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Efude sur la fermentation des datles

par
Raymond MELLIGER

Pharmacien diplomé de la Confédération Suisse

(Présenlé en séance du 16 février)
L

IL.es dattes

(Phoenix dactylifera)

Lesdattesdont nous nous sommes servi,envue d’enisolerleslevures
qui feronl la base de la présente étude, sonl de deux sortes bien
distinctes :

datte d’une leneur en sucre suffisamment haute (609%,) pour
empécher une fermentation el permeltre ainsi U'exportation & par-
tir des pays chauds : ces dattes, bien connues enEurope, sonl appe-
lée «amhil » par les indigenes de I'Egypte :

datte rouge, plus grande et de moins forte concentration en suere,
se prétanl par 1a facilement & des phénomeénes de fermentalion el
ne pouvant donc étre exportée : cette datte, d’un gott ne rappelant
en rien celui des dattes appréciées comme fruits de table chez nous,
est appelée « hayanl » en Egypte.

De la premicre qualité dont il vient d’étre question ici, 4 échan-
tillons ont éLé soumis & U'expérience.

Datte A. : de provenance inconnue, achelée au deétail dans une
épicerie genevoise.

B. : achetée en boile, provenanl du port de Marseille.

C. : achetée au detail dans une épicerie genevoise ; provenant
de Biskra.

D. : échantillon de datles nous ayant été remis par M. le Prof.
Cropat el provenant du porl de Marseille ; ces dattes étaienl des-
qéchées au moment d’¢élre soumises & 'expérience -

\ous e\pmnons 4 Monsieur le Professeur R. Cuopar nos plus sincéres remercie-
ments et notre profonde reconnaissance non seulement pour avoir bien voulu nous
inspirer le sujet de la presente thése, mais encore de nous avoir cuidé d'une ma-
niére inappréciable dans nos 1echemhes

Untémoignagede vive gratitude vaégalement & Monsieurle Prof. Dr: F.Cuopar pour
son bienveillant et judicieux concours dont nous avons pu tirer profit pour mener
4 bonne fin cette étude.

Nos remerciements s'adressent de méme a Monsicur le Dr. J. ZeNpER pour
les propositions précieuses que nous lui devons et pour les instruetions qu'il nous a
fournies au début de ce travail afin de nous mettre au courant des opérations tech-
niques de laboratoire.

Notre reconnaissance va enfin & Monsieur F!“LLEH préparateur, qui a bien voulu
se charger de I'exécution des photographies. x
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Relativement a cette sorte de dattes, consommeées en Europe,
nous trouvons dans Tschirch (¢) « Handbuch der Pharmakognosie»,
la composition suivante

sucre interverti 28-669%, (en moyenne environ 479%,)
(glucose 20, 7-39, 3%,

fructose 22, 1-22, 49))

eau 20, 89
protides 6, 69,

pectose et gommes 11, 3%, .
maticres grasses 0,29,
cellulose 5,59,

cendres 1,69

I.e saccharose qui ferait partie de cetle composition d’apres les
auteurs anciens (Bonastre 1832), n’est actuellement plus admis
comme un constituant des dattes.

E. : Un échantillon de dattes rouges nous a été envoyé par le
Gouvernement Egyptien, grace a l'intervention du Dr. Tewrix
Fanmy, ler Mycologue au Ministére d’Agriculture, Egypte ;
qu’il veuille trouver ici I'’expression de notre vive reconnaissance
pour le service qu’il a bien voulu nous rendre.

Sur ces dix fruits, chacun soigneusement gardé dans un verre
bouché de coton, il est intéressant de noter que deux seuls nous sont
arrivés sans avoir fermenté.

I

Milieux employés

Mot de raisin : Nous nous sommes servi de moiit provenant des
vignobles genevois: ce milieu, ne devant guére étre employé qu’en
vue de la fermentation, nous n’avons pas craint de le stériliser a
I'autoclave a 105¢ pendant 20 minutes (milieu de nourriture).

Jus de dattes : Les dattes n’ayant subi aucun traitement chimi-
que en vue de la conservation — elles sont simplement séchées au
soleil — la préparation du jus n’exige pas d’épuration préalable des
fruits ; le jus obtenu, en effet, ne tardera pas & répondre par une
fermentation intense a l'inoculation faite.
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Des pulpes de datles, pressées par la machine, afin de détruire
autant que possible les tissus, ont été mélangées avec la méme quan-
tité d’eau dans un mortier, afin d’obtenir une pate homogene. Cetle
pate, chauffée pendanl une heure a la vapeur d’eau, et pressée a la
machine,aprés une nuit de repos, fournit un jus opaque qui a été
pasteurisé pendant une heure a 759, puis filtré pour éliminer les
matiéres pectiques précipitées et enfin pasteurisé trois fois a 75°.

Le jus ainsi obtenu est d’une belle couleur brune-jaunatre, el
parfaitement clair ; son poids spécifique est 1,154 ; il titre 34,59,
de sucres réducteurs et accuse un pH3,5. Le jus a été dilué a diffé-
rentes concentrations ou additionné de glucose pur, pour des con-
centrations plus élevées.

Mol de raisin en milieu solide : Pour solidifier le mott, nous nous
sommes servi et de la gélatine (159%,) el de la gélose (1.59%,) en sui-
vant la technique couramment employée dans les laboratoires de
microbiologie.

On a pris soin de procéder a chaque préparalion de la méme
facon, afin d’obtenir des milieux autant que possible identiques
entre eux ; ainsi avons-nous tenu, avanlt d’ajouler les substances
solidifiantes, a neutraliser le motl au p H 6,0 par de la soude caus-
lique a 109%, ; de cette facon, nous évitons a cette concentration
en ions H la couleur foncée des moiits alcalins et nous nous assurons
une acidité favorable a la croissance des levures, toul en évitant
une hydrolyse de la gélatine.

IT1.

Triages

<n vue d’en isoler les levures, les échantillons doivent tout
d’abord passer par une phase de fermentation commencante. Des
flacons Erlenmeyer de 300 cecm environ, dont nous avons pris soin
de couvrir le fond d’une couche de coton imbibé¢ d’eau, ont eté,
bien bouchés de coton, stérilisés a 'autoclave. Dans ce milieu
stérile et humide ont été introduits les fruits au nombre de 2 4 3
par flacon. Apres 3 jours environ de séjour dans ce milieu a la tem-
pérature du laboratoire, ceux-ci montréerent l'aspect de fruits
blets : de petits morceaux de pelure qui, a ce stade de décompo-
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sition se détachent facilement des fruits, furent alors transportés
dans du mout de raisin stérilisé. L.e mott étant un milieu excessive-
ment favorable au développement des levures, d’autres germes
tels que les bactéries et les champignons moisissures n’arrivent
ouere & concurrencer, au début toul au moins, le développement
des levures.

Nous n’avons, en effet, constaté que dans peu de flacons le dé-
veloppemenl de champignons rhoisissures. Aubout de2a4 jours, le
motut se montra en pleine fermentation. Le {riage a élé opéré de la
facon suivante :

Dix tubes & essai, remplis de 1 cem d’eau, & 'exception d’un
seul recevant 2 ccm, ont été sterilisés a 'autoclave. Dans le tube
renfermant 2 cem d’eau, nous avons fail couler 3 gouttes du mout
en fermentation & 'aide d’une pipelte Pasleur ; la moitié du contenu
du Lube renfermant 2 ccm de liquide a été versé dans le tube sui-
vant, en avant soin de bien agiter;en répétant cetle manipulation,
on optre de la sorte des dilutions de germes en raison d’une pro-
gression géomélrique ; de la 10me, gme 8me ef jme djlution, une
goutte a élé prélevée afin d’en inoculer des milieux a la gélatine,
coulés en plaques de PreTry, liquéfiés et ramenés & une température
ne pouvanl endommager les germes. Les germes renfermés dans la
goutte ont été répartis d’une facon uniforme dans la gélatine en
donnant aux plaques de Perrr un mouvement ondulatoire. Au bout
de 4 & 5 jours, les colonies apparaissent visibles a T'ceil ; la dixieme
dilution renferme généralement moins d’'un germe par ¢m? la 9me
et 8me, 1 a3 germes par em? ; la 5™me contenant un grand nombre de
colonies, nous sert de controle pour des colonies plus rares qui au-
raient pu échapper a des dilutions plus fortes.

Les colonies ont été repiquées en strie sur moul agarisé a surface
inclinée dans des Lubes a essai & deux moments différents ; apres
une semaine environ, lorsque les colonies étaient suffisamment
développées pour démontrer des différences morphologiques : apres
deux semaines environ, pour des colonies a croissance lente.
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IV.

Groupement des levures isolées

(Courbe de fermenlation comparée

- Quelques triages convenablement opéres, mettent le chercheur en
face d’une importante collection de souches. I.a détermination suc-
cessive de chacune d’entr’elles serait tres longue : c¢’est donce au
s¢lectionneur de constituer des familles provisoires par ordre de
ressemblance, sur la hase de caracteres culturaux el de propriétes
phvsiologiques, liquéfaction de la gélatine. vitesse et intensité de
la fermentation des sucres, elc.

Un de nos prédécesseurs au Laboratoire de fermentations de
I'Institut de Botanique de Geneve, M. le Dr J. STrINER, avail liré
parti avec succes de la fonction protéolytique (hydrolyse de la
gélatine) pour constituer, avec le concours des premiers examens
microscopiques. une classification préliminaire des souches sélec-
tionnées. Rencontrant la méme difficulté, nous avons plus spéciale-
ment porté notre atfention sur les manifestations de la fermentation
alcoolique. Cel examen nous a permis d’élaborer une meéthode
nouvelle que nous appelons : méthode de la courbe de fermenta-
tion comparée. Ce procédé nous a rendu de réels services pour
grouper nos levures el nous en donnerons un exposé sommaire.

Au cours de nos recherches, nous avons en effet ohservé que les
levures ayant certains caracléres morphologiques communs, tels
que phénomenes de sexualité, formation des asques par parthéno-
génese, ou se rattachant & un méme groupe par 'aspect des cellules
végétatives, ete., fermentent toutes le sucre suivanl une réaction
semblable ; la vitesse de celle réaclion peul s’exprimer par une
courbe souvent {rés caractéristique, qui peut servir a classer une
levure dans un groupe morphologico-physialogique.

I’expression graphique de cette réaction de fermentation peut
¢tre réalisée de deux manieres, analogues a 'expression graphique
de la vitesse de réaction des systémes homogenes en chimie phy-
sique :
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19 On porte sur 'abscisse le temps (évalué en jours) et sur 'or-
donnée la quantité correspondante de sucre transformé, quantité
conventionnellement évaluée par le poids spécifique du liquide.

20 On porte sur I'abscisse le temps (évalué en jours) et sur l'or-
donnée la différence entre le poids spécifique initial et le poids
spécifique 2 un moment connu de la réaction ; on a ainsi, & propre-
menl parler, la courbe exprimant la vitesse de la réaction.

Dans Ia pratique, il serait trop cotiteux et trop long de faire toute
la série des analyses quantitatives, nécessaires pour tracer une
courhe ; 1l suffira de constater chaque jour a la méme heure la
force de fermentation par la production d’écume qui suit 'agitation.
Pour qualifier l'intensité de cette fermentation, on choisit alors
une expression en quelque sorte (uantitative, symbolisée par des

CTOIX :
() dégagement de bulles gazeuses, sans production d’écume.
T production d'une légére couche d’écume, ne tardant pas a
se rompre pour laisser entrevoir la surface du mout.
Tt production d’'une couche d’écume d'un ou de plusieurs cm.
de hauteur.
T fermentation brusque : production d’écume suffisamment

intense pour que celle-ci pénetre dans le bouchon el arrive
méme A le chasser du flacon.

—(t) Indique — dans une méme série —- une fermentation néga-
tive pour certains fiacons, une fermentation positive cor-
respondant au signe § pour d’aulres.

T (1) indique une fermentalion cerrespondant dans une méme
série au signe § pour certains flacons et +7 pour d’autres.

1 (+) indique une fermentation correspondant dans une méme
série au signe 71 pour certains flacons et ¥+t pour d’autres.

Par opposition au terme de « courbe » de fermentation. nous
appellerons « schéma » de fermentation cette deuxiéme maniére de
formuler la force de fermentation.

*
%
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Le nombre total de nos souches de levures isolées est de 89 : nous
les avons numeérotées successivement de 1 a 89, les numéros 1 a 42
provenant des dattes « amhat », 43 a 89 des dattes « havani »

Ces &9 levures se divisenl en 6 groupes, chacun caractérisé par
un schéma de fermentation. & I'exception de deux cultures — les
deux encore différentes entre elles — qui ne se rattachent 4 aucun
de ces groupes. En divisant le premier et le deuxieme groupe en
deux sous-groupes chacun. nous obtenons 8 et en ajoutant les deux
cultures sus-mentionnées, cela fait 10 types de levures franchement
distincts entre eux.

Dans I'énumération de nos cultures dans les tableaux suivants,
nous ajoutons pour chaque levure le poids specifique du mott
fermenté « & boutl » par cette levure.

Les chiffres n’ont évidemment gu'une valeur relative, le poids
specifique n’étant pas seulement fonction de la quantité d’alcool
en présence, mais encore de la production de substances accessoires.
en particulier de la glycérine ; aussi ne les ajoutons-nous qu’a titre
de comparaison. Pour faire cet essai, nous nous sommes servi d’un
méme mott (poids spécifique 1,076), en mettant 50 ccm dans des
flacons Erlenmever de 125 cem qui tous, hien bouchés de coton,
ont été stérilisés ensemble dans I'autoclave ; le poids spécifique a
été déterminé 3 semaines apres 'inoculation a I'aide de la balance
de Mohr a la température du labhoratoire, soit 18-200 C.

A. Levures originaires des dattes « amhatl » :

1. Groure I.
Levures appartenanlt au genre Zygosaccharomyces.

Schéma de fermentation 220 (.
JOBTS. s i 1 2 5 4 o 6 7
Intensite. . . = f) T T T T 7D

a) Levures donnant sur milieux solides des macrocolonies d’ap-
parence ridée ; poids spécifique du moit fermente 1,037-1,048.

p. spéc. du moiil f. p. spéc. du moiit |.

I.evare No 1 | 1,040 No 27 | 1,042
2 | i42 28 | i45

g i18 29 | 137

10 i40) 30 f i38

11 i45 32 | 140

25 | i40 34 . 45

26 i40 - . i
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b) Levures ne donnant les bras de copulation que sur plaques
poreuses el sur milieu Gorodkowa ; macrocolonies sur milieux
solides d’apparence lisse ; poids spécifique du motut fermenté 1,020
1,027.

p. spéc. du motil |. p. spéc. du moltil §.
Levure No 2 | 1,020 t No 8 1.026
1 25 l 18 127
6 120 , — i

2. Groupe I1.
Levures appartenanl au genre Saccharomyces.

Schéma de fermentation 22° C. :

Jours...... 1 2 3 4 0 § :
Intensité... () FH(H TR PR FF O TH —(h)

a) Levures liquéfiant la gélatine :

~1

p. spéc. du motl f.
Levure No 7 1,000
9 1,000

k) Levures ne liquéfianl pas la gélatine :

p. spéc. du matl f. p. spée. du molif |.
Levure No 12 | 1,000 ‘ No 23 } 1,001
13 00 . 24 | 00
14 00 i 30 1 02
15 00 | 36 | 00
16 03 | 37 | 07
17 0 3® 01
19 | 00 | 39 ‘ 05
20 00 | 40 J 05
21 | 00 \ 41 06
22 | 00 42 J 02

30 Levures N° 31 (1,040) et 33 (1,038).

B) Levures originaires des dattes « hayani » :

1. Groupe III. Torula ; ne donnant pas de fermentation propre-
ment dite : simple dégagement de bulles gazeuses.

Schéma de fermentation. Température du laboratoire, soil
180-200 C.

Jours...... 1

Intensité. . . - — P ®H @ (ty (D)

2
o
I
M
&
—

=
~1
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p. spéc. du molit f.

Levures No 43 | 1,061 § No 57
44 62 1 74
{7 63 | —
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p. spéc. du moii! [.

1,062 |
60 |
| — |

2. Groupe IV. Levures se rattachant au genre Hanseniaspora.
Schéma de fermentation. Température du laboratoire, soil 180-

200 C. :
DSOS a5 i 1 2 3 4 b 6 7
Intensité. .. - (1) T T T T T
p. spée. du moti! f p. spéc. du moul f.
Levure No 45 1,029 } No 70 | 1,025 '
16 | 28 | 88 | 29 |
69 24 — |

3. Groupe V. Torula.

Schéma de fermentation. Température du laboraloire. soil 180-
200 G 3

JOULS ;s a5 5 1 2 3 1 D 6 7

Intensite. .. — — +* T 7 T7T T+ 7

p. spée. du motl |.

Levure No 48 1,002 | No 62
49 03 | 63
50 03 | 71
51 03 i 79
a2 01 | 30
D3 03 ! 81
59 08 | 85
60 05 | 86
61 03 | —

40 Groupe VI. Mycoderma.

p. spée. du molil .

1,007

01

02
| 03
; 02
01
N1
01

Schéma de fermentation. Température du laboratoire, soil 18°-

200 C. :

[N}
w

Jours...... 1

Intensite. . .
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p. spée. du mott! f. p. spéc. du motit i.
Levure No 51 1,010 | No 73 1,007
55 08 | 75 06
o6 08 i 76 05
58 1| 77 06
64 10 | 78 08
65 10 1 82 08
66 10 ! 83 07
67 10 84 05
68 10 | 87 06
72 | 10 ; 89 07

Les levures originaires des dattes « amhat » se divisent donc en
deux grandes catégories : levures se ratlachant aux genres Zygo-
saccharomyces et Saccharomyces. !l est intéressant de voir comment
ces deux groupes se répartissent sur les 4 échantillons étudiés (voir
page 4) :

Datte A : Zygosaccharomyces et Saccharomyeces
» B : Zygosaccharomyces et N¢ 31 el 33.
»  ( : Zygosaccharomyces et Saccharomyces
» ) : Saccharomyces.

Ce ne sont, en effet que les dattes fraiches et achetées au détail
qui ont fourni et des levures Zygosaccharomyces et des Saccha-
romyces (A, C) : les dattes B (boite) n'ont pas donné de Saccharo-
myvees ; les dattes D (desséchées) n'ont pas donné de Zygosaccharo-
myces.

Les levures des daltes rouges se divisent nettement en quatre
groupes. Le schéma de fermentation n’a pu ici enticrement servir
a la classification, les schémas des groupes 1V el V ne montrant
qu'une différence peu sensible (le deuxiéme jour). Avant tout
d’abord établi seulement trois groupes macroscopiques, I'étude
microscopique nous a appris que 'un des groupes se¢ divisail en
deux groupes dont l'un étail constitué par des levures a cellules
apiculées, I'autre par des levures a cellules arrondies ou ovales.
Ce n’est qu’alors que nous avons pu observer qu’il y avait en effet
une légtre différence (voir 2¢ jour) entre les schémas de ces deux
groupes de levures. (Il faudrait voir si 4 une température plus élevée
que 189 les différences constatées entre les deux schémas ne s’exa-
géreraient pas). Les souches constituant un quelconque des 4
groupes établis sont conformes entre elles :
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10 par 'aspect microscopique des cellules.

20 par 'aspect des macrocolonies.

30 par le schéma de fermentation.

40 par lI'ordre de grandeur du poids spécifique du mout fer-

mente. '

Dans I'¢tude de ces schémas de fermentation,il imporle de se
rendre compte que les schémas des levures des dattes « amhat »
ont été établis a 220 C., ceux des levures des dattes « hayani » a
température du laboratoire, soit 180-200 C. En effet a 220 C. les
leyures du groupe Hanseniaspora (provenant des dattes « hayani»)
fermentent le sucre avec la méme intensité (1) que les levures
du groupe Saccharomyces provenant des dattes « amhat »

Il existe donc aussi sur les dattes rouges des levures de grande
capacité de fermentation. Pour doser la quantité d’alcool produit
par nos levures dans les milieux sucrés, ainsi que pour déterminer
la quantité de sucre restant dans le milieu fermenté, nous avons
inoculé nos levures dans du jus de dattes. Les résultats de ces essais
furent malheureusement peu satisfaisants (voir chapitre IX) ; il
nous est par consequent impossible d’indiquer en chiffres exacts les
différences qu’il y a dans la capacilé de fermenter les sucres pour
les levures « amhat » d’une part et les levures « hayani » d’autre
part.

De chaque groupe de nos levures enfin, nous avons choisi une
culture dont nous faisons la description au chapitre suivant ; les
caracteres notés pour chacune d’elles sont en quelque sorte valables
pour le groupe entier auquel cette Jevure appartient.

Le probleme qui s’est alors posé, fut celui de la valeur du schéma
de fermentation établi pour les différents groupes de levures étu-
diés dans ce travail ; dans quelle mesure le schéma de fermentation
peut-il caractériser le genre ? 1)’autres esptces de Saccharomyces,
de Zygosaccharomyces, fourniront-elles des schémas de fermentation
conformes 4 ceux que nous avons découverts ? Pour répondre a
cette question, nous avons inoculé dans du mout 4 espéces de le-
vures du genres Zvgosaccharomyces, 7 du genre Saccharomyces de
la collection des levures de I'Institut de Botanique, afin d’en éla-
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blir le schéma de fermentation ; les résuitats obtenus furent des
plus surprenants, comme le démontre le présent tableau

Température du labor. (182) jours 1281451647
Zygosaccharomyces Barkeri . ... .. — =M TIT T T T
» Mahonia. . . .. ‘ — — M| T T T T
) Fleteol . o505 (= — Ml T T)F!T
» Chevalieri ... . —| —| O T (T T TFTT
Saccharomyces ellipsoideus. . . . . .. T AT T T T LD
» Pasteurianus... . . . —tF (TT I+ FIT ¥ 1 [ (D
» Chodati .......... —- At ‘TT T HT 7 T | ()
» cerevisine ....... r— [T i’i“i‘ TrE T T (h
» Luciae........... — 1t Tt T Tt
) (Traub).. c.ovvuas = At T T T AT
» Marxianus ... ... — — M T T T T

La encore les schémas de fermentation sont les mémes pour-un
méme groupe de levures; en plus les schémas sont les mémes que
ceux (ue nous avons trouveés pour nos levures ; le retard d’un jour
du commencement de la fermentation s’explique par la tempéra-
ture qui fut ici plus bhasse (180 au lieu de 220). En choisissant les
mémes conditions de température, les espéces de Zygosaccharo-
myces et les especes de Saccharomyces que nous avons sonmises
alexpérience — tant les espéces isolées par nous que les especes du
laboratoire, donnent le méme schéma de fermentation caractéristique
pour le groupe. Iin plus, nous pouvons ajouter Ltoutes les especes de
Saccharomyces dont M. Stei~eR fait la description dans son travail
sur les levures actives des vins valaisans. Nous trouvons dans ce
travail la remarque « que le début et la durée de fermentation sont
sensiblement les meémes pour toutes nos levures ». Les levures
décrites par lui se rattachent en effet toules au genre Saccharo-
myces. Or P'un des représentants de Saccharomyces, faisanl partie
du travail de M.StEINtR — Saccharomyces Chodati (Steiner) -
a été examiné par nous et a fourni le schéma de fermentaticn tel
que nous 'avons établi pour le groupe Saccharomyces.

Nous avons cependant constaté une exception :

Le Saccharomyces Marxianus donne un schéma identique & celui
fourni par Zygosaccharomyces ficicola. Cette exception ne peut
toutefois troubler le rapport que nous trouvons entre la marche
de la fermentation d’une levure et ses caracteres morphologiques.
Le Saccharomyces Marxianus se dislingue, en effel, facilement des
autres représentants de son genre, par la facilité avec laquelle il
forme des chainettes, par les conditions de sporulation — le Sac-



—1
-1

—

13 R. MELLIGER. ETUDE SUR LA FERMENTATION DES DATTES

charomyces Marrianus ne nous a pas donné de spores dans. des
conditions oti toutes les autres levures du genre nous les donnérenl
facilement — et enfin par ses caractéres physiologiques.

]
b £

Enfin, nous avons lenu & tracer la courbe de fermentation pour
les deux genres dont la courbe est particulicrement caractéristique .
Zygosaccharomyces el Saccharomyces. L’analyse du sucre ne nous
avanl pas donné des résullatls assez précis, nous avons eu recours a
la délermination du poids spécifique du mout envoie defermentation.

Nous répélons ici la remarque faite a propos du poids spécifique
du mott de raisin fermenté « & bout » :

Le poids spécifique ne peut éfre une expression exacle de la
quantité de sucre transformé, vu que ce poids spécifique n’est pas
seulement fonction de la disparition du sucre, respectivement de la
formation de I'alcool, mais encore de la production de substances
accessoires : en plus, 'on sait qu’une certaine quantité de sucre
est assimilée par la levure.

Des flacons d’Erlenmeyer de 125 cem renfermant 50 cem du
méme motl onl été stérilisés ensemble dans 'autoclave et inoculés
la méme heure, d'une part, d’une levure du genre Zvgosaccharomy-
ces, d’autre parl, d’une levure du genre Saccharomyces, en double
série. Chaque jour a la méme heure, nous avons prélevé 2 flacons
correspondant & chacune des deux levures, pour délerminer le
poids spécifique du moiit. En voisi les resultals :

Saccharomyces N°© 13,

Zygosaccharomyces N° 18.

Mout naturel p H 3,3, teneur en sucre 18,49%; (glucose), poids
spécifique 1,076.

Température 22,80 C. (Age des cultures : 5 mois sur agar).

Saccharomyces

Jours | 1re série | 2me série | valeur chotisie Différence |
1 1,0715 | 1,0720 1,0715 0,0045 i
2 500 510 510 205 !
3 380 380 —- 250 i
4 080 085 080 18C i

. 5 0,9970 | 0,9980 0,997 105 i
6 1,0055 | 1,0020 — 020 !
7 0,9950 | 0,9950 950 005 i
8 950 950 950 0 |
9 950 940 - | . 930 0 "

10 950 950 950 o |
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Zygosaccharomiyces :

Jours

1

«

N

§

[

S0 ~1

«
Y
10

Iincore 1a, les mesures ne sont pas suffisamment nombreuses pour
permettre de Iracer une courbe basée sur la valeur moyenne ; nous
nous sommes permis de choisir entre les deux valeurs trouvées, la
plus favorable a I'établissement de la courbe, ou méme de varier le
résultat de la valeur 0,001, valeur ne dépassant pas I'ordre de gran-
deur de I'erreur d’expérience ; enfin nous avons du négliger les va-
feurs de deux jours (3me et 6m¢) de la courbe Saccharomyces en les
substituant par des valeurs hypothétiques ; (3me 1,026 ; 6me 0,9953).

«) Courbe en fonction du poids spécifique (quantilé transformée)

1,0725
670
280
180
390
370
250
240
170
130

et du temps :

e et —— ———— = — =

1,0725

670
280

450

420
350
290
190

q’emc'e‘rf [('mc’(fe (¢% swecre)

1,0725
660
270
480
405
345
290
235
180
125

0.0035
6
90
90
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b) Courbe en fonclion de la différence du poids spécifique (vi-
Lesse de réaction) et du temps :

diff c{u.,«P..s,Pelc.

Q,OZG(
Q¥
LU

20f

AFY

16

/[lf- -
427

10T

SQ(C[IQ"“”HTCCJ

Z!’YOJQ.CC/!QFOTHY('C.S

Fig, 2

Ces dernitres courbes, et en particulier la courbe représentant la
fermentation du sucre sous l'influence des levures appartenant au
genre Saccharomyces semblent étrela résultante de deuX courbes,
I'une ascendante, représentant le développement de lalevure et
de son pouvoir ferment, l'aulre descendante qui est en quelque
sorte I'analogue de la courbe d’une réaction monomoléculaire. I.e ma-
ximum de fermentation ect atteint a lintersection de ces deux
courbes, c’est-a-dire au moment ol: la:somme de la force du pouvoir
ferment et de la quantité de sucre en présence est au maximum.
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I v a deux caractéres qui différencient la courbe du Saccharo-
myces de celle du Zygosaccharomyces :

@) Les levures Saccharomyces consomment pratiquement tout
le sucre (18,49)) en 5 & 7 jours : les levures Zygosaccharomyces
n'y parviennent jamais (voir courbe a).

La liqueur de IFehling étant chauffée avec la méme quantité
de mott fermenlé par unelevure du genre Saccharomyces ne donne
que des traces d’oxyde de cuivre ; ce méme essai effectué avec du
mott fermenté par une levure du genre Zygosaccharomyces donne
une forte réduction.

b) la courbe indiquant la variation de la vitesse de réaction des
levures Saccharomyces donne un maximum bien accentué ; la
courbe homologue pour les levures Zvgosaccharomyees ne montre
pas de maximum proprement dit.

IEn concluant ce chapitre, nous voudrions encore attirer I'atten-
tion sur quelques points se rattachant A cette étude :

a) pour ce qui est des conditions qui influent le schéma de fer-
mentatlion, nous avons pu constater que ni I'dge des cultures, ni
la quantité de levure inoculée, ni la quantité du mouten présence,
ne jouent pratiquement de rale.

h) la facon dont une levure suit la courbe qui lui est propre est
absolue : nous n’avons jamais constaté d’exception.

¢) les differentes courbes obtenues dans un méme groupe ne se
superposeront pas nécessairement : ce n'est que l'allure de la
courbe qui est caractéristique pour un méme groupe de levures.

d) pour tracer la courbe de fermentation, il sera nécessaire de
garder la température rigoureusement constante : pour le schéma
de fermentation on peut se passer d’étuve, il suffira de conserver les
cultures ensemble. L.’on choisira une température de 22¢ C. environ,
les courbes pouvant se confondre a températures extrémes. IEn pra-
tique, on inoculera les levures dans environ 10 ccm de motit en une
double série de tubes a essai : en inoculant respectivement a 1 jour
de distance 2 séries, un controle exécuté tous les deux jours 4 la méme
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heure suffira pour obtenir le schéma de fermentation entier. L’al-
tention de U'observateur se portera surtoutl sur les premiers jours :
les schémas se confondenl aprés une semaine environ.

V.

Description des especes

Les formes des cellules, ainsi que I'aspect des macrocolonies des
levures étanl sujels & des variations en fonction des condilions du
milieu (composition du milieu et du verre, acidité, température,
age des cultures, ele.), nous indiquons les conditions dans lesquelles
nous avons fail la description microscopique el macroscopique de
nos levures. _

Morphologie des cellules : cultures en strie sur tubes de moul
gélosé a surface inclinée.

p H du mout 6,0 ; gélose 1,59, ; 4ge des cullures 7 jours environ ;
température du laboratoire soit 220-24¢ C.

Formalion des spores : Pour obtenir les spores, nous avons uli-
lis¢ deux méthodes :

1. M¢dthode de Chodal : inoculation de cultures jeunes et vigou-
reuses sur plaques de porcelaine dégourdie, en Lubes de Roux,
plongées dans de I'eau par leur partie inférieure.

2. Méthode de Gorodkowa : inoculation de cultures jeunes el vi-
goureuses sur milieu Gorodkowa & la gélose dont voici la formule :

Peptones.........., ...... 2 gr.
chlorure de sodium. PP | T
BlUB0BE s wscvsmovnesmn s . 0,25 »
A0AT. . ittt I

eau (ordinaire) (.s. pour 100 gr.

Morphologie des colonies en strie sur motl gélatinisé el gélosé en
tubes ¢t surface inclinée :

Afin de réaliser des conditions aussi semblables que possible, nous
avons pris soin de choisir des tubes de méme grandeur et autant que
possible de méme qualité de verre, de les remplir d'un méme mi-
lieu et de les stériliser ensemble a I'autoclave. Les milieux, au sortir
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de I'autoclave ont éLé inoculés aprés une semaine seulement, afin de
permettre & la surface du milieu de se solidifier suffisamment pour ne
pas étre blessée par-le fil de platine lors de I'inoculation des levures.

Morphologie des colonies géantes : Du moiit du p H 6,0 solidifié
a la gélatine (159%,) respectivement a la gélose (1,59, a éLé coulé
dans des flacons Erlenmeyer de 125 ccm de facon a couvrir le fond
du flacon d’une couche de 2 cm de hauteur environ.

Le milieu stérilisé a été conservé pendanl une semaine. puis
inoculé de levures au moven d’'un biton de verre suffisamment
épais, dont 'extrémité servant de support aux levures a été arron-
die & la flamme. Celte inoculation s’est faite & partir de colonies
sur mout gélosé en tubes & surface inclinée en apportant un petit
morceau de la colonie au centre de la surface du milieu gélosé dans
le flacon Erlenmeyer.

Les colonies géantes el les colonies en strie dont nous donnons
les photographies, de méme les colonies géantes dont nous faisons.-
la description, sont cultivées exclusivement sur milieu & la gélose :
une grande partie de nos levures liquéfiant la gélatine ou se cultivant
mal sur la gélatine, nous avons renoncé & ce milieu comme standard.

De chaque groupe dontl il a élé question dans le chapilre pré-
cédent, nous avons choisi une culture pour la description :

Groupe | a) (Zygosaccharomyces) : Levures No 2

» h) (Zygosaccharomyces) : » » 18
» I a) (Saccharomyces) : » oy 7
» b) (Saccharomyces) . » w12
» o III (Torula) : » v 44
LI AY (Hanseniaspora) : » » 88
» Y (Torula) I »oo» 48
« VI (Mycoderma) 2 » v b4

Levure N° 2 (Groupe I a). Voir fig. 3.
(Zygosaccharomyces Cavarae Rodio ?)

Cellules rondes Ade 3 & 5 p de diametre ou
ovoides (longueur 5 & 7 p, largeur 3 a 4 p).
Forme des bras de copulation sur milieu
gélosé ; copulations hétérogamicues : le phe-
nomene de la sexualité semble s’arréter a la

plasmogamie ; nous n’avons pas constaté la
formation despores.
Fermente le saccharose et moins fortement ' A0

le maltose. Fig. 3.
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Croissance en dépol dans les milieux liquides sucrés.

Macrocolonies, sur tous les milieux solides, blanches et ridées.
Croit facilement sur la gélatine sans la liquéfier.

Levare No 18 (Groupe [ h.)

Levure 4 aspect de Torula : cellules rondes de 3 & 5 p. de diametre,
souvent avec une bulle de graisse ; plus rarement cellules ovales
(longueur 3 a 4 v, largeur 1,5 & 2 p). Forme les bras de copulalion
seulement sur plaques poreuses et sur milieu Gorodkowa. Des spo-
res n'ont pas été observées.

FFermente le saccharose mais pas le maltose.

Donne par fermentation du jus de datte, titrant 309%, de sucre
interverti, un liquide limpide, d'une odeur Iégéremenl moisic,
d’un degré alcoolique de 5,78 9, en volume. Croissance en déps L.

Macrocolonies lisses ; colonie géante : grisalre avec bord blanc,
petite zone jaunatre entre le centre et ie bord.

Agar en strie : colonie grisatre avec bord de teint plus clair.

Ne liquéfie pas la gélatine.

N. B. — Les levures nos 29 et 30, rentranl dans le groupe I «,
sont caractérisées par des bras de copulalion recourbés de 900 & la
base ; les deux cultures sont encore concordantes par le poids
spécifique du mott fermenté (29 : 1,037 ; 30 : 1,038).

Levure No7 (Groupe Il a).

Saccharomyces

Cellules ovales, largeur 5 a 6 ., longueur 7 & 9 v, et cellules cylin-
driques mesurant 10 & 12 p, en longueur et 3 p en largeur.

Forme sur plaques poreuses des asques par parthénogéncse a
2 et 1 spores, disposées en Lélrades.

IFermentent avec intensité saccharose el maltose.

Croissance en dépol dans les solutions sucrées.

Colonie géante : blanche brunatre, avec cratere au milieu, zone
foncée a une distance de quelques mm. du bord de la colonie.

Agar : colonie blanche, élévation au milieu, avec cannelures
horizontales vers le bord.

Liquéfie fortement la gélatine.
Levure N° 12 (Groupe 11 ).

Saccharomyces.— Voir fig. 4 et 2.

Cellules ovales (longueur 5 a 9 u, largeur 4 a 7 w). Forme facile-
menl les asques & 2 el 4 spores sur plaques poreuses.
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0/09A.

Fig. 4. Fig. 5.

Fermente intensémenl saccharose el maltose.

Produit, dans le jus de dattes, & 30%, de sucre interverti, 6,559,
d’alcool en volume. Croissance en dépdt.

Colonie géante blanche avec cratére au milieu.

Agar : colonie blanche avec légere élévation au milicw.

Ne liquéfie pas la gélatine ; élévalion marquée

©
au milieu de la colonie. 0
Levure No 31, Bl@) 0 D
Torula. Voir fig. 6.
Levure & cellules petiles, de forme ovale, lon- %
gueur 24 5 p, largeur 1,0 & 3 p. %

Ne forme pas d’asques ni sur plaques de pla-
Lr.e, ni sur milieu Gorodkowa.

FFermente le saccharose, mais pas le maltose.

Produit 7,329, d’alcool en volume dans le jus de dattes a 309%,
de sucre interverti.

Croissance en dépdt.

Colonie géante lisse, brune foncée, avec bord blanc.

Agar : colonie brune, brillante, lisse, avec fin bord blanc.

Croissance (res faible sur gélatine.

Levure N° 33.
Torula.
Levure semblable au No 31.
En différe par la présence de cellules cylindriques (243 : 74 8 p).
Ne fermente ni le saccharose ni le maltlose.
Poids spécifique du mott fermenté: 1,038.

Levure No 44. (Groupe II1.) (v. fig. 7.)
Torula.

H-H-'—t-v—---l,ra/u/

Fig. 6.
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Levure composée de cellules grandes el rondes, de 6 a 8 p de
diametre avece une grande bulle de graisse, rappelant les cellules
du Torula pulcherrima, et d’autres cellules plus petites et ovales
(longueur 2 & 4 u, largeur 1,5 & 3 p). Par sa composition de cellules
grandes el pelites, celle levure rappelle 'amidon de blé. Un retriage
nous a prouveé que nous etions hien en présence d’une culture pure ;
les grandes cellules des cultures agées de 1 ou 2 jours ne sonl pas
encore en possession des bulles de
graisse, celles-ci n'apparaissent que le
quatricme jour environ.,

Levure ne fermentantl presque pas.

Colonie géante : toute lisse et blan-
chatre, progressivement plus foncée
vers le centre.

Agar : colonie blanche sans aucun
caractere parficulier.

Geélatine : croil avec pigment rouge;
liquéfie fortement la gélatine en la
coloranl en rouge foncé.

Levure No 88. (Groupe IV.)

Hansentaspora. (v. fig. 8 et 9.)

Cellules a formes api-
culées, longueur 7 a
11 u, largeur 3 a 5yp..
Tendance a allonger les
apicules qui peuvent
ainsi atteindre une lon-
gueur de 14 p.: de la
sorte, une seule cellule
peut prendre unc lon-
gueur de 24 u. A colé
de cela, cellules petites.
rondes ou ovales, 2 a
4 v. de longueur, 1T a 2y
de largeur ; en opérant
un retriage, nous avons
punousassurer quenous
¢lions bien en présence
d’une culture pure.
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Des formes particulieres, surtout en étoiles lobées, ont été tres
souvenl observées.

Forme des asques a 4 spores, rondes ou de forme irrégulicre. Les
asques toujours en petite quantité, ont été observées dans des cul-
Lures sur agar agées de
quelques jours seule-
ment, comme dans les
cultures agées de sept
mois.

Fermente le saccha-
rose, mais pas le mal-
tose.

Produit 4,279, d’al-
cool en volume dans le
jus de dattes a 30 9,
de sucre interverti; le
liquide fermenté étant
d’une odeur rafraichis-
sante d’éther de fruits.

Croissance en dépdt
dans les milieux liqui-

des sucres.

(lolonie géante : brune foncée, avee secteurs de couleur plus claire

Bord tres mince blanchatre.

Agar : colonie brune, lisse, brillante, pourtour légerement lobe.

Croit faiblement sur gélatine en s’enfoncant dans le milicu sans le
liquéfier.

Levure N© 48. (Groupe V.) (v. fig. 10.)

Torula.

Cellules rondes ou légtrement elliptiques
de 445 p de diametre: plus rarement cel
lules allongées. Des spores n’onl jamais éLé
observées ni sur plaques de platre ni sur
milieu Gorodkowa.

Fermente le saccharose mais pas le ma-
ltose.

Produit dans le jus de datte a 30 9, de
sucre interverti 6,55 9%, d’alcool en volume.

Croissance en dépol.
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Colonie géante : lisse, de couleur brune avec bord blanchéatre.
Agar : colonie d’un brillant d’émail, brune au centre, avec bord

blanc.

Les colonies sur gélatine s’enfoncent dans le milieu sans le licquéfier.

Levure N© 54. (Groupe VI.)

(Mycoderma) Voir fig. 11.

Cellules mycodermiques, longueur 10-15 p, largeur 2 a4 4 y. | pro-
plasme vacuolisé et cellules plus petites de forme ovoide, longueur
3 a5 p., largeur 1,5 & 3 p. Forme facilement des chaines. Des spores
n'ont pas été observées ni
sur plaques de platre ni
= sur milieu Gorodkowa.

Fermente le saccharose
mais pas le maltose. IFor-
me dés le début de la fer-
mentation un voile inlense
sur les milieux liquidés
sucrés; donne par fermen-
tation du jus de dattes a
30 9% de sucre interverti,
4,27 %, d’alcool en volu-
me, en colorant le jus
d’une belle couleur orange.

Croit avec intensité sur
tous les milieux : colonie géante: de couleur grisatre, ridée,
pourtour irrégulier. masse centrale élevée et moins ridée.

Croissance irrégulicre sur agar et gélatine. Ne liquéfie la gélatine
que faiblement.

Pour terminer ce chapitre, nous réunissons dans un tlableau
synoptique les 'caractéres morphelogiques et physiologiques essen-
tiels des levures dont nous venons de faire la description.

[L 4 | | ]

Fig. 11.
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VI.
Thermostabilité relative

Nous Llrouvons dans la littérature de multiples indications sur les
recherches faites au sujet de la température-limite de l'existence
des levures. C’esl surtout le Saccharomyces apiculalus que les savants
onl voulu soumellre & ces experiences.

Krocker (17) a exposé ses cultures & des températures de 420
a 520 C, la plus résistante supportant la température de 50¢ pendant
1 heure (motl de bicre).

MurLeEr-THURGAU (12) dit que certaines races de Saccharomyces
apiculalus supporterent un séjour de 10 minutes a 55° (motil de
raisin.

Kavsenr (13) indique 45° comme tempéralure mortelle en milicu
liquide pour Saccharomyces apiculatus.

Bourroux (14) : 529 (. température limite.

WiLeL (15) : 540 C pendant 30 minutes, tempéralure limile.

I'te (16) : indique que pour une apiculée des coings, la mortl se
produit & 600 aprés 1/2 heure.

Afin de nous renseigner sur la résistance de nos levures aux
températures élevees, nous avons soumis ltoule la série & des tem-
pératures de 700,750, 800 C. dans un thermostat (Altmann, Berlin) :

Des cultures sur agar, agées de 4 4 5 mois (les levures 43-89 ayanl
éte 1solées plus lard, étaient dgées de 3 semaines) ont élé inoculées
au moyen du fil de platine dans du mout stérilisé (10 ccm dans des
tubes & essal) : ces cultures ont ¢té abandonnées a la température
du laboratoire pendant 1 jour et soumises & la température voulue
dans un bain-marie. IKn constatant une premiere fois combien la
température de l'eau dans l'appareil diminuail en recevant les
éprouveltes, celle-ci fut dans la suite chauffée au-dessus de la
température de 'expérience, afin qu’en placant les éprouvettes, la
température s’abaisse le plus vite possible au degré voulu ; celui-ci
atteint, les cultures ont été laissées sous l'influence de la chaleur
pendant 20 minutes : sorties du bain, les éprouvettes furent placées
a une temperature de 25¢ C environ ; la grande majorité de nos
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levures fermentant bien, nous avons pris la fermentation recom-
mencante comme critere de la vie de ces cultures ; les 5 cultures du
groupe III ne fermentant pas, ont été inoculées sur milieu solide.

Résultat : 11 cultures sur 89 (les Nos 19, 20, 21, 22, 23, 36, 39,
40, 41, 42, 88) — dont certaines a plusieurs reprises — ont résisté
a l'influence d’une température de 70° C pendant 20 minutes :
1 culture (No 41) a 75° C pendant 20 minutes.

Les 11 cultures se répartissent exclusivement sur les deux de
nos groupes de levures formant les asques par parthénogénese :
groupe II (Saccharomyces) 10 cultures sur 22, groupe IV (Hanse-
niaspora) 1 culture sur 5.

Ces cultures du groupe Saccharomyces — au moment d’étre sou-
mises & l'expérience —- étaient totalement privées de spores; seule
la culture de Hanseniaspora en contenait une petite quantité.

Les résultats des expériences correspondantes ne concordent
toutefois pas entre elles ; une culture se montrant thermostable
une premiere fois, succombe a la chaleur dans une deuxieme série
d’essais dans des conditioss apparemment identiques: la levure No 41
résistant une fois a 759, ne résiste pas 4 70° une autre fois. Seul le
fait que les cultures thermostables se rattachent toutes & un des
deux groupes en question, constitue une concordance entre tous
les essais faits.

Cette méme observatlion a été faite par plusieurs auleurs : KLo-
CKER (17) dit que « malgré lous les soins apportés a entourer les
neuf espéces de conditions tout & fait identiques, chaque espeéce
ne se comporta néanmoins pas, dans quelques cas, de la méme
facon dans les séries expérimentales correspondantes ». Ou encore
KurreratH (11) : « La détermination de la température mortelle
par chauffage a ¢été préconisée comme caractére distinctif des
diverses levures. I semble qu’il faille abandonner cette méthode a
cause de son imprécision a tous les points de vue. Il est d’autres
caracteres distinctifs de plus de valeur el moins sujels & des erreurs
experimentales. »

Nos recherches sur I'influence des conditions sur la thermostabilité
(influence de I'age et de la concentration des cultures, action pro-
tectrice du sucre, action destructrice de I'alcool) furent également
infructueuses. Nous ne pouvons nous prononcer que sur 'influence
de I’4ge des cultures : en cffet, des cultures dgées de 3 a 6 mois sur

agar ont en conditions voulues — toujours donné un résultat
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positif, alors que des cultures dgées de quelques semaines ne mon-
trerent que rarement la thermostabilité : les cultures Agées de
quelques jours seulement, ne se sont jamais montrées thermostables.

IXn changeant la disposition expérimentale, Lelle que nous 'avons
décrite plus haut, les résultats devinrent rarement positifs ; par
contre, en répetant vigoureusement cette technique, nous avons
dans chaque série d’essai observé un certain nombre de cultures
thermostables. Les cellules échappées a l'influence mortelle de la
température semblent &tre en trés petite quantité, la vie ne recom-
mencant & se manifester dans les flacons que plusieurs jours apres
le chauffage (5 & 10 jours, rarement le deuxieme jour).

VII.

Sterilisation des disaccharides
en solution acide

I.’étude physiologique des levures nécessite 'emploi de milieux
sucrés différents. Quelle méthode faut-il choisir pour les composer ?
et — question plus importante — quelle méthode emploiera-t-on
pour les stériliser ? La stérilisation des monoses en solution n’im-
plique pas de difficulté ; mais comment éviter 'hyvdrolyse des bioses
en solution sous 'action de la chaleur ?

Il existe dans les laboratoires de microbiologie des méthodes pour
préparer les solutions stériles de disaccharides en mélangeant les
sucres stérilisés d’'une part, avec les liquides stérilisés d’autre part.
(Cette méthode nécessile un travail long et pénible el qui souvent
encore — toutes les précautions étant prises d’ailleurs — se termine
par des infeclions.

Dans l'intention de trouver moyen de faire ces solutions rapide-
mentl et avec le minimum de danger d’infecltions, nous avons fail
des recherches quantitatives sur I’hvdrolyse des bioses en solution,
en fonction de la température, du temps et du pH.

Les essais portent sur les trois bioses : lactose, mallose, saccharose.
I’indice réducteur des solutions de ces sucres a ¢Lé délerminé avant
el apres la pasteurisaltion ou stérilisalion par la méthode de BER-
TRAND :
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L’oxyde de cuivre réduit le sulfate ferrique en ferreux, qui est de
nouveau oxydé en sulfate ferrique par une solution de permanganate
de potasse de titre connu. .

Les chiffres dans les tableaux expriment la quantité de cuivre
en mgr, réduit par 10 cem de la solution sucrée a 19, avant et apres
I'expérience.

I. Raulin acide ; pH 3,3. Pasteurisation & 80° pendant 20 min

avanl apres

Lactose ................ 126 126
MAlEOSE v cus susssvinsnsn 111 113
SAEEHATOSC cws s ws dassnms \ 0 28

Le saccharose ¢tant hydrolysé dans ces conditions, nous avons
fait une deuxiéme expérience, moins favorable a I’hydrolyse ; le
maltose qui donna une petite différence avant el apres le chauffage
a éle également soumis & ce deuxieme essai ;

I1. Raulin acide ; pH 3,3. Pasleurisation 3 fois & 700 pendant
30 minutes chaque fois.

avant | 1 | 2 | 3
Maltose .......... or 92 92 | 92
Saccharose. . ... ... 0 | 12 19 | 29

Le saccharose ¢tant 14 encore hydrolysé, une Lroisicme expérience
a eteé faite :

IT1. L.e saccharose a été dissout dans milieu Raulin
acide, neutralisé & différents degrés d’acidité par de la potasse caus-
tique a 109, et pasteurisé 3 fois pendant 20 minutes & 80°.

| ananl 1 2 3
pH 7,0 ......... | 0 0 ‘ 0 0 ]
6,0.. .. | 0 0 0 0
5,0 oo | 0 0 0 0 ’
LO .. | 0 6 | 11 | 13 |
kok ook

Quelque temps plus tard, nous avons fait des recherches, alin de
nous renseigner sur la possibilité de stériliser dans 'auloclave les
solutions des disaccharides. Nous avons chauffé a 105° pendant
25 minutes des solutions & 59, de lactose, maltose el saccharose
dans Raulin acide, neutralisé au pH 6,0.
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2 cem de ces solutions donnent avant et aprés stérilisation en
mgr Cu :

aran!  aprés

LiaGtose .. coiusssssams smas | 124 | 125
Maltose :issssssnassnsians 92 92 |
B CCIRTDE ¢4, & 15 g 50 8 8 8 528 0 ‘ 0 '

Nous pouvons affirmer qu’il n’y a pas eu d’hydrolyse dans ces
conditions ; la différence de 1 mgr pour le lactose ne peut indiquer
une décomposition de ce sucre, une différence aussi petite étant
necessairement comprise dans les fautes de 'expérience ; en outre,
nous ne pouvons croire & une hydrolyse du lactose alors que dans
de beaucoup le plus déelicat

les mémes conditions le saccharose
a I'inversion de ces 3 bioses — ne montre aucune altération.

Ce méme essai, répété avee Raulin, neutralisé au pH 5,0 seule-
ment, a donné une légére hydrolyse pour le saccharose.

I'n nous appuyant sur ces expériences, nous avons deés lors stérilise
nos milieux de disaccharides en solution a 'autoclave, a 1059 pen-
dant 25 minutes, en ayant soin de neutraliser au préalable le liquide
dissolvant au pH 6,0.

VIIIL.

Fermentation des disaccharides

Afin de nous renseigner sur I'action enzymalique de nos levures,
des solutions de 5%, de sucres purs dans le milieu de Raulin acide,
ont été stérilisées dans les conditions décrites au chapitre précédent
et inoculées par nos levures. Les résultats obtenus ont montré que
ce milieu minéral auquel les conditions vilaminiques font défaut, est
impropre a ces recherches. Des essais ont ¢Lé repétés, en remplacant
le Raulin acide, par du vin blane, désalcoolisé, neutralisé au pH 6,0,
additionné du sucre (maltose, saccharose 59,) et stérilis¢ a I'auto-
clave. Le tableau suivant indique les résultats obtenus de la fer-
mentalion de ces milicux :
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LEVURE ' Fermentation du
GROUPE GENRE
Ne saccharose ‘ maltose
|
[ 2 I Zygosaccharomices + T

g 2 18 1 b Zygosaccharomyces ¥ —
< = 7 1T a) Saccharomijces ¥ T
w2 )12 11 D) Saccharomijces T ¥
o L :
< ¢ [ 31 — Torula ¥ —
“5 {33 - - Torula - —
= c% ( 88 IV Hanseniaspora T =
E = 48 \Y Torula § -
AL e H4 Vi ’ Mycoderma T S

Ce tableau nous apprend que les levures provenant des dattes
rouges, Nos 88, 48 et 54, ne contiennent pas de maltase ; par contre,
elles renferment de l'invertine, mais en plus petite quantite le
No 54 excepté — que les levures provenant des dattes amhat.
Celles-ci — a l'exception du N° 33 — contiennent toutes de I'inver-
tine en grande quantité.

La mallase se lrouve dans les deux levures du genre Saccharo-
myces (N© 7, 12) qui fermentent le maltose avec la méme inlensilé
que le saccharose et dansla levure de Zygosaccharomyces N°o 2 qui
montre moins d’affinité pour le maltose que pour le saccharose.

Seule la levure Torula No 33 — qui d’ailleurs fermente fortement
le motit de raisin — ne contlient ni mallase ni invertine.

IX.

Fermentation alcoolique du jus
de dattes par ses propres levures

L’usage du mout de raisin dans cette étude a une utililté pour
certaines recherches (courbe de fermentation, etc.): mais nous
avons affaire a des levures triées de dattles,et c’est surtout les rap-
ports de ces levures et de ce substratum fermentescible qui nous
préoccupe.
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(Vest pourquoi nous avons préparé des milieux de dattes, en
suivant la technique décrite au début de ce travail (chap. II), en
inoculant ce milieu — réparti dans de grands flacons Erlenmeyer
— de noslevures Lriées, en ayvant soin de choisir pour chaque échan-
tillon du milieu un type de levure aussi différent que possible.

De méme, nous avons étudié la fermentation du jus de dalles :

1o & hautes concentrations, en faisant fermenter le jus de dattes
normal, additionné de glucose pur.

20 4 concentrations inférieures a 309, en faisant fermenter le jus
normal dilué.

Sous A, nous résumons les observations faites 4 propos de la
fermentation du jus normal ; sous B, nous ferons le rapport des
essaisentrepris relativement alafermentation des jus a hautes concen-
trations ; enfin nous exposerons, sous C, les résultats obtenus par
la fermentation du jus dilué.

A. Fermentation du jus normal (obtenu suivant la tlechnique
décrite au chapitre II).

La courbe de fermentation des Saccharomyces nous indique que
les levures appartenant & ce genre consomment pratiquement tout
le sucre du mott de raisin en peu de temps (5 4 7 jours). Par I'allure
de la courbe relative au genre Saccharemyees, il est facile de voir
que la concentration de sucre du moit de raisin est loin de suffire
aux exigences de ces levures, ferments par excellence; ¢’est pourquoi
— afin de démontrer toute la capacité de fermentation de nos
levures —- nous nous sommes adressé 4 des concentrations de sucre
supérieures a celle du motit de raisin.

Le jus de dattes, préparé comme il a été dit au début de ce travail,
renferme 34,59, de sucre interverti. Afin d’étre en présence d'un
milieu de concentration bien définie en maticre sucrée, nous 'avons
dilué avec de Ueau de facon a ce qu’il renferme 309, de sucre. Un
représentant de chaque groupe de nos levures a été inoculé dans
ce milieu qui fut abandonné a température du laboratoire.

Les résultats obtenus par ces essais furent peu salisfaisanls : le
jus de dattes, tout en fermentant avec intensité, ne présente pas
aux levures des conditions aussi favorables & la fermentation que
le mout de raisin ; pour des liquides titrant la méme quantité de
sucre, la durée de fermentlation est de beaucoup plus longue, la
(quantité d’alcool formé généralement bien plus pelite (plus grande
dans d’aultres cas).
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Nous venons de dire que nos levures de Saccharomyces fermentent
en totalité et avec une rapidilé remarquable le mott de raisin ; en
plus, nous apprenons dans la littérature que le mothit de raisin
enrichi en matiere sucrée, de maniere a titrer 309, de glucose et
fermenté par une bonne levure, peut étre analysé, relativement a
sa teneur en alcool, aprés 3 semaines : or, voici que la fermentation
du jus de dattes (a 309, de sucre interverti) est a peine terminée au
boul de 5 semaines pour 2 de nos levures et méme 6 semaines pour
4 de nos levures.

Nous n’avons pas fait des essais pour découvrir les causes de
cette faiblesse de fermentation. Peut-on accuser un principe acces-
soire (gomme, pectine, tanin) d’étre linhibiteur ? La viscosite
serait-elle suffisante pour rendre I’élimination du CO? difficile et
ralentir ainsi la marche de la fermentation ? L.e probléme est de grand
intérét : nous regrettons de ne plus avoir eu 'occasion de faire des
essais pour rechercher son explication.

Dans le tableau ci-joint, nous indiquons la quantité d’alcool
formé, en poids el en volume, la quantité de sucre restanl en 9,
le nombre de semaines apres lesquelles la détermination a pu étre
faite, et a titre de comparaison le poids spécifique du mout de
raisin fermenté a boul par ces levures (chiffres dont il a été question
au chapitre IV).

Pour doser I'alcool, nous avons distillé les 2/3 du volume : en
élablissant, par la balance de Mohr, le poids specifique du liquide
distillé ramené au volume initial, nous (rouvions dans les tables
alcoolomélriques la concentration en alcool correspondant au poids
specifique du liquide.

; 1 | & | f e
Le\vTu:ﬂ — GENRE i é 1 Alcool | Alcool j1‘551_01'9 gu anggt
L 'S enp.en vol. restant |fermenté
18 | I | Zygosaccharomyces ')! 1,62 5,78 | 19,28 (1,027
12 | 1T | Saccharomyces 61 525 6,55 18,05 1,000
31 | — | Torula 6| 587 | 7,32 13,33 |1,040
88 | IV | Hanseniaspora 5! | 3,41 4,27 | 24,09 11,022
48 | V | Torula 6; 5,25 | 6,55 | 19,46 11,002
54 | VI| Mpyeoderma 61 3.41 1 427 | 20.53 [1.010
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Le Torula 31 donne ici plus d’alcool que dans le mott, alors que
le Saccharomyces (N© 12) n’en donne que 5,259, en poids ; moins
que le Torula! 11 faut signaler le fait que les flacons, restant au
laboratoire pendant 5 a 6 semaines, & une température d’été attei-
gnant facilement 240 C, des pertes d’alcool semblent tres probables,
de sorte que les chiffres ci-dessus doivent élre considérés comme
¢tant légeérement trop bas.

Il est bien évident que ces chiffres ne peuvent élre une mesure
du pouvoir fermenl de nos levures, fait sur lequel il nous importe
d’attirer I'attention puisqu’au chapitre V nous nous sommes servi
de ces chiffres pour compléter la description des espéces.

B. FFermenlation de jus enrichis.

Pour connaitre la dose maximale de sucre permettant de fer-
menter encore, nous avons préparé — simultanément avec les
expériences sus-décrites — des jus de dattes titrant 35, 40, 45...
609, de sucre en additionnant le jus normal de glucose pur.

L.es milieux ainsi préparés, inoculés de la levure No 12 (Saccha-
romyces) ont été abandonnés a I'étuve a la température de 290 C.
Une fermentalion avec forte production d’écume ful encore ob-
servée dans le jus titrant 509, en sucre interverti.

Ceci constalé, nous avons répeté les fermentations des concen-
lrations de 459, et 509, en quantités suffisamment grandes pour
permellre le dosage de I'alcool. Nous indiquons ici les détails de
ces fermentations :

459, : Température 29 °C. Fermente avec intensité apres 4 jours
pendant 2 semaines environ : détermination de 'alcool apres un
mois (100 cem du liquide + 100 cem d’eau; distillation de la moilié
du volume).

Alcool en poids 4,009 alcool en volume 5,009%,; sucre restant
40,07 %.

Odeur du liquide fermenté plutot moisie.

La détermination du sucre par la méthode de BErTrAND devienl
difficile & de si forles concentrations; 'analyse nous a donné en effet.
une concentration en sucre restant devant nécessairement étre trop
haute.

50 9, : Température 290 C. Fermente apres 11 jours pendant quel-
ques jours, pour ne plus donner de fermentation ensuite. Le liquide
en voie de fermentalion répond a P'agitation par la formation d'une
belle couche d’écume.
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La quantité d’alcool formé devant étre minime (voir conc. a45%)
nous avons négligé d’en faire le dosage.

Les essais mous montrent qu’il peut y avoir des phénomenes de
fermentation méme a e tres hautes concentrations de sucre: mais
le phénomene s’arréle bientét: aprés un certain temps, activite
enzymatique des levures s’arréte en présence de si grandes quantités
de sucre.

C. Fermentation de jus diluds.

Dans une troisieme série d’essais, nous recherchons la possibi-
lité d’une fermentation remplissant les exigences d’une bonne fer-
mentation (a savoir : courte durée, production maximale d’alcool
sans production de substances accessoires facheuses). Pour cela
nous faisons fermenter le jus de dattes & des concentrations en
matieres sucrées inférieures a 30%, (259%, 209%, 159,) en diluant
le jus normal avec de 'eau.

Levure inoculée : No 12 (Saccharomyees).

25 9%, : Température du laboratoire soit : 220-24° C. Fermente
apres 1 jour. Durée de la fermentation : 2 semaines. Alcool en poids
6,579%,, alcool en volume 8,189, sucre restant 8,68%,.

20 9%, : Température du laboratoire, soit 220-240 (. Fermente
apres 1 jour. Durée de la fermentation 10 jours. Alcool en poids
5,87 9%, alcool en volume 7,32 9, sucre restant 4,66 9.

15 9. Température du laboratoire, soit 220-24¢ (. Fermente
apres 15 heures. Durée de la fermentation : 10 jours.

Alcool en poids 5,87 9, alcool en volume 7,32 9 sucre restant
0,26 9%,

p H. du liquide avant et aprés fermentation :

avant 4,8 apres 4,0

acidité titrable : 50 cem du liquide fermenté + 100 cem d’eau dis-
tillée + 1 ccm de solution de phénolphtaléine nécessitant 4,5 ccm de
Na OH 2— pour atteindre la coloration rose. Le liquide fermente est
d’une belle couleur jaune d’or, parfaitement limpide el clair, de
I'odeur agréable d’un bon moit fermenté. — Ce n’est donc qu’en le
diluant 4 159%, de sucre que nous réussissons a faire fermenter le jus
de datles rapidement et sans perte sensible de matiére sucrée.
Pour fermenter les grandes quantités de sucre renfermé dans les
dattes, nous sommes donc obligé de diluer fortement le jus pressé :
nous parlerons dans le dernier chapitre de ce travail & propos d’un
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essal d'une fermentation rationnelle du jus de dattes a 15 9, de
sucre initial.

%
ES

En concluant ce chapitre, nous représentons par une lable, puis
graphiquement, la corrélation qui existe entre les fermentations
des diverses concentrations.

Température du laboratoire (220-24¢ C) saul pour les concen-
trations supérieures (45 % et 50 9,) : 290 C.

> : | o ' N ' :

Conc. l d’l i‘Odl}CthIIO . Sucre ! Sucre  Début de la l Durée

| ingtale | OO0 Bl 7o iconsom—} restant | fermentation | de la

en sucre |en poids | en vol. mé % | 9% | aprés: : fermentation

—— ———— ]
159 l 587 | 7,32 14,74 0,26% 15 heures | 10 jours
20% | 587 | 7.32 15,31 4,669,  1jour | 10 jours
20% | 6,87 | &18 16,32 8,68 o4 1 jour . 2 semaines
309, | 5,25 - 6,55 11,95 18,009, qq.jours | 6 semaines
459, | 4,00 | 5,00 [4.93] i[40’07] -1 jours - 2 semaines
509, | ; — jours | 11 jours - aq. jours

Afin de rendre cette table plus intlelligible, nous 'exprimons gra-
phiquement en tracant 4 courbes en fonction de la concentratlion ini-
tiale en matieres sucrées du milieu fermentescible ; soit la courbe

10 de la quantité d’alcool produit

20 de la quantité de sucre restant apres fermentation

30 du débutl de la fermentation

40 de la durée de fermentation.

Nous indiquons sur I'abscisse la concentration initiale en % du
sucre du jus de dattes: el sur 'ordonnée;

10 la quantité d’alcool produil en 9 (poids)

20 ]a quantité de sucre restant en 9

30 le débul de la fermentation en jours.

40 la durée de la fermentation en semaines.

La production d’'alcool est approximativemenl constante, quelle
que soil la quantité de sucre présent. La courbe représentant la
variation de la quantité de sucre restant est fortement ascendante;
la quantité d’alcool formé étant la méme quelle que soit la quantité
initiale de sucre, il doit en effel rester plus de sucre pour une concen-
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tration iniliale; plus haute, la quantité de sucre consommeé par la
levure pour son développement végétatif pour la production de
substances accessoires étant trés petlite par rapport a la quantité de
sucre transformé en alcool, n’influence pratiquement pas lallure
de la courbe représentant le sucre resté apres la fermentation.

La courbe représentant la durée de fermentation par le maximum
qu’elle atteint & la concenfration moyenne (30 %) : la courbe du
début de fermentation nous dit enfin que la fermentation se déclare
d’autant plus tard que la concentration initiale en sucre est plus
haute.

Nous répétons ce qui a déja été dit dans ce chapitre, a savoir
que le chiffre relatif a4 la concentration de 50 9, représentant la
quantité de sucre restant apres fermentation, doil ¢lre considére
comme trop élevé et celui représentant la quantité de sucre consommé
comme (rop bas ; ¢’est pourquol nous avons muni de crochets ces
deux chiffres.
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X.

Essai d’une fermentation rationnelle
et ¢conomique du jus de dattes

Dans le précedent chapilre, nous avons vu que seule la
fermentation du jus de dattes a 15 9, de sucre remplit les conditions
d’une bonne fermentation (fermentation rapide, production maxi-
male de sucre sans production de substances accessoires facheuses).

Nous étudions dans ce chapitre la fermentation économigue du
sucre renfermé dans les dattes en faisant fermenter le jus de datle
titrant 15 9, en matitre sucrée.

Détermination du sucre contenu el dans les jus el dans les marcs
par la méthode de Bertrand.

En préparant Pextrait de dattes, comme il a élé décril au cha-
pitre 11, nous obtenons pour 1000 gr. de pulpes de daltes :

jus 1331 gr. (34,5 9, sucre)
marc 565 gr. (32,8 9, sucre).

@) le jus étant dilué de facon a renfermer 15 9%, de sucre, nous ob-
tenons 3061 gr. de liquide qui par fermentation — dans les condi-
tions citées ci-dessus — donne 3,87 9% d’alcool en poids = 180 gr.
en alcool absolu ; sucre restant (perte) 0,26 °; = 8 gr.

b) pour utiliser le sucre renfermé dans le marc, nous avons em-
ployé deux méthodes, d’usage courant dans l'industrie :

1) I'on extrait une deuxieme i{cis le marc avec de 'eau, en diri-
cgeant les opérations comme indiqué pour la premiére extraction;
le jus obtenu est fermenté et le liquide obtenu distillé.

2) on fait fermenter le marc en suspension dans une grande quan-
tité d’eau (5 parties d’eau pour 1 partie de marc) et U'on distille le
liquide, press¢ apres fermentatlion.

Le rendement est plus élevé dans le deuxieme cas ; en soumel-
tant les 565 gr. de marc a ce (deuxieme) procédé, nous oblenons :

2945 gr. de liquide pressé, ne renfermant plus de sucre el titrantl
4,51 9%, d’alcool en poids = 133 gr. d’alcool absolu, el

242 gr. de deuxiéme mare, titrant 4,02 9, = 9,7 gr. de sucre.
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1000 gr. de pulpes de dattes (=1300 gr. de dattesavecles noyaux)
nous donnent donc 313 gr. d’alcool absolu, dont 180 gr. du ler
et 133 gr. du 2me jus ; sucre restant : 10 gr.

Ce chiffre est vérifié par le calcul théorique : les dattes ayant
servi & ces expériences contenaient, d’apres I'analyse faite, 67 9,
de sucre: d’apres la formule classique de Gav-Lussac :

C8 H20'— 2(C2 H® O +2C 02
180 2 % 46

la quantité d’alcool formé eslt légéremenl plus grande que la
moiti¢ de la quantité de sucre en présence ; les 670 gr. de sucre
fournissent donc environ 340 gr. d’alcool, chiffre bien en concor-
dance avec le chiffre trouvé pratiquement. Il faut rappeler que la
levure consomme une certaine quantité de sucre pour la forma-
tion de produits accessoires, tel que la glycérine, I'acide succinique,
etc, et qu'en plus une certaine quantité de sucre est assimilée par
la levure. — Le bilan ci-joint fera mieux comprendre les résultats
dontl nous venons de faire le compte rendu.

Les 670 gr. de sucre renfermé dans 1000 gr. de pulpe donnent
340 gr. d’alcool d’apres le calcul théorique ; nous obtenons prati-
quement 313 gr. soit le 92 9, du rendement théorique.

Les 8 9, perdus sonl :

10 Les 0,26 9, (=8gr.) de sucre qui restenl dans le premier
jus apres la fermentation.

20 Les 10 gr. de sucre du 2m¢ marc (résidu).

30 Le sucre consommé par les levures pour la production de
substances accessoires et le sucre étant assimilé par la levure.

40 Le sucre perdu au cours des manipulations (pressoir. etc.)

Cette fermentation remplit toutes les conditions d’une bonne fer-
mentation, mais elle ne peut guere ¢tre appelée une «fermentation
industrielle.» LLa dilution aussi forte du milieu fermentescible exige
des appareils particulicrement grands et occasionne une dépense
considérable d’énergie pour la concenlration de 'alcool du liquide
fermenté ; ¢’est dire que le probleme de 'autofermentation (c. a. d.
par les levures de datte) industrielle des grandes quantités de
sucre renfermé dans les dattes attend toujourssasolution définilive.
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Bilan d’une fermentation rationnelle et économique
de pulpe de datte.

Matitres premicres.:

pulpes de dattes

exlraites, pressées.
| >~
A
jus recueilli.
|

Y

dilu¢ 159, sucre.

, Y
‘ fermenté.

|
Y
ler marc

v
dilué au 1/6

|

|
fermenté, pressé

~

>
jus recueilli.

Y

2me marc (résidu, perte)

| Poids | Sucre

i en gr. | en gr.

1000 670

1331 | 345
3061 | 345
8

265 328

3390 | 328

2945 | 0

212 | 9,70

Total. . . .

Alcool

Rendement
théorique
en gr.
340

Rendement
pratique

180

133
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EXPLICATIONS DES FIGURES

Figure 1: Courbe de fermentation en fonction du poids spécifique
(quantité transformée) du moiit en voie de fermentation et du
temps ; voir page 478.

Figure 2 : Courbe de fermentation en fonction de la différence du
poids spécifique (vitesse de réaction) et du temps: voir page 479.

Figure 3 : Zygosaccharomyces No 2 (Groupe I): culture en strie
sur mout gélosé, agée de 7 jours.

Figure 4 : Saccharomyces No 12 (Groupe II): culture en strie
sur mout gélose, agée de 7 jours.

Figure 5: Saccharomyces No 12 (Groupe II): une semaine sur
plaques poreuses.
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Figure 6 : Torula No 31 ; culture en strie sur motit gélosé, agée
de 7 jours.

Figure 7 : Torula No 44 (Groupe III) ; culture en strie sur motit
gélosé, agée de 7 jours.

Figure 8 : Hanseniaspora No 88 (Groupe IV) ; culture en strie sur
mott gélosé, agée de 7 jours.

Figure 9 : Hanseniaspora No 88 (Groupe IV); 7 mois sur mott
gélosé.

Figure 10 : Torula No 48 (Groupe V) ; cullure en strie sur mottl
gelosé, dgée de 7 jours.

Figure 11 : Mycoderma No 54 (Groupe VI); culture en strie sur
mout gélosé¢, Agée de 7 jours.

Figure 12 : Courbes relatives & la fermentation alcoolique du jus
de dattes ; voir page 500.

EXPLICATIONS DES PLANCHES

Planche 1. De gauche a droite :
Culture No 2 : Zvgosaccharomyces (Groupe I. a)
» 18 : Zygosaccharomyces (Groupe 1. b.)
» 7 : Saccharomyces (Groupe 11I. a.)
» 13 : Saccharomyces (Groupe II. b.)
» 31 : Torula
» 44 : Torula (Groupe III)
» 48 : Torula (Groupe V)
» o4 : Mycoderma (Groupe VI
» 88 : Hanseniaspora (Groupe IV)
Planche 2. De gauche & droite :
Culture No 88 : Hanseniaspora (Groupe IV).
» 18 : Zvgosaccharomyces (Groupe I. b.).
» 2 : Zygosaccharomyces (Groupe ‘1. a.).
Au milieu, de gauche a droite :
Culture No 31 : Torula :
» 7 : Saccharomyces (Groupe II. a.).
» 12 : Saccharomyces (Groupe II. b.).
En bas, de gauche 4 droite :
Culture No 44 : Torula (Groupe III).
» 54 : Mycoderma (Groupe VI)
» 48 : Torula (Groupe V).
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