Protocole d’extraction des pollens et des kystes dinoflagellés
Marie-Héléne Castéra

Préparation du sédiment :

1-

Le sédiment (environ 5g) est séché a I'étuve a 40°C pendant une nuit ou plus, suivant la teneur
en eau.

Estimation du volume de sédiment :

2-

Dans une éprouvette de 25cc en polypropylene, mettre 15cc d’'eau distillée. Poser celle-ci sur
une balance, faire la tare, puis ajouter le sédiment. La colonne d’eau augmente, enregistrer le
poids ainsi que le volume.

Lavage du sédiment :

Ce lavage permet de travailler sur deux proxies. La fraction supérieure est récupérée pour, en
particulier, I'étude des foraminiféres, et la fraction inférieure pour I'étude des pollens et dinoflagellés.

3-

Prendre un tamis de maille 150um et de diamétre 10cm, le poser sur un bécher de 1000ml.
Vider le contenu de I'éprouvette sur le tamis, et laver délicatement a I'eau du robinet. Lorsque le
résidu > a 150um est propre, bien le rincer a I'eau distillée et le récupérer dans une coupelle
toujours avec de l'eau distillée. La fraction inférieure récupérée dans le bécher est mise a
décanter pendant 48h minimum. Ne pas oublier de couvrir les bécher pour éviter toute pollution.

Attaque a I'acide chlorhydrique (HCI) :

Cette attaque permet d’éliminer tous les organismes et particules calcaires. Il est important de bien
réaliser cette attaque (élimination compléte des carbonates).

4-

Aspirer I'eau a l'aide d'une trompe a vide. Celle-ci est équipée, a I'extrémité du tuyau, d'un
embout en plastique présentant un angle de 90° par rapport a la paroi du bécher (voir photo
n°1l). Cet embout permet d'éviter toute aspiration accidentelle du résidu décanté au fond du
bécher. Récupérer le résidu dans un tube de 100ml a fond rond en polypropyléne.

Centrifuger 7mn a 2500tr/mn. Eliminer I'eau, remettre en suspension avec I'agitateur (voir photo
n°2). Mettre une ou deux pastilles de Lycopodes (voir annexe) dans le tube, le nombre de
pastilles étant défini en fonction de la concentration supposée en pollen ou en dinoflagellés.
Elles permettent d’estimer les concentrations en palynomorphes.

L'attaque a I'HCI a froid se fait en trois étapes. Une premiére attaque a 10%, remuer a l'aide
d'une baguette d’'agitation en verre, laisser agir quelques minutes, si le sédiment est riche en
carbonates il est important de commencer par I'HCI a faible concentration afin d'éviter une
importante effervescence et également un débordement des tubes. Continuer par de I'HCI a
25% attendre quelgues minutes et terminer par de I'HCI a 50%. Cette derniére attaque est
essentielle pour la suite de la manipulation. Bien s’assurer que la réaction est terminée en
ajoutant de I'HCI a 50%. Lorsqu'il n'y a plus d'effervescence dans le tube, la réaction est
terminée.

Attaque a I'acide fluorhydrique (HF) :

Cette attaque permet d’éliminer la silice et les silicates.

7-

Centrifuger les tubes de 100ml pendant 7mn a 2500tr/mn et éliminer le surnageant. Remettre le
culot en suspension avec l'agitateur, puis mettre environ 40 a 50cc d’'HF a 45% a froid. Fermer
les tubes avec le bouchon approprié et les poser sur le secoueur (voir photo n°3), laisser agiter
pendant 4 a 5h. Bien respecter la concentration de I'HF, car une concentration supérieure peut
entrainer une forte effervescence, avec risque de perte de sédiment.



8- Centrifuger a nouveau les tubes, 7mn a 2500tr/mn, éliminer le surnageant. Remettre en
suspension avec l'agitateur, puis mettre environ 40 a 50cc d'HF a 70% a froid. Poser les tubes
sur le secoueur, laisser agiter pendant 28 a 30h.

Note : Attention pour faire cette manipulation il est impératif de respecter les mesures de sécurité,

mettre des longs gants, ainsi que des lunettes. Travailler toujours sous hotte aspirante bien fermée.
Travailler également les tubes toujours fermeés.

Deuxiéme attaque a I'acide chlorhydrique (HCI) :

Elimination des fluorosilicates.

9- Centrifuger les tubes, 7mn a 2500tr/mn, éliminer le surnageant. Remettre en suspension avec
I'agitateur, puis mettre environ 40 a 50cc d’HCL a 25% a froid. Poser les tubes sur le secoueur,
laisser agiter pendant 15mn.

Note : Il est trés important de faire cette attaque a I'HCI avant de rincer a I'eau distillée. Des risques
de formation de fluorures peuvent avoir lieu et donc géner le reste de la manipulation.

Rincage :

10- Centrifuger les tubes, 7mn a 2500tr/mn, éliminer le surnageant. Remettre en suspension le culot
avec l'agitateur, remplir les tubes d'eau distillée. Centrifuger les tubes, 7mn a 2500tr/mn.
Eliminer I'eau, les résidus sont préts pour la filtration.

Filtration :

Cette opération nécessite la mise en ceuvre d’'un systéme de filtration trés original, fabrication maison
(voir photo n°4 pour la description). Ce matériel est posé sur une fiole a vide de 2l reliée a une trompe
a vide.

11- Remettre en suspension le culot avec I'agitateur et verser une partie ou la totalité du résidu,
suivant la concentration, sur le filtre en nylon de maille 10um (voir photo n°4). Rincer a I'eau
distillée avec une pissette de 50ml. La contenance de la pissette est essentielle car elle permet
de I'avoir bien en main et donc de presser suffisamment fort pour avoir un jet assez puissant
pour la filtration. Lorsque cela colmate, mettre 20 a 40s d’ultrasons (voir photo n°5) et rincer
abondamment, en méme temps, avec la pissette. Le succés de cette opération est basé sur la
coordination entre les ultrasons et la pissette. Il est important de bien gérer le temps des
ultrasons, car I'abus peut casser les microorganismes.

12

Récupérer le résidu, une fois bien lavé, avec la pissette dans un tube a fond conique de 50ml en
polypropyléne. Bien froisser le filtre entre les doigts pour décoller éventuellement les micro-
organismes qui pourraient rester sur le filtre.

13- Centrifuger les tubes, 7mn a 2500tr/mn, éliminer le surnageant a l'aide de la trompe a vide
munie de I'embout & 90°. Transvaser le résidu avec de lI'eau distillée dans un tube & fond
conique de 8cc en plastique. Centrifuger les tubes, 7mn a 2500tr/mn, éliminer le surnageant
toujours avec la trompe a vide. Le résidu est prét pour le montage.

Montage :

Suivant les palynomorphes étudiés, il existe deux sortes de montages.

e Montage a la gélatine glycérinée (lames fixes)

Cette technique de montage est utilisée pour I'étude des dinoflagellés.



14a- Poser une lame (76 x 26mm) sur la plague chauffante (T° 200°C-250°C), mettre sur celle-ci une
goutte du mélange de gélatine glycérinée (voir annexe), ajouter quelques gouttes de résidus, doser
suivant la concentration voulue. Laisser évaporer I'eau puis poser dessus une lamelle (24x32mm).
Retirer la lame de la plaque chauffante et la luter.

e Montage a la glycérine bidistillée phénolée (lames mobiles)

Cette technique de montage est utilisée pour I'étude des grains de pollen.

14b- Poser une lame sur la plaque chauffante (T° 200°C-250°C), mettre sur celle-ci une goutte de
glycérol (voir annexe), ajouter quelques gouttes de résidus, doser suivant la concentration voulue.
Laisser évaporer I'eau. Pendant ce temps préparer la lamelle en posant sur les longueurs de la
lamelle de I'histolaque. Une fois I'évaporation terminée poser la lamelle sur la lame. Retirer la lame
de la plaque chauffante et luter les deux c6tés restants.

Conservation :

15- Pour la conservation remplir les tubes de 8cc d’eau distillée, puis ajouter quelques gouttes de
glycérine bidistillée phénolée (voir annexe)
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Annexes :

Fournisseur des pastilles de lycopodes :

Lund University
Department of Geology
Quaternary Sciences
Sélvegatan 12

SE-223 62 Lund
Sweden

Fax : 46-46-2224830

Fournisseur des filtres de 10um :

Saulas et Cie

5, rue des epinettes
BP 20

10160 Paisy cosdon
fax : 03 25 40 74 87

Préparation de la gélatine glycérinée :

Mettre dans un bécher 10g de gélatine plus 34,2cc d’eau distillée. Laisser reposer pendant 2h a froid
sans agitation. Ensuite, ajouter 51cc de glycérol a 98% plus 1g de phénol. Chauffer jusqu’a compléte
dissolution. La solution se solidifie a froid. Lors du montage mettre le bécher sur la plaque chauffante.

Préparation du glycérine bidistillée phénolée pour la conservation :

Mettre dans 1l de glycérol a 98% 1% de phénol.



