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Sur une application de la methode refractometrique
ä la mesure de la concentration des milieux

de culture.
Par W. H. Schopfer, Privat-Docent ä l'Universite de Geneve.

Manuscrit recu le 26 janvier 1933.

L'etablissement de la courbe de croissance d'un microorganisme
necessite l'emploi de la methode suivante : une serie de flacons sont
ensemenees avec une quantite egale de spores du microorganisme
considere, un champignon par exemple; ä intervalles reguliers une
culture est sacrifiee, extraite du flacon, dessechee ä 100° et pesee. Les
poids successivement obtenus sont portes sur un graphique et leur
reunion fournit la courbe de croissance cherehee. Un certain nombre
de precautions sont ä observer au cours de ces experiences si l'on tient
ä l'exactitude de la courbe; les flacons doivent etre de meine grandeur
et de forme rigoureusement semblable; il en est de meme pour la
quantite et la composition du milieu, pour sa hauteur et sa surface
dans le flacon. L'identite doit egalement etre realisee en ce qui concerne
les conditions exterieures : temperature, lumiere, humidite de meme
que pour la quantite et l'äge des spores ensemencees. Si cette identite
n'est pas rigoureusement observee — et il est bien difficile qu'elle le
soit completement — les resultats sont sujets ä caution et la courbe
obtenue ne correspond pas exactement ä la realite. De toute fa§on cette
methode ne doit etre utilisee qu'avec beaucoup de prudence et faute
de mieux.

En etudiant la croissance de Mucor hiemalis en milieu synthetique,
nous nous sommes demande s'il n'y aurait pas interet ä mesurer non
seulement la croissance en poids, c'est-ä-dire la production de matieres,
mais encore l'absorption des matieres nutritives du milieu ou, si l'on
veut, l'appauvrissement de ce dernier.

Dans un travail de 1928,1 nous avions tente l'essai en utilisant
comme methode de mesure la refractometrie. La courbe obtenue ainsi
est reguliere et donne une idee assez exacte de la nutrition du eham-

1 W. H. S c h o p f e r. Recherches sur la sexualite des champignons. Bull,
de la Soc. botanique de Geneve, 1928, T. 20, p. 149—323. — Id. Sur l'interprö-
tation des eourbes d'absorption. Actes de la Soc. helvetique des Sciences nat.,
Davos 1929, p. 148—149.
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pignon. Elle presente cet avantage capital d'etre etablie ä l'aide d'une
seule culture qui, il est vrai, doit etre faite dans un flacon de grande
taille.

Extracteur sterile.

Apres plusieurs essais comparätifs nous avons choisi la refracto-
metrie, de preference ä la cryoscopie et ä la Polarimetrie, par le fait
de la precision et de la faeilite des mesures.

L'appareil utilise (l'extracteur sterile) a dejä ete decrit en detail
(1928) (voir figure 1). Nous rappelons ses caracteristiques : le tube f
plonge dans le milieu sous le mycelium. Le tube d plonge au repos



ans une eprouvette conlenant de l'alcool; l'ensemencement se faxt par
le tube lateral a. Le robinet b etant ouvert et c ferine, une certaine
quantite de liquide est aspiree dans le boule g. Le robinet c etant
ouvert et b ferme, le liquide retire s'ecoule par le tube d et est recueilli

pour etre analyse. Le tube d est assez long pour qu'aucune infection
ne soit ä craindre pendant l'ecoulement.1

Un essai preliminaire est effectue avec Mucor Mentalis (sexe —),
sur un litre de milieu de Coons avec 10 % de maltose. Les analyses
de glucide par la methode de Bertrand donnent les resultats suivants :

jours 2 6 11 13 16 18 21 23 25 27 28

°/o de maltose absorbe 8.9 22.4 30.3 35.1 48.9 55.1 70.5 83.5 90 92.8 95

La source azotee etant de l'asparagine, un pH compatible avec le

developpement normal du champignon se maintient et permet l'utili-
sation presque totale du sucre.

Dans un deuxieme essai preliminaire, nous effectuons des mesures
de concentration totale ä l'aide du refractometre ä immersion de Zeiss.

Milieu de Coons avec 18 °/oo de maitose et 2 %o d'asparagine en plus
des sels habituels.

Les indices sont donnes en degres de l'echelle (ä 17.5° C); 20°

correspondent ä un nD de 1.33513.

jours 0 3 6 12 20 27 29 31 34 36 38 41 45 50

degres refrac-
16.45 16 65tometriques 20 20 19.81 19.90 19.40 18 50 18.10 18 17.45 17.15 16.55 16.55

Au 38me jour, la reaction de Fehling-Cammidgs est encore positive;
au 45me jour eile est negative; l'absorption du sucre est complete. Le

leger relevement final de la courbe est peut-etre du ä une production
de substance par le champignon.

La tres forte preponderance du sucre dans la concentration totale
indique naturellement que c'est aux variations de ce constituant que
doivent btre dues les variations observees avec la refractometrie.

L'experience suivante est effectuee sur un milieu de Coons dans

lequel l'asparagine a ete remplacee par du sulfate d'ainmonium.
Maltose 11%; sulfate d'ammonium 10 °/oo; phosphate acide de po- t

tassium 1.36 %o; sulfate de magnesium 0.5 %o. Espece utilisee : Mucor
Mentalis.

1 Le cliche de la figure 1, publiee en 1928, nous a ete aimablement pröte

par M. le Prof. R. Chodat, que nous remercions.
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(sexe —) jours

degres refractomdtriques
maltose restant
maltose absorbe

degrä maltose restant
difference (1—4)

total

0

24.25

110

0

18.56

5.69

17

22.90

72

38

17.32

5.58

4.5

20

22.45

58

52

16.87

5.58

27

22.13

44

66

16.42

5.70

31

39

21 85

32

78

16.20

5.65

I

43

21.75

27

83

15.86

5.89

48

21.65

26

84

15.83

5.82

2

(sexe-J-) jours 0 17 20 27 32 51 57

24 30 23 22.70 22.35 22.25 22 22.10 1
110 74 56 42 — — 44 2

0 36 54 68 — — 66 3
18.56 17.38 16.60 16 30 — — 16.36 4
5.74 5.62 6.10 6.05 — — 5.74 5
6 4.5 — 4.2-4.3 3.4 — 2 — 21 6

Ligne 1: degre refractometrique correspondant ä la concentration totale.
Ligne2: Maltose restant, en milligrammes pour 10 cc. de milieu (Me¬

thode de Bertrand).
Ligne 3: Sucre absorbe exprime en maltose.
Ligne 4: Indice de refraction correspondant au sucre restant (exprime

en maltose). II est calcule a 1'aide d'une table etablie par des
mesures prealablement. effectuees sur des solutions de maltose
de titre connu.

Ligne 5: Difference des deux degres refractometriques.
Ligne 6: pH determine colorimetriquement.

Dans ces deux experiences, l'absorption du maltose est beaucoup
moins complete que precedemment; ceci est du au fait que la forte aci-
dite creee dans le milieu par l'hydrolyse du sulfate d'ammonium est
incompatible avec le developpement normal de cette Mucorinee; la
respiration s'arrete avant que tout le sucre soit absorbe; rappelons que
l'eau distillee donne ä 17.5° C. un degre de refraction de 15.

Pour le sexe (—) l'absorption de sucre est de 76.36 %>, pour le
sexe (+) de 60 °/o (par rapport ä la quantite totale presente dans le
milieu).

La figure 2 montre la superposition des deux courbes
refractometriques celle correspondant ä la concentration totale, et celle qui ex-
prime la concentration du sucre seul. Le parallelisme est satisfaisant.
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Nous devons cependant dire que pour d'autres essais, dans les 15
premiers jours d'experience, le parallelisme n'est pas toujours aussi net.
Dans cette analyse, la difference entre les deux mesures est reiative-
ment constante. Ce fait peut etre explique par la faible absorption
de matieres minerales ou par une production de matieres par le
champignon (produits d'autolyse Tout autre est le comportement d'une
experience dans laquelle la source azotee est de l'asparagine.

Mucor hiemalis sexe (—), sur milieu de Coons avec 7.8 %> de
maltose et 1.5 °/oo d'dsparagine.

jours 0 2 9 11 13 16 18 20 21 23 25 27 28

maltose res-
tant1 78 71 65 60 55 44 40 26 25 15 9 6.5 4.5

degre refract.
corresp.2 17.51 17.29 17.10 16.94 16.78 16.41 16.29 15.83 15.80 15.48 15.28 15.20 15.14

1 mg. sucre exprim6 en maltose, rapports ä 10 cc. de milieu.
2 degre refractometrique calcule, correspondant au maltose restant.

f La figure 3 montre la superposition de cette derniere courbe avec
celle du premier essai qui se rapporte ä la concentration totale. Les
deux courbes ne sont cependant pas exactement comparables par le
fait qu'elles n'ont pas ete obtenues sur le meme milieu de culture.
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Fig. 2.

Courbe refractometrique. Source azotee : sulfate d'ammonium.
(Mucor hiemalis, [—1.)
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Fig. 3.

Courbe refractometrique. Source azotee : asparagine.
(Mucor hiemalis, [—].)

La figure 4 resume les deux experiences : Mucor hiemalis sexe (—)
avec asparagine et sulfate d'ammonium. En ordonnee, pH et sucre,
ce dernier etant exprime en cc. de permanganate de potassium neces-
saire ä l'oxydation du sulfate ferreux; ce chiffre se rapporte ä 10 cc.
de milieu de culture.

En conclusion la methode refractometrique donne des indications
precises et rapides sur revolution de la concentration totale d'un milieu
de culture; elle peut etre utilisee avec fruit lorsqifil s'agit de comparer
plusieurs milieux participant ä une experience en serie; eile evite des
mesures preliminaires d'extraits sees ou d'autres analyses chimiques
plus longues. Les modalites de son application doivent naturellement
6tre etudiees pour chaque nouveau milieu; elle semble s'adapter parti-
culierement bien au cas du milieu tres riche en sucre.

Ajoutons que gräce ä la superposition de dei'x prismes ä l'extre-
mite du refractometre, entre lesquels on emprise une une goutte du
liquide ä analyser, elle peut servir de micromethode La methode peut
done aussi s'appliquer aux milieux de culture de plus petites dimensions,

sur lesquels il est impossible de prelever des quantites trop
fortes de liquide.

Les indications fournies par la methode sont naturellement globales
et ne suppriment pas une analyse plus detaillee des phenomenes si le
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jours6 U 18 U 30 36 4Z 48 54 60

Fig. 4.

Variations du maltose et du pH. (Mucor hiemalis, [—].)

besoin s'en fait sentir. Mais si l'on se souvient que le poids d'un orga-
nisme est la resultante de toutes les reactions de son metabolisme, on
conviendra qu'une courbe d'absorption n'est guere plus globale qu'une
courbe de croissance.

Une reserve doit cependant etre faite : parmi les substances uti-
lisees pour la preparation de ce milieu, le maltose disparait eomplete-
ment lorsque les conditions de pH sont favorables. Mais il reapparait
dans le milieu des corps secondaires, produits des diverses reactions du
metabolisme du champignon (acides organiques par exemple); ces
produits contribuent ä maintenir la concentration et peuvent masquer
l'appauvrissement cherche. La courbe refractometrique totale n'indique
pas ce phenomene secondaire. Si ces substances sont produites en trop
grande quantite, ce qui n'est pas toujours le cas, la courbe generale
obtenue n'est plus qu'une resultante qu'il faut interpreter differemment.

Nos mesures refractometriques ont ete effectuees au Laboratoire
cantonal de Chimie. Nous remercions vivement son directeur, M. le
Dr Valencien, charge de cours.
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