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Carmin acetique
Chlorure de fer Il

1. NATURE DU REACTIF :

Le carmin naturel est extrait du corps d’une coilee(Hémiptére parasite) qui se fixe sur une cac-
tée mexicaine. Cet insect€pccus cactivit soudé a son héte, et a I'abri d’'une carappdd’isole
parfaitement des prédateurs. Ce produit rouge gpullent, ne se trouve que dans le corps graisseux
des femelles ... et dans le vitellus des ceufs (Lamjer

Le produit commercialisé est une combinaison daciarminique avec de I'alumine, de la chaux et
des albuminoides. C’est peut-étre le colorant les glonnu des cytologistes, et le plus ancien (on
I'utilisait déja en 1849 — Goppert & Cohn). C’esisai un des plus chers (plus de 12,00 €/g).

2. PREPARATION :

Carmin acétique de Semichon :

Acide acétique cristallisable : 50 ml
Eau bidistillée : 50 ml
Carmin : 4 g

Mélanger en quantités égales l'acide acétiqueatiissble et I'eau bidistillée dans un ballon,
puis saturer de carmin au bain marie bouillantcaetenu du ballon ne doit pas bouillir ! Sur-
veiller en permanence la température et la maingani alentours de 90°.

Laisser refroidir, puis décanter et filtrer.

La coloration est encore plus intense lorsqu’ojoyta de I'acétate ferrique de maniere extempo-
ranée (formule de Belling, modifiée par HorowitzS&ez), ou du chlorure de fer Il (perchlorure
de fer).

L’acide acétique a 45 ou 50 % quasi bouillant|@sblution qui dissout la plus grande quantité
de carmin ; ce dernier tend a précipiter des queheentration change et les préparations réali-
sées avec cette solution concentrée, s’alterent.

Carmin acétique selon Zirkel (1940)

Acide acétique cristallisable : 45 ml
Eau bidistillée : 55 ml
Carmin : 1lg

Faire chauffer sous hotte a ébullition douce dubamtures
Filtrer.

Carmin acétique de Schneider

Acide acétique cristallisable : 45 ml
Eau bidistillée : 100 ml
Carmin : 10 g
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» Dissoudre a saturation du carmin dans de l'acid¢iqaee a 45 %, bouillant, dans un ballon.
Laisser refroidir, puis décanter et filtrer sur jgap

* Le papier filtre est retiré de I'entonnoir, étalplat et mis a sécher.

» Cest ce filtrat qui va étre utilisé.

» Apres séchage, recueillir soigneusement le résdeadmin laissé sur le papier.

« L'utiliser dans la préparation suivante :

résidu de Carmin acétique : 0,5 g
Eau bidistillée : 100 ml
Alun : 50

Mélanger le carmin et I'alun puis dissoudre dasadl chaude et ajouter 2 ou 3 grains de phénol.
Cette solution diluée a 0,5 % colore lentemenle péut étre utilisée comme colorant vital (sur

objet vivant) et donne une coloration nucléaireepwuui ne persiste pas sur des préparations
permanentes.

3. UTILISATION

Par sa double action de fixateur et de colorantalenin acétique de Sémichon est utilisé pour
I'observation des noyaux et le comptage des chromes, qui sont fortement mais finement colo-
rés. L'acétate de fer rend la coloration rougenséenoiratre.

La coloration des noyaux par le carmin acétiqueuest caractéristique du genre Geopora. Cette
coloration est également possible sur des exsiccata

Elle permet aussi de colorer les noyaux des cslldéecertaines especes des genres Collybia, Clito-
cybe, Mycena et Tricholoma (R. Kuhner), et, pluécsiiguement, de mettre en évidence les granu-
lations carminophiles des Lyophylloideae ( réacpoopre a cette sous-famille ) rendant de la sorte
de nombreux services en permettant d’effectuerivautsein de la grande famille que forment les
Tricholomataceae ( séparation des genres Lyophyltephrocybe et Calocybe des autres “ Tri-
cholomoides *).

Chez les lépiotes, la coloration de la paroi sparigst variable (d’'incolore a rouge foncé) et cela
facilite la recherche du pore germinatif.

Il faut savoir que les verrues, granulations, Eamii ornementations amyloides ne se colorent pas
par le carmin.

Une maniere de procédenui a fait ses preuves :

» placer une grosse goutte de réactif sur une lamesde et y placer les coupes (Cepen-
dant, c'est beaucoup plus simple dans un verrea#renou sur une lame porte-objet
creuse (avec cavité d’observation, utilisée p@tudle des organismes vivant dans l'eau :
Rotiferes, Amibes, etc...). Cela limite les dépraeats du liquide !

» chauffer a la flamme durant quelques secondes msxjpremieres bulles

* en méme temps, ajouter une gouttelette d’acetaique
OU agiter le carmin acétique avec une aiguwet acier ou un clou rouillés (ce qui pro-

voque la formation d’acétate de fer)

OU y déposer quelques grains de sulfate d@MeChiaffi) continuer a chauffer douce-
ment jusqu’a la fonte des grains de sulfate de fer

e compenser I'évaporation par un apport de carmiattggar goutte
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» dés que le carmin acétique vire au rouge bleuabieg noiratre, et perd sa transparence,
refroidir avant la formation d’une pellicule de fge (toute I'opération dure de 60 a 90
secondes)

» placer les pieces colorées dans une nouvelle gdattarmin acétique, dissocier et ob-

server.

Granulations carminophiles chez Lyophyllum connatum
(photo Yves Deneyer) et chek. decastegphotos Francoise
Draye).

Dans une préparation réussie :

* Pour la coloration des noyaux :
le protoplasme est faiblement
et uniformément coloré, tandis
gue les noyaux sont vivement
teintés de rouge ou de pourpre
noiratre.

* Pour les granulations carmino-
philes : les basides sont parse-
mées de taches noires plus ou
moins grandes et nombreuses.

F. Draye, 2013 -®
Voici comment procéde Clémencon pour
mettre en évidence la carminophilie positive des
basides !

++ Prélever un fragment de lame (s'il s’agit d’'un
exsiccatum, hydrater d’abord & 'ammoniaque et
tamponner au papier buvard)

++ Mordancer dans une solution de sulfate de
fer a 10 % ou de FeCl3 a température ambiante
durant 5 & 10 minutesle( mordancage est
I'utilisation d’'un mordant c'est-a-dire une subs-
tance qui renforce les colorations et dans cer-

tains cas, les rend possibles; on
n'emploie que des mordants neutres
ou acides). On peut dire qu’un mor-
dant est une substance qui sert
d’'intermédiaire entre le colorant et
la piece a colorer ; il provoque une
combinaison chimique entre 2 corps
qui n‘ont aucune affinité chimique

au départ ; il sensibilise le corps a
colorer en formant avec lui une

combinaison stable. En résumé, il se
forme entre le tissu animal ou végeé-
tal, le mordant et le colorant, une
triple combinaison colorée suffi-

samment stable pour résister aux
décolorants (acides, alcool...)

++ Tamponner le fragment puis le
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plonger dans le carmin acétique et faire bouiljirendre garde de ne pas carboniser le dit frag-
ment : chauffer jusqu’aux premiers bouillonnemeétsindre la flamme, et des que les bouillonne-
ments cessent, recommencer a chauffer ; répég@rition pendant 1 a 2 minutes ; des précipités
noirs se forment dans la solution rouge.
» observer ensuite dans une goutte de chloral hydoatedans le milieu d’Hoyer (voir
fiche technique : conservation des préparationsaseopiques).
* la carminophilie est positive si des granulatiolefmoir a noires, souvent groupées par
2, apparaissent dans les basides.

Voici comment nous procédongour une coloration générale de coupe destinéeraanmtage deé-
finitif : (technique de base apprise daul LEROY)
» placer quelques gouttes de réactif dans un vermneaidre et y placer les coupes
» chauffer a la flamme durant quelques secondes&blsver
» effectuer la régression dans de l'acide chlorhydrig@ 50 % (dans un grand verre de
montre) et surveiller attentivement
* lorsque la coloration donne satisfaction, élimirecide par plusieurs bain d’éthanol (ou
de méthanol ...)
» placer dans le xylene phénolé pour bloquer la s&jpa
* monter sur lame au Baume du Canada

Apres consultation aupres de nombreux mycologliegparait que ces réactions sont difficiles a
obtenir et parfois aléatoires (nous avons tousdmausouffert pour arriver a les réaliser !)

Alain GERAULT :“ Mais quel est le but de ces réactions ?

Pour la sidérophilie on recherche la capacité deaas "tissus" a fixer des ions métalliques, &i |
fer mais c'est possible avec d'autres "ions" migjadls. Cette réaction serait caractéristique de
certains polymeres organiques et dans les champgpeut-étre des glucanes présents dans cer-
taines basides. Le carmin ne sert qu'a mettre émsn évidence les “ atomes ” de fer fixés (ou
mieux des molécules voir des poly-ions)....Le cagnimilieu acétique n'est pas le meilleur réactif
du fer!

La fixation du fer (ou d'autres ions) sur des padyes est tres dépendante de I'état des tissus et il
est bien évident qu'un début de dessiccation petifper la réaction de capture des ions de me-
taux dans les "mailles” de ce polymere...”

4. DANGERS:

Le carmin acétique est un réactif relativement g@uigereux ; il est un peu irritant pour les
voies respiratoires et pour les yeux, par I'acidétigue qu’il contient. Il est préférable d’éviter
tout contact avec les yeux. En cas d’accidentrlemmédiatement et abondamment.

5. CONSERVATION :

Le carmin acétique, quoique assez instable, peebsserver plusieurs mois, jusqu’a deux
ans en principe, a condition de garder le flacam lbermé ; le moyen le plus simple de le tester
est de recommencer I'expérience de coloration agpseen temps (swyophyllum decastegsar
exemple) ! Il semble méme qu’il devienne plus eifie en vieillissant !



