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AVANT PROPOS

C'est au début de ce sidcle, & la suite de travaux de
physiologistes tels que HOPKINS et STEPP que furent définies,
dans l'alimentation animale, les "maladies par carence" et
la notion de "vitamine".

Les vitamines, isolées & 1'état pur et sous la forme ou
elles se trouvent dans les milieux naturels furent d'abord
dosées gréce & des tests physiologiques pratiqués sur animaux
de laboratoire: c'était le dosage biologique.

Voici une quinzaine d'années, on caractérisa, chez les
microorganismes, des substances indispensables et agissant &
des doses infinitésimales, sous le nom de "facteurs de crois-
sance". Ceux-ci furent, dans la majorité des cas, identifiés
aux vitamines, d'olu 1l'utilisation des microorganismes pour le
dosage de ces catalyseurs biologiqués: ainsi naquirent les
méthodes de dosage microbiologique.— A ltheure actuelle, de
nonmbreuses techniques ont été mises au ponint: elles offrent
1'avantage d'étre plus simples et pluc rapides que les métho-
des biologiques; peut-8tre sont-elles aussi plus fidéles?

Au hasard de recherches effectuées sous la direction de
notre Maitre, Monsieur A. CAMUS, Directeur de Recherches &
1'Institut National de la Recherche Agronomique et Professeur
& 1'Ecole Nationale des Industries Agricoles, nous avons étu-
dié un microorganisme pour lequel la nicobinamide s'est ré-—
vélée "facteur de croissance".

Nous avons entrepris nos premiers essais systématiques
et enregistré des résultats tres intéressants, préliminaires
du travail que nous présentons aujourd'hui, sous l'inspira-
tion de Monsieur CAMUS et aidé ~~r ses encouragements; nous
le prions de bien vouloir trouver ici le témoignage de notre
reconnaissance et l'expression de notre reapectueux dévoue-—
ment.,



Les recherches ultérieures furent effectuées sous la di-
rection de Monsieur le Professeur P. BOULANGER, de la PFaculté
de Médecine et de Pharmacie de 1'Université de Lille., Nous le
remercions trés sincérement tant pour la sollicitude qu'il
n'a jamais cessé de nous manifester que pour l'aide et les
conseils que nous a apportés sa haute autorité scientifique.
Nous tenons & lui exprimer, une fols encore, notre respectu-
euse considération et nos sentiments de profonde gratitude.

Notre travail a été également beaucoup facilité par 1!
enseignerent recu lors du stage consacré aux "dosages micro-
biologiques des vitamines" organisé par Monsieur le Profes—
seur TERROINE au Centre National de la Recherche Scientifique
en septembre I952.

Ce stage, qui s'est déroulé dans les laboratoires de Mes-
sieurs les Professeurs POLONOVSKI et JACQUOT, de Monmsieur le
Commandant HOUZE, assistés de leurs collaborateurs, nous a
permis dtaméliorer nos techniques et de contrdler nos résul-
tats.

Enfin, c'est & titre posthume que nous adresserons une
ultime pensée et des remerciements sincéres & Monsieur le Pro-
fesseur DELOFFRE qui avait accepté d'étre le rapporteur de no-
tre thése et qui, trop t86t disparu, nous avait, durant les
derniers mois de sa vie, conseillé et guidé avec tant de bien-
veillance dans 1l'étude du sujet proposé par la Faculté.

Nous exprimons notre vive reconnaissance & Monsieur le
Professeur MICHEL, & Mademoiselle le Professeur DELWAULLE et
4 Monsieur le Professeur BONNEMAN, pour 1l'honneur qu'ils nous
ont fait en acceptant d'étre Président et Membres de notre
dJury.

Nos remerciements iront également & Mademoiselle M., LIE-
NARD, secrétaire dévouée de notre Fcole, pour son amicale col-
laboration technique au travail d'impression de cette publi-
cation.

Travail réalisé dans les laboratoires du
Centre d'Applications et de Recherches de
1'BEcole Nationale des Industries Agricoles.
Directeur de 1'Ecole: Monsieur A. BONASTRE
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INTRODUCTION

Des recherches antérieures (1) sur un aspect du vieil-
lissement des produits laitiers en poudre ont mis en éviden—
ce la sensibilité présentée par une levure du lactose vis-&-
vis de la nicotinamide (2).

Le fait avait déja été signalé notamment par Van Laer
(3 p. 38I) qui cite l°acide nicotinique et son amide comme
facteur de croissance des levures du lait, et par Rogosa
(4) qui, parmi les levures, fait la différenciation entre
celles qui ne fermentent pas le lactose et sont capables de
synthétiser ltacide nicotinique et celles qui, fermentant ce
sucre, exigent l'apport extérieur de cette vitamine.

Dans ce groupe llauteur signale notamment:

Torula cremoris

Torula lactosa

Monilia pseudotropicalis

Mycotorula lactis

Zygosaccharomyces lactis

et enfin:
Saccharomyces lactis
Saccharomyces fragilis

Nous avons pu mettre au point un milieu de culture
exempt de nicotinamide, apportant par ailleurs tous les au-
tres éléments nécessaires & cette levure et susceptible de
servir de base & une méthode de dosage microbiologique de
cette vitamine, convenant pour tous les procuits alimentai-
res et particmulitrement intéressante dans le cas des pro-
duits laitiers,



I1 convenait d'étudier le comportement de cette levure
gous les deux aspects classiques :

1) dans sa fonction fermentative, par l'examen de la
production dtalcool en anadrobiose.

2) dans sa fonction végétative, par celui de la mul-
tiplication des cellules en adrobiose.



CHLPITRE A

LA LEVURE

IDENTIFICATION

Isolée de la surface d'um camembert au début de sa matu-
ration, elle a été identifide selon la méthode de Guillier-
mond (5)

Elle fermente le lactose, caractéristique qui permet
de simplifier beaucoup le travail d'identification -~ Guil-
liermond éerit en effet (5 p. 259) "La plupart des levures
n'ont pas d'action sur la lactose, rares et par conséquent
caractéristiques sont celles qui font fermenter ce sucre".

BElle présente les caracteres suivants

Aspect microscopigue : cellules ovoides & protoplasme

régulier, avec bourgeomnements,
Dimensions : 3,5 & 5)&

(Voir schéma I)

Aspect macroscopique

a) sur gélose matritive, colonies circulaires don-

nant aprés vieillissement de grandes colonies & bords larges
et minces avec des prolongements arborescents.

(Voir schéma II)

b) sur gélatine nutritive, colonies géantes mon—
trant au centre l'aspect d'un cratére aux bords relevés, en-
touré d'une large surface sensiblement circulaire, coupée
par des rayons.

(Volr schéma III)

c) en piqures, développement le long de la partie
piquée, la prolifération mierchbienne s'intensifiant régu-—
lierement du fond vers la surface.



SCHEMA I
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Aspect microscopique

cellules ovecides &
protoplasme régulier

avec bourgeonnements

Aspect macroscopigue

avec prolongements

arborescents.

Aspect macroscopigue

sur gélatine nutritive
Colonie géante

avec au centre un cratére

3 bords relevés

coupe



Sucres fermentés :

Fermentation active du lactose avec production d'une
cdeur aromatique tres agréable,
~ Fermentation active du glucose, du saccharose, du
mannose ,
Fermentation trés active du galactose,
FPermentation nulle du maltose.

Ces quelques caracteéres permettent de classer cette
levure dans le groupe de :
—~ Saccharomyces lactis ﬁ de W. Dombrowski ou éventuel-
lement 1
— Saccharomyces fragilis de Jorgensen; ces deux for—
mes paraissant &tre, toujours d'aprds Guilliermond, extré-

mement voisines,

ENTRETIEN de la SQUCHE

Afin de respecter l'origine de la levure (isolée d'un
camembert), nous utilisons, pour son entrctien en culture
pure, un milieu nutritif naturel trés employ: en industrie

laitiere : le lactosérum gélosé :

Technioue de préparation:

0

—~ Déprotéiniser, par autoclavage & I durant 20 mi-

G~

0o
nutes, un lactosérum de fromagerie ou, & défaut, un lacto—
sérum prépaté au laboratoire par coagnlation, par la présu—
re, de lait de vache frais,

— Neutraliser & pH 6,8 (Indiceteur : bleu de bromo—
thymol) le sérum déprotéinisé.

— Géloser, & raison de 17 gr de gélose par litre, le
sérum neutralisé; faire fondre la gélose par autoclavage 3
1202 durant 20 minutes,

— Apres filtration, répartir le milieu ainsi obtenu
en tubes 3 essais et boucher au coton cardd.



— Stériliser & 115¢ durant 20 minutes et incliner les
tubes dts la sortie de l'autoclave.

Repiquer la souche en stries, tous les 15 jours envi-
ron, sur ce milieu gélosé.— Apres incubation de 48 heures
3 1'étuve & 302, la culture est assez abondante et doit &tre
sortie de 1'étuve et portde & la température du laboratoire.

PREPARATION de 1'INOCULUN

Le procédé habituellement utilisé pour préparer 1'ino-—
culum destiné aux dosages microbiologiques est la culture
sur milieu nubritif liquide complet, suivie, apres dévelop—
pement, de lavages des cellules microblennes au sérum phy-
siologique stérile, par centrifugations, décantations, mises
en suspension successives; la derniére suspension, totale-
ment privée de pilieu nutritif et des facteurs de croissance
qu'il renferme, comstituant 1l'inoculum fimnal.

Cette manipulation est longue et délicate, du falt de
la nécessité absolue d'observer les regles de 1l'asepsie.

Dans l'ensemble de notre travail, nous avons toujours
employé une méthode plus simple (6) dont les résultats nous
ont domné entiere catisfaction.

L'inoculum est priparé en prélevant aseptiquement, au
moyen de lianse de platine, directement sur les stries de
culture sur gélose inclinée, une faible charge de cellules
microbiennes; ce préldvement est mis en suspensicn dans 10
5 15 em? de sérum physiologique stérile.

Comme précédemment, 1'inoculum est totalement exempt
de milieu nutritif ayant servi & la culture; d'autre part,
gselon Van Laer (3 page 378), le stockage intra-cellulaire
de micotinamide n'est pas & redcuter dans le cas des levu—
res, et, en fait, nous nlavons jamals enregistré, dans les

dosages, de perturbations imputables & ce phénomene ,

o - . . . . e > 3
— G e g g S g TRl 1 o 58 g 05 g &



CHAPITRE B

LE MILIEU DE CULTURE

MISE AU POINT D'UN MILIEU DE CULTURE SYNTHETIQUE

I1 convenait de réaliser un milieu de culture synthé-
tique, exempt de nicotinamide et susceptible cependant 4!
apporter & la levure tous les autres éléments nécessaires &
son développement normal.

Tenant compte des besoins des levures en carbone,
azgote, matieres minérales, facteurs de croissance et eau,
dennés d'une part par des ouvrages généraux de microbiolo—
gie (3, 7, 8) et d'autre part par des publications spécia-
lisées sur les méthodes de dosage microbiologique des vita-
mines (6, 9, 10) et aprés de nombreux essais au laboratol-
re, nous avons retenu la formule suivante:

Pour un volume final de 1 litre :

Tactose R AL seveessocss ciseis ewevsess G0 B

Hydrolysat de caséine " Vitamin free "

(exempt de vitamine) ..... 5 g
dissoudre & chaud dans environ 900 cm3 d'eau bidistillée
et ajouter apres compléte dissolution:

Solutions de Vitamines:

BEL . T < swmmnine wd s xa§ 5943 g0 san PR S . 10 cm3
SO]—. V2 @ & @ 8 6 0 o @ 0 0 " e & 9 % 8 % 8 0 0 s e e e 0 s s 0 0 1-O cm3

Solutions salines

S0le Bl cocomssansvanmsdsnpissssvasessumey R0 GBS

S501le B2 seeevtrenrcanns ssssnvssene sy swea A0 CM3

50le 5% seerriiscencriraennnns censema wewne 1O MY
bien agiter le milieu entre chague addition de solution
saline,

Compléter & 1 litre avec l'eau bidistillée.,



Stériliser et filtrer afin d'obtenir un milieu par—
faltement limpide.
Solutions de Vitamines

La détermination des différents facteurs de croilssan—
ce et des doses & ajouter au milieu s'est inspirée de tra-
vaux (11, 12) mettant en relief, pour certains microorga—
nismes et plus particuliérement pour les levures, l'ordre
de grandeur du besoin en chacun de ces facteurs.

Elle tient compte aussi d'essails systématiques réali-
sés au laboratoire avec la levure utilisée.— La plupart de
ces facteurs sontajoutéds par simple souei de séecurité, la
levure devant avoir la possibilité d'en réaliser la syn—
these.

Sol, Vl + pour 100 cm3 de volume final:

Thigmine .ceesvvaess 10 ng

Riboflaving .c.co.e A mg

BLEEIOE susvemsnnae 1 ng
aprés dissolution en milieu faiblement acétique, cette solu-
tion de vitenines est ajustée & 100 ecm? avec de 1l'eau bi-
distillée et de 1l'aleool éthylique, afin que l'ensemble ti-
tre environ 50° GL. Ille est conservée & la glaciére et &

l'abri de la luniere,

Sol., V2 ;3 pour 100 em3 de volume final ¢

Py?f'idOYinG % 66088 3 mg
Pantothénate de Ca 3 mg

Mésoinositol seevao 5 ng
Cette solution s'effectue directement dans lteau bLidistillée
et est ajustée au volume final comme ci-dessus, afin d'ob-
tenir un titre alecoolique du mélange voisin de 509 GL.~
Elle doit également é&tre conservée & la glaciere,



Solutions salines :

Sol S7 : pour 100 cm3 de volume final
Phosphate mono—potassique seoesesees 10,00 g
Phosphate di—s0digu€.cesecescscncnes 0,50 &g
Sol Sp : pour 100 em3 de volume final
Sulfate de magnésium seeesecvscesses 1,50 g
Bolfate FETrYeuR iavesssssassnns pess 0,10 ¢
Sol 83 ¢ pour 100 cm® de volume final
Uhlorure de c8lelil couisssesvnssss “w 1,00 g

Ces solutions se font dans l'eau bidistillée

Le milieu de culture se trouve en général & pH voisin
de 4,5; le caractére acidophile des levures rend inutile sa
neutralisation & pH 6,8 comme cela se fait pour la culture
d'autres microorganismes, notamment des lactobacilles.
Remarque

Le traitement destiné & priver lthydrolysat de caséi-
ne de ses vitamines consiste en un chauffage & 1209 durant
10 heures dans SO04Ho & 25 % (6, 13); il a pour effet de dé-
truire totalement le tryptophane,

Nous avams vérifié que "Saccharomyces lactis # " n!
effectuait pas la syntheése de la nicotinamide 3 paftir de
cet acide aminé et, par conséquent, que 1'addition de tryp-
tophane au milieu ne modifiait en rien les résultats analy-
tiques.

I
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CHLAPITRE C

T T ————

PREMIER ASPECT: TA FONCTION FERMENTATIVE

PROTOCOLE d'EXPERIBICE

Pour étudier les variations de l'activité fermentaire
de la levure considérée, en fonction de la teneur du milieu
de culture en nicotinamide, nous avons utilisé la technique
suivante: le substrat & étudier, toujours composé du milieu
de culture de base dans lequel la nicetinamide est mise en
solution, est réparti en tubes & essais de 25 x 250 & rai-
son de 50 cm? par tube, ceci afin dfobtenir un rapport
g%gg%%%aE de liquide faible et d? favoriser la fe?ménta?i@?
anadrobie .~ Les tubes sont bouchés au coton et steérilises a
1159 durant 20 minutes.

kpres refroidissemen’, ils sont ensemencés avec 1 cm3
d'inoculum et mis en incubation & 1ltébuve & 30°.

Des prélévenents aseptiques, de volume constant et
égal & 5 cm3, destinds aux dosages, sont faits périodique-
ment, & la pipette graduée stériie.

Sur ces prélevements, nous dosons l'alcool formé par
la méthode de Martin et Nourrisson (14), fondée sur 1'oxy—
dation de l'alcool par le bichromate de potassium en milieu
sulfurique, suivie du dosage du bichromate en exces par ti-
tration, au moyen de 1l'hyposulfite de sodium, de l'iode
qu'il libére quantitativement en présence d‘un exces d'iodu-
re de potassium.

INFLUENCE DE LA NICOTINAMIDE SUR LA FERMENTATION ALCOOLIQUE
DU _LACTOSE.

Essadi gualitatif:

Dans un premier essai qualitatif, nous avons établi
la courbe de feimentation alcoolique (alcool formé en fone—



e o o

tion de la durée d'incubation) de deux séries de milieu nu-

tritif.,

lére Série: tubes contenant 50 em3 de milieu de base exempts
de nicotinamide.

2eme Série: tubes contenant 50 em3 de milieu de base addi-
tionmnés de 1 mg de micotinamide,

Ces deux séries, traitées corme nous l'avomns indiqué au pa-—

ragraphe précédent, cnt douné les résultats analytiques ré-

sumés dans le tableau A et le graphique I

TABLEAU A

(Valeurs royeymes exprimées en mg d'alcool
i éthylique dans 50 em3)

Tenps d'incubation en heures

E 48 h. | 85 h. | 120 h.
ldre Série 25 | 45 60
otme Série 275 . T35 1 795

Ces résultats font ressortir que:

1) en l'absence de nicctinamide, la fermentation est
presque nulle (aprés»lzo heures d'in:cubation, 60 mg d'alcool
dans 50 cm3).

2) d&s que 1l'on ajoute de la nicotinamide la fermenta-
tion redevient normale (apris 120 h. d*incubation, 795 mg
d'alecool dans 50 cm3).

Bssai quantitatif:

Ce premier résultat, qui, du point de wvue qualitatif,
mettailt trés nettement en évidence llaction de la vitamine
étudiée, ne donnait aucune indication quantitative sur les
doses extrémes, maxima et minima, limitant cette action.

Les séries d'essais suivantes permirent de fixer ces



alcool en mg dans S0 cm3

GRAPHIQUE I
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limites et apporterent des eonstatations supplémentaires

résunées dans le tableau B et le graphique II.

lere Série: Tubes contenant 50 em3 de milieu de base exenpts
de nicotinamide,

Autres Séries: Tubes contenant 50 cm3 de milieu de base ad—

ditiomnés de doses croissantes de nicotinamide:
2 savoir:

2¢me série : 0,0005 mg de nicotinamide

3eme - : 0,001 mg de
4eme -~ ¢ 0,0025 mg ae
Seme - : 0,005 mg de

Les géries suivantes: respectivement : 0,01 -~ 0,025 ~
0,05 - 0,10 - 0,25 - 0,50 ~ 1,00 —~ mg de nicotinamide.

TABLEAU B

(Valeurs moyennes exprimées en mg d'alcool
éthylique dans 50 cm3)

. Temps d'incubation en heures

48 h. | 85 h. = 120 h.

l¥re Série | 25 | 45 | 60

2tme Série | 60 | 160 | 210

3¢me Série | 115 ;300 | 450

4eme Série 130 g 375 L 645

Seme Série et: 275 | 735 795 ;
les séries i ;
suivantes j i g

la dose de 0,005 mg de nicotinamide dans 50 cm3 de milieu
constitue la dose nécessaire et suffisante pour déterminer
1'action accélératrice maximum sur 'a fermentation alcooli-
que .

Il n'existe pratiquement pas de dose minimum, 1'addi-
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tion de quantités inférieures & la limite précédente
(0,0025 - 0,001 -~ 0,0005 mg dans 50 cm?) détermine, elle
aussi, une action accélératrice sur la fermentation, action
d'autant plus faible que la quantité ajoutée est elle-méme
plus faible.

Dans une nouvelle série d'essais, mnous avons précisé
cette seconde observation et les résultats résumés dans le
tableau C et le graphique III n'appellent aucune explice-
tion complémentaire.

TABLEAU C

.......... s

(Valeurs exprimées en mg d'alcocl éthylique
dans 50 cm3).

Quantité de nicotinamide! Temps d'incubation en heures

ajoutée aux 50 cm? de

nilieu de base (en }kg) 48 h. 85 H. 120 h.
0,00 25 45 65
0,25 80 130 i 160
0,50 145 245 300
1,00 225 445 510
1,50 295 615 725
2,50 315 655 780

Négligeant la vitesse de fermentation, nous pouvons
mesurer la quantité d'alcool formée apres stabilisation de
la fermentation.— L'expérience nous a montré que cette der-
nidre est atteinte aprds 120 heures, dans les conditions
d'ensemencement et de culture utilisées.

Le graphique IV représente la quantité d'alcool, ex—
prinde en mg, formée aprés 120 h. d*incubation, en fonction
de la dose de nicotinamide, exprimée en }kg, présente dans
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50 em? de milieu; il montre que, dans les limites de O &
1:5 }Lg dans 50 em3, il y a sensiblement proportionnalité
entre le taux d'alcocl formé et la guantité de vitamine
contenue daens le milieu.

APPLTICATION AU DOSAGE DE LA NICOTINAMIDE.

Les observations précédentes permettent de conclure
que la nicotinamide est bien, pour la levure ccnsidérée,
un facteur de croissance, c'est-a—-dire une substance indis-
pensable & son développement et dont elle est incapable
d'effectuer la synthese (15, 16).

I1 est alors rossible de concevolir gue "Saccharomyces
lactis ﬁ ", cultivé sur le milieu exempt de nicotinamide,
puisseiétre 1'agent d'une technique de dosage microbiologi-
que de cette vitamine dans les produits alimentaires.

Des essais de dosage sur des produits laitiers (en
sarticulier le lactosérum de fromagerie) nous ont donné des
résultats satisfaisants. Pour chaque dosage, nous avons
cherché & contrbler notre technique en utilisant la méthode
de 1l'addition de quantités connues du produit & doser, sous
forme pure.

Principe duv dosage:

I1 s'agit d'apporter au milieu synthétique de culture
une quentité de nicotimamide enprumtée au produit & analy—
ser et comprise entre 0 et 00,0015 mg dans 50 cn3 de milieu.

Un dosage d’aleool, apres 120 h. de culture de la le-
vure, détermine 1l'infiuence exercée par la vitamine conte-
nue dans la quantité de produit qui a été ajoutée.

La comparaison avec une courbe ¢talon, du type gra-—
phique IV, damns laquelle le facteur de croissance est in-
troduit sous forme pure, donne 1'échelle de conversion.—
Si 1'on ne posséde pas de données approximatives sur la te—
neur du produit en nicotinanmide, un essai préalable est né-
cessaire pour déterniner la quantité qui apportera la dose
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de vitamine, dans les limites présentes, de O & 0,0015 nmg.—
A cet effet, on ajoute & des tubes contenant 50 cm3 de mi-
lieu synthétique des doses décrolssantes d'extrait du pro-
dult & amalyser. Apres ensenmencenment par la levure, un do-
sage d'alcocl effectué gpres 120 heures d'incubation & 302,
précise les quantités limites de 1'échamtillon & prélever.—
Dans le cas du lactosérum de fromagerie, par exemple, elles
sont de l'ordre deD,5 & 1 cm3.

Mode opératoire:

Etablissement de 1'échelle de référence:

Solution stock de nicotinamide: c'est une solu-
tion dans 1l'alcool éthylique redistillé remdlermant 100 )Lg
de vitamine par cm3. Cette sclution peut se conserver 4 la
glaciére durant plusieurs mois sans staltérer.

_ Au moment de 1l'emploi, elle est diluée dans
lt'eau bidistillée & raison de 1 em’ pour 200 cm3 de volume
final; chaque cm3 de la soluticn diluée cowrespond alors
a4 0,5 Mg de vitamine.

1échelle de référence comportera 5 tubes renfermant
respectivement:

0-0,5 -1 -2 o B em3 de sol. diluée (de ni~

Jeoti~
soit 0 - 0,25 - 0,50 -~ 1 - 1,50 };_g (namide
Ils seronmt complétés & 3 cm? avec de l'eauw bidistillée,
puls additiommés de 47 cm3 de milieu de culture de base.
Cette échelle perme*tra, aprts dosage de l'alcool, 4'éta-
blir la courbe étalon,

Dosage proyrement dit:

Pour plus de simplicité, nous considérerons le
cas du dosage dane un produit hydroscluble : le lactosérum
de fromagerie, qu'il suffira de diluer au demi afin que
chaque cm3 renferme de 0,2 & 0,5 !Lg de nicotinamlde.

Cette dilution faite,/la répartir dans les tu-
bes & raison de:

1 ~2 -3 cm3%.—~ Compléter & 3 cm? avec de 1l'eau bi~
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distillée et ajouter 47 cn3 de nilieu de culture.
L'ensenble des tubes (échelle et dosage), apres
stérilisation & 115¢ durant 20 nminutes, sera ensemencé sui-
vant la technique décrite.— hprés 120 heures d'incubation
nous doserons l'alcool.
Vérification:

Afin de vérifier nos résultats, nous préparons
un tube témoin qui contient un volume déja étudié de pro-
duit & doser (souvent 1 em3) et en plus 0,50 Mg de nicoti-
namide (soit 1 em3 de solution dilude de cette vitamine) .-
Complété & 3 cm3, additiomné de 47 cm? de milieu, ce tube
est traité comme ci-dessus.

Exemple numérique et lecture des résultats:

Dosage cffectué sur un lactosérurm dilué au 1/2.
Voici les teneurs en alcool obtenues dans les
conditions habituelless

TuELEAU D
(Alcool ethyllquc f@ﬂﬁe aprés
120 h. d?iacubation)
Echelle Alecool i Dosage Alcool
(/d~g de micotinamide (mg dans {3 de eérum dilué (mg dans
dans 50 cm3) 50 em3) i dans 50 cm3) 50 cm3)
0,00 65 1 245
0,25 150 2 410
0,50 Z00
1,00 510 Ll em?3 + 0,50 455
de nicotinarmide
1,50 725

Les deux prem:eres colonnes du tableau D donnent la
courbe étalon représentant l'alcool formé en fonction de la
teneur en vitarmine étudide; les valeurs de la 4eéme colonne
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du méme tableau, reportées sur la courbe étalon, donment la
quantité de cette vitamine présente dans le volume de sérum
dilué de la colomme 3 et, par suite, la richesse du produit
initial.

Exemple:

245 mg d'alcool correspondent & 0,39 g de vitamine

0,39 }Lg de vitamine somt apportés par 1 em? de sérum dilué

soit par cm3 de sérum : 0,78 Mg

de mbme : 4I0 mg d'alcool correspondent & 0,76 fxg de vita-
mine

soit par cm3 de gérun 0,76 Mg
enfin ! 455 mg d'alcool correspondent & 0,86 /ﬁg de vitamine
pour 1 cm3 de sérun dilué : 0,86 — 0,50 — 0,36 Mg

soit par cm3 de sérum : 0,72 }Lg

Le graphique V représente les courbes de fermentation
en fonction du tenps.

Le graphique VI est celui servant au dosage, ¢tabli
d'apres les valeurs du tableau D.

iy I @ PN g v, g €
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DEUXIEME ASPECT: T4 FONCTIQE%EQQQQ&EEX@

TRANSPOSITION % la FONCTION VEGETATIVE des RESULCATS ACQUIS
POUR TA FONCTION FERMENTATIVE.

Des essais semblowics aux précédents ont été effec-
tués en aérobiose, sur boites de Roux, afin de favoriser la
fonction végétative. Le milieu de culture utilisé renferme
les mémes composants, mais & une concentration finale moitié
noins forte, csei pour réduire la teneur en alcool en fin
dtexpérience,

L'ensemencenent se fait dans des conditions absolument
serblables, mais 1'incubation & la température de 202 au
lieu de 309 afin de réduire 1'évaporation du liquide, que la
large surface de la boite de Roux a tendance & favoriser.

Le nombre de cellules de levurc cst apprécié par une
mesure opacimétrique, & l'aide de liélcctrophotometre de
Meunicr, en wuve & traversée verticale sous une longueur
diomde ,,....... A = 4700 X (Bleu)

ETATONNAGE de 1'ELECTROPHOTCMETRE

Si nous considérons une culture dz levure ou de tout
autre nicroorganisme en miliew liquide, nous pouvons, & un
moment dorné de la croissance, établir des relations entre
les 3 éléments caractéristiques sulvants:

— Poids de cellules stches % pour un
— Nombre de cellules { Vvolume
—~ Opacité provoquée par les cellules) domé

Le poids de cellules sdches adopté est celui de la ré-
colte centrifugée, lavée et séchée & 100 — 1022, de 10 cm5
de culture aprés 120 h. d'incubation.



Le nombre des cellules est déterminé, apres le méme
temps, au compte-globules de lMalassez (17) et exprimé pour
un volume de 1/100 de mm3.

L'opacité est exprinée en nombre de divisions du tam-
bour de 1l'électrophotometre de Meunier (18, 19) pour la tra-
versée verticale de la cuve "Djourbel" de 10 mm d'épaisseur,
en utilisant 1'écran bleu : ;x = 4700 2

Wous préférons la cuve & traversée verticale, & celle
& traversée horizontale habituellement utilisée, du fait de
la rapidité de sédimentation des suspensions de levures.

Les chiffres de correspcondance sont les suivants:

TABLEAU E
Popids de cellules | Nombre de cellules Opacité
séches dans 10cm? dans 1/100 mm3 (W divisions de
tambour)
16,00 mg 2.000 478
15,00 mg 1.880 - 470
10,00 mg 1.250 410
8,70 mg 1.080 380
5,50 ng 750 310
2,80 mg 350 = 208
1,25 mg — : 106
0,60 mg - 55

Les valeurs (N divisions du tambour) sont exprimées
apres défalecation de l'absorption de base mesurée sur le mi-
lieu de culture avent incubation (20)

N =mn-ngo
n = lecture réelle
Ny = lecture sur le milieu avant incubation
Le graphique VII indique les variations du nombre de cellu—
les et de 1l'opacité en fonction du poids des cellules.
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Si la variationm du nombre de cellules en fonction de
leur poids peut &tre assimilée & une fonetion linéaire, dans
le cas d'une culture jeune en pleine activité, il n'en est
plus de méme pour la variation des graduations de 1'électro-
photomdtre en fonction de ce méme poids. Or, si comme cela
s'est trouvé vérifié, la présence de certaines doses de ni-
cotinamide intervient dams la multiplication cellulaire,
c'est le nombre de cellules formées ou mieux le poids de la
récolte qu'il convient d'étudier.

La déternination de ce poids est une cpération délica—
te et longue; par contre, celle de l'opacité est simple et
instantande. Nous avons donc pensé employer cette derniére
et utiliser ensuite le graphique VII pour convertir 1'opaci-
té lue en poids de cellules récoltées (courbe en pointillé).

INFLUENCE de la NICOTINAMIDE sur la FONCTION VEGETATIVE de

" SACCHAROMYCES LACTIS { ".
{

Etant donné la grande similitude des essais effectués

3 propos de la fonction fermentative et de ceux qul portent
sur la fonction végétative, les résultats de ces dernlers
ont été seulement résumés dans le tableau F et les graphi-
ques VIII et IX.

TABLEAU E“

(opacité exprimée en Divieions de tambour de
1'électrophotométre : N =n — ng )

Quantité de nicotinamide Temps d'incubation en heures
ajoutée aux 50 cm3 de ) _
milieu de base (en }Lg) 42 66 112 161

0,00 5 71 74 81

0,25 62 | 106 | 173 -
0,50 851 161 | 249 | 265
1,00 142 | 253 | 323 | 331
1,50 173 { 327 : 383 | 396

5,00 293 1 434 431 440
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Le graphique VIII domne, en fonction du temps, les
courbes d'accrolssement du trouble de la culture (exprimé
en divisions du tambour) pour différentes teneurs du milieu
en nicotinamide; il montre que le maximum de développement
est atteint, comme précédemment, aprés 120 h. d'incubation.,

Le graphique IX exprime, apres 120 h. d'incubation,
1'opacité (en divisions du tambour) en fonction de la quan—
tité de vitamine dans le milieu.

Enfin, si, & l'aide du graphique VII, nous convertis-
sons l'opacité en poids de cellules seches qui auraient été
‘récoltées dans 10 cm3 de culture, nous cbtenons les valeurs
du tableau G qui, traduites graphiquement (graphique X),
donnent, dans les limites habituelles de O & 1,5 }Lg dans
50 em3, une fonction linéaire,

TABLEAU G
i
Quantité de nicotina— Opacité Poids de cellules seches
nide ajoutée aux 50cm? N divisions en ng dans 10 cm3
de milieu de base (N = n-ng) (dtaprés le gr. VII)
(en pg)

0,00 T4 0,85

0,25 173 2,30

0450 249 3,80

1,00 323 5,90

1,50 383 8,50

5,00 431 11,45

APPLICATION AU DOSAGE DE L NICOTINAMIDE

Tout comme nous l‘avons dit plus haut, il est possible
d'exploiter les résultats obtemus ¢t de les appliquer au do-
sage de la nicotinamide dans les produits alimentaires.
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Le principe de la méthode restent absolument le méme,
le mode opératoire demeurant inchangé, nous croyons inutile
de les rappeler ici (se reporter & la page 18). Signalons
seulement qu'ia la place des tubes & essais nous opérons sur
boftes de Roux avec un volume final de liquide toujours
égal & 50 cm3.

Nous nous contentercns donc de reprendre un exemple
numérique.

Exemple numérique et lecture des résultats:

Le dosage étant toujours effectué sur un lacto-
sérum de fromagerie dilué au demi, les floles de Roux sont
préparées comme 1l'avaient éué les tubes du dosage précédent,
Aprés 120 heur=gd'incubaticn & 202, voiei les opacités ob—
tenues & 1'électrophotomdtre et le po'ds de cellules seches
correspondant & chacune d'elles,

TABLEAU H

Opacité Poids de ccllules séches
N divisions en mg/l0 cm3
(N = n-ng) (dtapres le gr. VII)
& 9 0,00 48 0,50
E S © 0,25 141 1,30
3 z'%uo\ 0,50 232 3,40
2 f:o_g % 1,00 337 6,45
{@ 1,50 404 9,60
S i 241 3,60
D85 2 1
o] @ 352 7,10
o O
& 3o 1 em3+0,50 g _
8 Eg % de nicotinamide 329 6,50
o o
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La partie supérieuredu tableau H donne les éléments
de construction de la courbe étalon du graphique XI (poids
de cellules seches dans 10 cm® en fonction de la dose de ni-
cotinamide présente). La partie inférieure (3&me colonne)
reportée sur la courbe étalon détermine la guantité de cette
vitamine apportée par le volume de sérum dilué de la ldre
colonne et, par 1&a méme, la richesse du produit initial.
Exemple
3,60 mg de cellules seches correspondent & 0,52 g de vi-
tamine qui sont apportés par 1 cm3 de sérum dilué

soit par cm3 de sérum : 1,04 Mg

[]

de méme: 7,10 mg de cellules seches correspondent & 1,09 }Lg
de vitanine

soit par cm3 de sérum : 1,09 (ig
i
enfin: &,50 mg de cellules seéches correspondent & 1,00 jhg
de vitamine
pour 1 cm3 de sérum dilué: 1,00 - 0,50 = 0,5C Mg
/
soit par cm3 de sérum ¢ 1,00 Mg
=
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COMPARAISON ENTRE LES DEUX METHODES DE DOSAGE

Les deux méthades décrites dans les chapitres précé-
dents, examinées l'une aprés l'autre comme nous venons de le

faire, sont donc applicables au dosage microbioclogique de la
nicotinamide .~ Il était intéressant de les mettre en paral-
lele, en effectuant, dans les conditions expérimentales dé-

crites, sur un méme lactosérum, deux dosages utilisant si-

rmiltanément 1l'une et 1l'autre.
Nous avons rassemblé dans le tableau I et le graphi-
gque XII les résultats analytiques de ces dosages.

TABLEAU I

F. fermentative

Alcool en mg

F. végétative

Opacité Polds de cel-
dans 50 cm3 divisions | lules séches
N = n-ng) dans 10 cm3
(d'apres gra—
rhique VII)
[ 0,00 45 70 0,80
y 3 w’% 0,25 155 164 2,15
% 538 0,50 285 246 3470
5 @gm 1,00 455 344 6,70
= %, E‘ 4450 585 41% 10,20
é 0
o] 0 5 1 220 230 3,30
©
s mgg 2 355 312 o 8 L
8l73a 1 em3+0,50 Mg
B de nicotinamide 435 324 6,00
[} 3
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1 cm3

2 cm3

1 cm3
1l cm3

1 cm3

2 cm3

1 cm3
1 cm3

leur utilisaticn au dosage microbiclogigque de la nicotina-

mide.,

de

de

de

de

de

de
de

e S

Résultats:

1) D'apres la fonction fermentative:

dilution

dilution

dilution
dilution

=

il

0,37 Mg de nicotinamide

1l cm3 de sérum = 0,37 x 2 O,74/.Lg

0,70 /ug de nicotinamide

1l cm3 de sérum = 0,70 X 2 = 0,70 )Lg
2

0,50 /Jsg = 0,92 J.g de nicotinamide

0,92~ 0,50 = 0,42 phe
1 em? de sérum = 0,42 x 2 = O,84/Lg

Il

royenne : 0,76 /Lg / cm3 de sérum

2) D'aprés la fonction vézétative

dilution

dilution

dilution

dilution

moyenne

=

+

il

L]
°

0,42 g de nicotinamide

1 cn3 de sérum = 0,42 x 2 = 0,84 /A.g

0,78 /Ag de nicotinamide

1 cn3 de sérum = 0,78 X 2 & 0,78 /u.g
2

0,50 g = 0,85 /xg de nicotinamide

0,85 0,50 = 0,35 pg

1l cem3 de sérum = 0,35 x 2 = 0,70 /&g

0,77 Mg / em3 de sérum

Les deux méthodes domment donc des résultats assez
rapprochés pour apporter une assurance complémentaire sur

— et —
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REMARQUES COMPLEMENTATRES CONCERNANT LES DEUX METHODES

PREPARATION DES EXTRAITS

Ils devront avoir une concentration finale en vitami-
ne étudiée d'environ 0,2 & 0,5 Mg par centimetre cube.

51 le dosage doit sleffectuer sur des substances hy-—
drosolubles, il suffit de les mettre en solution dans l'eau
bidistillée pour cbitenir la concentration désirée (c'est le
cas notamment du lactosérum de fromagerie et ciest pour
cette raison de simplification que nos premiers dosages ont
porté sur ce matériel).

Si la substance n'est pas hydroscluble, ce qui repré-
sente la majorité des cas, il convicnt dleffectuer une ex-
traction par hydrolyse acide.-» Nous avons expérimenté les
deux méthodes sulvantes:

~ hydrolyse durant 30 minutes & liautoclave & 120¢
dans au moins 5 & 10 volumes de S04H2 normal pour 1 volume
de la substance & extraire (6, 21)

~ hydrolyse durant 2 heures au bain-marie boulllant
aveec, pour environ 5 g. de subsitance, %0 cm3 d'eau et
10 cm3 de ClH & 25 % (22). Dans les deux cas, l'hydrolyse
terminée, ramener & pH 6.8 (Indicateur bleu de bromothymol)
et filtrer.

Ces deux méthodes d’extracticn nous ont donné des
résultats absolunent semblables. Nous vtilisons maintenant
la premiére, qui es’ plus rapide et qui pernmet, en effec-
tuant la neutrslisation avec de la baryie firement broyée,
d'éliminer l'acide sulfurique du milieu sous forme de SOyRa
insoluble et retenu lors de la filtration.

Certains auteurs qui utilisent comme agent de dosage
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des bactéries, recommandent d'éliminer les protéines,

(&2 pH 4,5) (23) et les lipides (extraction par les solvants
des graisses du produit initial) particulidrement gémants
pour le dosage de la riboflavine. (23, 24). Nous n'avons pas
remarqué, & la suite d'essais systématiques, que ces substan—
ces soient inhibitrices ou activatrices pour la levure.

Nous tenons seulement compte, pour les dosages sur les
produits trés gras (produits laitiers particulidrement), du
volume occupé par la matitre grasse surnageante, et c'est la
phase agueuse que nous ajustons au volume désiré.

ACTION DE Lh QUANTITE DE SUCREE

a) Sur la fonection fermentative

Nous avons démombré que la quantité d'alcocl formé
&tait uniquement fonction de la quantité de nicotinamide pré-
sente dans le milieu et absolument indépendante de la dose
de suere.

Le milieu de base, additiomné de 0,501/Ag de nicotina-
mide dams 50 em3, soumis & la fermentetion alcocolique tel
quel et enrichi de 100 mg et 500 mg de lactose pour 50 cm3,

a dormé exactement la méme guanmtité d'sleocl (voir tableau J)

TABLEAU J

........................................................................................................

Composition du milieu Alcool en
rg/50 cm3

milieu de base tel quel

(soit: 2 g lactose/50 cm3) 290
nmilieu de base + 100 mg lactose
(soit: 2.1 g lactose/50 cm3) 290

milieu de base + 500 mg lactose
(soit: 2,5 g lactose/50 cm3) 290




b) Sur la fonction végétative
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De la méme facgom, nous aveons démontré que la multipli-
cation cellulaire était pratiquement indépendante de la quen-
tité de sucre présente et uniquement fonction de la nicoti-

namide mise & la disposition de la levure.

Utilisant le méme procédé, nous avons relevé les ré-—

sultats résumés dans le tableau K.

TABLEAU K
Nicoti~ Opacité | Poids de cel-
nanide Composition du milieu ¥ divi- | Jules séches
en Mg sions | en mg/10 en3
dans (drapres le
50 em3 gr. VII)
Yi50em3 ) 0 g lactose
(1 de ( soit: 1 g lact/50cm3 249 3,80
0,50 ) milieug J,100 g lactose
(i de soit: 1,1 g lact/50cm3 251 3,85
) base ( 1 g lactose
( ) soit: 2 g lactose/50cm3 242 5,65
)i50 em3) 0 g lactose
(] de ( soit: 1 g lact/50cm3 145 1,85
0,25 )imilieu) + 1 g. lactose
(} ae ( soit: 2 g lactose/50cn3 140 1,80
Jibase ) 3 g lactose
( (  soit: 4 g lactose/50cm3 133 1,70

Ces deux constatations sont du plus grand intérét pra-
tique, car elles permettent de ne pas tenir compte de 1l'ap-

port de sucre par l'extrait, au moment du dosage.

Signalons que cet apport, quoique important dans le
cas particulier de certains produits laitiers comme le lait
concentré ou le lait en poudre, ne sefait jamais de 1l'ordre

des quantités expérimentées dans les essals ci-dessus.




ETUDE DES AUTRES SUCRES FERMENTES PAR LA LEVURE

Nous avons vu, au chapitre de l'identification de la
levure, que, si elle faisait fermenter le lactose (phénoméne
qui a beaucoup aidé z cette identification), d'autres sucres
tels que: glucose, manmose, saccharose, galactose, étalent
aussi fermentés de fagon intense.

NWous avons cherché & voir si, en renplagant systéma-
tiquement le lactose, dans la formule de composition du mi-
lieu de base, par ces différents sucres pris séparément, les
courbes conservaient la méme allure générale et si, par con-
séquent ,tout autre sucre susceptible d!'&tre fermenté pou-—
vailt servir av dosage.

Comme cela était & prévoir, le tableau L et le graphi—
que XIII répondent affirmativement & cette question.

Le glucose, le mannose, le saccharose donnent des
courbes confondues avec celle du lactose,

La courbe du galactose a un coefficient angulaire plus
faible, mals demeure une dreite et traduit graphiquement,
comme pour les autres sucres, la proportiommnalité entre la
teneur en nicotinamide et la richesse en cellules de levures
produites.

TABLEAU L

Nicoti- Sucres eutrant dans la composition
nanide

en Mg du milieu de bace

da&g :

50 em? Lactose Glucose Mannose Saccharose | Galactose

1 2 1 2 i 2 1 2 4 2

0,00 71¢: 0,80 810,95 69 0,80 - — - -
0,25 1454 1,851 145 1,85 148¢ 1,90 — - 1371 1,15
0,50 2181 3,05§ 2211 3,10§ 219! 3,05 2281 3,25 204§ 2,75
1,00 3267 6,00 324:5,95] 324} 5,95| 314 5,60 | 300} 5,20
1,50 387 8,70} 385 8,60} 387 8,70] 381] 8,40 364 | 7,65

Colonne 1
Colonné 2 =

Opacité en divisions du tambour (N = n - ng)

Poids de cellules ssches en mg dans 10 cm?
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VERIEIGATION DB J'HYPQTHESE DU FACTSUR DF. GROISSANCE

Tout ce gui préctde apporte, serhle-t-il, suffisamment
de preuves expérimentales pour affirmer la viracité de 1l'hy-
pothése selon lagquelle la nicotinamide serait pour "saccharo—
myces lactisl3 " un facteur de croissance indispensable et
non synthétisé.

Nous voulons cependant rappcorter les résultats d'une
expérience destinde & vérifier, oi besoin en était, cette
hypothese,

Nous avons étudié 2 séries de boites de Roux contenant:
lére Série: 50 em3 de milieu de base additionnés de 0,25 )Lg

de nicotinamide
otme Série: 50 cm3 de milieu de base additionnés de 0,50 )Lg
de nicotinamide.

Aprés stérilisation et ensemencemen’t, nous avons suivi
1'évolution de la prolifération microbienne & 1*électrophoto-
metre jusqu'a stabilisation des courbes {(c'est 2 dire apres
120 heures) — palier A (graphique XIV).

A ce moment, nous avons ajouté aseptiquement dans cha-
que série: 0,50 jLg de nicotinamide, ce qui portait la teneur
finale en cette vitamine & :
lere S8érie : 0,25 e O,BO/Nhg 2 O;TSI}Lg dans 50 cm3
2eme Série : 0,50 pmg + 0,50 };g = 1,00 ﬁxg dans 50 om3
et & partir de ce moment, nous avons & rouvesu sulvi durans
120 h. la courbe de croissance de chaque série jusqu'au
palier B (graphique XIV)

Nous avons enfin ajouté, de la méme meniere 0,50 g
de micotinamide & chaque série, soit la tensur finale de:
lere Série : 0,75 }Lg + 0,50 ;hg = 1.25 mg dans 50 cm3
2tme Série l,OO'}Lg + 0,50 Mg = 1,50 Mg dans 50 om3
et suivi de m8me la croissance durant 120 1. jusgqu'an palier
¢ (graphique XIV).

Le tableau M domme les résultats mumériques de cet
essai représentés ensuite par le graphique XIV (poids de cel-
lules séches dans 10 cm3 en fonction de la cuantité de nico-
tinamide dans 50 em3)
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51 nous prenons, pour chaque dose de nicotinamide, la

) O AN 40400

Durée d'incuba— Série & 0,25 Mg Série & 0,50 Mg -
tion en heures dans 50 cm3 dans 50 cm3

1 2 1 2

29 8 0,10 9 . 0,10

49 59 0,65 86 1,00

72 82 1,00 172 2,30

96 103 1,25 220 3;05

120 125 1,55 237 3,50
Palier A Addition de 0,50 Mg de nicotinamide

0,25 + 0,50 = 0,751P»g 0,50 + 0,50 = 1,00 g

144 228 3,25 273 4,45,

168 296 5,10 32% 5,90
192 310 5,50 341 6,60
240 310 5,50 355 7,20
Palier B Addition de O,SOA}Lg de nicotinamide

0;75 + 0,50 = 1.,25 )Lg 1,00 + 0,50 = 1,50 g

264 317 5,70 367 7,80
288 344 6,70 388 8,75
324 371 7,95 407 9,80
360 386 8,65 415 10,30

Palier C

Colonne 1 = Opacité en Divisions du Tambour (N b no)

Colomne 2 = Poids de cellules séches en mg dans 10 cm3
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valeur naxima de poids de cellules s&ches formées (Valeur
donnée apres 120 h. par les paliers) et que, graphiguenment,
nous l'exprinions en fonction de cette dose de vitamine
(graphique XV), nous obtenons la courbe étalon habituelle.

Cette constatation suffit & elle seule & confirmer
1'hypothese énilse.

FORMES DE LA VITAMINE DOSEES PAR T.A IFVURE.

"Saccharomyces lam;is'g',5 " egt sensible aux différen-
tes formes de la vitamine télles gu'on les trouve dans les
milieux complexes étudiés (produits alimentaires).

En effectuant des dosages sur des lysats de levures
obtenus par congélation rapide, plusieurs fois répétée,
suivie de liquéfaction, d'une suspensiocn de levure de bou-
langerie (matériel riche en vitamine étudiée)dans 1l'eau bi-~
distillée, nous avons obtenu des résultats identiques (ta-
bleau N) dans les deux cas envisagés ;

ler cas : dosage sur le lysat tel quel : la vitamine se

trouve gous sa forme complexe et combinée,

2¢me cas: dosage sur le lysat aprés hydrolyse acide (selon

les deux méthodes classiques décrites) destinde
& libérer la vitanine,

TABLEAU N
Volume d'extrait Opacités exprimées en Divisions du
servant au dosa-— tambour de 1'électrophotometre
(en cm3 dans
50 em3) sur le lysat sur le lysat aprés hydrolyse
v par SO47Ip M T par C1H & 25 %
RErgat 301 % 120¢ | 2 h, & 1009
e 168 168 169
2 249 247 248

3 292 295 291




PROTOCOLE DE DOSAGE SUR DES QUANTITES PLUS FAIBLES

Pour la mise au point de ces méthodes de dosage, nous
avons opéré sur des quantités de liquide relativement im—
portantes (50 cm3 pour chaque essai).

Nous avons vérifié qu'il éteit possible, dans la pra-
tique, de réduire ces volumes & 20 cm3 par exemple, ce qui
a pour avantage de diminuer les quantités de milieu de cul-
ture utilisées, dont la préparation est toujours onéreuse,
et de simplifier le matériel; les boftes de Roux peuvent
&tre remplacées par des fioles conlques de 150 cm3 par exem—
ple. La ligueur étalon de nicotinamide sera plus diluée :

1 em3 de 3olution stock pour 500 cm3 de volume final; dans
ces conditions, chaque centimétre cube de solution diluée
correspond & 0,20 Mg de vitanine.

La courbe étalon sera composée de ¢

0 - 0,50 — 1 s B -3 cm3 éde sol. diluée(de ni-
- coti-
S0t 0 ~ 0,10 ~ 0,20 ~ 0,40 ~ 0,60 jrg namlde

~ iy

Chagque vase & épreuve (tubes 3 essais de 18 x 180 ou
fioles coniques de 150 cm3) étant complété & 10 em3 avec de
1'eau bidistillée, sera additionné de 10 cm3 de milieu de
culture de base (& concentration double du milieu habituel)
pour faire le volume final de 20 cn3.

Les extraits servant au dosage devront &tre également
plus dilués et renfermer de 0,10 & 0,20 ;&g de nicotinamide
par cm3,

L'ensemencenent se fera avec 5 gouttes d'inocuvlum
réparties au moyen d'une pipette Pasteur stérile, Nous avons
vérifié qu'une légére différence de volurme d'inoculum n'
était pas une cause d'erreur pour le dosage.

S Yo fm e
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CHAPITRE G

QUELQUES DOSAGES EFFECTUES AU MOYEN DE CETTE METHODE

Nous avons eu l'occasion d'effectuer de nombreux dosa—
ges en utilisant surtout la méthode fondée sur 1l'influence de
la nicotinamide sur la multiplication cellulaire de "Saccharo-
myces lactis ", ctest-&~dire celle faisant appel & la fonc-
tion végétative du microorganisme.

Nous pensons qu'il peut étre intéressant d'en rappor-—
ter ici quelques exemples en détail et surtout de comparer
nos résultats avec ceux que dommnent les auteurs ayant travail-
1é sur le méme matériel en employant des méthodes différen-—
tes.

DOSAGES de NICOTINAMIDE SUR QUELQUES PRODUITS TAITIERS.

Nous avons étudié , du point de vue de leur richesse
en nicotinamide :
- le lait de vache:
—~ lait entier frais
— lait entier acidifié par prolifération de la flore
lactique spontande.
~ lait écrémé
— lait concentré sucré
— la créme fraiche
— les différentes grandes familles de fromage
— fromage 4it "a péte fraiche" type . petit suisse
— fromage dit “moisi®
— moisissure exterme, type : camembert
~ moisissure interne, type : roquefort
— fromage dit "& pAte pressée"
— phte pressée non cuite, type : Saint Paulin
— plte pressée et cuite, type : Gruyere
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Les extraits furent préparés comme nous l'avons indi-
qué antérieurement; le dosage, effectué en fioles de Roux,
portait sur un volume final de 50 cm3; la stérilisation,
conduite durant 20 minutes & 11592, était suivie de 1l'ensemen-
cement & la dose de 1 cm? d'inoculum pour 50 cm3.

Cas du lait de wvache.

Courbe étalon : Tableau 0 et graphique XVI,

TABLEAU O

Echelle Opacité Poids de cellules

g de nicotinamide N Divisions |séches en mg/10 cm3
dans 50 cm3 (N =n - ng) (d'aprés gr. ¥II)

0,00 77 0,90

0,25 140 1,80

0,50 234 3,40

1,00 318 5,75

1,50 375 8,20

Dnsage : Tebleau P et graphique XVI (Voir ta-
bleau P : page 5I)
Discussion @

Le lait de vache est pauvre en nicotinamide, de
plus, les teneurs domnées par divers auteurs sont souvent
trés différentes.

Déterminées par dosage chimique ou microbiologique,
elles sont suivant les auteurs de 1l'ordre de :

~ traces & 0,50 jag/gramme (25)
- l,lO/Ag/gramme (26)

- 1,50 & 4,50 pmg/gramme (27)
_ 4,501/Lg/gramme (28)
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Nos résultats, de 0,65 & 0,75 F,g/gramme, se trouvent
encadrés par ces différentes valeurs.

Cette faible teneur du lait en nicotinamide pouvait
8tre attribuée, jusqu'a ces derniéres années, au fait que la
vache ne synthétisait peut—&tre pas cette vitamine (29),
mals des travaux récents ont démontré que cette synthése é-
tait réalisée chez la vache & partir du tryptophane (3%0). De
plus, les microorganismes du tube digestif sont capables de
produire, chez les ruminants, une quantité de nicotinamide
suffisante pour couvrir la totalité des besoins de 1l'orga-
nisme (3I).

_ Par conséquent, les facteurs extérieurs tels que 1l'a-
limentation ne peuvent &tre mis en cause pour expliquer ce
phénoméne (32). '

D'autre part, il n'existe pas de différence entre le
lait entier frais et le lait entier acidifié, ce qui tend &
prouver que les ferments lactiques qui constituent la flore
banale des laits ne synthétisent pas la nicotinamide.

Il n'existe pas non plus de différence entre le lait
entier et le lait écrémé: le beurre est donc quasi privé de
nicotinamide, comme 1'indique d'ailleurs Morel en donnant
pour un beurre le taux de : 0,06 & 0,08 }Lg/gramme (29 p.9I)

Cas de la creme ¢ .

Courbe étalon : Tableau Q et graphique XVII

TABLEATU @

Echelle Opacité Poids de cellules
/Ag de micotinamide W Divisions | sdches en mg/10 cm3
dans 50 cm3 (N =n - np) (dtapres gr. VII)
0,00 53 0,60
0,25 134 1,70
0,50 221 % gy
1,00 329 6,10
1,50 388 8,75
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Dosage : Tableau R et Graphique XVII (voir ta-
bleau R : page 54)
Discussion :

Nous n'avons pas trouvé de résultats analytiques
concernant la richesse des crémes fraiches en nicotinamide.
Par contre, si nous examinons une créme titrant
30 % de matidres grasses, nous pouvons la considérer comme
. étant composée de l'ensemble suivant:
Beurre (exprimé en matidre grasse pure) 30 %
Lait écrémé (diluant) 70 %

Nous avons démontré et admis avec Morel que le beurre
ne renfermait que des traces de nicotinamide; la totalité de
cette vitamine retrouvée dans la créme serait donc apportée
par le lait éerémé ( a 0,65 ng/gramme )

soit : pour 1 g de créme : 0,65 x 70 = O,45/u_g, valeur
100
tout & fait comparable 4 celle trouvée par le dosage qui est

-de 0,50 W g/gramme de créme.
Cas du fromage
Courbe étalon : Tableau Q et graphique XVII
(Voir cas de la creme)

Dosage : Tableau S et graphique XVII (voir ta—
bleau S : pages 57-58)
Discussion :

Dans un travail récent sur la teneur de diffé—
rents types de fromages en vitamines et notamment en nicoti-
namide (%3%) les auteurs ont trouvé :

Petit suisse & 30 % M.G.: 3 Jag

Brie gras : 7/&5
Camembert & 45 % M.G. : 8,83 f*
Roquefort & 45 % M.G. 2 4,3 /&
Port-salut gras ¢ 0 70

Gruydre & 45 % M.G. ¢ 1,80 /lg

(Valeurs exprimées pour I gramme de fromage)
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Si nous remarquons que le brie, le camembert et le
coulommier sont, par leur technique de fabrication et sur-
tout par leur affinage (crofite moisie par : Penicillium
candidum), des fromages extrémement voisins; si nous consi-
dérons que le Saint Paulin est la nouvelle dénomination
donnée & l'ancien fromage connu sous le nom de Port Salut,
la comparaison entre les valeurs ci-dessus et les nbtres
devient chose facile et permet de remarquer la parfaite con-
cordance des résultats.

La forte teneur en nicotinamide des fromages moisis:
ceux & moisissure externe, sur lesquels se développe le
P. Candidum, tels que le brie, le camembert, le coulommier,
et ceux & moisissure interne, & 1l'intérieur desquels se dé-
veloppe le P. Glaucum, tel que le roquefort, prouve la fa-
culté qu'ont ces microorganismes de synthétiser cette vita-
mine.

Cette remarque avait dtailleurs déja été faite par
divers auteurs (33, 34) qui indiquent entre les parties
moisies et les parties non moisies d'un méme fromage les
différences suivantes.

TABLEAU T

(Teneur en nicotinamide des fromages moisis)

d'apres (34) dtapres (33)

( partie moisie 25 }Lg/g 2% ueg/e
Camembert )
( partie non moisie 3 /Lg/g 7,5 fu_g/g
Bleu d'Auvergne ( partie moisie - 8,6 }Lg/g
(fromage type z partie non
Roquefort) )  moisie ~ I,7 }Lg/g

Par contre, les fromages &4 phAte pressée, tels que le
gruyere et le Saint-~Paulin, qui subissent un affinage plus
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lent et exempt de moisissures, se révélent trdés pauvres en
nicotinamide.

DOSAGES DE NICOTINAMIDE SUR QUELQUES AUTRES PRODUITS ALI-
MENTAIRES.

Nous avons dogsé la nicotinamide sur :
— des produits végétaux:

— la tomate

— la pomme de terre

-~ la salade

— le riz

- la carotte

~ le haricot sec
~ la levure pressée de boulangerie
— le pain

Cas des produits végétaux

Courbe étalon : Tableau U et graphique XVIII

TABLEAU U
Bchelle Opacité Poids de cellules
g de nicotinamide N Divisions séches en mg/10 cm3
dans 50 cm3 (N =n - no) (d'aprés gr. VII)

0,00 48 0,55

Q.25 150 1 ;65

0,50 221 3,10

1,00 325 6,00

1,50 381 8,40

Dosage : Tableau V et graphique XVIII
(Voir tableau V : pages 6I-62)

Discussion :

De grands écarts existent entre les teneurs en
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poids de cellules seches dans 10 cm3

GRAPHIQUE XVIIT

a

/

//

0.50

1,00

1,50

nicotinamide en pg dans 50 em3
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nicotinamide des produits végétaux étudiés, dommées par dif-
férents auteurs:
Tomate : moins de 5 wu g/gramme (35)
3 rkg/gramme (36)
24 f—g/gramme (37)

Pomme de terre : 10 f&g/gramme (25)
20 g/gramme (35)
31 /kg/gramme (36)

Riz 13 /Lg/gramme (36)
17 /Lg/gramme (35)
26 )Lg/gramme (38)
70 "pg/gramme (37)
Carotte: moins de 5 M g/gramme (35)
4 }Lg/gramme (36)

Haricot sec : 16 amg/gramme (36)
58 }kg/gramme (37)
Nous n'avons rien trouvé concernant la salade; nous

donnons ici des valeurs pour les épinards et les choux,
sans toutefois établir de comparaison rigoureuse.

Epinards : 15 jg/gremme (36)
17 fkg/gramme (35)
Choux: 5 }*g/gramme (35)

%4f%@mmw(%)

Dans l'ensemble, compte tenu de ces différences, nous
pouvons dire que nos dosages sont, pour tous les cas envi-
sagés, du méme ordre de grandeur, sauf pour le haricot sec,
au sujet duquel il convient d'ajouter quelques remarques.

Les résultats absolument disproportionnés trouvés
pour cette légumineuse, de 25 & 100 fois supérieurs & ceux
donnés par les auteurs, me sont pas 1l'effet d'un hasard.

Nous avons retrouvé plusieurs fois des chiffres com—
parables, dépassant le mg de vitamine pour 1 gramme de pro-—

duit!
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Les dosages effectués

— sur le haricot broyé, puis hydrolysé,
— sur le haricot bouilli dans l'eau distillée durant
2 h.30, puis hydrolysé,
— sur le haricot autoclavé dans l'eau distillée du—
rant 1 h.%0 & 1209, puis hydrolysé,
nous ont donné des résultats absolument identiques.
(Nous nous bornerons & résumer dans le tableau W les
valeurs permettant de construire la courbe étalon et de
calculer les résultats).

TABLEAU W
Courbe étalon Dosage
- Valeurs moyennes pour les 3 traitements
Echelle Poids de iiVolume de!lRésultats “Correspondance
}Lg de nico- icellules jil'extrait apres en Nicotinamide
tinamide séches utilisé 120 h. (dtapres la
dans 50 cm?3 en mg pour (Poids dei courbe étalon)
dans le dosage| cellules g
I0 cm3 d'apres idans lesirapportée au
(d'apres gr.VII) 50 em3 icm3 d'extrait
gr. VII) de
milieu
0 0,70 I cm3 4,10 0,59 0,59/1=0,59
0,25 1,80
0,50 3,25 2 cm3 i 6,45 0,96 0,96/2=0,48
1,00 6,75 |
1,50 10 3 cm3 8,60 i 1 1,31/3=0,44

1'extrait renferme : 0,40 mg de haricot sec par cm3

g de nicotinamide

= Labhl /\Lg

chague em3 apporte la valeur moyenne de 0,50

0,50 x I000
0,40

soit par gramme de haricot sec

" Saccharomyces lactis " dose-t-il des précurseurs
ou des dérivés de la nicotinamide que ne doseraient pas les

méthodes microbiologiques utilisées par les autres auteurs?
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Doserait-il, entre autres choses, la trigonelline, dérivé
méthylé et bétainisé de l'acide nicotinique qui, selon Justin-
Besangon et ILwoff, est si abondante chez les végétaux? A
l'heure actuelle, nous nous contentercns de signaler le fait
sans pouvoir en donner l'explication.

Cas de la levure pnressée de boulangerie.

Courbe étalon : Tableau Q et graphique XVII

(Voir paragraphe de la créme)

Dosage : Tableau X et graphique XVII
(Voir tableau X : page 66)

Discussion
Nos résultats sont, dans le cas de la levure
pressée, tout & fait conformes aux chiffres donnés par la
littérature spécialisde, & savoir :
74 /Lg/gramme selon (35)

116 )Ag/gramme selon (3%9)

120 /Lg/gramme selon (40)

127 jrg/gramme selon (36)

257’}Lg/gramme selon (41)

Cas du pain :

Courbe étalon : Tableau U et graphique XVIII

(Voir paragraphe des produits végétaux)

Do~age @ Tableau Y et graphique XVIII
(Voir tableaun Y : page 66)

Discussion :

Tout comme dans le cas de la levure pressée, nos
résultats se recoupen’ parfaitement avec ceux de Morel et de
Kodicek, qui sont respectivement de :

24, 28, 261}Lg/gramme pour (36)
moins de 5, 25, 33/&Lg/gramme pour (35)
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CONCLUSION

"Saccharomyces lactis de Dombrowski" peut donc &tre
défini comme étant un microorganisme pour lequel la nicoti-
namide est un facteur de croissance indispensable dont la
synthésc est impossible. '

Ce facteur de croigsance lui est indispensable, de fa-
gon indifférente, sous les deux aspects de son métabolisme,
c'est & dire pour 1'élaboration de 1l'alcool aussi bien que
pour la formation de cellules nouvelles.

Pour des doses de nicotinamide inférieuresou égales 3
1,50‘/Lg dans 50 cm3 de milieu de culture, la production 4!
alcool d'une part ou de cellules de levure d'autre part, est
sensiblement proportionnelle & la quantité de nicotinamide
mise en présence de la culture et, dans les deux cas, une
fonction graphique bien définie lie intimement une des va-
riables & l'autre.

Nous avons donc, grlce & ce microorganisme, deux mé-
thodes susceptibles de doser la nicotinamide dans les pro-
duits alimentaires. .

La méthode fondée sur la fonction fermentative a 1l'a-
vantage de ne nécessiter qu'un appareillage réduit et peut
8tre utilisde dans le laboratoire le plus modestement équipé;
de plus, les extraits peuvent &étre troubles; mais le dosage
est assez long & effectuer.

Par contre, la méthode reposant sur la fonction végé-
tative nécessite des extraits soigneusement préparés et bien
limpides, la lecture des résultats ne peut se faire qu'avec
un électrophotométre, mais sa rapidité nous a fait porter
notre choix sur elle pour les dosages que nous avons eu &
effectuer.

s T AT T T e
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