse .l 0s compact "'

deux fragments d'un os fracturé, / flll c“'ﬁ;ﬁgfﬂjﬁ:_;

On peut également régénérer une -

portion d'os manguante ou corriger ' (
Epiphyse

une malformation osseuse en dispo-
sant, en position souhaitée, des frag-
ments de périoste prélevés a la sur-
face d'un autre os. Ces greffes Figure 30.1.  Unos long de mammifére.

osseuses nécessitent dailleurs le  [A) Vue exteme,

prélévement d'un morceau de péri- (Bl Coupe longitudinale,

oste accompagné d'une fine couche

d'os sous-jacent indispensable &

I'ostéogenése,

Les épiphyses sont revétues d'une couche blanc nacré, luisante 3 I'état frais, de cartilage
articulaire.

A la surface de I'os entier, on peut observer des orifices par ol pénétrent les vaisseaux
sANgUIns : les trous nourriciers,

M Examen des coupes longitudinale et transversale d'un os long

Sur un os de veau coupe (fig. 30.1B8), on s'apergoit qu'un os long est formé de trois

rones concentriques, de nature histologigue différente ;

- la zone superficielle, mince, formée par ie périoste (tissu conjonctif fibreux) au niveau
de la diaphyse et par les cartilages articulaires lisses et &lastiques (lissu conjonctif car-
tilagineux ) au pourtour des épiphyses ;

— la zone moyenne formee de tissu osseux compact (Tissu conjonctif osseux de type
haversien) ; épaisse dans la diaphyse, sous le périoste qui I'a produite, elle devient
trés mince sous les cartilages articulaires |

- la zone centrale, occupée par la moelle :

- au niveau de la diaphyse, la moelle jaune, riche en graisses, occupe la cavité médul-
laire axiale continue (d'ou "'expression « d'os a moelle «) ;

= au niveau des épiphyses, la moelle rouge, particuligrement vascularisée en raizson de
son activité hématopoiétique (elle est en effet a lorigine des éléments figurés du
sang), remplit les mailles du tissu osseux spongieux (formé de travées d'os compact
délimitant des cavités pleines de moelle rouge).

B Examen d'un os jeune, en cours de croissance en longueur

Sur un os de veau, c'est-adire un os appartenant & un jeune individu, on observe aux
deux extrémités de I'os long, a la limite diaphyse-épiphyse, les cartilages de conjugaison
qui forment un disque d'aspect ondulé,

Remargue : un os cuit dans 'eau bouillante voit ses cartilages de conjugaison devenir de
la gelatine. En conséquence, cet os se déboite facilement en trols morceaux. deux &pi-
physaires et |e troisieme diaphysaire.



Chacun des deux cartilages de conjugaison de I'os long se présente comme un disque de
tissu cartilagineux qui n'est pas encore envahi par I'ossification ; ses cellules cartilagi-
neuses s'y divisent toujours activement et ainsi I'os s'allonge !

Cependant ce cartilage reste peu épais car, au fur et 3 mesure de sa croissance, les
zones nsseuses adjacentes tendent a 'envahir.

Mais "ossification gagne de vitesse sur I'accroissement du cartilage : dés gue les cel-
lules cartilagineuses cessent de se diviser, le cartilage de conjugaison s'ossifie compléte-
ment et disparait, La croissance de I'os long est alors terminée (vers 20 ans dans
["espéce humaine).

N Composition biochimique de I'os

Aprés sejour dans 'eau acidulée, I'os est devenu souple et élastique, jaunatre. |l a perdu
les 2/3 de sa masse. Les sels minéraux ont &té dissous par I'acide : la matiére orga-
nigue protéigue, I'osséine, reste seule.

Quand on calcine un os, il blanchit et devient cassant. L'osséine combustible a disparu
{1/3 de la masse osseuse). Il ne reste que les sels minéraux, essentiellement des sels
de calcium. Plus précisément, on identifie du phosphate de calcium (85 %), du carbonate
de calcium (9 %}, du fluorure de calcium (4 %), du phosphate de magnésium.

On peut comparer 'os a du béton armé : I'osséine, de nature conjonctive élastigue,
constitue une matrice dans laguelle se déposent les sels de calcium. Bientdt, ces der-
niers « font prise « et englobent ainsi les fibres et cellules osseuses, donnant a l'os 1a
solidité nécessaire a son role méacanique.

Conclusion

Le squelette est certes la charpente osseuse el articulée du corps des Vertébrés mais,
e&n plus de son role hématogéne, il représente une importante réserve minérale, stockée
provisoirement et remise en circulation en fonction des bescins de |'organisme, ce qui
SUggére une régulation minutieuse dans laguelle interviennent de nombreuses glandes
endocrines (hypothalamus, hypophyse, thyroide et parathyroides notamment).
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Figure 30.2. Cage a souris d'élevage.

B La litiére

Celle-ci doit étre abondante et renouvelée fréguemment. Ses utilisations sont nom-
breuses : protection contre le froid et la lumiére, construction du nid de |a femelle, etc.
Elle peut &tre constituée de sciure en fins copeaux de bois, de foin, de paille ou de mor-
ceaux de papier.

B La nourriture

Un compartiment est prévu a cet effet sur le couvercle incling a ce niveau.

Elle doit étre en quantité suffisante pour éviter le cannibalisme : soit 10 & 15 grammes

par jour.

On fournit aux souris .

— de plus en plus souvent des granulés vitaminés, fort commodes d utilisation

- sinon, des Graminées (avoine, blé, orge, etc.), du pain ou des pates farineuses, des
croutes de fromage ;

— des végétaux verts et des fruits, trés appréciés de ces rongeurs car ils leur apportent
de I'eau et fournissent une litiére ;

- diverses épluchures de |&gumes aux vitamines indispensables.

Un flacon-biberon goutte a goutte rempli d'eau est incling sur le plafond de la cage ; les

animaux viennent s'y désaltérer en léchant son extrémité,

Pendant la période d’allaitement des jeunes, donner un peu de lait a la meére.

Reésultats, observations et interprétation

L'étude de la souris peut étre envisagée dans le but de comparer entre eux les carac-
téres des Vertébrés (poissons, amphibiens, reptiles, ciseaux et mammiféres) et de servir
d'introduction utile a la connaissance de |I'anatomie humaine.

Sa reproduction rapide permet aussi d'avoir une idée juste sur la reproduction des
Mammiféres (gestation, allaiterment).



MW Prasentation

La souris est un vertébré vivipare dont |a peau est recouverte de poils épidermigues
(fig. 30.34}. Les femelles présentent des glandes cutandes développées : les mamelles,
au nombre de trois paires qui sécrétent e lait, liguide Indispensable & la croissance des
jeunes dés leur naissance.

Ces deux premiers caractéres définissent la classe des Mammiféres.
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Figure 30.3. Deux attitudes de la souris.

S'y ajoutent d'autres caractéres comme la présence de pavillons auditifs mobiles et
I'adaptation parfaite & la locomotion terrestre a I'aide de deux paires de membres qui
maintiennent en effet le tronc a une certaine distance du sol.

La souris est un rongeur. On peut constater a premigre vue des incisives au nombre de
quatre, recourbées en arc de cercle. Le museau est fendu verticalement jusgu’a la
bouche et s"appelle en conséquence le « bec de ligvre -, Les oreilles sont plus courtes
que |a téte. La queue est par contre presgue aussi longue gue le reste du corps et est
recouverte d'écailles annulaires entremélées de poils courts.

Il faut noter aussi la présence d'une moustache autour de la bouche, formée de poils
raides et sensibles (les vibrisses), de deux yveux de couleur rouge chez la souris blanche
(albinos), de deux narines et d'un anus placé sous la gueue.

Les orifices génito-urinaires sont situés en avant de 'anus. Chez le male, ils sont confon-
dus en un pénis ordinairement rentré dans le ventre ; chez la femelle, 'orifice génital ou
vulve est précédeé d'un clitoris {ou papille uringire).

Les pattes antérieures possédent guatre doigtis et les pattes postérieures en possédent
cing ; les callosités plantaires sont arrondies comme celles des doigls.

En hiver, la souris présente un tissu sous-cutang adipeux particuliérement bien développé
dans |a région dorsale, qui lui donne un aspect légérement bossu,

B Comportement

En conditions normales, la souris est souvent assise, reposant sur ses pattes poste-
rieures, Elle affectionne cette position pour grignoter ses aliments qu'elle maintient a
I'aide de ses courtes pattes antérieures (fig. 30.36).

Elle révéle une perpétuelle agitation, semble se hater en toute circonstance. Elle est par
allleurs trés agile : grace & ses fines griffes, elle grimpe trés facilement sur le grllage de
sa cage, y compris la téte en bas !



Pendant le repas, I'animal s'installe dans son bac & nourriture et joue de ses incisives,
elle ronge ses aliments, toujours sur le quivive.

Dans un secteur de son habitation, |a souris aménage un liew de repos. Pour cela, elle
reduit en petits morceaux le papier, les morceaux d'étoffe, le coton hydrophile gu'on
prend la précaution de mettre & sa disposition ; elle en fait un monticule et aménage
ainsi une sorte de logette dans laguelle elle peut se cacher,

Sa propreté lui fait aménager par ailleurs un endroit pour ses déjections.

La souris se reproduit facilement et sa grande fecondité permet d'en obtenir un grand
nombre ; chagque femelle produit chague annde six portées de six & huit souriceaux .

La gestation dure de 18 a 20-21 jours.

Dans un nid douillet et tapissé de coton aménagé par la mére, les souriceaux nalssent
nus, sans pelage. Leur peau est rosée, leurs oreilles et leurs yeux sont encore fermés ;
ils pésent 2 grammes |

Leur mére les nettoie a la naissance et chacun trouve une mamelle 4 sa convenance.

Au B jour, les pavillons des orellles se développent ; la 2° semaine, leurs yeux s ouvrent
et le pelage apparait.

Dabord alimentés uniquement par le lait maternel, les jeunes souris peuvent étre
sevrées & 3 ou 4 semaines. Elles deviennent adultes et, par conséquent, aptes a se
reproduire & leur tour, a I'age de 6 3 B semaines.

Conclusion

Soignée correctement, alimentée a heures réguliéres de préférence par la méme per-
sonne, habituée a sa cage, la souris blanche peut s'apprivoiser, répondre a des sollicita-
tions diverses (un bruit, un appel, un aliment particuligrement apprécia, etc.).

Il est alors aisé d'étudier son organisation et son comportement, analyse toujours enri-
chissante pour I'expérimentateur scientifiguement curieux,



4 AW il de beeuf

Mots clés
Sclérotique, choroide, rétine, cristallin, humeur vitrée, nerf optique.

Principe

Grace aux organes sensoriels, les animaux prennent conscience de leur environnement et
organisent leurs déplacements en conséquence,

Par exemple, la peau et ses corpuscules tactiles permettent a I'Homme de reconnaitre |a
nature d'une surface lisse ou rugueuse, de réagir également a des excitations ther-
migques.

L'oreille détecte les vibrations sonores transmises par | air.

L'ceil est excité par des vibrations électromagnétiques de tres faibles longueurs d'onde
(0.4 & 0,8 um) ; il permet de reconnaitre & distance la forme des objets et d'apprécier
« leur couleur «, d'envisager des déplacements faciles et rapides, etc.

Sécurité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'ceuvre

B Matériel biologigue
(Eil de boeuf (ou, & défaut, il de veau, [Egérement moins volumineux et plus mou) a se
procurer chez le boucher ou le tripier,

B Matériel

= Scalpel.

— Lame de rasoir.

- Pinces fines.

= Aiguille lanceolee.

= Cuvette a dissection.
- (Gants |latex jetables.

Mode opératoire

Le globe oculaire du beeuf est extirpé de 'orbite sans beaucoup de précaution | il est encore
entouré de graisse, de lambeaux de muscles, de fragments de paupiéres, cils et glandes,
Observer, en fonction de la qualité de I'"échantillon, guelques cils et les glandes des pau-
pigres.

Pour cela, découper une paupiére parallélement 3 sa surface pour examiner les glandes
des paupiéres (sous forme de petits points jaunes) logées dans la profondeur d'une
bande de tissu conjonctif.

Le globe est recouvert d'une membrane fibreuse, blanchatre et solide, a I'aspect de por-
celaine : la sclérotique qui recouvre la quasitotalité du globe sauf a I'avant ol elle est
remplacée par une membrane transparente, la cornée, et a I'arriére ol elle est traversée
par le nerf optigue.

En grattant avec précaution la surface de la cornée, on détache une mince membrane
transparente : la conjonctive {incolore du vivant de I'animal) qui se prolonge a la surface
de 'ceil et provient de |"épithélium recouvrant la face inteme des paupigres.
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bien tendre |la sclérotique ; poursuivre 'incision
avec des ciseaux forts en n'appuyant plus sur le
globe oculaire.

L'humeur aqueuse liquide s'échappe par |"ouver-
ture, I'humeur vitrée galifide et le cristallin tom:-
bent dans la cuvetle a dissection (fig. 30.6).
Observer les divers composants de ["ceil ainsi
dissociés.

Cristallin

Humeur vitrée

Traces
des procés ciligires

Résultats, observations et interprétation Figure 30.6.  Cristallin et humeur vitrée,

B Hémisphére postérieur

Examiner d’abord I"hémisphére posténeur dont I'organisation est plus simple (fig. 30.5).
Il contient les trois membranes du globe oculaire gu'on peut facilement individualiser
avec une pince fine ou une aiguille lancéolée,

La sclérotique, fibreuse, épaisse et résistante, blanche, est la membrane protectrice du
Elobe oculaire servant de « squelette » aux insertions des muscles moteurs de |"aail.

La choroide pigmentée de noir {mélaning) est la membrane nourriciére de 'eeil, riche en
vaisseaux sanguins. Dans le fond de I'eeil, elle présente, sur sa face inteme (face visible
directement), un aspect original brillant & reflets bleus et verts : cette région est le tapis,
vivement irisé.

La rétine est la membrane sensorielle et photochimigue de ["ceil. De couleur gris jauntre,
glle recouvre |a choroide. Au point 00 s'épanouit le nerf aptique, elle présente une tache
claire, le point aveugle ainsi nommé car dépourvu de cellules nerveuses visuelles, Par ce
point, en effet, partent les vaisseaux sanguins rétiniens qui pénétrent dans 'l avec le
nerf optigue.

B Hémisphére antérieur

Observer ensuite 'hémisphére antérieur dans lequel on retrouve les trois membranes pré-
cédentes (& |'aide d'une pince, vérifier & nouveau leur indépendance relative) (fig. 30.5).
En avant, |a choroide se » détache » de la sclérotique pour former les procés ciliaires,
ensemble de replis rayonnants de couleur pigmentée dont la musculature intervient dans
"accommodation du cristallin permettant la formation des images sur la rétine centrale.
En avant des procés ciliaires, Ia choroide forme un second repli, 'iris, délicat rideau circu-
laire tendu au sein des milieux transparents oculaires dont la face postérieure (visible ici)
est concave el de couleur foncée.

Sa parol comporte une musculature lisse constituée de fibres radiales et circulaires.
Perforé en son centre de |la pupille elliptigue, l'iris en régle le diamétre et contrdle ainsi la
largeur du faisceau de lumiére qui pénétre dans I'ceil ; il fonctionne & la maniére d'un dia-
phragme d'appareil photographique.

B Milleux transparents

D'avant en arriere de I'eeil, sens suivi par les rayons lumineux, se rencontrent la cormée
transparente, I'humeur agueuse, le cristallin et ["humeur vitrée (fig. 30.7).

La cornée est le prolongement transparent de la sclérotique.

L'hurmeur aqueuse, liguide incolore limpide comme de 'eau, remplit la chambre anté-
rieure de I'ceil (chambre claire de I'ceil) entre |la comée et l'iris. Elle a été sécrétée par les
procés ciliaires ; elle s'est écoulée lorsgue le cristallin s'est détaché et est tombé dans
la cuvette,

Le cristallin est une lentille biconvexe dont la courbure est plus accentuée sur la face
postérieure | il est maintenu en place par des fibres constituant le ligament suspenseur,

3
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Figure 30.7. Coupe sagittale du globe oculaire.

Si I'échantillon est trés frais, le cristallin est parfaitement limpide, élastique et souple.
Remarqgue : pratiquer une coupe dans le cristallin : le centre apparait plus dur gue |a péri-
phérie formée d'écailles souples et emboitées correspondant a des couches d'un tissu
transparent et élastique.

Le cristallin est totalement dépourvu de nerfs et de vaisseaux, ce qui lui assure sa trans-
parence particuliére ; sa nutrition est assurée par les procés ciliaires.

L'humeur vitrée, masse gélatineuse et transparente elle aussi, occupe la chambre posté-
rieure de I'eeil (chambre noire). Elle posséde le méme indice de réfraction que 'eau. Si
I"on verse de I'eau dans |la cuvette a dissection, ["humeur vitrée cesse d'étre visible !

Far contre, le cristallin plus réfringent (n = 1,43) apparait nettemeant.

En résumé, le globe oculaire comporte trois membranes : |a sclérotique, |a choroide et la
rétine, et des milieux transparents : la comée transparente, I'humeur agueuse, le cristal-
lim &t I'humeur vitrée.

Conclusion

L'organisation d'un globe oculaire est pratiguement la méme dans |la série des Vertébrés,
Au sein des mammiféres, 'eeil de 'Homme se distingue de 'o2ll du beeuf uniquement par
les petites différences apparentes suivantes : une forme sphérique, une cornée transpa
rente arrondie, une pupille circulaire et une choroide entiérement noire.



45 u Le cceur de mouton

Mots clés
Oreillette, ventricule, artére, veine, coranaire,

Principe
Mettre en évidence 'organisation d'un ceeur de mammifére avec ses cavités et ses
valvules dont le fonctionnement coordonné définit la révolution cardiague.

Sécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'ceuvre

B Matériel biologique

[l est recommandé de se procurer un cceur de mouton accompagné des poumons (les
gros vaisseaux sont faciles & observer) chez le boucher ou le tripier.

W Matériel

- Cuvette a dissection.

- Pinces fines et grosses pinces,
- Scalpel.

— Sonde cannelée,

- Coton hydrophile.

- Gants latex jetables.

Mode opératoire

B Orlentation de I'échantilion

* Face arténelle ou ventrale

Orienter le cceur la pointe en bas ; cette derniére définit 'extrémité postérieure de
I'organe. Les gros vaisseaux occupent la partie antérieure ou « base » du coeur, bien
visibles sur la face ventrale appelée, pour cette raison, face artérielle. Cette face est par-
courue par un sillon interventriculaire oblique de droite a gauche [fg. 30.84).

Enfoncer la sonde cannelée dans les vaisseaux béants qui surplombent cette face ven-
trale ; si la sonde atteint sans le moindre obstacle la pointe du cceur, elle a été introduite
dans 'aorte. 5i la sonde reste sur le cote gauche de la face artérielle, elle a é1é engagee
dans le tronc pulmonaire,

Le copur est recouvert de masses graisseuses, plus ou moins abondantes selon les indi-
vidus, surtout installées dans la région antérieure et les sillons. Ne pas essayer de retirer
tout ce tissu adipeux, mais dégager dans la région antérieure les oreillettes et les gros
vaisseaux jusgu’a leur base.

Cette opération préliminaire est obligatoire pour envisager la réussite de la manipulation.
MNe pas utiliser un instrument pointu (scalpel ou autre) pour éviter une détérioration des
vaisseaux ; en tirant avec les doigts, bien dégager les vaisseaux en éliminant ainsi |a
graisse et le conjonctif d'emballage.

Dessiner ensuite cette face et porter les indications de la figure 30.8A.
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* Face veineuse ou dorsale

Retourner le coeur sur la face dorsale. Constater que le sillon auriculoventriculaire est
bien visible.

Pour identifier les veines caves, prendre comme point de repére le noyau graisseux de
I'oreillette droite ; a sa droite s'ouvre la veine cave supérieure. Y introduire la sonde can-
nelée dont on oblique 'extrémité & gauche sous le noyau graisseux ; la sonde sort par
I'orifice de la veine cave inférieure (fig. 30.88).

Retirer un peu la sonde et la renfoncer un peu en dessous et parallélement au sillon auri-
culoventriculaire : elle pénétre alors dans la grande veine coronaire.

Quant aux orifices des veines pulmonaires, ils se présentent en nombre variable (de O
a 4) selon le niveau de la section réalisée dans I'oreillette gauche par le boucher.
Dessiner la face veineuse du cceur en suivant les indications portées sur la figure 30.8B.

B Ouverture de la cavité ventriculaire droite

Face artérielle au-dessus, couper longitudinalement le tronc pulmonaire et reconnaitre, &
cette occasion, les trois valvules sigmoides : essayer de passer entre deux d'entre elles
(fig. 30.94).

Prolonger l'incision dans la parol myocardique du ventricule droit, aussi prés que possible
du sillon interventriculaire ;| écarter les lévres de 'ouverture ainsi réalisée : a cet effet, il
convient de sectionner le muscle transversal,

Desasiner le ventricule droit ainsi ouvert. Bien faire apparaitre la cuspide antérieure de la
valvule auriculoventriculaire,

B Ouverture de la cavité ventricwiaire gauche

Ouvrir I'aorte et, comme précédemment, couper si possible entre deux sigmoldes.
Continuer le découpage de |"&paisse paroi myocardigue gauche, le plus prés possible du
sillon interventriculaire jusqu’a I'extrémité de la pointe du coaur.
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Ecarter les |&vres de cette incigsion en coupant les faisceaux de fibres transversales qui
unissent encore les parois du ventricule.

Dessiner le ventricule gauche ainsi entrouvert en mettant en évidence, ici encore, la val-
vule auriculoventriculaire.

B Ouverture de l'oreillette droite

Introduire la sonde cannelée dans 'une des veines caves et faire ressortir son extrémité
par I'autre veine cave (fig. 30.98).

Pratiguer une premiére incision suivant la ligne définie par la sonde cannelée et une seconde
incision perpendiculaire, de fagon a nettement dégager la cavité de I'oreillette droite.
Remargue : effectuer "ouverture de I'oreillette gauche d'un large coup de ciseaux.
L'étude du coeur des mammiféres peut étre favorablement complétée par une série de
coupes transversales. L'une d'elles effectuée au-dessus de |a pointe du cceur fait consta-
ter la trés grande dissymétrie des ventricules.

Résultats, observations et interprétation
B Organisation externe

Les sillons dorsal et ventral séparent les deux moitiés droite et gauche du cceur (ou hémi-
ceeurs droit et gauche) gui ne présentent pas de communication. La « pointe » fait partie
de I'hémi-coeur gauche.

Chaque hémi-ceeur comporte une oreillette ol aboutissent les veines et un ventricule d'ol
partent les artéres,

Sa parol musculaire ou myocarde contient son propre réseau vasculaire, le systéme coro-
naire.

Les artéres & paroi épaisse, blanchatres, béantes et élastiques, s'opposent aux veines
aplaties a paroi moins épaisse et flasque.

Distinguer le tronc artériel pulmonaire d'avec |'aorte © tous deux sont associés par le cor-
don fibreux de Botal, vestige du canal de Botal fonctionnel durant la vie foetale.



Si le tronc pulmonaire n'est pas coupé trop prés du ceeur, observer ses deux branches ou
artéres pulmonaires (chacuneg imguant un poumon).

L'aorie dorsale porte le départ d'une artére également importante, I'aorte antérieure.
Remarqgue : chez le mouton, en effet, ["aorte antérieure forme un tronc vasculgire com-
mun aux artéres brachiales et céphaliques. Chez 'Homme, on note une légere diffé-
rence : |'artére carotide gauche (irriguant une partie de la téte) et 'artére sous-claviére
gauche {irmiguant le bras gauche) ant chacune leur origine propre sur la crosse aortique de
I"acrte dorsale, Par contre, la carotide droite et |"artére sous-claviére droite ont une courte
origineg commung : le tronc brachiocéphaligue, ce qui introduit une certaing dissymétrie
vasculaire,

Enfoncer la sonde cannelée {ou le manche d'un scalpel) dans "aorte pour vérifier sa com-
munication avec le ventricule gauche, Ainsi, I'aorte conduit le sang hématosé du ventri-
cule gauche vers les organes (circulation générale).

Observer les veines sur la face dorsale ; elles sont moins visibles que les artéres car trés
souvent sectionnées, par le boucher, trop au ras des oreillettes,

En cas favorable cependant, examiner les deux veines caves antérieure et postérieure qui
pénatrent dans "oreillette droite. La sonde cannelée, introduite dans une veine cave, tra-
verse l'oreillette droite et aboutit auv ventricule droit.

Ainsi, le sang carbonaté recueilli 2 la sortie des organes rejoint l'oreillette droite par les
deux veines caves.

Dans I'hémi-cceur gauche, les veines pulmonaires en principe au nombre de guatre (deux
par poumon) aboutissent a I'oreillette gauche ; mais trop souvent on n'observe qu'un
seul orifice car elles sont sectionnées trop au ras de |'oreillette gauche. Ce vaste orifice
marque cependant 'emplacement du point d'aboutissement des veines pulmonaires
dans 'oreillette gauche,

A titre de vérification, la sonde cannelée (ou le manche d'un scalpel), enfoncée dans
cette ouverture, traverse l'orgillette et atteint le ventricule gauche, & proximité de la
pointe du coeur,

Alnsi, le sang hématosé au niveau des poumons revient au coeur par les veines pulmo-
naires (circulation pulmonaire).

Remarque : comme tout muscle strié squelettique, le coeur est un muscle qui est ravi-
taillé en nutriments par son imigation coronaire spécifigue. Le sang hématosé riche en
oxygéne circule dans deux artéres coronaires, la gauche localisée essentiellement dans
Ie sillon wentral, |la droite dans e sillon dorsal.

Le sang chemine ensuite dans de petits vaisseaux installés dans les sillons cardiagues
avant de confluer dans une veine coronaire qui débouche dans la veine cave postérieure.

B Organisation interne

* Examen du ventricule droit

L'oreillette et le ventricule communiquent par un orifice auriculoventriculaire délimité par
la valvule tricuspide. Celle-ci est formée de trois lames membraneuses (ou cuspides)
orientées vers le ventricule et rattachées par des cordes tendineuses trés solides a des
reliefs de la paroi ventriculaire ou piliers musculaires (fig. 30.10).

Cette valvule tricuspide empéche e retour du sang vers ['oreillette lorsque le ventricule
se contracte,

Si la veine cave postérieure est conservéa en bon état, il est possible de voir 'orifice de
la veine coronaire s'ouvrir sous cette veine cave,

Au débouché du ventricule dans le tronc pulmonaire, s'observent les valvules sigmoides
pulmonaires congues pour faciliter "éjection du sang ventriculaire.
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Cloison interauriculaine

- Anneau de Vieussens

Fossetie ovale

Emlill-ﬂliﬂfﬂﬂﬂt du simus velneus

Veine cave
SupErieurs

Oratllelte droite

Valvule tricusploe
et arifice aurlculoventriculaire
Myocarde de l'oreilletie droite

Oreillette gauche—e ;"
Crrifice de la grande )

YEine coronairg L
Valvule de Thébesius /’Hf N -
Veline cawe
inférieure

r# el II
/ Pilie

'

) Iy musculaire
Ventricule gauche §
Ventricula gauchsa
Ventricule droit
Ventrioule Coupe transvearsale
droit AU niveau de la - painte » du coeur

Figure 30.12. Organisation de |'oreillette droite,

* Examen de 'oreillette droite,

L'oreillette droite, surtout, est digne d'intérét. Sa paroi est mince et sa face interne pré-

sente deux régions bien distinctes (fig, 30.12) :

- la région sinusale, totalement lisse, correspond au sinus veineux des amphibiens par
exemple. Elle regoit les deux veines caves ainsi gue la veine coronaire dont |"ouverture
est limitée par la valvule de Thébésius ;

— la région auriculaire, proprement dite, est garnie d'un réseau de colonnettes muscu-
laires (« charnues =),

La cloison interauriculaire porte une zone déprimée appelée fossette ovale, partieliernent

entourée d'un bourrelet - 'anneau de Vieussens. Cette fossette ovale correspond au trou

de Botal gui, chez le foetus, faisait communiquer les deux oreillettes.

Conclusion

Véritable pompe aspirante et foulante automatique, le cosur est 'organe moteur qui entre-
tient le mouvement du sang dans le systéme circulatoire.

|| est alternativement a I'état de contraction {ou systole) et de relachement {ou diastole).
SUr un coeur en activité, se succadent la systole des oreillettes, puis la systole des ventri-
cules avec relachement des oreillettes et, enfin, la diastole générale. Ces trois phases
qui s'enchainent toujours dans le méme ordre définissent une révolution cardiague dont
la fréquence est régulées par des influences centrales nerveuses et hormonales de facon
a satisfaire, a chague instant, les besoins en sang de ["organisme.
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Ventitation pulmonaire en L/min
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o 2 4 5] 8 dans I'air inspiré

Figure 30.13. Variation de la ventilation pulmenaire en fonction de la teneur en CO, de I"air ins-
pireé.

Les résultats qu'il obtient sont représentés sur le graphe de la figure 30,13,

De la méme maniére, Haldane démontre gue les variations de la FD: de I'air inspiré modi-
fient relativement peu le débit ventilatoire. Un sujet respirant dans un spirométre en cir-
cuit ferme dans lequel le CO.,, expiré est absorbé par de la chaux sodée ne présente pas
d’hyperventilation tant que le gaz inspiré contient plus de 14 % d'oxygéne (la teneur de
I"air normal est sgale a 21 %).

Conclusion

La teneur en CO, de I'air inspiré est le facteur chimigue régulant la fréquence respira-
toire.

Le principe du carbogéne est fondé sur cette propriété. Le carbogéne est un mélange
gazeux constitué de 93 % d'0, et 7 % de CO,, utilisé pour |la réanimation des noyés.
L'inhalation de carbogéne provoque |I"hyperventilation.



25 ﬂ Etude des échanges gazeux respiratoires chez le rat

Principe

L'intensité respiratoire est le volume de dioxygéne absorbé ou le volume de dioxyde de
carbone rejeté (les mesures sont faites dans les conditions normales de température et
de pression) par heure, rapporté a 'unité de masse corporelle de I"animal.

Le quotient respiratoire est le rapport du volume de dioxyde de carbone rejeté au volume
de dioxygéne absorbé, pendant le méme temps, fes mesures étant faites dans les
mémes conditions de température et de pression :

Volume de CO, rejete
~ Volume d'C, absorbé

L'intensité respiratoire varie avec 'exercice musculaire et |"activité de nombreuses fonc-
tions physiologiques : digestion, régulation thermique, etc.

Le quotient respiratoire varie avec la nature des nutriments consommeés par les tissus de
"animal : glucides, lipides ou protides.

Dans cette expérience, la mesure de I'intensité respiratoire est réalisée par une méthode
manométrique en circuit fermé, le volume d'oxygéne absorbé par 'animal est mesuré
tandis gue le dioxyde de carbone est fixé par de I"hydroxyde de sodium.

Cette expérience présente un certain nombre d'inconvénients qu'ill est difficile de sur-
maonter :

- variation des volumes gazeux avec |a température de ['expérience ;

— variation de la compaosition de I'air inspiré ;

~ variation du volume et de la pression de I"atmosphére contenue dans |"enceinte.

Le calcul du guotient respiratoire nécessite la mesure des volumes de dioxygéne et de
dioxyde de carbone échangés, dans les mémes conditions, pendant la durée de |'expé-
rience. Pour la détermination de la mesure de l'intensité respiratoire, on a mesuré |e
volume de dioxygene absorbé par un rat pendant 30 minutes.

Dans une seconde expérience, réalisée en substituant au volume de lessive de soude
concentrée (hydroxyde de sodium) le méme volume d'eau, on mesure la résultante des
échanges gazeux : volume de dioxygéne consommeé moins volume de dioxyde de carbone
rejeté, Des résultats de la premigre et de fa seconde expérience, on déduit le volume de
dioxyde de carbone rejeté,

La valeur de QR est en moyenne de 0,85 pour un régime alimentaire mixte ; ses valeurs
théoriques sont égales a 1 si les glucides seuls sont dégradés, 0,71 dans le cas des
lipides et 0,81 dans le cas des protides.

Securité
L'hydroxyde de sodium (lessive de soude) est un produit corrosif, placé dans |la classe 2

de la classification toxicologigue helvétigue (poison trés puissant). Sa manipulation
nécessite le port de lunettes de protection et d'une blouse de coton fermée.

Matiere d'ccuvre

W Matériel biologique

n rat,



U8

B Réactifs

— Lessive de soude (solution concentrée d'hydroxyde de sodium).

- Liguide manomeétrigue : eau teintée de bleu de méthyléne.

~ Solution de rouge de méthyle 8 0,1 g dans 100 mL d'éthanol 8 96 volumes,
- Solution d'acide chlorhydrique 0,1 maol /L.

B Matériel

Le respirométre : enceinte constituée d'un dessicoateur de 6 litres de capacité, comportant
de préférence un rodage |latéral en plus du rodage supérieur. La chambre de "appareil est
branchée sur un manometre a eau par I'intermédiaire d'un robinet a trois voies (fig. 30.14).

*— Diamétre iInlerne = 3 mm

Manoméire
g eau

Robinet B

{3 vinis)
Cowvercle rods

40} o =— [essiccateur a robinets (capacité & litres)

Raobinet A {2 voies)

Plaque __ d'eau | 2% axpérience)
----- perforée <00 ML T ge lessive de soude (1 expérience]
Liguide manomé&trigue coloréd au bleu de méthyléna

Figure 30.14. Dispositif de mesure d'une intensité respiratoire (respirométre).

Mode opératoire

B Mesure de l'intensité respiratoire
Feser |'animal.

Verser dans le fond du dessiccateur 200 mL de lessive de soude (solution concentrée
d’'hydroxyde de sodium).

Introduire le rat dans le dessiccateur, les robinets A et B étant en
communication avec 'extéreur (il s"établit alors une circulation
d"air, évitant |a confination de I'atmosphére avant I'expérience).
Attendre 15 minutes gue |'équilibre thermigue soit réalisé.
Fermer le robinet A et, & I'aide du robinet B, mettre en commu-
nication le manometre et la chambre du respiromeétre.

Moter le temps qui devient le temps zéro, Attendre 30 minutes,
Fermer e robinet B. Noter la dénivellation H (fig. 30.15).

Cruvrir le dessiccateur et sortir le rat qui est replacé dans une
cage pendant une guinzaine de minutes.

B Calculs {voir le tableau 30.1.)

W Mesure du quotient respiratoire

Vider le fond du dessiccateur des 200 cm?® de lessive de soude
{hydroxyde de sodium concentré). Figure 30.15. Dénivellation
Rincer abondamment & I'eau du robinet. du liguide manomeétrique,




Tableau 30.1 Wesure de Nintensité respirataire.

Définitions des symboles utilisés

Calculs

W wblume du dessiccateur exprimé en hitres

v - volume de la solution d'hydrocypde de sodium pla-
cée dans le dessicoateur, v = 0,2 litre

H : dénivellation an cm

F ; pression atmosphérique, exprimss en atmosphsne

F‘_.l . pression dans e dessiccatewr en fin o expé
rience, exprimée en almosphére

o+ Pres3I0n de vapeur d'esl saturanie a la tempesa-
ture de lMexpérience, exprimée an atmosphéra

N"-'I.z : pomibre de moles de dweypens au debat de
I'ex périenca

N,'}_! » rdibre de moles de dicygene en fin O expé
rence

Moy = Moy= Mo, - nombre de moles de dioxygéne
consommaes durant Mexpérience
F"I,u s nombre de moles J arote
R : constante das gar parfails
= 0,082 atm,L.mal~t K2

T =il+ 273 : température en Kelving

i ; temperature en degrés Celsius

val. D:e- wolume de diosygens Consomme, &n |,
masurd dans les conditions nomales de
temparature e de pression

m : masss de "animal, exprimée on Kg

A dibut de 'expérience, on a :

F—Fpy= Ny, + My, RTAV —w)

En fin d’expérience an &, en néghgeant |a variation de
volume due & la dénivellation dans lg tube manomé-
tngue D Py —Pg = 1INy, + N L RTAV = v

La pression F"]. en fin d'expérience est .

P, =P - (H/1030)

Donc 1 P—-Fy = {H/030) = {Ny, - Ny ) RTAV -]

Le nombre n,, de moles de diocygéne consommeées
B8 1 My, = Mg, = N, = HIV = v A030RT

Le wolume d’'oxygdng consemme, mesurd dans les
conditions normales de température et de pression
esl Vol Oy =y, = 22.4

Lintensite respiratoire (IR, exprimes en L de diosy-
gana consommé par heure et par kilogramme de
masse corporelie, est @ IR = Vol. 0, x 2'm

Verser 200 cm?® d'eau distillés plus 20 gouttes de solution de rouge de méthyle. Réaliser,
en versant guelgues gouttes de solution d'acide chlorhydrique 0,1 mol/L, une |égere aci-

dification (teinte rose de I'indicateur].

Introduire le rat de |'expérience précédente dans le dessiccateur, robinets A et B ouverts.
Opérer comme dans la premiére expérience, en prenant les mémes précautions. Moter la
dénivellation h aprés 30 minutes d'expérience (tab. 30.1).

Tableau 30.11 Mesure du guotient respiratoire.

Définitlons des symboles utilisés

Caleuls

P ¢ pression dons e dessiccatewr en fin o expé-
rience, exprimeés en almoasphans
Nep, - nombse de moles de diexygene en fin d'expé-
fiEru

Onoa en fin dexpsrience précédenie @

Py =Py = (NG, + My, ) RTAV <)

A I3 fin dhe 18 deuitme expbrisnce on a, en ndgligeant
la variation de volume -

B, =Py = (NG + My # Mg | RTAY =w)

La pression Py, en fin d'expérience est ;

Py= P = (h/1030)

Dong 1 Py =P = N RTAV =) = (H = h)/1030

Done : Ngg, = (H=h} {V =i 103087

Le guotient reapiraloire est egal o @ QR = ”EG;J"”-’_‘::
Sait : QR = [H-hj/H



4 4 4 BF Enregistrement des contractions de I'intestin isolé

de lapin

Principe

Il est possible de maintenir certains organas en survie, in vitro, si I'on respecte certainas

conditions :

- I'organe doit étre placé dans I'eau, ce gui &vite sa dessiccation et permet les échanges
cellulaires ;

- il est nécessaire de maintenir le liguide d'irrigation & température constante si 'organe
provient d'un organisme homéotherme, 37 & 38 *C pour un mammifére ;

— les cellules ont besoin d'oxygéne, "'oxygénation est assurée par ["'oxygéne dissous dans
le liquide de perfusion ou d'immersion ;

- les cellules des organes de mammiféres ou d'oiseaux doivent &tre approvisionnées en
substrat énergétique, ¢'est généralement le glucose qui joue ce rdle ;

= lg pH du milieu de survie doit étre maintenu exact et constant : 7,4 pour un mammi-
fere ;

- la compaosition ionigue du miligu doit remplir deux conditions :

— 5a pression osmotique doit correspondre & celle du milleu intérieur de "animal
&tudié ;
— glle doit respecter celle du milieu intérieur.

Un fragment d'intestin gréle de lapin placé dans du liguide de Tyrode, & 37 °C, se

contracte rythmiguement.

On peut observer trois types de mouvements.

= La segmentation rythmigue est due aux contractions
de fibres circulaires (fig. 30.164). Ces contractions
peuvent se produire jusqu'a plus de 20 fois par
minute, ce qui assure un trés efficace brassage du  (A)
chyme intestinal.

- Le mouvement péristaltiqgue met en jeu une série de
réflexes locaux qui provoquent la contraction des
fibres circulaires en arriégre du point dexcitation, tan-
dis que ces fibres se relachent en avant de ce point
(fig. 30.168). Le mouvement péristaltigque assure in  (B)
wivo la progression du chyme dans l'intestin,

= Le mouvement pendulaire est |la conséquence des
contractions rythmiques des fibres musculaires lon-
gitudinales, tantdt d'un coté de |'intestin, tantot
de l'autre (fig. 30.16C). Ce mouvement de pendule
de I'anse intestinale assure ia progression du (€
chyme.

Cette expérience a pour but d'enregistrer les mouve-

ments pendulaires spontanés d'un segment d'intestin

gréle de lapin et d'étudier I'action de substances phar-
macodynamigues telles gue "adrénaline, |"acétylcholine

et I'atropine. Figure 30.16. Les mouvements

spontanés de I'intestin gréle.

- [ iA) La segmentation rythmique.

Securite {B) Le mouvement péristaltique.

Cette expérience ne présente aucun danger. (C) Le mouwvement pendulaire.




Matiere d'euvre

B Matériel biologigue

LIn lapin.

B Réactifs

- Liguide de Tyrode :
- MNaCl Bg
- KCI 0,20 g
- CaCl, anhydre 0,20 g
- MgCl, 0,10 g
— NaHCQ, 1¢g
- HNa,PO, 0,05 g
- Elucose 1g

eau distillée 1 litre.

- Solution d'adrénaline a 20 mg/L*.

— Solution d'acétylcholing a 20 mg/L*.

— Solution d'atropine a 20 mg/L*.

* Les concentrations de ces solutions peuvent &re modifices en fonction de |8 sensibilité du fragment d'intes-
tin utilsé.

M Matériel

- Un montage pour organe isolé (fig. 20.17).

— Un enregistreur-physiologie avec capteur de déplacement ou un cylindre enfume.
= Un bulleur d aquarium.

- Une pipette automatigue Pipetman Gilson 0-50 plL.

Capteur de déplacament relid & un ampli-physio
ou Balancier frattant contre un cylindre enfums

[
Fil =t Flacon de Mariotte
Thermaom&tre
1 =—— Ligquide da Tyrode
Bac & intestin A
)
ment d°intastin
Seg -=—1— Bain thermostaté
Crochet en verre
{aérateur)
Bullewr C 1.

|
T | |= : Chauffage
| % | Vidange {résistance chauffante

=+ thermaostat

Flgure 30.17. Schéma du montage pour organe isolé,



Mode operatoire

En vertu de I'arrété du 19/04/88 complétant
le décret du 19/10/87 réglementant |'expéri- {A)
mentation sur les vertébrés, cette expérience
n'est autorisée que dans le cadre de 'ensei-
gnement supérieur. L'euthanasie du lapin et le
préleévement de l'intestin ne peuvent étre réali-

s&s que par une personne habilitée. Adr
Assommer un lapin a jeun depuis 24 heures. f
Ouvrir la peau et la paroi abdominale. (B)

Sectionner des fragments d'intestin gréle de 2
a4 3 cm de long. Les placer dans un becher
contenant du liguide de Tyrode & 37 °C. Fixer
le fragment dans le montage, d'un cété au
crochet aérateur, de 'autre au fil relié au cap-
teur de déplacement ou au levier appligué au
cylindre. Attendre guelgques minutes que les

Ach

contractions soient régulidgres et enregistrer ic)

(fig. 30.184).

Déterminer la fréquence des contractions.

W Effet de Padrénaline Figure 30.18. Enregistrements des mouve-

L"adrénaline inhibe les mouvements de I'intes  ments d'un fragment d'intestin gréle.

tin en diminuant leur amplitude. Le systéme  (a) Mouvements normmaus.
orthosympathique, adrénergique, est inhibiteur  [B) Effet de |'adrénaline.

des mouvements intestinaux. (T} Effet de I'acétylcholine.

Ajouter 20 puL de solution d'adrénaline a

20 mg/L. Observer la diminution d’amplitude

(fig. 30.188).

Purger |"appareil et recommencer avec 30, 40 uL. Noter gue, a partir d'une certaine dose,
on obtient un effet de saturation lorsgue tous les récepteurs a adrénaling sont occupés.

B Effet de I'acétylcholine

L'acetylcholine augmente le tonus de la musculature lisse intestinale. Cette augments-
tion du tonus s"accompagne d'une diminution de 'amplitude. La dénivellation h est due
au raccourcissement du fragment d'intestin (fig. 30.18C).

Ajouter 20 ulL d'une solution d'acétyleholing a8 20 mg/L. Observer une &lévation h de la
ligne de base. Purger I'appareil et recommencer avec 30, 40 pl. Noter gue, & partir d'une
certaine dose, on obtient un effet de saturation lorsque tous les récepteurs a acétylcho-
line sont occupés.

B Effet de I'atropine et de I'acétylcholine

Ajouter 20 pl de la solution d'acétylcholine puis. sans rincer, 20 pL d'une solution d'atro-
pine a 20 mg/L. Observer que "atropine inhibe I'effet de I"acétylcholine. Linhibition est
compétitive,
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25 Le Fucus vésiculeux, algue marine cotiére

Mots clés
Algue, littoral, thalle, réceptacle, conceptacle,

Principe

Commune sur le littoral de la Manche ou de I'océan Atlantique, le Fucus fait partie des
goémons ou varechs (- association » d'algues brunes ou Phéophycées, etc.) qui, accro-
chés aux rochers de la zone de balancement des maréas, meublent, & marée basse, les
cotes bretonnes, par exemple.

Il préfére les emplacements ol la mer n'est pas trop agitée et s'installe trés souvent
jusgu'a la limite supérieure des marées.

Sécurite
Pour sa récolte en bordure de mer, consulter également la fiche 31.5 « Confection d'un
herbier d'algues marines =, p. 368.

Matiére d'e2uvre
M Matériel biologique
Echantillons de Fucus vésiculeux (Fucus vesiculosus) de préférence, sinon d'autres Fucus

peuvent convenir {(Fucus a bord denté ou Fucus serralus, Fucus platycarpus, ele.), a se
procurer éventuellement chez un poissonnier.

R Réactifs
- Eau glycerings.
- Eau de mer ou solution saline & 35 %.

B Matériel

— Microscope.

- Loupe binoculaire.
= Lames et lamelles.

ExUremineEs
= Verres de montre, fertiles
- Pinces fines.
— Lame de rasoir. il
. . rnrices
— Aiguille lancéolée, des - Peeudo-nerure

- Moelle de Sureau.

Mode opératoire
Lame ﬂpla‘[lf‘

Examiner sommairement a |'ceil nu tout

d'abord le thalle {fig. 31.1), c’est-a-dire dichotomigue l

|"appareil végétatif d'un Fucus entier avec ; I'E'

—une lame brunatre aplatie dotée de X
flotteurs en forme de vésicules {d'ol son k‘l

appellation), agrémentée d'une pseudo- ‘3“F'f'1 Disaue de fixation
nervure médiane, ramifiée par bifurcations ' aver des
successives (on parle d'une ramification =+— Crampons

par dichotomie) plus ou moins réguligres ; Flgure 31.1. Le Fucus vésiculeux.

Flotteurs
II\ {0U waSIcules)
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— la région médullaire qui intéresse le centre du thalle. Elle est représentée par des cel-
lules allongées longitudinalement & parois épaisses, partiellement disjointes, ména-
geant entre elles des lacunes remplies de mucilage, sorte de gelée dérivée des compo-
sés glucidigques pariétaux. Elles interviennent dans le soutien du thalle et peut-étre
dans la conduction de ['eau, au sein du végétal.

* La coupe transversale d'une extrémité sexuelle ou réceptacle permet de voir de nom-
breuses cavités sphérigues ou conceptacles qui s'ouvrent & I'extérieur par une ouverture
ou ostiole.

Chez le Fucus vésiculeux, les conceptacles
males et femelles sont portés par des indivi-
dus differents @ il s'agit d'une algue dioique
(contrairement a d'autres espéces de Fucus).
Les conceptacles de teinte orangée contien-
nent de nombreux organes sexuels males ou
spermatocystes fixés latéralement sur des
filaments ramifiés fertiles (fig. 31.2). Chague
spermatocyste contient a maturité 64 sper- Région
matozoides biflagellés munis d'un stigma  médullaire
orangé (plaste original riche en caroté-

noides). Les nombreux organes sexuels expli-

guent la couleur orangée de |la gelée qui sort

Cavitéd du
n:mr:&ntacli// Ostinle

Région |
corticale

par les ostioles des conceptacles males per- Spermatocystes— Fi::,::f:f
mettant d'identifier le sexe de l'individu Sparmatozoides 1 1 ramifids
considéré (ceci au moment de la maturité en formation Ak

des organes sexuels, en mai-juin).

Les conceptacles de teinte brun vert contien-
nent des organes femelles ou ocogones atta-
chés directement a la paroi du conceptacle
par une cellule-pédicelle et protégés au sein
d'un feutrage de filaments simples stériles

(fig. 31.3). Figure 31.2. Le conceptacle méle (= 75).
Ostiole
XV
1! Ilaments EIMFI|EE st&riles
""1 T I
,:,,:.3 l'}.:;- S5 .:,-' Parai
Cavité QOP I A Do r de I'nogone

-
—
-

du conceptacle : g{, - @ -- ||r:|
=y “Pt i |
Paroi du ",!_r. A | .

Contenu de I"'oogone
s'organisant an 8 cosphéres

conceptacle il ,.-"‘7- N Cellule-padicelle
" ;:l"’" _ } Farol du conceptacle femelle
e i) '
Jogone jeuns Y T Dogone evilug
(= 75 (= 150

Figure 31.3. Le conceptacle femelle.
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LS La Spirogyre, algue verte d’eau douce

Mots cles
Algue, gamétocyste, conjugaison, Zygospore.

Principe

Trés souvent marines, les algues peuplent également les eaux douces ; en particulier, la
Spirogyre, fréquente a la belle saison, est formée de filaments gluants et verts.

Cette algue verte flottante, absorbant comme toutes les algues vertes les radiations oran-
gees du spectre solaire, est un bon exemple d'appareil vegétatif simple ou thalle.

Sécurité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiare d'®uvre

B Matériel biologigue

Des échantillons de Spirogyre ou autres algues filamenteuses d'eau douce comme
Zygnema (aux deux chloroplastes &toilés dans chacune de ses cellules) ou Mougeotia {au
large et unique chioroplaste aplati par cellule), etc.

B Réactifs

Lugol, solution iodo-iodurée :

- iode 4 g
- iodure de potassium 8 g
- gau distillée gsp 1 000 cm

B Matériel

= Microscope.

- Lames et lamelles.
— Aiguille lancéoléa,

- Pinces fines.

= Verres de mantre.

- Filet & mailles fines.

|

Mode operatoire

Au printemps de préférence, en utilisant un filet a8 mailles fines glissé prés de la surface
de I'eau, recueillir des algues filamenteuses capables d'étre conservées au laboratoire
dans un aquarium bien éclairé, a la température ambiante. En disposer guelgues exem-
plaires dans des verres de montre pour faciliter leur tri.

En effet, il convient de trier les filaments, disposés au préalable sur une lame recouverte
d'une goutte d'eau. Prélever ensuite, a la pince fine en s'aidant d'une aiguille lancéolée,
un échantillon et 'identifier aprés 'avoir installé entre lame et lameile dans une goutte
d'eau. La Spirogyre se reconnait a ses filaments simples dont toutes les cellules sont
identiques et possédent des chioroplastes de grande taille en forme de rubans spiralés.,
Dessiner.

Réaliser un second montage de I'échantillon de Spirogyre dans une goutte de solution
ipdo-iodurée.



Observer plus de détails cytologiques a |'aide du fort grossissement du microscope.
Dessiner,

En hiver, on peut éventuellement récolter des individus en conjugaison, c'est-a-dire en
cours de reproduction sexuée. Recueillir alors ces filaments peu colorés, en monter
guelgues-uns entre lame et lamelle dans un peu d'eau. Les examiner au fort grossisse-
ment du microscope. Faire un croquis annoté.

Résultats, observations et interprétation

Les filaments sont simples, c'est-a-dire non ramifiés :
ce sont des associations linéaires homogénes de cel-
lules chlaraphylliennes organisées sur le méme
modéle (fig. 31.4).

La cellule-type comporte au moins un volumineux
chloroplaste en ruban spiralé (ou plusieurs selon les
espéces de Spirogyre), sorte d'hélice contenue dans
le cytoplasme périphérique. En effet, une grande
vacuole occupe le centre de la cellule, d ailleurs com-
partimentée par des travées cytoplasmigues rayon-  fFigure 31.4. Fragment du thalle
nantes qui maintiennent le noyau, de petite taille et fiamenteux de Spirogyre [x 200).
peu visible, en position médiane [ fig. 31.5).

Le ou les chloroplastes portent a intervalles réguliers

Filament
de Spirogyre

Cellules
toutes
semblables

des granules brillants ou pyrénoides de nature pro- .
téique autour desquels s'accumulent les granules rarol v

*ami St squelettique — Pyréndide
d'amidon photosynthétisés (fig. 31.6). Couch I
La paroi squelettigue cellulosique est doublée exté- PUENE ,

X . \ . . mucilagineuse Chlaroplaste
rieurement d'une fine couche de mucilage qui rubané
confére a I'algue son toucher gluant caractéristigue. Moyau
Avec le réactif iodo-ioduré, les cellules des filaments central 1%, g8/ Cytoplasme
sont fixées et colorées ; les granules d'amidon sont F:a—_gl parictal
colorés en bleu et le noyau coloré en brun devient
visible. (% Bal)

Pendant |a belle saison {lumiére et température favo- Figure 31.5.  Une cellule = stan-
rables), chaque cellule d'un filament de Spirogyre dard » de la Spirogyre (x 750},

peut se diviser transversalement si bien que le fila-

ment s'allonge sans se ramifier. Par la suite, le long

filament obtenu peut se briser sans inconvénient et Parol

ses fragments s'allongent a leur tour, étant ainsi les  squelettioue
artisans d'une multiplication végétative efficace, Rl-'ﬂ-ltrrw"!\q.

d'o0 I'abondance des algues filamenteuses dans MUeilEginew ‘“ﬁﬁ Evtonl
certaines piéces d'eau en été, R — .'."_ ,._]_ ;.E.,;T,.: nire
En automne, des filaments sexuellement comple-  Mucieole ——TRgd 1] e i
mentaires se disposent cote & cote et leurs cellules Maoyau . '_ =)

en vis-a-vis emettent chacune une protubérance en PyrEnGide — -;-'. ql parictal
direction de 'autre. Les dn?u: FIFGtLFIEIE'FEF‘IEES SE rejoi- d;fgl:ﬁ:fﬁ i ., .__}._r_:.li Chiaroplaste
gnent en un tube de conjugaison @ le contenu des -0 e B halicoidal

cellules d'un des deux filaments, présumé « male »,
se deverse dans les cellules de |'autre filament  Figure 31.6. Cytologie de la Spiro-
considéré comme « femelle «, gyre (= 900},



Le filament male se vide dans le filament femelle. En principe, chacune des cellules de
ce dernier est le siege d'une telle fécondation ; son contenu s’entourant d'une paroi
opaque, épaisse, devient une zygospore qui passe en vie ralentie.

En hiver, les parois des filaments ayant ainsi pratiqué |la conjugaison scalariforme (analo-
gie entre la disposition des filaments conjugués et les montants d'une échelle 1) ne tar-
dent pas a disparaitre (fig. 31.7) et les zygospores assurent alors le passage de la mau-
vaise saison pendant laquelle |a Spirogyre n'existe donc plus a I'état végétatif.

Au retour de conditions favorables, au printemps en général, la zygospore déchire sa
paroi, divise son contenu cellulaire et germe en un nouveau filament chlorophyllien de
Spirogyre,

Filarmenit Filament
femelle ™ | midle Passage
du contenu
Rapprochement du gamétocyste
des filaments ﬁm male vers
sexuels e gamétocysie
femelle
Gamélocysie Gamélocyste
temelle e L yEospore
|_. f | d paroi dpaisse
A 1 Instaliation Zygospore
du tube (en vie ralentia)

e Eanjug aison

Tube de conjugaison

Figure 31.7. Conjugaison scalariforme.

Conclusion

La Spirogyre, avec sa multiplication végétative active pendant la belle saison et sa repro-
duction sexuée (la conjugaison) en automne qui lui fait passer I'hiver sous la forme d'une
Zygospore a vie ralentie, illustre I'adaptation biologique des végétaux d'eau douce aux
variations saisonniéres de leur environnement,
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Résultats, observations et interprétation

Stigma
Dans son milieu, I'Eugléne change sans arrét . Flagelle
. - . . Trés court Résardolr
d'aspect, se raccourcit, se déforme, s'étire mais Nagalle Vacuole
ne fabriqgue pas de pseudopodes. Sa forme est Cinétosome pulsatile
allongée et étroite. Le corps est limité par une MNoyau Cytoplasme

mince cuticule élastique (fig. 31.8). {+ inclusions)

A l'extrémité dite antérieure, 'Eugléne présente Chloroplastes

une Invagination en ampoule, le réservoir, qul est

en relation avec le milieu extérieur par un &troit Grains de

goulot par ol sort le grand flagelle inséré au fond paramylon

du réservoir. Ce dernier est lui aussi recouvert

d'une cuticule, sauf du cété ventral ol une

vacuole pulsatile & réle osmorégulateur y déverse

50N contenu. Figure 31.8.  Une Eugléne chlorophyl-

Accolé a la paroi dorsale du réservaoir, se localise  lienne (= 450).

un corpuscule rouge, le stigma (organite original

qui accumule un pigment caroténoide rouge

orangé).

Tout le cytoplasme apparait coloré en vert, accompagné de corpuscules trés réfringents

de paramylon, en forme de batonnets.

Au fort grossissement, le centre de 'eugléne est occupé par un noyau ovalaire, porteur

d'un nucléole.

La coloration verte est due a des plastes, souvent ovoides, porteurs de chlorophylle.

A "avant, un flagelle par ses battements sert d'organite de locomotion. & ce propos,

I'eugléne dispose de deux modes de locomotion |

- la nage a "aide du flagelle, orienté en tractelle, lorsqu’elle est en pleine sau ;

— la reptation au contact d'un support solide ; ses contractions dues au cyltosguelette
rappellent celles des fibres musculaires des Métazoaires supérieurs (fig. 31.9),

I',III", (@ﬁ |I | o - L
@ I| B,.'ll WY n Reptation sur

| Illl Vol @ 'E'In'l i | un support & "aide
| | die mauvaments armiboides

Deformat ions
du corps

Figure 31.9. Mouvements de recul de I'Eugléne en rapport avec les déformations métaboliques.

Le flagelle vient s'attacher sur le bord d'une sorte d'entonnoir, dépression de la mem-
brane plasmigue, qui s loge entre le stigma et la vacuole pulsatile,

Remarque : il y a en général deux flagelles trés inégaux ; 'un deux, trés court, est entié-
rement contenu dans I"'entonnoir et se fusionna a la base de "autre qui sort par le goulot
de I'entonnair,

La vacuole pulsatile, appliqguée contre 'entonnoir, est capable alternativement de diastole
et de systole selon gu'elle se remplit de liquide ou 'expuise dans |'entonnoir qui |'éva-
cue, a son tour, & lNextérieur, Cette vacuole assure un courant d'eau continu a travers
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5 n Le Pleurocoque, algue verte terrestre

Mots cles
Algue, thalle.

Principe

Certaines alguss peu nombreuses peuvent vivre en milieu aérien, dans des endroits
assez? humides cependant. C'est ainsi que, dans les sous-hois forestiers par exemple, les
troncs d'arbres (& I'écorce rugueuse principalement) peuvent étre recouverts d'un enduit
poussiéreux verdatre, préférentiellement sur leur face la plus exposée aux intempéries
{au nord en général).

Cette - poussiere » se détache facilement au moindre frottement (gare aux vétements
ainsi tachés l) : il s'agit d'algues microscopigues qu'll convient d'étudier.

Seécurité
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiére d'®=uvre

W Matérel biologique

Echantillon d'écorce d'arbre forestier, recouverte d'une « poussiére » verte,
B Matériel

= Microscope.

- Scalpel.

— Aiguille lancéolée,

— Lames et lamelles.

- Compte-gouttes.

~ Pinces fines.

Mode opératoire

Sur un fragment d'écorce, prélever & I'aide de la pointe du scalpel ou de 'aiguille lancéo-
lée un peu de |la « poussiére = verte ; sur une lame portant une goutte d'eau, v délayer
I'échantillan.

Recouvrir d'une lamelle et observer au fort grossissement ; apparaitront dans le champ
microscopique des cellules vertes car chlorophylliennes, isolées ou groupées par deux ou
quatre.

Résultats, observations et interprétation

Le Pleurocoque est une Chlorophycée, ¢'est-a-dire une algue verte, unicellulaire,

Chaque individu comporte, sous une paroi squelettigue, un cytoplasme occupé pour
I'essentiel par un volumineux chloroplaste unigue {ou chromatophore) en forme de cupule
enserrant et cachant les autres organites cellulaires, le noyau en particulier {fig. 31.10).
En atmosphére humide, sur un support éclairé, la croissance est rapide et une ou deux
divisions binaires expliquent I'observation fréquente des algues par 2 ou 4, association
traduisant un thalle colonial temporaire, précédant la séparation des celiules-filles
(fig. 31.11),



Individus isolés
Yolumineux chloroplaste « en cloche =
(0w chromatophore)

Cytoplasme granuleux

S R—

Emplacement
du noyau

Flgure 31.10. Owganisation du Pleurocogue (= 950).

@ e fin do givision

Individus en fin
de bipartition

Individus
B0 COUrs oe
quadripartition

Figure 31.11. Individus en division (= 950,

La facilité de ce mode de multiplication végétative simple du thalle fait mieux comprendre

le peuplement envahissant des Pleurocogques.
Soumise cependant aux aléas du climat, cette algue terrestre traduit une bonne adapta-

tion aux pertes d'eau ; en conditions devenues défavorables, elle se déshydrate et passe
en vie ralentie... attendant les prochaines pluies |

Conclusion

Le Pleurocoque, adapté au milieu terrestre, représente une algue unicellulaire a tendance
coloniale et peut servir d'illustration au passage hypothétigue des végétaux a I'état pluri-
cellulaire.



255 H Confection d'un herbier d'algues marines

Mots clés
Algue, thalle, zone intertidale, pigments.

Principe

=i on a l'occasion de faire un s&jour au bord de la mer, lorsque I'on s& promeéne lé long

d'une cote rocheuse de la Manche ou de I"Atlantique, on peut récolter des algues a

marée basse ; leur grande diversité d'aspect et de couleur vaut la peine de les conserver

sous forme d'herbier.

En fonction de leurs pigments photosynthétiques, les algues marines se répartissent en

effet selon une zonation littorale caractéristigue avec les algues vertes ({Chlorophycées),

les plus proches de la surface, les algues brunes (Phéophycées), un peu plus basses, et
les algues rouges | Rhodophycées) jusque dans des fonds de quelgues dizaines de métres.

Dans I'eau, les diverses radiations lumineuses sont absorbées de fagon inégale : les

radiations rouges disparaissent les premiéres, les algues vertes qui les utilisent ne peu-

vent alors plus vivre. Les algues brunes et les algues rouges, capables d’absorber
d’'autres radiations, se développent encore au-dela.

Dans le cas |e plus fréquent, on observe essentiellement des algues brunes (Phéo-

phycées) sur les rochers découverts par la mer. Celles<i sont réparties en ceintures ;

chacune forme une zone colorée, plus ou moins large et discontinue, regroupant des
algues diverses mais typiques d'un niveau marin donne.

Beaucoup possédent des - tissus » gélatineux qui font gu'elles ne se desséchent pas a

marée basse lorsqu'elles sont exposées au soleil. Leur surface glissante empéche

quelles ne s'emmélent et ne se déchirent sous |'action des vagues.

On différencie alors :

- la zone pratiquement jamais immergée, mais soumise aux embruns et caractérisée par
une succession de lichens (tab. 31.1) ;

- la zone noire, peu dtendue, des « goémons noirs », correspondant & la limite supérieure
des algues marines ;

- la zone brun noiratre des - goémons jaunes », représentée par les différents Fucus ;

- la zone des Himanthalia dont les thalles, en forme de longues laniéres d'un jaune
brillant, opposent une barriere aux vagues ; cette zone n'est découverte gu'aux hasses
mers de vives eaux ;

- la zone des Laminaires ne se découvre véritablement qu'aux grandes marées, mais il
gst possible de recueillir des « gpaves «, c'est-a-dire des specimens arrachés et trans-
portés plus haut a la faveur des tempétes,

Sécurite

Le promeneur doit connaitre ["amplitude de la marée qui détermine le type d'échantillons
a récolter car chague espéce de la zone littorale a ses propres exigences vis-avis du
temps d'émersion et de la profondeur.

Le document essentiel a posséder est Mannuaire officiel des marées et il faut consulter le
bulletin météorologigue régional du guotidien local, En bord de mer, il indigue |a force des
vents, les avis de tempéte et I'horaire des pleines mers et basses mers avec leur coeffi-
cient. Actuellement, les horaires sont donnés en heure légale, Le coefficient est donné
deux fois : pour le matin et |e soir.
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On signalera sa fréguence par R (rare}, C (commune), CC (trés commune), ainsi que
I'habitat : nature de la roche (granitique, calcaire ou schisteuse, etc.), niveau sableux ou
vaseux, ele.

On vy ajoute la date de 'excursion : si I'échantillon est rejeté en tant qu'épave, le mention-
ner également,

B Au laboratoire {ou 4 la maison)

Ne jamals préparer les algues marines & 'eau douce qui détruit les cellules et empéche
leur &tude ultérieure ; la préparation & 'eau de mer ne nuit pas a leur conservation.

La premiére manipulation consiste a laver |a récolle & "'eau de mer pour débarrasser les
echantillons du sable et de la vase qui les recouvrent.

Poser dans la cuvette un galet plat a chaque coin puis, successivement, la plague de
verre, le papier fort (genre Bristol) et recouvrir I'ensemble de 1 & 2 centimétres d'eau de
ITHET.

Choisir un fragment pas trop fourni d'une algue a conserver ; sous 'eau, &taler ensuite
I"algue sur la feuille de papier, le plus artistiguement possible,

Redresser lentement la plague de verre et le papler pour ne pas déplacer I'échantillon.
Laisser égoutter en inclinant légérement ["ensemble.

Puis, poser la feuille de papier portant 'algue sur une planche inclinée pour que |'eau
s'égoutte complétement,

FProcéder ensuite a la mise en presse et au séchage a l'aide de « cahiers » (plusieurs
fevilles empilées) de papier absorbant (type vieux journaux secs ou papler Sopalin ou
similaire), Disposer sur I'algue un chiffon protecteur, blanc, fin et usagé, ou bien un
papier glacé, Placer une feuille portant une algue sur un cahier absorbant. Recommencer
la manipulation pour tous les échantillons de 'herbier. Chaque échantilion est ainsi
séparé de ses voisins par des feuilles absorbantes.

Lorsque tous les échantillons sont empilés, mettre une planche surmontée d'un poids de
10 & 15 kg, faisant office de presse,

Changer ces journaux une premiére fois au bout de 1 heure, puis de 3 heures, puis de
12 heures, enfin une fois par jour jusqu’a ce que |'échantillon d'algue soit sec.

Le mucilage gqul recouvre 'algue, en séchant, permet |a fixation au papier.

A signaler que certaines algues brunes épaisses et mucilagineuses, comme les Fucus et
les Laminaires, sont tout particuliérement difficiles a sécher en herbier, Le mucilage, trés
abondant, peut en effet géner leur conservation ; on peut faire disparaitre cet inconve-
nient en plongeant les échantillons dans un bain composé d'eau et de 20 g d'alun cal-
ciné,

Remarque : on peut utiliser le début de la manipulation mais faire sécher I'algue & méme
la plague de verre, I'effet artistigue est renforcé et 'observation pour une classe en est
facilitée,

Cette opération de séchage effectuée, disposer chaque algue préparée sur une feuille de
papier bulle de format uniforme (souvent 20 x 30 centimétres) a laguelle il convient de
fixer une &tiguette placée & un angle de la feullle comportant le nom de "algue, le lieu, le
biotope et la date de la récolte.

Pour la détermination des échantillons, consulter des ouvrages simples ormeés de dessins
en couleur (par exemple, Les Algues marines des cdtes de France par E. Wuitner,
Lechevallier éd.).

Par la suite, il est possible de classer les divers feuillets par ordre systématique {algues
vertes, brunes, rouges), par lieux de recolte (vasieres, rochers, flagues d'eau de mer,
etc.).



Resultats, observations et interprétation

3l possible, envisager 'excursion le matin aprés le calme de la nuit. Une mer agitée n'est
pas propice a une bonne récolte,

Les meilleures marées précedent les périodes de la nouvelle lune et de la pleine lune {en
particulier, au moment des marées des éguinexes de printemps et d'automne).

Cccocupant fondamentalement |a zone intertidale, ¢'est-adire I'espace marin situé entre les
limites extrémes des plus fortes marées annuelles, les algues du littoral marin sont abon-
dantes et diverses (tab. 31.1), essentiellement constituées par des algues brunes, aux-
quelles s'ajoutent des algues vertes el rouges.

Cette population algale montre un &tagement qui reflete le rvthme des marées et exprime
la capacité de résistance des individus a |la déshydratation consécutive & I'exondation.

A chaque basse mer, le tapis aux couleurs variees formé par les algues est en partie a
sec el a découvert durant gquelques heures ; il faut étre sur place une heure et demie
environ avant |e retour du flux pour commencer une récoite fructueuse.

* A la limite de |a zone supérieure, on cbhserve sur presque tous les rochers une ceinture
plus ou moins large d'algues brunes appartenant a ['ordre des Fucales.
Ce sont des algues fixées par une base en forme de disque ; leurs thalles sont découpés

en laniéres ; leurs organes de reproduction sexuée
sg¢ localisent dans des rones plus ou moins ren-
flées (ou réceptacles), formées de cavités (ou
conceptacles) abritant les organes sexuels,

A maturité les gamétes sont libérés dans |'eau de
mer dans laguelle se produit la fécondation ; les
cellules-caufs (ou zygotes) obtenues germent
ensuite chacune en un nouveau thalle,

Ainsi, trouve-t-on le Pelvetia canaliculata
{fig. 31.12}) gui fait partie des « goémons noirs ».
Les thalles, de 5 a 15 cm de hauteur, aux laniéres
étroites, canaliculées (présentant une gouttiére
médiang bien visible}, portent & leurs extrémités
des organes sexuels jaune d'or. On a affaire a une
algue monoique, car les conceptacles contiennent
a la fois des organes males et femelles. Cette
algue ne connait la mer gu'a marée haute et subit
done de longues péricdes d'émersion.

A sec, elle se recroqueville et noircit pour
reprendre aussitét sa vigueur dés que la mer la
baigne a nouveau.

Bien installé sur les cotes abritées, le Pelvelia
diminue de taille jusqu'a disparaitre complétement
dans les endroits battus. Il y est remplacé par un
lichen noir (g. Lichina pygmaea) dont les thalles
forment de petites touffes gqui évoquent une cheve-
lure crépus.

* Le niveau des « goémons jaunes » s'étend en
pente douce depuis |8 niveau des hautes mers de
mortes eaux jusqu’a celui des basses mers de
MOortes eaux.

I\ Réceptactes
L= pontenant

les organes sexuels

[ou conceptacles)

Disgue

T eofiace et lisse
Figure 31.12. Peivetia canaliculats
[Phéophycéas — Fucacées),

Thalle assez modeste, 5 & 15 cm de
haut, plat, trés dichotomique, adhérant
au rocher par un disgue coniace gul se
prolonge par une touffe de frondes
planes, canaliculées sur une de leurs
faces, Les concepiacles sont réunis en
réceptacles renflés au sommet de
rameaux, de teinte jaune d'or tran-
chant sur le reste du végétal olivatre.
Deux oosphéres par oogone. Algue her-
maphrodite,

Habitat ; & la zone supérieure des
marées, sur tous les rachers du littoral
de France, toute I'année.



Les algues sont si abondantes gu'elles masquent le relief. Les goémons jaunes ne sont
pas partout les mémes. Plusieurs se succédent et s'étagent entre les rochers et le bas
de I'eau, d’autres s'y substituent en passant d'une région abritée a une région battue par
les flots.

Associé au Pelvetia de la zone supérieure, on trouve le Fucus spiralis ou Fucus platycar
pus (fig. 31.13), au thalle court et vivace (10 & 40 cm de hauteur et 1 3 3 cm de large)
d'un beau vert olive. |l porte des renflements spongieux et gluants. Algue moncique, ce
Fucus occupe une ceinture peu épaisse.

Assez vite, le Fucus spiralis est remplacé par le Fucus vesiculosus (fig. 31.14) dont le
thalle &largi montre une nervure médiane de chague coté de laguelle sont espacées des
vésicules ovales et brillantes. Sa forte densité de population expligue les masses
sombres cachant le soubassement des rochers de fixation. Sous les pas, on entend
I'éclatement de ses vésicules agriféres.

Ce Fucus est vivace et installe sa reproduction sexuée pendant la deuxiéme année ; sa

durée de vie est de 3 ans en moyenne,
Remargue : (voir 31.1).

Réceptacle
o EE‘“"--
extrémeld
fertlle

N

Ramikfication
par dichotomie

Pl ner vure

\ 1— Crampons de fication

Figure 31.13. Fucus spiralis ou Fucus plaly-
carpus { Phéophycées = Fucacdes).

Thalle hermaphrodite de 50 cm de hauteur
environ (de 1 & 3 cm de largeur), dpais, d'un
beau vert olive, sans vésicules adriféres spé-
ciales. A l'extérieur des frondes s'observent
les récaptacles [parties de la fronde od se
concentrent les cryples piliferes sexuées ou
conceptacles) ovales et margings, oblus brus-
quament comme tronques et accolés deux a
deux, plus larges gue le thalle,

Habitat  a la limite supérieure des hautes
mers au-dessus du Fucus vesiculosus. Trés
commun sur toutes les cites de France,

Wésicules
atnfdres

Y AR Extrémite
¥ fier tike

Pseudo-ner vure

Crampons
forrmant
une base
discaide

Figure 31.14. Fucus vesiculosus [Phéo-
phycées = Fucacées).

Cette algue adhére au substratum rocheux par
une base discoide munie de crampons, engen-
drant le stipe presque cylindrigue, s'aplatis-
sant en une lame plane (ou fronde) parcounue
jusgu'a son extrémité par une = nervure -
médiane.

Cette lame dichotome porte, accolées deux 3
deux le long de la nervure, souvent d'une
maniére symétrigue, des vésicules aériféres,
renflées et ovoides,

La couleur alivatre sur 'échantillon frais vire
au nair ou brur-rouge dans herbier, Ce fucus
mesurg de 10 ocm a 1 m de hauteur ot de 0.5
a 4 o de largeur,

Habitat : trés commun sur nos cotes a mi-
maree, fixé sur les rochers,
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Larges laniéres
profondément
dacoupees

Fronde mince
Bt palmée

Figure 31.19,
Fucacées).
Au début de sa croissance, le thalle a la forme d'une
petite vésicule renflée et pisiforme, quadrangulaire et
transparente.

Par |a suite, cette vésicule devient une coupe de petite
taille (2 a 3 cm de diamétre) d'ol émerge un filament
lingairg, régulier, aplati, souvent dichotome long de 2 &
Jmet large de 1 cm.

Ces lames olivatres sont les réceptacles fructiféres,
dispersés a l'intérieur en autant de cryptes piliféres,
points noirs tranchant sur la couleur générale olive plus
claire. Aprés fructification, ces filaments disparaissant,
Il ne reste gue la cupule noirdtre, d'apparence cornde,
qui forme la partie végétative de I"algue.

Habitat : 13 ol elle vit, l'algue grandit presque seule,
ses longues laniéres fort glissantes se couchent sur
les rochers du large & marée basse,

Himanthalia forea (Phéophycées =

Flgure 31.20.
Laminariacées).
Le stipe part d'un disgue aplati fixé au rocher par des
crampens coriaces, |l se dresse ensuite verticalement,
terming par ung fronde immédiatement trés large et
divisée en nombreuses laniéres diversement décou-
pées.

Cette fronde est ovale, épaisse, de la consistance d'un
cuir ; elle atteint de 1.30 & 2 m de haut ; sa couleur
ast verl olive.

Habjtat | sur les rochers qui ne découvrent qu'aux plus
basses mers. Manche et océan.

Laminaria hyperborea (Phéophycées —

Figure 31.21.
Laminariacées).
Le stipe cylindrique et lisse est fixg au suppart rocheux
par une série de filaments enchevétrés formant un
déme ramifié.

La fronde mince et palmée est souvent déchirdée en
lames larges. Cetle algue est souple et, & marée
basse, la fronde est couchée sur le sol. Elle peut
atteindre 2 m de longueur.

Hahitat : sur les rochers qui découvrent & trés basse
marée.

Laminaria flexicaulis {Phéophycées —



Figure 31.22. Laminaria saccharing (Phéo-
phycées — Laminariacées).

A partir d'un ensemble de crampons qui le fixent
au rocher, le stipe plein et cylindrigue mesure
30 cm environ avant d'évoluer en une fronde folia-
cée et allongée pouvant atteindre 30 & 40 cm de
large sur 2 & 3 m de longueur.

Cetie fronde coriace et lisze est ondulée sur les
bords ; sa& surface gondolée est couverte de
petites pustules (qui éclatent lorsgue 'algue est
lavée & I'eau douce).

Habitat : trés commune sur les cdtes de France.
sur les rochers a trés basse mer, en septembre en
particulier,

Figure 31.23. Sacchorhiza bulbosa (Phéophy-
cées — Laminariacées),

Algue annuelle, elle effectue sa croissance en
mars et disparait a la méme période. Son thalle
atteint 1 m de haut., Un disgue basilaire formé
d'un enchevétrement de crampons est surmonté
d'un renflement tuberculeux hérissé de petites
fubérosités (atteignant 20 a 25 cm de diamétre
transversal a I'état adulte).

Au-dessus du stipe ondulé et plissé sur ses bords,
la large fronde est souvent palmée et déchirée.
Habitat ; algue fixée sur les rochers gui découvrent
a trés basse mer, sur les bouées, etc., toujours
recouverts d'eau.

Figure 31.24. Oelesseria sanguinea [ Rhodophy-
cées = Délessérides).

Thalle rouge vif, rose et jaundtre dans les parties
agées, formé d'un axe cylindrique portant des
expansions foliacées, lancéolées, plissées sur
les bords, traversdes par une nervura médiane at
de petites nervures secondaires opposées (analo-
gie avec la nervation pennée des Angiospermes 1).
Le long de la nervure médiane naissent des
folioles de méme aspect et spatulées.

Habitat : cette algue est toujours rejetée en
épaves, déchirée et réduite souvent & sa mervure
médiane.

= = Pusiules »

! Fronde allongée

Stipe ondulé
et plissé
Sur se5 bords
- miarginaug

Fronde Y Renfle-
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I|
~ Crampons
" wésiculeus
enchevétrés
Expanaions
foliascées plissées
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MErvures
secondalres =
P posSes
MErvure

rnediang

eylindrique



Frondes
charmues
* ovalaires

Figure 31.25. Sarcophyllis edulis (Rhodophycées —
Durmontiacées).

Touffe de frondes partant d'une étroite zone basilaira,
Ses lames consistantes et charnues d'un beau rouge
brun sant planes, allongées el ovalaires,

Ce végétal atteint 25 a 50 cm Jde haut pour 5 & 15
cm de large.

Les frondes sont souvent déchirées sur leur longueur,
ce qui est accidentel, mais aussi perforées par les
mallusgues qui en font leur nouwrriture.

Dailleurs, abondante dans les mers boréales, elle a
autrefois servi a INalimentation humaine, son godt fai-
blement poivré faisant un contraste agréable avec
d'autres espéces comestibles souvent fades.

Habitat : dans la partie la plus basse des marées
parmi les trous de rochers, sur nos cdles du littoral,

Aprés une cueillette rapide, on regagne prudemment un niveau plus &levé ol 'on recon-
nait I'Himanthalia elongata. La ol se trouve cetle algue, sur les rochers du large décou-
verts & marée basse a 'automne, elle croit pratiguement seule, ses longs rubans trés
Elissants s& couchent a marée basse formant un tapis mou et dangereux.

Jeter un coup d'ceil aux vases molles et sales des fonds des ports ol s'observent des
algues vertes (déja mentionnées plus haut) telles les lames étalées, délicates et mem-
braneuses des Ulva lactuca, entourées éventuellement des amas de rubans vert clair des

Enteromorpha compressa, etc.

On retourne sur |a terre ferme en évi-
tant que les algues récoltées ne bai-
Enent dans un excédent d'eau de mer
qui accélérerait leur décomposition.
5'il fait chaud, ne pas oublier de recou-
vrir le tout d'un fragment de Laminaire
qui les protége des rayons du soleil.
Visiter également avec soin les plages
de sable dur sur lesguelles les ruisse-
lets d'eau douce forment de petites
rigoles ol se prélassent les jolis éven-
tails du Padina pavonia {fig. 31.26),
algues brunes & ['aspect spécial, bien
identifiables avec leur teinte gris ver-
datre et leur organisation en comet a
moitié enroulé.

Les individus jamais isolés forment
des tapis dans lesquels les thalles
(4 8 10 ¢m de hauteur), en nombre
variable, sont contigus. Cet aspect
résulte de la présence d'un systéme
rampant sur lequel proliférent plo-
sieurs thalles dressés, cylindriques a
I"état jeune.

Fronde en
dyentail

Figure 31.26. Padina pavonia (Phéophycées =
Dictyotees).

Thalle de 4 & 10 cm de hauteur avec un feutrage de
filaments basaux gamis de rhizoides. La fronde a la
forme d'un éventail cu d'un comet. Les diverses
frondes se recouvrent les unes les autres, souvent
en partie déchirées,

Chague fronde est ronée de stries concentrigues,
constitudes de taches brunes imprégnées de cal-
caire, e qui i confére une teinte grisdtre [quelques
zonres sont dailleurs d'un blanc verdatre).

Habitat ; sur les piemres dans les flagues d'eau expo-
sees au soleil et de faible profondeur, ainsi que dans
les rigoles o0 I'eau coule en abondance.



Les frondes présentent des stries concentrigues sombres formées de filaments courts
alternant avec des parties claires, voire blanchéatres, par suite d'une faible incrustation de
calcaire.

Conclusion

La confection d'un herbier d’algues marines permet de mieux connaitre ces végétaux qui
ne se cantonnent pas uniguement au domaine aguatique salé. Les eaux douces ont &éga-
lement leurs représentants, des algues vertes en particulier (vair V1.31.2).

De plus, en dehors des lichens qui sont une association symbiotique d'algues et de
champignons, existent de véritables algues terrestres. On en trouve sur les troncs
d'arbres (voir VI.31.4} ol il est - facile » de les confondre avec les mousses, sur la neige
des montagnes a laguelle elles communiquent une teinte rosée, etc.

Par aillleurs, la diversité des algues expligue la nécessité de les identifier, puis de les
regrouper et de les classer (dans un herbier par exemple 1) en vue d’avoir une idée aussi
claire gue possible de ce groupe de Thallophytes chlorophylliens, apparus depuis fort long-
temps & la surface de la Terre et dont l'importance dans |'économie humaine augmente
sans cesse (alimentation humaine et animale, engrais, cosmétologie, médecine, etc.).
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Resultats, observations et interpretation

Les spores directes ou conidies -
sont alignées en chapelets a l'extré-
mite de filaments dresseés, ramifiés,
cloisonnés en articles plurinucléés,
Leur aspect de minuscule pinceau
verdatre a donné son nom au
Penicilliurn (hig. 32.1).

Les conidies sont produites en trés
grande guantité par suite de |'étran-
glement « rythmique « {fig, 32.2)
accompagné d'une division nucléaire
de l'extrémité des filaments (extré-
mité encore appelée phialide).

T Ll:hun-ulel:s the conidies
{0 Spores exogenss)
Phiglides groupées

en potil nomre
Filaments mycéliens
= articulés « du pédicelle

|
é? Un article plurinuclés

Figure 32.1. Fragment du mycelivm d'un Penicillivm

(= 500},
Chapelet
Bourgeonnement |2alement ate — | de conidies
Cylopasmigue i'unie conkdie L A\
&1 CAaryocingsea o o a
Phalide @ @ '
Tt - &t

Figure 32.2. Fenctionnement d'une phialide.

Conclusion

Le Peniciliiurm, bien connu pour ses utilisations médicamenteuses, se multiplie et se pro-
page a l'ade de spores directes ou conidies (a la maniere de la moisissure noire, etc,),
Le cloisonnement de son mycélium en fait néanmoins un Champignon supérieur cloi-
S0NNé ou Septomycéte.
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Pincer I'échantillon prélevé entre deux demi-cylindres de moelle de sureau et ne pas trop
appuyer car I'ensemble reste fragile.

Placer I'hyménium coloré vers le pouce afin de faire les coupes de la base de |"apothécie
vers le bord libre hyménial.

Apporter beaucoup de soin dans la confection des coupes. Les monter ensuite dans
I"'eau distillée, Repérer les petits groupes d'asques dispersés ;. pour cela, il faut écraser
légérement les coupes en appuyant sur leur lamelle. Examiner et dessiner.

Remargue : si les coupes semblent difficiles a fabriquer, il est possible de prélever un
fragment d'hyménium a I'aide d'une pince fine a bouts pointus, enfoncée a la base de la
face luisante assez profondément pour récupérer également un peu de plectenchyme.
Monter alors dans une goutte d'eau distillée. Observer facilement les paraphyses et les
asques de |'hyménium.

Résultats, observations et interprétation

Faire une représentation conventionnelle du plectenchyme, fort peu « lisible » sur la pré-
paration.

Sur un dessin, figurer trois ou quatre asgues typiques, renfermant leurs huit ascospores

granuleuses, translucides a I'état jeune ou bien lisses & parol orangée épaisse a matu-
rité, disposées en séries ordonnées (fig. 32.4).

-::,-— ASCOSHOres
&

FParaphyses cloisonnées
’ (rich&s en caroténoides)

Asque

Asque plein
[ B ASCOSPOres) |

/1

Hy rriéruiner

Epiplasme

Flectenchyme:

Figura 32.4. Fragment d'hwménium de Pézize (= F0).

Essayer de repérer |"opercule, couvercle par ol s'échappent les ascospores a maturité,
Des asques peuvent étre dépourvus d'ascospores, mais remplis de cytoplasme par suite
de 'avortement du « noyau de fécondation ».

Dans les asques typiques, les ascospores sont plongées dans un épiplasme, résidu cyto-
plasmigque riche en gouttelettes lipidiques.

Examiner attentivement les ascospores : leur forme, leur couleur et leur ornementation
sont caractéristigues de chague espéce de pézize.

Quant aux paraphyses, ce sont des éléments stériles, cloisonnés (rappelant la systéma-
tigue des Champignons Septomycétes), diversement colorés (sous forme diinclusions de
pigments caroténoides) dont ["article terminal est renflé a contenu granuleux.

Conclusion

La Pézize fait partie des champignons supérieurs ou Septomycétes du groupe des
Ascomycétes dont la reproduction sexuée comporte des ascospores endogénes,
sexuées, haploides portées par un type de sporocyste particulier, |'asque.



45 H Un champignon ascomyceéte : la Truffe

Mots clés
Mycorhize, asgue, ascospore.

Principe

Au sein des Ascomycetes (voir VIL.32.2), 1a truffe est originale a plus d'un titre :

- e champignon souterrain se développe & proximité des chénes dans le Sud-Ouest de
la France ;

- son mycélium vit en symbiose avec les racines du chéne gu'il entoure localement d'un
manchon blanchatre {(formant des mycorhizes chénetruffe) ; de place en place, se for-
ment des fructifications ou truffes comestibles !

- les aszques sont sphériques, melés aux filaments stériles du plectenchyme (au lieu
d'étre alignés parallélement entre eux et |es paraphyses) ; le nombre d ascospores
varie de un & guatre, jamais huit !

Sécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiéere d'ceuvre
B Matériel biologique

Truffe entiére ou morceau de truffe fraiche ou conservée en boite, mémea extrait d'un paté
de charcuterie,

B Matériel

= Microscope.

— Lames et lamelles,
- Lame de rasoir.

- Aiguille lanceéolee.
- Pinces fines.

Mode opeératoire

La truffe est une masse globuleuse de quelgues centimétres de diamétre, pratiquement

noire, a surface verruqueuse, de consistance caoutchouteuse,

Avec une lame de rasoir, réaliser une série de coupes minces d'orientation guelcongue

qui montrent :

- une écorce, mince et sombra ;

- une moelle ou = chair », noir violacé, traver-
ség d'un ensemble de veines plus claires,
ramifiées et fines (fig. 32.5).

Les monter dans "eau entre lame et lamelle.

Explorer essentiellement les bords d'une

coupe, au fort grossissement du microscope. Figure 32.5.  Une truffe : fructification sou-

Ohserver et dessiner. terraine {vue exteme a gauche, en coupe a
droite).

Périphérie
o felied

Enveloppe
Veines chamues

Résultats, observations et interpréetation

Les « veines » sont occupées par des filaments cloisonnés (type Septomycetes) comme
chez le champignon de couche. Dans les mailles du réseau, ces filaments entourent des



asques dont la cavité contient souvent
trois ou gquatre ascospores a parol dorée
et ornée d"épines.
lci, en effet, contrairement au cas clas-
sique de la pézize (voir VI.32.2), les
asques sont sphériques, enchevétreés
dans les filaments stériles du plecten-
chyme au lieu d'é&tre alignés parallélement
entre eux et avec les paraphyses.

Au fort grossissement, envisager si pos-

sible les épisodes suivants (fig. 32.6) :

- rechercher un asque » vide » ; observer
alors sa paroi épaisse (la représenter
par deux traits sinon seule la limite de la
cavité ménagee dans le plectenchyme
est indiquée 1) ;

— explorer un asque trés jeune dont les
ascospores en formation sont encore
translucides (observation d'un épi-
plasme comme chez la pézize) ;

— identifier un asque = mir « avec de une a
fquatre ascospores brundtres (fg. 32.7) &
paroi hérissée de pointes (on parle d'une
parol échinulée) ;

- détailler le plectenchyme entourant les

Para

A SL0EpOres
Echinulées
_ Asgue jeuns
Filaments ___ L Epiplasms

ASCOEAANS

Plectenchym

Figure 32.6. Flecienchyme el asques de la
truffe (= 430).

A.Mﬂ*’-:}'f;ik-— Exosporé | Parol
= Endospore | Sporale

Cytaplasmg

e,

Fy

Figure 32.7. Une ascospore isolée,

asques ; il est fait de filaments enchevétrés, cloisonnés (type Septomycétes) dont
guelgues-uns se terminant en ampoule renflée ont valeur de filaments ascogénes {leur
article terminal étant devenu entre-temps un asque).

Conclusion

Les spores en germant donnent un mycélium souterrain brunatre qui doit vivre en sym-
biose avec les racines d'un chéne (mycorhizes). Le mycélium entoure la racine et pénétre
sa périphérie. Lorsgue les fructifications sont mires, le mycélium producteur a compléte-

ment déegénéré,



4 n La levure de biére, champignon industriel

Mots cles
Bourgeonnement, fermentation.

Principe
Au sein des champignons, les levures unicellulaires et microscopigues occupent une
place a part fort originale (voir 111.13.3).

Sécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.
Matiere d'euvre

B Matériel biologique
Levure de boulangerie ou bien ultralevure achetée en pharmacie.

H® Réactifs

— Rouge neutre.

— Solution glucosée a 10 %,
- Eau iodée.

B Matérel

- Microscope.

- Lames et [amelies.
- Pipette.

Mode opératoire

Se procurer de la levure de boulangerie, variété de levure capable de vivre au ralenti dans
un substratum solide.

En diluer un fragment dans une solution glucosée a 10 %, quelgues heures avant |'obser-
vation ; les individus de |a levure retrouvent alors une vie active,

Remarque : I'ultralevure obtenue en pharmacie peut &tre aussi utilisée, de fagon directe,
dissoute dans un peu d’eau.

B Observation directe

A l'aide d'une pipette, étaler une goutte de la culture sur une lame. Recouvrir d'une
lamelle et observer au fort grossissement du microscope.

B Observation au rouge neutre
Ajouter & une goutte de culture disposée sur une deuxiéme lame une goutte de rouge
neutre. Recouvrir d'une lamelle et observer comme précédemment.

M Fixation et coloration a I'eau lodée
Ajouter enfin a8 une troisiéme lame supportant une autre goutte de culture de levure une
goutte de réactif iodo-ioduré. Observer et dessiner.

Résultats, observations et interprétation

W Etvde directe

Dans de bonnes conditions de nutrition, comme ici avec une culture de levures sur solu-
tion glucoseée et aerée, les individus, cellules ovoides & contenu dense et clair, émettent
a l'etat adulte une protubérance dans lagquelle s'engagent des constituants cytoplas-
migues et un noyau-fils, Le bourgeon ainsi formé, minuscule cellule, se détache ou non



de la cellule-mére, suivant I'age de la culture ; ainsi, dans de vieilles cultures, trouve-t-on
de véritables chapelets de bourgeons |

Ce processus de bourgeonnement est le mécanisme de division des levures et, en consé-
guence, la forme de multiplication végétative qui assure la prolifération des individus au
sein de la culture.

Remargue : en situation particuliere (mauvaise nutrition, etc.), les levures se reproduisent
par voie sexuée avec formation de sporocystes particuliers ou asques producteurs
d'ascospores (dol leur classement parmi les Champignons Ascomycétes).

B Coloration vitale par le rouge neutre

Elie permet d'observer a la fois le bourgeonnement et la présence d'une trés petite vacuole
dans le bourgeon, le rouge neutre colorant ici, comme chez les cellules végétales en géné
ral, le systéme vacuolaire. Chaque individu contient une ou deux petites vacuoles qui accu
mulent le colorant et deviennent de plus en plus visibles.

Des cellules peuvent étre complétement Bourgeon

rouges : ce sont des cellules mortes l

entierement vacuolisées ou totalement Bowrgeon 9

perméables (fig. 32.8). isolé

Chez des individus agés, des points plus * _

colorés ou corpuscules métachroma- ) : =— Faroi

tigues se révélent étre des précipités " Vacuoles colordes

vacuolaires. . \\ par le Fouge reutre
leslﬂn-.‘\k

B Fixation et coloration binalre ™ -

L'eau iodée tue les individus en les Figure 32.8.  Individus de levure (x 900) colorés
fixant et en les colorant {fig. 32.9), Dans par le rouge neutre.

un cytoplasme figé, clair, s'observent

des plages irréguligres de glycogéne

coloré en brun tant dans les cellules- j}-.m- Glycogéne
meres que dans les bourgeons, Plages de ;

Ce polysaccharide de réserve, voisin de  glycogéns o

I"amidon et de 'inuline, est une forme  colord par
d'accumulation glucidigue peu fréquente 53U i0oee
chez les végétaux (les champignons

exceptés), banale au contraire dans le

domaine animal. Bourgeon
Le glycogene produit du glucose par

hydrolyse et se trouve en pseudosolution  Figure 32.9.  Individus de levure (= 900 colorés
dans les vacuoles. par |'eau iodée.

Cyloplatime
Minyau

Conclusion

Les levures au thalle unicellulaire et non chlorophyllien font partie des champignons,

vegetaux hetérotrophes, incapables d'effectuer les réactions de photosynthése. |ls se

comportent en saprophytes empruntant a leur environnement les substances organiques

qui leur sont nécessaires.

L'Homme utilise les levures comme agents de fermentation ;

- dans les industries alimentaires (fabrication des hoissons alcoolisées, du pain el des
fromages fermentés) ;

—dans la préparation d'alcools industriels a partir de dechets agroalimentaires ou de
résidus de 'industrie du papier.
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B Matériel

— Microscope.

- Loupe binoculaire,

— Lames et lamelles,

- Verre de montre.

- Lame de rasoir.

- Pinces fines.

~ Scalpel,

= Deux aiguilles montées.
- Eau distillée,

Mode operatoire

Examiner d'abord une série de trois ou quatre carpophores a divers stades de développe-

ment. Vérifier :

- le pied dressé verticalement au-dessus du sol, mais en continuité avec le mycélium
souterrain ;

— le chapeau portant sur sa face inférieure des lamelles rayonnantes dont le pourtour ou
hyménium porte les basidiospores, d'abord roses, puls noiratres a maturité ;

- le voile général entourant complétement le jeune champignon et disparaissant rapide-
ment et totalement par la suite ;

- le voile partiel réunissant, chez le jeune carpophore, le bord du chapeau au milieu du
pied et persistant ensuite en formant |'anneau (ouv bague).

Dessiner et annoter vos scheamas.

Prélever un échantillon de la région moyenne et centrale du pied. Dilacérer le matériel &

I"aide de deux aiguilles montées, dans une goutte d'eau installee au préalable sur une

lame,

Recouvrir d'une lamelle et observer au fort grossissement du microscope.

Pratiquer au scalpel une section soustangentielle du bord du chapeau. Mettre alors de

I'eau sur le rasoir afin de conserver beaucoup de basidiospores en place.

Tenir horizontalement la section effectuée dans le chapeau, les lamelles vers soi et cou-

per perpendiculairement aux lamelles. La difficulté tient & la fabrication des coupes.

Celles-ci réalisées, les faire glisser du rasoir sur la lame, sans les sortir de 'eau, et

recouvrr d'une lamelle,

Observer au faible puis au fort grossissement du microscope et dessiner ce qui vous

semble le plus intéressant.

Résultats, observations et interprétation Restes du voile géndral
Le pied, comme le reste du carpophore, i
n'est pas un véritable tissu végétal, mais

plutét une sorte de feutrage de filaments — Lamolles

A

. ! - Chapeau
mycéliens enchevétrés formant un faux-tissy 1708880
ou plectenchyme (fig. 32.11 et 32.12). _
Au faible grossissement, observation et des- Waile partiel

sin des lamelles. Etant longues et flexueu-
ses, il est pratiguement impossible de les
voir sur toute leur longueur, i

. Mycélium |
Elles sont tapissées sur toute leur surface s.-;:ulerraun*
par I'hyménium (fig. 32.13), repérable par les
basidiospores. En principe, quatre basidio- Figure 32,11,  Organisation d'un carpophore
spores par baside, mais ici deux seulement, {coupe verticale),

t Piend

M



La présence de bulles d'air entre les la- Lamelles sporiféres

melles peut nuire & I'observation. S'assurer Y I
gue 'hyménium est bien sectionnég, non obli- /| |
guement, et entouré d'eau et non d'air.

Opérer de préférence au fond des lamelles,

dans leur concavité,

Au fort grossissement, si la coupe est de

bonne qualité, repérer les cloisonnements Pied
des filaments du plectenchyme et leur allon-
gement dans "axe des lamelles, puis leur
redressement (aprés caryogamie) pour
constituer I"hyménium.

- Chapeau

Reste du voile partiel
{ anneau)

Figure 32.12. Disposition des lamelles por-
tant I'hyménium,

|
i
—

transversale

IHyménium : y:
- H ] Lamelles
| Plectenchyme — h rayonnantes
L i B Coupe
|
| ]

e e
T

el ]

5

Flgure 32.13. Hyménium de Basidiomycéte disposé a la surface des lamelles du carpophore.

Les basides (fig. 32.14) sont un peu plus hautes gue les éléments stériles ayant valeur
de paraphyses (basidioles, etc.). Elles sont vues de face avec leurs deux pointes, ou sté-
rigmates, ou de profil avec un seul stérigmate.

Beaucoup de basides sont dépourvues de basidiospores : elles se sont détachées au

moment de la manipulation.

Basidiospore libérée,

@)

) — Basidioles
Hymé&niurm 4

Plectenchyme|
de la lamelie

, !
Basides

Flgure 32.14. Composition d'un hymeénium.

Conclusion

Les Basidiomycétes sont des champignons supérieurs ou Septomycétes chez lesquels la
reproduction sexuée comporte des basidiospores, spores exogeénes (installées a |'extré-
mité d'un stérigmate), sexuées, haploides portées par un sporocyste particulier, |a baside,
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-f' La tige feuillée d’une mousse : le Polytric

Mots cles
Axe feuillé, rhizoide, reviviscence.

Principe

Le Polytric élégant {Polytrichum formosum) est une mousse de « grande « taille (10 &
15 em de hauteur) installant des touffes clairsemées, d'un vert sombre, sur le sol frais et
ombragé des forets ; il affectionne les terrains siliceux.

Chaqgue pied de mousse est formé d'un axe feuilld vertical dont la base est noire ou
brune au contact du sol, entourée de feuilles noiratres en décompaosition et dont le som-
met est vert et agrémenté de petites feuilles chlorophylliennes raides.

La fixation au sol, assez faible d'ailleurs, est assurée par des filaments peu colorés ou
brunatres, les rhizoides.

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'euvre

W Matériel biologique

Echantillons de Polytric ou, & défaut, de Funaire, d’Hypnum, etc.
B Réactifs

Carminwvert diode (voir IV.21.7}.

W Matériel

— Loupe binoculaire.

- Microscope.

-~ Lames et lamelles.
- Verres de montre.

- Aiguille montée,

- Pinces fines.

- Lame de rasoir.

- Moelle de sureau.

- Eau ghycérinée.
Petitas fauillas

Mode opératoire chlorophylliennes
Observer, a la loupe binoculaire, "axe feuille, alé- Axe feulilé
ment cylindrigue dressé entouré de feuilles nom- = vertical
breuses a base embrassante (ou gaine) et a
extréemité pointue ; la racine est « remplacée »
par des rhizoides (fig. 33.1).

Partie basale

Réaliser, a I'aide d'une lame de rasoir, une sérig

i brunatre — &
de coupes transversales dans la région moyenne

d'un axe feuillé ayant au préalable été pincé Rhizoldes
entre deux demicylindres de moelle de sureau.
Couper simultanément |"axe et les feuilles. Figure 33.1.  Un échantilion de Polytric.
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4 4 Les organes males ou anthéridies d'une mousse :
le Polytric

Mots cles

Anthéridie, cellule spermatogéne, spermatozoide,

Principe

La mousse Polytrichum formosum est bien répan- Imvalucre &
due dans nos régions. La « tige » est simple et porte L\ﬁ'— anthendies
des feuilles étroites dont celles du sommet feuillé v

s'allongent beaucoup, se chevauchent partieliement

et forment une sorte de corbeille, ou involucre
(fig. 33.4). Ces feuilles involucrales sont vert
sombre, dentées et leurs cellules dessinent des
rangées obliques.

Protéges par cet involucre de feuilles, les organes
sexuels males ou anthéridies occupent ainsi le som-
met de 'axe feuillé male d'une mousse (fig. 33.5).

Sécurite Figure 23.4.  Pied male da Polytric.

Axe feullé
male

Rhizoides

Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'ceuvre Feuilles da 'invalucre

W Matériel biologique o
Echantillons de Polytric {ou de Funaire, etc.) por- )
teurs de corbeilles & anthéridies, récoltés au prin- ) \— Paraphy ses
temps en avril-mai.

W Matériel

- Loupe binoculaire,
- Microscope,
= Lame de rasoir. Sommet de
~ Aiguille lancéolée, ane feuillé
- Lameas et lamelies,

= Pince fine, Figure 33.5.  Sommet d'un axe feuillé
- Eau distiliée. méle de Polytric.

Mode opératoire

Il consiste, a |"aide d'une lame de rasoir, & couper un sommet fertile dans le zens de la
hauteur et a examiner |'une des deux moitiés a la loupe binoculaire.

Distinguer, au centre de I'involucre de feuilles, un important bouquet d'anthéridies mélan-
gées a des filaments stériles ou paraphyses.

Avec une aiguille lancéolée, prélever une partie de ce bouquet et monter entre lame et
lamelle dans une goutte d'eau.

Observer au faible, puis au fort grossissement du microscope et dessiner ensuite,
Remarque | on peut aussi arracher les organes sexuels a |a pince. Pour cela, enfoncer la
pince fine dans le réceptacle de 'involucre, fermer et tirer, puis étaler le fragment obtenu
dans une goutte d'eau étalée sur une lame. Recouvrir ensuite d'une lamelle, Observer au
microscope et dessiner.

Ecraser doucement une anthéridie mUre dans une goutte d'eau el observer au fort gros-
sissement.

]



Resultats, observations et interprétation

Les anthéridies du Polytric sont des sacs allongés, attachés directemnent sur le sommet
renflé de 'axe feuillé (fig. 33.64). La paroi du sac anthéridial est formée d'une seule
couche de cellules chlorophylliennes, réguliéres, rectangulaires dessinant des travées
transversales sur 'anthéridie (et non obliques comme & propos des feuilles de l'involucre).
Vers |a base, les cellules s'allongent et forment le pédicelle de I'anthéridie. Au sommet
au contraire, les cellules deviennent isodiamétrigues, leurs parois &tant trés épaisses, et
forment le capuchon.

A maturité, les parois des cellules sommitales se gélifient, entrainant la rupture du capu-
chon et assurant la libération des spermatozoides.

L'observation dépend beaucoup de |'état évolutif des anthéridies.

Leur contenu est daspect variable © opaque et fort peu distinet dans les organes jeunes
(présence des cellules spermatogenes), nettement visible et un peu rougedtre dans les
organes murs (masse des spermatozoides), inexistant en cas de déhiscence spontanée
ou provoguée,

Les spermatozoides prennent en effet naissance a partir de cellules centrales appelées
cellules spermatogenes. Ici, elles apparaissent souvent contractées en une masse gri-
satre qui rend opaque "anthéridie (raison pour laquelle il ne faut pas confondre |"anthéri-
die avec une feuille involucrale).

Les cellules spermatogeénes voient leur noyau s'allonger et se transformer en spermato-
zoide si bien que, & maturité, les spermatozoides sont nombreux, peu volumineux et pour-
vus de deux flagelles (fig. 35.68). Chaque gaméte male comporte un noyau légérement
spiralé entouré d'une mince couche de cytoplasme dans laguelle s'insérent les flagelles
[ peu visibles, mais que 'on imagine a |la faveur des mouvements qu'ils procurent aux par-
ticules en suspension dans I'eau).

La parol des cellules spermatogénes devient un mucilage qui, attirant I'eau extérieurs,
fait gonfler I'anthéridie dont la déchirure du capuchon assure la libération des spermato-
Zoides nageurs.

Associés aux anthéridies se trouvent des filaments stériles {ou paraphyses) formés d'un
pedicelle long et fin, luiFméme formé d'une simple file de cellules a chloroplastes dont le
sommet est &largi et aplati. A la maniére des anthéridies, les paraphyses s'attachent
directement sur I'extrémité du sommet feuillé,

L Capuchan Flagelles
- =7 =— Cinétosomes
(A) Masse /,5' ~
des cellules ~=— Moyau hélicoidal
spermatcgénes
) “E Sparmatozoides
P aroi

zﬂ_*,.:l Reliquat cytoplasmiguee

= Pidicelle

Flgure 33.6. Anthéridie et spermatozoides de mousse.
1A Anthéridie,
1B Spermatozoides,

Conclusion

Importance de ['eau lors de la reproduction sexuge (maturation et libération des sperma-
tozoides nageurs, déplacement de ces derniers dans le vecteur aquatique a la recherche
des gamétes complémentaires, etc.) si bien que la plupart des Bryophytes terrestres res-
tent liés aux stations humides,



45 H Le sporophyte (ou sporogone) d'une mousse : le Polytric

Mots clés
Sporogone, spore, capsule, péristome, spore,

Principe

Au sommel des axes feuillés femelles se for-
ment des organes sexuels ou archégones
(fig. 33.7) dont |la petite taille et la bréve
durée d'existence rendent I'étude difficile et
précaire.

Ce sont de minuscules bouteilles effilées
(fig. 33.8) dont |a partie basale élargie ren
ferme le gameéte femelle ou oosphére,
Celle-ci, fécondée par un spermatozoide
nageur (provenant des anthéridies d'un axe
feuwillé male) a la faveur de ['eau recouvrant
une touffe de Polytric (eau de pluie ou de
rosée), engendre une cellule-ceuf ou zygote gui
germe sur place en produisant |le sporogone
issu de la fécondation, représentant le sporo-
phyte, génération productrice des spores fabri-
quées et disséminées par une capsule.

Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'ceuvre

W Matériel biologique
Echantillons de Polytric, de Funaire ou mousse

similaire, surmontés d'un sporogone. De préfe-
rence, récolter des Sporofones jeunes aux cap-
sules fraiches, presque mares au mois de mai.
lls dérivent chacun d'un embryon né a la suite
d'une fécondation de I'année précédente,

B Matédriel

= Microscope.

— Loupe binoculaire,

— Lame et lamelle.

- Lame de rasoir.

- Pinces fines.

— Eau distillée.

Mode opératoire

Feutlles e
l'involucre

il

Archégong—- - Paraphyses

sommet de
I'axe feuillé

_1/

Figure 33.7. Extrémitéd d'un axe fedillé

femelle.

Paral
du col
Cal
L |
1 Canal
0 du caol
Paroi —m QOSphere | vantre

Pédicelle

Figure 33.8. L'archégone du Folytric.

A la loupe binoculaire, inventorier la sole et son renflement terminal ou capsule dont
I'ensemble forme la partie visible du sporogone de la mousse.



il

Réaliser, avec une lame de rasoir, des coupes transversales dans la fine soie (en
g'aidant de moitiés de cylindre de moelle de sureau) et monter entre lame et lamelle
dans une goutte d'eau distillée. En observer la structure anatomique.

Toujours a I'aide d'une lame de rasoir, faire ensuite une série de coupes transversales et
longitudinales dans une capsule encore verte, donc jeune ; de méme, effectuer une
coupe transversale dans une capsule brune, mure, apte a disperser ses sporaes.

Maonter entre lame et lamelle dans une goutte d'eau. Observer et choisir les meilleures
en vue de réaliser des dessins d'observation.

Resultats, observations et interpréetation

B Etude & la loupe binoculalre
Le sporogone comprend (fig, 33.9) une longue soie gréle, verte puis rougeatre (6 a B cm
de longueur), prolongée par la capsule de forme prismatique surmontée d'une coiffe
brune. en pointe au sommet et frangée a sa base (la coiffe correspond a la partie supe-
rieure déchirée de I'ancien archégone). A sa base, un sillon annulaire |a sépare de |"apo-
physe, expansion de |a soie. A son extrémité apicale, un deuxiéme sillon la sépare de
I'opercule de forme pointue. A son autre extrémité, la soie s'enfonce dans le sommet de
I"axe feuillé femelle : ce pied ou sugoir traduit le parasitisme physiologigue qui existe
entre le sporogone et 'axe feuillé végétatif.

Avec une pince, enlever la coiffe afin de voir 'opercule, petit couvercle conique qui se
détache au moment de la déhiscence, ¢'ast-a-dire lors de la dispersion des sporas.
Enlever cet opercule en le faisant basculer avec des pinces fines.
L'orifice de la capsule rougeatre est

encore obturé par un diaphragme,

Coiffe
disque mince gue les 64 dents triangu- -— recouvrant
laires et pointues du péristome, inséa- i Capsule la capsule
rées sur la périphérie du sommet de la l
capsule, maintiennent en place. Sporogones '|..—5.:.ie
Dans les conditions naturelles, une
fois 'opercule tombé avec la coiffe, ||| Emplacemant - ApOphyse
"ouverture de la capsule nécessite Il du pied . Soia
encore la chute du diaphragme et T Opercule
i"écartement des dents du péristome. & ..J
Par temps sec, les dents se recourbent .
vers "extérieur et les spores s'échap- Péristome
pent lorsgue le vent ou un choc se- -
couent |a capsule. Au contraire, ung Axe feullien j/=—Capsule
pluie {ou méme "humidité atmosphé-
rigue) rabat les languettes sur la cavité > g Apophyse
capsulaire et empéche momentané-

ment la dispersion des spores.

En effet, la capsule a valeur d'un spo- Rhizoides
range (voir V1.34.2).
Figure 33.9. Relations sporophyte-gamétophyte.
B Etude au microscope
* | 3 50ie

Une coupe transversale de la soie (fig. 33.10) montre une structure présgue plus com-
plexe que celle de la tige feuillée, comparable en cela & celle des organes des plantes
vasculaires ou Trachéophytes, a savoir :
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Les spores sont minuscules (20 um) et trés nombreuses ; au fort grossissement, elles

apparaissent claires et réfringentes.

De méme. en coupe longitudinale {fig. 33.114), la capsule confirme |'examen précédent

avec ses différents tissus . mais, en plus, I'observation de la région terminale de la cap-

sule confirme :

- le diaphragme, lame transversale de parenchyme ;

- le péristome, tronc de cone surbaisse associant le diaphragme & la partie |atérale de la
capsule ;

- Popercule, structure elle aussi conigue surmontant le tout.

Conclusion

La germination des spores s'effectue sur le sol humide. Chacune produit un thalle fila-
menteux, chlorophyllien : le protonéma, sur lequel apparaissent bientét des « bourgeons s
qui engendrent autant de nouveaux axes feuillés,
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44 Le rhizome d’une fougére, le Polypode

Mots clés
Rhizome, cordon vasculaire, trachéides scalariformes.

Principe

Le Polypode est une fougére (Ptéridophytes
filicinées) commune sur les vieux murs, sur
les rochers, aussi bien en plaine qu'en
montagne (fig. 34.1).

[l est reconnaissable a ses feuilles (ou
frondes) chlorophylliennes de 20 a 30 cm
de hauteur, découpées en lobes simples
jusqu'a la nervure principale {ou rachis).

e

Sa tige souterraine ou rhizome, peu enraci- Jeune fronde

1 y e
. Peticle|, [
née, est brunétre, noduleuse, chamue, cou- oo | || Cicatrices laissaes
rant pratiguement a la surface du sol. Elle Bowgaon | l ,4nar les frondes
représente la partie vivace du végetal ; wefrinal 2 ’“—'-f\_‘%dmpamas

d'ailleurs, le polypode s'avére résistant
aussi bien aux gelées qu'aux périodes de
grande secheresse,

Rhizome horizontal

[ soutaerrain) Racines adventives

Figure 34.1.  Le Polypode ; appareil végétatif.
Securite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'ceuvre

B Matériel biologigue

Echantillons de Polypodes entiers frais (ou de rhizomes conservés dans I'alcool).
B Réactifs

— Solution d'eau iodée.

— Eau glycérinée.
- Ceux de la technique de double coloration (voir IV.21.7).

B Matériel

— Microscope.

— Lame de rasair.

- Moelle de sureau en batons.
- Pinces fines.

= Verres de montre,

— Lames et lamelles.

Mode opératoire

Pratiguer une série de coupes aussi minces que possible et bien perpendiculaires au rhi-
rome sectionng ; des coupes méme partielles sont @ conserver car, étant fines, elles se
vident plus facilement de leur contenu, Le rhizome de Polypode est en effet riche en ami-
don et le passage a I'hypochlorite doit étre assez long. A ce sujet, il est conseillé d'effec-
tuer deux bains successifs dans I'hypochlorite, de 10 minutes chacun, entrecoupés par
un lavage a l'eau.



Dans la foulée, prévoir quelques coupes longitudinales méme partielles, elles aussi trai-
tées par la double coloration en vue d'un examen des tissus conducteurs,
Observer successivement au faible puis au fort grossissement. Dessiner,

Résultats, observations et interpretation

La coupe transversale débute, en périphé-
rie, par I'épiderme chez un jeune rhizome,
remplacé plus tard par quelgues couches de
cellules imprégnées de lignine (fig. 34.2).

L'épiderme entoure le parenchyme fonda-

Cordon vasculaire
. T_lou méristéle)
]

Epiderme

mental qui occupe toute |la préparation. |l 1__ Parenchyme
s'agit d'un parenchyme homogéne & . fendamerital
grandes cellules a parois cellulosiques , @, — Pericycle
assez epaisses. 4, fi.'__':!f-;; féﬁ' @'j—ﬁame protectrice
Remarque : malgré les bains & 'hypochlo- S

rite, des secteurs de la coupe restent blan-
chatres car ils contiennent encore des amy-  Figure 34.2.  Anatomie du rhizome [ structure
loplastes. Un lavage a l'alcool, aprés polystélique).

coloration, peut les éclaircir.

Dans le parenchyme fondamental, apparaissent des cordons vasculaires (ou méristéles),
disposés pratiguemeant sur un cercle,

Chague cordon {fig. 34.3) est entouré d'une gaine protectrice plus ou moins lignifiee dans
laguelle s'apercoivent des canalicules d'échanges au travers desquels les oses, véhicu-
lés par le phloéme avec la séve élaborée, se polymérisent en amidon dans le parenchyme
fondamental.

Un cordon vasculaire comporte deux massifs de xyleme {centripgte) alternant avec deux
massifs de phlogéme ; ces derniers sont séparés des précédents par quelgues rangées de
parenc hyme amylifére.

Aprés un schéma général de la coupe du rhizome, faire la mise en page d'un cordon vas-
culaire aussi simple que possible.

Au fort grossissement, commencer toujours le dessin de détail du cordon vasculaire par
les éléments ligneux conducteurs et, pour ceux-ci, par les lamelles mayennes. De chague
cOté des deux massifs de xyléme, les deux zones parenchymateuses sont souvent mal
vidées el apparaissent jaunatres.

I Kyl primdire
AT ;, alterné et centripbte
' e L N L T [ Pole ligneus
W - i = e ey
= AR 5
{I:. -\-:.\,\__.':'-'-_ i.| -p.sll--l:-l'. ‘:J}J:;\,_Ir':. ) ""x\ -.IL ) .I'\-
Galne protectric - -— X T
:'- "-I_. I = -I.d]_\'!".m || L
Rl
L : hd B 1
T . =7 ‘:: IA'-._*-H':'__ZI'.'ILIII:J—J/
. ; c}fi- -.l_r.ff—';'n— Phigéme primaira
SN e G
. .--.' Irlr"'-\..'\-\. - flh_-_:‘?_:'l:':' '::_."_ -
- 'L ':I:,: -:".I' JL 1 4
Parenchyme fondamental /=== ===
amyliters W '

Péricyche dédoubis
Figure 34.3. Crganisation d'un cordon vasculaire (x 3001,



Hidden page



Hidden page



Choisir d'abord un sporange mir vidé de son contenu, puis un autre sporange mir égale-
ment, mais encore plein, et les examingr successivement.

Faire un second montage avec des sporanges jeunes prélevés au niveau de sores encore
verts. Faire un dessin annoté.

Enfin, centrer la préparation sur une spore et en faire I'observation au fort grossissement
du microscope (objectif 10 ou plus). Dessiner ensuite.,

Rasultats, observations et interprétation

Le sporange mir possede un pédoncule formé d'une série lingaire de cellules et une paroi
unistratifiee, c'est-a-dire a une seule couche de cellules. De plus, |la paroi porte en posi-
tion méridienne une rangée de cellules plus sombres dont les parois latérales et profonde
portent des épaississements de lignine, puis de subérine. Seule, la paroi externe demeure
mince et cellulosique. Cet ensemble de cellules épaissies forme I'anneau mécanigque.
L'examen comparatif d'un jeune sporange verdatre (fig. 34.6) montre que |la paroi com-
porte encore des cellules vivantes car la lignine ne s'est pas encore installée dans les
parois des cellules de I"'anneau mécanigue, En dessous, existent les cellules nourriciéres
du tapis dont 'existence n'est gue transitoire (leur contenu fournit les réserves des
futures spores).

Pédicalle

Cellules sporog&nes en meé|ose
et trés jeunes tétraspores

(A) (B}

Flgure 34.6.

Organisation d'un rés jeuns sporange.
(&) Schéma théorigue.

{B) Observation {x 200).

Le centre du jeune sporange est par ailleurs occupd par une masse de 16 cellules sporo-
genes diploides (& 2n chromosomes). Chacune subit une méiose et 'ensemble engendre
64 spores haploides (& n chromosomes) qui sentourent d'une parol épaisse el imper-
meable, se déshydratent et passent ainsi en vie ralentia.

Pendant cette maturation des spores, la déshydratation affecte le reste du sporange, en
particulier les cellules de 'anneau mécanique. Ces cellules « mécanigues » se dessé-
chent @ leur paroi externe mince et cellulosigue se « raccourcit » davantage gue les parois
profonde et latérales épaissies. En conséguence, |a file de ces cellules tend & se redres-
ger, une rupture se produit dans la zone de cellules pariétales restées cellulosiques entre
I"anneau mécanique et le pédoncule (fig. 34.7).

La rupture est brutale et 'anneau mecanigue se recourbe en 5. L'enveloppe du sporange
58 dechire donc et les spores libérées se trouvent projetées dans le milieu extérieur
agrien.
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* Prélgévement des spores et ensemencement

Prélever sur un sore de sporanges, a l'aide d'une pince fine, quelques sporanges. Les
déposer sur une lame de verre et observer & la loupe binoculaire ou au faible grossisse-
ment d'un microscope,

A ["aide d'une aiguille lancéolée ou d'un scalpel, déchirer les sporanges. Une généreuse
guantité de spores se répand sur la lame. Eliminer les sporanges « vides » a 'aide de
I"aiguille les faisant glisser vers le bord de la lame-support.

Recommencer plusieurs fois cette manipulation de fagon & obtenir un « tapis » de pous-
siére de spores.

FPasser ensuite un cheveu sur la lame couverte de spores : les spores se collent sur le
cheveu, par électrostatisme semble-t-il. Le cheveu couvert de spores est alors glissé a la
surface du milieu de culture : la répartition des spores ensemencées est ainsi beaucoup
plus homogeéne.

* Déroulement de la culture

Le milieu de culture, la tourbe le plus souvent, est réguligremeant arrosé avec du liquide
de Knop.

Le couvercle de [a boite de Petri, mis en place, permet de maintenir humide I'atmosphére
ambiante de la culture, En effet, la déshydratation est trés préjudiciable aux prothalles et
aux jeunes fougéres. Par contre, I'excés de liquide doit &tre éliminé.

Les algues vertes ou les mousses installées éventuellement sur la tourbe doivent étre
arrachées au fur et 8 mesure de leur croissance.

Cette culture placée en lumiére diffuse verdit au bout de guelques semaines.

A la loupe binoculaire ou au microscope, par prélévements successifs, suivre réguliére-
ment I'évolution de cette culture de prothalles. Observer progressivement I'apparition
d'un = protonéma filamenteux = dont l'extrémité s"é&largit bientot en un prothalle cordi-
forme (fig. 34.9).

On peut ainsi obtenir des prothalles de quelgues millimétres a8 un centimétre de dia-
métre.

La position des prothalles est originale : ils sont orientés obliguement par rapport a la
surface du substrat. Chague prothalle ne repose gque sur 5a pointe (c'est-&dire I'emplace-
ment de la spore d'origine). Les rhizoides dressés verticalement assurent, a la maniére
de béquilles, le contact avec le substrat.

Chez les prothalles 8gés, I'aspect cordiforme s’estompe.

En général, beaucoup de prothalles ainsi cultivés donnent naissance a de petites fou-
geres, donc issues d'une fécondation.

Ebache du prothalla
filarmenteis

FPartie lamelleuse
Encore réguite

Germination de la spore RRizoldes——=|  Fhayche du prothalle lameileus
(= 350) {x 250)

Figure 34.9, Ebauche du prothalle de Polypode.



Eclaircir périodiquement |a culture {et procéder @ d'éventuels repiquages) car la densité
des prothalles risque d'étre trop forte,

Il faut 3 mois environ pour ocbtenir le stade des prothalles cordiformes.

Aussi ce type de culture nécessite-t-elle la durée, car il faut encore pratiquement 1 an
pour observer de petites fougeres de 2 cm de hauteur,

B Examen des prothalles

Le prothalle présente, au cours de son existence, deux périodes intéressantes & étudier :

~ |la premiére pendant laguelle il porte les organes sexuels d'abord males (ou anthéri-
dies), puis femelles (ou archégones), ces demiers vers I'échancrure ;

- la seconde pendant laquelle, la fécondation ayant eu lieu, 'embryon se transforme en
une jeune fougere, au sein du prothalle qui se comporte alors comme une source de
naurriture pour I'embryon.

Prélever, & I'aide de pinces fines, des prothalles récoltés dans la nature ou extraits d'une

culture. En placer un ou deux exemplaires dans une goutte d'eau glycérinée entre lame et

lamelle. Porter la préparation sur la platine du microscope et examiner le minuscule pro-
thalle chlorophyliien, au faible grossissement.

A partir d'une culture agée ou de prothalles évolués recueillis dans |la nature, prélever une

série de prothalles portant de jeunes fougéres a une, deux, trois, etc. frondes. Dans ce

but, vérifier au préalable I'organisation des échantillons a |a loupe binoculaire avant de
passer au faible grossissement du microscope.

Frothalle cordiforme
Résultats, observations et interprétation Echancrure
W Le prothalle jeune et les organes sexuels |

A la loupe binoculaire, le jeune prothalle est
échancré en forme de coeur (Ag. 34.10) ; sa
face inférieure proche du substrat porte en
son centre des filaments ou rhizoides.
Au microscope, ["organisation du prothalle se '
précise,

Sur les bords, une seule assise de cellules ;
au centre, a proximité de I'é&chancrure, le

Coussinet

=== ArChégones

Anthéridies

Rhizoides

coussinet a plusieurs couches cellulaires est W

plus épais ; les rhizoides sont formés d'une ey Emplacemant

file de cellules (vides et brunes s'ils sont de |a spore initiale
senescents), Figure 34.10. Le prothalle de Polypode (= 10).

Des taches sombres indiguent 'emplace-

ment des organes sexuels.

Les organes males (ou anthéridies), souvent nombreux, occupent les bords du prothalle
de chague cdté de I"échancrure ou bien |a partie ancienne proche de la spore d'origine.
Ce sont de petits sacs globuleux (fig. 34.11) libérant & maturité des spermatozoides fla-
gellés (fig. 34.128).

Les organes femelles (ou archégones] se situent sur le coussinel prés de I'échancrure,
Observer les orifices des cols des archégones (fig. 34.13) car il s'agit d'organes sexuels
en forme de petites bouteilles a goulot étroit dont le ventre enfoui dans le coussinet
contient un volumineux gaméte femelle ou oosphére.

La fécondation est trés difficile & observer. Elle n'est possible que si la face inférieure du
prothalle est suffisamment humide (pluie ou rosée dans la nature ou arrosage au labora-
toire),



Alors, les spermatozoides mobiles, échappés des
anthéridies par éclatement de leur paroi (fig. 34.124),
nagent en direction des cols des archégones (fig.
34.14). Ce mouvement traduit un chimiotactisme
positif exercé sur les spermatozoides par les arché-
gones qgui produisent a cet effet une substance
attractive, en 'occurrence de I'acide maligue.

Un spermatozoide s'unit & une ocosphére et cette
fécondation conduit a I'obtention d'une cellule-ozuf
ou zygote diploide (& 2n chromosomes).

M Le prothalle 4gé et la jeune fougére

Le zygote, utilisant en parasite les matériaux photo-
synthétisés par le prothalle vert, se segmente aussi-
tot en un embryon qui évolue d'abord en un jeune
individu formé d'une premiére feuille bilobée et d'une
premiére racine (fig. 34.15).

Une zone embryonnaire située a proximité produit a
son tour une seconde feuille de surface plus grande
que la premiére et une seconde racine.

Remargue . observer que |a ramification par biparti-
tions successives (dichotomie) affecte les nervures
foliaires tout comme les racines.

(A) Face inférieure
du prathalls
Faraoi 7 .
déchirée Ly -& 4

A r&
Libération ﬁé !

des sperma- '\«é’f/ |. CII%. '@
toroides AN |~.'rl:|rat|r55
maobiles ' 3

Noyau i =
helicordal j— Religuat

cytoplasmique

(B)
Figure 34.12. Mise en liberté des spermatozoides,

Cellules
spermatogeénes

Coallules -
pariél ales

Cellules
pariétales

Spermatozoides
en formation

Flgure 34.11. L anthéridie du pro-

thalle de Polypode (= 500).

- Qosphire

I Cellules
| du cal

Figure 34.13. Jleune archégone de

(&) Déchirure de I'anthéridie (= 500}, Polypode (= 500).
(B} Spermatozoides « libres = (= 1 2001,
¢ Coussinet
Oosphére |
Canal rempli

de mucilage

Figure 34.14. Organisation d'un archégone parvenu a maturité (= 650,
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4 -fi Le bois des Gymnospermes

Mots clés

Trachéides aréolées, bois de printemps, bois d'automne, rayons ligneux médullaires,
conifére.

Principe

Les Gymnospermes rassemblent des arbustes et des arbres souvent de grande taille qui
développent, & |"'occasion de |la croissance en épaisseur de leurs organes végétatifs
(tiges et racines surtout), des tissus conducteurs secondaires dont le xyléme secondaire
ou bois ast le plus représentatif.

S0n étude permet de mieux comprendre ce qui 'oppose & celul des Angiospermes.

Sécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'ceuvre
W Matériel biologique

- Echantillon de tige de conifére de 3 ou 4 ans.
- Fragment de planche de pin, d'épicea.

B Réactifs

= Ceux de la double coloration {voir IV.21.7).

- Eau indée,

B Matériel

- Microscope.

- Matériel de la technique de |la double coloration (voir IV 241.7).
- Lames et lamelles.

— Lame de rasoir,

Mode opéeratoire Section transversale

Appliquer & I'échantillon, prélevé sur une l

jeune branche de conifére, la technique des

coupes transversales et longitudinales présen: {-__ ¢ ?Haynns lig e

tée a propos des tissus de la Bryone, [ i

A partir d'une planche de pin, de sapin, etc., L—T1]| -

extraire un petit parallélipipéde de bois a |("|| 1
|

’;‘ ! |m—Saction
radiale

I"mide d'une scie (fig. 35.1). |
Sur la section transversale (la plus petite) de :
I"&chantillon, chserver les stries concentriques
de croissance {fig. 35.2) délimitant les cermnes |
annuels, élaborés par 1'assise libéroligneuse

{ou cambium), cycliqguement, a chagua période Section tangentielle

de végétation active (printemps et été),

Ces stries facilitent Vorientation de I"échan- Figure 35.1.  Diverses sections d'un bBloc
tillon, indispensable a connaitre. rectangulaire taillé dans du bois de pin.

i

.-"'

II —
!_ -
b
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B Observation d'une coupe longitudinale
tangentielle

On retrouve les mémes constituants : les

rayons médullaires, qui offrent une section len-

ticulaire et présentent une différenciation en :

- éléments & parois épaisses vers les
« pointes «» de la lentille ;

- éléments a parois minces dans |la zone
moyenne. Une coupe non vidée de son
contenu par I'hypochlorite de sodium et mon-
tée dans un réactif iodé révéle la présence,
dans ces structures cellulaires a parois
minces, de nombreux grains d'amidon [ forme
de réserves pour le végétal) (fig. 35.5).

Sur les parois des trachéides, les ponctua-

tions aréolées ont le méme aspect que sur les

coupes transversales.

B Observation d'une coupe longitudinale radiale
Elle présente un autre aspect de ces mémes
trachéides ; cellesci se terminent en biseau
moins accentué que sur la coupe longitudinale
tangentielle (fig. 35.6).

Elle permet de vérifier la disposition des ponc-
tuations et |'é@paisseur réduite des rayons
ligneux unistratifiés a rdle de réserve. On
constate ainsi |'absence de ponctuations aréo-
lées sur les parois sectionnées, Toutes appa-
raissent dans le plan de la préparation.

Les rayons médullaires &talés eux aussi dans
ce méme plan vérifient les caractéristiques
fournies par les coupes précédentes, tant
dans les formes que dans les dimensions des
cellules concernees.

Remargue : les diverses sortes de coupes pra-
tiquées précisent |'existence de canaux a
résine qui apparaissent chacun comme une
lacune ponctuelle dans le bois, les cellules
sécrétrices étant déja résorbées.

Conclusion

Le bois homoxylé des Gymnospermes est
considéré comme plus primitif que celui quali-
fié de hétéroxylé des Angiospermes qui a
valeur de complexe tissulaire avec des élé-
ments conducteurs diversifiés (vaisseaux
rayés, réticulés et ponctués) et des éléments
de soutien {les fibres ligneuses) accompa-
gnant du parenchyme ligneux de réserves,

Trachéides

Ponctuations
aréolées de profil

Trachéldes
du Bois homoxylé

Rayon médullaire
urnisarié

Figure 35.5. Coupe longitudinale tan-

gentielle dans une tige de pin (Coniféres)
[= &),

Tracheides

Ponciuations
areoléaes
de face

Rayon médullaire
& 4 rangées
de cellules
o | & parois épaisses
garnies
de ponciuvations
simples

Figure 35.6.
dans une tige de pin {Coniféres) (= 600).

Coupe longitudinale radiale
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L'aiguille étant persistante, les formations conductrices secondaires ne sont pas négli-
geables (fig. 35.80).

Ces deux faisceaux conducteurs sont entourés par le « tissu de transfusion «, fait de cel-
lules parenchymateuses vivantes a parois cellulosiques et de cellules mortes a parois
lignifiées présentant des ponctuations aréolées semblables & celles des éléments
conducteurs du xyléme qui les mettent en communication les unes avec les autres,

Epiderme
Ayléme A euticule
primaire  &paisse

_ Cambium
Liber Baois l Hypod
(A} I s [
o - ° =) Canal & résing
Parenchyme chlorophyllien

(& cellules plisstes)

%u D'?——ﬁainepmtﬂntriﬂe
&

Fhloéme primaire

2 faisceaux Tissu

conducteurs de transiusion Parenchyme

(B} chlorophyllien c)
Cellules a cellules plissées
auxiliaires
Chambre C Cellules 54 » % Canal
sus-stomatique ellules shoratrices Sk 4 s\ § rési
stomatigues o : L ne
Epiderme ' Rl
Hypodermea ne

Epiderme - " " S
Hypodarme '!.'.'l-i T

- Canal

(D) parenchyme ] [ _
l:hluru-phylliﬂn| 1_ L

i, 1 =

Tissu de ,
iransfusion el ko= Ponciuations aréolées

Faisceau | 4MENEl=— Xyl2me primaire
conducteur | IR Bois

¥

Figure 35.8.  Anatomie de ["aiguille de pin (Abiétinées).
(A) Schéma d'ensemble (= 100).

(B Détail d'un stomate [ = 450).

(C) Détail d'un canal de résing (x 700),

(D1 Dessin de détail (= 200).



Ce tissu original peut étre interprété soit comme un tissu conducteur auxiliaire du xyléme,
S0it comme un tissu de réserve aguifére.

Une gaine protectrice sclérifiée faite de cellules & parois épaisses sépare le « tissu de
transfusion = du parenchyme chlorophyllien plissé.

Conclusion

Chez le pin par exemple, la faible surface foliaire exposée au soleill (due & la forme en
aiguille), I'épaisse cuticule, les stomates enfoncés, le « tissu de transfusion =, etc, sont
autant d'éléments expliquant I"adaptation des Coniféres aux milieux » secs » - ces végé-
taux font partie des Xérophytes.
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295 Confection d’un herbier de Végétaux supérieurs

Mots clés
Herbier, nom de famille.

Principe

Dans la nature, I'étude des végétaux, en particulier des Phanérogames {Coniféres
et Angiospermes) ou plantes a fleurs, n'est pas toujours facile et est souvent limitée
dans le temps. Aussi, convient-il de pouvoir conserver, par dela leur récaolte lors d'excur-
sions botaniques, certains échantillons dont on souhaite étudier dans le calme (chez
s0i ou au laboratoire) les grands traits caractéristigues des familles auxquelles ils
appartiennent.

Un herbier est une collection de végétaux séchés, déterminds et classés par familles,
représentant la flore d'une région donnée, celle que "on habite, par exemple,

La confection d'un herbier est une occupation profitable et loin d'étre désagréable !

La récolte des échantillons est une saine distraction : c'est un motif de promenade et
souvent un exercice physique lorsque les plantes poussent dans des endroits d'acceés dif-
ficile !

La détermination des échantillons récoltés exige une observation minutieuse ; c'est &
chague fois une énigme a résoudre.

La préparation des plantes, le séchage et la mise en page développent I'habileté
manuelle et le sens artistiqgue et apprennent a bien présenter un ouvrage.

Le classement des végétaux par familles développe les qualités d'ordre et de méthode.
Enfin, une herborisation attentive fait mieux connaitre la foule des végétaux rassemblés
autour de nous.

Sécurite
Cette manipulation ne présente aucun danger.

Matiere d'eeuvre
N Matériel biologique

Les végétaux récoltés a 'occasion d'une sortie de botanigue.

B Matériel

* Sur le terrain

Se munir d'une boite métallique pour botaniste ou bien de boites en plastique rigide pour
le transport des échantillons, de crayons et de feuilles de papier brouillon (format
20 = 15 em) fendues en leur centre pour y glisser I'é&chantillon récolté et identifié a "aide
d'une flore, a transporter également ainsi qu'une carte détaillée de la région visitée.

De bonnes chaussures de marche, un vétement de pluie, un sac a dos ou similaire com-
plétent |"éguipement.

* Ay laboratoire (ou & la maison)

Préparer des récipients remplis d'eau (au retour de |'excursion), une presse, de vieux jour-
naux ou autre matériau absorbant, des feuilles de papier blanc ou jaune (papier bulle), un
ruban de papier adhésif, des ciseaux, des étiguattes pour herbier, une flore.

Prévoir ultérieurement du pentachlorophénol pour la protection de I'herbier confectionné
vis-&-vis des insectes.



Mode opératoire

W La préparation des échantillons

Au cours d'une excursion, récolter les spacimens qui vous semblent dignes d'intérat,

Les cueillir aussi complets que possible avec les racines, tiges feuillées, fleurs, fruits et
graines. || est bon de les déterrer en prenant les racines ou les rhizomes.,

Cependant, il est aisé d'identifier les rameaux feuillés d’arbustes et d'arbres, sans en
posséder les fleurs !

S'il s'agit d'un herbier d'organes vegétaux, ceux-ci sont choisis pour montrer les particula-
rités ariginales qu'ils possédent. Dans le cas des arbres et arbustes, conserver les
feuilles et les fruits associés.

Au début, il convient d'étre modeste ; limiter sa récolte & un petit nombre d &chantillons
aux fleurs bien visibles et caractéristigues.

Les vegetaux sont fragiles et doivent donc étre cueillis et transportés avec beaucoup de
s0in, car ils souffrent d'étre entassés dans un sac mal aéré et surchauffé.

On peut utiliser dans ce but soit une boite métalligue d'herboriste (fig. 36.14), s0it un
simple sac de toile garni d'un peu d'herbe, que 'on dyite de |laisser au soleil par crainte
de fanaison des spécimens récoltés.

Prévoir éventuellement une série de boites en plastique rigide encastrables de taille
moyenne (fig. 36.18) pouvant &tre aisément transportées dans un sac a dos.

Me pas laisser se dessécher les échantillons et s'en occuper dés e retour de |'herborisa-
tion : si 'on ne trouve pas immeédiatement le temps de les mettre sous presse, au moins
les rincer un & un dans de 'eau {pour enlever les insectes et autres bestioles), puis les
tamponner avec un linge doux, couper I'extramité des tiges et les placer dans des vases
remplis d'eau.

Me pas récolter de plantes mouillées par la pluie ; elles séchent mal et moisissent.

M La détermination

On détermine les végétaux récoltés avant de les sécher sous presse car ["opération
devient beaucoup trop difficile et incertaine par la suite.

Une premigre détermination rapide et approximative peut parfois faire appel a des gra-
vures et des planches d'ouvrages de vulgarisation, mais une détermination scientifique
précise exige 'usage d'une flore.

M Le séchage

La «» presse & fleurs » permet de consarver des fleurs, mais aussi des feuilles, des petits
rameaux et méme des racines !

Plus la dessiccation est rapide, mieux se conservent ies couleurs ; cependant un certain
rétrécissement et un gauchissement s avérent inévitables.

Une presse (fig. 36.1C) peut &tre un ancien protége-raguette de tennis en bois de forme
trapéze et omé d'écrous de serrage, ou bien un carton a dessins ceinturé d'un fort brace-
let élastique ou d'une courrpie réglable en étoffe, ou tout simplement de gros ouvrages
lourds ou des annuaires !

Le principe de base est de placer les échantillons entre des couches de papier absor-
bant, d'exercer une certaine pression et de laisser sécher (fig. 36.10).

On utilise a cet effet soit des feuilles de vieux journaux, soit un papier buvard gris vendu
specialement a cet usage.

Dans un local sec et aéré, on dispose dans la presse guelques feuilles de journal, un
échantillon, quelques feuilles de journal, un autre échantillon et ainsi de suite...



(B)

Disposer 1"échantillon
de facon & mettre en valeur
les agpects des fleurs,
bourgeons et feuilles
(montrer les deux faces)

File de gros valumes lowrds

Mattre 3 feuillas

Frosse-raguelle o¢ [ennis e MIEF quf 1@ plante
puis une autre plante, ete.,
s —— jusqu’a une dizaine d'&chantillons

~

Pressepanies professianne! Fermer la presse

et la laisser dans en local
chaed el sec

- Changer les feuilles absorbantes
tous les 3 jours, ceci pendant
(o 2 & 4 semaines

Figure 36.1. Confection d'un herbier de Végétaux superieurs.
(A] Boite métalliqgue de botaniste.

(B) Boite en plastigue rigide.

(C) Les systémes de presse.

(D) Technique du séchage.

A défaut de presse, placer une planche (a dessin) ou un assemblage rigide de planches
sur les derniéres feuilles de journaux, & surcharger de guelgues gros annuaires. |l est
inutile gue cette charge soit considérable,
Il est préférable de s'exercer avec des plantes communes afin d’acquérir une bonne pra-
tigque avant de collectionner sérieusement.
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2. Compléter cette série d'expériences par une autre série utilisant un indicateur coloré
d'oxydoréduction pour la mise en évidence du dioxygéne,

FPour le préparer, diluer une pointe de spatule de dichlorophénolindophénol dans une
éprouvette contenant de l'eau distillée jusqu'd obtention d'une couleur bleu clair (sinon
diluer plus et filtrer). Ajouter a cette solution une solution saturée d'hydrosulfite de
sodium (sodium dithionite) goutte & goutte, en remuant a chaque fois, jusqu'a décolora-
tion compléte. Attendre 1 minute, Si la solution se recolore, ajouter une goutte d'hydro-
sulfite de sodium,

Verser un volume de l'indicateur dans une série de sept tubes a essais disposés sur un
ratelier dans une boite et contenant chacun et respectivement le méme volume d'eau dis-
tillée, d'eau du robinet & différentes températures et deau additionnée d'hydrogénocarbo-
nate de sodium a 1 %. Boucher les tubes avec du parafilm. Fermer le couvercle de la
boite et laisser a |"obscurité, Sortir le ratelier de tubes a essais. Constater qu'il n'y a pas
de changement de coloration notable. Eclairer avec Ia lampe. Constater gu'il n'y a pas de
changement de coloration notable, Renouveler ces deux expériences (4 'obscurité puis a
la lumiére) en introduisant dans chague tube a essai une tige feuillue d'Elodée de méme
longueur. Observer |"apparition d'une coloration bleue dans les tubes & essais éclairés
(signalant I'oxydation de lindicateur réduit par le dioxygéne libéré par la plante verte)
d'autant plus margquée et rapide & se manifester gue le tube a essai contient de |"hydro-
génocarbonate de sodium ou de 'eau tigde,

Résultats, observations et interprétation

A la lumiére, les feuilles d'Elodée produisent du dioxygéne qui diffuse préférentiellement
vers la lacune centrale de la tige remplie d'air car la solubilité y est meilleure que dans
I'eau. La pression n'étant pas modifiée dans cette lacune par le sectionnement de la
tige, toute |a production de dioxygéne se traduil par une sortie immédiate sous forme
gazeuse au niveau de la section. Cette production de dioxygéne dépend de l'intensité de
I"&clairement, de la température et de la concentration en dioxyde de carbone, Ce proces-
sus est une des manifestations d'une activité métaboligue spécifiqgue des plantes chloro-
phylliennes appelée photosynthése.



_§ 3, Mise en évidence de la montée
de la séve brute chez les plantes

Mots cles
Circulation de |la séve, végétaux, physiologie.

Sécurite
Aucun risgue lié a 'expérience proprement dite.

Principe
A I'aide de différentes plantes usuelles et d'encre, montrer la montée de I'eau par capilla-
rité dans les vaisseaux conducteurs de séve.

Matiere d'ceuvre
B Matériel biologigue
Eranche de céleri, tige fleurie d'oeillet blanc ou de marguerite blanche.

B Matériel
- Encres rouge et bleue.
— Trois verres.

— Un cutter.

Mode operatoire

Plonger la base d'une tige de céleri, sectionnée Branche da céleri
proprement, dans un verre au tiers plein d'encre : ATE,

1-’
b

rouge pure (fig. 36.3).

Au bout de 1 ou 2 heures, observer aisément par
transparence des lignes colorées en rouge maté-
rialisant les vaisseaux conducteurs depuis la
base de la tige jusqu’aux feuilles. En sectionnant
a mi-hauteur la tige, on observera en coupe |a
disposition des vaisseaux conducteurs.

Aprés avoir mesuré le degré hygrometrique de i
|"air et plongé une nouvelle tige dans I'encre, on Encre rouge '.-:-Ef-f-._ Encre bleue

pourra mesurer toutes les demi-heures la lon- '

gueur des vaisseaux colorés et calculer |a Figure 36.3. La montée de séve brute
vitesse de progression de la séve. chez les végétaux,

Le méme type de mesure pourra étre effectug

sur une autre tige de céleri en disposant & coté

des feuilles un seche-cheveux. Constater une accélération de la vitesse de progression
de la séve causée par un accroissement de la transpiration.

Une variante de cette expérience peut étre réalisée sur une tige fleurie d'ceillet ou de
marguerite que 'on aura fendue en deux. Une moitié de |a base de la tige sera plongée
dans un verre d'encre bleue et I'autre moitié dans un verre d'encre rouge. Au bout de
quelgues heures, la moitié des pétales seront teintés légérement de bleu et "autre moi-
tié de rouge.

"‘;Tiga fleuria
o cilled blanc

Résultats, observations et interpretation
L'eau monte dans les tiges, attirée par capillarité sur les parties lignifieées des vaisseaux
conducteurs de séve.



-fi u La transpiration chez les végétaux

Mots clés
Transpiration, végétaux, circulation de 'eau, physiologie,

Principe
A 'aide d'un rameau feuillé, mettre en évidence le débit d'eau transpirée par une plante,
I'influence de la ventilation sur celui-ci et les organes de transpiration.

Securite

Le chlorure de cobalt est un composé nocif, placé dans la classe 3 de la classification
toxicologique helvétique (poison puissant). La solution de chlorure de cobalt ne doit, en
aucun cas, etre pipetée a la bouche.

Matiere d'ceuvre

B Matériel biologigue
Tiges feuillées fraichement coupfes d'arbre (exemple : platane), de plante d' appartement
ou de fleur {exemple : marguerite) ou de IEgume [exemple : poireau) de votre choix.

W Réactifs

Solution de chlorure de cobalt {& préparer comme il est indigué dans le Mode opératoire).
B Matériel

— Six petites éprouvettes graduées,

- Un ventilateur ou un séchecheveux (avec position air froid).
— Un microscope grossissant au moins 100 fois.

- Une pince fine.

- Vaseline.

— Huile., :

~ Feuille de papier millimétré.

— Feuille de papier filtre fin.

- Ruban adhésif transparent,

Mode opératoire
Remplir d'eau les éprouvettes graduées SOUICEUES Tipe  Sacs en Tige
jusqu'aux deux tiers, puis verser de I'huile pour 9% PU%¢  feulliée plastique effeuilide

former une couche surnageante de 2 mm
d'épaisseur, empéchant I'évaporation de I'eau.
Plonger au fond de chacune des deux pre-
miéres éprouvettes respectivement une tige
feuillée et une tige complétement effeuillée.
Entourer les feuilles d’un sac transparent en
plastigue ligaturé sur la tige. Mesurer la perte
d'eau dans les éprouvettes toutes les demi-
heures. Constater gu'il n'y a pas de perte
notable d'eau dans la deuxiéme éprouvette et
que la surface interne du sac en plastique S& Figure 36.4. Mise en évidence de la
couvre de buée (fig. 36.4). transpiration chez les végétaux,

3



Plonger dans la troisieme éprouvette une tige feuillée dont on a enduit de vaseline la sur-
face supérieure de chaque feuille et dans la quatrigme éprouvette une tige feuillée de
méme espéce dont on a recouvert de vaseline les surfaces foliaires inférieures. Mesurer
les pertes d'eau toutes les demi-heures, Constater qu'll n'y a qu'une trés faible perte
d'eau dans la guatrieme éprouvette.
En arrachant toutes les feuilles de la tige de la premiére éprouvette et en reportant leur
silhouette sur le papier millimatré, on pourra calculer la surface des feuilles et déterminer
le débit d'eau transpirée en g/cm?/h. Plonger un rameau feuillé de méme espéce sans
I'entourer de sac en plastigue en disposant a hauteur des feuilles un ventilateur en
marche, Constater |a baisse plus rapide du niveau d'eau dans |'éprouvette, Calculer le
débit de transpiration. Comparer avec le cas précédent.
Préparer une solution de chlorure de cobalt (attention a ne pas manipuler 8 main nue et a
ne pas ingérer), en dissolvant des cristaux dans de |'eau bouillante {concentration de
I'ordre de 5 g/100 mL).
Lorsque la solution rose est refroidie, imbiber en une feuwille de papier filtre. Laisser
sécher |a feuille sur un radiateur de chauffage central. Lorsque le papier est devenu uni-
formément bleu, découper des carrés de 1 cm de coté. Coller & 'aide du ruban adhésif
ces carrés sur la surface supérieure et inférieure des feuilles d'un rameau fraichement
coupé de telle sorte que les papiers au cobalt n'aient aucun contact avec |'atmosphére
(fig. 36.5A).
Constater que les papiers bleus collés sur la surface inférieure en différents points rede-
viennent progressivement roses en se réhydratant au contact de 'eau transpirée.
Prélever & |'aide de la pince fing un mince lambeau d épiderme de la face inférieure d'une
feuille (sur une feuille de poireau, de bryophyllum ou de marguerite, ce prélévement est
plus aisée). Monter ce lambeau d'épiderme entre lame et lamelle dans une goutte d'eau
et observer au microscope au grossissement 100. Les orifices de transpiration ou
ostioles plus ou moins ouverts apparaissent entourés de structures en forme de grains
de café : les stomates (fig. 36.58).

I'r ﬁ

| Cellule épidermigue inférleure
de feullle de poireau
Celiule stomaticue
II II

!

Adhasif Stamate fermi

o Papier au coball

- Detiole ouvert

(A) (B)
Figure 36.5. Les stomates.

Resultats, observations et interprétation

L'eau ayant circulé dans les vaisseaux conducteurs de séve est éliminée par transpira-
tion, Cette transpiration s'effectue notamment au niveau de la surface inférieure les
feuilles par les stomates et est activée par la ventilation.
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Argent nitrate 0,05 mol/L

(& diluer 5 fois avant utilisation)
Ammaonium-fer (I sulfate dodécahydraté
Ammaonium thiocyanate 0,1 mol /L

(& diluer 10 fois avant utilisation)

Matdriel

Ficle jaugée de 50 cm?

Fiole erlenmeyer de 250 cm?
Pipette jaugde 2 traits de 5 cm”
Pipette jaugée 2 traits de 10 cm?
Foire a pipeter, modéle universel
Eprouvette de 10 cm?

Burette de 25 em? graduée au 1,/10

Expeérience 1.1.4.1.

Reactifs

Ammonium heptamolybdate tétrahydraté
Ammaorium monovanadate

Acide nitrique 65 % pour analyses

Matériel

Tubes & hémolyse

Tubes & essais

Papiersfiltres blancs plissés
Entonneir diamétre 70 mm
Compte-gouttes « Liguipettes =, 2,5 mi

Expérience 1.1.4.2.

Réactifs

Ammoniurm heptamolybdate tétrahydraté
Acide sulfurigue

Sodium sulfite

Hydrogquinone

Di-potassium hydrogénophosphate
Matérigl

Fiole jaugée de 10 cm?

Pipette jaugée 2 traits de 1 em?
Pipette jaugée 2 traits de 2 cm?
Pipette jaugée 2 traits de 5 cm?
Pipette jaugée 2 traits de 10 ecm?
Poire a pipeter, modéle universel
Eprouvette de 10 cm?
Spectrophotométre

Cuves spectro a usage unigue

Expérience 1.1.5.1.
Reéactifs

Acide chlorhydrique pur
Ferrocyanure de potassium

Malérig|
Maortier

Réf. MERCK :
Ré&f. MERCHK :

Ref, MERCHK :

Ré&f. FROLABO
Réf, PROLABD
Réf. PROLABO
Re&f. PROLABO
Réf. PROLABO
Réf. PROLABD
Réf. PROLABO

Page 12
Réf, MERCH -

Réf, MERCHK :
Réf, MERCHK :

111718 1000
103776 0500

1 09900 0001

;01 156 345
: 09024 Q70
- 00 379 827
: 00 379 B3R
08 343 601
: 090156 216
- 01 005 297

1 01180 0250
1 01226 0100
1 00456 1000

Réf. PROLABO @ 05 623 927
Réf. PROLABO : Q0 883 922
Ref. PROLABO @ 08 322 T12
Ré&f. PROLABO : D0 451 075
Ref, PROLABO : 01 146 660

Page 13

Réf. MERCK :
Réf. MERCK :
Ré&f. MERCHK :
Réf. MERCHK :
Réf. MERCK :

Réf. PROLABO :
Réf. PROLABO :

Ref. FROLABO

Ré&f. PROLABO :

Réf. PROLABO
R&f. PROLABO
Réf. PROLABO
Réf. PROLABO
Réf, PROLABO
Réf, PROLABO

Page 16

Réf. MERCHK :
Reéf. MERCHK :

Ref. PROLABO

1 01180 0250
100731 1000
1 06657 0500
1 04610 1000
1 05104 1000

01 156 208
00 379 805
: 00 379 816
00 379 B27
: 00 379 838
108 343 601
- 09015 216
105 525 9086
05 525 917
05 928 908

100318
1 04984

101 447 341



Pilan

sable de Fontainebleau

Compte-gouttes

Pipette de 2 cm?

Poire d'aspiration

Tube a esszais

Dispaositif de filtration sur coton. Entonnair
Tube & hémolyse

Expérience 1.1.5.2.
Réactifs

Sel de Mohr

Acide sulfurique concentré
Permanganate de potassium
Thiocyanate d'ammonium
Alcool

Acétone

Matériel

Tube & essais

Pipette graduée de 5 cm?

Pipette praduée de 10 cm?

Poire d'aspiration

Flacon avec distributeur de 10 cm?®

Fiole erlenmeyer de 250 cm?
Pipette & sang de 1 cm?
Bair-marie

Fiole jaugée de 50 cm?
Statif

Pince

Moix de serrage

Expérience 1.1.6.1.

Matérigl

FPapier pH, gamme 1 a 10

Agitateur de verre (diamétre : 2 mm,
longueur ; 15 cmy)

Plague a godets

Expérience 1.1.6.2.

Réactifs
Hydroxyde de sodium 1 mol/L

Phosphate monopotassique
Hydroxyde de sodwm 1 mol/L

Matériel

PH-métre

Burette

Pipette de 20 cm?
Foire d'aspiration
Agitateur magnétique

Ref. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Ré&f. PROLABO :
Ref. PROLABO :
Ref. PROLABO :
: 00 BB 922
00 451 075
Re&f. PROLABO :

Réf. PROLABO
Réf. PROLABO

Page 17

01 457 106
27 460 364
01 146 751
00 489 065
08 343 601

05 623 927

Réf, MERCHK @ 1 03792
Ref. MERCH : 1 00731
Réf, MERCK : 1 DS080
Réf. MERCHK @ 1 01212
Ref. MERCHK : 1 00983
Ref. MERCHK : 1 00014

Ref. PROLAEBO
Réf. PROLABO
Ref. PROLABO
Réf. PROLABO

Ref. PROLABO :
et 03 113 660
Réf. PROLABO :
Ré&f. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf. PROLABO :
» 08 531 122
08301071
: 08 540 511

Re&f. PROLABO
Réf. PROLABO
Réf. PROLABO

Fage 21

Ref. PROLABO :

R&f. PROLABO .
Réf, PROLABO

Page 22

: 0D 883 922
: 00 469 145
- 00 469 203
08 343 801

01111 306

09 024 070
09 810 726
08 876 010
01 156 345

1 09526 0001

50 500 096
01 515120

Ré&f. MERCHK @ 1 099586

(dilug 1,/20)

Ref. MERCHK : 1 04873
Ref. MERCHK © 1 09956

Ré&f. PROLABO :
Ref. PROLABOD :
Réf. PROLABO :
Rél. PROLABO :
Réf. PROLABO :

D6 240 431
01 005 297
00 469 293
08 343 601
08 933 017



Barreau aimanté
Fiole a vide
Trompe & vide

Expérience 1.2.1.

Matériel biologigue
Glucose

Fructose
Saccharose
Arabinose

Amidon

Gomme arabique

Réactifs

Liqueur de Fehling :

« Solution culvrigue (A)
= CuS0,-5H,0 pur
= Acide sulfurigue pur
— Eau distillée

* Solution tartro-sodique (B) @

- Sel de Seignette
= Lessive de soude pure
— Eau distillée
Réactif de Molisch @
— Naphtol-1
— Ethanaol
Réactif de Sélivanoff ;
— Résorcingl pur
= Acide chlorhydrique pur
= Eau distillée
Réactif de Bial :
— Acide chlarhydrique pur
= Orcinol pur
= Perchlorure de fer
Lugol
— lade
= lodure de potassium
Eau distillée

Matédriel

Tube a essais

Bec Bunsen

Pince en bois
Eprouvette de 10 cm?
Pipette de 2 cm?
Fipette compte-gouttes
Poire d'aspiration

Expérience 1.2.2.

Matériel biologique
Solution d'invertase
Phosphate monopotassique

Réf. PROLABO @ OB 436 203
Réf. PROLABO : 09 032 478
Reéf. PROLABO : 00 381 135

Page 26

Réf. MERCK : 1 04074
Ref. MERCK : 1 04007
Ref. MERCHK : 1 O768T
Réf. MERCHK : 1 01494
Ref. MERCHK : 1 11684
Ref. MERCHK : 1 04228

Ré&f. MERCHK @ 1 02787
Réf. MERCHK : 1 00713
Réf. MERCK @ 1 16754 2010

Ref. MERCH @ 1 OBOBY
Ref. MERCHK : 1 05589
Réf. MERCK @ 1 16754 9010

Réf. MERCHK : 1 06223
Ref. MERCHK : 1 00971

Ref. MERCHK : 1 07593
Réf. MERCHK @ 1 00318
Réf. MERCK : 1 16754 9010

Ref. MERCHK @ 1 D0O318
Réf. MERCK : 8 20933
REF. MERCHK @ 1 03943

Ref. MERCHK @ 1 D4761
Réf, MERCHK © 1 05043
Raf. MERCK @ 1 16754 9010

Ré&f, PROLABO @ 00 883 922
Ref. PROLABO : 02 497 373
R&f, PROLABO @ 01 788 907
Réf. PROLABO @ 09 015 411
R&f. PROLABO : 00 469 065
R&f. PROLABO : 01 146 751
Ré&f. PROLABO : 08 343 601

Page 31

Ref. MERCH : 1 O7GB6
Réf. MERCHK ; 1 D4873



Reéactifs
Glucose a5 g/L
Fructose a 5 g/L
Saccharose
Tampon pH 4.7
- Acétate de sodium
— Acide acétique pur
Liqueur de Fehling
* Solution cuivrique (A) :
= Cus0,-5H,0 pur
= Acide sulfurique pur
— Eau distillée
= Solution tartro-zodigue (B)
— Sel de Seignette
— Lessive de soude pure
- Eau distillée

* Solution de ferrocyanure de potassium ;

— Ferrocyanure de polassium pur
- Eau distillée

Acide trichloracétique a 60 g/L

Matériel

Burette de 25 cm?® graduée au 1,10

Fiole erlenmeyer de 100 cm?

Ficle erlenmeyer de 2580 cm?

Fince en bois

Bec Bunsen

Piarre ponce

Pipette jaugée de 10 cm?

Pipette jaugée de 5 cm?

Poire d'aspiration

Eprouvette de 10 cm?

Bain thermostaté

Statif

Fince

Noix de serrage

Expérience 1.2.3.
Matériel bioiogigue
Fapier filtre plat
Réactifs
Reactif cupre-alcalin de Bertrand ;
* Solution cuivrique (A) :
= Cus0-5H,0 pur
— Acide sulfurique pur
- Eau distillée
# Solution tartro-sodique (B)
— Sel de Seignette
- Lessive de soude pure
— Eau distillée

Ref. MERCHK : 1 04074
Réf. MERCK @ 1 04007
Ref, MERCK : 1 07687

Réf. MERCHK @ 1 OBZ68
Ref. MERCHK : 1 QQ0E&3

Ref, MERCK : 1 02787
REF. MERCK : 1 Q0713

Ref. MERCK : 1 16754 9010

Ref. MERCH @ 1 080BY
Réf. MERCK : 1 05589

Réf. MERCK :

1 16754 9010

Ref. MERCK : 1 04984

Ref. MERCK : 1 16754 9010
1 00807

Ré&f. MERCK :

Ré&f, PROLABO

Ref. PROLABO .
Ref, PROLABO :
Ré&f. PROLABO :
02 497 373
. 26 394 290
: 00 379 838
00 379 B27
REf. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Ré&f. PROLABO :
Ref. PROLABO :

Ref. PROLABO
Ref, PROLABOD
Réf. PROLABO
Reéf. PROLABO

Fage 35

Réf. PROLABO :

: 01 005 297

09 024 046
09 024 0485
01 788 907

08 343 601
09 015 216
02 259 006
08 531 122
08 301 071
05 540 511

01 764 712

Ref. MERCK : 1 02787
Ref. MERCHK : 1 00713

Aef. MERCHK : 1 16754 9010

Ref. MERCK : 1 OBO&T
Ré&f. MERCHK : 1 05589

REf. MERCHK : 1 16754 9010
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Fiole jaugée de 100 cm?
Balance de précision {1,/10)
Chronométre

Expérience .2.5.2,
Matériel biologique
Invertase 300 U/mg
Saccharose

Réactifs

Tampon pH 4.7 :

- Acétate de sodium
= Acide acétigue pur
Acide trichloraceétigue

M at drie!

Fiole erlenmeyer de 250 cm”
Pipetle jaugée de 10 cm”
Pipette jaugée de 5 cm?
Poire d'aspiration

Eprouvette de 10 cm?

Bain thermostaté

atatif

Pince

Moix de serrage

Expérience 1.2.6.1.
Réactifs

Lugal ;

- lode

- lodure de potassium
= Eau distillée

Maténiel

Microscope

Erlenmeyer de 100 cm?
Pince en bois

Bec Bunsen

Expdrience I.2.6.2.

Matériel biologigue

Amidon

Reéactifs

Glucose a 20 g/L

Lugal :

- lode

- lodure de potassium

= Eau distillée

Liqueur de Fehling :

» Solution cuivrigue (A)
= CusS0;-5H,0 pur
— Acide sulfurique pur
- Eau distillée

R&f. PROLABOD : 01 156 403

Hef, PROLABO © 12 523 031
Réf. PROLABO @ 08 159 240

Page 45

Ref. MERCHK : 1 O7686
Réf. MERCK @ 1 07687

Ré&f. MERCHK © 1 06268
Réf. MERCK : 1 00063
Ref. MERCHK : 1 00807

Ref. PROLABO : 09 024 070
Ref. PROLABO : DD 379 838
Ref. PROLABO : 00D 379 827
R&f. PROLABO : 08 343 601
Réf. PROLABO : 09 015 216
R&T. PROLABO : 02 259 006
Ref. PROLABO : 08 531 122
Ré&f. PROLABO : OB 301 071
Réf. PROLABO : Q8 540 511

Page 49

R&f. MERCHK : 1 04761
Ref. MERCHK : 1 05043
Réf. MERCHK : 1 16754 9010

Réf. PROLABO - 13 624 072
Ré&f. PROLABO @ 09 024 046
Ref. PROLABO : 01 788 207
Réf. PROLABO : 02 497 373

Fage 50
Ref. MERCK : 1 11684

Ref. MERCHK : 1 04074

Réf. MERCK : 1 04761
Ref. MERCHK : 1 05043
Ref. MERCK : 1 16754 9010

Réf. MERCK : 1 D2787
Réf. MERCK : 1 00713
R&f, MERCHK : 1 16754 9010



¢ Solution tartro-sodique (B @
- Sel de Seignette
- Lessive de soude pure
— Eau distillée

Matérial

Becher de 400 cm®

Boudin de dialyse de 1,5 cm de diamétre
Billes de verre

Compte-gouttes

Tube a essais

Pince en bols

Bec Bunsen

Eprouvettie de 10 em?

Expérience 1.2.6.3.

Maténel biologigue
Amidon

Reéactifs
Acide chlorhydrique

Lugol :

- lode

= [odure de potassium

— Eau distillée

Ligueur de Fehling :

* Solution cuivrique (A) :
— CuS0,-5H,0 pur
= Acide sulfurique pur
— Eau distiliée

« Solution tartro-sodigue (B)
- 52| de Seignette
— Lessive de soude pure
- Eau distillée

Matérigl

Fiole erlenmeyer de 150 cm?
Eprouvette de 100 cm?
Pipette graduée de 5 cm?
Poire d'aspiration

Tube g essais

Fortoir tubes a essais
Bain-rnarie

Pipette graduée de 2 cm?
Compte-gouttes
Eprouvetie de 10 cm?
Chronométre

Expérience 1.2.6.4.

Maleriel biologique
— Amidon soluble

Réf. MERCK : 1 0BO&7T
Réf. MERCK : 1 05589
Ré&f. MERCHK : 1 16754 9010

Réf. PROLABO : 09 070 535
Réf. MERCK : PL 24003

Réf. PROLABD : OO 680 008
Ré&f. PROLABO : Q0 373 144
Ref. PROLABO : 00 B83 922
Ref. PROLABO : 01 788 907
Ref. PROLABO @ 02 497 373
Réf, PROLABO . 09 015 216

Fage 51

Ré&f, MERCK : 1 11684
ou 101252

Réf, MERCK : 1 02057
ou 1 00318

Réf, MERCK : 1 04761
Réf. MERCHK : 1 05043
Rél. MERCK : 1 16754 9010

Réf. MERCHK : 1 02787
Réf, MERCK : 1 00713
Ré&f. MERCK @ 1 16754 9010

Ref, MERCHK : 1 OBOET
Réf. MERCK : 1 05589
Réf. MERCHK : 1 16754 9010

Ref. PROLABO : 09 024 046
Re&f. PROLABO : 09 024 046
Ré&f, PROLABO : 00 469 145
Ref. PROLABO : 08 343 601
Réf. PROLABO : 00 BB3 922
Réf. PROLABO : 05 644 133
Réf. PROLABO @ 08 876 010
R&l. PROLABOD : 00 469 065
Réf. PROLABO @ 00 373 144
Ref. PROLABO : 09 015 216
R&f. PROLABO @ 08 159 240

Page 53

Réf. MERCHK, : 1 01252
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Expérience 1.2.6.5,

Réactifs
Lugol (solution indo-iodurée) :
- |ode

— lodure de potassium
- Eau distillée

Matériel
Microscope
Lames

Lamelles

Scalpel

Aiguille lancéolae

Expérience .2.7.
Réactifs
Glycérine anhydre
Ethanol

Matérigl
Microscope
Lames

Lamelles

Aiguille lancéolée

Expérience 1.3.1.
Matérie! biologigue
Pancréstine
S&rum-albumine
MNaC|

Réactifs

Tampon phosphate :

= HHEPI34

- Soude a1 mol/L

Eau distillée

Glycine a 5 g/L

Proline

Minhydrine a 5 g/L
Ethanol

Tyrosing

Tryptophane a 5 g/L
Réactif de Millon :

— Mercure

- Acide nitrigue concentré
- Eau distillée

Acide sulfurique concentré
Réactif glyoxylique :

= Chloral hwdraté pur cristallisé
- Eau distillee

— Carbonate de calcium pur
KOH

Maphtol-1 a8 1 g/L

Uree a 50 g/L

Page 55

Ref. MERCHK : 1 04761
Réf. MERCK : 1 05043
Réf. MERCHK : 1 16754 9010

Réf. PROLABO :
Ref. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Ref. FROLABO :

Page 60

13694 072
05 632 298
05 642 604
05 780 452
05 619 934

Reéf. MERCK - 1 12011
Réf. MERCK : 1 00971

Réf. PROLABD :

Réf. PROLABD

Page 64

13694 072

: 05 632 298
Ref. PROLABO :
Ref. PROLABO :

05 642 604
05 819 934

Ref. MERCHK @ 1 07130
Ref. MERCK @ 1 12018
Ref. MERCK : 1 0604

Réf. MERCK @ 1 04873
Ref. MERCK @ 1 02137
Réf. MERCK @ 1 16754 9010
Réf. MERCK @ 8 16013
Ref. MERCK : 1 07434
Ref. MERCK @ 1 DBTE2
Réf. MERCK : 1 00971
Réf. MERCK @ 1 OB371
Ref. MERCK @ 1 0B374

Réf. MERCH @ 1 04401
Réf. MERCK : 1 01518
Réf. MERCK @ 1 16754 2010
Ref. MERCHK : 1 00731

Ré&f. MERCK @ 1 02425
Reéf. MERCK : 1 16754 5010
Réf. MERCK : 1 D2069
Réf. MERCH : 1 05032
Reéf, MERCK @ 1 06223
Réf. MERCHK : 1 0B486



Solution d'hypobromite :
- Brome
- MaOH a 5 g/L

Matériel

Bain themostaté
Portoir tubes a essais
Tube & essais

Fiole erlenmeyer de 100 cm?
Pipette de 5 cm?
Pipette de 2 em?
Pipette de 1 em?
Compte-gouttes
Eprouvette de 10 cm?
Becher de 250 cm?
Poire d"aspiration

Expérience 1.3.2.

Réactifs

Lessive de soude

Solution de sulfate de culvre & 10 g/L :
= CUS0-5H E.CI' pur

= Acide sulfurigue pur

Acide acétigue dilué au 1,10

Acide nitrique concentre

Aclde trichloracétique & 300 g/L
Réactif de Tanret :

- lodure de potassium pur cristallisé
= Chlorure mercurigue pur

— Acide acétigue cristallisable

- Eau distillée

Sulfate de magneésium cristallisé
Sulfate d'ammonium cristallisé
Ethanol 25 vol.

Matériel
Tube & essais
Pipette de 1 cm?

Tubes & essais

Pipette de 1 cm?

Pipette de 2 cm?

Pipette de 5 cm?

Poire d'aspiration

Eprouvette de 10 cm?

Compte-gouttes

Dispositif de filtration : pelit entonnoir de verre
Filtre plissé

Expérience 1.3.3.
Réactifs

Réactif de Gornall :

- Sulfate de cuivre-5 H,O

Réf. MERCK : 1 01948
Réf. MERCHK : 1 09137

Réf. PROLABD :
Ref. PROLABO :
Ref. PROLABO :
R&F. PROLABO :
Ref. PROLABO :
Ref. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Ref. PROLABOD :
Ref. PROLABO :
Réf. FPROLABO :
Ref. PROLABO :

Fage 67

02 259 006
05 644 133
00 BB3 922
09 024 046
00 3758 827
00 379 B16
00 379 805
01 146 751
09 015 216
09 070 488
01 884 922

Réf. MERCK : 1 05589

Ref. MERCHK : 1 02787
Réf. MERCK : 1 00731
Réf. MERCK : 1 00063
Ref. MERCHK @ 1 01518
Réef. MERCHK : 1 00807

Réf. MERCHK : 1 05043
Réf. MERCK @ 1 04417
R&f. MERCHK @ B 18755
REF. MERCHK : 1 16754 9010
Réf. MERCK @ 1 06067
Ref. MERCHK @ 1 01216
Réf. MERCK : 1 00971

Ref. PROLABOD
Réf. PROLABOD

: 00 BB3922
: 00 469 010

ou 00 379 205

Réf. PROLABO
R&f. PROLABO
Réf. FROLABD
Réf. PROLABO
R&f. PROLABO
Réf. PROLABO

Réf. PROLABO :
Ref. PROLABO :

Réf, PROLABD
Page 70

: 00 B83 922
- 00 379 B80S
;00 378 816
: 00 379 B27
0B 343 601
- 09 015 216
01 146 751
00 451 075
08 322712

Réf. MERCK : 1 02787



- Tartrate double de sodium

et de potassium (sel de Seignette)
- Soude (pastilles)

- lodure de potassium

- Eau distillée

Eau physiclogique & 9 g de MalCl/L
Sérum-albumine & 5 g/L

Matériel

Tube & essais

Pipette graduée de 1 cm?

Plpette jaugée de 1 cm?

Pipette graduée de 5 cm?®

Foire d'aspiration

Fiole jaugée de 250 cm?
Spectrophotométre

Expérience 1.3.4.

Meactifs

Acide sulfurigue concentré

Sulfate de potassium

Catalyseur de mingralisation Prolabo
Acide suifurique titré a 0,05 mal /L
Lessive de soude

Acide borique & 40 g/L

Réactif de Tashiro :

— Rouge de méthyle a 0.5 g/L

= Ethanol a 95 val.

— Bleu de méthyléne a 1 g/L
Matériel

Apparail & distiller de Kjeldahl

Rampe de mindralisation

Matras de minéralisation de 100 cm?
Pipette de 5 cm?

Poire d'aspiration

Eprouvette de 20 cm?

Billes de verre

Eprouvette de 100 cm?®

Burette da 25 em? gradude au 1/ 10
Fince en bois

Expérience 1.3.5.

Réactifs

Solution tampaon phosphate pH 6,1 :
= Na,HFO, anhydre

- KH,PO, anhydre

Melange témoin d'acides aminés ;
- Acide aspartique

— Glycine a 2 g/L

— Lysing a2 g/L

Réf. MERCHK :
Ref. MERCK :
R&f. MERCHK. :
Réf. MERCHK :

Réf. MERCK

1 QBO87Y
1 06469
105043

1 16754 2010
1 06400
Réf. MERCH :

112018

Réf.
Ré&f,
Réf.
Réf,
Réf.
Réf.
Réf.

FPROLABO :
PROLABO :
: 00 379 BOS
: 00 489 145
: 08 343 601
PROLABO :
05 525 906

PROLABO
PROLABG
FROLAEOD

PROLABO

00 BE3 922
00 469 010

01 156 471

et 0b 525 917

Page 72

R&f.
Réf.
Ré&f.
Réf.
Ré&f.
Réf.

Réf.
Réf,
Ref.

Ref.

Ré&f.
Ré&f,
Ref.
Réf.
Réf.
Réf,
Réf,
Réf,
Réf,

MERCHK : 1 00731
MERCHK : 1 05153

PROLABO :
MERCHK :
MERCHK :
MERCHK :

MERCH. :
MERCHK .
MERCHK :

FROLABC :

22 550 293

1 09074
1 05589
1 00160

1 06076
100271
1 06045

03 044 205

ou 03 042 208
ou 09 243 271

PROLABO :
PROLABO -
FROLABO :
PROLABO :
FROLABO :
FROLABO :
FROLABO :
PROLABO :
FROLABO :

FPage 76

06 345 307
03 095 438
00 379 827
08 343 801
09015 285
00 680 008
09015 411
01 005 297
01 788 207

Réf. MERCK :
Ref, MERCK :

Réf, MERCK :
Ref. MERCH :
Hef. MERCHK :

1 06586
104873

100126
816013
1 05700
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Cholestérol

Lécithine

Réactifs

Premier solvant

— Trichloro 1.1.1. éthane

= Mé&thanol

— Eau distillée

Deuxiéme solvant

- Ether de pétrole {benzine de pétrole)
= Ether

= Acide acétique

Solutions témaoins

= Trichloro 1.1.1. éthane

= Meéthanol

Solution de ninhydrine a 2 g/L
dans e butanol

Matérigl

Cuve pour chromatographie
Chromatoplaque {CCM)
Fipette capillaine
Thermoventilateur

Cuve & iode (cuve pour chromatographie)

Expériance 1.4.2.

Matériel biologique

Acide oléique

Butanal

Ethanaol

Héactifs

Potasse alcooligue :

- KOH pure en pastilles

= Ethanal pur

Solution de phénolphtaléine ;
— Phénoclphtaléine

= Ethanol a 95 vol.

= Arcide acétigue

Acide chlorhydrique & 1 mol/L dilug au 1/5
Solvant isobutanoi-&thanol

Réactif de Wijs

lodure de polassium
Thiosulfate de sodism
Tétrachlorure de carbone
Trichloro 1.1.1. &thane
faterial

Fiole erlenmeyer de 150 cm?
Pipette de 10 em?

Foire d aspiration
Burethe
Tube i hémolyse

RET,
Réf,

Ref.
Ré&f,
Ref.
REf.
Réf,
Ré&f.

Ré&f,
Réf.

Ré&f,

MERCHK

:103672

PROLABO : 24 966 180

MERCK :
MERCHK :
MERCH :

MERCH :
MERCH :

MERCHK

MERCHK .
MERCH :

1 08749
1 06009
116754 9010

101775
100921
» 1 000E3

108749
1 0009

PROLABO : 30 260 226

Réf. PROLABO ; 14 730 006
Ref. PROLABO @ 32 222 606
Ref. PROLABO : 09 804 207
Ref. PROLABO : 03 652 024
Réf. PROLABO : 14 730 006

Page 101

Ref.
ReEf.
Ref.

Réf.
Ref.

Ref.
Fiéf.
Ref.,
Ré&f.
Reéf.

Réf,
Réf.
Ret,
Réf.
R,

Réf.
Reaf.

MERCH :

MERCHK

MERCHK :
MERCH :

MERCH :

MERCK

MERCHK
MERCK

100471

1101990
MERCHK :

100871

1 05032
100971

107233

1100971
MERCHK :

1 00063
1 09057
;1 0924

et 1 00971

MERCK
MERCH
MERCHK
MERCH
MERCHK

109163
+ 1 05043
C1 D9850
r1 0208

r1 08749

PROLABO : 09 024 D46
PROLABO : 00 4869 203

ou 00 379 838

Réf. PROLABO : 08 343 601
Ref. PROLABO @ 01 005 297
Réf. PROLABO : 05 623 927



Fiole de 200 cm?
Pipette de 20 cm?
Eprouvette de 20 cm?
Eprouvette de 100 em?
Balance de précision
Fipette compte-gouttes

Expérience [4.3.
Réactifs

Rouge Soudan (1
Alcool a 10 %

Matériel
Microscope
Lames

Lamelles

scalpel

Alguille lancéolée

Expérience L5.1.
Réactifs
Solution 5TE ;
- Saccharose
- EDTA
= Tris-HCI :

~ Trig

- HCl a 1 mol/L
Tampon TE :
— Tampon Tris
= EDOTA
— HCl & 1 mol/L
Solution de SDS :
= Dodécylsulfate, sel de sodium
Solution de NaClO, .
- WaClO,, H,0
Irichioro-1.1.1. ethane
Alcodol Isoamylique
Ethangl 25 vol.

Matérial

Broyeur de Potter de Thomas de 30 cm?
Becher de 250 cm?

Ciszaux de dissection gros modile
Petits agitateurs

Pipette graduée de 5 cm?

Pipette graduée de 2 cm?

Pipette gradude de 10 cm?

Poire d"aspiration

Eprouvette de 20 cm?
Eprouvettede 50 cm3

Eprouvette de 100 ¢cm?
Centrifugeuse refrigérée

Papler Joseph

kef. PROLABO
Réf. PROLABO
Ref. PROLABO
Réf. PROLABO
Ref. FROLABO
Réf. PROLABO

Page 106

R&l. PROLABO

(01 156 458
00 489 293
0o 015 295
08015 411
112 523031
(01 148 751

» 34 060 187

Ref. MERCHK : 1 00971

Ref. PROLABO
REF. PROLABO
Réf. PROLABO
REf. PROLABO
Ref. PROLABO

Page 110

13 ead oy
05 632 258
(05 642 604
05 7RO 452
- 05 619 934

Réf. MERCK : 1 O7GE7
Ré&f. MERCHK @ 1 12029

Ref. MERCHK : 1 08382
REf. MERCHK : 1 09057

Ref. MERCK : 1 08382
Réf. MERCK : 1 12029
Réf. MERCK : 1 09057

Réf. MERCK @ 1 12912

Réf. MERCHK @ 1 06564
Réf. MERCK : 1 08749
Ref. MERCK : 1 00978
Réf. MERCK : 1 00971

Réf, PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf. PROLABD :
Réf. PROLABO :
Réf, PROLABO :
Reéf. PROLABO :
Ré&f. PROLABO :
REf. PROLABO :
Réf. PROLABO
Ref. PROLABO :
Ref. PROLABO :

Ref. PROLABO
Ref. PROLABD

01 029 302
09 070 488
05 671 147
08 509 193
00 469 145
00 469 065
00 469 203
08 343 601
09 015 295
09 015 353
09 015 411
115 008 152
01 Te8 V48



Dessiccateur
Congélateur
Bain thermostaté & 60 *C

Expérience I.5.2.

Réactifs
Tampon TE ;

— Tampon Tris

- EDTA

= HCl & 1 mol/L

Maténel

spectrophotométre UV double faisceau
aved enregistreur

Cuves spectrophotométrigues UV
(quartz ou plastique transparent aux UV)

Expérience 1.6.1.
Reactifs
Ligueur de Fehling :
* Solution cuivrique (A} :
— CusS0,-5H,0 pur
- Acide sulfurique pur
= Eau distillée
* Splution tartro-sodigue (B) :
- Tartrate double de potassium et de sodium
{sel de Seignette)
- Lessive de soude pure
- Eau distillée
Solution de 2-6 dichlorophénolindophénol :
- 28 dichlorophénolindophénaol
— Eau distillés
Tampon phosphate pH 6.8 .
- KH,PO,
— HCI 1 mol/L
Matériel *
Dispositif de filtration sur filtre plissé :
— Entonnair
= Filtres plissés
Pipette graduée de 2 cm?”
Pipette graduée de 5 cm?
Paire d'aspiration
Tube a essais
Pince en bois
Fipette comptegouttes
Eprouvette de 10 em?

Expérience 1.6.2.

Rdactifs

Solution de 246 dichlorophénolindophénol :
- 2-6 dichlorophénolindophanol

- Eau distillée

Réf. PROLABO : O0 646 307
Re&f. PROLABOD : 73 710 703
Réef. PROLABO : 02 259 006

Fage 113

Ref. MERCK : 1 08382
Réf. MERCHK : 1 12029
Réf. MERCK : 1 09057

Réf. PROLABO : 05 B02 906
et 05 525 917
Ref. PROLABO : 05 BD2 106
ou 05 928 208

Page 116

Réf. MERCHK :
Ref. MERCHK :
Ref. MERCK :

Ré&f, MERCHK
Reéf. MERCH :
Réf. MERCK :

Ref. MERCK :
Réf. MERCHK :

Réf. MERCHK :
Réf. MERCHK :

Ref. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf. PROLABO :

Réf. PROLAEBO

Ref. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Ref. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf. FPROLABO :

Fage 118

Reéf. MERCH :
Ref. MERCHK :

102787
100713
116754 9010

1 0B08T
1 05589
116754 9010

103028
1 16754 9010

104873
1 02057

00 451 OF5
08 322 712
00 469 065
;00 469 145
08 343 6l
00 883 922
01 788 907
01 146 751
09 015 216

L 03028
116734 9010



- KH,PO,
— HCI 1 mol,/L
Solution d'acide ascorbique pur

Selution d'acide métaphosphorique & 20 g/L :

= Acide metaphosphorique

~ Eau distillée

Matérial

Dispasitif de filtration sur filkre plisss ;
— Entonnoir

— Filtres plissés

Burette de 25 cm?

Fiole erlenmeyer de 150 cm?

Pipette jaugée de 5 cm?

Foire d"aspiration

Expérience I.7.1.

Réactifs

Solvant de chromatographie :
= Dichlorométhane

- Méthanol

Carbonate de calcium
Acétone

Matérigl

Dispositif de filtration sur filtre plissé
- Entonnoir

— Filtres plissés

Eprouvette de 20 cm?

Fiole erlenmeyer de 100 cm?
Cuve & chromatographie
Papier Whatman n® 1

Mortier

Filan

Fipette capillaire
Thermoventilateur

Expérience L.7.2.

Faactifs

Solvant de chromatographie ;
— Dichlorométhane

— Méthanol

Carbonate de calcium
Acétone

Matériel

Dispositif de filtration sur filtre plissé :
- Entonnoir

— Filtras plissés

Eprouvette de 20 cm?

Maortier

Fllan

Ficle erlenmeyer de 100 cm?

Colonne de chromatographie

Ref. MERCK :
Ref. MERCHK :
Ref. MERCHK :

Ref. MERCK :

Réf. MERCK : 1 16754 9010

Réf. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf, PROLABO :
Réf. PROLABO :

R&f. PROLABOD
Réf. PROLABO

Fage 122

Ref. MERCHK :
Ref. MERCK :
Ref. MERCHK :
Réf, MERCHK :

Réf. PROLABO :
Réf. PROLABOD .

Réef. PROLABO
Réf. PROLABO

Ref. PROLABO :

Réf. PROLABOC
Rkef. PROLABO
R&f. PROLABD

Ref. PROLABO :
REF. PROLABOD :

Page 124

Réf, MERCHK :
Réf. MERCH :
Retf, MERCK :
Réf, MERCHK :

Ref, PROLABD
Réf. PROLABO

Ref. PROLABO -
Rél, PROLABO
Héf. PROLABOD :
Fef. PROLABC .
R&f, PROLABD

104873
1 09057
100127

1 00546

00 451 075
08 322 712
01 005 297
09 024 046
00 379 827
. 08 343 601

1 06050
1 DB009
1 02069
100014

00 451 075
08 322 712
: 09 015 2085
109 024 046
14 730 006
» 06 091 936
101 447 341
: 01 457 106
02 804 207
03 652 024

1 06050
1 0009
1 02069
1 00014

» 00 451 075
OB 322 712
08 015 295
01 447 341
01 457 106
03 024 046
33 36 608



Suspension d'aluming pour chromatographie,

granulométrie 63-200 um Ré&f. MERCHK : 1 010097 100
Portoir de tubes & essais Ref. PROLABO @ O5 644 133
Spectrophotomeétre visible bifaisceau

avec enregistreur, & défaut

un spectrophotométre monofaisceau Réf, PROLABO : 05 525 906
ou 05 525 917

Cuves spectrophotometrigues en verre R&f, PROLABO : 05 BDZ 106

Partie Il

Expérience I11.8.2. Page 130

Matériel biologique et réactifs
Solution tampon phosphate pH 7.1

- KH, PO, Réf. MERCHK : 1 04873

— Solution NaOH 1 mol/L Réf. MERCK : 1 09137

— Eau distillee Réf. MERCK : 1 16754 9010
Solution tamponnée de substrat {pH 7.1 :

= Amidon soluble Hef. MERCK © 1 01252

- Solution tampon phosphate pH 7,1 © KH;PO, Ref. MERCHK @ 1 04873

- MaCl Ref. MERCHK @ 1 0604
Solution tamponnée de pancréatine {pH 7.1) :

~ Pancréatine Ref. MERCHK : 1 07130

- Solution tampon phosphate pH 7.1 1 KH, PO, Réf. MERCH, : 1 D487V 3
Solution d'inuling tamponnée 4 pH 7,1 :

= Inuline Retf. MERCK © 1 04738

- Solution tampon phosphate pH 7 @ KHPO, Réf. MERCK ; 1 D4873

- MaCl R&f. MERCH, @ 1 0604

Lugol { solution icdo-ioduree] .

— lode Réf, MERCHK : 1 04761

= lodure de potassium Ref. MERCK : 1 05043

— Eau distillée Réf. MERCHK : 1 16754 9010
Acide chlorhydrique 1 mol/L Ref. MERCHK ; 1 02057
Hydroxyde de sodium 1 mol/L R&f, MERCH ; 1 09956

Ligueur de Fehling :
¢ Solution cuivrique (A} ;

= QuS04-5H20 pur Réf. MERCHK ;1 02787

- Acide suifurigue pur Ré&f, MERCHK : 1 00713

— Eau distillée Réf. MERCH, : 1 16754 9010
¢ Solution tartro-sodigue (B) &

- Sel de Seignette Réf, MERCH ; 1 OBOB7T

- Lessive de soude pure R&f. MERCK : 1 05589

- Eau distillée Ré&f. MERCHK @ 1 16754 9010
Solution tampon citrate-acide chlormhydrigue pH 3 ;
= Acide citrique pur Hef. MERCH : 1 00241
— Zoude 1 mol /L Ré&f. MERCHK - 1 09137
— Eau distilléa Ré&f. MERCHK @ 1 16754 9010
- Acide chlorhydrique 1 mol/L REf, MERCHK : 1 Q9057

Solution tamponnée de substrat (pH 3)
= Amidon soluble Réf, MERCK @ 1 01252



= Solution tampon citrate-acide chlorhydrique pH 3

- Citrate de sodium
- HCI 1 mol/L
= MaCl

Solution tamponnée de pancréating (pH 3) -

- Pancréatine

Solution tampon glycine-soude pH 12 ¢
= Glycing

- Nall

— Eau distilliée

~ Soude 1 mol /L

Solution tamponnée de substrat {pH 12} :

- Amidon soluble

— Solution tampon glycine-soude pH 12 :

- Glycine
— NalOH 1 mol/L
- MaCl

Solution tamponnée de pancréating (pH 12)

= Pancréatine

Materiel

Bain thermostaté
Cristallisair

Portoir de tubes & essais
Tube & es5ais

Pipette jaugée de 5 cm?
Pipette compte-gouttes

Fiole erlenmeyer de 250 em?
Pipette de 2 cm?

Poire d'aspiration
Eprouvette de 10 cm”
Boudin de dialyse

Expériences 11.9.1., 11.9.2., 11.9.3.

Matériel biologigue et réactifs

= Phosphatase alcaline

— Tampan DEA

— Paranitrophénylphosphate disodigue
= Digthanolamine

- MNa,HPO -2H.,0

Matériel

Bain thermostaté

Spectrophotométre visible

Cuve pour spectrophotométre
Tube & essais

Fortoir pour tubes 3 essais
Pipette graduée de 5 cm?
Pipette graduée de 2 cm”
Pipette jaugée de 2 cm*
Pipette jaugée de 1 cm?

Ret.
Réf.
Réf.
Réf,
REf.
Ref.

Réf,
Réf,

Ref.
Ré&f.

Ref.
Réf.

Réf.

Réf.

MERCHK :
MERCHK :
MERCHK :

MERCHK

MERCH :
MERCH :
MERCHK :

MERCHK

MERCH, :
MERCHK :
MERCH :
MERCH :

MERKCHK :

110037
1 09057
1 0604

107130

B 16013

1 0804
116754 2010
1 09137
101252

8 16013

1 09137

1 0604

107130

PROLABO : 02 259 006
Ref. FROLABO : 03 082 582
Réf. PROLABO @ 05 644 133
Ref. PROLABO : DD B83 922
Réf. PROLABO : 00 379 827
Ref. PROLABD : 01 146 751
Ref. PROLABO : 09 024 070
Réf. PROLABO : 00 4659 065

ou 00 379 816

Ref. PROLABO : 08 343 601
REF. PROLABO @ 09 015 216
Ré&f. MERCK @ PL 24 003

FPages 136, 139, 143

Réf.
REL
Réf.
Ref,
RE&T.

Réf,
Ref.

Réf,
Ref.
Réf,
Ré&f,
RéR,
Rét.
Ré&f,

MERCHK

111631

BOEHRINGER : 1 08162

MERCHK

1 06850

FROLABO @ 23 374 291

MERCK

: 1 065EE

PROLABO : 02 255 006
FPROLABO @ O5 525 906

ou 05 525 917

FROLABO : 05 802 106
PROLABO : 00 BB3 992
FROLABO : 05 644 133
FROLABO @ 00 469 145
PROLABO : 00 469 065
FROLABO : 00 379 B16
PROLABO ; OO 379 805



Pipette graduée de 1 cm?
Paoire d'aspiration

Expériance N.10.
Réactifs

MNADH-H

ManD*

Matériel
Spectrophotométre UV

Cuves spéciales UV pour spectrophotométre
Balance de précision {sensible au 1/10 de mg)
Fiole jaugée de 100 cm3

Expérience I1.11.

Réactifs

Coffret de dosage du D-glucose
dans les aliments

Mat ériel

Spectrophotomeétre

Cuves pour spectrophotométre
Fiole jaugée de 10 em?

Fiole jaugée de 100 em?
Pipette de 1 cm?

Micropipette de 0,1 cm?
Pipette graduée de 2 cm?
Poire d"aspiration
Micropipette de 20 plL

Partie 111

Expérience I11.12.2.

Réactifs et milieux

Tube d'eau distillee

Tube de bouillon ordinaire

Matérigl

FPipette Pasteur

Lime & ampoule

Poire d'aspiration adaptable a la pipette Pasteur
Etuve de bactériologie régiée a 37 °C

Expérience 11.12.3.
Réactifs et milieux

Tube d'eau distillée

Gélose tryplicase-soja (GTS)
Matérial

Boite de Pétri

Ose

R&f. PROLABO : 0D 469 010
Ref. PROLABO : 08 343 601

Page 146

Ref. MERCHK : 1 24543
Reéf. MERCK : 1 24542

Réf. PROLABO : 05 525 906

et 05 525 917
Ref. PROLABO : 05 928 908
Réf. PROLABO : 12 523 031
Réf. PROLABO : 01 156 403

Page 150

Ref. BOEHRINGER : 716251

Ref. PROLABO : 05 525 906

et 05 525 917
Réf. PROLABO @ 05 928 908
Ref. PROLABO : 01 156 208
Ref. PROLABO : 01 156 403
Réf. PROLABO : 09 B10 726

ou 00 379 BOS
Aef. PROLABO @ 01 285 055
Réf. PROLABO © 00 489 0E5
REf. PROLABO @ OB 343 601
Ref. PROLABO : 01 285 011

Fage 159

Ref. MERCK : 1 16754 9010
Ref, MERCK @ 1 05443

Ref. PROLABO : 09 085 013
Réf, PROLABO - 01 921 522
Ref. PROLABO : 08 8BB4 911
Ref. PROLABO @ 03 571 092

Page 161

Réf. MERCK @ 1 16754 2010
Ref. MERCHK 1 1 05458

Réf. FROLABO : 03 047 012
ReEf, PROLABO : 01 147 6841



Etuve de bactériologie réglée & 37 °C Réf. PROLABO : 03 571 092

Fipette Pasteur boutonnée Réf. PROLABO : 09 088 503
Expérlance I1l.1.3.1. Page 166
Réactifs
Bleu de méthyléne a 2 % Réf. MERCK : 1 06045
Alcool & 90 val, Ré&f. MERCK : 1 00983
Huile & immersion Réf, MERCHK : 13 814 000
Matérniel
Bac a coloration Raf. PROLABO : OT 156 037
Lames Ref. PROLABD : 05 G632 298
Pipette Pasteur Réf. FROLABOD : 09 085 013
Microscope Ré&f. PROLABD @ 13 694 072
Expérience I11.13.2. Page 169
Matérel biclogique
Bactisubtil Réf. MERCHK : 1 10649
Ose Ref. FPROLABO : 01 147 641
Tube de bouillon ardinaire Réf. MERCK : 1 05443
Réactifs
Bleu de méthyléne a 2 % Raf, MERCHK : 1 06045
floool 3 90 wal. Ref. MERCK : 1 00983
Huile & immersion Raf. MERCK : 13 814 000
Matérigl
Bac a coloration Réf. PROLABD - OF 158 037
Lames Ref. PROLABD : 05 632 298
Pipette Pasteur Ref. PROLABO : 09 085 013
Microscope Raf. PROLABO © 13 694 OF2
Expérience H1.13.3. Page 172
Reactifs
Bleu coton R&f. MERCHK : 1 16316
Glucose Réf. MERCHK 1 04074
M atdriel
Bac a coloration Réf. PROLABD : OF 156 037
Lameas R&f, PROLABO : 05 632 298
Fipette Pasteur R&f. PROLABO - 02 085 013
Ose Ref. PROLABO - 041 147 641
Microscope Ref. PROLABOD : 13 684 072
Expérience HI.14.1. Page 175
Réactifs
Bleu de violet cristallizse Ref. MERCH - 1 09218
Safranine Ref, MERCHK - 1 09217
Aloool &8 90 wal, R&f MERCHE - 14 0983
Lugol { solution iodo-ioduree)

lodie Ré&f. MERCGHK @ 1 04761
- lodura de palassium Ré&F. MERCK : 1 05043
= Eau distillés Ré&f, MERCHK » 1 16754 9010
Huile 3 immearsion Réf. MERCHK : 13 5814 000
M ateriel

Bac & coloration Ref, PROLABD ; OF 158 037



Pince en acier inoxydable a bouts ronds
Lames

Pipette Pasteur

Microscope

Pissette d'eau

Expérience I11.14.2,

Féactifs

Bleu de violet cristallisé
Safranine

Alcool & 90 val.

Lugol (solution iodo-iodurée)
- lode

— lodure de potassium

- Eau distillée

Huile & immersion

Matdriel

Bac a coloration

Lames

Pipette Pasteur

D=

Tube & hémolyse stérile
Microscope

Expérience llI.15.1.
Matériel biologigue
Bactisubtil

Réactifs el milieux

Tube de bouillon erdinaire
Bleu de violet cristallisé
Safranine

Alcool a 90 val.

Lugol {solution iodo-iodurée) :
- lode

— lodure de potassium

~ Eau distillée

Huile & immersion
Matérial

Ose

Bac & coloration

Lames

Pipette Pasteur
Microscope

Etuve réglée a 37 °C

Expérience I1.15.2.
Réactifs et milleux
Gelose trypticase-soja
Matérial

Pipette Pasteur
Ose

Réf. PROLABOD ;
Réf, PROLABOD ;
Réf. PROLABO ;
Réf, PROLABO :
RéEF, PROLABO :

Page 177

Ref. MERCK :
Réf. MERCK :
Réf. MERCK :

Réf, MERCK :
Ref. MERCK :
Réf. MERCK :
Réf, MERCHK ¢

Réf. PROLABO :
Ref. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Réf. PROLABO :
Ref. PROLABO :
Ref. PROLABO @

Page 180
Ré&f. MERCHK :

Ref. MERCHK :
Réf. MERCHK
Raf. MERCHK :
Réf. MERCH :

Ref. MERCHK :
Réef. MERCHK
R&f. MERCHK :
Réf. MERCHK :

Ref. PROLABOD
Réf. PROLABD
Réf. PROLABO
R&tl. PROLABD

Réf, PROLABO :

Ref. PROLABO
Page 181

Réf. MERCHK :

Ref. PROLABO
Ref. PROLABO

01 241 544
05 632 288
09 085 013
13 694 072
06 611 477

109218
108217
100983

104761
105043

1 16754 9010
13 B14 000

07 156 037
05 632 298
09 085 013
01 147 641
05 623 927
13694 072

110643

105443

1109218

109217
1 00283

104761

1 05043

116754 9010
13 814 000

:01 147 641
- 07 158 037
: 05 632 298
: 09 085 013
13 694 072
: 03571092

1 05458

09 085 013
101 147 641
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Pince fine
Aiguille montée

Expérionce IV.21.6.
Matdriel
Microscope

Fince

Aiguille droite
Scalpel

Lames

Lamelles
Compte-gouttes

Expérience IV.21.7.

Réactifs

Gélatine glycérinée

Alcoal a 20"

Alcool absolu

Tolugne

Hypochlarite de sodium ou de potassium
Eau acétique 410 %

Vert d'iode

Carmin aluné

Carmin alung ;

— Carmin n® 40

= Alun de potasse

- Eau distillée

- Acide phénique = phénol
Vert diode :

- Vert d'iode

- Alcool & 60°

— Eau distillée
Carminovert (ou réactif de Mirande) :
= Vert d'iode

— Alcool a 60°

= Carmin aluné @ 1 %

Matériel

MIC roSCOpe
Lames

Lamelles

Aiguille lancéolée
Scalpel

YVerre de montre
Baume du Canada
PMortier

Filon

Expeérience IV.21.8.

Réactifs
Solution de carmin acétigue ;
- Eau distillée

Ref,
Réf.

FROLABO @ 05 766 112
PROLABO : 05 618 923

Page 231

Ref.
Réf.
Ref.
Ref.
R&f.
Réf.
Ref.

FROLAEO : 13694 072
FROLABO : 02 301 071
PROLABO : 05 619 923
PROLABO : DS 780 452
PROLABO : 05 632 298
PROLABO : 05 642 604
PROLABO : 01 146 751

Page 234

Ref,
Ré&f,
Ref,
Réf.
Réf,
Ref.
Réf.,
Ré&f,

Ref.
Ré&f.,
REf.
Ref.

Réf.
Réf.
Hef.

REf.
RET,
Réf.

Ref.
Rét.
Réf.
Raf,
Ré&f,
Réf,
Ref.
Rét,
RET.

MERCK : 1 09242
MERCK : 1 00983
MERCHK : 1 00983
PROLABRO : 28 676 297
MERCHK : 1 05614
MERCHK : 1 DO0SE
PROLABO : 34 1594 134
PROLABO : 35 007 204

PROLABO : 34 038 135
MERCHK : 1 01042
MERCHK : 1 16754 9010
MERCH : 1 00208

PROLABO : 34 194 134
MERCHK : 1 00983
MERCHK : 1 16754 9010

PROLABO : 34 194 134
MERCHK : 1 00983
PROLABO : 35 0O7 204

PROLABO : 13 684 072
PROLABO @ 05 632 298
PROLABO @ 05 642 604
PROLABO © 05 619 234
PROLABO : 05 T8O 452
FROLABO : 09 446 090
PROLABO @ 21 776 183
PROLABO : O1 447 347
FROLABO : 01 457 106

Page 242

Réf,

MERCHK : 1 16754 9010
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Folre d'aspiration
Pipette capillaire
Microscope

Expérience IV.23.2.

Matériel

Tubes de verre de 5 mm de diametre
Lames

Lamelles

Microscope

Pince fine

Pipette

Partie V

Expdrience V.24.1.

Réactifs

Dbservation vitale :

Rouge neutre

Bleu de méthyléne
Observations fixées et colorées :
Vert de méthyle acétique ;

- Vert de méthyle

= Eau distillée

- Acide acétique

Lugol { solution iodo-iodurée) :
- lode

= lodure de potassium

~- Eau distillée

Materiel
Cristallisoir
Tubes & essai
FPipette

Aiguille droite
Aiguille lanceoles
Lames

Larelles

Eau distilles

Experience V.24.2.

Reéactifs
Bleu coton
KOH a 3%

M atériel
Microscope
Lames

Lamelles

Yerre de montre
Cristallisoir

R&f, PROLABO
Réf, PROLABO
Ref. PROLABO

Page 266

Ref. FROLABO :
Réf, PROLABO :

Réf. PROLABD

R&f. PROLABOD :
Ref. PROLABO .

Ré&f, PROLABO

Page 272

108 343 601
» 09 804 907
113694 072

00 531 642
05 632 298
05 642 604
13 694 072
05 766 112
+ 09 085 013

Ré&f. MERCHK @ 1 01378
Réf. MERCHK : 1 06045

H&f. MERCHK : 1 142 78
Réf. MERCK : 1 16754 9010
Ref. MERCK : 1 00063

R&f. MERCHK : 1 04781
Réf. MERCHK : 1 05043
Ref. MERCHK : 1 16754 9010

Ref. PROLABO

Réf. PROLABO :

Ref. FROLABO
Réf. PROLAEO

Ref. PROLABO :

Ré&f. PROLABO

Réf. PROLABO :

: 03082 582
00 883 922
109 085 013
105 619 923
05 619 934
- 05632 298
05 642 604

Ref. MERCK : 1 16754 9010

Page 277

Ré&f. MERCK : 1 16316
Réf. MERCHK : 1 11586

Ref. PROLABO
Réf. PROLABO

Ref. PROLABD

;13 694 072

105 632 298
Ref. PROLABO :
Ré&f. PROLABO :
103082 434

05 642 604
09 446 090
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BIOSCIENCES ET TECHNIQUES

Expériences faciles
et moins faciles
en sciences biologiques

Line experience est un extraordinaire outil pedagogique qui permet de redé-
couvrir ou de confirmer une theorie, et tout particulierement en biologie de
comprendre certains mécanismes naturels.

Mener 4 bon terme une expérience n'est pas toujours chose aisée, Oultre sa
réalisation pratique, elle doit etre complétée par une analyse des résultats,
une interprétation et une conclusion. Lambition des auteurs de cet ouvrage

est o' apporter tous les éléments de la réussite d’'une manipulation, ——

Ce livee 5"adresse 3 tous ceux que la biologie intéresse et plus particulié-
rement aux enseignants sans distinction de niveau, Cefaines expériences

R. Perrier

5t - ; L E. = i FE1
TH 5 rreie Wrp 1y 4 i r ] T 1 1
derrites [reLIrT 1t Bfre menees aussi bien [l N jeune ecolrer gue puar un I. i“ﬂl‘[‘t "-Hn

biodogiste confirme, seules Iinterprétation et les conclusions seront difié-
rentes, L'enseignant pourra a sa guise modifier les procédures expérimen-
tales de fagon a les adapter a ses éléves ou a ses éludiants en fonction du
programme et de la réflexion qu'il compie mener sur tel ou tel sujet. Des

der kemp
K. Zonszain

indications de difficulté de réalisation |'aideront dans cette tache. g

Une description trés précise du matériel et des réactifs, fondée sur 'expe.
rience professionnelle des auteurs, evitera au débutant de tatonner et servira
de base de données & Fexpérimentateur confirmé,

La preoccupation de sécurité esh présente a chaque page de Fouvrage, les
risques éventuels sont signalés pour chaque expérience. Les domaines de la
hiologie abordes sont © la chimie du vivant, la microbiologie, [a biologie ani-
male. |3 |Jin|n:|:.,',ig~ '.'L";.'_élﬂh_' el la |J|1'g. ~'-iu|t|gii= q1r|1'|p|:|r1g~|1'|ﬁ:|'|!.ﬂ|:-:-.
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