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26  LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

sa gauche, et celui destiné a recevoir le liquide ou la
culture a sa droite. Cela fait, on ouvre le tube du ballon
de gauche dans la flamme, en y retirant rapidement le
serpentin avec son bouchon de verre. Pendant que le
tube ouvert se trouve dans la flamme, on retire vile
le bouchon de verre du ballon de droite, et le tube
chauffé du premier ballon est adapté a la tubulure du
second. Puis on fail passer le liquide
dans le second ballon en chauf-
fant le tube recourbé du premier.
Aprés, on introduil de nouveau
le tube latéral du ballon de gauche
dans la flamme, en remettant en
méme temps le bouchon de verre
flambé du ballon de droite a sa place,
et enfin I'on scelle d la flamme le
hallon de gauche avee sa tubulure et
le bouchon de verre qui s’y trouve.
En opérant rapidement, il n'y aura
guére de danger d'infection.

Fia, 4

Flaton Chamberland. 1o hallon Pasteur sera, dans cer-

tains cas, indispensable, par exemple pour les éludes
physiologiques, ot 'on travaille avec des quantités de
liquide plus considérables. '

Dans les derniéres années, on fit usage d'autres ballons
et vases, principalement des flacons Chamberland (Fig. 4),
dont le col est muni d'un bouchon rodé a I'émeri et se
terminant a la partie supérieure par un tube court et
ouvert, rempli de coton stérilisé bien lassé.

Le flacon de Freudenreich est construit d'aprés le méme
principe, sauf que le corps en est cylindrique.

Dans des cas spéciaux, on emploie le {lacon de flansen
(fig. ). Le bouchon rodé a I'émeri et en forme de eapu-
chon, est muni d'un filtre de ouale (a), el il se lrouve au
flacon un petit tube latéral bouché ayec un tampon d'a-
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34 LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

. — Méthodes physiologiques.

Les méthodes physiologiques qui furent employées par
Pasteur, Cohn et d'autres, émanant de lidée que les
espéces se trouvant dans un mélange, se mulliplieront
inézalement, en raison de leurs natures différentes, si
toules sont cultivées dans le méme liquide nourricier,
sous 'action de températures égales, et cela de felle fa-
con que les espéces (ui trouvent des conditions de nutri-
tion défavorables seroni peu a peu éliminées par l'es-
péce ou les espéces qui se lrouvent dans des conditions
de nulrition particulicrement favorables. Pendant la
durée de ces recherches, on a employé des liquides [rés
différents pour ces cultures, par exemple des liquides
alcalins pour les végétalions de bactéries ; des liquides
nourriciers acides pour enlever aux végélations de levure
leurs bactéries (de 'acide lactique, de I'acide tartrique,
de l'acide fluorhydrique, ete.). Le point faible de toutes
les méthodes de ce genre est que Uon est toujours obligé
de prendre comme point de départ, des éléments inconnus,
'est-a-dire le mélange impur. 11 est done impossible de

savoir quels résultals un tel traitement aménera; car il

est dans la nalure des choses que l'on agira toujours au
hasard, et a4 vrai dire, il ne peut donc étre ici question
d’aucune méthode, 11 subsiste toujours la possibilité que
les espéces faibles ne soient qu'entravées et réprimées, el
non détruites; lorsque les espéces plus vigoureuses, apres
avoir atteinl le poinl culminant de leur développement,
entrent dans un état de faiblesse, il y aura par consé-
quent chance pour que d’autres espéces commencent a se
multiplier. 11 y aura de plus encore toujours la possibi-
lité, que non seulement une, mais deux ou plusieurs es-
~ peéces croissent avec la méme facilité dans le liquide nour-
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38 LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

siere el, pendant la chuie des particules, on ouvre plu.
sieurs ballons dans lesquels on avait préalablement fail le
vide, Il pourra, de la sorte, arriver que des cellules de
levure, disséminées dans le nuage, pénélrent isolément
dans quelques-uns de ces ballons.

Comparée aux méthodes physiologiques, celle par dilu-
Lion qui vient d'étre déerite, marque un progres visible ;
on s'est approché, a cet égard, sensiblement du buf.
Mais il est évident que, méme si la dilution élail assez
forte, comme dans l'exemple précédent, ou de plusieurs
ballons un seul montra un développement, il n'est nulle-
ment prouvé que ce ballon isolé n'ait recu qu'un seui
germe, L'incertitude est-done encore trés grande, méme
dans le cas oit 'on peul procéder au dénombrement des
individus avec lesquels on opére. Il sera, de plus, en ce
qui concerne les bacléries, tres difficile et souvent méme
complétement impossible, de les compter. L'exactitude de
ces calculs reste en tout cas trés problématique. La ques-
lion qui se pose sera done toujours ecelle-ci: comment
distinguera-L-on les ballons qui n'ont recu qu'une seule
cellule, de ceux qui, malgré les prévisions du calcul, ont
élé infeclés de plusieurs cellules? En ce qui concerne les
bactéries on n'a, jusqu’a ce jour, lrouvé ancun moyen d'y
répondre. '

Pour la levure, la question fut résolue par Hansen,
qui perfeetionna le procédé de telle manitre qu'il le
transforma en une méthode eracte (1881), 11 se servil
d'une dilution avec de {'equ, de la maniére suivante: on
dilue la levure développée dans le ballon, dans une pro-
portion quelconque avee de 'ecau stérilisée. el on comple
le nombre de cellules contenues dans une goullelelle du
liquide que I'on a vivement secoué. Dans ce cas, la déter-
mination du nombre se fait en porlant la goutle sur un
couvre-objel au milien duquel sont gravés quelques pe-
lits carrés pouvanl servir de points de repére a I'eil : le
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couvre-objet se pose sur la chambre humide (lig. 2). La
goutle ne doit pas dépasser la limite des carrés. Cela fait,
on procéde au dénombrement des cellules contenues
dans la goultle. Supposons par cxemple qu’elle conlienne
10 cellules; on porte alors une goutle d'égale grosseur du
liquide, que 'on vient de nouveau de secouer forlement,
dans un ballon contenant un volume délerminé, par
exemple 20 em” d’eau siérilisée. 11 y aura alors une cer-
taine probabilité pour que ce pelit ballon contienne a
peu pres 10 cellules. Si, aprés avoir secoué fortement,
el pendant longlemps le contenu, jusqu'a ce que les cel-
lules soient également réparties dans 'eau, l'on en intro-
duit maintenanl 1 em® dans chacun des ballons d'une
série de 20 penfermant le liquide nourricier, d'aprés le
saleal, la moitié de ces 20 ballons auront recu chacun une
cellule. Mais le toul ne repose jusqu'a présent, comme
dans le procédé de Lister, que sur une probabilité. Si on
laisse les ballons en repos pour que le développement
conlinue, on pourra espérer d’obfenir une cullure pure
dans quelques-uns d’entre eux, Cependant, on ne peut se
baser siirement sur eela et continuer ainsi les recherches.
Mais Hansen réussit a ajouter un point qui, seul, donne de
la certitude a cette expérience. Si I'on secoue trés forte-
ment les ballons infectés pour les laisser ensuite reposer
tranquilfement, les cellules isolées descendront au fond
el resteront eollées aux parois du ballon.

Il est évident ue si un ballon contient par exemple
trois cellules, celles-ci seront, aprés que le liquide aura
élé secoud, toujours oudu moins dans la plupart des cas,
¢loignées 'une de l'aulre, de sotrle que chacune se dépo-
sera isolément au fond. Au bout de quelques jours on
remarquera, en soulevanl le ballon avec précaulion,
quune ou plusieurs faches blanches se seront formées
aw fond dw ballon. S'ilne se trouve qu'une seule tache, on
awra oblenu la culture pure.
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11 est évident qu'au moyen de ce procédé, on est a
méme d'introduire direclement une cellule unique dans le
ballon conlenant le liquide nourricier ; ou bien on porte
une gouttelette contenant la cellule unique dans une
chambre humide oit on la laisse se développer, pour ense-
mencer ensuite dans le ballon, la végétation formée.

C'est ainsi (par observation des taches dans les flacons)
(que Hansen prépara toutes les premiéres cultures pures
avee lesquelles il fit ses expériences fondamentales sur
les ferments alcooliques.

Pour préparer les cullures employées dans les études
physiologiques, on a aussi utilisé des substances nutritives
solides. L'idée de cette méthode a été donnée par Schroedter
(1872) qui, dans ses recherches sur les bactéries a pig-
menf, employa entre autres des tranches de pommes de
terre comme milien nourricier. Il avgit observe, que lors-
que de ces tranches avaient été exposées a I'air pendant
quelque temps, il se produisait a leur surface des faches
el des gouttes de différentes formes et conleurs. Chacune
de ces laches contenait le plus souvent une espéce déter-
minée de microorganismes.

Koch a essentiellement développé et perlectionné celte
méthode. Il préparait d'abord les cultures pures par ino-
culation en stries dans la gélatine nutritive. Plus tard, il a
élaboré une méthode bien meilleure, celle de la culture
sur plaques (1883). Le procédé est le suivanl: on prend
une parcelle de la culture impure que l'on délaie dans
une grande quantité d'eau stérilisée. Puis on introduit
de nouveau un peu de ce liquide dans un ballon qui con-
tient par exemple un mélange de bouillon et de gélaline
chauflée 4 30° C, On agile le ballon pour répartir les ger-
mes et on en répand le contenu sur une grande plaque de
verre, que 'on recouvre ensuite d'une cloche. Peu apreés,
la gélaline se fige el les germes se Lrouvent alors ])firs
dans la masse solide. Au hout de quelques jours, ils se
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gélatine ; on laisse alors la chambre humide sous le mi-
croscope pour suivre direclement la multiplication des
germes ou bien I'on note, en divisant la plaque de verre
en petits carrés ou en employant le marqueur, 'endroit
oit se trouvent les germes sirement isolés, et l'on place
Pappareil dans une dtuve, jusqu'a ce que les colonies
soient complétement développées. Dans le laboratoire de
l'auteur on emploie des chambres humides (Fig. 9) dont
les lames couvre-objets sont graviées de 16 carrdés avee

FiG. 9.

Chambre humide gquadrillée el numérotée,

des numéros. La position des cellules est alors indiquée
dans un dessin. On peul avoir, @ un couvre-ohjet, 50 &
60 germes bien isolés. Quand les colonies sont dévelop-
pées, elles doivent élre introduiles dans le ballon au
moyen d'un il de platine ou cuivre préalablement rougi.
Pendant I'ensemencement, la culture se trouve un instant
a l'air el exposée a 'infection. Mais sur ce seul point fai-
ble, le jeu du hasard est réduit a son minimum, si l'opé-
ration décrite a lien dans un espace restreint, c.'wmpt de
zermes, par exemple dans une pelile caisse a parois de
verre assez grande pour abriter les appareils el les mains
de opérateur (voir page 18). De eelle manicére, 'ensemen-
cement de la colonie se fait avee loute la sireté possible,
Du premier ballon, la eulture pure peut étve introduite
sans infection dans des ballons toujours plus nombreux
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Dans le cas le plus défavorable 100 eolonies avaient été
formées par 135 cellules, et la moyenne de tous ces essais
fit voir qu'en moyenne 100 colonies avaient élé formées
par 108 cellules. Par la il est démontré que le procédé sur
plaques est également défectuenx pour la levure.

La méthode de Hansen pour la culture pure dela levure
a donc, comme avantage sur celle de Koch, son point de
départ str. En répétant méme plusieurs fois les cultures
sur plaques, on ne sait cependant jamais si le but est
réellement atteint ou non. En ce (ui concerne les hacté-
ries, il sera toulefois, dans la plupart des cas, impossible
de s'assurer le point de départ d'une cellule unique. Dans
des cas pareils, la culture sur plaques de Koch est tou-
jours la meilleure méthode dont nous disposions,

8. — Détermination du nombre des cellules de levure.

Dans la fabrication de la levure pressée et dans la dis-
tillerie, il est important de déterminer le pouvoir de mul-
tiplication des cellules pendant le développement de la le-
vure. Il faut naturellement que cela se fasse en détermi-
nant le nombre des cellules qui se trouvent, aux différen-
tes phases de la fermentation, dans un volume déterminé
du liquide fermentant. Des expériences de ce genre onl
été enlreprises surtout par Delbrick, Hansen, Durst,
Hayduck et Pedersen ; une détermination du nombre des
bactéries ful en particulier faite par Fitz.

Le comptage s'effectue au moyen de 'appareil construit
par Hayem et Nachel (fig. 10), que l'on employait d’abord
pour le comptage des globules de sang (de la, nommé
hématimetre). Ce fut feu le professeur Panum, 4 Copen-
hague. qui employa le premier cet appareil au comptage
des microorganismes, en vue de délerminer leur puis-
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46 LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

porte-objel, dans le renfoncement, comme 1'a fait Zeiss a
Iéna, sur les indications de Thoma. Par ce moyen, la mise
au point du microscope sur les cellules qui se trouvent
au fond de la chambre, sera également plus siire.

Lorsqu’il ne s’agit que de déterminer la rapidité de la
multiplication des cellules, c¢'est-a-dire d'indications ré
pétées du nombre des cellules contenues dans le méme
volume, il est superflu d'en indiquer la grandeur et il
suffira alors d'opérer toujours avec le méme volume.

Il est toujours nécessaire que l'échantillon que 'on em-
ploie, représente la moyenne; il doit, dans la plupart des
cas, étre dilué et agilé pendant assez longlemps pour
qu’il se produise une répartition homogéne des cellules ;
la densilé du liquide doil ¢étre telle que les cellules puis-
sent y rester suspendues pendant quelques instants. An
moyen d'un tube capillaire, on en aspire une goulte que
I'on porte dans I'appareil a compler, et que l'on recouvre
du couvre-objet. On laisse reposer pendant quelques
temps, pour que les eellules puissent se déposer au fond
de l'espace limilé ; ¢’est pourquoi la densité du liquide ne
doit pas étre plus grande qu'il n'est admissible, pour que
cette préeipitation se fasse en temps convenable. Le moiit
employé dans les brasseries remplit ordinairement ces
deux conditions.

Si l'on voit que le volume que l'on envisage contient
trop de cellules pour qu’elles puissent élre comptées
exactement, il faudra diluer le liquide. Cela pourra égale-
lement étre utile sous d’autres rapporls, soit pour pré-
venir la formation d’écume qui est souvent occasionnée
par I'agitalion du liquide, soit pour isoler les cellules qui
sont souvent agglomérées et forment des colonies ou des
grumeaux sans pouvoir élre toujours séparées par l'agi-
tation, soit enfin pour arréter, au début de l'expérience,
la fermentation el la reproduction des cellules de
levure,
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de I'eau el de I'air trouveront un champ tout préparé pour
se fixer el se propager, el ce ne sera alors ni dans l'eau
ni dans 'air, mais bien ailleurs, qu'il faudra chercher la
cause de cetle invasion microbienne.

L'importance des analyses biologiques de l'air et.de
'eau consiste surtout en ce qu’elles nous donnent des in-
dices certains des dangers que peut entrainer une fa-
bricalion anormale.

Les découvertes de Spallanzani et de ses successeurs
sur la génération spontanée, mentionnées dans le chapi-
tre précédent, donnérent d'abord l'idée de 1'étude des or-
ganismes microscopiques de l'air. L'importance capilale
des microorganismes pour l'industrie de la fermentation
fut rendue évidente par Pasteur, qui démontra que l'air
contenait des bacléries ainsi que des ferments alcooli-
(ques.

Il sera intéressant de jeler un coup d'eeil sur les diflé-
rents procédés employés pour analyser l'air au point de
vue des germes qu'il conlient,

La plupart des analyses de I'air avaient pour but d'ap-
porier de la lumiére dans I'obscurité mystérieuse qui en-
veloppe la plupart des maladies contagieuses, qui sont
presque toutes dues 4 l'action d’organismes microscopi-
ques. Pour les organismes de la fermenlation, il existe
des recherches de Pasteur, et de plus récentes surtout de
Hansen. Le savant francais fit voir que ces germes étaient
toujours suspendus dans l'air ; cependant on les trouve
généralement déposés en bien plus grande quantité sur
les ustensiles servant awx evpériences. Les véritables fer-
ments alcooliques sont relativement peu nombreux dans
I'atmosphére, tandis que les germes des moisissures y
sont plus répandus. Pastewr démontra également, comme
le fit plus tard Tyndall, que les germes contenus dans I'at-
mosphére variaient tant au point de vue de leur nombre
qua celui de leurs espéces. Pasteur oblint ces résultats

&
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50 LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

en placant dans différents endroits des cuvetfes plates
a grande surface, remplies de mout de biére, de mont de
raisin ou d'eau de levure sucrée ; au boul de quelques jours
on examinait le contenu de ces cuveltes au microscope.
Pasteur employa encore dans ce bhut des ballons renfer-
mant de air rarélié, appelés balluns.;‘n vide. En ouvrant
le ballon, 'air y pénélrait avee ses germes.

Le savant qui, pendant les derniéres années a, sans
eontredit, entrepris le plus grand nombre d’'analyses de
lair est Miquel, direcleur du laboraloire de Montsou-
ris, pres de Paris, installé tout spécialement dans ce bul.
Son eollaboraleur, Freudenreich, a également fourni des
travaux trés précieux dans le méme ordre d'idées.

Miquel fit ses premiéres analyses au moyen de l'appa-
reil nommé aéroscope (fig. 11) qui est construit de la ma-
niere suivante. Du sommet d’une cloche A, part un
tube C servanta
aspirer de lair
qui lraverse ain-
si la cloche. Un
cone ereux, dont
I'ouverture B est
tournée vers le

bas, est engagé

Fio. 11. dans'_la cloche

Aéroscope. par un pas de

vis; au sommetde ce céne D se lrouve une pelite ouverture
(qui permel a 'air aspiré de sortir,

Immédiatement au-dessus du ebne, en regard de celle
pelite ouverture, et siluée une plaque de verre mince
recouverle d'un mélange de glyeérine el de glucose, Les
corpuscules que l'air entraine seront relenuvs en parlie
par ce mélange visqueux. Les microorganismes qui s'y
déposent doivenl élre réparlis aussi également que possi-
ble sur la plaque de verre pour étre ensuite complés au
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microscope. Cetle méthode est défeclueuse en ce sens,
quelle ne nous fournit aucune donnée sur le point le
plus important, savoir, sur le nombre et sur la nalure
des germes relenus, vraimenl susceptibles de développe-
ment. :

Pour déterminer le nombre el l'espéce des germes sus-
ceplibles de développement, Miquel emploie mainte-
nant l'appareil suivant (Fig. 12). Dans le ballon A est
scellé le tube R dont Pextrémité inférieure est eflilée et
touche presque le fond; la
partie supérieure de ce tube
porte un chapeau rodé H
muni d'un tube qui renferme
un filtre stérile de ouate, d'a-
miante ou de coton de verre
(as). Le ballon porte d'un
¢olé un ltube étranglé au mi-
lien (Asp), dans ler|lie] se
trouvent deux bouchons de
ouale W’ et W. De l'aulre
coté le ballon porle égale-
menl un tube de verre qui
est relié par un tube en
caoutchouc k, au tube de verre B, éliré en pointe et
fermé a la lampe. On introduit de 1'eau distillée dans le
ballon, puis tout P'appareil est stérilisé. Lorsqu’on veut
s'en servir, on met la tubulure Asp en communication
avec un aspirateur, par exemple avec une bouteille rem-
plie d’eau et munie a sa partie inférieure d'un robinet
d’échappement, le chapeau H est enlevé, puis l'air entre
par l'ouverture 0, et passe lentement sous forme de pe-
tites bulles a travers I'ean G, pour ressortir par les tam-
pons de ouate du tube Asp. Tous les germes de l'air n'e-
tant pas retenus dans l'eau pendant le barbolage, le tam-
pon de ouate W doil arréter eeux qui ont élé entrainés,

FiG. 12

Appareil de Miguel pour les ana-
Iyses de lair.
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52  LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

L’aspiration terminée, on remplace le chapeau H. En
souflant par la tubulure latérale Asp, on fait monter
le liquide dans le tube R, pour qu'il recucille les germes
qui auraient pu y adhérer. Puis en soufflant plus forle-
tement, on pousse le tampon de ouale intérieur W dans
le liquide, pour y disséminer les germes qu'il avail rete-
nus. Apres avoir purifié le tube eflilé B dans une flamme,
on en casse la pointe, puis on verse le liguide, en soul-
flant par la tubulure latérale Asp, dans uncertain nom-
bre de ballons renfermant du bouillon stériligé.

Il s’agil ici de s'assurer, par des expériences préala-
bles, jusqu'a quel degré on doit pousser la dilution du li-
quide infecté par l'air, pour qu'un certain nombre (par
exemple la moilié) des petits ballons infectés restent sté-
riles, Ou bien l'on peut aussi immédiatement diluer a
différents degrés plusieurs échantillons de l'eau, ef en
infecter plusieurs séries de ballons (ensemencement
iractionné). Siun certain nombre de ces ballons ne mon-
tre pas de développement, il y aura quelgque pro-
babilité pour que, dans chacun des aulres ballons, dans
lesquels il se produit une végétation, il n'ail été introduit
qu'un seul germe. On peut alors, par un simple caleul,
déterminer le nombre des germes susceplibles de déve-
loppement dans le milieu employé, qui se trouvaient dans
le volume d'air aspiré par le ballon original.

Par ces méthodes de recherches, Miquel trouva que
des volumes égaux d'air, pris au méme endroit, 4 des
époques différentes, contenaient un nombre différent de
bacléries. Une pluie prolongée purifie & un haut degré
I'air de bacléries, et le nombre de celles-ci diminue tant
que la terre reste humide, pour augmenter de nouveau
progressivement avee le desséchement du sol. Dans les sai-
sons séches, les bactéries sont done, dans la régle, plus
nombreuses, tandis que les moisissures, qui croissent le
mieux dans I'humidité et dont les organes reproduc-
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feurs s'élevent librement dans l'air, abondent le plus
dans l'atmosphére pendant ces périodes humides. On
trouve l'air le plus pur en hiver; l'air de la ville est
moins pur que celui de la campagne ; un air exempt ou
presque exempt de germes se trouve a la mer ou sur les
hautes montagnes. Dans certains endroils, comme par
exemple dans les hopitaux, I'atmosphére se montra trés
riche en bacléries, ainsi dans un cas, 50 fois plus riche
qu'au jardin de Montsouris.

Une méthode toute différente pour I'étude des organis-
mes de atmosphére est celle qui est employée dans le
laboratoire de Koch, et que Hesse développa d'une
maniére plus compléte. Un tube de verre d’environ 1 mé-
tre de longueur et de & a H cenfimétres de diamétre,
est muni a un bout d'une membrane de caoulchoue per-
forée, recouverle elle-méme d’ume seconde membrane
non perforée. On verse un peu de mélange de gélatine
liquéfiée dans le tube, puis on bouche son autre extré-
milé avec un bouchon en caoutchoue, qui est traversé par
un tube de verre contenant un tampon de ouate. L'appa-
reil entier est alors chaufié suffisamment pour étre
rendu stérile, puis le tube est couché horizontalement
pour que la gélatine, en se figeant, forme une couche
dans la partie inférieure du tube. Quand on veut analyser
l'air, on enléve le capuchon de caoutchoue, et l'on as-
pire lentement l'air par le tube. Les germes de l'almo-
sphére se déposent sur la gélatine el, 'aspiration termi-
née, on referme le tube et on le place dans un thermo-
stal. La, quelques-uns de ces germes produisent des
colonies visibles qui peuvent facilement étre complées. En
opérant avee un courant d’air suffisamment faible, on
verra qque les bacléries, qui souvent voltigent dans l'air.
agglomérées en amas plus ou moins compacls, par
exemple accrochées & des grains de poussiére, a des fila-
ments ou a de pelits débris, sont plus vite préecipitées
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que les spores des moisissures. C'est pourdquoi la géla-
line contient en général dans la partie anlérieure du
tube spécialement des colonies de bactéries, tandis que
les spores des moisissures se développent surtout dans
la partie postérieure,

Hueppe, wvon Schlen et d'aufres employérent pour
les analyses de l'air, de la gélatine liquéfiée, au travers
de laquelle 'air était aspiré, et qui était ensuite éfalée
sur des plaques de verre.

Frankland, Miquel et Petri emploient des corps po-
reux solides pour la filtration de I'air dans des buts
analytiques, par exemple de la poudre de verre, du co-
ton de verre, du sable, du sucre, ete. Le filtre de sable
dont se sert Peiri, a 3 cenlimétres de longueur el 1,8
centimétre d'épaisseur. On le remplit de sable caleiné
fortement tassé, dont les grains ont une grosseur de 0,25
a 0,5 millimétre. On place deux de ces liltres 'un der-
riere 'autre, dans un tube de verre. Le premier filire est
destiné a retenir la poussiere renfermant les germes qui
enlrent avee I'air aspiré ; le second filtre sert a contrdler
le premier. Le sable infecté de germes se réparlit dans
des boites de verre plates, puis on l'arrose de gélaline
liquéfiée. Les poussicres infectées donnent alors nais-
sance a des colonies dans la gélatine.

Ces filtres & air pourront servir a I'expédition des
échantillons d'airv. Le destinataire pourra laver le sable
dans de la gélalice ou encore mieux dans de l'eau sté-
rilisée. Aprés avoir fortement agité I'eau, on 'emploiera
immédiatement a l'ensemencement, goutle a goulle, dans
des ballons renfermant un liquide nourricier, ou pour
des cultures sur plaques.

Se basant sur de nombreuses expériences, Miguel
fait contre l'emploi des plaques de gélaline dans ce bul,
I'objection que beaucoup de bacléries demandent une
incubation de 15 jours dans la gélatine, si elles sont

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1



ANALYSES DE L'AIR ET DE L'EAU H

exposées a une température de 20 a 22°, avant de pro-
duire des colonies distinctes. Mais d'autre part, il y a
des espéces qui auront trés rapidement liquélié la géla-
tine, de sorte qu'elles rendront impossibles des observa-
lions poursuivies pendant quinze jours. Gest aussi le
cas pour les moisissures qui, en peu de jours, peuvent
se propager sur toule la plaque. On est, par conséquent,
forcé de compler les colonies dans une phase si jeune
de leur développement, que beaucoup d’entre elles ne
seront pas encore suffisammenl apparentes. Un aulre
inconvénient des plaques de gélatine est que l'on ne
peut pas faire que le développement s'effectue & une tem-
pérature plus élevée que 23 a 24° C., parce que la gélaline
devient liquide & cetle température ; or, beaucoup d'espe-
ces de bacléries ne présenlent un développement dislinct
qu'a des températures bien plus élevées. D'aulres espe-
ces ne se développent pas du tout dans la gélatine, mais
seulement dans des ligquides. Enfin, on fail ressorlir
comme une objection essenticlle contre les plaques de
gélatine, que beaucoup de colonies se composent de plu-
sieurs espéces, ce que Miguel démonira en introdui-
sant chaque colonie a part dans du bouillon de peptone,
et en préparant des plaques de ces végétations. Cela pro-
vient aussi en partie — comme le f[ail remarquer Pefri
— de ece que les bactéries se présentent souvent dans
I'atmosphere sous formes d'agglomérations qui se dé-
posent directement sur la plaque de gélatine, ou qui
sonl mélées 4 la gélaline épaisse, dans laquelle il sera
Loujours Lrés difficile de séparer les individus en agitant.

Hansen it ses analyses de 'air entre 1878 el 1882, Le
bul principal qu'il poursuivail élait de fournir des lumie-
res a l'industrie de la fermentation. Comme 'on sail, ses
recherches sur le Saceharoinyces apiculatus (1880) se ba-
sent sur des travaux de ce genre. Comme la question
concernail les organismes qui se présentent dans la
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brasserie, le choix du mott ordinaire comme liquide nu-
tritif était tout indiqué., Les appareils employés étaient
soil des ballons a ébullition ordinaires, recouverts de
plusieurs couches de papier a fillrer passé préalablement
par une flamme, dont on faisait bouillir le contenu pen-
dant quelque temps, soit des ballons dans le genre des
ballons a vide de Pasteur, dont le col était effilé et que
I’on fermait & la cire pendant la cuisson. A l'aide d'un
couleau a verre, on entamait la partie effilée un peu au-
dessous de la pointe, afin de pouvoir la casser plus faci-
lement pour donner accés a l'air.

Lorsque ces ballons étaient pleins d'air a analvscr on
les refermait de nouveau a la cire, et on les agitait forte-
ment pour mélanger le contenu de l'air aspiré avec le li-
quide. On les laissait ensuite reposer pendant un temps
plus ou moins long — jusqu'a six semaines — puis on
les examinail au microscope.

Hansen trouva souvenl, par cet examen, que le mont
restait clair et invariable en apparence, malgré qu'un
développement ait eu lieu. Un ne peut donc se fier
ici @ un examen a 'wil nu. Parmi les formes qui, a un
degré peu avancé de développement, ne sont pas visibles
a I'eeil nu, il cite les suivantes : Aspergillus, Mucor, Peni-
cilliwum, Cladosporium, Bacterium aceti et enfin le Myco-
derma cerevisie. Méme quand ces organismes ont formé
de vigoureuses “végétations, le liquide nourricier men-
tionné plus haut restera clair.

Il trouva de plus, que par l'emploi de ces ballons, on
obtenait souvent des cultures pures, parce qu'une seule
espéce avait pénétré avec l'air dans le petit ballon. 11 était
trés rare que trois ou quatre espéces se trouvassent en
meéme temps dans le méme ballon. Cela provient de ce
que chaque ballon ne recoit qu'un pefit volume d'air. Les
avantages paraissent évidents. On n’arrive réellement a
reconnaitre ces dilférents germes que lorsqu'ils se sont

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1

-l



ANALYSES DE L'AIR ET DE L'EAU 87

développés ; dans le cas on plusieurs germes pénélre-
raient dans le méme ballon, le germe le plus vigoureux
arréterait probablement les autres dans leur développe-
ment, de sorte que ces derniers ne seraient pas apercus
dans un examen ultérieur. Mais ce procédé nécessite en
méme lemps le débouchage d'un grand nombre de
ballons, ce qui rend cet examen compliqué et coliteux.
Comme ces ballons ne nous renseignent que sur ce qui
se trouvait dans l'atmosphére au moment du débouchage,
on employait les matras a ébullition comme auxiliaires,
en les Taissant plus longtemps, jusqu’a 48 heures, reposer
a la méme place,

Aprés ces remarques préliminaires, donnons un court
résumé des résultats obtenus par Hansen.

1l confirme les lois énoncées d’abord par Pasteur, a
savoir que l'air de divers liewr voisins pouvailt en méme
(emips contenir des nombres différents et des espéces diffé- -
rentes d'organismes. 11 trouva que cette reégle s’appliquait
aussi 4 des endroits voisins dans un seul et méme jar-
din. Comme aulres traits caractéristiques et significatifs
pour la disséminalion des organismes, Hansen cite que
par exemple certains organismes qui se trouvaient en
abondance sous les cerisiers d'un jardin, dans la pre-
miére moiti¢ de juillet, y faisaient complétement défaut
dans la seconde moiltié du mois ; puis que certains orga-
nismes, qui se montraient 4 certaine époque sous les ce-
risiers et non sous les vignes, ne se trouvaient plus tard
que sous ces dernicres. Comme preuve pour linégalité
de la répartition des organismes, il nous montre que les
ballons de la méme série d'expériences, ouverts a la
méme place, offraient souvent des contenus les plus
variés.

Les expériences faites avec les ballons a vide ont en
outre démonliré que les organismes de l'atmosphére
forment souvent des groupes ou des nuages alternant
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avec des espaces exempls de germes, ou n'en confenant
que trés peu d’'isolés. Comme les organismes ne peuvent
se produire dans I'air, mais qu’ils ont leurs foyers sur la
terre, il en résulte que leur présence dans l'atmosphére
doit dépendre des conditions de la surface de la lerre,
qui, & leur tour dépendent, a cerlains points de vue, du
temps.

Les nombreuses analyses de Hansen ont en ouftre dé-
montré que les Saccharomyces se présentent relativement
rarement dans les poussiéres de 'air. Leur nombre aug-
mente dans I'atmosphére de juin en aoit, de telle ma-
niére, qu'a la fin d’aotit et au commencement de septem-
bre, les ballons sont souvent infectés par ces ferments,
apres quoi survient une diminution. Les microorganis-
mes de cette espéce dans 'air libre, qui pénétrent dans
les ballons a d’aulres époques de l'année, doivenl élre
considérés comme peu importants et accidentels, et
n'entrent pas dans la régle générale. Comme les Saccharo-
myces, tel que le Saccharomyces apiculatus, passent selon
toute probabilité 'hiver dans la terre et ont leur foyer de
production sur les fruits doux et jutewr, il 'ensuit que
ces derniers doivent étre considérés comme la principale
source de l'infection. A la méme époque de l'année, les
bactéries se trouvent également en plus grande abon-
dance. Ceci constitue un danger réel pour la fabrication,
car le moit, qui est répandu en couches minces sur les
baes, est exposé a cetle époque 4 une forte infeclion de
la part des germes de l'air.

Dans les ballons, les bacléries sont un peu plus abon-
dantes que les Succharomyces el les moisissures appa-
raissent en nombre encore plus grand. Parmi ces dernie-
res, on trouve dans les jardins surlout le Cladosporium
et le Dematium, puis le Penicillium, plus rarement la
Botrytis, le Mucor et 1'Oidium.

Apres que Hansen eut ainsi démontré quelles sont les
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espéces de microorganismes de l'afmosphére qui sont
suseeplibles de développement dans les ballons renfer-
mant du modt stérilisé, il nous communiqua les résultats
de ses examens des différents locaux d'une brasserie en
général.

Quand les dréches sont exposées a l'air libre, elles déga-
gent, comme l'on sait, des vapeurs acides. Comme les
dréches contiennent toujours un fort développement de
bacléries, la question suivante se pose d'elle-méme :
quelle est la composition de 'air dans le voisinage des
tas de dréshe ? Hansen trouva que seulement 30 0/0 des
ballons ouverts dans ces vapeurs élaient infectés, savoir
3,6 0/0 par des Saccharomyees et 2,4 0/0 par des bactéries,
tandis que des expériences paralléles [aites dans le jardin
donnérent une infection d'environ 44 0,0, dont 8,5 0/0
par des bactéries. L'air du voisinage des tas de dréche
élait done moins riche en bacléries que celui du jardin.
Comme partoul ailleurs, ce furent les moisissures qui
occasionnérent l'infection la plus abondante. Aprés un
examen plus approfondi, Hansen conclut que, sans nul
doute, aucun des organismes apparaissant dans les bal-
lons ne provient des dréches elles-mémes. En tous cas, la
grande richesse des dréches en bacléries ne répond pas
au résultal mentionné eci-dessus, qui doil, selon toute
probabilité, éfre expliqué ainsi, que dans la régle I'air ne
lire des surfaces humides, aussi peu ici que dans d’autres
cas, un contingent quelconque d'organismes.

Mais ceci ne doit pas étre mal compris, et faire croire
que l'on peut impunément entasser les dréches dans
n'importe quel endroit el, aprés leur éloignement, en
laisser les resles exposés aux intempéries de air; il est
évident qu'il en résulterait un grand danger. Quand ces
résidus se dessechent et voltigent sous forme de pous-
sitre dans l'air, une multitude de germes de bacléries
sont soulevées en méme temps, ce qui constitue, sans
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nul doute, une source de nombreuses infections de bac-
téries. C'est pourquoi les endroits ol il aura séjourné de
la dréche pendant un certain temps, doivent étre lavés a
I'eau de chaux ou plutét de chlorure de chaux (').

Dans un corridor conduizant a la chambre ol se versait
lorge, les ballons recurent la plus forte infection
qui fut jamais obtenue; cet air étail surtout riche en
bactéries.

L'air des germoirs élait également caractéristique; il
‘conlenail toujours une trés forte végélation de moisissures,
Dans le cas dont il s'agit, celte végétation provenait de
I'Eurotium aspergillus glaucus, qui était ordinairement
rare. Sur le malt lui-méme se présente comme toujours
de préférence le Penicillivum glaveum. ;

Le plus grand inlérét se rattache cependant & l'exa-
men des différentes salles de fermentation, soit du Vieux-
Carlsberg, soit de la brasserie « N ». Dans les premiéres,
I'air était plus pauvre en organismes que dans lous les
aulres locaux examinés pendant cetle analyse, par con-
tre, un grand nombre de ballons ful infecté dans les
caves de fermentation de la brasserie « N » (355,75 jus-
qu'a 100 0/p). Les organismes qui se présentérent dans
l'air de ces caves furent: le Saccharomyces cerevisie, le
Mycoderma  cerevisice, le Saccharomyces pastorianus, le
Saccharomyees ellipsoideus, les Torula et d’autres cellules
semblables aux levures, puis les Penicillium, Dematium,
Cladosporium el enlin des bactéries. Hansen put done,
par un heureux hasard, meltre en évidence les contrastes
suivants, qui existaientdans I'état de l'air, dans les locaux
les plus importants des deux élablissements industriels

(1) Par le traitement des dréches dans les appareils a sécher,
les germes ne sont pas tués. Ces appareils oceasionneront done
des dangers Lrés sérieux pour la fabrication, si la poussicre des
dréches séchées peat transmellre ses nombreuses bacléries au
moilt des bacs et des euves de fermentation.
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cités : d'un coté, un air presque exempt de germes, de
l'autre un air fourmillant de germes. 1l est hors de doule
que le produit de la fabricalion a di aussi se ressentir de
I'état dans lequel se Lrouvaienl & cette époque les locaux
nommés en dernier licu, el nous nous trouvons ici en
présence d'un des faits les plus importants, quand on
envisage la chose au point de vue du praticien: L'air de
la cave de fermentation peut contenir tout wn monde de
ces germes qui atfirent les plus grandes calanités dans
Uindustrie de la fermentation ; toutefois, il est possible de
le maintenir vierge de tous ces germes, el il est hors de
doute que d'une part la purification de l'air pénétrant
dans la salle de fermentation par le passage a travers
_d'un bain d’eau salée, de l'autre part I'ordre et la pro-
preté exemplaire, trés séverement observés dans les caves
de la brasserie du Vieux-Carlsberg, sont en rapport direct
avec les résullats mentionnés plus hant. Les recherches
de Hansen contiennent done encore un averlissement qui
ne saurait étre assez répeété.

De nombreuses analyses zymotechniques de [eau
d'aprés les prineipes indiqués par Hansen (voir ce qui
suit), ont été effectuées par J. Chv. Holm (laboratoire
de Carlsberg) el au laboratoire de I'auteur.

Les expériences de Holm ont démontré que, de lous
les différents microorganismes, ce sont les moisissures qui
se développent le plus rapidement dans les ballons rem-
plis de moit ou de biére et ce sont celles que l'on trouve
ordinairement en plus grand nombre dans les ballons.
On y constata le Penicillium glaucum et le Mucor stolo-
nifer.

Aprés les moisissures, il faut citer les baetéries, Iré-
quentes quand on emploie du motut comme liquide d'ex-
périence, fandis qu’'elles ne sont que peu représentées
quand on ensemence 'eau dans de la biére stérilisée. On
y trouva le Baclerivan aceti, le B. Pasteurianum, et une
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forme qui readait la biére filante et visqueuse, enfin
souvent encore des espéces qui donnaient au motl une
odeur désagréable, nauséabonde.

Les cellules semblables aux levures n'apparaissent que
rarement dans les séries d'expériences. L'autenr men-
tionné plus haut n'observa aucun développement d'espe-
ces de Saccharomyces, mais, cependanl des formes de
Torula et de Mycoderma.

Le nombre de ces germes variait aux diverses époques
de l'annde, sans toutefois parailre réglé d'aprés les
saisons. La chute variable des eaux de l'atmosphére,
la composition de I'eau & la surface du sol et celle de l'air
avaient beaucoup d'influence. Le fait que les réservoirs
d'eau placés a proximité des greniers a orge et a malt,
sans étre sullisamment garantis de la poussiére, élaient
fortement contaminés par des germes pouvant se déve-
lopper dans le mout et la bi¢re, a une grande importance
pratique. On remarqua également que l'eau qui avail
traversé¢ les filtres de charbon renfermait bien plus de
bactéries du mont que celle qui n'avait pas été filtrée.

Les analyses d'eau, faites depuis plus de dix ans au
laboratoire de I'auteur ont donné les résullats principaux
suivants : dans trés peun de cas, les échantillons d’eau ren-
fermérent des Saccharomyces (levures de culture ou levu-
res sauvages). Dans une seule série d'analyses, on trouva
des especes de Saccharomyces anomalus et de Saccharomyy-
ces membranaefaciens. Les bacléries formant des végé-
tations visqueuses ou ui donnaienl au motl une odeur
putride, que MHolm avait observées, se présentérent
trés souvent. Quand une levure pure élail infectée avee
une de ces espéces, puis employée comme levain dans du
mout houblonné, ces bacléries ne pouvaient ordinaire-
ment pas se propager, ce qui n'empécha pas de trouver
souvent une différence entre la biére fermentée ainsi et
celle qui avait fermenlé avee de la levure pure seule.
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Les ferments acétiques n’étaient pas rares dans ces ana-
lyses et méme en présence d'espéces concurrentes, ils
manifestérent leur activité dans les ballons. Dans quel-
(ques cas isolés, on observa, dans les séries d'expériences
avee du mouat, un développement souvent trés fort, de
formes de Sarcina, qui ne put étre constalé dans les séries
paralleles oit I'on opérait avec de la biére stérile. Elles
teoublaient le motit en lui donnant une odeur partieu-
litre. Quant aux moisissures, on trouva le plus fréquem-
ment : le Penicillium. puis I'aspergillus, le Mucor stolo-
nifer, le Mucor Mucedo, I'Oidinm laclis, et des formes de
Demativm Dans les conduiles d'eau de la brasserie, des
couches continues de Crenothriv n'étaienl pas rares.

Ona pu constater dans bien des cas que le principal
contingent de microbes, pouvant se reproduire dans le
moul el la biére, était fourni par les réservoirs el les
conduites. Se basanl sur l'expérience acquise dans le
cours des années, il est permis d’avancer que l'infection la
plus dangercuse de 'eau provient de la brasserie méme.

Les analyses biologiques de la glace naturelle et artifi-
cielle ont démontré que les deux sortes de glace peuvent
contenir des organismes vivanls, capables de se propager
dans le moil et dans la biere. Les formes de Sarcina
peuvent étre introduites par la glace dans les liquides
et y pulluler.

Une condition essentielle & observer pour les analyses
de la grande masse d'eau, est de metire lous les soins a
la prise des échantillons, pour que ceux-ci représentent
réellement la moyenne.

Se basant sur un grand nombre d’analyses comparées,
Hansen indiqua la méthode swivante powr l'analyse zymo-
lechnique de Uair et de Ueau.

Le principe servant de base & cette analyse de l'air et
de I'eau, ressort de ceci: pour l'industrie pratique,
comme par exemple la brasserie, il est seulement impor-
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tant de savoir si Uair ou Ueauw contiennent des germes
susceptibles de se développer dans le moitl ow dans la
Jbidre. Mais cela ne peut pas, comme on le croyait autre-
fois, étre établi par la gélatline nulritive (') employée dans
I'analyse hygiénique de I'air et de I'eau. Contrairement a
I’hygiéniste, le zymolechnicien a l'avantage de pouvoir
opérer directement, avec le méme liquide que 'on ulilise
dans la pratique, c¢'est-d-dire avec le moat. Tous les ger-
mes de maladie reconnus jusqu'ici avee certitude dans la
biére, peuvent également se développer dans le moilt. Les
expériences comparées de Hansen ont montré d'une facon
évidente, que Uemploi des gélatines introduisait de trés
graves erreurs. Ainsi, dans une série d'analyses compa-
rées d'échaniillons d'eau correspondants, les ensemen-
cements dans de la gélatine nutritive de Koch donnérent
par exemple 100, 222, 1000, 750 et 1500 végétations dans
1 em?® d'eau ; tandis que dans le mout, ils ne donnérent
que 0, 0, 6,6, 3 et 9 vézgétations, et enlin dans la biére
ces échantillons d'ean donnérent tous 0 végétation. Dans
une autre série, la gélatine de Koch donna pour 1 e¢m'
d’eau 222 végétations, le mont gélalinisé en donna 30,
mais aucun des ballons renfermant du mott et de la
bitre, et qui furent ensemencés avec de cetle eau, ne pré-
sentérent un développement. Dans ces cas, il ne se dé-
veloppa done de cefte multitude des germesvigoureux de
I'eau, qu’un trés petit nombre, ou aucun, dans le moaf
ou dans la bitre.

Hansen a de plus démontré qu'il était faux d'employer
d’abord la gélatine dans les analyses zymotechniques de
I'air et de l'eau, et de semer ensuite les colonies formées
dans des ballons contenant du mout. Il fut ainsi démon-
iré par 'expérience que plusieurs des germes de bacté-
ries qui se trouvent dans la poussiére de l'air et dans

(1) Gelatine mélangée d'extrail de viande et de peptone.

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1



ANALYSES DE L'AIR ET DE L'EAU 65

I'ean peuvent, il est vrai, se développer dans la gélatine
nutritive, mais non dans le motl ; mais parmi ces espé-
ces, il en existe quelques-unes qui, apres avoir formé une
végétation nouvelle dans la gélatine, sont tellement for-
titiées, qu'elles arrivent a se développer dans le milieu
nourricier moins favorable qu'ofire le mott. On est done
trompé dans ces cas. Une objection plus sérieuse encore
contre le procédé sur gélatine, est que quelques organis-
mes particulierement importants pour nous, n'arrivent
pas d se développer lorsqu'on les introduit directement
dans la gélatine, dans I'état affaibli dans lequel ils se
trouvent ordinairement dans la poussitre de I'air et
dans 'eau.

Se basanl sur ces observations, Hansen indiqua le pro-
cédé suivant : une série de flacons Freudenreich conte-
nant du mout stérilisé et de la biére stérilisée sont ense-
mencés avee de pelites quantités de I'eau a analyser que
I'on emploie, selon les circonstances, diluée ou non di-
luée ('). On examine les flacons de culture aprés les avoir
laissés reposer pendant 15 jours 4 une température de
25" C. Si une partie seulement de ces flacons présente un
développement, tandis que les aultres sont restés stériles,
on peut admettre avec une certitude suffisante que cha-
cun des premiers n'a recu qu'un seul germe. Cela fournit
des éclaircissements sur le nombre des germes suseepli-
bles de reproduction qui se trouvent dans un certain vo-
lume, et cela donne en méme temps aux différents germes
des conditions plus favorables pour leur libre développe-
ment. L'examen exact nous renseigne alors sur la nature
de ces germes.

Quoique par cette méthode, les cultures dans le moit

(1) Dans les analyses de [l'air, les germes s'introduisent
moyennant un aspirateur, directement dans 'eau, ou d'abord
dans du coton et ensuite dans de 1'eau.
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CHAPITRE Il

LES BACTERIES

A mesure que nos connaissances sur les bactéries s'é-
tendent, la difficulté d'en donner une définition générale
augmente. On les connaif sous toutes les formes, depuis
les plus petits points ou globules, jusqu’aux filaments
verts semblables aux algues, et elles se trouvent & peu
prés partout, dans les conditions les plus variées.

Suivant l'effet qu’elles produisent, on fait une distine-
lion entre les bactéries pathogénes (bactéries de maladies),
les bactéries symogénes (bactéries de fermentation) et les
bactéries chromogénes (qui forment des matiéres coloran-
les).

On fit la connaissance de ces formes en placant de peti-
tes quantltés de substances les plus variées sous le mi-
croscope et en les observant avee de forls grossisse-
ments. Dans la viande en pufréfaction, on trouva des
corpuscules sphériques qui se multipliaient évidemment
en se partageant suivant un diamétre ; le lait tourné
offrit des corps courts, ayant la forme de bitonnels; dans
des substances végétales en décomposition on trouva des
corps sphériques plus gros et de longs fils fins; dans la
salive, au contraire, on vit des fils trés fins enroulés en
spirale et repliés, ete. Il étaif par conséquent tout d'abord
indiqué de s’en tenir a ces formes et de les déerire comme
autant d'espéces distinetes. C'est principalement a Cohn
que revient une part de mérite sous ce rapport, car on lui
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doit d'aveir établi la premicre classification systématique i
des bacléries. .
Nous allons d'abord considérer de plus prés les for- i

mes el les individus. Comme cela a éié dit plus haut, les
bactéries se présentent sous la forme la plus simple

. ]
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Fie. 13,

Formes de croissance des bacléries (en parlie sehémaligques) : a cogues,
b diplocoques et formes de sarcina, ¢ slreplocogues, d forme de
wooglees, @ bacléries et bacilles, £ types de elostridinm, g faux-fils,
leptotrix, cladothrix, h vibrion, spirille, spirochétes et spiruolina,
i formes d'involution, k bacilles et spivilles avee prolongement én
forme de cils, | types de bacléries formant des spores, m germination
d’une spore de bactérie (Bacillus sublilis).

comme des corps sphériques de grandeurs différentes,
jusqu'a ceux qui ne s'apercoivent plus qu'avec les gros-
sissements les plus puissanis, et qui ne se manifesient
comme étres vivants plus que par leur multiplication par
cloisonnements. On distinguera done ce que 'on nomme
les muacrocoques des microcoques (fig. 13 a). Quand les
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LES BACTERIES 69

petites spheres se présentent par eouples de deux, on les
nomme diplocoques (b) ; elles peuvent aussi apparaitre
par groupe de quatre — formes de sarcina (b) — ou bien
former plusieurs rassemblements irréguliers, ou enfin
des chalnes — séreptocogues (¢). Par une transition gra-
duelle, les formes de coques se changent en celles des
batonnels -— bactéries, bacilles (e) — qui peuvent se pré-
senter en dilférentes grandeurs, longueurs el grosseurs ;
quand les batonnets offrent un renflement au milieu, ce
qui les fait ressembler a un fuseau, il se produit le type
clostridiwm (f), Un prolongemenl plus fort des bacilles
fail naitre les filaments — leplothrir (g) — qui peuvent,
a leur tour, se présenter par la jonction dans le sens
longitudinal de plusieurs bacilles, comme fawr-fils (g), ou
comme ramilications apparentes par une réunion parti-
culiere de plusieurs filaments — cladothric (g). — Sou-
vent les bacilles et les filaments sont ondulés ou tournés
en forme de vis (h) ; quand les spires sont peu pronon-
cées, on a la forme des vibrions ; quand elles sont plus
accenltuées, on a les formes des spirilles et spirochétes ;
quand lesfils s'entrecroisent comme des tresses, on nomme
cetle forme spiruling. On peul encore signaler les formes
bizarres irréguliecrement gonflées ou écbancrées, que
peuvent affecter plusieurs bactéries sans que la cause en
soil exactement connue — les formes d'involution (i) ;
elles sont souvent provorquées par des conditions d’exis-
tence défavorables, mais chez (quelques espéces, elles font
partie du développement normal (par exemple chez les
bactéries acétiques).

Choisissons mainfenant une de ces formes pour la
soumettre & un examen plus approfondi avec un grossisse-
ment d'environ mille fois. Gomme toute autre cellule,
elle conlient du protoplasma, une masse homogene, peu
réfringente, dans laquelle peuvent se présenter ca et la
de pelites granulations, visibles surtout lorsque la cellule
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ne se trouve pas dans un état de développement trés
vigoureux. Quelquefois il se trouve au milieu de la cellule
une place plus claire que l'on doit envisager, par analo-
gie aux plantes supérieures, comme un réseryoir de sue,
une vacuole. Quelques bacltéries contiennent aussi cer-
faines substances solides dans leur plasma, ainsi on
trouve des globules de souire dans cerlaines bactéries vi-
vant dans de 'eau sulfurée, Il y a quelques espéces dont
le plasma peut étre, dans certains cas, coloré en bleu par
de I'iode, ce qui permet d'admetire la présence de subs-
fances amylacées.

Ce protoplasma est entouré d’une puroi cellulaire ou
membrane. Un examen par voie de colorations montre
ordinairement que les couches extérieures de cetie mem-
brane sonl gonflées et formenl une masse gélatineuse, ce
qui ressort tout particuliérement quand des flocons en-
tiers de bactéries se trouvent amassés. Au point de vue
chimique, il faut provisoirement admettre que la nature
de cette membrane dillére en raison des différentes espé-
ces. Il y en a ot elle nous rappelle la cellulose des plan-
tes supérieures, et d'autres au contraire olt sa composi-
tion parait ressembler plutot a celle des matiéres albumi-
noides.

Beaucoup de bacléries contiennent des maliéres colo-
rantes bleues, rouges, jaunes ou vertes, qui peuvent pro-
duire des colorations frés intenses. Mais vue au micros-
cope, la baclérie isolée n’apparail que trés faiblement
colorée. 1l n'a pas encore été déterminé exaclement dans
quelle partie la matiére colorante se trouve située. Quel-
ques variétés se distinguent par leur propriété d’étre lui-
santes lorsqu'elles se trouvent dans certaines conditions
de nutrition.

Une propriété remarquable de beaucoup de bactéries
est leur mouvement spontané. Celui-ci s’effectue soit ra-
pidement soit avec lenteur, les bactéries oscillant ou
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tournant autour de leur axelongitudinal en décrivant des
courbes déliées ou étroites. Un fort grossissement permet
d’observer chez quelques-unes de ces formes mobiles des
prolongements en forme de cils treés fins (fig. 13 k); mais
on n'a pu encore déterminer jusqu'a quel point ceux-ci
doivent étre considérés comme organes de locomotion :
on suppose qu'ils se composent de fils plasmiques partant
de I'intérieur des bactéries et qui sont enveloppés d'une
membrane spéeiale,

La multiplication des bacléries s'effectue par segmenia-
tion (scissiparité) qui a été observé dans ses délails chez
les formes relativement grandes : les cellules s’allongent, *
il se forme de [ines cloisons lransversales qui augmentent
peu & peu d’épaisseur et se divisent en deux parties; alors
les fils se fractionnent en petits articles qui restent unis
ou qui se séparent (fig. 13 g). Bien avant qu'il soit possi-
ble d'observer les traces de ces membranes fransversales
on peul, par la coloration du f[il, reconnaitre qu’il se
compose d'une série de segments, dont chacun correspond
a un des individus formés plus tard. Les filaments nou-
vellement formés se trouvent alors tous dans un méme
plan. Chez les microcoques (les formes de sarcina et les
pédiocoques), on a aussi observé une division suivant
deux ou trois directions de l'espace.

Par I'étude des formes de développement des bactéries
eflectuée de la manie¢re indiquée plus haut, il a élé dé-
montré, principalement par Zopf, qu'une seule et méme
espece de bactérie peut se présenter sous des aspects tres
pariés par exemple comme spirille, leptothrix, bacille,
haclérie et coccus, et nous obtinmes par la I'imporlante
connaissance relalive a I'histoire de ces plantes, que ces
noms ne désignaient trés souvent que des formes de crois-
sance de Pespéce, et non des especes distinetes. La ques-
tion qui se pose est celle-ci: quelles sont les conditions né-
cessaires  pour qu'une espéce appardisse sous l'une ou
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Vaulre de ces formes déterininées ? Sur ce point, nous ne
savons jusqu'a présent que trés peu de chose, mais on a
observé que sous ce rapport la température et le milieu
nourricier peuvent exercer une grande influence (voyez
les recherches de Hansen sur les bacléries. acétiques).

Il y a en oulre beaucoup de bactéries qui forment des
spores de la maniére suivante (fig. 13, I, m. fig 21 B): le
plasma dans la cellule devient plus foncé, souvent visi-
blement granuleux; puis apparait un petit corps frés
réfringent, qui grandit rapidement, et qui s'enfoure d'une
membrane. En méme temps, la plus grande partie du reste
“du plasma cellulaire disparait en servant a former la
spore qui apparall renfermée dans un liquide clair qui, a
son tour, disparait peu a peu ; enfin la paroi cellulaire se
resserre et finit par ne former plus qu'un appendice prét
a tomber de la spore mure. Dans bien des cas, la cellule
mére se gonfle pendant la sporulation (fig. 13 1, 21 B).
Souvent on nomma cet organe spore durable et cela pour
deux raisons: d’abord parce que la spore posséde en effet
bien plus de durabilité et une résistance bien plus grande
contre des influences de I'extérieur que les fils végéla-
tifs (1), et ensuite, parceque la formation des spores n'a
généralement lieu que lorsque la matiére nutritive de la
végélalion est épuisée ou qu’elle parait étre devenue inef-
ficace pour le développement végétatif ultérienr des or-
ganismes. La spore sert done & conserver la vie pendant
cetle période critique.

Dés qu’il se présente des conditions favorables de nu-
trition et de température, la spore germe. Elle augmente
d'abord de volume et son contenu perd de sa puissance

(1) Pour tuer les spores, par exemple du bacille du foin (ba-
cillus subtilis, fig. 13 m), une ébullition &4 100" ¢. pendant trois
heures sera nécessaire, tandis qu'a celte méme température, les
fils végétatifs périrent déjia au bout de 20 minutes,
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réfringente. De la spore nail alors une baclérie et I'on
voit quelquefois la paroi de la spore se déchirer ou se di-
viser en deux soupapes (Fig. 13, 21). Le fil, une fois déve-
loppé, se multiplie de la maniére ordinaire.

Souvent, on divise les bactéries en « endospores » et en
« arthrospores » ; les premiéres forment leurs spores a
I'intérieur des fils végétatifs tandis que d'apres les
études failes jusqu’'a maintenant, les dernicéres n’ont
pas encore monftré une pareille sporulation intérieure ;
ici ce sonl des membres détachés de cellules végéla-
lives qui deviennent le point de départ de nouvelles
généralions végétatives. Une différence entre les spores
el les autres arlicles, pouvant étre constatée au mi-
croscope, n'apparait que dans quelques cas, lorsquet
les contours des cellules durables s'épaississent (Clado-
thriz, Leptothriz, Bacterium Zopfii.) Par des recherches
prolongées, on arrivera peul-éire 4 frouver aussi chez les
especes de cette derniére calégorie, des spores endogénes.
Quanl a prétendre que les membres menlionnés qui ont
été séparés puissent étre mis en paralléle avec les spo-
res, ceci est une supposition encore insuffisamment fondée.

Pour terminer, nous devons encore mentionner un élé-
ment dans I'étude des formes des bactéries, la formation
des zooglées (Fig. 13 d). Dans toules les branches de I'in-
dustrie de la fermentation, il est connu que dans les en-
droits ot le nettoyage n'est pas rigoureusement surveillé,
il peut se former des amas gélatineux et graisseux, qui
augmentent peu a peu d'épaisseur. La cause en est ordi-
nairement un développement de bactéries ot les cellules
se groupent trés prés les unes aux autres, tandis que les
couches gélatineuses extérieures enflent fortement. Pen-
dant la multiplication ininterrompue des bactéries, la
couche visqueuse augmente d'épaisseur el peut en méme
temps aflecter certaines formes caractéristiques. Ces mas-
ses visqueuses — connues dans la sucrerie sous le nom de
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« gomme de sucrerie » ou « frai de grenouilles » — se pré-
sentent sur des corps solides aussi bien que dans des li-
quides.

Cette masse gélatineuse, claire, hyaline, est invisible
dans la préparation microscopique. Par un traitement
spécial — par exemple en immergeant la préparation pen-
dant quelques minutes dans du bouillon & 35" C. — les
masses gélatineuses ou « capsules » absorbent ordinai-
remenl des matiéres colorantes, ce qui rend possible
I'obgervation des formes,

Beaucoup de bactéries résistent trés bien aux basses
températures. Ainsi J. Forster, B. Fischer, Miquel et
d'autres constatérent l'existence de bacléries pouvant
tres bien se multiplier a 0°, Certaines espéces supportent
un froid de — 70", — 110°, méme de — 213" sans étre
tuées (Fischer, Pictet et Yung). Par conlre on a trouvé
un certain nombre de bactéries thermophiles auxquelles la
chaleur est favorable. Le Bacillus thérmophilus, décrit par
Miquel, se mulliplie encore énergiquement a 700 C.,
tandis que le développement s'arréte a 42" C. D'autres
espéces ne se développent qu'a 60° C. Dans des excré-
ments d’animaux on trouva plusieurs espéces assez fré-
quentes qui croissaient encore a 75" C., tandis qu'elles ne
se multipliaient plus a 39° (L. Rabinowitsch). Parmi les bac-
téries thermophiles il faut compter plusieurs ferments
lactiques et probablement aussi les espéces de la fermen-
tation du tabac. Parmiles bactéries de ce groupe F. Cohn
trouva un micrococcus qu'il reconnut étre le promoteur de
I'échauflfement qui se produit souvent dans les déchets de
colon, sans cause apparente.

Les bacléries sont treés sensibles a I'aclion de la lumiére
et beaucoup d'entre elles sont rapidement tuées lorsqu’el-
les sont exposées aux rayons directs du seleil. Ceci joue
un grand réle dans la purification spontanée des fleuves
(H. Buchner).
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Linfluence de l'agitation mécanique sur les bactéries et
autres microorganismes est trés variable. De nombreuses
expériences permirent a Melizer de constater qu'une lé=
gere agitation était favorable a la vie el a la croissance
des microorganismes. Un certain degré d'agitation en-
traine la plus grande rapidité de multiplication qui dimi-
nue ensuile, & mesure que l'agitation augmente, pour 'ar-
réter finalement. L'optimum et le maximum de croissance
varie d'ailleurs suivant les espéces.

Pastewr fit la découverte importante qu'il y a des bac-
téries et d’autres microorganismes qui n’ont pas besoin
d'oxygéne libre pour vivre et qui, privés de ce gaz, ocea-
sionnent une vigoureuse décomposition du liquide fer-
mentatif. Au point de vue biologique, il distingua parcon-
séquent, deux classes de microorganismes el nomma
ceux dont nous venons de parler anaérobies el les autres
aérobies. Plus tard Duclauw fit surtout remarquer qu'en-
tre ces deux extrémes il existait des formes inter-
médiaires. Comme exemple de bactéries anaérobies, on
peut citer la bactérie de la fermontation butyrique de
Pasteur.

Nous donnons ici un apercu des principales especes qui
jouissent d'uneimportance particuliére dans lindustrie
de la fermentation,

I. — Bactéries acétiques.

C'est Hansen qui nous donna le premier une descrip-
tion délaillée de la biologie et de la morphologie des bac-
téries acétiques.

Déja, en 1837-38, Turpin et Kiitzing émirent 'opinion
que la fermentation acétique était provoquée par un mi-
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croorzanisme et Kiitzing représenta cette baclérie et la
décrivit sous le nom de Ulvina aceti. Sappuyant sur ses
devanciers, Pasteur donna d’abord dans son Mémoire
(1864) et surtoul dans ses « Etudes sur e vinaigre » (1868)
les preuves expérimentales de la justesse de cette opinion
el il basa la-dessus un procédé pour la fabrication du vi-
naigre. Il supposa que la fermentation acétique était pro-
voquée par une seule espéce qu'il nomma Mycoderma aceti.
Des recherches ultérieures ont démonlré qu'il existe plu-
sieurs espéces de bactéries acéliques. Il n'est done encore
nullement question, chez Pastewr, de emploi dune espéce
déterminge et choisie. Son proeédé consiste a donner une
grande surface au liquide employé — deux parties de vin
clair el une partie de vinaigre de vin — el de semer sur
celte surface un jeune voile mycodermigque. Quand la tem-
pérature, la composition du liquide et en général toutes
les conditions sont favorables, l'acétification se fait, de
cette maniére, plus rapidement que par 'ancien procédé
d'Orléans. L'installation est, parait-il, moins coiliteuse et
la perte d'alcool n'est guére plus forte que dans cette der-
niere méthode.

Le procédé Pasteur n'est cependant pas appliqué, autant
que nous avons pudécouvrir. La cause d'incertitude dans
les résultats peut étre cherchée dans le fait que la compo-
sition du liquide nourricier varie, mais surtout dans le
fait que lo culture des buctéries w'était pas une pure, et
qu’elle pouvait par conséquent contenir des espoces de
haetéries possédant des propriétés différentes, demandant
des conditions vitales différentes et développant par con-
séquent des produits divers en quanlités variables. Ceci
se fera également sentir dans les cas on la végétalion ne
se compose que d'espéces (ui, toutes, peavent produire du
vinaigre de vin. Déja en 1879, Hansen a démontré que les
formes du Mycoderma aceti cachaient au moins deux es-
péces distinetes, connues aujourd’hui sous les noms Buct.
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aceli et Bact. Pasteurianum et l'on dislingue a présent
toute une série d'espéces.

La culture absolument pure d'une espéce systémati-
quement choisie doit, dans celte industrie aussi, former
le puin[ de départ. — L’ancien procédé d'Orléans est
encore loujours prédominant en France. D'aprés ce
procédé ot l'on opére a une température d'environ
20" C., on verse le vin a acidifier dans des tonneaux
i moitié pleins, sur lesquels l'air a largement acces.
L'acétification se fail comme dans le procédé Pasteur,
le' liquide se couvranl également d'un veile mycoder-
mique. Dans d'autres contrées on emploie ordinairement
la méthode allemande dile « vinaigrerie rapide » ou
le liquide a acidifier (de I'alcool dilué additionné de vinai-
gre) exposé a un fort courant d'air, est réparti en goulte-
lettes sur de grandes surfaces (des copeaux de hétre) afin
de le faire entrer en contact intime avec l'air. Il n'a pas
encore été fait de recherches sur les microorganismes qui
agissent dans ce dernier procédé de fabrication. L'emploi
de cultures pures méthodiquement choisies ne sc fera,
espérons-le, pas trop longlemps altendre.

Tandis que dans son ouyrage, Pasiewr ne soulient pas
formellement I'hypothése que l'oxydation de I'aleool en
acide acétique provoquée par des bactéries acéliques, soil
un processus de nature purement physiologique, Adal-
phe Mayer formula et prouva la justesse de cette opinion,
el Hansen aussi fail ressortir comme cerlain que acétili-
calion est généralement provoquée par I'influence de bac-
téries.

Pastewr démontra que l'acide acétique provenant de
l'oxydation de I'alcool éthylique se réduisait, par une
oxydationprolongée, en acide carboniqueet en eau. Depuis,
ceci a élé conlirmeé [')a:' Ad. J. Brown, 4 qui nous devons
les recherches les plus complétes sur les fonctions chimi-
ques des bactéries acétiques.
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Les recherches de Hansen font partie de celles qui, les
premiéres, nous montrérent qu'une fermentation déter-
minée pouvait étre produite non seulement par une seule
mais par plusieurs espéces de bactéries ; ces recherches
nous donnent en méme temps les premiéres preuves
expérimentales que la méme espéce pouvait se présenter
sous des formes trés diflérentes. L'exactitude de ces ré-
sultats fut constatée plus tard par Zopt, De Bary, Ad. J.
Brown et depuis cette époque, mainls exemples ont été
découverts.

Au moyen de ses essais de coloration sur le Bact. (Myco-
derma) aceti, Hansen découvrit, en 1879, que sous ce nom
se cachaient au moins deww espéces distinctes, dont 1'une
— comme la plupart des autres bactéries — se colore en
jaune par l'iode, tandis que 'autre en recoit une teinte
bleue. Pour la premiére, il conserve l'ancien nom Bacte-
rium aceti, tandis qu’il nomme P'espéce colorée en bleu,
d’apres Pasteur, Bacterium Pasteurianum. Une belle co-
loration bleue par des solutions d'iode ou d'iodide de
potassium s'observe sur les formations de voiles sur le
moiit ou la biére, ainsi que sur les végétations 4 la sur-
face du mout gélatiné. Les végétations au contraire qui se
développent sur I'eau de levure et sur la gélatine nutrilive,
se colorent en jaune; de vieux voiles sur de la biére of-
frent aussi la réaction jaune. C'est la matiére gélatineuse
partant de la paroi cellulaire qui se colore en bleu. Plus
tard, ce méme chercheur trouva une troisiéme espéce.

Ces trois espéces se distinguent de la maniére sui-
vante :

Le Bacterium aceti Hansen (Fig. 14) forme sur de la
biére double (biére de fermentation haute, riche en extrait
avec enyiron 1°/, d'alcool),a 34° C.au hout de 24 heures, un
voile muctlaginewr et uni. Le mucus n'est pas coloré par
I'eau iodée ou par la solution iodée d’iodure de polassium.
Les cellules de ce voile sont des bédtonnels étranglés en
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leur milieu, réunis sous forme de chaines ; rarement on
rencontre des bitonnets plus
allongés ou des filaments,
ave¢ ou sans renflements.
Entre 40 et 40°1/2 il se forme
de longs filaments minces.
Cultivée sur plaques avee du
moul - gélatiné a 25°, celte
bactérie développe des colo-
nies a bords ronds, rarement
¢loilés, qui paraissent grises
a la lumiére directe, bleua-
tres 4 la lumiére par trans- Bacterinm aceti d'apres Hansen

Fic. 14.

parence ; elles consistent

principalement en bitonnels libres. Dans du bouillon de
peptone gélaliné, les colonies sont entourées de zones
lactenses, dont elles sont séparées par une zone plus
claire ; plus tard les zones extérieures peuvent s'iriser.
Ensemencée en goutleleltes dans du mout gélatiné, cetle
bactérie développe 4 25" au bout de 18 jours, de larges
colonies unies, circulaires et dentelées, ou en forme de ro-
setles. Dans de la biére double, le maximum de la tempé-
rature de eroissance se trouve a 42°, le minimum de & a 5°,

Celle espece se présente généralement dans les biéres
de fermentation haute et basse. :

Le Bacterivwm Pastewrianm Hansen (Fig. 15) formesur de
la biére double a 34° un voile sec qui se fronce et se plisse
rapidement. Dans de jeunes voiles vigoureux sur la bi¢re
ou le mont, le mucilage qui entoure les cellules, est coloré
en bleu, lorsque la température est favorable, par l'eau
iodée et par une solution iodée d’iodure de potassium.
Les cellules des voiles forment de longs chapelets el sont
généralement plus grandes, surtout plus épaisses que
celles de l'espéce précédente. Les filaments qui se pré-
sentent & 40° - 40° 1/2 sont aussi un peu plus épais que
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ceux du Baclerium aceti, Dans les cultures sur plagues
avec du mont
gélating, a 23"
les colonies res-
semblent a cel-
les de l'espéce
précédente, el-
les sont cepen-
dantun peu plus
petites et consis-

tent principale- 1

ment en chape- |

" o

TG lets. Dans du ;

Bacterium Pasteurianum d’aprés Hansen, bouillon de pep- i

fone  gélating,
les colonies se comportent comme celles de I'espéce pré-
cédente. L'ensemencement dans du mott gélaliné montre, .
a4 25" au bout de 18 jours, des colonies légérement con-
vexes, plissés, rondes, & bords réguliers ou légérement
dentelées. Dans la biere double, le maximum de la tem-
pérature de croissance est de 42°, le minimum de 5° - 6°.

Celte espece est fréquente dans les biéres de fermenta-
tion haute et basse.

Le Baclerium Kilzingianum Hansen (fig. 16) forme sur
de la biére double un rvoile sec, qui s'éléve au-dessus du
liquide en adhérant a
la paroi duw ballon.,
Une coloration en bleu
du mucilage a lieu dans
les mémes conditions
que pour le B. Pasteu-
rianum, Le voile con- Fic. 16.

-siste en petits biaton- Bacterium Kitzingianum daprés
nets, qui sont ordinai- AT
rement libres ou accolés a deux, mais forment rarement
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des chapelets. Les formes de filaments a 40-40" 1/2 res-
semblent a peu prés i celle du B. Pastewrianum. Les cul-
tures sur plaques avec du motl gélatiné a 25° donnent
des colonies identiques a celles de l'espéce précédente.
Elles consistent principalement en bidtonnets courls,
libres. Les colonies du bouillon de peptone gélatiné res-
semblent aussi a celles des deux espéces décrites plus
haut. Par I'ensemencement en goutieleties dans du mont
gélatingé a 25°, on obtient, au bout de 18 jours, des colonies
pareilles a celles du B. Pasteurianum, mais a surface
unie, sans pli. Sur de la biére double gélatinée, ces
colonies sont visqueuses, tandis que celles des deux espe-
ces précédentes ont une surface séche.

Dans de la biére double, le maximum dela température
de croissance est a 42°, le minimum entre 6 et 7°,

Celle espéce a été trouvée dans de la biére double.

Une espece qui se distingue essentiellement de celles
que nous venons de mentionner, est le Buacterium xyli-
num, assez [réquente en Anglelerre, ot on la rencontre X
dans les vinaigreries. Ad. J. Broum, qui I'a étudiée
principalemenl au point de vue chimique, nous en a
donné une description en 18s6. Elle forme une peau
dont le mucilage devienl cartilagineux, dur el coriace ; la
végélation remplit peu a peu toul le liquide nourricier.

Mais cette espéce manifeste encore un aulre caraclére,
qui la distingue particulicrement des ftrois précédentes:
par la réaction cellulosique qui se produit dans son enve-
loppe mucilagineuse, et qui n'a pu étre observée dans le
mucilage des ftrois espéces décriles par Hansen. Pe-
ters, Vermischeff, Duclaux, Lindner et Zeidler nous ont
aussi donné la description de bactéries acétiques. Ce der-
nier observateur trouva dans de la biére de garde une
forme mobile, qu'il nomme Thermobacterium aceli.

M. Henneberg a aussi déerit une espéce a cellules mo-
biles, le Bacleriwm oxydans. D'aprés les indications de

6
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Zopf,il trouva cette espéce dans de la biére de fermen-
tation basse, qui avail séjourné dans des cuvelles a 25-27°,
Elle forme sur gélatine des colonies rondes, qui montrent
plus tard des ondulations irréguliéres ou des ramifica-
tions dentelées. Sur de la biére stérile, elle développe des
voiles trés mous, composés de plusieurs ilots qui adhe-
renl aux parois des vases. Les jeunes voiles se compo-
sent de groupes de deux cellules, plus tard de longs
chapelets. La biére est troublée par cette espéce. Dans
le stade, ou les cellules sont pour la plupart réunies
a deux, il se forme souvent des essaims. Sur de la biére
a 36°, la végélalion consiste presque complélement en
filaments longs et égaux. Cette espece montre aussi,
par exemple sur de la biére a 26°, des formes irréguliere-
ment gonflées. Les cellules ne sont pas colorées en bleu
par I'iode. La température optimale de croissance parait
étre entre 20 et 25°. La température limite pour la forma-
tion des essaims a été constatée a 44° pour une culture de
25 heures, La température de destruction se trouve, dans
la chaleur humide, entre 55 et 60°, dans la chaleur séche,
entre 97 et 100°. L'oxydation de I'alcool en acide acélique
“est la plus active de 27-23°.

Les recherches détaillées de Hansen sur les bacltéries
acéliques eurent une importance considérable pour la bio-
logie et la morphologie des bactéries en général, car elles
nous onl donné des éelaircissements sur un des facteurs
qui sont en rapport de la cause a I'effet avee le polymor-
phisme des bacteries.

Les diverses espéces de ferments acéliques étudiées par
Hansen se présentent sous trois [ormes essentiellement
différentes, qui dépendent de la lcmpératuré: les chaines
ou chapelels composés de bitonnets courts, les longs
filaments et les formes gonflées. Sur de la biére double,
qui est un milieu trés favorable a leur développement, ces
espéces donnent i foutes les températures entre 5 et 34°
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longs filaments (fig. 17). Chez quelques espéces, ceux-ci

Baclerium Pasteurianum. Transformation des filaments en formes gon-
flées et en chapelets, aprés culture dans de la biére double & 340,
d'aprés Hansen.

peuvent atteindre une longueur dépassant 500 p ('), tandis

(1) 1 2 = 0,001 millimétre.
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que les articles des chainettes n’atteignent que 24 3 n.
Si on porte cette végélation de longs filaments a 34°, il
en résulle de nouveau une transformation en chapelels.
Pendant leur croissance & cette température, les filaments
gagnent, non seulement en longueur, mais encore consi-
dérablement en épaisseur, ce qui donne naissance a ces
formes gonflées (fig. 18) qui se présentent sous tant d’as-
pecls variés, avec toutes les modifications imaginables.
Alors les filaments se divisent en pelits articles pour
produire la forme typique des chainettes. Ce ne sont que
les parties les plus épaisses des filaments gonflés qui
restent indivisées el finissent par étre résorbées. Les
renflements forment done un appendice régulier de ce
eycle d'évolution, dans lequel nous avons un bel exemple
de l'influence qu'exerce la température sur la variabilité
des formes.

Des recherches de Lafar ont démontré que les espé-
ces Buacterium aceti et Bicterium Pasteurianum varient

aussi au point de vue chimique et physiologique-chimique..

Elles donnent dans de la biére stérilisée des équations
zymoliques différentes. A des empératures supérieures
le Baet, Pasteurianwm développe une activité acidifiante
plus forte que celle du Bact. aceti; par contre, ce dernier
put encore provoquer une fermentation énergique a
4% 1/2, tandis qu'a celte méme température le Bact.
Pasteurianum ne produisit plus de quantité mensurahble
d’'acide acétique. Entre 33 el 34° le Bact. Pasteurianum
produisit le maximum d'acide acétique au bout de 7 jours,
a savoir 3,3 0/0 en poids, qui retomba alors a 0.
Aprés que le maximum de la quantité d’acide elt été
atteint, les formes de cellules irrézuliérement gonflées
apparurent dans la végétation. Celles-ci sont a considé-
rer comme le résultal d'une dégénération pathologique,
due a4 ces conditions de nutrition défavorables (formes
d'involution) ; des recherches exactes sur ce phénoméne
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manquent toujours encore. Les formes déterminées par
Hansen dans la marche du développement, mentionnée
plus haut, ont une importance physiologique toute dillé-
rente, car elles s’y trouvent en vigoureuse croissance, ce
qui prépare la végétation pour la formation nouvelle qui
doil suivre.

Dans la fermentation des hrasseriés, des dislilleries et
dans celle du vin, ces bacléries jouent un role considé-
rable, qui les fait redouter. C'est surtout dans le vin
qu'elles causent parfois de graves dommages, car si elles
arrivent & un fort développement, le vin est immanqua-
blement perdu. Dans les brasseries de fermentation
basse, elles font ordinairement moins de tort, attendu
que leur développement demande une température élevée
et beaucoup d'air.

Elles ne peuvent donc pas se faire valoir dans une cave
a biere bien conditionnée. Les recherches de Hansen ont
démontré que le Bact. aceti et le Bact. Pastewrianumpeu-
venl vivre pendant toute la durée du repos de la biére,
que l'infection se soil produite au début ou 4 la fin de la
fermentation principale. Mais pendant toute la durée de
la fermentation, l'infection ne se manifeste pas, ni par le
golt, ni par 'odeur de la biere. Quand la biere était sou-
tirée en bouteilles et exposée 4 une température plus éle-
vée, les bactéries recommencaient a croitre ; mais si les
bouteilles étaient bien bouchées, la biére ne devenail pas
acide. Le méme résultat fat atteint en contaminant la
biére déja terminée. — Si, par contre, les bouleilles sont
mal bouchées, la végélation rend la biére acide.

Dans les brasseries de [ermentation haule, ol la fer-
mentation se fait 4 de plus hautes températures, ces bac-
téries peuvent, par contre, causer de grands ravages avant
méme que la biére ne sorte de la brasserie.

La conslatation que, parmi ces bactéries aérobies, les
espéces plus connues n'exercent aucune influence ni sur
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la couleur ni sur la limpidité de la biére, tandis que la plu-
part des autres bactéries la troublent, a un intérét prati-
que,

De nombreuses recherches de 'auteur du présent ou-
vrage ont prouvé que, dans les distilleries et principale-
ment dans les fabriques de levure pressée, les bacléries
acétiques étaient trés répandues, le plus souvent aceom-
pagnées d'especes de Mycoderma. Un conlrdle soigneux
de la fabrication doit donc toujours élre fait daans ce
sens,

En étudiant I'action des acides, surtout de 'acide acéti-
que, sur les lepures de vin, Lafar trouva, qu'a chacun
des diflérents acides (acides malique, tartrique, lactique,
acétique, ele.) il revient une influence propre. tant sous
le rapport des relations de poids entre l'aleool ef l'acide
carbonique que de la quantité de glycérine ; les échantil-
lons provenant de I'acide acétique montrérent les plus
pelites quanlités de glycérine et la plus faible multiplica-
tion de levure. En opposilion aux anciennes assertions
que de trés petites quantités d'acide acélique pouvaient
déja empécher la fermentation alcoolique, 'observateur
mentionné trouva qu'en présence de 0,27 0/0 de cet acide,
on ne pouvait encore observer aucun ralentissement sensi-
ble ni dans le cours de la fermentation, ni dans la multi-
plication des cellules, ni dans le rendement en alcool et
en glycérine. Dans du mout de raisin non désacidilié, les
cellules de levure supportérent encore une addition de
0,74 0/0 ; dans du moiit désacidifié, aprés additionde 1 0/0
d'acide acétique, il se forma encore 4,77 0/0 en volume
d'alcool. ¢'est-a-dire 60 0/0 du maximun de la quantilé. —
Mais les levures sont différemment sensibles a l'action de
l'acide acélique, — En comparant 15 races différentes de
levures de vin, on observa, qu'en présence de 0,8 0/0 d'a-
cide acélique dans du motl préalablement désacidilié,
outes pouvaient continuer la fermentation, tandis qu'a-
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vee 1 0/0 d’acide il n'y eut que 3 races qui en élaient ca-
pables. Pour ce qui concerne la multiplicatlion des cellules
les levures se montrérent trés dilférentes en présence de
la méme quantité d'acide acétique. Lafar étudia aussi
l'influence de cet acide sur le travail chimique, ¢c'est-a-
dire sur les relations existant entre la quantité produite
d'aleool et le nombre des cellules de levure formées.
Dans 10 races il trouva que le travail fourni par une cel-
lule était plus grand, par contre dans 2 races plus petit
en présence de 0,88 0/0, qu’avee 0,78 0/0 d'acide acétique.
Les cellules qui pouvaient encore agir en présence de
1 0/0, montrérent dans ces condilions, moins d’activité
qu'avec 0.88 0/0 d’acide.

2. — Bactéries lactiques

Si I'on expose du lait & une température de 35-42° C.,
il deviendra bientdt aigre, el une grande partie de I'acide
(ui se forme se trouvera étre de 'acide laclique, produit
par I'action de dilférentes espéces de baeléries. Quand
il s’est formé une certaine quantité d'acide laclique, la
fermentation cesse. Elle recommence lorsqu’on neutra-
lise le liquide avee du carbonate de chaux, ou par 1'ad -
dition d'un petile quanlilé de pepsine ou de pancréa-
tine, qui ont pour eflet de dissoudre la caséine du lait.

Pour la mise en frain d'une fermentation lactique spon-
tanée, on emploie par exemple le procédé suivant: on
ajoute a un 1 litre d'eau, 100 grammes de sucre, 10
grammes de caséine on de vieux fromage et une quantité
abondante de carbonate de chaux pulvérisé. Ce mélange
est versé dans un vase ouvert et exposé a une tempéra-
ture de 335 a 40° C. On agite de temps 4 autre le liquide
ou bien on y fait passer un courant d’air. La fermenta-
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tion achevée, on fait évaporer le liquide et il reste du
lactate de chaux ecristallisé, dont on extrait I'acide lac-
tique en ajoutant de I'acide sulfurique.

Outre la lactose, quelgues bactéries lacliques peuvent
aussi faire fermenter le sucre de canne, la glucose, la
maltose et diverses autres subslances. D’apres les expé-
riences de Bowrquelot, il y a une espéce de bactérie
laclique qui se présenle dans la fermentation acide spon-
tanée du lait, pouvant faire fermenter le sucre de canne
sans inversion préalable.

Ces bacléries sont relativement assez rares dans la na-
ture, mais fréquentes dans les divers locaux de fermen-
tation,

Dans la brasserie, la fermentation lactique se manifeste
déja dans le malt et surtout pendant le brassage, puis
pendant la fermentation ; dans les biéres belges, fabri-
(quées par « fermentalion spontanée » I'acide lactique se
forme en grande quantité, ce qui donne aux biéres un
gout dcre. Cest & une vigoureuse fermentation lactique
que les biéres a fermentation haute appelées « biéres
blanches » doivent leur goiit rafraichissant. Dans les
brasseries modernes, a fermentalion basse, on cherche a
tenir éloignées de la fermentation, tant les bactéries lac-
ligues que toutes les bactéries en général.

Dans les distilleries, on cultive par contre méthodique-
ment les bacléries lacliques dans le but de réprimer di-
rectement les bactéries, mais surtout les bactéries buty-
riques, ou du moins de leur préparer un champ de
développement aussi défavorable que possible. Nous
reviendrons plus loin sur ce sujet.

On trouve parfois des bacléries lactiques dans la fer-
mentation du vin, ot elles provoquent des maladies, mais
probablement plus facilement quand la composition du
mout est loin d’élre normale. Elles occasionnent de forts
troubles, accompagnés d'altérations de couleur et de
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goit. Miiller-Thurgaw a isolé d'un vin contaminé un ba-
cille qui, ensemencé dans du moit, provoque une fermen-
tation laclique.

Le premier ouvrage important sur les ferments lacti-
ques est dd a Pastewr (1858), qui décrivil l'espéce de
bactérie lactique qui se produit lorsque le lail entre
spontanément en fermentation. Dans ses « Eiudes sur la
biére » il a donné un dessin des bactéries qui se dévelop-
pent dans le moit et la biére entrés en fermentation lac-
tique (Fig 19); il les décrit comme de petits batonnets
légérement étranglés au milieu, généralement isolés et ne
formanl que rarement des chaines. ;

En 1877, Lister fit une culture pure d’'une bactérie lac-
tique, retirée du lait aigri, a laquelle il donna le nom de
Bacterium lactis.

Plus tard, en 1884, Hueppe trouva dans une fermen-
tation laclique spontanée, une baclérie qui convertit la
lactose et d’autres saccharates en acide lactique avee for-
malion simultanée d'acide carbonique (Bucillus acidi luc-
tici). Elle consiste en cellules courles, épaisses, immobi-
les, qui sont au moins la moitié plus longues que larges,

el qui sont accolées deux a

& 3 . 3 I'4 -
i 10O stI?‘( et, plus rarement qua
1ol s O “O. tre a quatre. Dans des solu-
17 % s ot 9 tions sucrées et moins claire-
e 29,0 @) it ment dans le lait, elles for-

a < 3
ment des spores qui appa-

Fic. 19.

raissent en globules bril-
Bactéries lactiques d'aprés Pas-  |apts aux extrémités des ba-
teur. Pour donner une idée <
de la grosseur des bactéries, cilles. Dans les plaques de
quelgues cellules de  levure $lafs " 3
ont ¢le dessinées dans la fi- gclatl‘ne, elles ‘iﬂl ﬂll‘l’l‘l des
gure. colonies blanchitres qui, tant
qu'elles se trouvent a l'infé-
rieur de la masse, sont rondes, uniformément foncées,

aux contours nettement dessinés ; lorsqu'elles se trouvent
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a la surface, elles ont une bordure plus claire. Pour
la fermentation au moyen de cette espéce, 'oxygéne
de l'air est de rigueur. Elle fait coaguler la caséine du
lait.

Dans la littérature moderne, on trouve la desecriplion
d’'un grand nombre de bacléries lactiques. On en trouva
par exemple deux espéces (microcoques) dans la salive
et dans le mucus des dents., Parmi les espeéces formant
le pigment, il s’en trouve aussi qui, en dehors de leur
fermentation pigmentaire, sont capables de produire de
la lactose assez d'acide lactique pour faire coaguler la
caséine du lail. Ici se rangent en oulre, d'aprés Hueppe,
le célébre Micrococeus prodigiosus, et d'aprés Krause,
une forme pathogénique, le micrococcus de 'ostéomyélite,
qui appartiennent 4 ces espéces. ‘

D'aprés les indications de Delbriick, Zopf obtint une
bactérie lactique en exposant pendant quelque temps
un mélange de 200 grammes de malt et de 1000 grammes
d’eau a la température de 50° C. On ensemencait par ce
liguide une solution de lactose, a la surface de laquelle
le ehampignon formait bientot un voile. Les filaments
se composent d'abord de batonnets ; plus tard, on peut
observer a ces mémes filaments des batonnels et des co-
ques. ' ;

Dans le levain acide de boulangerie, Pelers trouva
une bactérie qui provoqua une fermentation lactique pro-
noncée. Dans les cultures sur plaques, elle forme des co-
lonies rondes a couches concentriques. Les bdtonnets
montrent une mobhilité vive comme dans un essaim. Sur
une solution sucrée neutre d'eau de levure, celle espéce
forme. au bout de quelque temps, 4 30° C,, un voile vis-
queux; ici les batonnels se sont prolongés en longs fila-
ments. On n'observa pas une formation de spores.

Le Pediococcus acidi lactici, analysé par Lindner,
donne, lorsqu’il est cultivé a 41° C. dans une solution
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neutre d’extrait de malt, une réaction fortement acide ;
dans une solution non stérilisée de ladite espéce, ainsi
que dans une décoction de foin non stérilisée, cette bac-
térie se développe a la température indiquée, d'aprés
Lindner, tellement vigourensement, que tous les au-
tres organismes sont arrétés dans leur reproduction. Par
voie chimique, on constala que la majeure partie de l'a-
cide qui s'élait formé en abondance était de 'acide lacti-
que. Quand une infusion de malt d'orge ou de malt de
seigle est tenue a 41° C. cette espéce se développe forte-
ment, et les batonnets lactiques se retirent, Dans une so-
lution neutre dextrait de malt, le Pediococeus soumis a
62° C. est tué en cing minutes. Sur des gélatines, il ne se
développe que difficilement ; ¢e n’est qu’en culture par pi-
qure dans de 'extrait de malt gélatiné, qu'il forme, a I'in-
térieur de la masse. de trés vigoureuses colonies de cou-
leur blanche. Il parait, du reste, mieux croitre a I'abri de
I'air que sous son influenee.

Le Saccharobacillus Pastorianus décrit par van Laer
qui apparait sous forme de filamenls de différentes
longueurs, cause dans la biére une maladie particuliére
(biére tournée), laquelle se manifeste de la facon sui-
vante: le liquide perd peun & peu son éclat; si on I'agite,
les filaments soyeux se détachent du fond et en méme
temps la hiére acquiert une odenr et un gonut désagréa-
bles. Dans les cultures, le bacille se développe aussi bien
en présence de l'oxygéne libre qu'en son absence. Dans
les milieux nutritifs, il fermente les hydrates de carbone,
La saccharose est fermentée sans interversion préalable.
Les produits de la fermentation sont, enire autres, I'a-
cide lactique, l'acide acétique et I'alcool. Les acides for-
mes déterminent dans la liquear un précipité de ma-
liecres azolées qui, mélangées au bacille, forment ces
nuages composés de filaments soyeux, dont nous avons
parlé. :
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Pour les cultures de cette bactérie. une infusion de
malt additionnée d’agar el d'un peu d'alcool se préte le
mieux.

Récemment, Grotenfelt déerivit des espéces qui doi-
venl bien étre considérées comme nouvelles; il ne réus-
sit pas a les idenlifier avec celles qui furent décrites
par Hueppe et Marpmann. Ghez quelques-unes, on ob-
serva qu’elles décomposaient le suere en alcool, a coté de
l'acide lactique qui se dégage. 1l supposa qu'elles
parlicipent a la formation de l'arome dans le beurre.

M. E. Kayser a fail des recherches étendues sur les
relations chimiques dans les [ermentations lacliques, en
se servanl de cullures pures de végétations dans du lait,

dans dela créme, dans de la biere, dans du mout de rai-
sin, etc. On savail déja avant que la quantité d'acide formé
variail suivanl les différenles especes, de méme que les
proportions entre acides volatils el fixes. Ceei a é1é cons-
talé par M. Kayser. Des végélalions de la méme espéce,
cullivées a la surface du liquide, donnérent plus dacides
volatils que les cultures développées au fond.

Encouragé par le suceeés quia éléatleint dans les indus-
tries de la fermentalion, par I'introduction du systéme de
culture pure de Hunsen, on a commencé, depuis quelques
années, a uliliser ce méme princive dans les laileries et,
pour le procés de l'acidification, dans les dislilleries.
Nous indiquons ici bricvement 1'état actuel de ce dévelop-
pement.

Dans les distilleries, ot la température des trempes ne
dépasse jamais environ 70°, parce que l'on veul ménager
la diastase, un grand nombre de germes adhérani aux
maliéres premiéres, ne sont pas tués et peuvent se déve-
lopper pendant la fermentation, ot elles pourront, soit
épuiser les matiéres nutritives, ou enrayer la fermenta-
tion alcoolique désirée ; sous ce rapport, les bactéries
butyriques sont surtoul 4 craindre. Pour éviter la pullu-
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lation des germes nuisibles a la levure, on a ajouté direc-
tement aux trempes différents acides, ou bien on a pro-
voqué dans une pelite partie, formant environ le dixiéme
du mélange de malt et d’eau, une fermenlation lactique,
en maintenant la masse totale a environ 50°, jusqu’a ce
qu’elle montrat environ 2°1/2 d’acide, ce qui veut dire
que pour neultraliser 20 ¢.c. du mélange il faut 2 e. ¢, 1/2
d’alcali-normal, ce qui correspond a peu prés a 1 0/0
d’acide lactique. La température indiquée est la plus
favorable & ces espéces ultiles de bactéries lactiques. Puis
on chauffe 4 70°, pour tuer une partie de ces bactéries, on
refroidit a environ 20° et on ajoute la levure.Celle-ci n'est °
ordinairement pas altaquée par la quantilé mentionnée
d’'acide lactique. Quand la levure a atteint le développe-
ment voulu, on emploie ce mélange pour la mise en le-
vain de la masse principale, aprés avoir préalablement
mis de colé environ la dixiéme partie du levain, pour
faire fermenler le mélange acidifié suivant.

L'acide introduit de cette maniére dans la masse prin-
cipale et les bacléries lactiques survivantes jouenl done
le role de désinfectants et exercent en méme lemps une
influence sur les cellules de levure, en partie directe, en
partie par leur aclion sur les matiéres nutritives.

Si le proces déeril ici ne se fait pas tout a fait régulié-
rement, le rendement en souflrira, et souvent on a pu ob-
server que des ferments étrangers s'étaienl introduits.
Ceci arrive surtout fréquemment au débul d’'une campa-
gne, aprés la mort de la plupart des bactéries lacliques
qui se trouvaient dans le local de fermentation. On a cher-
ché a obvier a cet inconvénient en isolant d’'un mélange
de malt etd'eauacidifié, ayant toutes les apparences d'une
bonne acidification normale, 'espéce de baclérie présente,

~afin de la développer en culture en masse et de l'intro-
duire dans le nouveau mélange a acidifier. Ainsi Lafar
développa du mélange acide, dans une distillerie, une
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bactérie qui se distingue des espéces aclives dans 'acidi-
fication du lait, a laquelle il donne le nom de Bacillus aci-
dificans longissimus. parce qu'elle se présente avee des fi-
laments souvent trés longs. Les essais pratiques effectués
jusqu’a présent par Behrens et Lafar avec des enltu-
res pures de celte espéce, ont donné de bons résultals.
Leichnam et d'aulres chercheurs onl également déve-
loppé des cultures pures de bactéries lactiques, trouvées
dans le moat des distilleries. On ne sait pas encore jus-
qu'a présent si l'acidificalion spontanée est due a4 une
seule espéce toujours prédominante, ou si plusieurs espé-

~ ces sont en jeu.

Déja depuis 1890, on fait dans les [wileries, un emploi

" analogue d’espéces de bactéries sélectionnées, pour obte-

nir une acidificalion sire et constante de la eréme servant
a la fabrication du beurre. Les progrés atteints dans ce
domaine, se rattachent aux recherches de Storch,
Weigmann, Qvist, ete. On ajoute la culture pure choisie a
du lait éerémé, préalablement chauflé a 60°, puis on la
laisse se développer a 15°. Au bout de 24 heures on peut
employer ce mélange acidifiant. Pour rendre la créme qui
doit élre ensemencée, aussi pauvre en germes que possi-
ble, on la refroidit d’abord fortement, puis on éléve rapi-
dement la température a environ 20°, ou bien, on la pas-
teurise. Dans l'espace de 24 heures on laisse se dévelop-
per la premiére culture dans la eréme, puis le baraliage
commence.

Parmi les formes que Storch, a Copenhague, isola, en
1890, du beurre, de la créme aigrie et du petit-lait, ¢’est
la forme des coccus qui, d’aprés Weigmann, serait la plus
fréquente et la plus propice a l'acidilication de la eréme.
Elle apparait avee un grand nombre de variétés, qui sui-
vent deux directions prineipales, en donnant soil un pro-
duit ressortant par lafinesse de son arome et par son goiit
pur et agréablement acidulé, soit un produit doué d'une
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grande conservabilité., Au point de vue morphologique,
les végétations se distinguent en ce que quelques-unes

Fra. 20,

Bacléries lactiques d'aprés Storch.

d'entre elles ap-
paraissent réu-
nies en chaines
et d'autres pas
(fig. b. a.); les
derniéresse pré-
sentent le plus
souvent et sont
les plus répan-
dues. Cesformes
ont une certaine
ressemblance
avecle « ferment
lactique » de Pas-
teur. La forme
dessinée dans la
fig. 20 (a), a été
trouvée par
Storch dans un
échantillon  de
beurre pur et
trésaromaltique.
Surgélaline,elle
formedes peliles
colonies sphéri-
ques toutes blan-
ches, a surface
unie. Dansle lait
et dans le pelit-
lait, elle se pré-

senle avec des formes ovales et sphériques. Les bactéries
lactiques que nous venons de mentionner, manifestent
déja a 20° C. une activité fermenlative énergique.
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Une espéce qui fuf employée pratiquemenl dans plu-
sieurs endroits, avee beaucoup de succés, a élé obtenus
par Quist Celle-ci se présenle comme microcoque ou
sous d'aulres formes, selon les divers milieux dans
lesquels elle est cultivée. Sur la gélaline, elle forme de
petites colonies toules rondes, croissant lentement, de
couleur jaune pile. Dans les cullures par pipire, il nail
une série de colonies globulaires, et dans les culiures
par stries, elle forme une ligne continue avee des bords
ondulés. Elle fut isolée d'un échanlillon de beurre. qui
possédaitl & un degré toul partliculier de I'arome et la fa-
culté de se conserver.

D’autre parl, on trouva dans les derniéres années, une
série d'espéces de bactéries qui provogquent des maladies
dans le lait et dans le beurre. Ainsi Schmidi-Miilheim
trouva un microcoque qui se présente en chaines formant
des chapelets et qui rend le lait visqueux. Une espéce
possédant la méme propriété et qui provoque en méme
temps une vigoureuse fermentation lactique, fut trouvée
par Rals. D'autres de ces espéces visqueuses onl éLé
décrites par Adamelz, Duclaux (Actinobacter), Guille-
beaw, Liffler, Storch et Leichmann. Weigmann prépara
entre autres, une culture pure d'une certaine espéce qui
donne au lail un gotit amer et qui secréle un ferment
dissolvant, la caséine. Jensen trouva également des
espéces qui provoquent dans le lait et le beurre des chan-
gements de goat trés anormaux, parmi ceux-ci surtout
le Bavillus foetidus lactis qui se présente en balonnels
épais, mobiles, de diflérentes longueurs, tenant en par-
tie du microcoque. Storch a prouvé que le repoussant
goit de suif du beurre provenait d'une forme de baclérie
acidifiant et coagulant le lait.

La coagulation du lail dans la fabrication du fromage,
oii la caséine est précipilée, est, comme on sait, obtenue
industriellement par la présure, un enzym, secréiée

7

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1



98 LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

par certaines glandes gastriques de divers animaux. On
trouve ce méme ferment dans plusieurs plantes, par
exemple dans Pumgwicula, Ficus carica, el. ces dernié-
res années, on I'a aussi constaté dans quelques bactéries.
Ainsi Conn a, en 1892, dé#eloppé des cultures pures
de ces bacléries. (Vest surtout parmi les « bacilles de la
pomme de terre » que l'on trouve des bactéries de celte
espéce. Leur enzym dillére cependant, sous certains rap-
ports, de celui de la présure. Le Micrococcus prodigiosus,
si souvent mentionné, el le Baclerium coli communis,
toujours présent dans l'intestin de 'homme et des ani-
maux, possédent le méme euzyme.

Les bactéries actives dans la maturation du fromage et
d'autres champignons ont ¢1é étudiées, entre autres, par
Adametz, Duclawx, Freudenreich et Weigmann. Parmi
ces champignons qui ont en partie une action peptoni-
fiante sur la caséine, il en existe beaucoup qui peuvent
exercer une certaine influence dans la maturation du
fromage, lorsqu’ils se trouvent en nombre suffisant, soit

~en lui imprimant une direction spéciale, soit en produi-
sant des aromes individuels aux diverses espéces de
fromage.

3. — Bactéries butyriques.

Lorsque l'on a laissé reposer du lait pendant quelque
temps et qo'il a montré un développement de baciéries
lactiques, et que 'on a en méme temps neutralisé l'acide
en additionnant de la chaux (craie), de maniére a former
du lactate de chaux, il se produit généralement une fer-
mentation butyrique. Pasteur a démontré, en 1861, que
cette fermentation était provoquée par des microorganis-
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mes particuliers pouvanl vivre sans air (vibrions butyri-
ques). La fermentation butyrique spontanée a sa plus
grande activité entre 35-40° C. L'amidon, la dextrine, le
sucre de canne et la dextrose fournissent un milieu pour
des fermentations buiyriques, et celles-ci se produisent
trés facilement parce que les différentes bactéries de ce
groupe sonf trés répandues dans la nature. Ce sont sans
doute aussi des espéces voisines qui jouent un role dans
la maturation du fromage mentionnée plus haut. Pour
produire une fermentation butyrique, Fifz recommande
de mélanger 2 litres d’ean avec 100 grammes de fécule
de pommes de terre ou de dextrine, 1 gramme de sel
ammoniac el les sels nutrilifs ordinaires; le tout avec
50 grammes de craie, et de maintenir ce mélange a 40" C.
Bourgquelot recommande d’exposer de 'eau et des fran-
ches de pommes de terre crues pendant quelques jours
a 25-30° G. A 35° C. la fermentation spontanée parait
étre encore plus active.

Les principaux produits de la fermentalion butyrique
sont l'acide butyrique, l'acide carbonique et I'hydrogéne.

Dans la trempe sucrée des brasseries, distilleries et fa-
briques de levure pressée, il se présente toujours des es-
péces de bactéries butyriques qui peuvent, si les trempes
sont maintenues pendant longtemps a de certaines tempé-
ratures, sedévelopper fortement et exercer une action nui-
sible sur les ferments alcooliques. Lorsqu'il se trouve
dans la biére de l'acide butyrique en quantité sensible,
elle prend un gout trés désagréable.

D'aprés les recherches de Pastear, le ferment butyrique
peut, comme il a été dit plus haut, exercer son action fer-
mentative sans oxygéne libre. Les fermentations butyri-
ques spontanées ordinaires sont le plus actives lorsque
l'oxygéne n'a pas acceés. Des recherches ultérieures ont
cependant démontré qu'il existe beaucoup de bactéries
butyriques qui, non seulement donnent des produits de
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fermentation différents, mais qui se comportent aussi dif-
féremment a 1'égard de 'oxygéne libre. Quelques-unes ne
peuvent pas se développer lant que ce dernier est la —
espéces anaérobies — landis que d'aulres, au conlraire,
se multiplient et provoquent des fermentations butyri-
ques lorsqu'on donne accés a l'oxygéne — espéces aéro-
bies. (')

Une des premiéres espéces décriles d'une maniére
exacte est le Clostridium butyricum (Bacillus butyricus) de
Prazmowski (Fig. 21). Elle se présente sous la forme de
filaments et batonnets courts et longs qui peuvent étre
droils ou légerement recourbés. Les batonnets sont ani-
més d'une grande mobilité et paraissent a un fort gros-
sissement munis d'un grand nombre de cils.

Avant la formation des spores dans les balonnpeis,
ceux-ci se gonflent et prennent comme le montre la figure

(1) La culture pure des baeléries anaérobies se fait par exem-
ple dans des gélatines nutritives ou de l'agar, dans des éprou-
vettes presques remplies, ou ces bactéries peuvent se développer
dans les couches profondes du milieu. Un meilleur procédé con-
siste 4 faire le vide dans I'éprouvette, pendaat qu'on lamainlient
dans de I'eau a 30°-35° C., puis on la bouche hermétiquement ou
on la ferme 4 la flamme. On peut aussi faire barboter un courant
d’hydrogéne dans le milieu liquide contenant la végétation ;dés
que l'air atmosphérique est sorti, on ferme hermétiguement et
on roule le tube d'essai jusqu’a ce que la gélatine soit refroidie
et forme une couche solide sur la paroi intérieure du tube, dans
laquelle apparaissent peu & peu les colonies. On peul aussi em-
ployer a la culture une subslance trés avide d'oxygéne, par
exemple l'acide pyrogallique (! gramme d’acide pyrogallique
dans 10 e.e. de solution de potasse caustique a 10 0/0), en pla-
cant I'éprouvette ouverte ou la plaque de culture dans une éprou-
vetle ou autre vase hermétique renferment la solution indiquée;
ou bien on recouvre lés cultures d'une couche de paraffine, de
vaseline, d’huile, ou avec des lames de mica, ete. — En ajou-
tant aux substances nultritives de la glucose ou de pelites quan-
titées de formiales ou de sulfoindigotate de sodium, on rend le
milieu particulitrement favorable a ces bactéries.
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des formes parlicu-
litres ayant l'appa-
rence d'un fuseau,
d'un citron, d'un el-
lipsoide ou d'une
massue. En méme
temps les batonnets
sont colorés en bleu
par l'iode. Pendant
la germination de
la spore, son enve-
loppe extérieure se
fend et le fil germi-
natif croit dans la

méme direction rle“?'

I'axe longitudinal
de la spore. Le
Clostridium butyri-
cum se développe le
plus vigoureusement
G une température
d’environ 40° C., et
il pourra prédomi-
ner dans des liqui-
des suerés surtout
quand le fermenl
lactique aura déja
anlérieurement
converti une partie
du sucre en acide
lactique. Cetle es-
pece est émmine-
ment anaérobie.
Fitz a fait la
description ‘d’une
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Fig. 21.

Clostridiom butyricum Prazmowski, d’aprés

Prasmowski, A Etats végélalifs, ¢ bitonnets
eourls. d bdlonnets longs, a et b bdtonnets
et filaments reconrbés & Uinstar des vibrions.
B Formation des spores durables; b, d bd-
lonnets avant, ¢, e pendant, f, g, h, aprés la
formation des spores durables; ¢ bhilonnets a
forme ellipsoidale. d et h forme de citron, e
el g forme de fu eau, f forme de tétard, a
bidtonnels se tronvant encore a 1'élat végéta-
lif. © Germination des spores dorables; la
spore @ se gonfle en b, ¢ montre alors la dif-
férenciation de la membrane en exo — el en-
dospore. Par I'extrémité polaire fenduoe de la
spore, le contenu entouré de I'endogpore se
dégage sons la forme d'un bdtonnet court d,
qui s'est déja allongé en e.

Université Lille 1



102 LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

espéce appartenant aux formes aérobies. Cest un court
bacille eylindrique, que l'iode ne colore pas en bleu, qui
manifeste un mouvement spontané modéré et qui ne
forme pas de spores. Il fait fermenter tous les hydrates
de carbone, excepté la fécule et la cellulose.

Hueppe aussi a décrit une espece qui fut trouvés
dans le lait et qui offre les mémes propriéiés que celle de
Prazmowsky. mais qui s’est montrée moins sensible en-
vers l'oxygéne et qui doit, par conséquent, étre rangée
parmi les espéces afrobies.

Gruber trouva associées sous le nom de Clostridium
butyricum, trois especes bien distinctes, dont deux exclu-
sivement anaérobies. La premiére de ces deux espéces dé-
veloppe des bitonnels droils ou légérement recourbés qui,
durant la sporulation, prennent des formes de fuseau ou
de baril ; elles forment, sur de la gélatine nutritive, des
colonies qui, lorsqu'on les regarde par (ransparence,
paraissent brun foneé ou méme noir. La seconde espéce
se compose de batonnets végétatifs fortement recourbés,
portant les spores a leur extrémité : elles développent des
colonies variant du jaunalre au jaune-brun. La troisiéme
espece est, il est vrai, aussi capable de croitre et de pro-
voquer la fermentation, méme & 'abri de 'oxygéne : mais
son développement se trouve sans contredit favorisé par
la présence de l'oxygene, el ce n'esl qu'alors qu’elle est a
méme de produire des spores. Les balonnels végétatifs
sont eylindriques; avec la formation des spores,ils pren-
nenl la forme d'un fuseau au centre duquel se développe
la grande spore. Les colonies sur de la gélaline nutritive
sont de couleur jaundtre. Toutes ces trois espéces décom-
posent les hydrates de carbone en acide butyrique et en
alcool butylique.

Une espéce irés intéressante de bacltérie butyrique
est le Clostridium Pastewrianum qui a été éludiée par
Winogradsky et qui posséde la faculté d'absorber directe-
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ment, en se l'assimilant, l'azote atmosphérique, tandis
que l'azote en combinaison ne peut servir 4 la nutrition
de cetle baclérie.

Dans du lait insuffisamment stérilisé Baier et Weig-
mann rencontrérent deux bactéries butyriques, dont
I'optimum se trouve a 30° C., et qui ne sont pas essentielle-
menl aérobies. Elles dissolvent la caséine au bout de quel-
ques jours et produisent dans le liquide une odeur infecte
el putride.

D'aprés Filz, les spores des bactéries butyriques peu-

vent supporter la température d’ébullition pendant un
~ espace de temps qui dépend, ici comme ailleurs, de 1'état
dans lequel elles se trouvent et de la nature du milieu
nourricier. Fifz fixe 3-20 minutes comme limites. Ces
spores peuvent cependant aussi étre détruites a une tem-
pérature moins élevée si l'on a soin d’entretenir celle-ci
suflisamment longiemps. Ainsi, elles sont tuées quand on
les chauffe pendant six heures i 90" dans une solution de
glucose; dans de la glycérine, a la méme température,
seulement au bout de 6 a4 11 heures.

La fermentation butyrique, comme la fermentation lac-
tique, n'est done pas provoquée exclusivement par une
seule espéce. Quand la fermentation butyrique se produit
dans des distilleries, brasseries ou fabriques de levure
pressée, on sera souvent en présence de bactéries diffé-
rant complétement de celles qui ont été déerites plus
haut.

Le Clostridium butyricum el plusieurs aulres espéces
sont capables de dissoudre la cellulose, et jouent par cela
un role important dans la fermentation de la cellulose que
I'on utilise dans diverses branches de l'industrie.

Une bactérie, pouvanl aussi produire enire autres de
l'acide butyrique, est le Bacillus lupuliperda, étudié par
Behrens, trés fréquent sur le houblon humide dont il
provoque I'échauffement spontané. La végélation consiste

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1



104 LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

en coques mobiles et en bacilles courls qui liquéfient la
gélatine. Dans un milieu exempt de sucre, ce microbe pro-
duit de grandes quantités d’ammoniaques composées,
principalement de la trimethylamine (odeur du sauris).
En présence de suere, le liquide nutritif devient rapide-
ment acide et il se forme de I'acide butyrique. Cetlte es-
péce parait avoir son habitat dans la terre et a beaucoup
de ressemblance avec le Bacillus fluorescens putridus dé-
crit par Flugge.

4. — Bactéries alcoogénes.

Beaucoup de bactéries forment parmi les produits de
leur fermentation aussi de l'alcool. La premiére espece
connue est le Bacillus Fitzianus (Fig. 22) trouvé par Fitz
dans une infusion froide de foin, que H. Buchner a étudié
plus tard exaclement et qui apparait sous forme de coques
el de bacilles. Dans des solutions nutrilives avec de la
glycérine, celle-ci est fermentée par cetle espéce et il se
dégage principalement de V'alcool éthylique. Le Bacillus
éthaceticus, découvert par P. Frankland, attaque la glycé-
rine, la mannite el I'arabinose, en produisant aussi de
I'aleool éthylique et de l'acide acétique. Ne cilons enfin
encore que le Bacillus pneumonie de Friedlaender qui
joint encore & ses propriétés pathogéniques la faculté de
former, dans les liquides suerés, entre autres de 1'alcool
éthylique et de l'acide acétique.

Comme nous I'avons déja indiqué, on rencontre aussi
de l'alcool butylique dans les produils de fermentation des
trois espéces de bactéries butyriques décrites par Gruber.
Beijerinck réunit les bactéries de la fermentation butyli-
que sous le nom de Granulobacter, parce qu’en I'absence
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des grains inégaux, blancs ou jaundtres, de forme irrégu-
liére, atteignant la grosseur d'une noix, de consistance
tenace et gélatlineuse, et qui, en séchant, deviennent car-
tilagineux et cassants. La majeure partie de la masse de
ces grains consiste en bactéries en bitonnets, qui sonire-
liées pour former des filaments aprés avoir développé
des membranes visqueuses. Kern nomme cetle bactérie
Dispora caueasica.

Suivant Beijerink cette espéce provoque directement
une fermentation laclique dans la lactose, le sucre de
canne, la glucose el la maltose. Oufre les bactéries, on
rencontre dans les grains de Képhir diverses levures et
souvent des moisissures. La préparation du képhir con-
siste a verser un peu de lait sur les grains, qu'on laisse
ensuite reposer peadant 24 heures, a environ 17° C., aprés
quoi on transvase le lait en conservant les grains qui
resservent plus tard. Ce lait se mélange alors avec du
lail frais : on le meten bouleilles que I'on bouche, ou dans
des sacs en cuir bien fermés ; la fermentation se termine
en 2 ou 3 jours, pendant lesquels on remue souvent le
liquide. 11 contient a ce moment jusqu'a 2 0/0 d'alcool.
Ce résultat est sans doute di a laction simultanée
de la Dispora caucasica mentionnée plus haul et des
cellules de levure combinées aux bactéries lactiques,
qui se trouvent toujours dans le lait. Ces derniéres con-
verlissent une partie de la lactose en acide lactique ; I'al-
cool et une partie de l'acide carbonique proviennent des
cellules de levure. Comme le lait fermenté contient, sui-
vant plusieurs auteurs, moins de caséine coagulée que le
lait caillé ordinaire, on peut de plus admettre que la
Dispora est aussi & méme de liquéfier (peploniser) en
partie la caséine coagulée, peut-éire précisément & l'aide
de cette masse gélalineuse qu’elle secréte et qui se trouve
dans les grains de képhir, tandis qu'elle ne se présente
pas dans le lait fermen fant.
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D'aprés les récentes recherches de Hammarsten, la
quantité de caséine ne parait cependant pas diminuer ;
seulement une partie de la caséine subif certaines
modifications, aussi au point de vue physique, ce qui
rend ses flocons plus fins. Ces constrastes proviennent
peut-étre des variations que l'on rencontre dans la com-
position biologique des grains de képhir.

Dans une série d’échantillons de képhir, Freudenreich
trouva constamment la Dispora caucasica mentionnée
plus haut, qui se développe surlout sur des plaques
d’agar mélé avec du lait et dans du bouillon au sucre de
lail, a 35°; les bacilles sont souvenl munis de points
brillants a leurs extrémités, el 'auteur cilé suppose que
ce phénomeéne coincide avee les éléments pris par Kern
pour des spores. Des spores distinctes ne furent d'ail-
leurs jamais observées. Dans tous les échanlillons, on
_trouva loujours encore deux formes de coques lactiques
et une espéce de levure. L'un des coques (Streplococeus a)
forme des diplocoques et des chaines en |)roduis:111t‘, sur
de la gélatine au sucre de lait, de grandes colonies blan-
ches, a bords fortement granuleux, la température la
plus favorable au développement de cetle espice se
trouve a environ 22°. Elle coagule le lait le plus facile-
ment a 35°, et contribue essentiellement a lui donner le
gout acidulé et l'aspect de flocons fins. L'aulre coque
(Streptococeus b), qui développe également des diploco-
ques et des chaines, apparait avec des colonies plus pe-
tites que celles de la forme a, mais croit trés bien aux
températures élevées, produit plus d’acide que a, ne coa-
gule cependant pas le lait. Quand elle esi associée au
ferment du képhir et ensemencée avec lui dans du
bouillon de sucre de lait, la fermentation est plus éner-
gique que lorsque les bactéries 'y trouvent seules ; c'est
ce qui fait supposer a 'auteur que le Streptococeus b dé-
double le sucre de lait, en rendant ainsi possible sa fer-
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mentation par la levure du Képhir. La levure du Képhir,
trouvée par Frewdenreich, accuse une vigoureuse crois-
sance el une faible fermentation dans le moit de biére,
mais ne semble pas provoquer de fermentation dans do
lait ou dans du bhouillon de sucre de lait. La végétation
consiste en cellules ovales (3-5 . de longueur, 2-3 ; de
largeur); elle ne forme ni voiles ni spores; sa tempéra-
ture optimale de développement est a 22°.

Dans quelques essais, Freudenreich réussit a oble-
nir un produit analogue au képhir, en inoculant dans du
lait un mélange des & espéces menlionnées, et en versant,
au bout de quelques jours, un peu de ce mélange acide,
caillé, soigneusement et souvent agité, dans du lait stéri-
lisé. Il en conclut que ces qualre espéces pouvaient, par
leur symbiose, provoquer la fermentation képhirique. Une
constitution (synthése) des grains de Képhir par ces qua-
tre espéces ne put étre observée, el on n'est Loujours pas,
fixé sur le réle que joue la Dispora caucasica dans ce
travail fermentaire, de méme qu'il faut admeiire comme
probable, qu’outre les formes de coques décrites par
Freudenreich, d’autres espices de bactéries et de cham-
pignons bourgeonnants y prennent part. Citons surtout
qu'au laboratoire de I'auteur de ce livre, on a constaté,
dansdes grains de Képhir russe, la présence d’'un véri-
table Saccharomyces, faisant directement fermenter le
sucre de lait, landis que tous les auteurs précédents
n'avaient trouvé, dans le Képhir, que des champignons
bourgeonnants sans sporulation.

Dans certaines contrées de ’Amérique du Nord, on
emploie a4 la fermentation de liquides sucrés un ferment
ressemblant aux grains de Képhir. Suivant les recher-
ches de Mix, il contiendrail une espéce de levure corres-
pondant a celle qui a été déerite par Beijerink, et une
bactérie analogue a la Dispora de Kern.

Si on laisse un des graing de képhir dans du lait, il
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croit trés lentement et n'atteint, d'apres les expériences
de de Bary, que dans l'espace de quelques semaines le
double de sa grosseur primitive. Cet auleur considére
comme probable que dans ces condilions, quelques arti-
cles de la Dispora se sépairent el donnenl naissance a de
nouveaux grains de Képhir. Suivant le procédé indiqué par
A. Lévy,le Képhir peul étre obtenu sans I'addition du fer-
ment décrit par Kern. En agilant forlemenl el souvent
du lait qui se caille, on oblient une hoisson de Képhir
mousseuse, alcoolique, dont le gout ne dillére pas sensi-
blementde celui préparé avec les grains.

Le ferment de la biére de gingembre, qui a quelque res-
semblance morphologique avec le ferment du Képhir, a
été étudié, tant au point de vue botanique.qu’au point de
vue biologique, par Marshall-Ward. Lorsqu'on intro-
duit ce ferment dans des solulions sucrées, addilionnées
de gingembre, on les transforme, par la, en une boisson
acide, mousseuse: la biére de gingembre. A I'état frais,
ce ferment se présente en masses solides, blanches, Lrans-
lucides, irréguliéres, grumeleuses, cassanles comme de
la gelée séche, variant de la grosséur d'une Léle d'épingle
i celle d'une grosse prune. Elle provoque dans la solulion
sucrée une fermentalion alcoolique el rend en méme
temps le liquide visqueux. Marshall Ward isola les
nombreux microorganismes se trouvant dans les corps dé-
crits plus haut et donna des descriplions exacles d'une
série de levures, de bactéries et de moisissures, parmi
lesquelles se trouvérent deux microorganismes, qui pro-
voquaient principalement la fermentation de la biére de
gingembre. L'un est un Saccharomyces appartenant au
groupe des ellipsoides et provenant probablement du gin-
gembre et du sucre brun employés dans la pratique. L'au-
teur lui a donné le nom de Saccharomyces pyriformis.
Cette espece inlervertit le sucre de canne, provoque une
fermentation alcoolique aclive dans les solutions de sucre
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de canne interverli et forme dans les ballons un dépét
blanc et pateux. Le champignon développe, au bout de 40
a 50 heures, a 25°, des spores sur des blocs de platre; il
forme aussi des spores sur de la gélatine. Dans du mout
houblonné, il provoque une fermentation médiocrement
énergique et couvre la surface d’'un voile ; les cellules de
ce voile ont ordinairement la forme d'une poire ou d'un
boudin.

L'autre forme qui est toujours représentée et qui est
essentiellement active dans la fermentation lactique, est
un schizomyeéle, le Bacterium vermiforme qui, d’aprés la
supposition de l'auteur, provient du gingembre. Ce cham-
pignon est un microorganisme ayant la forme bizarre d'un
ver enfermé dans des gaines hyalines, gonflées, gélati-
neuses. Celles: ¢i contiennent les cellules de levure dans
les masses parenchymateuses formées par les contours.
Les gaines gonflées de cet organisme forment la masse
principale du ferment. Cetie espéce se présente également
sans les gaines et avec toules:les différentes formes de
végélalions qu'on rencontre chez les bactéries. Les gai-
nes gélatineuses ne sont formées que lorsque le liquide ne
contient pas d'oxygéne et lorsqu'il est acide.

D’autres organismes étaient toujours représentés par
une espeéce de Mycoderma et par le Bacterium aceti. On
trouva aussi mélangé accidentellement un grand nombre
de différentes bactéries et d'autres champignons.

La preuve que le Saccharomyces pyriformis et le Bacte-
rium vermiforme étaient les deux seules espéces essen-
tiellement actives dans la fermentation du gingembre, a
été donnée par 'auteur an moyen d'expériences. Car ce
n’est qu'en provoquant une fermenlalion avec ces deux
espéces, qu'il put produire une action analogue a celle
due a I'emploi du ferment ordinaire de la biére de gingem-
bre. Mais ce n'est que lorsque ces deux espéces se déve-
loppent simultanément dans le liquide, qu’elles produi-
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sent ce résultat, et les expériences de 'anteur démontrent
que les rapports entre la levure et la bactérie sont ceux
d'une véritable vie en commun (symbiose), de sorie que
les deux espéces forment un organisme composé (qui pro-
duit une « fermentation symbiotique ».

6. — Bactéries visqueuses.

Parmi les différentes bactéries visqueuses, plusieurs
especes ont, pour l'industrie de la fermentation, un intérét
particulier, car elles se trouvent dans le vin et le mont
en fermentation et produisent des altérations morbides
dans ces liquides. Selon toute analogie, cetle viscosité
peut étre considérée comnre un phénomeéne étroitement
lié a la formalion des zooglées (voir page 73), qui est géné-
rale chez les bactéries. Chez quelques espéces, on consi-
dére cependant la matiére visqueuse comme un produit
de la décomposition du sucre, c¢'est-a-dire comme ne fai-
sant pas directement partie de I'organisme en question.

Dans les fermentations visqueuses étudiées par Bé-
champ, il se forme une espéce de dextrine, que cel au-
teur nomma viscose, ainsi que de l'acide carbonique et
souvent en méme temps de la mannite.

Dans ses '« Efudes sur la biére », Pasteur décrit (Plan-
che I, Fig. 4) des chapelets d'organismes sphériques qui
rendent le vin, la biére et le mout filants.

Kramer nous a donné la description d’un Bacillus visco-
sus sacchari qui transforme rapidement une solution de
sucre de canne en une masse gluante et glaireuse. Une
autre espéce, rendant le jus de belterave visqueur, a été
décrile par Glaser sous le nom de Bacterium gelatinosum
betie.
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Cramer a isolé un Bacillus viscosus vini, qu'il cultiva a
I'abri de l'air dans du vin stérilisé. Du vin sain, ense-
mencé avec cetle végétation, devint visqueux au bout de
6 4 8 semaines. Cetle espéce se développe le mieux entre
15 et 18° C. el semble déja périr a 30° C.

Dans la biere blanche de Berlin devenue « filante »,
Lindner trouva un Pediococcus dans un fort dévelop-
pement. La maladie put étre provoguée par l'infection
du monut stérilisé de biére blanche avec des cultures pu-
res de cetle espece. Par conlre, cet organisme resta sans
influence sur du motit houblonné ou sur des biéres de
fermentation basse,

Dans des biéres filanies belges, van Laer trouva
comme promoteurs de ladite maladie de pelils bilonnets
trés minces, ayant 1,6 4 2, 4 » de longueur, isolés ou ac-
colés deux a deux par une substance zoogléiforme inter-
médiaire. Inoculés dans du moat de biére, ces bitonnets
le troublaient d'abord, puis le rendaient filant. Sur du
bouillon gélatinisé, ils produisent des colonies en anneaux
concenlriques de différentes couleurs avec un renfonce-
ment au milieu ; par des inoculations en stries, on ob-
tient de larges bandes blanches 4 bords sinueux : par
des cultures par piqure, il se forme des trainées blan-
ches qui s’étendent rapidement vers le fond du tube ; la
gélatine se fend et la colonie envahit les cavités ainsi
produiles, en méme temps qu'elle forme une tache trés
développée a la surface autour de la pigire. 1l est résulté
des expériences failes avec des cultures pures de cette
forme de bactérie dans du mont de biére, que sous
cette méme forme se trouvaient réunies plusieurs espé-
ces produisant chacune un effet un peu difiérent sur le
moiit. Elles sont désignées collectivement sous le nom de
Bacillus viscosus. Quand on infecte un mout slérilisé
par cete bactérie et qu'on ajoute quelques heures aprés
de la levure alcoolique, le liquide devient visqueux.
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Lorsque le moit est ensemencé avec un mélange de le-
vure absolument pure et de bacléries, la maladie se dé-
clare a différents degrés, suivant la quantite de bactéries
mélées a la levure. Si les bactéries ne sonl ajoutées qu'a-
prés la fin de la fermenlation principale, la maladie ne
se montre pas. Plus le liquide est riche en matiéres azo-
tées, plus la viscosité se produilt rapidement. Méme des
liquides ne contenant pas de sucre peuvent étre rendus
filants par ces espéces. Dans les liquides nourriciers a
haute teneur en sucre, ce champignon ne se développe
que faiblement et n’apparait pas dans des solulions uni-
quement sucrées.

Vandam trouva dans des bitres anglaises, une espéce
aérobie, le Bacillus wiscosus, qui se présente sous forme
de petits batonnets, isolés ou réunis en chaines de deux,
trois ou plusieurs membres, développant une spore en
leur milieu. Ce bacille a sa meilleure température a envi-
ron 30° ; il produit dans du mont de biére une masse vis-
(queuse que examen miscroscopique nous révele comme
formations de zooglées; au bout de quelque temps, la vis-
cosité augmente au point que le liquide prend la consis-
tance de 'albumine. Il n’y a aucun dégagement de gaz ;
mais le liquide prend une odeur particuliére. Sur du
bouillon de viande gélatiné additionné de suere el sur
du monl gélatiné. la végélation monlre un vigoureux dé-
veloppemenfi. La viscosilé du liquide ne semble pas dépen-
dre de la quanlité de maliéres azolées. Pour pouvoir pro-
voquer des maladies dans la biére, celte espéce doil se
trouver en vigoureux développement el étre transporlée
dans le modt avant ou en méme temps que le levain.
Comme les formes trouvées par van Laer cette derniére
fait aussi fermenter le sucre de lait. D'aprés I'auteur, il
serait facile d’en constater la présence méme en quantité
minime dans la levure ; il suffirait d'ensemencer une
parcelle de cette levure dans un liquide nourricier a base

8
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de lactose, et I'on verrait bientdt apparaitre une végéta-
tion de cette cspéde dans les couches supérieures du li-
quide.

Brown et Morris mentionnent aussi une forme de
coccus, qui semble provoquer une fermentalion visqueuse
(ropiness) dans les bi¢res anglaises. Cetle espéce se pré-
sente sous forme de diplocoques et de tétrades el déve-
loppe, sur du bouillon de viande gélatiné, des colonies
jaunes. céracées. La maladie se déclarait dans la biére
au bout de 6 4 8 semaines ; mais clle ne peut ordinaire-
ment élre provoquée par ensemencement d'une culture
pure de celle espéce dans de la biére stérile. Dans le voi-
sinage des locaux de fermentation se trouvait une charcu-
terie, ou des mati¢res en putréfaction étaient amassées :
aprés qu'elle edit été éloignée et que le sol eiit éLé creusé
el nettoyé, la maladie de la biére disparut compléte-
ment.

Fellowes analysa de méme diverses bi¢res anglaises
contaminées, dont il cultiva les bactéries, mais il ne réus-
sit non plus, par 'ensemencement de ces cullures pures,
a produire une biére renfermant ces organismes el mon-
trant une viscocité analogue a celle de 'échantillon dont
la culture avait été retirée.

La bactérie de la gomme de sucrerie, « frai de grenouil-
les » (Leuconostoc mesenterioides) (Fig. 23), a été étudiée
par Cienkowski et van Tieghem et plus tard par Zopf
ct Liesenberg. La forme répandue en Europe aussi bien
que la variété trouvée par Winter, a Java, se dévelop-
pent spontanément dans le jus de belleraves el dans la
mélasse des sucreries, ou elles forment de gros gru-
meaux visqueux (gomme de sucrerie). Ces organismes se
mulliplient fortement et ils forment des chaines de co-
ques accouplés deux a deux. Contrairement a des obser-
valions antérieures, Zopl trouva qu'il n'existe aucune
différence, tant au point de vue morphologique qu'au
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point de vue physiologique, entre ces coques. Une sporu-
lation ne peut en général pas du tout se constaler. Ainsi

S Ba
to gy
.‘onﬁ'

@33

Fie. 23.
Lenconostoe mesenterioides Cienkowski d’aprés Zopf.

A Couples de cellules de la variété sans enveloppe, prise d’une culture
sur pommes de lerre ;

B Phases de développement provenan! d'une cultnre sur gélaline non
sucrée: Ba sans enveloppe gélalinense ; Bb la méme aprés 24
hewres de culture dans une solulion de melasse; les enveloppes
géialineuses existenl déja, mais elles ne sont pas encore forlemenl
développées ; Be an bout de 48 heures de euliure dans de la mé-
lasse, les enveloppes sont plus développies, en partie emboitées
I'une dans 'antre :

C Un petil grumean gelatinenx, d'on les cellules sont sorlies.

I'analogie établie précédemment entre ce champignon et
le genre d'algues Nostoc (indiquée dans le nom Leuconos-
toc) est supprimée.
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7. — Bactéries a action Intervertissante, dlastatique et
peptonisante.

La formation de ferments chimiquement solubles est
trés répandue dans le monde des bactéries. On reconnait
la-dedans un de ces moyens pour lesquels ces étres vi-
vanis peuvent déployer une activité si grandiose dans
I’économie de la nature.

D'apres les recherches de Hansen, il y a aussi, parmi
les bactéries qui se présentent généralement dans la biére,
plusieurs espéces qui secrétent des ferments intervertis-
sants. Parmi ces espéces, se trouve a son tour un groupe
ayant une action intervertissante sur une solution pure
de saccharose, qui cesse dés que ['on ajoute une décoction
de levure. Fermi et Montesano observerenl que, par
exemple, le Bacillus Megatherium, le Proteus vulgaris et
le Bacillus fluorescens liquefuciens, transportés dans du
bouillon neutre additionné de & 0/0 de sucre de canne,
intervertissent ce sucre. Plusieurs de ces bactéries per-
dent cependant leur pouvoir inversif, si on rend les bouil-
lons alealins ; par contre, la plupart d’entre elles ne souf-
frent pas dans des bouillons légérement acides. Dans du
bouillon sans sucre et dans des milieux sans albumine.
ces bactéries produisent également de I'invertine; ainsi
presque toutes les espéces étudiées formérent de l'inver-
tine, dans une solution de sel nutritif avec de la glycé-
rine. Chez ces bactéries, l'invertine peut étre considérée
comme ferment soluble (enzyme). Suivant l'espéce, ce
ferment peut étre détruit 4 différentes températures, mais
il est tonjours plus résistant pendant son action sur le su-
cre de canne, qu'a I'état soluble. Il est trés sensible a I'ac-
tion des acides et des alcalis et est surtout altaqué par
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grand nombre d'espéces de bactéries globulaires, dont
les conditions vitales ne sont que trés imparfaitement
connues. Dans la fermentation basse, comme dans la
fermentation haute (surtout dans les distilleries et fa-
briques de levure pressée), on rencontre des micirocoques
dont 'action nuisible sur les liquides fermentés ou sur
la levure, a élé assidiment signalée dans les divers jour-
nauX lechniques se rapportant a ces industries. Des
expériences directes n'ont cependant réellement démon-
teé I'existence de cette action que dans un seul cas ftout a
fait isolé (voir « Bactéries visqueuses » ). Dans la biére de
garde de fermentation basse, ces formes se présentent
comme des corpuscules plus ou moins sphériques d'un
gris d’eau, tantot isolés, tanlot par groupes, le plus sou-
vent réunis par quatre; ils ont été decrits par Hansen
sous le nom de Sarcina (Fig. 24). On rencontre des orga-
nismes du genre de Sarcina dans des endroits ftrés
différenls de la nature. Les vérilables foyers de déve-
loppement propres aux diverses espéces ne sonl cepen-

danl pas encore connus.
Reinke observa que la biére de garde contaminée par
ces bactéries formait rapidement des

[y o dépots considérables el prenail un gont
%b}a@ ©, etune odeur désagréables. La biére blan-
e che prenail souvent une couleur rouge et

Fic 24. contenait alors une grande gquantilé de
Sarcina Sarcina, et une température un peu plus

élevée en faisait, en peu de jours, considé-
rablement augmenter le développement. Daprés Reinke,
des températures de 10 & 14" paraissent étre ici particu-
litcrement favorables. Cependant il fail remarquer, avec
raison, que 'on ne sait pas si c'est la Sarcina ou les bi-
tonnets toujours présents qui sont la cause véritable de
Ia maladie mentionnée précédemment ; on sait seulement
que dans la biére rouge, la Sarcina caractérise des condi-
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tions anormales ;: mais des recherches décisives doivent
encore déterminer si elle en est la cause ou I'effet.

Dans les résidus frais de distilllerie, que I'on utilise
comme fourrage, M. Er'r'f-u!igmn frouva un microcoque
de la nature des Sarcina, qui possédait des propriétés
pathogéniques. On n'a pas encore établi par des expé-
riences directes, si ce dernier avail des rapporlts avec
la maladie du peigne qui se présente chez les animaux
de la race hovine,

Lindner étudia une série de ces organismes appelés
Sarcina et nous donna de précieux renseignements rela-
tivement a la connaissance des conditions vitales de ces
formes. Le « Pediococcus cerevisie » parait dans les cultu-
res comme coque, diplocoque ou tétrade. Des cultures
dans du bouillon nutritif gélatinisé, recouvertes-en par-
tie de feuilles de plitre, montrérent que la présence de
l'air activail la croissance des colonies de cette bactérie.
Dans les premiers jours, toutes les colonies étaient inco-
lores ; plus tard elles montrérent le commencement d'une
coloralion jaunatre ou jaune-brun. La gélatine n’était pas
liquéfiée. Cultivé par inoculation en strie sur de la géla-
tine nutritive, cel organisme donna une bande a bordu-
res assez unies, gris-blane, humide, irisant vivement en
fines couches; ensemensé par piqare, il se développa
tout le long dela ligne d'inecculalion ef forma a la sur-
face de la gélatine un point blanchatre, qui se déploya en
forme de feuille. Sur des tranches de pommes de terre cui-
tes, celte espéce ne crolt que difficilement et présente,
lorsque de telles cultures sont devenues vieilles, des for-
mes bizarres d’'involution. Dans de 'infusé de viande géla-
tinisé, 'organisme fut tué dans I'espace de huit minules
a 60° C.; par contre, il ne le fut pas méme au bout de 12
minutes entre 50-53" C. Dans du mott houblonné, il
forme un dépot et plus tard un voile. Aprés I'action du
Pediococeus, V'acidification du liquide est trés faible et
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Reichard a isolé d'une biére de fermentalion basse
une forme de Sarcine qui se développait facilement dans
du motit non houblonné. mais par contre pas dans de la
biére pasteurisée. Cette espéce montra le meilleur déve-
loppement & 'abri de I'air. Dans quelques cas, les essais
de fermentation montrérent des altérations particuliéres
de goit ou des troubles, dans d'aulres cas pas. L'auleur
cilé conclul, d’aprés ses nombreuses expériences, que ces
résultats variables provenaient soil de I'étal des différen-
tes végélalions de celte forme de Sarcine, soil de la mar-
che de la fermentatlon, surtoutl de la fermentation secon-
daire. Quand la fermentation dans les foudres élait
calme, la végétalion restail déposée au fond et les bacté-
ries n'exercaient aucuue influence préjudiciable sur le
liquide ; mais dans les fermentations secondaires énergi-
ques, elles élaient charriées a la surface par les bulles
d’acide carbonique, et aussitot la maladie se déclarait.
Il serail donc dangereux, dans des ecas pareils, d'ajouler
a la biére du moit en fermentation (des Kraeusen), L'in-
troduction de houblon cru dans les foudres, entrave le
développement de ces baciéries, comme en général de
toutes celles qui se présentent dans la biére.

Les analyses de vins clairs, effectuées au laboraloire de
I'auteur, ont souvent révélé la présence de vigoureuses
végélations de formes de Sarcine. Le vin avail en méme
temps adopté une odeur el un goat particuliers, rappe-
lant celui des biéres contaminées ; mais nous ne posseé-
dons pas encore de recherches expérimentales sur I'in-
fluence qu'exercent ces végétations sur le caractére du
vin.

Toule cette question n'ad’ailleurs pas encore été étudiée
bien amplement.

Les formes de Sarcina, comme toules les bactéries re-
connues nuisibles, et les levures sauvages, se trouvant
en fort développement surtout dans le dépit des foudres,
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Fia. 25,

Crenorthrix Kihniana d'aprés Zopf'.

a — e (600 : 1) coques dans diverses phases de division, f (600: 1) pelite
2o0glée ronde avee des coques, g zooglées (giandeur nalurelle),
h (600 ; 1) colonie de filamenlis conrts composés de cellules ayant la
forme de batonnets el produits par la germination d’un pelil amas
de coques; i — r filamenls droils on recourbes en spirale (1, m), de
grosseur lriés variable, avee conlraste plus on moins p ‘ononcé enlre
la base el le sommel, dans différentes phases de division de leurs
membres et formation d’étuis. Le filament & étui r ‘montre des bi-
tonnets courts & sa base divisés en petites paities cylindviques vers
le hant; an sommel, on voil les coques provenanl de la division lon-
gitudinale des disques eylindrigques,
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Toules espéces d'organismes microscopiques prennent
naissance pendant le maltage des matiéres premicres fé-
culentes. Si I'on considére ordinairement les moisissures
comme les ennemis les plus dangereux, ceci tient certai-
nement a ce que pendant leur développement, ils sont vi-
sibles a I'eil nu et qu'ils s’imposent ainsi d'une facon
immédiate 4 notre altention. Si la supériorilé numérique
devait servir de base, ¢'est aux bactéries, qui abondent
toujours sur le malt vert, que reviendrait certainement la
premiere place. Jugé a ce point de vue 14, on peut done
étre dans le doute quand on se demande & qui 'on doit at-
tribuer la plus grande influence sur le produit, si c'est
aux moisissures (Penicillivm, Aspergillus, ele.) lorsqu’'on
rencontre leurs luxuriantes végétations sur le malt, ou si
ce ne sont pas plutdt leurs nombreux associés qui jouent
ici le role prépondérant.

A la surface de petits morceaux de levure pressée, I'au-
teur de ce livre a souvent trouvé une fine couche blanche
qui se composait le plus souvent d'un myecélium de moi-
sissures appartenant principalement aux groupes Oidium,
Chalara et Dématium. I1 est bien possible que lorsque ces
plantes forment une couche assez épaisse a la surface de
la levure, elles retiennent, par leur respiration, une partie
de P'oxygéne libre qui est indispensable a la levure pour
pouvoir se conserver pendant assez longtemps en vie. lci
encore se présentérent toujours sans exceplion, des for-
mes haclériennes.

La vérité est done, d'aprés les expériences faites dans
la pratique, qu'une formation de moisissures peut pres-
que loujours étre considérée comme un signe, que d'au-
tres organismes sans doute plus nuisibles et d’une ac-
lion plus puissanle, sont en voie de développement. I1 est
par conséquent trés important que les murs des caves de
fermentation soient wnis, ce que I'on oblient le plus stire-
ment par I'emploi déja trés répandu des couleurs a I'émail.
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Fia. 26.

Botrytis cinerea d'apris de Bary.

8, b (gzrandeur naturelle) sclérotes, d’oit croissent a des appareils coni-
diens, b des périthéces ; ¢ C filaments conidiféres (C" avec des coni-
dies venant de marir) partant du tube mycéllen m; € extrémité
d'un appareil conidien montrant le commencement de la formation
des conidies & 'extrémilé des rameaux ; K conidie germinanle (gros-
sissemenf 300) ; p, s (faiblement grossi) coupe au Lravers d'un sclé-
role s, duguel pousse un pelil périthéce (p, p); n asque isolé avee
8 spores mires (grossissement 300).

9
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unes des autres. qu'elles finissent par former une agglo-
mération lache et irréguliére, qui se délache facilement.
Si l'on place cette grappe dans de l'eau, les conidies se
dégagent de leurs pédoncules; les pellicules des rameaux
vides de plasma se resserrent ou n’apparaissent plus que
par traces : leurs anciens points d'attache au tronc prin-
cipal ne s’apercoivent plus guére que comme des petites
cicatrices légéremenl convexes. Le second membre du
filament sporifére peut alors chasser celui de 'extrémité
qui s’est resserré, pousser a son tour en hauteur et for-
mer une nouvelle grappe. Ceci pouvant se répéter plu-
sieurs fois, les tubes conidiféres atteignent une longueur
considérable. Dans certaines conditions de nutrition, les
conidies el les ascospores germent de facon a détacher
d'un 6l germinalif trés court, ou de porte-conidies en
forme de bouleille, des conidies rondes hyalines.

Dans de certaines conditions, celte plante peut entrer
dans un état particutier de repos nommé sclérote (scleros
= dur) (a, b, ss'. Les filaments mycéliens se ramifient
abondamment et les branches s’enchevétrent en un corps
continu, depuis la forme circulaire jusqu'a celle en fuseau
étrqit, et d'une grandeur variable pouvant atteindre jus-
qu'a quelques millimetres ; les derniéres extrémités des
filaments deviennent brunes ou noires, et le sclérole so.
lide et miar se compose ainsi d'une enveloppe noire et
d’'un tissu intérieur incolore. De Bary décril ces corps
sous le nom Selerotinia Fuckeliana. I1s apparaissent sous
forme de corpuscules noirs sur les parties herbacées d'un
grand nombre de végélaux ou ils vivenl en parasites ou
en saprophytes. Ils sont capables, aprés une période de
repos — d'au moins une année — de donner naissance a
une végétation nouvelle. '

Si l'on porte le selérote, peu aprés sa maturalion, sur
un milieu humide, les rameaux inlérieurs incolores crois-
sentau travers du contour noir et s'élevent en flilaments
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conidiféres (a). Mais si I'on ne porte les scléroles qu'a-
prés un repos prolongé sur le milieu humide, le tissu in-
térieur développe une grosse touffe de filamenls qui crois-
senl perpendiculairement ef s’élargissent finalement en
un disque en forme de plat (b et ps). Sur la surface supé-
rienre libre du disque, les exirémilés des filaments sont
paralléles, quelques-unes restent gréles, d’aulres se gon-
flent pour former des tubes semblables 4 des massues,
dont chacun produit, dans son intérieur 8 spores ovales
(n) La plante estalors entrée dans la période de sporula-
tion. Les spores germent aprés avoir été expulsées et les
fils germinalifs croissent en formant des appareils coni-
diens.

D’aprés Bersch, Filz et Reess, celte moisissure est
considérée comme la cause d'une des maladies du vin, qui
se manifeste par un gotit et une odeur de fumée désa-
gréables. De semblables cas de maladie ont éié observés
isolément dans la brasserie ; il n'est cependant pas cer-
tain qu’ils provinssent de cet organisme.

Lorsque dans des années pluvieuses, le Botrytis s'atla-
que aux raisins, 4 une époque ol les grains ne sont pas
encore devenus tendres, le mycélium, dont les filaments
traversent I'épiderme, détruit le peu de sucre qui se
trouve encore dans les grains. Les cellules élant tuées,
une nouvelle introduction de suere par les feunilles est
entravée ou rendue impossible. Les grains de raisin atta-
(ués, pourris avanl leur maturité, nuisent a la qualité du
vin. Comme le mycelium pousse aussi dans les rafles,
dont il occasionne le dépérissement, les tout jeunes grains
d'une telle grappe ne peuvent guére murir et se dessé-
chent. Dans de bonnes années vineuses, ce champignon
n'apparait ordinairement que vers les vendanges o il est
alors moins dangereux pour les raisins. Dans cerlaines
contrées, par exemple dans le Rheingau, a Sauterne, on
aime voir cette pourriture tardive, dile « powrriture
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noble », parce qué les grains attaqués contiennent bien
moins d’'acide que ceux qui sont restés indemnes et four-
nissent par conséquent un vin particulitrement agréable
et moelleux. !

2. — Penicillium glaucum.

Une forme de moisissure bien plus répandue dans I'in-
dustrie de la fermentation, et que l'on trouve surtout sur
le malt vert, est le Penicillium glawcum (Fig.27). 1l forme
sur le milieu une couche panniforme d'abord blanche,
puis verditre ou d’'un bleu gris et se développe avec une
trés grande rapidité. Le mycélium se compose de fila-
ments transparents, ramifiés et cloisonnés qui, plongés
dans des liquides, peuvent se gonfler irréguliérement. De
ces filaments partent les appareils conidiens (A), qui
s'élévent perpendiculairement. Ils consistent en cellules
cylindriques allongées, dont la cellule terminale arréte
bienlét sa croissance longitudinale pour prendre une
forme subulée; la celiule sous-jacente pousse une ou
plusieurs ramules opposées qui s'élévent tout prés de la
cellule terminale et consistent, comme celle-ci, en une
cellule subulée. Chez les exemplaires plus vigoureux, les
branches peuvent encore se ramifier (voir Fig. 27 A, en
haut), ou bien il nait des cellules suivantes des rameaux
semblables qui, comme cela a été dit plus haut, se ra-
mifient et se terminent en pointe. Dans celle loufle de
branches, chaque cellule subulée (sterigma) détache une
série de conidies globuleuses, el finalement la touffe
porte une masse entiére de conidies arrangées en séries
qui sont facilement dispersées lorsqu’elles sont mires.
Ces conidies, rondes el unies, donnent au champ de moi-
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FiG. 27,
Penicillium glavcum aaprés Brefeld et Zopf.

A Appareil conidien, B organes génilaux, € seclérole en voie de déve-

lopp#ment (a hyphes-ascogénes, b lilamenls stériles); D coupe d'un
selérote trés jeane (a hyphes ascogines, b parlie siérile do selérole
m mycelinm); E et F hyphes ascogenes (a) avee des jeunes asques (s)
el des filamenls myceéliens stériles (m) d'un selérole plus développé ;
G groupe d'asques avee spores; H spore ; J spores germantés ; K jeane
myeeliom (prés x la sporel. — A-E (en bas). Germinalion de la co-
nidie d'aprés Zopf (gros=issement plus fort) : A comdie avanl la ger-
mination ; B la méme ayanl développé un tube germinalif; C trois
tubes germinatifs sont formés ; D chacun de ees tubes est séparé de
la spore par une cloison {s}; E chaque tube germinalif s'est divise
par ane nouvelle cloison (8') en une cellule terminale et en une cel-
lule intérieure (b).
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sissures sa couleur gris-bleu bien connue; quand elles
sont semées sur des milieux humides, elles ont la facullté
de germer immédiatement. D'aprés les recherches de Cra-
mer, elle sont trés résistantes a l'action des tempéra-
tures éleyées. Dans des essais de culture de cel or-
ganisme, Brefeld fit 'intéressante observation que dans
de certaines conditions, le Penicillium pouvait pré-
senter un mode de croissance toute différente. 11 enferma
des cultures de cette moisissure sur des tranches de pain
bis sans levain, entre des plaques de verre, et les laissa
se développer autant que possible a 'abri de Vair atmos-
phérique. On voit alors sur le mycélium des couples de
branchettes courtes et épaisses s'enlacant (B en haut) ;
une partie de ces vis commence & pousser des tubes
courts (C), landis que le fil myeélien qui porte la vis
produit de nombreux rameaux fins qui enveloppent la vis
et forment une paroi (D), possédant une couche intérieure
assez solide et une couche extérieure panniforme. Peu a
peu les cellules intérieures se colorent en jaune et les
cellules extérieures, plus liches, sont repoussées. Dans
ce petit globule jaune (Sclerote) il s’'opére, par une rami-
fication continue des spirales mentionnées, une formation
graduelle de cellules gonflées (asques) (E, F, (), dans les-
quelles il nait chaque fois huit spores. Celles-ci sont
épaisses, lenticulaires, munies a leur périphérie d'une
rainure circulaire et sur leur membrane extérieure
(exospore) de 3 a & petites nervures. Apreés 'effondrement
et 'absorption de tous les autres éléments intérieurs, les
spores deviennent enfin libres et le petit globule jaune
est rempli de la poussiére des spores. Tout ce développe-
ment dure six 4 huit semaines. Les sporocarpes peuvent
étre conservés a I'étal sec pendanl des années sans perdre
leur propriété germinative. Quand on séme les spores (H)
I'exospore se fend a la rainure circulaire pour former
comme une soupape, et I'endospore se gonfle et émerge(/)
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en s'allongeant en un tube germinalif, qui produit aussi-
Lot les appareils conidiens.

Ce champignon se présente Lrés souvent dans le vin, ou
il oceasionne de graves altérations. Il se développe éner-
giquement dans des fils mal netloyés. on il pénétre dans
le bois qu'il décompose en produisant des matiéres dont
l'odeur et la saveur désagréables se transmettent plus tard
au vin. Dans des années humides, il pullule souvent sur
les raisins, s’attaque aux grains, qui contractent alors
une pourriture particuliére. Le mycélium semble s'intro-
duire, non seulement dans les grains endommagés, mais
encore dans ceux qui sont restés intacts. Ceux-c¢i devien-
nent peu 4 peu jaune-brun ou jaune-vert et le champignon
développe ces produits de décomposition, qui donnent au
vin le godt de moisi. Les conidies du champignon peu-
vent aussi germer dans le jus de raisin, et le mycélium
doil ici également exercer une influence nuisible.

Le Penicillium posséde le pouvoir de sécréter un fer-
ment intervertissant capable de convertir le sucre de
canne en d'aulres sucres ; cetle espéce renferme aussi de
la diastase et de la maltase (Bourquelot).

Le Penicillium est employé dans la fabrication du Ro-
quefort. _

Les deux formes décrites par Wehmer, le Citromices
Pfefferianus et le €. glaber, ont & peu prés la méme struc-
ture que le Penicillium. Lorsque l'air a suflisamment ac-
cis et que la température est favorable, elles peuvent
transformer le suere en acide citrique, dans des milieux
nourriciers convenables, qu'elles recouvrent d'un gazon
verl. Le peu de sensibilité que manifestent ces deux cham-
pignons vis-a-vis de l'acide citrique formé dans le liquide
nourricier, méme lorsque cet acide est relativement con-
centré. est remarquable, landis que de petites quantités
d’aulres acides, surtout d'acides minéraux, exercent déja
une influence enrayante sur leur croissance. D'aprés I'au-
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teur cité, ces deux champignoens sont employés industriel-
lement a la fabrication de cet acide.

On a également employé une espéce de Mucor (M. pyri-
formis) dans le méme but.

3. — Eurotium Aspergillus glaucus.

Le développement de I'Ewrotium Asperqgillus glaweus
(Fig. 28) a été décrit pour la premiére fois, par le célebre
de Bary. 11 forme une fine couverture panniforme, gri-
satre ou d’un gris-vert, sur les corps les plus divers et
peul apparaltre en quantité exubérante sur le malt
vert.

Comme dans le Penicillium, le mycélium se compose de
filaments fins, cloisonnés, transparenis ef ramifiés.
Quelques-uns des fils mycéliens s'éléevent perpendiculai-
rement ; ils sont alors plus gros que les autres et ce n’est
que par exception qu'ils sont ramifiés ou cloisonnés.

Fia. 28.

Eurotinm aspergillus glaueuns, d'aprés de Bary.

m m filament mycélien portant un tube conidifére ¢ (dont les conidies
ge sont détachées), un périthéce F el les premiers rodiments d’un
ascogone f (grossissement 190 fois); s trois slérigmates du sommet
d'un appareil conidien montrant le délachement des conidies; p co-
nidie en germination (grossissement 250-300 fois); A asque. r asco-
spore en germinalion, k lubes germinalifs ; 8 ascogone héliciforme,
p premier rudimentd'un filament enveloppanl, eroissanl en haulenr ;
T phase de développement plus avanceée : W ascogone complélement
entoure de l'enveloppe ; ¥V coupe longitudinale d'une phase plus an-
cienne de développement, au centre 'ascogone entouré de lenve-
loppe se composant de plusienrs couches; X conpe longitudinale
d'une phase de developpement plas avancée ; I'ascogone est enlouré
d'une enveloppe ayant plusieurs couches, il a desserré ses tours et
commence 4 pousser les rameanx formant les asques; M parlie d'une
vieille branche ferlile, a jeune asque, a, un vieil asque rompu.
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Leur extrémité supérieure grossit pour former un renfle-
ment sphérique (¢), qui pousse sur toule sa surface supé-
rieure des filaments cylindriques divergeant en forme
de ravons. Ces stérigmales (s) poussent a leur tour a
leur sommet de petites excroissances rondes, qui s'atta-
chent par leur base fortemenl rélrécie aux stérigmales
el forment quelque temps aprés des cellules indépendantes
(spores ou conidies). Sous la ligne d'atlache de la pre-
miére spore, il s'en forme une seconde au sommel du
stérigmate ; celle-ci souléve la premiére : puis il s'en
forme une troisiéme, el ainsi de suite. Chaque stérigmate
pori.a un chapelet de spores, dont la plus jeune se
trouve ainsi la plus rapprochée du stérigmate. Ceei
a lieu en méme temps sur toute la surface de l'extrémité
gonflée du tube conidifere, qui, finalement, se recouvre
ainsi d'une grosse léle de chapelets de spores arrangés
en rayons. Cet amas de spores forme la poussiére gris-
vert qui recouvre la masse mycélienne. A la fin, les
conidies se séparent I'une de l'autre. Elles sont a ce mo-
ment légérement verruqueusesa leur surface. Ces corpus-
cules sont immédiatement & méme de germer (p) et pro-
duisent aussitot une nouvelle moisissure, ce qui explique
la rapidité avec laquelle cette plante se propage. Dans de
certaines conditions encore insuffisamment établies, mais
qui paraissent en tous cas, supposer une nutrition abon-
dante, la moisissure développe des périthéces. Ceux-ci
sont d'abord semblables & des rameanx délicats qui,
aprés avoir terminé leur croissance longiludinale, com-
mencent a tourner leur extrémité quatre a six fois en
hélice, comme un tire-bouchon (f). Peu a peu, les spires
se rapprochent jusqu’a ce qu'enfin elles se touchent, de
sorte que toule 'extrémité du filament finit par prendre
la forme d'une hélice (ascogone). La spire inférieure
de I'hélice développe alors deux ou plusieurs petits ra-
meaux qui y sont fortement attachés. L'un de ces petils
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rameaux (S, T, p) devance 'autre dans sa croissance, el
son extrémité supérieure atteint rapidement le sommet
de I'hélice, avec lequel il se fusionne. Le second rameau
el tous les autres, s'il y en a plusieurs, s'élévent égale-
ment le long de I'hélice en se ramifiant et en se croisant
de facon 4 ne former finalement tous ensemble plus
qu'une enveloppe eompacte qui renferme I'hélice (W).
Ces rameaux se divisent par des cloisons perpendicu-
laires a la surface, et 'enveloppe se trouve ainsi formée
de cellules courtes, anguleuses, dans lesquelles naissent
de nouvelles cloisons paralléles 4 la surface, ce qui
rend 'enveloppe plus épaisse en lui donnant plusieurs
couches (V, X, F). Le petit globule désormais formé a
environ 1/4 de millimétre d'épaisseur, la couche exté
rieure en devient jaune, tandis que celles de l'intérieur
restent délicales el périssent plus tard. L'hélice enfin
s'élend et pousse de tous les coOtés des branches rami-
fices qui repoussent les couches intérieures de 1'enve-
loppe : ces branches prennent enfin la forme d'asques
(M et A), dont chacun dév@loppe huil spores a l'inté-
rieur. Aprés la rupture des asques, les spores resient
éparses dans le sporocarpe et sortent par les crevasses de
I'enveloppe devenue fragile.

Comme chez le Penicillium, les spores sont biconvexes
verrugqueuses, posseédent une forte membrane extérieure
et une intérieure qui, a la germination, fend la premicre
pour en former deux valves (r).

L'Eurotivm dsperqgillus glavecus posseéde un ferment dias-
tatique transformant 'amidon en dextrine et en maltose.

Outre cette espéce, il s'en présente dans la nafure en-
core plusieurs autres proches parentes qui peuvent, elles
aussi, se rencontrer dans les mémes localités. Ainsi, d'a-
pres Cohn, UAspergillus fumigatus serait la cause de I'é-
chauffement, jusqu'a 60° C. et au deld, des couches d'orge
germante mal travaillées.
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Suivant des observations de Gayon et Bourquelot, I'As-
pergillus (Sterigmatocystis) niger possede une série de
différents ferments, par exemple de la diastase, de l'in-
vertine, de la maltase et de I'émulsine.

De la plupart de ces espéces, on ne connait que la phase
des conidies,

4. — Aspergillus Oryze.

Pour la préparation du vin de riz japonais (saké) forte-
ment fermenté, on emploie méthodiquement I'Aspergillus
oryze. Les grains de riz débarrassés de leur balle, se pré-
parent a la vapeur, tout en évitant 'agglomération el
I'agglutination des grains. Pour préparer un malt pou-
vant servir au brassage avec ces grains, qui sont incapa-
bles de germer et chez lesquels I'action diastatique ordi-
naire est par conséquent exclue, on mélange la masse de
grains avec ce qu'on nomme le « Tane Koji », c'est-d-dire
avec des grains de riz enveloppés et recouverts du myceé-
lium et des porte-sporanges de V'dspergillus oryze. On
peut aussi ne faire que mélanger la masse jaune-brune,
formée par les spores de la moisissure, aux grains de riz
échaudés. A l'air humide et chaud, il se développe sur le
riz,dans I'espace d’environ lrois jours,un mycélium blane
et velouté qui donne a la masse un parfum agréable de
pommes el d'ananas. Avant que la fructification ail lieu,
on ajoute de nouvelles quantilés de riz échaudé qui s’en-
veloppent également d'un mycélium, el 'on répéte plu-
sieurs fois cette opération. Dans la masse du koji ainsi
produite, une partie de 'amidon a été transformée, et une
part des substances albumineuses, auparavant insolubles,
est devenue soluble. On brasse la masse du koji en mé-

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1



LES MOISISSURES 141

langeant 21 parties de koji et 68 parties de riz cuit a la
vapeur avec 72 parties d’eau. Abandonnée a elle-méme a
environ 20° €, cette masse en bouillie ( " Moto " ) devient
claire au bout de peu de jours, la saccharification de I'a-
midon et de la dexirine avance de plus en plus. Il se pro-
duit en méme temps une fermentation spontanée trés vio-
lente., :

Dans celte fermentation, il se présente entre aufres un
Saccharomyces pouvanlt produire des taux élevés d’aleool.
Puis on chauffe la masse jusqu’a environ 30° € Aprés
deux ou trois semaines, la fermentation principale est
terminée. Ce produit filiré est soumis 4 une fermentation
secondaire el I'on obtient un liquide jaune, limpide, res-
semblant au sherry el contenant de 13 a 14 0/0 d'alcool.
Il est souvent pasteurisé a 44° C. dans des chaudiéres en
fer.

Suivant Kellner, I'dspergillus Oryze joue aussi un role
essentiel dans la fabrication du Shoyn chinois ou Soja. La
maliére premiére est un mélange de grains de Soja, de
blé, de sel marin et d’eau. Une partie du blé est pilée,
éluvée, el mélangée avec du koji, tandis que 'autre par-
tie est grillée et maulue. Puis les deux parties sont ajou-
tées aux grains pilés et cuils, et les champignons du
koji recouvrent la masse entiére. Au boul de que]f[ues
jours, cetle masse est amenée dans de grandes cuves avec
du sel et de I'eau et abandonnée a une fermentation qui
dure souvent plusieurs années. Puis on exprime le liquide
du mare.

Atkinson trouva dans le koji un ferment soluble dans
I'eau, intervertissant le sucre de canne et qui convertit
la maltose, la dextrine et 'empois d'amidon en dextrose.
Les recherches de Kellner, Mori el "Nugaoka mon-
trérent également que la masse du koji posséde un fer-
ment fortement inteevertissant, qui transforme le sucre
de canne en dextrose et en lévulose, la maltose en
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dextrose, Pamidon en dextrine, en maltose et en dextrose.
Les divers microorganismes qui se trouventdansla masse
du koji sont probablement porteurs de différents ferments
intervertissants.

Pour préparer le Soja ef la bouillie de ces grains, appe-
lée " Taotjiung " on se sert, dans lile de Java, de I’ {sper-
qillus Wenlii qui apparait spontanément sur les grains de
Soja et dont Wehmer nous a donné la deseription. Cette
espéce produil un myeélium blanc de neige, coloré plus
fard en brun par les conidies sphériques, ordinairement
finement verruqueuses. Les stérigmates ne sont pas rami-
liés. Suivant Prinsen Geerligs, qui nous a renseigné sur
V'application industrielle de ce champignon, celui ei pos-
séde non seulement un ferment peptonisant et diastatique
mais peut, en méme temps, dissoudre en partie les parois
cellulaires des grains du Soja. D'aprés Went, ce champi-
gnon développerait aussi des périthéces.

5. — Mucor.

Le genre Mucor appartient aux plus inféressants du
groupe des moisissures qui nous occupent ici, car il con-
tient des espéces ayanl une action fermenlative trés pro-
noncée. Elles apparaissent comme un feutre gris ou brun
d'une hauteur quelquefois trés considérable — jusqua
quelques pouces —, dans lequel I'weil distingue de fins
globules jaunes, bruns ou noirs.

Nous donnons ici la deseription des espéces qui sont le
plus répandues.

Mucor Mucedo (Fig. 20), une des plus belles formes de
moisissure, qui se trouve par exemple trés généralement
sur le fumier des herbivores, a un myecélium blane,
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Mucor Mueédo, dap:és Brefeld el Kny.

A Myecélium ramifié en forme d’arbre avec des branches assez épaisses
isolees, perpendiculaires (a, b, ¢\, 1 sporange, 2 columelle et spo-
r'es, 3, & spores en germinalion,’ s, 6 développement de la zygo-
Spore, 7 zygospore en germination avec sporange.
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transparent, formant a la surface ef a l'intérieur du
milien nourricier, de nombreuses ramifications [rés fines.
Ce mycélium reste sans cloisons dans les premiéres
phases du développement, jusqu'au commencement de
la formalion des sporanges, c¢'est-a-dire qu'il est unicel-
lulaire. De ce mycélium s'élévent des rameaux simples,
vigoureux, les tubes sporangiféres; les extrémilés de
ces rameaux qui, d'aprés Zopl, contiennent une matiere
colorante grasse d'un jaune rougedtre, se gonflent forle-
ment, et sous ce renflement, il se forme finalement une
cloison qui sépare le sporange du tube sporangifere. La
cloison se recourbe vers le haut et formeune ** columelle ”
a lintérieur du renflement sphérique, ce qui donne
a l'espace intérieur une forme particuliére (/). Le pro-
toplasma de cet espace se divise en un grand nombre de
particules qui s'enveloppent d'une membrane en s’arron-
dissant : ce sont les spores. En méme temps, la surface
extérieure du sporange se revét de fins eristaux acicu-
laires d'oxalate de chaux. Dés que le sporange noir a
miri et qu'il prend de 'humidité, la paroi se dissout
et les spores, munies du contenu jaune, sont dispersées
de tous colés avec le contenu gonflé du sporange. La
* columelle ", qui s'était élevée dans le fruit, se Lrouve
encore a l'extrémité du tube sporangifére. Celle-ci est
maintenant encore entourée d'un col, débris de la paroi
du sporange (2). Les spores réfringentes enflent trés
fortement lorsqu'elles tombent dans un milieu nourri-
cier convenable el projettent un ou deux fils germinalifs
(7, 4) qui développenl rapidemeni un mycélinm vigou-
reux.

Outre ce mode de reproduction, les mucorinées mon-
trent encore une reproduction sexuvelle qui a lieu par la
conjugaison de deux rameaux du méme myecélium. Deux
de ces courts rameaux croissant I'un contre l'autre,
abondamment pourvus de plasma, forment des renfle-
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en forme de baril ou irréguliéres, remplies de plasma
réfringent. Ces cellules (gemmes) se séparent facilement;
elles prennent alors, comme PBail I'chserva en premier
lieu, la forme de boules (voir Fig 307) et se multiplient en-
suite par bourgeonnement, comme les cellules de levure
proprement diles; la méme chose a liew pour les spores
submergées (levure mucor, lecure sphérique). Lorsque les
gemmes sont ramenées a la surface du liquide, elles peu-
vent de nouveau produire la forme de moisissure. 1l se
produit aussi des formations gemmiformes, lorsque le
mycélium est cultivé sur des corps solides et dans des mi-
lieux épuisés. Le plasma des lilamenls s’accumule dans
certaines places en masses compactes et il est alors isolé
des deux edtés par une cloison transversale. En méme
temps la cellule se gonfle, les parois s’épaississent et a
l'intérieur viennent s'emmagasiner des substances gras-
ses. Les parties des fils mycéliens placées entre les cel-
lules perdent peu & peu leur contenu. ;

Mucor erectus se développe par exemple sur des pommes
de terre pourries et offre, vu au microscope, tout a fait la
méme struecture que le Mucor racemosus, mais il en differe
physiologiquement (voir plus loin).

Mucor circinelloides (Fig 30) a un aspect trés caractéris-
tique. Le myeélium (/) a une ramitication particuliére
qui se trouve chez quelques mucorinées. Les branches
principales (b) déploient des rameaux latéraux courts,
radicellaires, fourchus en plusieurs points (¢); de leur
base parlent de nouveaux rameaux myecéliens (r) qui
s'élévent et peuvent développer des sporanges (2-5); les
filaments sporangiféres sont ramiliés. Pendant leur déve-
loppement, on les voit former de fortes courbes, aux-
quelles la plante doit le nom de cireinelloides. Chez cette
espéce comme chez le Mucor spinosus — dont les sporan-
ges brun chocolat se distinguent par lear columelle munie
a son extrémité supérieure d'excroissances pointues et
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épineuses, — le myeélium produit les mémes développe-
menis gemmiformes que chez le Mucor racemosus et le
Mucor ereclus, lorsqu'il est submergé dans un liquide
sueré.

Mucor stolonifer (Rhizopus nigricans) atteint une gran-
deur considérable et se présente Lrés généralement, par
exemple sur les fruits juteux. On reconnait facilement ce
champignon, parce que son mycélium brun-jaune pousse
obliquement en l'air des tubes épais sans cloisons. Ceux-
ci alteignent une longueur d'environ 1 ¢/m, puis leur
pointe s'incline vers le substratum el ils développent des
tubes gréles, abondamment ramifiés, qui poussent comme
des radicules dans le milieu nourricier, tandis que d'au-
tres tubes s'élévent perpendiculairement en produisant
des sporanges. D'aulres branches forment ensuite de nou-
veau stolons. Le sporange noir posséde une haute colu-
melle en forme de déme et développe un grand nombre de
spores d'un brun foncé, rondes ou anguleuses. Lorsque
ces derniéres sont devenues libres par la résorption de la
membrane du sporange, la columelle se retourne comme
un parapluie sur le tube sporangifére, auquel la ligne
de jonclion reste visible sous formed'une petite colleretle.
Chez cette espéce,on n'a pas observé la formalion de chla-
mydospores.

Les mucorinées présentent, a notre point de vue, un in-
1érét toul parliculier, parce qu’elles sont capables d'agir
a des degrés dillérents comme ferments alcooliques.

Mais l'aclivité ferinenlative ne se rattache pas exclu-
sivement aux développements gemmiflormes bourgeon-
nants mentionnés plus haul, car ceux-ci n'onl pas été
observés ni chez le Mucor mucedo, ni chez le Mucor sto-
nolifer.

D'aprés les recherches de Hansen, les mucorinées,
tant qu'elles sonl du moins a4 considérer comme des
ferments alcooliques provoquent une fermentation non
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seulement dans des solutions de dextrose et de suere in-
terverti, mais encore dans celles de la maltose. Parmi les
especes étudices par lui, il n'y a que le Mucor racemosus
qui soit capable d'intervertir une solution de sucre de
canne ; les autres ne peuvent, par conséquent, pas provo-
quer de fermenfation dans cette méme solution.

Le Mucor erectus posséde la plus vigoureuse puissance
fermentative. Dans du mout de biére de concentration
ordinaire — 14 a 15° Balling — il forme jusqu'a 8 0/0
d’aleool en volume. Il provoque aussi une fermentation
alcoolique dans des solutions de dextrine et transforme
Famidon en suere réductif. Le Mucor spinosus forma
dans du mott de biére jusqu'a 5,5 0/0 d’alcool en volume:
dans une solution de maltose on observa des phéno-
ménes de fermentation manifestes, et au bout de huit
mois, le liquide contenait 3,4 0/0 d'alcool en volume.
Le Mucor mucedo fait voir une puissance fermentalive
relativement faible, tant dans le moft (jusqua 3 0/0
d'aleool en volume) que dans des solutions de mallose
et de dextrose. Le Mucor racemosus forme dans le moit
jusqu’a 7 0/0 d'alcool en volume ; il développe de l'inver-
tage el fait fermenter le sucre de canne interverti ; cette
espece se distingue par la, comme on l'a dit plus haut, de
loutes les autres mucorinées,

Daprés Gayon, le Mucor circinelloides est sans effel
sur le sucre de canne, tandis qu’il exerce une aclion
fermentative trés prononcée sur le sucre interverti
(5,5 0/0 d'aleool en volume). Gayon en conclut que ce
champignon pouvait étre employé avee avantage dans
les raftineries. pour extraire le sucre de canne des mélas-
ses. Autant que nous avons pu nous en informer, cetle
observation n'a pas été utilisée en pratique.

Il faut encore compter parmi ce groupe le Mucor Amy-
lomyees Rouwii, déerit par Calmette et Eijhkmann, qui se
preésente dans la levure dile chinoise. de pelits gateaux
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gris-blane, consistant en grains de riz pélris avec diffé-
rentes épices. Aprés avoir été broyés, ces gateaux sont
mélangés avec du riz cuil : la moisissure entoure bien-
tot tout le riz de son mycélium blane. Peu a peu le riz se
transforme en un liquide jaundtre, renfermant de la glu-
cose, produite par le ferment diastatique énergique du
champignon qui posséde également, comme toutes les mu-
corinées, un ferment alcoolique.

Le Chlamydomucor Oryse, décrit par Went et Prinsen
Geerligs, qui est a peu prés identique avec I'espéce précé-
dente, contient des ferments diastatiques analogues. Il est
employé a Java dans la fermentation de l'arack.

6. — Monilia.

Sous le nom de Monilia (Fig. 31et 32) on trouve dans les
ouvrages traitant de la mycologie, la description d'un
grand nombre de moisissures diflérentes d'une structure
relativement simple. D'un mycélium qui varie de couleur
selon les especes s'élévent des branches dont se déta-
chent des séries de spores ovoides ou elliptiques. Ce genre
de moisissures a attiré notre atiention, parce qu'une de
ses especes que Hansen avait nommée provisoirement
Monilia candida, d'aprés la deseription de Bonorden offre,
au point de vue physiologique, des propriétés remarqua-
bles. Elle apparait dans la nature comme une couche
blanche sur du fumier de vache frais et sur des fruits
doux et juteux. Transportée dans du moiit, elle donne lieu
a une abondante végétation de cellules ayant l'aspect de
levure et ressemblant au Saccharomyces ellipsoideus ou ce-
revisie, Elle provoque en méme temps une forte fermen-
tation alcoolique et couvre le liquide, pendant que celle-
ci est encore en activité, d'un voile mycodermique. Dans

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1



Fis, 1. = B.

Monilia candida d'aprés Hansen.

A Végelation dans du moil de biére ou d'autres liguides nourriciers

SUeres.
B Cellules d'une jeune formation de voiles.

Fig. 32. — € Végétalion des moisissures. Les formes comme a sonl fré-
quentes ; elles se composent de chaines de cellules allongées, plus ou
moins filiformes, et assez faiblement reliées enlre ellest a chaque arli-
calation se trouve ordinairement une couronne de cellules de levure
ovales, qui lombent facilement. b représente une aulre forme fré-
quente mais qui se distingue de la précédenle par 'absence des
cellules disposées en couronne, lesquelles sonl remplacées par une
branche analogue & celle qui forme la Llige mére, mais plus courle,
Il n'vst pas rare que les articles qui forment ces chaines soient
élroilement unis entre eux. Les étranglements disparaissenl dans
beaucoup de cas el il nait un mycélium loul a fait typique avee des
cloisons distinetes (¢). Les formes b el ¢ se trouvenl dans le mi-
lien nourricier, a ordinairement a la surface. Les formes comme d
onl beaucoup de ressemblances avec '()idium lactis. @ nons monlre
une chaine de cellules pyrviformes avee des couronnes de cellules
de levure ressemblant au saccharomyces exiyuus La chaine de cel-
lules en forme de eitron représentée par f correspond exactement
aux dessins d’Ehrenberg de I'Oidium fructigenum. On trouve parmi
les formes principales décrites de nombrenses cellules de levure de
differentes formes et réunies en colonies difléremment groupées.
Comme ¢'est ordinairement le cas, il s'en présenle aussi comme le
Saccharomyces conglomeratus Rees.
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ce voile les cellules s’allongent de plus en plus pour
former finalement un véritable myeélium. Pendant la pre-
miére période, cet organisme ne forma que 1,1 0/0 d’al-
cool en volume, tandis que le Saecharomyces cerevisice en
formail 6 0/0 ; mais la Monilia continua la fermentlation
tandis que la levure de culture s’arréla a celle quantité.
Au bout de six mois, la Monilia avait formé 5 0/0 d’alcool
en volume.

D'aprés les recherches de Hansen, la Monilia ne seeréte
pas de Uinvertine, tout en faisant fermenter le sucre de
canne; il en conclut que le sucre de canne est directement
fermentescible. Cependant il indique lui-méme la possibi-
lite qu'a l'intérienr des cellules le sucre de canne soit
transformé en sucre inverti, qui serait immédiatement
CONSOMIMmE,

Fischer el Lindner constatérent par des analyses chimi-
ques, qu'aucune substancehydrolysante du suere de canne
ne pouvail étre extraite, ni de la végétation fraiche ni de
la végétation séche. Mais les auteurs cités purent inler-
vertir le sucre de canne en employant le champignon sé-
ché, méme en présence d'agents anesthésiques, ainsi que
par I'emploi de la végétation fraiche, ot les cellules
avaient été en partie rompues par le broyage avec de la
poudre de verre. Ces observateurs en concluent qu'un
enzyme intervertissant, insoluble dans l'eau, formait une
partie du plasma vivant et que, probablement aussi chez
la Monilia, la fermentation du sucre de canne n’avait lién
qu’aprés inversion préalable. On n'a done toujours pas en-
core réussi a obtenir ce ferment.

Suivant Fischer, la maltose est dédoublée, non seule-
ment par la Monilia fraiche ou séchée, mais encore par un
extrait aqueux de la végélation séche, ce qui fait supposer
a l'auteur que cette moisissure contenait de la mallase, ce
nouvel enzyme qu'il a découvert récemment dans le Sac-
charomyces cerevisice.
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Suivant Baw la Monilia fait aussi fermenter la dextrine
produite par la diastase.

En 1883, la Monilia était encore considérée comme le seul
champignon pouvant faire fermenter le sucre de canne
sans séerétion d'invertine. Plus tard, Zopf, Beijjerink,
Behrens et d’autres chercheurs ont observé, chez quelques
autres microorganismes, ce phénomeéne d'ailleurs rare,
qui nous offre le plus grand intérét. parce qu'il nous mon-
tre que, dans ce domaine, il existe également des grada-
tions dans la nature,

Les liquides fermentés par la Monilia accusent aussi,
pendant la fermentation, la présence d'acide carbonique et
d’aleool éthylique.

Enfin il faut encore ajouter que cetle moizissure se dis-
lingue par la facilité avec laquelle elle supporle les tem-
pératures élevées. Dans du moit de biére et dans des so-
lutions nourriciéres de sucre de canne, elle se développe
vigoureusement & 40°C. et provoque, a cetle température,
une fermentation énergique.

7. — Oidium lactis.

Une moisissure qui a joué un role important dans la
littérature de la physiologic de la fermentation et dans
la littérature médicale, c'est I'Oidium lactis (Fig. 33) ou
« levure de l'acide lactique ».

Une partie de ces communications a pour but de dé-
montrer ue cette moisissure ne représente qu'une phase
du développement de cerlaines espéces qui, dans d'autres
circonslances, apparaissent sous des formes et avec des
propriétés absolument différentes. Elle fut mise ainsi en
rapport génélique avec des bactéries, avec la Chalara
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Oidium lactis, d'aprés Hansen.

I Filaments fourchus a leur sommet. 2 Deux extrémilés de filaments,
dont 'une montre une dichotomie a son début el 'antre commencant
i détacher un article sphérique. 3-7 Conidies en germination. 6-6" La
germination d'une conidie inoculée dans du mout de biére houblonné,
dans la chambre humide de Ranvier, veprésentiée dans plusienrs élals
de développemenl. Chagque extrémité a produil des tubes germinalifs;
an bout de 9 heures (6'™), les tils germinatifs se sont cloisonnés el ont
formé les premiéres traces de ramification. 1 §1-14 Formes anorma-
les. 15, 16 Filaments avee cellules inlerslitiellgs remplies de plasma.
17 Chaine de conidies en train de germer. 18 Conidies qui onl =é-
journé longtemps dans de I'sau suerée; le contenu monire des goutles
huileuses. 19 Vieilles conidies.
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(voir plus loin), avec les Saccharomyces, ete. Brefeld,
ainsi que Hansen, onl exécuté de nombreuses expériences
el des essais de cullure avec cet organisme, etils les ont
continués pendant longtemps, sans cependant réussir a
produire d’autre forme que celle qui est propre a 1I'0i-
dium. Il est vrai que dans ces derniers temps, Brefeld a A
observé chez plucieurs champignons d'un ordre plus
élevé, une formation de conidies apparaissant en chaines
oidiennes. Il n’a jusqu'a présent pas été établi, si parmi
ceux-la se trouvait aussi compris 'espéce que nous dési-
gnons par le nom d’0idium laetis.

Fresenius donna avee raison a ce champignon le sur-
nom de lactis (du lail): car toutes les experiences ont y
jusqu'a présent démontré qu'il avait son siége ordinaire
dans le lait, o l'on peut le rencontrer la plupart du
temps, On n'a, par contre, fourni aucune preuve pour
que celle moisissure joue un réle dans les fermentations "
acides du lait. Elle apparait en outre spontanément sur
les liquides les plus variés, entre autres sur les mélanges
sucrés que 'on utilise dans U'industrie de la fermentation
et elle peut y provoquer une faible fermentation alcooli-
que. D'aprés' Lang et Freudenreich, elle produit au bout
d’environ 10 jours,dans des solutions de sucre, de lait ou
de glucose, 0,55 0/0, au bout de cing semaines, 1 0/0 d"al-
cool en volume. De plus petits volumes d’aleool sont for-
més dans des solutions de sucre de canne ou de maltose.
Ces mémes auteurs conslalérent aussi que ce champignon
posséde a haut degré la faculté de décomposer les matie-
res albuminoides. Les cultures dans des solutions nourri-
cieres de laclose dégagent une forte odeur de fromage
mou (de Limbourg) et I'Oidium joue sans doute un rdle
dans la maturation de celle sorte de fromage.

Les filaments (Fig 33, ') souvent fourchus, rameux, a
parois minces, transparents, forment comme une couche
de feutre épaisse et blanche. Dans la parlie supérieure
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donné la description. La formation des moisissures com
mence 4 l'extrémité germante du grain, d'ou elle s'é-
tend alors sur toute la surface. Les filamenls du mycé-
lium, qui ont des renflements sphériques, sont reliés par
de nombreuses ramifications. La mali¢re colorante rouge
a son siége dans le contenu des filaments. Sur un milieu
humide, les membranes se gonflent peu & peu, et for-
ment une enveloppe mucilagineuse, colorée en violel par
I'iode. Les conidies ovales germent direciement ou bien
elles développent d'abord des cellules falquées,a plu-
sieurs articles, qui se dilatent peu a4 peu et dont les
extrémilés poussent des fils germinatifs. Le mycélium
et les conidies falquées peuvent produire des cellules
durables gemmiformes, & membrane épaisse. Ce champi-
gnon ne semble pas pouvoir entraver la germination des
grains d'orge sains, méme quand son mycélium en en-
vahit la surface. Il ne s’allaque ordinairement qu'aux
grains malades.

9. Chalara Mycoderma (Fig. 34) est signalée dans les
« Etudes sur la bi¢re » de Pasteur, comme habitant les
grains de raisin. Le mycélium forme un voile a la sur-
face des liquides et consiste en filamenls ramifiés, tirant
“=ur le gris, souvent remplis d'un plasma Lrés rélringent
dont se détachent en divers points des conidies de forme
et de grandeur inégales. Cienkowski a, dans son mé-
moire sur les champignons des voiles, donné la premiére
description détaillée de la Chalara. Hansen observa que,
cette moisissure croissait sur le mout ordinaire et sur la
bi¢re de garde, méme (uand ces liquides sont dilués.

- 10. Une moisissure sur laquelle on a beancoup écrit et
qui se rattache & notre sujet, est le Dematium pullulans
(Fig. 35), qui a é1é déeril en premier lieu par de Bary, et
ensuite par Lew. 11 est surtout sur les fruits, principale-
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Holm, Johan, Olsen et d'autres chercheurs ont découvert
des especes de Dematiwm a sporulation endogéne déve-
loppant des générations bourgeonnantes qui produisaient
également des spores endogenes, c'est-d-dire des Saccha-
romycétes, :

Lindner nous communique d'une espéce qu'elle rend
le mout filant si elle se développe dans ce liquide.

11. Une moisissure pouvant se présenter dans des
liquides fermentescibles et dans les caves de fermenta-
tion est le Cladosporium herbarum. Elle se présenle
quelquefois en trés grande quantité dans les caves de
fermentation. Il y a guelques années, nous avons trouvé
le plafond et une partie des murs d’une cave de fermen-
tation basse, recouverts d'une foule de petites taches
noires, Celles-ci étaient formées par celle moisissure,
¢'est pourquoi nous en retrouvions toujours les conidies
dans la levure. La plante est un mycélium jaune-brun
avec des filaments courts, droits, raides el cassants, et
ceux parmi ces derniers qui croissent en I'air, peuvent
produire & leur extrémité supérieure des conidies de
formes extrémement variées; sphériques, ovales, cylin-
driqnes, droites ou recourbées. La classification systé-
matique de ce champignon et son rapport génélique
possible avee d’autres moisissures connues sonl aussi
peu [établis que son influence sur le liquide nourricier.
Eriksson indique que le seigle est quelquefois attaqué par
le Cladosporiwm, et que celte moisissure, introduite par
du pain ou de la bi¢re provenant de seigle contaminé,
pouvait produire des maladies chez I'homme.

Pour ce qui concerne cette forme ou d'autres formes
analogues, Zopf donne des descriptions morphologiques
délaillées, accompagnées de nombreuses illustrations,
dans son mémoire sur le Fumago ainsi que dans son
traité sur les champignons. Ceux de cette derniére espéce,

11
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qui produisent la maladie appelée lumagine, apparaissent
trés fréquemment sur des végétaux. Frank dit avee rai-'
s0n (ue nous sommes encore complétement dans 'obscu-
rité en ce qui concerne les diflérences spéciliques; la
cause en est principalement dans le fréquent polymor-
phisme de ces organismes, et dans le fait que les diver-
ses formes de développement ne se rencontrent presque
jamais ensemble.

Parmi tous les champignons qui s'attaquent a la vigne,
il exisle deux parasites qui ont acquis une triste célé-
brité par les grands ravages qu'ils causenl.

L'Oidium (Erysiphe) Tuckeri qui est la avéritable nielleyn
(mal blanc ou meunier), forme sur leg feuilles el sur les
pousses des ceps de vigne des taches blanchatres qui
deviennent plus tard brunditres. Elles consistent en fils
mycéliens qui détachent des conidies incolores, ellipti-
ques ou oblongues, mesurant 8, de longueur et 35,
d’'épaisseur. Le mycélium s’étend sur les grains en les
recouvrant d'un duvet gris et introduit des suc¢oirs dans
leur enveloppe, ce qui amene la mort des cellules épider-
miques. Lorsque la maladie s’attaque aux jeunes grains,
I'épiderme n'arrive plus & suivre la croissance des par-
ties internes, elle se rompt peu a peu en s'épaississant,
le contenu en sort, et les grains se desseéchent ou ils
pourrissent. Ils peuvent donner au vin un goil el une
odeur frés désagréables.

Les gros grains attagqués par ce champignon ne soul-
frent pas tant, mais sonl néanmoins génés dans leur
maturalion,

Le remede le plus efficace contre ce dangereux parasite,
est le soufrage des vignes, qui n'agit cependant que lors-
qu’il se fait par le beau temps.

Un autre champignon parasitaire de la vigne est la
fausse nielle (mildiow ow mildew) Peronospora viticola, qui
s'introduit dans I'intérieur des feuilles et des fruits oii -
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différentes fermentations étaient provoquées par différents
microorganismes. Turpin prononca, a cetle époque, la
proposition suivante : « Point de décomposition de sucre,
point de fermentation sans l'acte physiologique d'une
végétation. » Je renvoie d'ailleurs a I'exposé de ce prin-
cipe qui a été fait précédemment (page 12) et qui se rat-
tache, dans le développement historique, exactement a la
théorie de la génération spontanée.

Des découvertes importantes ne sont jamais l'euvre
d'un seul homme, elles sont bien plutot le résultat des
travaux de plusieurs chercheurs ; or, il est en général
beaucoup plus facile d’exprimer 'idée d'une vérité quel-
conque que d’en fournir les preuves suffisantes. Quoique
les principes fussent déja connus, lorsque Pasteur com-
menca ses recherches en 1857, plusieurs points essentiels
faisaient encore défaut ; cela se voit surlout dans le fait
que Liebig put encore citer- les expériences de Stall,
pour expliquer les phénoménes de la fermentation par des
transformations purement chimiques. La victoire que
Pasteur remporta dans cette controverse a élé le fonde-
ment de sa célébrité.

Dans les « Etudes sur la biére », il est clairement el in-
contestablement démontré quelle puissance les élres mi-
croscopiques possédent, et Pasteur fail ressortir que les
bactéries peuvent exercer une influence décisive sur la
marche de la fermentalion alcoolique et sur le caractére
de la bitre. Les levures y sont également traitées. Pour
quelques espéces de ce groupe, qui ne sont décrites qu’a-
vec moins de détails, il est indiqué, comme cela a déja
été fait par Bail et par quelques autres zymotechniciens,
qu'elles peuvent agir différemment sur la nature du pro-
duit de la fermentation. Ce que Pasteur mentionne ici,
n'est cependant que la répétition des opinions peu claires
de ses devanciers, et ses indications divergent en dewx sens
opposés. Cela apparait clairement, par exemple, dans ses
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observations sur la levure dite caséeuse el sur la levure
aérobie. Peut-étre est-il question ici d’espéce de levures
distinctes, particuliéres, mais peut-étre aussi seulement
de formes modifiées par un certain traitement de la levure
ordinaire de brasserie. Il ne faut cependant pas oublier
qu'il indique lui-méme quelle était la raison pour laquelle
la question ne pouvait étre élucidée. Cetle raison est,
qu'a celte époque, il n'était pas possible de savoir sila
levure avec laquelle on opérail se composait, des Uorigine,
d'une ou bien de plusieurs espéces; on n'avail pas encore
décourert a cette époque de méthode exacte pour la culture
pure des espéces de levure, comme il'a été déja dit précédem—
ment (page 31et les suivantes). On ne trouve donc pas dans
cel ouvrage une orienlation exacte dans ce monde des
microorganismes ; aucun passage de 'exposé de Pasteur
ne nous indique, pour les levures, des caractéres tels que
I'on puisse baser sur eux une analyse. Pasfewr considére
tous les champignons bourgeonnants qui possédent quel-
que peu la faculté de provoquer une fermentation alcoo-
lique, comme des Saccharomyces ; on ne sait jamais au
juste s'il s’agit de wvéritable Sacecharomyees ou d'autres
champignons bourgeonnants. Ces levures qui, d'apres
notre systéme actuel de classification, se rangent dans
des subdivisions trés différentes, y sont désignées comme
des phases de développement de moisissures semblables
au Dematium, sans (u'il y ait des preuves a 'appui. Pas-
teur ne nous dit pas s'il existe ou non plusieurs variétés
de ces champignons bourgeonnants (Saccharomyces, To-
rula, Dematium, etc.). Sa maniére de résoudre les problé-
mes de bolanique que nous venons d'indiquer, doil en
somme étre considérée comme erronée dans ses points.
essentiels.

Comme il ressort des explications précédentes, la cause
qui empécha cet ouvrage d'introduire dans la brasserie la
réforme annoncée dans la pré[ace,' git avant tout dans
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ne pouvait pas croitre sans oxygene libre, et contraire-
ment & Traube (1858) qui, en convenant bien que la levure
pouvail se développer sans oxygeéne libre, soulenail que
dans ce cas elle absorbait les albuminoides dissous dans
le liquide, pour former des cellules, et que le travail fer-
mentaire de la cellule de levure était da a l'intervention
d'un composé chimique, d'un enzyme, contenu dans le
plasma, Pasteur établit que les organismes de la fermen-
tation forment une colonie d'étres vivants dont les fone-
tions fermentatives sont précisément « une conséquence
nécessaire de la vie sans air, de la vie sans oxygéne libre ».
En outre il établit qu'une fermentation semblable peut se
produire aussi dans des solutions sucrées pures. Il main-
tient que la cause pour laquelle Brefeld ne put parvenir
a développer de la levure dans la chambre humide dans
une almosphére d'acide carbonique, était qu’il opérait
avec de vieilles cellules de levure, tandis que l'accroisse-
ment de la levure sans oxygene libre n'est possible que
lorsque les cellules sont trés jeunes. La petite quantité
d’'oxygene libre qui se trouve dans les liquides auxquels
la levure est ajoutée « rajeunit les cellules et leur per-
met de reprendre la faculté de bourgeonner, de poursui-
vre leur vie et de continuer leur multiplication a I'abri de
I'air ».

Pastewr fait done, comme cela a été dit précédemment,
une distinection entre deux espéces dorganismes: les
aérobies qui ne peuvent vivre sans le contact de l'air, el
les anaérobies qui peuvent se passer d'air; ces derniers
sont, d’apres sa maniére d’envisager les choses, « des fer-
ments dans le sens propre du mot ».

Il serait faux d'admettre que la présenee d'alcool et d'a-
cide carbonique dans les produits d'une fermentation
suppose nécessairement l'influence « d'organismes de fer-
mentation aleoolique proprement dits ». Les expériences
faites d'abord par Lechartier et Bellamy, et continuées
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par Pasteur, ont démontré que lorsque des grains de rai-
sin, des oranges ou d’autres fruits, sur lesquels ne se
trouvaient pas de cellules de levure, élaient enfermés
dans des vases remplis d'acide carbonique, il se produi-
sait un développement d'acide carbonique et d'alcool.
« Le caractére ferment n’est pas une condition de l'exis-
tence de la levure. La propriété ferment n'est donc
pas inhérente a des cellules d'une nature spéciale. Ce
n'est pas une propriété de siructure permanente, comme,
par exemple, celle d'étre acide ou alcalin. C'est une pro-
priété qui dépend de circonstances extérieures et d'un
mode de nutrition de l'organisme » (Etudes sur la biére,
page 258).

« En résumé, la fermentation est un phénoméne tres
général. C'est la vie suns air, c'est la vie sans omygéne
libre, ou, plus généralement encore, c’est la conséquence
d’un travail chimique accompli au moyen d’une substance
fermentescible capable de produire de la chaleur par sa
décomposition, travail qui emprunte précisément la cha-
feur qu’il consomme a une partie de la chaleur que
la décomposition de celte substance fermentescible
met en liberté. La classe des fermentations proprement
dites se lrouve resireinte cependant par le petit nom-
bre des substances capables de se décomposer avec
production de chaleur et pouvant servir a l'alimen-
tation des étres inférieurs en dehors de la présence et de
V'action de l'air » (Etudes sur la biére, page 261). Ceci
est dans son essence, la célebre théorie de la fermentation
de Pasteur.

La fermentation par oxydation, par exemple celle de I'a-
cide acétique, qui demande précisément, comme Pasteur
1'a observé lui-méme, que I'air soit présent en grande
quantité, ne serait donc pas considérée par lui comme une
fermentation proprement dite. Que Pastewr ne prenne
d'ailleurs pas sa définition au pied de la lettre, cela res-
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sort de ce qu'il fait remarquer lui-méme que la propriété
fermentative de la levure subsiste également sous l'in-
fluence de l'air, quoiqu’a plus faible degré qu’a I'abri de
l'oxygene, La justesse de cetie asserfion dans de certai-
nes conditions, fut en particulier constatée pour la le-
vure basse, par Pedersen (1878) et Hansen (1879), qui
trouvérent que la quantité de substance séche dans du
mott de biére transformée en alcool, en acide car-
bonique, ete., par une quantité déterminée de levure,
était moins forte lorsque le mout était aéré pendant
la fermentation, que lorsqu'il ne I'était pas. Un résultat
analogue fut obtenu par Ed. Buchner (1883), a la suite
de recherches qu'il fit dans ce sens-la avec des bac-
téries.

Dans ses recherches, Hansen fit en sorte que les celiules
renfermées dans le récipient que l'on aérait, tourbillon-
nassenl sans cesse pour élre complétement entourées de
I'air, qui avait largement accés. Comme elles provo-
quérent néanmoins une fermentation alcoolique pro-
noncée, on put donc en conclure avec certitude que
celle-ci n'était pas la conséquence nécessaire de la vie
sans air. ;

Dans sa « Théorie de la fermentation » (1879), Naegeli
démontra que la présence de I'oxygéne était méme trés
favorable a la fermentation alcoolique d'une solution
sucrée, quand il n'y a pas d'autres substances nufritives
a coté du sucre, et que par conséquent la quantité de
levure n'augmente pas, ou seulement d’une maniére insi-
gnifiante. Aussi Naegeli dit (page 26): « La théorie de
Pasteur, suivant laquelle la fermentation se produirait
par suite du manque d’oxygéne, ce qui forcerait les cel-,
lules de levure & emprunter la quantité nécessaire d'oxy-
geéne a la substance en fermentation, se trouve réfulée par
tous les faits se rapportant & cette question ».

Celteé manicre de voir est cdgalement parlagée par.
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A.-J. Brown. Celui-ci exécuta une série d’expériences oi la
fermenlation s'effectuail en présence de grandes quantilés
d’oxygene, tandis que dans des essais paralléles, ce gaz
se Llrouvait complétement exclu. Dans les deux séries
d'expériences, il employa des quantités identiques de
cellules de levure, (ui se trouvaienl dans des conditions
telles qu'il leur était impossible de se multiplier.
Toutes les autres conditions étaient égales dans les deux
séries. 1l en résulta — en oppositicn i la théorie de Pas-
teur — que dans le premier cas, les cellules offrirent une
plus grande activité fermentative, que lorsque l'oxygene
élait exclu.

Brown fait ressortir que la théorie de Pasteur repose
sur les essais de fermentation comparalifs, desquels il
conclul que le pouvoir ferment de la levure — c'est-a-dire
la relation pondérale entre la levure formée et le suere
fermenté — élait triés grand 4 'abri de 'air, mais tres fai-
ble au contact de 'air. Contre ces essais, Brown souléve
des objections trés fondées. Dans sa délermination du
pouvoir ferment, Pasteur ne s'occupe pas de la durée de
la fermentaiion (Etudes sur la biére, page 245), car il rap-
proche des fermentations n’ayant duré que quelques
heures, d'autresd’une durée de plusieurs mois, sans tenir
compte, dans son calcul, de cette différence de temps des
fermentations. Pastewr dit que la levure a une Lrés grande
activité quand elle trouve 'oxygéne a sa disposition, et
qu'elle peut décomposer, dans ce cas, heaucoup de sucre
en peu de temps ; I'énergie ou l'aclivité est donc exprimée
par la quantité de sucre fermenté dans l'unilé de temps
el par le rapport enire le poids de sucre décomposé d'une
part, et le poids de levure et le temps écoulé d'autre part.
En désignant le suere fermenté par S, la quantilé de le-
vure formée par L. et la durée de la [ermenlatmn par '1'
snivant Pasteur le pouvoir ferment cst; -ef 'énergie - “,..
Mais le travail de la cellule de levure est continu et 'ex-.
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1'>ressi0n-:—rep1'ésenle par conséquent la quantité de sucre
décomposé par une quantité de levure pendant toultes les
unités de temps que la fermentation a duré. Dans des
expériences comparalives failes dans le but de déterminer
le pouvoir ferment de la levure, il faut done nécessaire-
ment tenir compte du temps, car le temps influe sur le
résultat des expériences, d’aprés lesquelles Pasteur déter-
mine le pouvoir ferment ef sur lesquelles repose sa
théorie ; mais comme il ne tient pas compte du temps
dans son caleul, les déterminations ne peuvent élre
exacles, el les principes de sa théorie sont détruits. Le
« pouvoir ferment » et « I'énergie » de la levure de Pas-
teur sont done deux choses absolument identiques.

Dans les expériences de Pasteur, les déterminations du
temps, nécessaires pour élablir le pouvoir ferment tolal,
ne purent étre faites; car la quantité de sucre sur
laquelle la levure devail exercer son pouvoir, était trop
minime. Lorsque Brown entreprenait une fermentation
conformément aux expériences de Pastcur en présence de
I'air, et qu’aprés fermentation du suere initial il ajoutait
de nouvelles quantités de sucre, la levure pouvait décom-
poser le triple de la quantité de sucre présente au début
de I'expérience, sans qu'il y et augmentation du poids
de levure. Il faut aussi ajouter que Pasteur employait du
suere de canne, qui devait d'abord étre interverti ; cette
interversion, qui est indépendante de la fonction du fer-
ment, devait étre tres lente dans les conditions dans les-
quelles les expériences de Pasteur étaient faites, et il au-
rait di tenir compte du temps qui y avait été nécessaire.

Brown fail encore remarquer qu'aucun des résultats de
Pasteur ne contredit I'interprétation opposée de la nature
e la fermentation, & savoir que la cellule de levure
exerce sa fonction indépendamment de son entourage,
ainsi par exemple, qu'il y ait ou non de 'oxygéne libre
€N présence.
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Hueppe et ses éléves onl également dirigé leurs atta-
ques contre la théorie de la fermentation de Pasteur,
et ils ont fourni des exemples d'organismes-ferments
« qui, en présence de l'oxygeéne de l'air, aclivent les fer-
mentations spéciliques, et cela le plus souvent méme
mieux »,

Parmi les nombreux travaux de Nuaegeli sur les or-
ganismes inlérieurs, nous nous bornerons a ciler, comme
se rattachant a ce qui précéde, la théorie « moléculaire-
physique » de la fermentation qu'il établit, et qui est en
réalité une modification de celle de Liebig. Tandis que
Pasteur explique la fermentalion comme étant le résul-
tat d'une aclivité se développanta l'intérieur de la cebllule‘
Naegeli la définit comme une transmission des élals
vibratoires des molécules, des groupes d’atomes et des
atomes de différentes combinaisons qui constituent le
plasma vivant (combinaisons quin'éprouvent elles-mémes
aucun changement) sur la substance fermentescible, ce
qui a pour eflet de détruire I'équilibre dans ses molécules
et de les décomposer. Dans la fermentation, les vibra-
tions des molécules du plasma sonl transmises de cette
maniére a la substance fermentescible. La cause de la fer-
mentation se trouve dans le plasma vivant, c¢'est-a-dire a
l'intérieur de la cellule, mais son action s'étend au-dela
de celle-ci. La décomposition du sucre — principalement
en alcool et en acide carbonique — s’opére moins a l'in-
térieur, mais en plus grande partie @ Uextérieur des cel-
lules de levure, Ainsi cette théorie est contraire a celle de
Pasteur et se rattache a celles de Stahl el de Liebig.

Tanowsky prétend, basé sur ses expériences failes
avee des cultures absolument pures, que l'introduction
d'oxygéne pendant la fermentation, n'exerce aucune in-
fluence sur I'activité fermentative de la levure. Il constata
qu'une quantité donnée de levure peut faire fermenter
aulant de sucre dans un liquide fortement aéré que dans

12
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I'azote pur. D'aprés cet auteur, la fermentation alcoolique
effectuée par la cellule de levure, dépend uniquement de
la composition du miliew nowrricier. 11 considére cette
fonction comme le résultat d'un état pathologique, se
manifestant pendant la nutrition de la levure, et qui serait
provoqué par une composition anormale du liquide nour-
ricier. Le liquide nourricier normal contient peu de sucre
et environ le double de peptone, la levure s’y développe
énergiquement et se nourrit comme d'autres champignons,
sans donner lieu & une fermentation alcoolique propre-
ment dite. 11 fait par conire ressorlir que ce qu'on
appelle la « respiration intra-moléculaire » de la levure
et d'autres plantes, ot il se forme outre d'autres subs-
tances aussi de l'alcool, est due a I'absence d'oxygeéne, et
que cette fonction respiratoire se manifeste distinetement
lorsqu'on développe la levure dans un liquide peu sueré

Giltay et Aberson confirment au contraire les résullats
de Pedersen et Hansen indiqués plus haut, que dans les
cultures non aérées, 'unité de levure produit plus d'al-
cool que dans celles qui furent aérées; ils admettent que
le plus fort développement de levure constaté au contact
de l'air peul dépendre essentiellement du mouvement
imprimé au liquide de culture par le passage du courant
d’air et de la meilleure nutrition de la cellule de levure
qui en est la conséquence.

Les célebres travaux d’Emile Fischer, d'ordre purement
chimique, sur la synthése des sucres, 'emploi de la phé-
nylhydrazine et de la réaction osazonique, ont dirigé les
notions sur les phénoménes fermentaires dans de nouvel-
les voies. Ses recherches 'ont amené a expliquer le rap-
port de la cellule de levure aux sucres du liquide nourri-
cier, de la méme maniére que l'activité des enzymes
(invertine, émulsine), de sorte que l'action chimique de
la cellule vivante ne differe pas de celle des ferments
chimiques. Suivant Fischer, la fermentation des polysac-
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charvides serait toujouwrs précédée d'une hydrolyse du
sucre. Mais il existe une relation exacte enire la siruc-
ture moléculaire d’'un suere et 'enzyme de la cellule de
levure qui transforme le suere. Quand un suecre arrive
en contact avec les matiéres albuminoides d'une cellule
de levure, qui jouent le plus grand rdle parmi les agents
uliles @ la cellule vivante, le sucre n'est décomposé que
lorsque la configuration, la construction géométrique de
ses molécules, n'est pas trop éloignée de la configuration
de la substance albuminoide. D'aprés la théorie de Fis-
cher, la fonction de la cellule vivante dépend bien plus
de la géomélrie moléculaire que de la composition de la
matiére nutritive.

L’analyse des espeéces de levure de Hansen el d’autres
levures, comparée aux sucres artificiels que Fischer pré-
para synthétiquement, amena cet auteur, ainsi que Thier-
felder, a la constatation de la théorie de la fermentation
énoncée plus haut, car ces chercheurs trouverent aussi
ici, que les levures sont trés sensibles a la configuration
géométrique de la molécule du sucre, tandis qu'elles sont
insensibles a d'autres variations dans la constitution
moléculaire.

Parmi les différents sueres obtenus par synthese que
Fischer examina a 1'égard des levures, il faut citer la
mélibiose, qui est fermentée par les levures de biere ordi-
naires a fermentation basse, mais non pas par la plupart
des levures de brasserie a4 fermentation haute. Aussi
Fischer constata dans la levure basse la présence d'un
enzyme ponvant étre extrait en lessivant de la levure
séchée, et qui dédouble la mélibiose en glucose el en
galaclose ; mais apres un certain traitement des levures
hautes employées, on ne peut plus observer le dédouble-
ment de cette espice de sucre. Comme la levure haute
renferme de l'invertine, le ferment dédoublant la méli-
biose doit différer de I'invertine.
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C.J. Lintner et Fischer prouverent par les procédés
introduits par ce dernier, que la maltose naturelle, expo-
sée 4 'action d’un extrait aqueux de levure séchée, est
dédoublée en glucose, et qu'il existe une différence évi-
dente entre I'enzyme qui est en jeu et l'invertine dédou-
blant le sucre de canne. Fischer donne au premier le nom
de glucase de levure ou mallase de levure. Sa température
optimale se trouve a environ 40°, tandis que celle de
I'invertine est située, d’aprés Kjeldahl, entre 52 et 53°.

Prior a comparé énergie fermentative de diverses
espéces de levure, en les examinant exactement, dans des
conditions identiques, d'aprés le procédé de Meissl. 1
constata des diflérences considérables, dont les chillres
suivants (calculés d’aprés la substance de levure séche)
nous donnent quelques exemples :

La levure de Carlsberg I montra 136,40
= — I — 406,13
Saccharomyces Pastorianus | — 155,48
— - 11 — 280,72

= - 11 — 202,20

— ellipsoideus | — 285,76

—_ - 11 — 219,03

L'auteur cité ciroit pouvoir expliquer en partie cetie
diversité d'action des espéces de levure par I'hypothése
que chez les différentes espéces la paroi cellulaire n'a pas
la méme épaisseur et posséde une perméabilité variant
suvant Uespéce ; il suppose que l'épaisseur de la couche
mucilagineuse extérieure de la paroi joue ici un role.
En outre, il conclut, d’aprés des essais comparatifs effec-
tués avec la méme race de levure vis-i-vis de diverses
especes de sucre, que la diffusibilité des différents sucres
@ travers la membrane cellulaire varie selon Uespéce. Le
sucre de canne montra la plus forle, la maltose la plus
faible diffusibilité.

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1



LES FERMENTS ALCOOLIQUES 181

Citons enfin encore, dans ce courl apercu, les notes pré-
liminaires que nous a données récemment Ed. Buchner
sur la séparation de Uaction fermentative de la cellule de
levure vicante. On ‘mélangea de la levure de brasserie
ordinaire avec du sable quartzeux et de la terre d'infu-
soires, puis celte masse fut broyée, additionnée d'eau et
soumise a4 une pression de 4 a 500 almosphéres. Le liquide
ainsi obtenu, qui contient des substances provenant de
lintérieur des cellules de levure, est capable de mettre
rapidement en fermentation des solulions trés concen-
trées de divers®sucres, méme aprés fillralion a travers
des hougies en terre d'infusoires ou apres saturation du
mélange de ce liquide et de la solution sucrée avee du
chloroforme. Buchner conclut de ses - essais que le pro-
moteur de cette action fermentative du suc de levure est
a4 considérer comme une substance probablement albu-
minoide, de la nature d'un enzyme, dissoule et isolée du
plasma cellulaire vivant, & laquelle il donne le nom de
zymase. Lorsqu’on conserve ce suc, il devient bientot
inaclif ; mais mélangé a une solution de saccharosea 75 °/,,
il garde son pouvoir ferment pendanf un cerlain temps.
En faisant évaporer, puis sécher ce sue, on obtient une
masse friable, jaunatre, capable de manifester pendant
un temps assez long son activité fermentalive. Les re-
cherches de Buchner se rattachent donc aux théories
chimiques de Traube et de Fischer mentionnées plus
haut.

Rayman et Kruis contribuérent a la Dbiologie des
levures par leurs études sur des biéres dont la fermenta-
tion avait été eflectuée pendant plusieurs années avec des
cultures absolument pures, préparées d'apreés la mé-
thode de Hansen. 1ls constatérent, comme produit de la
fermentation, des cultures pures de Saccharomyces obte-
nus a la température usitée dans les brasseries el dans
des conditions pratiques normales, un seul alcool, savoir
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lalcool éthylique. Cet alcool reste pendant des années
dans la biére, & ealé de la levure vivante, quand on con-
serve le liquide a basse température a l'abri de l'air.
Si, par contre, il se développe au contact de 'air un voile
de I'espéece de levure employée, il se produil une oxyda-
tion active dans laquelle laleool est décomposé en acide
carbonique et en eaw. Des recherches ullérieures des meé-
mes auteurs ont démontré que les levures de distillerie
cultivées peuvent, dans de certaines conditions, probable-
ment lorsque les cellules se trouvent dans un état d'épui -
sement, former de l'alcool amylique (huile de pommes de
terre), de Uacétaldéhyde ainsi que du furfurol ; on suppose
que l'acétaldéhyde est un produit d'oxydation de 'alcool
éthylique, se développant au fur et & mesure de sa for-
mation. Dans des fermentations de longue durée, les
malticres albuminoides du liquide nourricier sont hydra-
tées a différents degrés par les Saccharomyces, qui peu-
vent également oxyder les produits de Ialbumine en
acide formique et en acide valérianique. Les auteurs dis-
tinguent deux actes dans les fermentations normales,
{4 savoir un acte de décomposition sur le sucre dans le
milieu nourricier ef un acte de synthése de I'azote dans le
corps des organismes. La fermenlation est considérée
comme des hydrations et des déshydrations allerna-
tives.

Dans toule la série des différentes théories de la fer-
mentation, le point essentiel de toules les questions qui
s'y rattachent, ne se trouve pas du tout touché: d'on
vient-il que dans les eellules microscopiques le plasma,
(qui a le méme aspect dans les différentes espéces, provo-
(que néanmoins dans une cellule une fermentation acé-
tique, dans une autre une fermentation butyrique ; qu'il
soit capable, dans telle cellule, de faire fermenter direc-
tement le suere de canne, tandis que dans Llelle autre il
ne le peut qu'aprés une transformation préalable? La
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différents. Ce n'est que vers la fin de I'année 1881, qu'il 1
réussit a trouver la clef du probléme. La tdche qui se pré- .
sentait en premier lien était de développer une méthode
permettant d'obtenir des végélations qui provinssent
chacune d'une seule cellule, pour démontrer ensuile par
lexpérience, si les cullures pures ainsi oblenues possé-

daient des caractéres constants — c'est-a-dire si les Sae-
charomyces se présentaient comme espéce, comme variété,

ou comme race — el dans le cas affirmalil, de déferminer

en (uoi consistaient ces caractéres constants. Ce pro-

bléme une fois résolu, il s'agissait de trouver une méthode

pour l'analyse de la levure el d'étudier de différents cotés

les conditions vitales de ces organismes.

Préparation de la culture pure.

Nous avons déja fait voir dans le premier chapitre de
ce livre que de différents cotés on exprima l'idée que
la condition nécessaire pour arriver a connaifre les
organismes microscopiques, donl nous trouvons des
centaines el des milliers dans chaque goutteletle exami-
née au microscope, consistait uniquement a isoler la
cellule individuelle et a travailler avec une végétation
pure provenant de celle-ci. Nous avons en méme lemps
indiqué brievement les différentes méthodes que l'on
avait suivies.

Hansen adémontré a plusieurs reprises dans ses éerits,
que dans tous les cas la seule méthode certwine est de pren-
dre Uindividu comme point de départ et d'en suivre le
développement dés Uorigine. 11 a, dans ce bul, élaboré
deux méthodes dillérentes. La premiére élait basée sur
des cultures dans des liquides ; la seconde sur des cul-
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tures dans des milieux solides, dans les deux cas, aprés
une dilution préalable, comme cela a éLé décrit pages
20-42,

A l'aide des connaissances acquises des espices, il ful
possible de soumetire ces méthodes a une vériflicalion
~ détaillée, d’ou il résulta qu’elles étaient exacles.

S’il s'agil d'isoler d'une végétation formée d’'un mélange
de différentes espéces, celles qui se trouvenl d [éfat
affaibli, il est alors nécessaire, comme Hansen le fait re-
marquer, d’employer pour la dilution el I'ensemencement
un liquide nutritif favorable, par exemple du mott de malt
oude raisin qui présente a l'organisme en question les con-
ditions de nutrition les plus favorables. L'ensemencement
se fait soit dans des ballons, soit par gouttes que l'on in-
troduit, chacune séparément, dans une chambre humide.

Si par contre, I'autre cas se présente, ot l'on désire
¢éliminer d'une végétation mélangée lespéce qui s’y trouve
dans un état de déceloppement trés vigourewr, et dont la
croissance ne dépend par conséquent pas de condilions
de nutrition particuliérement favorables, on peut atlein-
dre le but plus rapidement et avec moins de frais par
I'emploi d'un milien nourricier solide, qui sera dans ce
cas de la gélatine et du mout.

Il est prouvé qu'une addition de gélatine & du mont
diminuait la valeur de ce dernier comme matiére nufritive
pour les levures. Ainsi, Holm démontra par des séries
d'expériences précises, que lorsqu’on introduit des cellu-
les dans du motl gélatinisé, dés le commencement de la
fermentation, quand elles sont le plus vigoureuses, envi-
ron quatre pour cent des cellules ensemencées ne donne-
ront pas de développement; si on ensemence par contre
la végétation a la fin de la fermentation, quand les cellules
sont affaiblies, il y en aura environ vingt-cing pour cent
qui ne donneront pas de colonies.

Ces méthodes telles que Hansen les a élaborées pour
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Des mesures directes exécutées sur ces formes de levure
de dépot ne nous fourniront non plus de points d’appui.

Un examen de ces six groupes de figures de cultures
pures montre qu'on est en présence de frois différentes
classes de [evure; dont I'une est représentée par le Sac-
charomyees cerevisie I, tandis que la seconde comprend
les trois especes pastorianus, la troisiéme les deux espe-
ellipsoideus. Voila absolument tout ce que I'examen pure-
ment microscopique nous permel de reconnaitre, et il
faut encore remarquer que cela ne se peut que dans les
condifions de culture indiquées.

b, — La formalion des ascospores.

Les recherches de Hansen sur la formation de spores
endogenes quia lieu a l'intérieur des cellules des Saccha-
romyces, onl été le premier fondement d'une méihode
analytique pour les levures. Nous donnons ici un apercu
«de la méthode expérimentale et des résultats obtenus
en général,

La sporulation dans les cellules de levure a été étudide
par plusieurs savants (pages 166-168) De toutes ces recher-
ches en partie contradictoires, il ne résulta que ceci de cer-
tain : ¢’est que la cellule des Saccharomyees pouvait, dans
de certaines conditions restées inconnues, former des spores
@ son intérieur.

A la suite de nombreuses expériences, Hansen réussit
4 établir les lois suivantes pour la sporulation des Saccha-
romyjces :

4° L'air atmosphérique doit avoir abondamment accés
aur cellules, qui doivent étre semées sur une surface
humide ;
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2 [l n'y a que les cellules jeunes el vigoureuses qui peu-
vent remplir les fonctions de la sporulation.

3" La tempeérature la plus propice se trouve pour la plu-
part des espéces examinees jusqu'a présenl awr environs de
25° . Celte température est favorable a la sporulation des
espices connues jusqu'd present.

& Quelques Saccharomiyces forment des spores méme
lorsqu'ils se trouvenl dans des solulions nourriciéres en
fermentation.

La levure se développe comme cela est indiqué page 187.
De vieilles cultures qui avaient été développées dans des
solutions de saccharose ou dans du mout, doivent étre
cultivées plusieurs fois, souvent méme pendant assez
longtemps, dans du motit aéré, avant de pouvoir montrer
une sporulation normale. On en porte de pelites quanti-
tés sur de petits bloes de plitre préalablement stérilisés.
Ces petits blocs ont la forme d'un cone trongué et sont
placés dans de petites cuvettes plates en verre avec cou-
vercle, et on les mainlient humides en remplissant
les cuvettes & moitié d’eau ('). Si I'on a seulement pour
but de provoquer en général la formation mentionnée, on
peul laisser les appareils a la tempéralure ordinaire des
chambres.

Une description exacte de la struclure des spores et un
exposé délaillé de leur développement, fondé sur des
observations sur Uindividu, a, pour la premiére fois été

(1) On peut aussi produire les ascospores en portant la levure
sur de la gélatine stérilisée et solidifiée avee ou sans liquide
nourricier dans un endroit humide; de méme dans de 'eaun de
levure ou de l'ean stérilisée. Enfin dans les formations de voi-
les des Swaccharomyces il peut aussi se présenter des cellules
développant des spores. — Il va sans dire que la méthode n'est
pas donnée par les différents milieux nourriciers, mais unique-
ment par la connaissance des éléments (ui, en général, permel-
tent aux cellules I'accomplissement de cette fonetion.
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donné par Hansen. Sous ce rapport, il indique trois grou-
pes de Saccharomyees avee des caractéres typiques distinets,

Les premiires phases de développement des
spores du Sacch. cerevisie [ d’aprés
Hansen, a, b, ¢, d, @ rudiments des spo-
res, la paroi n'est pas encore distincle ;
f, & h, i, j spores complétement dévelop-
pees avee parois dislincles,

qui différent les uns
des autres dans le
mode de germina-
tion ou dans la
forme des spores.

Au bout d'un cer-
tain temps, variant
avec les espéces, il
se forme a linté-
rieur de la cellule
des corpuscules de
plasma  arrondis,

qui sont les rudiments des spores (Fig. 37). Apres cette
premicre phase de développement, elles s'entourent d’une

Fie. 38,

Spores du Saccharomyces cerevisie 1 com-
mercanl a germer, d’apres Hansen. a, d, e
et g montre la formalion des cloisons.
Dans e, T el g, les parois de la cellule-
mire sont rompues, g nous monlre un
corps de spores divisé en plusieurs loges,
donl la paroi esl rompue en trois en-
droils.

paroi qui, chez les
différentes espéces,
apparait plus ou
moins  distinete-
ment.

Dans 1é premier
type qui comprend
le Saccharomycesce
revisie I, les spores
peuvent, désles pre-
miéres phases de
la germination, se
gonfler si fortement
qu'il en résulte, par
la pression qu’elles

exercent fl'une sur P'autre pendant qu'elles se trouvent
encore dans la cellule-mére, ce que I'on appelle des cloi-
sons (Fig. 38). Ceci fait qu'une quantité plus ou moins
considérable de plasma reste serrée en forme de coins ou
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de plaques entre les spores, ou bien que les parois des
spores entrent elles-mémes en contacl intime les unes
avec les autres. Pendant le développement ultérieur, il
peut se produire une fusion compléte entre les parois, ce
(ui constitue une véritable formation de cloisons ; la cellule

Fig. 39,

Bourgeonnement des spores chez le Saccharomyces cerevisiz | d'apris
Hansen. a Trois spores sans la paroi de la cellule-mére; b eellule
avee quatre spores, dans b' la paroi de la cellule-mére est rompue ;
¢ cellule avec qualre spores, donl irnis sont visibles, dans ¢' el "
on voil la paroi rompug de la cellule-mére; d cellule avee trois
spores, dans d™ la paroi rompue de la cellule-mére ; e-e" dévelop-
pement d'une trés forte colonie ; f-h avtres formes de développement,
dans h™ la paroi entre les deux spores a disparu.

est alors devenue un corps de spores a plusieurs loges.

Pendant la germination (Fig. 39) les spores se gonflent,
et la paroi de la cellule-mére, quiétait primilivement pas-
sablement épaisse et élastique, s’étend, de sorte qu’elle
devient plus minee et plus fine, Finalement elle se rompt
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surtout des précédents par ce qu'il possede des spores
d'une forme toute différente de celle des autres especes,
el qui ressemblent aux spores de I'Endomyees deci-
piens ('), Elles forment a peu prés un hémisphére avecun
filet saillant partant de la base.

Pendant la germinalion de la spore, celle-ci se gonfle
et le filet saillant peut rester ou disparaitre. Il pousse
alors de différents points de la surface de la spore des
bourgeons qui s'en séparent.

Dans les expériences de Hansen, il s'agissail aussi de
déterminer quelle influence les différentes (emperalures
exercaient sur la sporulation, pour savoir si les espéces
se comportaient de la méme facon, ou s'il étail possible
de découvrir ainsi des caractéres différents. Il fallul dé-
terminer : 1° Les températures limifes, ¢'est-a-dire la plus
haute el la plus basse température permeilant encore
le développement des spores; 2° la température optima,
¢’est-a-dire celle o1 les spores apparaissent le plus rapi-
dement ; et enfin, 3° I'état des températures se trowvant
entre les limites extrémes.

Pour déterminer le temps nécessaire aux cellules pour
procréer des spores, on choisit le moment ou les cellules
présentent les signes distinets de spores naissantes (Voir
Fig. 37 et 43), 11 n’est pas possible de se servir, pour
cette observalion, de la spore mire, car il n'existe pas de
critérium de la maturité complete.

Les résultals obtenus par Hansen sont les suivants :

La sporulation se produit lentemenl @ basse lempéra-
ture, mais plus rapidement a mesure que la température
s'éléve jusqu’'a wn certain point; dés qu'on dépasse ce
point optimuwm, le développement devient de plus en plus
lent jusqu'da ce que finalement il cesse complétement.

(1) Un champignon qui vil en parasite sur les lamelles de
certains agarics.

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1












LES FERMENTS ALCOOLIQUES 199

Le méme savant trouva un nouveau caractére distinctif
des espéces dans [a différente structure anatomique des
spores. Dans l'analyse compléte d’une espéce de Saecharo-
myces, on doit done nécessairement tenir comple de ces
deux caracléres, ainsi que de ceux qui seront indiqués
dans la suite (formation des voiles, ete.).

('est sur certaines observations failes sur les courbes
de la température de la sporulation el sur la structure
des spores que Hansen a basé la méthode d'analyse de la
levure basse de brasserie aw point de vue pratique, men-
fionnée ci-dessous. Il observa que les espéces employées
dans l'industrie, celles que 'on nomme levures de culture,
développent leurs spores a certaines températures plus
tard que les espéces dites levures sauvages, dont un grand
nombre sont connues dans I'indusirie comme levures de
maladie. Outre cela, il trouva que la structure de la spore
différe ordinairement dans ces deux groupes: la jeune
spore de la levure de culture offre une paroi (membrane)
distinete et le contenu en est irrégulier, granuleux et
muni de vacuoles ; dans la cellule de levure sauvage, au
contraire, la jeune spore présente le plus souvent une
paroi indistincle et un contenu plus réfringent et plus
homogeéne Il faut encore ajouter que les spores des les
vures de culture sont ordinairement plus grandés que
celles des levures sauvages.

1° Pour controler pratiquement d'une maniére suivie et
quotidienne la levure de brasserie de fermentation basse,
on se sert, en égard a I'infection par la levure sauvage,
du procédé suivant, qui est trés commode. 4 la fin de la
fermentation principale, on prend dans la cuve, avec un
flacon stérilisé, un petit échantillon du liquide en fermen-
tation, on laisse reposer le flacon pendant quelques heu-
res, jusqu’a ce que la levure se soit déposée au fond, et
ensuite on transporte cetlte levure sur un des blocs de
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pldtre qui ont été déerits page 189. La culture se place
dans un thermostat a 25" C. ou a 15°* C.

On trouve, comme cela a été confirmé par les expérfen-
ces délaillées de Holm et Poulsen, que les races de |
levure de culture employées dans les brasseries de fer--
mentation basse peuvent étre divisées en deux groupes:
a 25 C. un groupe développera ses spores plus tard que
la levure sauvage ; l'autre groupe, par contre, formera a
cette méme température ses spores 4 peu preés en méme
temps que la levure sauvage, tandis qu’a 15° C. les cellu-
les de la levure sauvage formeront leurs spores beaucoup
plus tot que les cellules de ces levures de culture.

On examine les cultures a 25 C. au bout de 40 heures,
celles a 15° C. apres trois jours.

Ta levure haute des brasseries peut, d’aprés nos recher-
ches personnelles, étre analysée 4 peu prés de la méme
maniére.

Chez quelques espeéces, il est cependant préférable d'el-
fectuer 'analyse entre 10° et 12° C. parce que ce n'estqu'a
ces températures que l'on observe une différence notable
de temps dans le commencement de sporulation de la le-
vure de cullure et des levures sauvages.

D’aprés les recherches de l'auteur de ce livre, la levure
de distillerie peut étre analysée de méme. Dans celte ana-
lyse, il faut ordinairement choisir les basses températures;
mais souvent il faut encore toul d'abord tenir compte de
la Structure de la spore chez le Lype de levure choisi,
parce que la diflérence de temps pour la formation des
spores de la levure de culture et des levures sauvages
n'est, dans bien des cas, que peu considérable aux tempé-
ratures indiquées.

Quant a la levure de vin, il sera possible, comme
Aderhold le fait ressortir, de faire l'analyse d'aprés un
procédé analogue & celui que Hansen indiqua pour la le-
vure de biére.
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Aux températures supérieures a 13° C., le voile du Sac-
charomyces ellipsoideus 11 a un développement si rapide
et si vigourewr, que par ce seul fait, on peut reconnaitre
les ballons renfermant cette espéce. Ainsi a 22-23° C.,
cetle espéce forme un voile qui recouvre complétement la
surface du liquide au bout de 6 a 12 jours, tandis que les
cing autres espéces exigent le triple de temps pour ne for-
mer (u'un voile, qui, la plupart du temps, n'est que moins
bien développé. Cette espece et Saccharomyces pastoria-
nus IIL donnent aussi, a la température ordinaire d'une
chambre, assez rapidement, un voile prononcé, tandis que
les autres espéces sont, au bout du méme temps, encore
bien en refard.

Comme il est dit plus haut, les formations des voiles
ont des températures maxima différentes. Ceci est en
connexion-avec le fait, que la température maximum
powr le bourgeonnement w'est pas la méme pour les dif-
férentes espéces. 11 a été démontré que le bourgeonnement
et la fermentation peuvent avoir liew a des températures ot
il wexiste plus de formation de voiles. Ainsi Hansen ob-
serva encore a 38-40° C. une fermentation et un bourgeon-
nement vigoureux avec les Saccharomyces cerevisie I,
Saccharomyces ellipsoideus 1 et Saccharomyees ellipsoideus
I1, a 34° C. avec les trois especes du groupe Sacchdaromy-
ces pastorianus. Il existe donc une relation entre I'in-
fluence que la température exerce sur le hourgeonne-
ment et la fermentation d'une part, et d’autre part celle
qu'elle a sur la formation des voiles.

Dans des levures basses de brasserie et dans quelques
espices sauvages, Will a observé, dans1'anneau de levure
el dans une partie des petits ilots qui apparaissent a la
surface du liquide avant la véritable formation de voiles,
des cellules a formes rondes ou ovales, munies d'une forte
membrane et contenant un grand nombre de goullelettes
d'huile (Fig. &4). Un traitement par 'acide chlorhydrique

14
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jouer un certain role dans la viede la végétation, allendu
que dans de vieilles végétations, on peul encore trouver
celles-ci en vie, tandis que la plupart des autres indivi-
dus ont péri. Dans des milieux artificiels contenant des
sels minéraux, du sucre et de l’asparagine,' avec ad-
dition d’acide citrique ou tartrique, ces cellules du-
rables apparaissenl aussi dans la végélation du dépot.
Elles développent des cellules de levure sphériques ou al-
longées, soit isolées ou réunies en grand nombre (Fig.
45 A). Cest principalement dans de vieilles cultures de
cellules durables, produites dans des milieux minéraux,
que la germinalion donne naissance a des cellules clavi-
formes avec formation de cloisons, et ce phénoméne peut
se répéler dans les générations ultérieures (Fig. 45 B).
Dans la germination sur milieu solide. Will observa aussi
une séparation de ces cloisons (Fig. 45 B).

d. — Les limiles des lempéralures pour les espéces
de Saccharomyces.

De méme que les températures jouent des roles inégaux
dans le développement des spores et des voiles des diffé-
rentes especes, de méme aussi les expériences de Hansen
(1883) ont prouvé que les spores ainsi que les cellules
végélatives avaient, dans les différentes espéces, des for-
ces de résislance inégales contre I'échauflement dans I'eau.
Les spores sonlt, sous ce rapport, plus résistantes que les
cellules végétatives.

Pour des déterminations de ce genre, I'état des cellu-
les a, comme dans les cas mentionnés précédemment, une
trés grande influence. Le résultat dépend, en particulier,
beaucoup de 1'dge des cellules et varie selon qu'on opére
sur de vieilles ou sur de jeunes cellules. Ainsi on ob-
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B,
Fig. 43.

Cellules durables d'aprés Will
A. Forme germinalive ordinaire.
B. Cellules durables avec des cellules-filles claviformes ou en forme de
boudins, dont l'intérieur est cloisonné,
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serva que les cellules du Sacch. ellipsoideus II, prises
d’une culture dans dumout de deux joursa 27" C., étaient
détruites au bout de 5 minufes en les soumettant a 56° C.
de chaleur dans de l'eau distillée stérilisée, tandis que
des cellules d'une méme culture, mais agée de deux mois
ef demi, résistaient pendant 5 minutes a une température
de 60° G,

Des spores miires de cette espéce, développées a 17-18°
C. et séchées en partie pendant huit jours a la méme tem-
pérature, supportérent un chauffage a 62° C. prolongé
~ pendant eing minutes, mais non a 66° C.

Les cellules végétatives du Saccharomyces cerevisie 1,
dans de semblables conditions, périssent en cing minutes,
lorsqu’elles sont soumises a l'influence d'une tempéra-
ture de 54" C., tandis que les spores ne sont tuées qu'a
AR

Un groupement intéressant des six espéces de Hansen
(page 245 et les suivantes) d’apres une température déter-
mineée, se présente également, lorsqu’elles sont cultivées
dans du mott, dans des condilions favorables a la forma-
tion des voiles (page 207). Quand le développement a lieu
a 36-38° C., les trois especes paslorianus sont tuées au
bout de 11 jours, tandis que le Sdaccharomyces cerevisie 1,
et les deux espéces ellipsoides sont encore en vie. On
peut, entre autres, en conclure que la régle établie aupa-
ravanl, suivant laquelle les levures de fermentation haute
peuvent se-développer & une température plus élevée que
les levures de fermentation basse, est inexacle.

Les recherches entreprises plus tard par Kayser,
dans quelques-unes des directions mentionnées plus haut
confirment les résullats indiqués. Un trouva aussi qu’a
I'état sec les espéces supporient des températures beau-
coup plus élevées qu’a 1'état humide. Ainsi une espéce de
levure de « pale-ale » fut tuée a I'état humide aprés avoir
été soumise pendant cing minutes a I'action d'une tempé-
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rature de 60-65° C., tandis qu’elle supporta a I'état sec
une température de 95-105° C.; pour une levure de vin
(St-Emilion) la proportion fut de 55-60° C. et de 105-110°
C. Pour les spores, la force de résistance augmentait en-
core de 10-20" C.,

Les cellules végétalives dérivées des spores chauflées
présentérent une force de résistance un peu plus grande
que celle des cellules végétalives normales. Mais ce sur-
croit de force de résistance ne se transmil pas a la des-
cendance ; en cultivant dans du mott de biére, il disparut
déja dés la deuxieme génération.

e. — Culture sur un miliew nourricier solide.

Des cultures convenables sur un milieu nourricier so-
lide, ont fourni 4 Hansen des caracléres plus distinets
pour la détermination de plusieurs espéces de Saccharo-
myces. 1l employa pour cela du moit de biére avec addi-
tion d'environ 5 1/2 pour cent de gélatine dans de petits
flacons bouchés avee des tampons de coton. Lorsque ces
flacons sont infectés avee les six espéces connues (Saccha-
romyces cerevisie 1, Saccharomyces pastorianus 1-111, Sac-
charomyees ellipsoideus 1et 11) et placés a 25° C., il se pro-
duit dans l'espace de 11 a 14 jours, dans les végétations
en voie de développement, de telles différences visibles a
I'eil nu, qu'on parvient a distinguer quatre classes plus
ou moins différentes I'une de l'autre. Le Saccharomyces
ellipsoideus 1 fait exception; sa surface de végétation se
distingue par une structure particuliére, en forme de ré-
seau, de sorle que cette espece peut éire discernée des
autres a I';eilnu. Si on emploie dans de semblables cultu-
res, de 'eau de levure avec de la gélatine, en opérant & 15°
C., on verra que le Saccharomyces pastorianus II forme,
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qui communiquent a la biére un goitt amer et une odewr
désagréable (Saccharomyces pastorianus I), ordinairement
sans la troubler, tandis que d'autres ne manifestent
enticrement leur action qu'a la fin de la fermentation
secondaire en troublant la biére (Sacch. pastorianus 111
et Sacch. ellipsoideus 1I) qui, aprés le soutirage, laissentaun
bout d'un temps relativement court, un fort dépot de le-
vure que la moindre secousse fait remonter dans leliquide.
Ce n’est que lorsque ces espéces — Sacch. pastorianus I,
Sacch. pastorianus 111 et Sacch. ellipsoideus 11 — sont in-
troduites dans le mott au début de la fermentation,
qu'elles peuvent produire la maladie. Une addition de le-
vure de maladie a la biere dans les foudres ou a la biére
soulirée, n'a aucune action sensible; ce n'est que
lorsque l'infection de la biére en bouteilles par le
Sacch. ellipsoideus 11 est excessivement forle que son
influence pourra se faire sentir. Le résultat principal
est que le principe de cette contagion se lrouve dans
le levain. Elle a présenté aux brasseries de (rés
grandes difficultés et leur a fait subir de fortes pertes
d'argent. Les observations de Hansen ont éié en partie
confirmées, en par tie complétées par de nouveaux exem-
ples dus a Gronlund, Will, Lasché, Kokosinsky, Iuteqef
Windisch et Lindner.

Dans les brasseries a fermentation hautle, les levures
sauvages peuvent également susciter des troubles. C'est
ainsi que, suivant de Bavay, le « summercloud » des bras-
series australiennes (brasseries de fermentation haute),
serail occasionné par un Saccharomyces. La biére est
troublée par cet organisme et prend un goit acide et
amer.

L'auteur de ce livre a trouvé, dans des bi¢res de fermen-
tation haute anglaises, des levures appartenant au Saec-
charomyees anomalus qui provoquaient des troubles
dans des biéres hautes danoises peu fermentées se pré-
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Le Sacch. membranefaciens et le Mycoderma cerevisie
ne possédent pas de ferment intervertissant et ne font
pas fermenter les sucres mentionnés (1).

Le Sacch. apiculatus n'intervertit pas la saccharose ;
des qualtre sucres il ne fait fermenter que les solutions de
dextrose. Dans du motit de biére, il ne provoque par con-
séquent qu'une faible fermentation alcoolique.

Parmi les formes de Torule examinées par Hansen, il en
existe beaucoup qui ne peuvent pas secréter de I'invertine
et faire fermenter la maltose, el ne produisent dans du
moif de biére quenviron 1 0/0 d’aleool en volume. D'au-
fres espéces intervertissent la saccharose. Dans des solu-

. tions nourriciéres de dextrose, les différenles espéces sus-
citent des fermentations plus ou moins fortes.

La Monilia candida ne posséde aucun enzyme interver-
tissant soluble dans I'eau, fait fermenter la saccharose, la
maltose el la dextrose. Dans du mout de biére, elle suscite
une fermentation, mais a la température ordinaire de la
chambre, elle n'arrive — en comparaison des Saccharo-

. myces — que trés lentement & des doses d’aleool plus éle-
veées. :

Dans le lait, on a trouvé divers champignons bourgeon-
nants. Grotenfell et I'auteur de ce livre constalérent la
présence de Saccharomyces, Duclawr, Adamels, Kayser et
Beijerinck ont décrit diflérents Saccharomyeces. 11z
dédoublent tous le sucre de lait. C'est en vain qu’on les a
cherchées jusqu’a présent dans les brasseries.

myces possédent ainsil’enzyme intervertissant du suecre de canne
et celui de la maltose. Par contre, les trois espéces : Sacch. Mar-
xwianus, S. Ludwigii et S. exiguus n'ont que 'enzyme intervertis-
sant du sucre de canne,

(1) D'aprés les recherches de Lasché, il existe parmi les espé-

ces de mycoderma qui se trouvent dans la biére, plusieurs qui
peuvent provoquer une fermentation aleoolique.
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rapprocher beaucouq de celle de la maliose. Cependant ce
sucre n'a encore jamais été préparé a l'état de pureté et
n'est connu que sous forme d'un osazone. Plus lard, C. J.
Lintner communiqua qu’il avait trouvé I'isomaltose dans
de la biére et donna ensuite la desceription de sa formation
par I'hydrolyse de I'amidon; mais Brown et Morris objec-
térent 4 cet auteur que l'isomaltose n'existe pas parmi les
produits de fransformation de I'amidon, et que la sub-
tance décrite par Lintner comme isomaltose, n'était autre
que de la maltose, souillée par des produils de transfor-
mation de I'amidon analogues aux dextrines. Lininer n'a
pas réussi, jusqu’a présent, a fournir de nouvelles preuves
a l'appui de son assertion. De méme a-t-on mis en doute
Iexistence de 'isomaltose de Fischer, obtenue par synthése,
que l'on considérait également comme étant de la maltose
impure ; de nouvelles expériences lui permirent cepen-
dant de démontrer par la méme voie biologique, que ce
sucre différait essentiellement de la maltoze, que 1'isomal-
tose n'esl ni fermentée parla leoure fraiche ni dédoublée
par les enzymes de la !ec-m'e; et il fait ressortir que ce
n’'est que par cztte voie qu'il est possible d'affirmer avec
certitude la disparité de ces deux especes de sucre.

Les actions variées des espéces de Saccharomijces sur le
méme liquide nourricier (modl de biére, mout de vin) el
dans les mémes conditions, ont élé étudiées par Borg-
mann, Amthor et Marx.

Les fonctions chimiques des deux espéces de levure
basse de Carlsherg n® 1 et n°2 dans le moil de biére sont,
suivant les recherches de Borgmann, trés diflérentes.
Avec ces deux espéces, apreés qu'elles eurent été em-
ployées pendant quelque temps dans la cave de fermen-
tation, et pendant qu'elles étaient encore essentiellement
pures, on mit en levain deux cuves en ardoise qui conte-
naient du mott du méme brassin. Les fermentations s'ef-
fectuérent dans des conditions permeltant une comparai-
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la secondé en méme temps a la fermentation secondaire,
On détermina la quantité d’aleool, la quantité d'extrail,
le poids spécifique, le degré de fermentation, la glycérine,
I'azote, la substance réductive et le degré de coloration
dans les moits fermentés. Les tableaux qui furent dres-
sés montrérent, comme le fait remarquer l'auteur, des dif-
férences sensibles dans I'action chimique produite par
les diverses espéces. Ainsi, la quantité d’alcool en volume
conltenue dans les moiits fermentés varia entre les limi-
tes 4,34 et 6,02 (3,55-5,94 aprés la fermentation prin-
cipale), la quantité d’'extrait se trouvait entre 8,27 et
11,23 (8,49 a 12,61 aprés la fermentation principale),
le degré d’atténuation était entre 36,7 et 53,3 (288-
521 aprés la fermentation principale); la quantité de
glycérine offrit des différences frappantes et balancait
entre 0,08 et 0,15; les quantités d’azote, de substance
réductive et en partie le degré de coloration montrérent
également une variabilité considérable.

Hiepe fit d’intéressantes comparaisons entre I'action d'un
certain nombre de levures de culture et de levures sau-
vages sur les sucres, en effectuant des fermentations avec
des solutions de sucre de canne additionnées d’eau de le-
vure. Il préleva le premier échantillon cing minutes aprées
la mise en fermentation, puis d'autres échanlillons cha-
que jour, jusqu'a ce que la fermentation se fut arrétée.
On détermina de chaque échantillon la teneur /. en sucre
de canne, 2. en exirait fermenté, 3. endextrose fermentée,
et 4. en lévulose fermentée. Dans ces quatre directions
surgirent de trés grandes différences spécifiques. Ainsi
au bout de cinq minutes une levure haute anglaise avait
interverti 1,95 0/0 de sucre, tandis qu'une levure basse
de la collection de I'auteur de ce livre en avait interverti
58,85 0/0. Deux levures hasses de brasserie intervertirent
complétement le sucre de canne en 24 heures, landis que
ce travail demanda 11 jours au Sacch. eriguus. Chez les
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autres espéces, le laps de temps nécessaire se trouvait en-
tre ces limites. Les tableaux détaillés que nous devons a
Hiepe indiquent que la transformation succcessive, tant de
la quantité totale d'extrait que des deux espéces de sucres
mentionnées, s'effectue d’aprés une échelle variant sui-
vant I'espéce. Un examen des nombreuses particularités
des séries d’expériences montra en méme temps que la
fermentation de la dextrose débufe généralement avec
bien plus d’'énergie que celle de la lévulose ; mais tandis
que la fermentation de la premiére espéce de sucre atleint
des le second jour son maximum, celle de la lévulose ne
manifeste que plus tard sa plus grande vigueur, chez
plusieurs espéces méme, pas avant le cinquiéme jour. Peu a
peu les proportions des quantités de sucre détruites se rap-
prochent, el finalement les deux espéces de sucre dispa-
raissent en méme temps.

Les espeéces de levure diflerent aussi quant a la quan-
tité d’acide produite dans le liguide nourricier. Ainsi
Prior examina a ce point de vue les produits de la fer-
mentation dans du motit houblonné d'un cerfain nombre
de levures de brasserie et d’espices sauvages, el trouva
que les quantilés d'acide formées variaienl entre 4,7 el
10 centimétres cubes d'alcali normal au 1/10 par 100 cenl.
cubes de motit fermenté. Les acides organiques lixes se
mouvaient entre 2,1 et 5,4 centimétres cubes, les acides
organiques volatifs entre 2,1 et 5,8 cent. cubes d'alcali
normal au 1/10 par 100 cent. cubes de biére. Dans la reé-
gle, ces expériences permirent de constater que chez les
ievures de culture, les quantités d'acides organiques lixes
dépassent celles des acides volatils, tandis que le con-
traire se présente pour les espéces de levures sauvages de
Hansen (Sacch. pastorianus 1, 11 et 111 et Saceh. ellipsoi-
deus 1 et III), ou les acides volatils I'emportent sur les

“acides fixes, el chez le Saceh. pastorianus | méme de bean-

coup.
15
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Une série trés importante de Saccharomyces que l'on

rencontre dans le moil de raisin a été étudiée par
Marx (1888), non geulement au point de vue botanique,
mais encore par rapport & leur action chimique sur le li-
quide nourricier, aprés que ces espéces eurent été toutes
cultivées a I'état de pureté absolue, d’aprés la méthode de
Hansen. Le temps nécessaire a la sporulalion était trés
différent, ainsi que le nombre de cellules qui formaient
des spores et le nombre de spores contenues dans chaque
cellule. En connexion avee cela, il est particuliérement
intéressant d’apprendre que les espéces cullivées a l'état
de pureté absolue accusaient des diflérences évidentes
dans leur pouvoir fermentatif, dans leur faculté de pro-
duire des malit¢res volatiles qui donnent au vin un bou-
quet spécial, et enfin dans la force de résistance contre
plusieurs acides et contre des températures élevies.
Comme les différences de gott étaient fortement pronon-
cées pour un nombre d'espéces, Marx appuie avec rai-
son sur Papplication pratique de pareilles recherches,
attendu qu’'en ajoutant & du mout de vin des levures pos-
sédant des propriétés connues, on rend ainsi possible la
production d'un vin qui montrera des caractéres distincts
au point de vue du goiit, ete.
_ Plus tard, Amthor a aussi examiné une série de cul-
tures absolument pures d'espéces de levures de vin et a
trouvé des différences typiques, fant sous le rapport de
la sporulation que sous celui du temps employé pour la
fermentation, et enlin, il trouva aussi des difiérences
dans la composilion chimigque des vins. Jaequemin,
Rommier, Martinand et Rietsch en France, Miiller-Thur-
gau en Suisse, Nathan et Wortmann en Allemagne, Forli
et Pichi en Italie, Mach et Portele en Autriche, obtinrent
des résultats analogues, ces auteurs ayant en parlie fait
leurs essais comparés en grand et dans des conditions tel-
les que les présente la pratique.
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Nous devons les recherches les plus completes et les
plus étendues sur l'action variée des espéces de levures de
vin sur le moat a J. Wortmann. Comme résultat général

de ses expériences, cet auteur mentionne que les difléren_

ces dans l'action des diverses races de véritables levures
de vin sont souvent si grandes qu'elles peuvent éire cons-
tatées rien que par I'analyse chimique des produits de la
fermentation; d'autres fois elles sont si peu sensibles
qu'elles ne peuvent guére étre décelées que directement
par nos sens (par le gont el par 'odoral). Chaque race de
levure a d’ailleurs plus ou moins quelque chose de parti-
culier daus l'action qu'elle exerce dans chaque moitt, quel-
les qu'en soient la provenance ou la composition.

Le nombre des cellules de levure naissant dans un mott
donné, dépend, absiraction faile de sa teneur en subs-
tances nulritives, de la reproductibilité de la race de le-
vure employée ; cependant il est indépendant de la prove-
nance ou de la composition de ce moiit. Dans un moiat
donné, quelle que soit sa valeur comme milieu nourri-
cier, une race de levure se multipliera par conséquent
plus fortement qu'une autre.

La comparaison exacte de la teneur en extrait d'un cer-

-lain nombre de vins fermentés avec Lrois especes de levure
différentes, donna pour résultat, que dans les mémes
moiits, la « levure de Wiirtzbourg » se montra la moins
exigeante, quant a la consommalion d'extrait, puis vinl
la levure de Joannisberg ; tandis que la « levure
d'Ahrweiler » en consomma le plus el fournit par consé-
quent les vins les plus pauvres en extrail.

L’activité spécifique des levures de vin ressort principa-
jement dans la formation de la glycérine. Les trois espé-
ces mentionnées ont été comparées dans un grand nombre
de moits de diverses provenances el toujours,la levure de
Wiirtzbourg produisit plus de glyeérine que les deux an-
tres ; ici la levure de Johannisberg vint avant celle
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d'Ahrweiler, qui, comme nous venons de l'indiquer, con-
sommait justement le plus d'extrait. La dilférence consta-
tée ici dans le rapport chimique de ces espéces, ressortil
encore plus distinctement dans les expériences mention-
nées, par le fait que la levure de Wartzhourg s'était la
moins multipliée.

La quantité d'azote et de cendre variait dans les vins
fermentés avec ces trois espéces de levure.

L’acidité étant plus forte dans les vins fermentés par
la levure de Wiirtzbourg, chez les deux autres espéces. elle
se monlira presque égale.

Des essais comparatifs plus exaots, eflectués avec un
grand nombre d’espéces, accusérent enfin de grandes dil-
férences quant a la quantité d'aleool trouvée dans le li-
quide ; les levures qui avaient fermenté le moins de
temps, fournirent les plus petites quantités d'aleool, et
réciproquement.

L'auteur cité répond affirmativement a la question im-
portante pour I'application pratique, si, chez les différen-
tes espéces ou races de levures de vin, la formation de
matiéres donnant le bouquet est conslante et indépendante
du caractere du mott, ayant fait 'expérience, confirmée
par l'auleur de ce livre, qu'il est possible de donner a un -
vin un bouquet spécial, ¢'est-d-dire d’en améliorer le gont
ef augmenter la valeur, dans tous les cas oit un mout mé-
diocre, sans qualités particulitres, sera mis en fermenta-
tion avec des levures pures, sélectionnées. Celte méme
régle s’applique aussi 4 l'emploi des races de levure de
vin de raisin dans la fermentation des motts de fruits ou
de grains (').

(1) La question souvent débattue de savoir si les quantités
d'alcool et de glycérine formées sont reliées par une certaine
proportion, a son intérél lant théorique que pratique. Les
essais de Wortmann, effectués avee des cultures absolument
pures, donnérent pour résultal que celle proportion était
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Si un mott posséde un bouquet particulier, il est évident
que la race de levure que l'on ajoute ne se fera générale-
ment pas valoir dans celte direction ; mais elle manifestera
essentiellement son action par la plus grande pureté etla
régularité de la fermentation. (Voir plus loin au cha-
pitre VI).

Kayser compara également diverses races de levure au
point de vue chimique, el constata qu'elles moniraient
des dillérences a 'égard de la formation d'acides volatils
a des températures élevées, altendu que la quanlilé de
ces acides augmentait chez une espéce, mais diminuvait
chez une autre, a mesure que le degré de chaleur s'éle-
vait.

Basé sur des essais comparatifs effectués avee des levu-
res de vin, Forti fait remarquer qu’il existe des différen-
ces typiques dans le pouvoir fermentatif des espéces, dans
leur résistance aux tempéralures élevées et dans leurs
exigences quant a la quantité et la nature des subsfances
azotées du milieu nourricier. Suivant le caraclére de la
fermentation, il croit pouvoir faire une distinction entre
les levures de la fermentation principale ou tumultueuse
et les levures de la fermentation secondaire ou lente.

Les nombreux travaux excécutés depuis 1884 au labora-
toire de l'auteur, avec des cultures pures de levures alcoo-
liques appliquées dans les diverses branches de l'indus-
trie fermentaire, ont largement fourni 'occasion de ré-
colter des motions relatives 4 la grande différence entre
I'action chimique des espéces, de leur powvoir différent de
garder pendant la <onservation les particularités impor -
tantes pour les différents besoins de I'industrie. De nom-

soumise & de grandes varialions, méme chez la méme race
de levure, el, malgré des assertions contraires antérieures,
aucune proportion déterminée ne peut étre établie comme
devant faire foi, par exemple pour déterminer si cn vin est
falsifi¢ ou non.
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gateur, la végétation montra encore un mélange de telles
cellules, mais si 'on introduisait la levare qu’on en obte-
nait dans une cuve de fermentation ordinaire, elles dis-
paraissaient. La varialtion est done dans ce cas plus éner-
qique; elle ne cesse que lorsque la levure a été propagée
pendant une série de fermentations.

Déja, en 1883, Hansen a démontré que les limites lndl-
quées par Reess pour la caractérisation de ses especes,
n’existent pas, attendu que chaque culture pure nous per-
met de développer les espéces établies par Rees. La forme
et la grandeur des cellules de levure varient beaucoup.
La forme en boudin (Saccharomyces Pastorianis Reess)
peut facilement passer a la forme ovale (Saccharomijces
cerevisie, ellipsoideus, eviguus Reess) el vice versa.

Un autre exemple dans ce méme ordre d'idées est qu'un
Saccharomyjces cerevisiee (levure basse) qui, aprés un dé-
veloppement long et pénible, avait élé propagé dans du
mout a 27° C. eut des cellules d'aspect ordinaire, tandis
que cultivé a 7 1/2° C., la végétation donna des colonies
enchevétrées avee des ramifications ressemblant da un myjeé-
liwm. On a ici un exemple intéressant de l'influence
qu’exerce la température sur la forme.

3. — Comme exemple bien plus accusé d’un changement
dans la nature des cellules, on peut mentionner ses obser-
vations sur le Saccharomyces Ludwigii. Lorsque l'on sou-
met les individus isolés d'une culture absolument pure de
nouveau a un élevage, chacun pris isolément a I'état de
pureté, on peut obtenir des végélations montrant des
dispositions trés différentes pour la formation des spores.
Parun choix méthodique des cellulesindividuelles, Hansen
réussit & produire des végétations qui, dans les circons-
tances connues, ne développérent pas du tout de spores.
Contrairement & cela, il trouva, en partant de la méme
végétation primitive, que s'il choisissail une tache de
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levure pfovenant d'une cellule sporifére, et §'il continuait
le développement de cette tache, il obtenait une végéta-
tion qui avait la faculté de reproduire immédiatement des
spores en abondance. Par un pareil choix méthodique,
celte espece fut divisée en trois formes végélalives dont
I'une se distinguait par une sporulation vigoureuse, tandis
que l'autre avait presque complétement perdu eeite pro-
priété, el que la troisiéme ne formait plus.du tout de spo-
res. Aprés de nombreuses cultures dans du moit, la troi-
sitme forme relrouva cependant sa sporulation, quoique
lentement ; mais en o cultivant dans une solution de dex-
trose avee de U'eau de levure, cetle proprieté réapparaissait
ummédiatement.

Chez d'autres espéces, il peut également se présenter des
variétés ayant perducomplétement ouenpartiela faculté de
produire des spores, que ce soit dans des milieux liqui-
des ou solides, sans que la cause en soit connue. Dans
quelques cas, elles retrouvent leur sporulation, comme le
Saccharomyces Luchcigii, quand on ajoute de la dexirose
au liquide nourricier.

Lorsque la culture d'une levure de brasserie est déve-
loppée dans un moit non aéré aprés stérilisation, elle
perd ordinairement, plus ou moins, selon l'espéce, ses
qualités quant a la casswre et a la clarification deman-
dées en brasserie. Ces nouvelles variations doivent sou-
vent étre cultivées pendant de nombreuses générations
dans du mont-de biére ordinaire, avant de regagner les
qualités primitives de 'espéce. L'aéralion ayant son im-
portance quant a la composition chimique du monut, il est
évident que ce sont des conditions de ce genre qui exer-
cent I'influence indiquée sur le plasma de la cellule.

Un autre exemple, démontrant que la composition chi-
mique du liquide peut produire denouvelles variétés, res-
sorl de l'observation, que le Saceharomiyees pastorianus I,
qui donne au mott de biére un gotl et une odeur désa-
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gréables, peul perdre pour quelque temps, cette propriété,
si on conserve la végétation dans une solulion aqueuse
de sucre de canne.

Seyffert a indiqué un cas analogue de variation d'une le-
vure de brasserie due a la composition du liquide nourri-
cier. Il trouva qu'il était possible, par I'emploi de chawr,
de ramener a son état primitif, une bonne race de levure
choisie, qui, aprés avoir été longtemps employée en pra-
tique, avait perdu ses bonnes qualités de clarilication et
de cassure. On ajouta du plitre au mont, a I'eau de bras-
sage ou a celle de trempe de l'orge et prépara avec le moit
ainsi obtenu un mout gélating, dans lequel la végétation
de levure dégénérée fut ensemencée par une nouvelle cul-
ture pure. Les nouvelles végétations provenant du déve-
loppement des colonies dans les petits ballons avaient
une cassure ainsi que la facullé de former un dépot com-
pact au fond du ballon, et les qualités reconquises se
firent valoir dans l'emploi pratique de celte levure.

Un aulre exemple de transformation physiologique est
le suivant. Les trois espéces du groupe Saccharomijces
pastorianus décrites par Hansen forment, dans certains
cas, un dépol pdatenv semblable a celui des autres Saccha-
romyeces, dans d’aulres cas au contraire, un dépdt sembla-
ble @ une membrane froneée, ou un dépot caséeur se com-
posant de pelits grumeaux (levure caséeuse de Pasteur),
¢'esl-a-dire qu'elles forment des dépots d’aspecl trés diffé-
rent tout en étant cependant constitués par les mémes
especes, Dans le dernier cas, le mout en fermenfation
prend aussi un aspeet tout particulier parce que, contrai-
rement 4 ce qui a lieu a l'ordinaire, la fermentation reste
continuellement limpide. On peut done parfaifement voir
les flocons de levure s'élever du fond vers la surface et
redescendre ensuile. Aprés de nouvelles fermentations
ininterrompues dans du motit, on peut transformer ce dé-
pot particulier en un dépot pateux.
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Enfin, nous trouvons aussi une transformation physio-
logique passagére analogue dans les formations de voiles
des Saccharomyces.

k. — Au commencement de I'année 1889, Hansen (') pu-
blia une série d'expériences ayant pour but de découvrir
les conditions dela variation, et d’oblenir par voie cxpéri-
mentale de nouvelles races et si possible de nouvelles es-
péces. Plus tard, ce savant a publié de nouvelles recher-
ches dans ce méme ordre d'idées.

(a) 1l trouva, pour les espéces typiques de Saccharomijees,
que lorsque leurs cellules étaient cultivées pendant assez
longtemps dans du moilt orygéné, a une température su-
périeure an maximum de celle de la sporulation et voisine
de la température maxima pour le développement végéta-
lif, elles étaient influencées a tel point qu'elles perdaient
lewur puissance de former des spores et des voiles, et cela
était toujours le cas pour les nombreuses générations dé-
veloppées peu a peu dans de nouvelles cullures, sous les
conditions les plus varides.

Hansen réussit aussi a produire ces transformations
par culture sur un milieu solide.

On observa aussi, chez quelques espéces Iraitées ainsi,
qu'en culture dans du moul, elles donnaient une récolte
de levure plus abondante, mais une fermentation plus
longue. Ceci ful par exemple le cas avee la levure basse de
Carlsherg n°® 2. Cette variélé, nouvellement formée, atté-
nuait plus lentement et moins que l'espéce primitive,
mais elle donnait une meilleure clarification.

Raymann et Kruis ont démontré que les cellules des
voiles ont le pouvoir d'oxyder I'alcool produit par la fer-

(1) Centralblatt fiir Bakteriologie und Parasitenkunde. Vol.
V. page 665, 1889.
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mentation, en acide carbonique et en eau. Les variélés de
Huansen ayant complétement abandonné la formation de
voiles, ont perdu en méme temps ce pouvoir oxydant.
Tandis qu'un ballon renfermant la forme primilive cui
avait développé un fort voile, ne conlenait plus que
11/2 0/0 d’aleool en volume, aprés un repos de six mois, le
ballon paralléle, qui n’avait pas formé de voile, montra
encore apres le méme laps de temps, 5,5 0/0 d’aleool en
volume, c'est-d-dire la méme quantité que Hansen y avait
constatée des les premiers mois.

Dans une aulre série d'essais, Hansen démontra que
l'action de températures élevées sur les cellules, mais sans
aération, pouvait amener d'autres changements profonds
et durables dans la nature du plasma. Apres avoir cultivé
la levure de Carlsberg n" | durant huil générations dans
du motil a 32°, en ensemencant chaque nouvelle cullure
avee de la levure provenant de celle qui précédait, qu'on
laissait en repos pendant toute la durée de la fermenta-
tion, on a découvert dans la neuvieme culture une variété
qui,dans du mont de 14" Balling additionné de 10/, de sac-
charose, produisait 14 2 0/0 d’alcool de moins que la forme
primaire. La nouvelle variété donna dans la brasserie une
clarification plus rapide el une plus faible atiénuation a
la fin de la fermentatlion principale. Pour d’autres espé-
ces, on a observé les mémes conditions.

(b) Des cultures sur gélatine permirent au méme auteur
de produire de nouvelles variétés ou espéces constan-
tes.

Ainsi deux variétés de la levure de Garlsberg n® 1 ac-
quirent un pouvoir fermentatif plus élevé que celui des
formes primitives, par des cultures répétées des nouvel-
les générations a la surface du mout gélating.

La dillérence parut encore plus sensible, lorsque des
cultures développées des spores de la levure haute Sac-
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charomyces cerevisie 1 eurent été propagées sur de l'ean
de levure gélatinée. Les nouvelles variétés fournirent
jusque 3 0/0 d’alcool de plus que la forme primaire.

L'auteur de ce livre a fait, depuis plusieurs années, de
nombreuses expériences sur la variation des levures
basses et hautes de brasserie pendant leur emploi in-
dustriel. On a constaté qu'il pouvait se produire une
dégénérescence de la masse de levure, provoquée par le
fait qu’'un grand nombre d’individus de la végétation
avaient admis des propriélés autres que celles dési-
rées en pratique. Dans ce cas, la race de levure peut
étre ramenée a son étal primitif par le choix d'indi-
vidus « non dégénérés » effectué dans la levure em-
ployée en brasserie, en isolant un grand nombre de cellu-
les dont on développe des cultures absolument pures,
pour s’arréter a celle qui posséde les qualités exigées dans
la pratique.

La variation de la masse de levure, observée dans la
pratique, a de plus, été mise a profit par 'auteur, en vue
d’obtenir une amélioration successive du levain de brasse-
rie, en prélevant de fermentations particulierement bon-
nes, des échantillons dont on isolait des séries de cellules.
Parmi les végétations qui en étaient nées. on choisit alors
celles qui possédent a haut degré les propriélés requises.
Un travail méthodique poursuivi depuis plusieurs années
dans cet ordre d'idées a mené a des résultals tres favora-
bles.

En examinant les cellules des générations successives
dans les transtormations des spores que nous venons de
décrire au point de vue de l'influence de la température
el de 'aération, les recherches de Hansen nous appren-
nent qu’un grand nombre de cellules sont transformées
dés les premiéres végélations déyeloppées dans ces nou-
velles condilions ; mais ces transformations ne sont que
passageres. Ce n'est qu'aprés le développement des géné-~
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rations suivantes, par un ensemencement continuel, effec-
tué dans les nouvelles conditions, que les caractéres de-
viennent constants. 1l résulte de ce fait que cette trans-
formation ne dépend pas uniquement de la température et
de I'aération, mais encore de la nutrition et de la muili-
plication des cellules.

La comparaison de ces divers facieurs a toulefois mon-
tré que leur valeur varie beaucoup. Le liquide nourricier
autant que I'aération n'ont d'importance qu'en tant qu'ils
doivent provoquer de vigoureuses formations nouvelles
et ils peuvent, par conséquent, sensiblement varier, sans
que le résultat en soit grandement influencé. Mais ceci ne
s'applique pas a la température ; une diflérence de quel-
ques degrés suffit pour pouvoir empécher la naissance des
variations indiquées. 1l résulte de ceci que la température
joue le role principal dans les transformations mention-
nees,

On ne saurait rien objecter contre la supposition qu’on
se trouve peut-étre, ici, en présence de la formation de
nouvelles espéces. Nous savons que l'espéce n'est pas
une chose invariable el fixe, comme on l'admettait gé-
néralement du temps de Linné, mais que les caracléres
des espéces ne sont conslants que dans de certaines con-
ditions. L'éclaircissement complet de ce probléme ardu et
important nécessitera des essais nombreux et variés, pour-
suivis pendant longlemps.

Comme nous I'avons dit pius haut, ces transformations
remarquables déerites n'onl été provoquées que par une
aetion puissante el assez longtemps prolongée sur les fone-
tions vitalesde ces cellules ; ces transformations ne se pré-
senlent pas tant que le développement a lieu d'une facon
normale,

Nous avons,dans les brasseries et distilleries, un exem-
ple de I'énergie avee laquelle la cellule des Saccharomyres
conserve, dans des conditions normales, sa puissance de
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et sur gélatine. Aprés que Hansen nous y eut rendu atten-

Fis. 46. — B.

Cellules de levure avec formalion du résean
gelatineux d'apriés Hansen. 46 A Le resean a élé
obtenu par un desséchemenl partiel. | Parlie
formée par des cordes dont les cellules sont
lombées ; 2 et 3 montrent que le résean peult
en méme lemps aflecter la lorme de parois
enlieres ; une telle formalion se trouve entre
ael b;a est une cellule végétative, b une
cellule avee denx spores; dans & on voil prés
de a trois cellules logées dans le¢ résean.
46 B Formalion de réseau el cellules de levore.
Ces derniéres ool éLé colorées avee da violel
de méthyle, Le résean est incolore. Quelques
cellules se tronvenl encore dans les mailles;
la plupart sont deplacées.

plus a faire paraitre le réseau par des

tif, nous avons
nous-méme  ob-
servé  fréquem-
ment cetle remar-
quable formation
dans des échan-
tillons de levure,
qui avaient été
expédiés a notre
laboraloire sous
enveloppedans du
papier a filtrer (*).
Hansen I'observa
également  dans
les formations de
voiles de la plu-
part des espéces.
Unsimple examen
microscopique du
levain de brasse-
rie ne décéle pas
cetle formation ;
avec [laide des
colorations, elle
apparall cepen-
dant nettement
(Fig. 46 B). En la-
vant 4 plusieurs
reprises la levure,
on n'arrivait non
colorations ; mais

(1) Ce procédé permettant de conserver la levare pendant
quelque temps, est trés commode. On passe rapidemenl quel-:

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1




LES FERMENTS ALCOOLIQUES 241

en ¢loignant 'eau et en laissant reposer les cellules
pendant quelque temps, une préparation convenable put
facilement faire réapparailre la masse mucilagineuse.
En varianl les condilions d'alimenfation des cellu-
les, le développement put étre activé ou arrété, et
la composition chimique put étre changée. Tout cela
nous rappelle la formation des zooglées chez les bac-
féries.

Structure el constitution de la cellule de levure.

Vue aun microscope, une cellule de levure, telle qu'elle
se trouve le plus souvent dans un liquide en fermentation,
apparait ordinairement comme un corps sphérique ou ovale
qui se renfle et s'étrangle pour produire un ou plusieurs
bourgeons, qui peuvent tot ou tard se séparer de la cellule
mére. La membrane de la cellule peut, dans les diffé-
rentes phases de développement, se former quelque peu
différemment, mais rarement d'une facon marquante. Le
contenu de cette cellule se comporte par contre tout au-
trement. Pour s'en faire une idée nette, il faut observer la
cellule dans sa période de croissance la plus énergique :
le contenu consiste alors en un plasma hyalin et homo-
géne. A mesure que l'activité végétative el fermenlative
augmenle, plusieurs corpuscules de difiérente nalure ap-
paraissent dans ce plasma: des parlies transparentes
remplies de liquide (vacuoles) ou des grains plus ou moins
grands, dont quelques-uns peuvent étre considérés comme
des globules de graisse, tandis que d'autres paraissent
étre pluldt de la nature du plasma, Ces corps (granules)

quefois par la lamme une pelite feuille de papier a filtrer sur
laquelle on verse quelques gouttes de levare, puis on la plie et
on la place ensuite enlre plusieurs feuilles du méme papier pré-
pardées de la méme maniére.,

16
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ont été décrils en détail par Raum et Eisenschits. Celte
consistance granuleuse du plasma s’accentue avee le dé-
veloppement, et dans une période plus avancée de la fer-
mentation, lorsque la cellule est arrivée presque a I'état
de repos, le plasma peul se réduire en une line couche ta-
pissant les parois intérieures de la cellule. Le centre de
celte derniére se remplit alors d'une grosse - vacuole con-
tenant de nombreux grains petits et grands, dont la plu-
part sont graisseux. Si 'on introduit de nouveaun de sem- i
blables ecellules dans un liquide fermentescible, elles '
montreront bientdt un aspect extrémement caractéristi-
que pendant la période qui préceéde les phénoménes de la
fermentation pouvant éfre distingués a I'eil nu. Les gra-
nulations disparaissent et de nombreux filaments plas-
maligues font leur apparition dans le liquide transparent
des cellules, on ils circonscrivent peu & peu des vacuoles i
arrondies ; finalement, celles-ci disparaissent et la cellule
se trouve de nouveau remplie d'un plasma limpide et ho-
mogeéne.
Lorsque la levure est cultivée & 30° €. dans du moit de
biere additionnée de 10 0/0 de sucre de cannes, ou bien
dans de l'eau de navets, ou dans de cerfains liquides
nourriciers de composition artificielle, le plasma des cel-
lules est eoloré en brun violet avee de l'iode ; eelte teinte
disparait par le chauflage, mais rvéapparait & de basses
fempératures. On a expliqué cefte réaction comme éfant
la preuve de la présence de glycogéne, une substance de
réserve (hydrate de carbone), qui se présente chez les ani-
maux et probablement aussi chez divers champignons ou
il joue le méme role que 'amidon dans les plantes vertes.
Comme c¢'est le cas, dans la plupart des cellules des
plantes, on a aussi trouvé dans la cellule de levure un
noyaw cellulaire (Schmitz le découvrit le premier) que
I'on peut rendre apparent en colorant avec de 'acide os-
mique ou ‘de l'acide picrique et de I’'nématoxyline. Sui-

;i
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- motit de biére, a la température de la chambre, produisent
dans l'espace de quinze jours facilement de & 4 6 0/0 d’al-
cool en volume. Dans ialactose, elles ne peuventproduire
aucune fermentation.

Fia. 47.

Saccharomyces cerevisie 1. Hansen.

Formes cellulaires de la jeane levure déposée,
d'aprés Hansen,

Le Saccharomyces cerevisice 1 est une vieille leoure haute
anglaise, qui s’emploie dans les brasseries de Londres et
d’Edimbourg.

FiG. 48.

Saccharomyces cerevisie 1. Hansen.
Formes de voiles 4 15 — 6 (C.,) d’aprés Hansen.

La jeune végétation de levure de dépdt (Fig. 47) déve-
loppée dans du mott de biére, consiste principalement
en grandes cellules rondes ou ovales ; des cellules allon-
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Aspect microscopique des cellules dans les voiles :

A 20-28° C. : A peu prés les mémes formes que dans
la levure déposée.

A 13-15" C. : Vigoureuses colonies ayant l'apparence
d'un mycélium a cellules ordinairement Lrés allongées ;

Saccharomyces Pastorianus I, Hansen.

Vegétations de voiles a 13-15° C., d'aprés les dessins de Holm dans le
meémoire de Hansen.

des cellules en forme de boudin assez fréquentes (Fig.
51).

Dans de vieilles cultures de voiles, les cellules sont plus
petites que dans le dépot ; on trouve des cellules trés bi-
zarres, quelquefois presque filiformes.,
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Frc. 535.

Saccharomyces Pastorianus 111, Hansen.
Végétations de voiles i 15-3° C., d’apriés Hansen,
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Fi6. 57.

Saccharomyces ellipsoidens 1, Hansen.
Végélations de voiles a 13-15* C., d'apres les dessins de Holm, dans le
mémoire de Hansen.
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celles des Saccharomyces exiguus el ellipsoideus. Cepen-
dant il se forme rapidement descolonies de cellules allon-
gées en forme de boudin, et lorsque la culture dans du
moiit reste suffisamment longiemps abandonnée a elle-
méme, il se forme de petits corpuscules ressemblant & des
moisissures, qui flottent dans le liquide, ou qui se dépo-
sent au fond du réeipient. Ces corpuscules sont compo-
sés de colonies ayant l'apparence d'un mycélium qui res-
semble essentiellement & ceux des formalions de voiles
des six especes décrites précédemment. lei aussi, ces co-
lonies sont formées de particules qui se délachent facile-
ment & leurs points de jonction, ot I'on voit des étrangle-
ments, Les ascospores sont réniformes, sphériques ou
ovales. Aprés avoir cullivé cetle espéce pendant 2 ou 3
mois dans du mott, dans des ballons & deux tubulures,
on ne trouve que des traces de formations de voiles, avec
seulement peu de cellules allongées ou ovales.

Ce Saccharomyces appartient aux espéces qui, dans cer-
taines conditions de culture, forment un myecélium sur
un milieu nourricier solide.

Dans du mont de biére, ce champignon ne produit, méme
aprés un repos prolongé, que 14 1,3 0/0d’alcool en volume.
Il ne fait pas fermenter la maltose; il intervertit des solu-
tions de saccharose, el il produit des quantilés assez for-
tes d'alcool dans des solutions nourriciéres de saccha-
rose, el pareillement dans des solutions nutritives de
dextrose.

La'icmiu}ratu re maxima de sporulation est située entre
32' et 34° C., la lempérature minima entre 4° et 8" C.,
l'optimum se trouve entre 22° et 25" C. La végélation pro-
duit une sporulation plus abondante et plus rapide, lors-
qu'elle est cultivée dans de l'eau de levure ou dans du
motif avec 10 0/0 de dextrose (Klocker).

D'aceord avee sa théorie que, avant d'étre fermentée, la
maltose est dédoublée par un enzyme spécial, différent de
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Kehler la rencontra dans de l'eau de puits [rés sale.

Au laboratoire de 'auteur de ce livre, on a trouvé cette
espece dans des vins clairs.

Pichi fit la description de deux espéces de Saccha-
romyees qui ressemblent au Saccharomyces membrane-
faciens.

D'autres espéces formani rapidement un voile sans
provoquer de fermentation, sont le Sacch. hyalosporus
a spores sphériques, qui développe un voile mince sur
du mont, et le Sacch. farinosus, produisant sur le mott
un voile blane, plissé, comme saupoudré de farine. La vé-
gétation consiste en longues cellules qui présentent sur
du motl gélatinisé des formes trés irrégulieres (). (Lini-
ner.)

Saccharomyces Hansenii. Zopf.

Celui-ci fut découvert par Zopf parmi les champignons
qui se trouvent dams la farine des graines du coton-
nier. Les spores sont sphériques, d'un trés petil dia-
melre, el il ne s'en développe quune seule ou deux
tout au plus dans la cellule-mére. Dans des liquides
nourriciers sucreés et fermentescibles, il ne provoque pas
de fermentation alcoolique, mais dans ce qui se dé-
pose au fond des ballons, on trouve des ecristaux d'oxa-
late de chaux. Zopf trouva des formations de ce genre
dans des solutions nutritives contenant de la galactose,

(1) Une autre espéee qui, sur gélatine, développe également
des formes cellulaires trés bizarres, amibiformes, est le Sacch.
Baulit, déerit par le méme auleur. Elle provoque dans du modt
des phénoménes zymotiques trés prononcés, fait fermenter la
dextrose etle suere de canne, el ne forme qu'une trace de voile.
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de la glucose, du sucre de canne, du sucre de lait, de la
mallose, de la dulcite, de la glyeérine, et de {la mannite.

Saccharomyces Ludwigii. Hansen.
(Fig. 40, 41 et 60]

Celle esptce curieuse qui a été découverte par Lud-
wig, dans le mucilage du chéne vivant, est la seule
parmi les Saccharomyeces connus, dont Uidentité puisse
étre établie par un simple examen microscopique. Don-
nons-en ici la description d’aprés les recherches de
Hansen. Les dimensions des cellules varient beaucoup ;
on en trouve des elliptiques, quelques-unes en forme
de flacon, d’autres allongées, tubuleuses, souvent d'au-
tres encore affectant la forme d'un citron. Dans toutes
les agglomérations de ces cellules, il peut se [rouver
des cloisons. Comme pour la plupart des Saccharomyces,
les taches végétatives sont, dans le mout gélatingé, ron-
des, gris-clair ou jaune-pale. Dans du mont, ce cham-
pignon ne produit, méme aprés une fermentation de
longue durée, que 1,2 0/0 d'aleool en volume ; ‘concor-
dant avec ceci, il faut remarquer que la maltose ne
fermente pas par l'action de cette espéce. Dans des
solutions de dextrose, il se produisit par contre jusqu’a
10 0/0 d’aleool en volume. Des solutions de saccharose
sonl interverties ; il ne provoque aucune fermentation
dans des solutions de lactose et de dextrine, et au-
cune production de sucre dans de l'eau amidonnée. Des
spores se forment facilement dans des solutions aqueu-
ses de saccharose, sur du mott gélatiné, ainsi que dans
de 'eau de levure et dans du mott, dans ce dernier cas,
méme lorsqu’il n'y a encore aucune formation de voile.
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des blocs de pliatre humide. Ce développement est bien
plus vigoureux & la surface de gélatines nutritives, par
exemple sur du mott gélatinisé (Fig. 63), ou la végéta-
tion forme des taches bombées, rondes, céracées, avec
un renfoncement en leur milieu. Aprés s'étre développées
pendant quelque temps a la température de la chambre,
les eellules se raccourcissent el s'arrondissent, et, sui-
vanl les observalions de Schiénning, au laboratoire de
Carlsberg, la formalion des asques se [ail de la maniére
suivante (Fig. 62) : La cellule arrondie s'allonge et il
apparait une cloison (ui se partage, aprés quoi, les deux
nouvelles cellules ne font que se toucher ou sont accolées
a un point. Puis elles se fusionnent de nouveau — com-

263308

Saccharomyces octosporus.,
Développemenl de Pasque, d'aprés Schidnning.

parez les fusions chez le Sacch. Ludwigii observées par
Hansen — el forment enfin une cellule prolongée ellip-
soidale, soit munie d'étranglements, soil irréguliére, qui
gagne peu a peu en circonférence. Dans cette cellule se
forme un nombre différent de spores, dans la régle huit.
Peu a peu la paroi de la cellule-mére se dissout, el les
spores sont alors logés dans une couche gélifiée qui dis-
parait plus tard. Les spores sont souvent ellipsoidales
et, suivant Lindner, leur membrane est colorée en bleu
par une solution iodée d'iodure de potassium.

Souvent on peul observer aux cellules végétatives aussi
bien qu’aux asques, des lignes ténues marquant la limite
entre les parlies anciennes, compactes, de la paroi cellu-
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LEVURES DE CULTURE. 5

Une espéce ou race de levure est appelée « levure de
culture » quand, aprés un choix méthodique fait selon le
but particulier que l'on se propose, elle peut étre mise a
profit dans la pratique industrielle. Un grand nombre de
ces especes de levures de culture accusent des diflérences
microscopiques a 1'égard des espices de levures « sauva-
ges » (ui se présentent dans la méme branche de 'indus-
trie, comme il a été démontré plus haut, par exemple con-
cernant la structure des spores.

Les différentes races on espéces de levure peuvent élre
divisées en deux groupes suivant 'aspect de la fermen-
tation: en levure basse el en levure haute. Malgré de
nombreuses aflirmations, il a été impossible. jusqu’a pré-
sent, de converlir véritablement la levure basse en levure
haute, el vicé versa. Suivant les observations de Hansen
ef Kithle, une levure de fermentation basse peut facile-
ment produire des phénomeénes passagers de fermenta-
tion haule; mais ceux-ci disparaissent rapidement avec le
développement progressil de la levure. Si done on a sou-
tenu autrefois que la levure basse, par exemple, pouvait
étre convertie en levure haute au moyen d'une culture
conséquente a haule température, ces anciennes expé-
riences ne peuvenl étre expliquées qu'en admettant que
la levure basse était impure, et qu’elle contenail une cer-
taine quantité de levure haute, qui, s’étant peu a peu dé-
veloppée a des températures élevées aux dépens de la le-
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sances sur la structure duo plasma seront beaucoup plus
avancées. Toules les indications de ce genre sur les levu-
res, parues jusqu’a présent dans la littérature, ne sont
que des assertions propres a induire en erreur.

Citons comme un bel exemple de I'emploi des méthodes
biologiques de Hansen pour la différenciation des espéces
de levure, la comparaison effectuée par Will, de quatre
levures basses de brasserie, qui révéle a nouveau, que parmi
ce groupe, il existe des espéces distinctes, Llout aussi bien
que parmi celui des Saccharomyces qui n’ont encore trouveé
aucune application dans l'industrie. Dans sa caractérisa-
tion, Will part du groupement proviseire des types de le-
vures des brasserie, établien 1886, par I'auteur de ce livre,
en placant les races 93 et 2 dans les typcs a haute atté-
nuation, la race 7 dans celles a basse alténuation, tandis
que la race 6 est une levure de moyenne atténuation. Ces
quatre levures peuvent étre déeriles de la maniére sui-
vante :

La race 2 posséde de grosses cellules arrondies ou ova-
les. Sur gélatine, les colonies sont sphériques ou lenticu-
laires. Les spores se développent facilement et avec abon-
dance. La sporulationse présenteentre 31 et 11°; 'optimum
est 4 25-26". La formation des voiles a lieude 31 a 7°; elle
est trés lente.

Dans la race 6 les cellules ovales prédominent ; mais
cetle espéce a une tendance a former des cellules en bou-
din. Les colonies sur gélatine sont sphériques ou lenticu-
laires. Le développement des spores se fait facilement et
avec abondance. La sporulation se présente de 31 & 11° ;
l'optimum est a 28°. La formation des voiles a lieu de 30
a 7 ; elle se présente plus tard que chez la race 7.

Les cellules de la race 93 ont la forme ovale typique,
mais offrent en général plutdt la forme arrondie. Les co-
lonies sur gélatine sont sphériques ou lenticulaires. La
sporulation se montre de 30 & 10° ; optimum est a 28°. La
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tra, que les différences typiques des deux espéces ne s'é-
taient pas effacées.

On emploie des races particuliéres dans la distillerie
et dans la fabrication de la levure. Depuis 1887 une série
de levures de distillerie, de levures pour la fermentation
de la mélasse et la fabrication de la levure pressée furent
obtenues a l'état de pureté absolue dans le lahoratoire de
I'auteur. Elles offrirent, tant dans les formes du dépot que
dans la formation des ascospores, de grandes diflérences.
Les espéees qui ont été infroduites dans l'industrie ont
aussi, sous ce rapport, fait preuve de propriéiés difiéren-
tes constantes. Les mémes observations ont été faites plus
tard par Delbriick, P. Lindner, Stenglein et d’autres cher-
cheurs.

‘Suivant les observations de l'auteur de ce livre, on
peut aussi établir pour ces espéces de levure une différen-
ciation de groupes. Des différences apparaissent déja dans
I'aspect de la fermentation, attendu que quelques espéces
donnent des signes manifestes de fermentation haute,
tandis que dans des essais paralléles, d’autres se compor-
tent comme levures basses. De plus, la diflérence parait
aussi dans la faculté de reproduction des cellules et dans
le rendement en aleool, toutes choses égales d’ailleurs.
Enfin les espeéces accusent une différence évidente dans
I'action qu'elles exercent dans les divers liquides nour-
riciers si variés (motts d'orge, de seigle, de mais, de
pommes de terre, de mélasse, ete.), employés dans cette
branche de l'industrie. Il faut donc toujours choisir des
races conformes aux conditions données.

La composition du distillut montre de trés grandes dif-
férences, comme il ressort entre autres des recherches
détaillées, de Raymann et Kruis.

Des recherches de I'auteur de ce livre ont fait ressortir
une intéressante différence morphologique entre les espe-
ces utilisées dans I'industrie, a savoir, qu’elles se divisent
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souvent, lorsqu’elles sont cultivées dans do mott, un
contenu trés granuleux.

La troisiéme espéce qui, vue au microscope, ale méme
aspect que la seconde, produit dans les mémes conditions
jusqu’a 7/8 0/0 d’alcool en volume: elle forme une mousse
abondante el occasionne un fort dégagement d'acide
carbonique ; elle ne peult cependant pas transformer la
saccharose.

La quatriéme espéee (2-6 ») peut transformer la saccha-
rose ef produit dans du mont. avec formation abondante
de mousse, un peu plus de 1 0/0 d’alcool en volume, mais
elle ne fait pas fermenter la maltose. :

La cinquiéme espéce, qui ressemble a la premiére (en ce
qui concerne la forme et les dimensions des cellules),
développe, a la température ordinaire de la chambre, un
voile homogéne, gris mat, sur le mont et sur l'eau de
levure, ainsi que sur de la biére de garde, et méme sur
des liquides contenant jusqu'a 10 0/0 d’aleool. Elle inter-
vertit la saccharose et, dans de tels liquides, elle donne
naissance a un faible voile. Par contre elle ne provoque
pas de fermentation alcoolique appréciable.

Une siziéme espéce (Fig. 1), qui posséde des cellules
sphériques el ovales, produi
dans du mont de biére une fer-
mentation manifeste et jusqu'a
1,3 0/0 d’alcool en volume. Elle
ne provoque aucune fermenta-
tion dans des solutions de mal-

Torula. daprés Hansen tose. Elle intervertit la saccha-
Levure déposee aprés un jour pose et fournit 5,1 et 6,2 0/0

de culture dans du moita

25 (. d'alecool en volume dans des so-

lutions de ce sucre, de 10 et
15 0/0 dans de I'eau de levure, aprés 15 jours de culture
a 25° C. ; cette derniére culture donna, au bout de deux
mois, 7 0/0 d’aleool en volume. Des solutions de dexlrose
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volume, ne donne lieu 4 aucune fermentation dans de la
maltose, pas plus que dans de la saccharose, qu’elle est
incapable d'intervertir. Cullivée dans des solutions de
dextrose dans de l'eau de levure a 10 et 15 0/0, elle pro-
duit, au bout de 15 jours,a 25° C., &,6 et 4,5 0/0 d’alcool en
volume. Au bout de 28 jours, les deux cullures conte-
naient 4.8 et 4,7 0/0 d'alcool en volume. Deux autres
cultures donnérent, aprés un long repos 48 et 5.3 0/0
d’alcool en volume. Hansen admel que cetle espéce par-
ticipe a la fermentation du vin, et qu'il est probable que
des especes telles que la sixieme et la septieme, qui pro-
duisent une fermentation énergique dans une solution de
dextrose, jouent aussi un role dans la [ermentation du
vin et dans celle des cidres. Elles n'ont par contre pro-
bablement que peu d'importance pour les brasseries et
distilleries, attendu qu’elles ne peuvent pas faire fermen-
ter la maltose.

Une aultre espéce Torula Nove Carlsbergie, qui se
présente avee des cellules de formes Llreés varides, a
été décrite par Gronlund. Elle donne a du mout, dans
des ballons, un gott désagréablement amer. D'apreés
les recherches de Schjerning, cette espéce intervertit
le suere de canne et provoque une fermentation alcoolique
dans des solutions de sucre de canne, de dextrose et de
maltose. Dans du motit de brasserie ordinaire, elle peut
produire environ 4,7 0/0 d'alcool en volume.

Ces especes de Torula, qui ne possédent pas d'inver-
tine, qui ne produisent qu'environ 1 0/0 d’alcool en
volume dans des cultures dans duo mott de biere, et
qui ne peuvent par conséquent pas faire [ermenter
la maltose, sont trés répandues dans la nature. Autant
que les recherches permetient de juger, ces espéces
provoquent une fermentation dans des solutions de
dextrose.,

Aux formes sus-mentionnées se rattachent le plus
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intimement les champignons bourgeonnants colorés en
rouge (la lecure rosée de la baclériologie médicale), qui
sont généralement répandus dans la poussiere de l'air.
On en connait plusieurs espéces, ainsi Kramer (rouva
dans le cidre, une levure Torula de fermentation baute,
qui produit une matiére colorante rouge, soluble dans
I'eau. Elle fait fermenter la dextrose, et dans une solution
410 0/0 elle produit 4,5 0/0 d'aleool en volume. Elle in-
tervertit la saccharose el fail fermenter directement la
maltose. Elle n’a aueune action sur la laclose.

Ces dillérentes espices ne peuvent pas étre distinguées
rien qu'au microscope, pas méme des cellules rondes des
diverses espéces de Saccharomyees. Suivant les recherches
indiquées plus haut, il existe parmi celles-ci, des espéces
ayant une aclivité fermentative (rés prononcée.

Hansen admel avee quelque chance de probabilité,
qu’elles dérivent de champignons d'un ordre plus élevé,
etila en eflet, dans ses essais de culture, observé la for-
mation d'un myecélium dans quelijue cas.

Levures Torula faisant fermenter la lactose.

Duclauxr a trouvé dans le lait un champignon qui
produit dans une solution de lactose une fermentalion
aleoolique. Ce champignon semble se rapprocher le plus
du gronpe des Torulas. Les cellules ont de 1,54 2,5
el sont presque sphériques. Suivant les essais de Du-
clawr, cetie levure est plus aérobie que les levures alcoo-
liques ordinaires. Malgré une forle aération du liquide,
toule la lactose est absorbée pour la fermenlation alcooli-
que. Dans une solution de lactose a 5 0/0, il se produisit
au bout del1 jours de fermentalion a 25° C, 2,50/0 d’al-

20
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cool. Dans un liquide neutre, la température de fermen-
fation la plus favorable se trouve entre 2i et 32° C. ; de
37 a 40° C. la fermentation cesse. De faibles quantités
d’'acides entravent l'activité fermentative de cette levure.

Adameis donne également la description d'un cham-
pignon bourgeonnant qui fait fermenter la lactose (Sac-
charomyeces lactis). Comme dans les cullures faites d’aprés
la méthode de Hansen, ce champignon ne développe pas
de spores endogénes, nous le rangeons également dans le
groupe des non-Saccharomyces. Les cellules qui ont a peu
pres les mémes dimensions que celles du Saccharomyees
cerevisice sont rondes ou ellipsoidales. Sur de la gélaline
peptonisée, les colonies sonl rondes, aux limites faiblement
sinueuses, et de couleur brun foncé. La culture par piglire
dans du mout gélatiné fait voir a la surface une petite
élévation plate et mate, ainsi qu'une végélation trés forte
dans le canal d'inoculation, duquel partent de nombreux
rayons qui vont se perdre dans la gélaline. Dans du lait
stérilisé, le ehampignon présente a 50° C., déja dans l'es-
pace de 24 heures, les phénoménes de la fermentation, a
38° C. au bout de 48 heures, a 25° C. au bout d'environ
4 jours. Dans celte fermentation, il n’y a que la lactose
qui se décompose.

Ces deux dernieres espéces furent étudiées d'une ma-
niere plus approfondie par Kayser, ainsi qu’une nou-
wvelle espéee, qui fait aussi fermenter la lactose et qui
appartient également aux non-Saccharomyces. Toutes les
trois forment sur la gélatine des colonies plus élendues
que celles des levures de vin el de biére; au centre
de la colonie, se trouve une partie plus épaisse, le boid
de la colonie est en forme de mycélium. Quand lair
a suffisamment acces, elles produisent dans le lait et
dans des liquides neutres, de 25 a 30° C., une fermenta-
tion appréciable, Pendant la fermentation alcoolique, le
lait ne devient pas visqueux el ne se coagule pas. Les
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trois espéces font fermenter la lactose, la galactose, la
saccharose, la glucose, le sucre interverti et enfin la mal-
tose, mais cetle derniére avec beaucoup de peine. La fer-
menlation de la lactose par ces espéces, produit des liqui-
des aussi riches en alcool que les hiéres les plus fortes.
Kayser fait remarquer qu'il sera peut-élre possible
d’utiliser cette observation en pratique, car on peut, par
I'intermédiaire de ces especes de champignons, transfor-
mer en un liquide spiritueux les grandes masses de
petit-lait, qui proviennent de la fabrication du fromage.

Deux espeéces de levure faisant également fermenter la
lactose, et qui sont aussi 4 considérer provisoirement
comme des non-Saccharomyces, ont été décriles par
Beyerinek. Ce sont le « Saccharomyces Képhir » trouvé
dans les grains de képhir, qui se compose de  cellules
allongées, de formes diflérentes, développant sur de la
gélatine nutritive des colonies quelque peu sinueuses,
qui liquéfient la gélatine et le « Saccharomyces tyrocolan,
dont les cellules sont petites, arrondies, et qui donne sur
de la gélatine des colonies d'un blanc de neige. Suivant
Beyerinck, ces deux espéces secrétaient un ferment in-
tervertissant particulier (la lactase), qui transforme non-
seulement le sucre de canne, mais encore la lactose, par
contre. ce ferment n'intervertit pas la maltose. On peut
préparer la lactase en ajoutant 4 une solulion de lactose
a4 50/0,des sels nutritifs et de l'asparagine, puis en la fai -
sanl fermenter au moyen de la levure de képhir, et en
précipitant avec de l'alcool le ferment dans le liquide fer-
menlé [iltré, Schuurmans-Stekhoven trouva cependant
que le fermentdela levure de képhir de Beyerinck n'inter-
verlit pas la lactose.

Bochiceio a trouvé dans du fromage lombard une levure
haute avee bourgeonnement unilatéral, appelée Lacto-
myces inflans caseigrana. Elle fait fortement goniler les
parties superficielles du fromage durci. La végélation
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consiste en cellules allongées, rondes ou ellipsoidales:
elle forme sur gélatine des colonies blanchatres &4 bords
unis. On n’a pas observé de sporulation. Ce champignon
coagule le lait stérilisé et liquéfie en partie le coagulum
sans formalion distinete d’acide. Dans du bouillon de lac-
tose, il provoque, entre 25° et 40" C., une fermentation
énergique ; la température la plus favorable 4 son déve-
loppement est située prés de 300, la température limite
aux environs de 60°. Le petit-lait infecté par ce champi-
gnon est fransformé en une boisson mousseuse, dont le
gotit n'est pas désagréable.

Saccharomyces apiculatus. Reess
(Fig. 74)

Comme on I'a déja fait remarquer, le nom de ce champi-
gnon n'est pas correct d’aprés la maniére actuelle d'en-
visager ces questions, car on ne peut ranger parmi les
Saccharomyces que les levures qui développent des spores
endogénes. Or, le champignon qui nous occupe n’'est pas
de c¢e nombre. Conformément & Hansen, nous voulons
conserver provisoirement l'ancien nom générique, jus-
qu'a ce que I'on ait une classification plus exacte du sys-
teme.

On sait que ce champignon donna lieu a une des études
biologiques les plus belles et les plus complétes de Han-
sen, qui arriva, par des recherches poursuivies pendant
plusieurs années, a établir ses habitats dans la nature,
ainsi que ses migrations réguliéres pendant les différen-
tes saisons de I'année. La raison qui avail fait choisir cette
espéce comme objer de recherches exacles est que, con-
trairement aux autres espéces qui affectent des formes
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excessivement varides et indéterminées, ce qui rend I'é-
tude de leur apparition en divers lieux trés sujette a cau-
tion, ce champignon-ci peul toujours étre reconnu avec
certitude a sa forme, attendu que dans les cultures, il se
présente toujours avec des cellules en forme de eitron.
Clest la la forme Lypique de I'espéce,

On trouve ce champignon en quantité abondante dans
la levure de vin, surtout dans les premiéres phases de la
fermentalion, ainsi que dans les biéres belges & fermenta-
tion spontande; dans la nature on le trouve en abondance
sur des fruits mars, doux el juteux.

On peul suivre son développement en portant une par-
celle d'une pareille végélation dans une goutle de liquide
nourricier sous le microscope. Comme Hansen I'a indiqué
le premier, ce développement est trés bizarre (¢, f, I'ig.
T4). On voit que les bourgeons provenant des cellules
Lypiques en forme de citron peuvent également affecter la
forme d'un citron (a, b, ¢, e, [), ou devenir ovales (u-c) ;
on remarque aussi que les cellules ovales sont obligées
de former un ou plusieurs bourgeons avant de pouvoir
prendre la forme d'un citron (e-f), et enfin que la forme
de citron qu'une cellule a acquise par bourgeonnement
(k, k', k), peut de nouveau disparaitre pendantle prochain
bourgeonnement (k). Dans d’autres circonstances, les
cellules peuvent prendre des formes enlierement différen-
tes: la forme allongée, celle d'une demi-lune, I'aspect de
bactéries, ete. (g-m). Existe-t-il une régle dans cette con-
fusion apparente des formes? Dans ce qui précede, on a
vu que le champignon pouvail détacher deux espéces de
bourgeons, et que les bourgeons ovales sont obligés de
détacher un ou plusieurs nouveaux bourgeons avanl de
prendre la forme typique. La question est alors celle-ei:
dans quelles conditions les deux espéces de bourgeons se
développent-elles ? Des essais de culture ont établi que
les bourgeons en forme de citron se développent prineipa-
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des feuilles, sur des branches, ete., il est done prouvé
que c'est sur des fruits mirs de ce genre que se trouve
son véritable foyer de développement. Ceci ressorl aussi
du fait que toujours, et sans exception, on I'a trouvé
dans la terre immédiatement sous les eerisiers, les pru-
niers, la vigne el les aulres plantes portant les fruits sur
lesquels il avail son siege, et que ce n'est que tres rare-
ment qu'on I'a vu dans les nombreux échantillons de terre
recueillis dans divers aufres endroits. Les fruits qui
tombent des arbres et la pluie aménent le champignon a
la surface de la terre d'ol il pénétre a son intérieur, et
la question qui se pose désormais est de savoir s'il peutl
aussi hiverner dans ce nouveau milieu. La réponse a été
obtenue par deux voies différentes, soil en portant, pen-
dant 'hiver et au printemps, de nombreux échantillons
de terre pris dans ces endroits, dans des ballons conte-
nant du moiut — ol ils provoquérent presque toujours
une végélalion abondante du champignon qui nous oceupe
— soil en introduisant avec toutes sortes de précautions,
une culture du Saccharomyces apiculatus dans la lerre, et
en l'abandonnant a elle-méme pendant hiver. Au prin-
temps et au commencemeut de I'été, on examinail cette
terre, et les essais de culture démonirérent, que dans tou-
tes les épreuves, le champignon avait survécu. 1l a éié
prouvé ainsi que le champignon peul hiverner dans. la
terre, et comme il a été montré précédemment, qu'en
réalité il ne peut se trouver uniquement (ue dans la terre
des endroits indiqués. Dans des expériences ultérieures
de Hansen, on avait introduit de fortes végétations de ce
champignon dans des bougies Chamberland bien closes, a
flenr de lerre. Au bout de trois ans, on porta le contenu
de ces bougies dans du mott stérilisé, et il 8’y développa
une végétation abondante de ce champignon. L'évolution
peut done durer plus d'une année.

Enfin il restail encore a prouver que la terre est son
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les condifions biologiques sonf [rés anormales et qui pro-
duit trés rapidement une vigoureuse formation de voile
sur le liquide, qui, dans les cultures sur plaques, se
comporte essentiellement de la méme maniére que le
Mycoderma.

Hansen constata la formation des voiles mentionnés
ci-dessus, lorsqu'on abandonne de la biére a elle-méme,
dans des verres sans couvercles, a des températures entre
2° et 15" C. Les voiles se développaient encore a 33°C.,
mais aux températures supérieures a 15° C., celte espéce
est de plus en plus étoufllée par les organismes concur-
rents. Comme c¢'est surfout aux basses températures
qu’elle trouve des conditions favorables a son développe-
ment, elle se propagera facilement dans la cave de garde,
d'antant mieux que pour elle la biere est un liquide nour-
ricier bien plus favorable que le mout. Ceei fut le cas
lorsqu'on introduisit des parcelles d’un voile pur dans
des vases ouverts contenant de la biere et du mont, et
que le tout fut abandonné a lui-méme ; la culture dans
la biére resta presque toujours pure, landis que plusieurs
espieces se présentérent dans du mont.

Dans les recherches étendues que Hansen fit sur la
biere de Carlsberq, il trouva toujours que ce champignon
s'attaque tant a la bicrede garde qu'a celle d’exportation ;
mais on ne trouva jamais le moindre indice pouvant faire
supposer que, pour cetle raison, la biére fut atteinte
d'une maladie quelconque. ('étail précisément aux épo-
ques oti la biere se distinguait par son inaltérabilité pour
la conservation et son bon goit que le champignon était
le plus répandu. Cela ful aussi le cas pour les nombreu-
ses recherches faites par Gronlund et A. Petersen, ainsi
que pour celles qui ont été exécuides dans le labo-
ratoire de l'auteur. Il va sans dire, qu’il n'est question
ici que de biére soumise 4 un traitement convenable. Dans
des bouleilles et des [its mal fermés, le Mycoderma cere-

IRIS - LILLIAD - Université Lille 1



318 LES MICROORGANISMES DE LA FERMENTATION

visiee formera naturellement un voile, qui seul suffit déja
pour détruire le produit.

C'est Bélohoubek qui, le premier, a trouvé que dans
cerlains cas, le Mycoderma pouvait causer des dommages
considérables dans les brasseries. Plus tard, Kukla nous
a donné la description de troubles particuliers dans la
bi¢re de garde, qui se révélaient sous forme d'une fine
poussiére dans le liquide, soit déja pendant le repos en
cave, soit apres le soutirage ; il désigne le Mycoderma
comme cause de celle maladie, et il admet en outre, que
le moiit faible 4 dix degrés (Ball.), ainsi qu'une certaine
composition bien déterminée, étaient particuliérement
favorables au développement du Mycoderma. 11 faut espé-
rer que de plus amples recherches jetteront plus de
lumiére sur ces maliéres.

Hansen avait déja précédemment émis 'idée que le
nom de Mycoderma cerevisice ne désigne pas seulement
une seule, mais bien plusieurs espeéces distincles. Les
recherches faites par Lasché confirment cela. Cet au-
teur nous donne la description de quatre espéces, qu’il
a isolées de biéres troubles. Elles se distinguent foutes de
l'espéce décrites par Hansen en ceei que dans du moiit de
biére elles produisent de l'alcool, 'une 0,26 0/0 en vo-
lume, les deux autres 0,79 0/0 et la quatriéme 2.51 0/0.
De ses essais, Lasché conclut que les quatre espéces
mentionnées produisent des maladies dans la biére, tant
des troubles que des changements de gout et d’ardme;
elles difféerent donc aussi @ ce point de vue-la du Myco-
derma de Hansen. Lasché est porté a admettre que la
composition chimique du moit n'a aucune influence sur
la maladie occasionnée par le Mycoderma, vu que dans
le cours de ses essais, elle s'élail présentée dans toutes
sortes de moits, qu'ils fossent riches ou pauvres en
extrail, riches ou pauvres en sucre.

On a prétendu dans la littérature que 1'action chimique
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de certaines espéces de Mycoderma consistait en une fer-
mentation oxydante, qui se produisait a la surface de
liquides vineux, et qui transformerait I'alcool dans cer-
tains cas en acide carbonique ¢t en eau, dans d'aulres
cas en acide acélique. Elles seraient aussi capables de
produire des acides sébaciques et de les oxyder, el enfin
de produire des éthers (Schulz) (1).

Dans la lie des foudres d'une brasserie, Lafar décou-
vrit un champignon bourgeonnant analogue aux myco-
de-mes avec formation d'acide acétique. Le voile produit
par cetle espéce, présente l'image typique des formes de
croissance correspondantes du Mycoderma cerevisice.

Dans des recherches faites sur le Mycoderma que l'on
rencontre sur le vin, Winogradsky trouva que dans des
cultures pures préparées d'aprés la méthode de Hansen,
celui-ci change de forme swivant la composition du liquide
nourricier. 11 avait fait ses expériences en partie avec des
liquides dont les composants minéraux restaient cons-
tants, tandis que les matiéres organiques variaienl, en
partie, avec des liquides présentant les conditions con-
traires.

Dans des expériences effectuées avec des cultures pures
du Mycoderma vini Wortmann constata que ce champignon
est capable d'altérer le gotit du vin, méme bien avant
d'avoir formé un voile visible ; par conire le bouquet du
vin ne perd pas beaucoup dans cette premiére période de
développement. '

Quoique de Seynes, Reess, Engel el Cienkowski crussent
avoir Lrouvé des ascospores dans le Mycoderma, on ne
réussit cependant pas plus tard a provoquer ces forma-
tions ; les dessins qui existent font supposer qu'on aura
pris. pour des spores les globules gras que l'on trouve

(1) Ad. Mayer. Lehrbuchder Garungschemie, p. 213, 1879.
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server le vinaigre sans qu'il- s'altérat, et Appert montra
(1810) que la biére, le vin et d'autres liquides pouvaient
étre rendus propres a la conservalion par un traitement
analogue. De plus il avait é1é démontré que I'air pouvait
étre purifié en étant chassé a travers des lubes rougis
(Schwann), ou des filtres en coton (Schroder et Dusch). On
avait par la également obtenu le résultat que 'eau pouvait
étre puriliée par un traitement analogue, pourvu que les
filtres fussent suffisamment épais, La base de la théorie
de l'emploi des antiseptiques fut posée des 1839 lorsque
Schwann fitobserver que les cellules de levure élaient tuées
par certains produits chimiques et qu'en méme temps la
fermentation pouvait s’arréter complétement.

2. La période de Pasleuwr commence avec l'année 1857.
Le grand mérite de. ce savant est d’'avoir prouvé que les
bacléries- exercent une action nuisible sur les différentes
fermentations, et qu’elles peuvent provoquer des maladies
dans les liquides ayant & subir une fermentation alcoo-
lique. On doit done diriger le travail de telle sorte que
des infections de ce genre soient écartées, par exemple en
empéchant Pair impur d’avoir aceés vers les liquides. La
conséquence de ce prineipe est en particulier pour la
brasserie, la suppression des bacs et des rélrigérants ou-
verts, 'aération du mont par de l'air purifié, et la purifi-
cation de I'air dans les locaux servant a la fermentation.

Dans ce méme ordre d'idées, il convient également de
citer ces observations relatées dans le chapitre VII des
« [tudes sur la bitre » (1876), sur Uimportance de loxyda-
tion du motit pendant le refroidissement. Par des mesures
directes de la quantité d'oxygéne contenue dans le moiit,
Pasteur fail voir qu'une cerlaine quantité d'oxygene, soit
libre, soit en combinaison dans le moit, exerce une in-
fluence sur la marche de la fermentation et sur la clari-
licalion, mais que lorsque la quantité d'oxygéne contenue
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dans le mont dépasse une certaine limite, cela peul nuire
au caractére (force et arome) de la biere (p. 377).

Malgré les recherches étendues de plusieurs de ses suc-
cesseurs dans ce domaine, il n'a pas été possible, jusqu’a
présent, d’établir des régles définitives d’aprés lesquelles
on puisse travailler dans la pratique. Dans chaque cas
particulier, on est obligé de procéder par voie d'expé-
rience.

Pasteur reprit les méthodes de Scheele et d'Appert pour
le traitement du vinaigre, du vin et de la biere, a des tem-
pératures plus élevées et, grdce a sa grande autorilé, il
leur assura un champ d'application étendu (la pasteurisa-
tion). Récemment, surtout depuis que Koch a [ail voir
combien le bacille de la tuberculose est répandu, le lait
a également éLé traité par celte méthode.

Les expériences d'aération décrites dans les a Etudes
sur la biére », entrainérent un grand nombre de recher-
ches qui ont fourni des données précieuses sur la puis-
sance fermentative et reproduclive de la cellule de levure,
lorsqu’elle est en présence de quantités d’oxygéne varia-
bles, Ces choses jouent un grand role dans la distillerie
et dans la fabrication de la levwre pressée. On n'est cepen-
dant pas encore fixé sur I'emploi pratique de ce procédé.

La raison pour laquelle le procédé proposé par Pasteur,
pour la purificalion de la levure, n'a pas pu acquérir une
importance réelle, a été indiquée précédemment (page 35).

3. Avee les travaux de Hansen sur les ferments alcoo-
liques, commenca, comme Aubry le dit avee raison, une
nouvelle vie dans l'industrie de la fermentation.

Les premiéres publications sur ce sujet datent de 1879,
En 1883, il démontra que les troubles de la levure,
si géndralement redoutés, ainsi que les désagréables
altérations du goit et de l'ardme, et qu'en général
quelques-unes des maladies de la biére les plus fréquen-
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tes et les plus dangereuses, avaient leur source non
pas dans les bactéries, dans 1'eau, dans le malt, dans
le mode de brassage, ete., comme on le croyail alors,
mais bien dans la levure elle-méme, attendu que dans
ces cas, le levain contient, a coté de la race de culture
d'autres espéces de Saccharomiyces qui constituent des fer-
ments de maladie (Sacch. pastorianus 1 et I, Sacch.
ellipsoideus 1I1,. Ceci établit la base du nouveaw sys-
téme.

Ensuite il montra que sous le nom de Saccharomices
cerevisie, on devait comprendre un grand nombre d'es-
peéces ow de races différentes — tant de fermentation basse
que de fermentation haute — pouvant communiquer a la
biére des propriétés trés différentes.

Sur ces recherches scienlifiques se base, comme con-
séquence immédiate, le troisiéme article de son nouveau
systéme : sa méthode pour la culture pure de la levure.

S'il élait possible de faire disparaitre dans une masse
de levure impure, les levures sauvages, les bacléries
et les moisissures, le but ne serait cependant pas en-
titrement atteint. Si une levure purifiee de la sorte con-
tient plusieurs espéces de Saccharomyees cerevisie, il
résulte de ce qui précéde, que Uon travaillera aussi pew
sitrement qu'avant la purification, et il faut encore ajou-
ter & cela, qu'un pareil mélange est loujours soumis,
pendant les fermentations,  des fluctuations dans les pro-
portions de ses éléments constituants. De nouvelles
recherches de Hanmsen ont méme montré qu'il existe
des cas ol deux races de levure qui, prises isolément,
donnent un produit irréprochable, peuvent, lorsqu’elles
sont mélangées, occasionner des maladies dans la biére.
‘Hansen en (it lexpérience avec les deux espéces de
levure basse ‘de Carlsberg, n® I et n' 11 (page 291);
il prit tantot le n° I comme masse principale du levain
en y ajoutant du n® Ii en plus faible quantité, tantot
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vasion de levures étrangéres. Il a élé démontré par ses
expériences, faites en grand, que les espéces qui troublent
la biére pouvaient se trouver dans le levain, dans la pro-
portion de 1/41, et que la levure (Sacch. pastorianus 1)
qui donne a la biére une odeur désagréable et une mau-
vaise amertume pouvait atteindre dans le levain la pro-
portion de 1/22, sans exercer une influence préjudiciable,
sila fabrication est réguliére, Au moyen de la méthode
analytique de Hansen, on peut (d'apres les expériences de
Holm et Poulsen) constater avec certitude la présence
d'un mélange de levures sauvages de 1/200 de la masse
totale. ;

Il résulle des nombreuses analyses exéculées d'aprés
celte méthode, que les signes qu'autrefois U'on conside-
rait généralenient comme caractéristiques pour une fer-
mentation normale, ne suffisent pas pour révéler la pré-
sence des ferments de maladie, attendu que la couche
qui recouvre le liquide, ainsi que l'atténuation, la cas-
sure el la clarification peuvent étre satisfaisantes, malgré
que la levure soit fortement infeciée par des germes
de maladie.

Il est évident que la question de savoir combien de
temps une culture pure pouvait conserver son état de
pureté primitif dans la pratique, ne peut étre résolue
d'une facon générale. Hansen a trouvé que les diverses
races possédent des pouvoirs de résistance différents a
I'égard des infections; et de plus une seule et méme
race ne pourra pas, pendant le méme espace de temps,
se conserver pure dans des locaux de fermentation
inégaux. Nous savons que la saison joue un role, el que
les périodes de l'année o les levures sauvages, les
bactéries et les moisissures abondent dans 'air, sont sur-
tout dangereuses. On sait que linfection peut éga-
lement avoir lieu a d’autres époques de I'année.

Les ustensiles et les bacs refroidisseurs ouverts per-
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mettent toujours aux germes de maladie de pénétrer dans
I’exploitation : une autre source d'infection se trouve
dans la lie des tonneaux. La maniére dont les brasseries
et les distilleries s'inoculent sans doute le plus fréquem-
ment les germes de maladie est, sans contredil, l'em-
prunt de levain & d’autres usines. Partout ot un controle
sévére de la fermentation principale fait défaut, une in-
fection pourra subitement se produire et quelquefois ne
se manifester qu'a la fin de la fermentation secondaire.
Il est done évident qu'une brasserie pourra facilement,
sans s'en douter méme, céder 4 une autre du levain con-
taminé. Cette possibilité existe, avec bien des preuves a
I'appui, entre autres les nombreuses observations faites a
ce sujet au laboraloire de 'auteur. Il est done nécessaire
de faire ‘rcssortir, quune sitreté absolue ne pourra élre
obtenue que par Uintroduction de la culture absolument
pure. A ce systeme se rattache encore le controle biologi-
que des fermentations, adopté aujourd’hui par toute usine
bien dirigée.

L'analyse nous révelera foujours linfection long-
temps avant qu'elle ne soit devenue dangereuse, ef
I'on sera done & temps pour introduire une nouvelle cul-
ture pure de la méme levare. On travaillera naturelle-
ment avec une sécurité bien plus grande en employant
d'une maniére suivie lappareil & propager la levure,
qui est déerit plus loin. Le résultat principal se résume
en ceci, qu’aujourd hwi on ne travaille plus aw hasard et
que Uon w'est plus foreé d'y abandonner ses fermentations,
comme ¢'élait le cas autrefois. :

Comme les différenfes races de levure ne sonf pas
également résistantes conire les germes de maladie con-
currents, il est, dans bien des cas, trés important de
pouvoir infroduire, a de courts intervalles, d'assez for-
tes quantités de levure pure dans 'exploitation, une fois
que la race convenable aura été choisie par des essais
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méthodiques. On se sert, dans ce but, de Vappareil
propager la levure, construit par Hansen et Kiihle,
qui, une fois pourvu d'une culture pure, peut fonelion-
ner sans interruption pendant des années entiéres. L'ap-
pareil (Fig. 76), dont Hansen donne dans son livre « Re-
cherches failes dans lo pratique de Uindustrie de la fer-
mentation (contributions a la biologie des microorganis-
mes) » (') une description détaillée avec la maniére de s'en
servir, se compose de ‘trois parties principales el de
tubes qui les relient les unes aux auftres. Nous
avons : 1. la partie pour I'aération, qui se compose de la
pompe pneumalique (4) et du réservoir a air (B) : 2. le
eylindre & fermentation (C), et 3. le eylindre qui recoit le
motit (D).

L'air, purifié en partie par un avant-filtre, est refoulé
dans le réservoir a air, el peut étre conduit de 1a dans le
cylindre a motit ou dans celui & fermentation. Dans les
deux cas, l'air est conduit par des filtres a coton stéri-
lisés (g, m). Le eylindre d moilt communique directement
par une conduite avec une chaundiére a4 cuisson dont il
recoit le modt houblonné bouillant, qui entre alors en
contact avec l'air dans le eylindre clos, et qui est re-
froidi par de l'eau qui coule a l'extérieur sur les pa-
rois du eylindre. Ensuite on fait passer ce moit, préparé
a recevoir la levure, dans le cylindre & [ermentation.
Celui-¢i, comme le eylindre & mott, est construit d'aprés
le méme principe que les ballons ordinaires a deux tu-
bulures. 1l est muni d'un tube recourbé en deux endroils
(ed) qui plonge dans un réservoir a eau, d'un tube en
verre vertical (fif) permettant de mesurer la hauteur
du liquide contenu dans le cylindre, d'un agitateur (bb)

(1) En francais, dans le compte rendu des Meddelels. fra Carls-
berg Laborat., Copenhague. En allemand chez Oldenbourg,
Munich (Voir la bibliographie).
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pour mélanger la levare déposée avec le mout. et d'un
robinet de sortie (I) pour la biére et la levure, construit
spécialement- dans ce but. Il se trouve, environ au
milieu du eylindre, un petit tube latéral (j) avec serpen-
tin, pince a vis et bouchon en verre. Quand une partie du
mott a pénétré dans le cylindre & fermentation, on intro-
duit par le serpentin en (j) la levure absolument pure,
qui est expédiée & la brasserie dans un ballon spéciale-
ment construit pour cet usage : ensuile on rebouche
le serpentin et l'on peut ajouter, immédialement ou
au hout de quelques jours, suivant la quantité de
levure que l'on a introduite, ce qu'il reste encore de
mofil.

Si Pappareil a été placé dans un local ot il est néces-
saire de régler la température pendant la fermentation,
on devra enfourer le eylindre & fermentation d’'une enve-
loppe en cuivre.

Ce simple appareil permet de produire, en trés peu de
temps, de la levure absolument pure pour environ 8 hee-
tolitres de mout. Une fois en marche, 'appareil fonec-
tionne indéfiniment. Nous renvoyons d’ailleurs a la des-
cription détaillée qui se trouve dans 'ouvrage de Hansen,
mentionné plus haut.

Berqh et Joergensen ont -apporté une modification
de l'appareil propageur (Fig. 77). Lair filtré est amené
par les robinets a trois voies, en A, B et (', dans les deux
cylindres A et B. Le cylindre du haut contient environ
50 litres, celui du bas 160 litres. 4 est muni d'un agita-
teur (E) d’'un tube (@) servant a l'introduction de la levure
et au soutirage des échantillons. Le tube recourhé F
sert de tube d'échappement pour l'acide carbonique. Les
deux cylindres sont reliés 'un & 'autre au moyen du tube
GP. Cette communication peut étre établie ou interceptée
par le robinet (z. H est I'échappement de I'eau de lavage,
lorsque le eylindre 4 a été nettoyé.
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Le eylindre B est enveloppé d'un manteau en fonte
partagé en deux. Au moyen d’eau circulant dans le man-
feau supérieur, le moit peut éire refroidi et la fermen-
tation réglée; le
manteau infé-
rieur sert d'en-
veloppe pour la
vapeur, avec un
robinet en 0,
pour l'entrée, et
un autre en S
pour la sortie de
la vapeur, M est
un tube en forme
d'anneau, muni
de petits trous ;
pendant le re-
froidissement
du mont, il com-
munique avec
une  conduite
d'eau  froide.
L'ean est souti-
rée en N. L'agi-
tateur I est ac=-
tionné par un
systémede roua-
ges, Un flotteur
4 aiguille et arc
Lindique la hau-
teur du liquide

Appareil propagateur construil par Bergh
el Joergensen,

dans le cylin-
dre. Du couver-
cle part le tube recourbé K. Le robinet Q adopté au fond
est en communication avee le tube de conduite b (avee le
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dilliculté a la transvaser sans danger dans le eylindre.
Pour erpédier de
petites quantités des
cultures absolument
pures, de maniére
a ce qu'elles puis-
sent facilement et
stirement se mulli-
pliér, on se sert
des petits flacons de
Hansen (p. 25). On
les relie dans la .
flamme au ballon
Pasteur,ayant servi
au développement
de la culture pure
On porte une trace
de la levure sur le
coton dans le fla-
con, et on rebou-
che celui-ci dans la
flamme avecun bou-
chon en amianle,
que l'on enduit de cire a cacheter. Quand on' veut se

qui n'a obltenu qu'aujourdhui 'importanee réelle d’un instru-
ment dans le systéme de culture pure de la levure de Hansen
est Vappareil véfrigérant clos, mentionné déja précédemment,
qui permet d’introduire le moit dans les cuves de fermentation
a I'état de pureté absolue, et chargé de la quanlité d'air
convenable. Des appareils spécialement aménagés dans ce but
ont été construits par M. Felten, peu aprés Ia publication des
« Etudes y de Pasteur et d’aprés les doonées théoriques de Pas-
teur. Ils n'ont cependant pas oblenu jusqua auvjourd’hui une
réelle importance pratique ; car, 4 quoi cela servail-il d’avoir un
mott pur, du moment (qu'on y semail avec la levaore des ger-
mes de maladie ? Indépendemment de cela, les appareils de
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servir de la culture pure, on remet le petit flacon en
communicatlion avec un ballon Pastewr contenant du
motit, dans lequel on inlroduit la levure. On rince alors
avec du motl contenu dans le ballon Pasteur, la levure
qui se trouve sur le coton, pour amener ainsi dans le
ballon lui-méme.

Ce procédé a donné de hons résultats, par exemple pour
I'expédition des cultures pures dans des conlrées Lropica-
les. Il a été possible ainsi d’envoyer avec peu de frais de
grandes collections de cultures pures dans les contrées
les plus éloignées, (')

Il est dela plus haute importance que, méme au bout
de plusieurs années, on puisse towjours avoir d sa dispo-
sition, exactement la méme lecure dont on avait fait choix,
en la conservant au laboratoire, pure, dans une solution
a 10 0/0 de saccharose. Dans une telle solution, les
levures de culture restent en vie pendant plusieurs an-
nées, sans altération de leurs qualités (*).

Les cultures en masse absolument pures de races de
levure choisies méthodiquement et préparées pour l'in-

M. Velten sont d'une construction peu heureuse, l'air se stérili-
sant par le passage a lravers des tubes rouges. Une disposition
excellente se trouve par contre dans « Cappareil de Carlsberg »
Ce n'est que maintenant que I'on a la levare pure, que I'utilité
de tels appareils apparait distinctement, et 4 I'avenir les bacs
onverts tendront par conséquent a disparaitre.

(1) L'expédition d'éehantillons de levure dans du papier a
fil'trer stérilisé, a un tout aulre but. On emploie ce procédé
porur envoyer une levure impure de brasserie a un laboraloire,
afin d’obtenir de cet échantillon une culture pure.

{2) 1l n'est guére prudent de conserver des organismes de Jda
fermentation dans des gélatines. Ainsi Percy frankland a ob-
serve (que des bactéries zymogéniques sont sujetles a perdre
plus ou moins complétement leur puissance fermentative, lors-
qu’elles sont cultivées d'une maniére suivie dans un milieu so-
lide. Quelquefois la puissance fermentative disparaissait aprés
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dustrie, sont entrées maintenant, depuis que Hansen a
fail, en 1883, ses premiers essais dans la célébre brasse-
rie du Vieux-Carlsberg, a Copenhague, dans de nombreu-
ses brasseries de tous les pays oli se fabrique de la biére,
non-seulement en FEurope, mais aussi en Amérique, en
Asie el en Australie.

Le systéme de Hansen ayant été développé en premier
lieu dans la fermenlation bassc de la brasserie, il devait
nécessairement trouver sa premiére application dans
des brasseries de ce genre. Aussi a-t-il atteinl ici le plus
haut degré de perfection, et quiconque désire se familia-
riser avee Uemploi de ce systéme, dans l'une ou l'autre
branche de l'industrie de la fermentation, decra, par
conséquent, toujours commencer par étudier les résultats
oblenus dans la fermentation basse de la brasserie,

En 1884, l'auteur de ce livre a introduil les premiéres
races de levures hautes sélectionnées, cultivées a I'état
de pureté, dans la pralique brassicole. On objecta a leur
applicalion que les lempératures élevées de ces fermen-
tations rendraient la levure pure bienldt impure. L'ex-
périence a démonlré combien peu cetle objection était
fondée, et qu’au contraire, 'emploi d’'une race unique,
sélectionnée, fut un grand progrés dont ce domaine de
I'industrie retira de considérables avantages. Plus tard
on objecta encore qu’il était impossible d'obtenir, avec
une espéce unique, une fermentation secondaire convena-
ble — ce qu'on avait d'ailleurs déja prétendu a tort de
la levure basse. G'est principalement van Laer qui avail

une seule eulture. Nencky fit la méme remarque pour cerlai-
nes bacléries lacliques. L'auteur de ce livre a constaté que les
levures de biére de fermenlalion haule employées en hrasserie
perden!, aprés conservalion dans de la gélaline, plusieurs de
leurs qualités les plus appréciées dans la pratique, vo que les
cultures de celte provenance clarifiaient plus lentement et atte-
nuaient trop.
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soutenu cetle idée ; toul en admeltant l'exisience de
cerlains types de levures basses pouvant provoquer une
fermentation secondaire normale, il prétendit, que 'au-
teur de ce livre avait attribué a tort ces mémes qualités
aux levures hautes. Malgré les expériences exactes sur
lesquelles nous pouvions nous appuyer et malgré les
résultats pratiques obtenus chaque fois avec une seule
espéce sélectionnée, et cela méme dans les conditions par-
ticuliéres des Drasseriee anglaises, et bien que toute
preuve réelle de la justesse de l'assertion contraire fit
défaut, on ne lint aucun comple de notre conclusion, et
I'auteur cité prépara des mélanges d'espéces de levures
hautes, qui furent introduites dans les brasseries, oi
elles devaient répondre aux exigences industrielles, en
produisant, l'une la fermentation principale, I'autre la
fermentation secondaire. La possibilité de pouvoir pré-
parer une telle « levure composée » n'était nullement
exclue ; mais si méme les préparations de van Laer
devaient donmer en pratique de bons résultats, il ne
serail évidemment pas prouvé par 1a que ces bons résul-
tats sont dus a l'action de la « levure composée ». II
faundrait tout d’abord pouyvoir prouver que cette nouvelle
levure élait en pratique réellement une levure eomposée,
¢'est-a-dire que les espeéces qu'elle renferme pouvaient
vraiment agir simultanément. Nous avons examiné avec
J. Chr. Holm plusieurs de ces préparations proposées
I'application indusirielle, et constaté que dans les pre-
miéres fermentations, 'une des deux espéces prédominait
surtout, tandis que les autres espéces disparaissaient
pendant les fermentalions suivantes.

Le probléme consistant a4 préparer une vraie « levure
composée » n'était done pas résolu. Les observations
faites dans le cours des années suivantes, aussi dans les
brasseries anglaises, a Loujours confirmé 'exactitude de
nos premiers résultats, a savoir, qu'en fermentation
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plusieurs brasseries de l'introduire & demeure, ainsila
brasserie de Liesing, prés Vienne. Pendant la saison de
brassage actuelle, la brasserie de Spaten, & Munich, a uti-
lisé sur la plus grande échelle, de la levure provenant de
Carlsberg, et pareillement dans la brasserie du Franzis-
kanerkeller, & Munich, une grande partie des levains em-
ployés pendant ’hiver provenait de cultures pures de
Carlsberg. La marche de la fermentalion et les résultats
concernant le gott, la mousse et la conservation des bié-
res répondaient a loules les exigences. L'atténuation un
peu basse semble relever du caractére de la levure, at-
tendu qu'elle reste constante. Le goit des biéres dilfere,
au commencement, quelque peu du goitit ordinaire des hie_
res de Munich ; dans les générations ultérieures, il s'en
rapproche cependant un peu, tout en restant moelleux et
agréable. »

M. le docteur Will, chef de laboratoire, éerit en 1885 (')
« Sidone il est possible, comme je crois 'avoir prouvé,
de reconnaitre stirement les espéces de levure qui sont
dangereuses pour la brasserie, nous devons ici lirer profit
de cette découverle pour la pratique et n’employer que
des levains qui ne présentent pas les caractéres indiqués
propres aux espeéces nuisibles, et qui causent souvent
des troubles des plus préjudiciables dans la fabrication.
Mais ceci ne sera possible que lorsque les cellules de le-
vure, possédant les qualités de la levure basse normale,
seront isolées des levains de brasserie ordinaires, et culti-
vées dans des condilions qui exeluent toute contamination,
autrement dit, lorsque des levures de culture pure seules,
seront employées dans la fabrication. Cest & Hansen que
revient aussi, dans cet ordre de choses, le grand mérite
d'avoir tracé le chemin, et d'avoir élaboré une méthode
permettant d’atteindre le but proposé. Les succés émi-

(1) Allgemeine Brauer und Hopfenzeitung, 1885,
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series le font indirectement, en faisant venir a leur tour
leurs levains de ces établissements. L'introduction géné-
rale de la levure pure en brasserie n'est done auwjowrd hui
plus qu'une question de temps.

Si I'on examine dans toute son objectivité, I'imporiance
de ce fait, en 'appliquant aux conditions du travail dans
les brasseries de fermentation basse de 1'Europe, on ne
pourra guere s'empécher de reconnaitre que la réforme
inaugurée par Hansen a une portée bien plus grande, que
cela n'est en général admis. Une conséquence de celte
réforme se discute déja parmi les hommes compétents, a
savoir la suppression des bacs refrigérants dans loules
les brasseries travaillanl avec de la levure pure, pour la
raison que ces appareils permetient une forte infection
du motit par des microorganismes en général, et surtout
par des bactéries et par des espéces de levure diles
« sauvages ». Aussi ¢’est avec raisen que l'on a proposé
une filtration des mouts houblonnés, ou telle autre mé-
thode permettant d'éliminer les matiéres qui provoquent
des troubles (¢'est-a-dire la lie des bacs), suivie d'une
saturation avee de l'air filtré et d'un refroidissement arti-
ficiel. Malgré cela, toutes les mesures de précaulion a
prendre pour éviter une nouvelle infection du motit dans
le local de la fermentation et dans la cave de garde ne
sont nullement encore épuisées. Ce ne sera que lorsque
ces nouveaux problémes auront élé résolus d'une maniére
satisfaisante, peul-éfre par l'introduction de vases a fer-
mentation clos, formés d'une matiére convenable, par
la stérilisation des cuves de fermentation et des foudres
de garde, par une installation plus rationnelle des caves
de fermentation et de garde, par la ventilation de ces

‘locaux au moyen dair filtré, ete., ce n'est qu'alors qu’on

pourra jouir pleinement, tant dans le monde des produc-
teurs que-dans celui des consommaleurs, de tous les
grands avantages qu'il y a d'obtenir une biére de meilleure
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oit 'on a besoin' de fermentations alcooliques. C'est ainsi
que l'on a déja fait des essais en maints endroits dans
la fabrication de la levure pressée et dans la distillerie, et
le systeme a été introduit avec sucees dans beaucoup
d’usines. D'une grande valeur en ce domaine est 'obser-
vation faite par difiérents chercheurs, mais surtoul par
Delbrick, que dans les distilleries, I'application de races
de levures de culture pure permit de constater une aug-
mentation du rendement en alcool sans une atténuation
bien supérieure. Ceci s'explique que certains ferments
étrangers ui absorbent une partie du liquide nourricier
sans produire d’alcool sont réprimés par l'emploi de la
culture absolument pure.

En 1888 déja, un des éleves de Hansen, L. Marx
(Marseille) a commencé, comme il a été indiqué plus
haut, a ]'apf}liquer a la fermentation du vin ; plus lard,
d’autres savants ont travaillé en France dans le méme
but, ainsi que Miller-Thurqau en Suisse, Forti et
Pichi en ltalie, Mach et Portele en Autriche, Wort-
mann en Allemagne. Pour la fermentation du cidre ('), de :
nombreuses expériences pratiques onl été faites par
Kayser en France et par Nathan en Wurlemberg.

Dans le cours des années l'auteur de ce livre a souvent

a la répression des ferments étrangers par les procédés recom-
mandés par Delbriick, procédés qui sont d’ailleurs déja depuis
hien des années connus el employés dans la pratique, tels que
de pomper le moit en fermentation sur de nouvelles cuves aprés
I'apparilion des premiers signes exlérieurs de la fermentation,
ou bien d'employer comme levain du modt en pleine fermenta-
tion (Kraeusen) ete., el il est certainement encore bien moins
possible que ces procédés puissent nous guider sirement dans
le choix des meilleures races de levures de culture. La proposi-
tion de Delbriick n'a done pas atteint son but, 4 savoir « de per-
fectionner etd'élendre les avantages résultant de la culture puren.
(1) Lire Fapivs pe Cuamevieie, Comment sobtient le bon
cidre, in-8. Paris, & fr. -
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eu occasion de démontrer aussi aux praticiens de ce
domaine, les avantages qui se rattachent a I'emploi de
races de levures sélectionnées, non-seulement dans la
fabrication du vin de raisins, mais encore dans celle du
vin de fruils et de grains. Nous frouvons un exemple
particuliérement intéressant de l'énergie que déploient
un grand nombre de races de levures de vin, dans les
contrées du Nord, ol la fabricalion du vin, préparé avec
du jus de raisins secs et fermenté avec de vérilables levu-
res de vin, se fait sur une grande échelle.

Quant a I'importance de la réforme dans le domaine de
la fermentation vinaire, nous citerons encore a la suite
dece qui a été mentionné plus haut, quelques remarques
du professeur D° J. Wortmann, directeur de la Station
OEnologique de I'Association des viticulteurs allemands
a Geisenheim. Il s'exprime de la maniére suivante :

« En résumant les résulfats des divers comples rendus,
pour faire ressortir les avanlages généraux, das a l'appli-
calion industrielle de la levure pure, nous remarquons
tout d’abord que l'effet favorable qui en résulle est évi-
dent partout o la levure pure peul étre employée sans
encombre, ¢'est-a-dire dés le débul sans organismes con-
currents, ou, en d'autres termes, partout, ou la fermen-
tation que l'on a en vue peul facilement, aussi en
pratique, étre mise en frain et terminée exclusivement
avee la levure pure ajoutée. Ceei concerne principalement
la fermentalion des vins mousseux ainsi que les fermen-
tations complémentaires des vins. Mais nous voyons
également ici, et ceci est précieux, que pour ce qui con-
cerne la méthode adoptée d’application des levures, nous
sommes sur la bonne voie, vu que dans ces premiers
essais elle fournit de si bons résultats.

» De plus, d'aprés les conclusions actuelles, nous som-
mes déja cerlains d’atteindre, avee les levures pures, des
résultals favorables dans tous les cas ou des mouls de
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de fruits et de grains, conduit souvent & une amélioration
profonde de la qualité des produits de la fermentation.
Mais l'action favorable de la levure pure n’aura nulle-
ment atteint ses limites avec celte amélioration de la
qualité du vin, qui, souvent, se manifeste déja pendant
la fermenlation méme, par Vapparition de substances
consltituant la finesse du bouquet que 'odorat et le gofit
déeéleront en tous cas aprés fermentation. Car, pendant
la fermentation, la levure pure ne g'est pas fait valoir
uniquement sous le rapport de l'activité fermentative,
mais pour alteindre son but, elle a enrayé. et peut-étre
méme empéché en partie, le développement de cette mul-
titude d’organismes, provenant des enveloppes de grains,
(qui apparaissenl toujours spontanément dans le mout, et
parmi lesquels il faut compter non seulement les espéces
de levures nuisibles, mais encore des espéces directe-
ment pathogéniques, telles que les mycodermes, bactéries
acéliques, etc. Il en résulte que non seulement le moud,
mais encore leproduit dela fermentation, le vin, est dominé
par la levure pure, dans tous les slades ultérieurs de son
développement, c'est-d-dire souvent encore pendant bien
des années. L'influence favorable de la levure pure ne se
manifestera donc pas uniquement pendant le femps qui
suivra immédiatement la fermentalion principale, mais
doit durer. Les vins en bouteilles pourront surtout sen-
siblement gagner par la présence de levure pure el la
répression d'organismes étrangers qui 'y rattache. Au-
tant que, depuis l'introduction de la levure pure dans la
pratique viticole, les expériences contrdlées el connues
permettent de juger, on a aussi pu consfafer ici l'influence
manifeste et durable qu'exerce la levure pure sur le pro-
duit de la fermentation (). »

(1) Ueber kiinstlich hervorgerufene Nachgarungen von Wei-
nen in der Flasche und im Fasse. Landwirtsch. Jahrbii-
cher 1897. y

23
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