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Bleu de méthylene

1. NATURE DU COLORANT :

Le bleu de méthyléne ou chlorhydrate de tétraméthylthionine, dont dsdest une base
ammonium, est obtenu par I'action de 'oxyde d'atgecette base a été appelée bleu Bor-
rel par LAVERAN. C’est un colorant basique progiess

Il fait partie du groupe des Quinones-imides, secties Thiazines, qui sont des colorants
sulfurés dans lequel deux noyaux benzéniques sustpar un anneau fermé constitué
d’'un atome d’azote, d’'un atome de soufre et derhas de carbone.

Dans ce groupe, on va trouver :thaonone (ou violet de Lauth), le bleu deluidine, le
bleu de méthylene nouvealfqui est dérivé de I'éthyltoluidine, et non dedianéthylani-
line comme son homonyme ; ils sont trés voisinssdaar action !), leviolet de méthy-
leng I'azur de méthyleneet levert de méthyléne(bleu de méthyléne nitre).

ATTENTION a ne pas confondre avec les bleus de yigtfia fuchsine acide (rubine
acide, Magenta S), le vert lumiére (Lichtgriin ot aeide S), le bleu a I'eau, les bleus 1 et
2 de Saint-Denis, le bleu de diphénylamine, le loieton, le bleu de Chine, le bleu naph-
tyle, le bleu d’isamine... qui constituent toute diamnille de colorants bleus acides.

2. PREPARATION :

a/ en solution aqueuséil est trés soluble dans 'eau)

Eau bidistillée : 100 ml
Bleu de méthyléne : 1lg
Sodium Dodécyl Sulfate 19

Mélanger longuement (ou laisser 2 heures sur Bsgitr magnétique) et filtrer.

b/ comme colorant vital(sans SDS)

mélanger 1 cc de la solution de base avec 5 cu dissilliée
- solution a 1/500eme
mélanger 1 cc de la solution de base avec 10 endisstillée
- solution a 1/1.000éme
mélanger 1 cc de la solution de base avec 100ezmdlistillée
- solution a 1/10.000éme

¢/ en solution aqueuse alunée

Eau bidistillée : 100 ml
Bleu de méthyléne : 1lg
Alun de potasse 109

L’alun de potasse est un sulfate double de potasstud’aluminium.
Mélanger longuement (ou laisser 2 heures sur Btgir magnétique) et filtrer.
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3. UTILISATION

C’est le plus important dezolorants basiques.
Un inconvénient : c’est un colorant tres codteux !

Le bleu de méthyléne chimiquement puest peu utilisé en microscopie, sinon pour les-col
rations vitales ou il fournit d’excellents résustatur des tissus nerveux, sur des cellules vi-
vantes isolées ou sur des organismes entiers @éaites par exemples).
On utilise beaucoup plus souvent le sel doublecadsu chlorure de zinc. Le bleu de mé-
thyléne est en effet “ pollué ” par I'’Azur de mélgrye, qui se forme spontanément dans les
solutions.
En solution a 1 %, il est possible de I'utiliserupaine coloration nucléaire, mais nous lui
préférons le bleu de toluidine, et la thionine, soint plus électifs, et fournissent des colo-
rations plus nettes.
Le bleu de méthyléne n’est pas métachromatique.
Toutes les colorations de noyaux qui lui ont étéhatées dans la littérature sont dues en
fait a la présence de ses deux dérives : le vatl€azur de méthylene. Une solution clas-
sigue et bien connue, comme le bleu de Kilhne, effisace que grace a leur présence.
C’est un systeme de relations complexes puisqueidiet et I'azur de méthylene
n’exercent leur pleine action qu’en présence de beeméthylene.

Le bleu de méthyléne alunéssocié au rouge de ruthénium, constituent une pairaordi-
naire, a utiliser en histologie et cytologie vétgsa
Cette double coloration donne des couleurs vaiiees les éléments lignifies (liege en
vert — bois en bleu — parenchyme en rose — scléyeme en violet).
La solution idéale consiste évidemment a travadlardes coupes qui ont été réalisées au
microtome aprés inclusion a la paraffine ou au P collées sur lame avec I'albumine
de Meyer. Il serait triste de ne pas tenter de @wes les résultats obtenus, qui sont specta-
culaires.

Modus operandi :
» colorer 5 a 10 minutes dans le bleu de méthylamaéal
* laver aleau
» colorer 5 & 10 minutes dans le rouge de ruthénium
* rincer al'eau
* monter a la glycérine gélatinée ou au Conservateuwtoyer
e pour monter au baume du Canada, il est nécessaidéshydrater completement
(voir la fiche technique adéquate)

Pour les diverses techniques et les produits éwqoé les fiches techniques spécifiques !

UTILISATION de lI'association bleu de méthyléne + fichsine basique pour la coloration
de COUPES DE TISSU ANIMAL enrobées dans la résinewle plastiqgue

Solutions de base
* 0,5 g de bleu de méthylene + 400 cc d’eau dist{llge
* 0,5 g de fuchsine acide + 400 cc d’eau distill§e (2
» Solution tampon : avec un pH de 6,8 a 7,2 ; un juld plevé donne des résultats plus
bleus ; un pH plus élevé donne des résultats @usrmhlité plus rose



Créateur du projet : Didier BAAR[[)  Auteur de la fiche technique : Marcel LECOEIT

Responsable : Marcel LECOMTEercle Mycologique de Namur & Cercle des M.L.B.)
Cercle des Mycologues du Luxembourg belge asbL.@/4), Président : Paul PIROT, rue des PeupliEdsB-6840 NEUFCHATEAU
Pour vos commandes : voir la feuille du Catalogue

Solution de travail :

12 cc de la solution de base (1)
12 cc de la solution de base (2)
21 cc de la solution tampon

15 cc d'alcool éthylique a 95°
filtrer

Technique de coloration:

plonger les coupes dans la solution de travailmtusaa 15 secondes, voire plus long-
temps

rincer dans I'eau distillée

pratiquer une coloration régressive en plongeaataul x dans de I'alcool éthylique a
95°

laisser sécher les coupes

monter

Résultats:

noyaux colorés en bleu

cytoplasme, mitochondries, cils, certaines granckgiilaires colorées en rouge ou
rose

cartilage et d’autres granules cellulaires cologrebleu pourpre

Il est important de respecter scrupuleusementdsages prévus dans le protocole, sous peine
d’obtenir des colorations incertaines.

Si vous colorez des coupes en série, a I'aide descde coloration, il est préférable de les
coller sur les lames ; les exposer a la chaleusrds minutes, a I'étuve (60 a 100° C), avant
la coloration.

4. DANGERS:

Le bleu de méthylene en solution aqueuse est pg@asuoxique, mais ne doit étre en aucun
cas utilisé comme colorant alimentaire. Il tach@léanent la peau et les vétements.

5. CONSERVATION :

Il se conserve au moins un an en flacon bien fermé.



