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Parmmi la microflore bactérienne des argiles de
grottes Caumartin a isolé "une bactérie de O,S‘kde largeur
et de I,5\~\de lcnggeur, parfois arquée mais toujours for-
tement renflée aux 2 extrémités, ce qui lui donne un as-
pect géminé caractéristique”., Sous le microscope, en mi=-
lieu liquide, son grand axe est presque toujours perpen-
diculaire au plan d'observation et elle est agitée de
mouvements rapides sur place au cours desquels elle s'in-
cline légérement premant alors l'allure d'un coccus au-
réolé ou d'une poire,

Dans son milieu naturel cette bactérie est
microaérophyle.,

Elle a été retrouvée dans des sédiments variés
tels que la craie sénonienne de Picardie, la "tYerra rossa"
de Provence, la limonite en place et méme sur des subs-
trats tels que la rouille et le carbonate de fer des labo-
ratoires.

Ne s'apparentant & aucune autre bactérie connue,
il en a été fait un genre et une espéce originale ; Perabac-
terium spelei. -

Cette bactérie a déja fait l'objet d'un Diplome d'Etu~
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des Supérieures soutenu & la Faculté des Sciences de Lille
par N. Potelle en I960.

Cet auteur avait commencé 1'étude de la composition
d'un milieu synthétique comprenant des substances minérales
et organiques.

Ctest la continuation de ce travail qui constitue
le sujet de notre diplome.

Les caractéristiques du milieu établi précédemment
.

sont les suivantes :

3cc d'une solution de PO4HK2 au I/I000

§w - - 504kig = I/1I00
I- = - - ClNa - I,5/I000
I- - - - S04lin - I/I0 000
I5 = = - - S04Fe - I/I0

)
'
|
i
!

(S04 )3Fe2 0,5/I0 000

I1- - - - CIK - I/10

3cc de bouillon-de pommes-de- terre

0,38 de peptone

Notre travail consistait & vérifier sur ce milieu

ltaction de substances chimiques telles que : Carbonates -
Nitrates - Sels d'ammonium - Sulfires, 2 &tablir un milieu
idéal & partir des résultats trouvés, puis & expérimenter les

rayons ultra-violets comme moyen de stérilisation.



TECHNICUE OPERATOQILRE
Nous avons fait tous nos essais 3 partir du milieu établi
dans le Dipldome de N. Potelle.

La souche de Perabacterium spelei était tirée d'une
vieille réserve de carbonate de fer du laboratoire selon la :
technique dite des mousses. B

Dans un petit becher contenant la moitié dleau

distillée, on ajoute une pointe de canif de carbonate et

autant de savon de lMarseille stérilisé ; le becher est main=-

-tenu rigide par 2 machoires en caoutchouc et l'on y introduit .

une palette rotative mue par un moteur électrique.

Au bout de 2 & 3 minutes on obtient & la surface
du liquide une mousse extrémement riche en bactéries ;
cette mousse p}rélevée avec une pipette, et diluée dans
de l'eau distillée, nous a servi de souche & raison de
5 gouttes par tube. !

Protégé par une gaine plus ou moins imprégnée
de sels ferriques, le Pérabactérium spelei présente la
particularité de résister & 1ltautoclave & I30°, ce qui
nous permettait de stériliser nos tubes pendant 20 mi-

nutes & I30° directement aprés ensemencement et d'éli=-
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miner ainsi tout autre organisme que le Perabacterium
Spelei.

Puis les tubes étaient mis & l'étuve & 28°
pendant IO jours.

Pour le comptage nous avons utilisé une cel-
lule de Thoma#®., Sur celle-ci nous déposions I goutte
calibrée du milieu et nous recouvrions d'une lamelle
optiquement plane.

Nous avons compté chagque fois 16 carrés de
la cellule dé Thomag, il nous suffisait ensuite de
faire une moyenne.

Pour chaqﬁe tube, nous avons effectué un
comptage en surface et un en profondeur & environ

I cm du fond.

La méthode utilisée pour la préparation du
milieu a varié selon les substances que nous aviouns
& étudier.

Pour les carbonates nous avons ajouté di-
rectement les quantités nécessaires pesées a la ba-
lance de précision du laboratoire.

Pour les autres substances, nous avons réa=-
lisé tout d'abord une solution obtenue en ajoutant & 50cc

d'eau désiondisée, une quantité de la substance égale & :

Poids moléculaire X 30
20 X I00

L'addition d'Icc de cette solution dans nos tubes

y amenait la substance & une concentration de 10'2, pour
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les autres concentrations il suffisait de procéder par
dilution au dixiéme.

Pour conserver les 30 cc¢ initiaux dans nos tu-
bes, nous leur ajoutions dans leur préparation, au lieu
de I5 cc de SO, Fe au dixiéme, I4 cc d'une solution pré-
~parée en ajoutant I5g de SO Fe & I40 cc d'eau au lieu
de I50. |
Remarque : Pour chaque essai seule la référence & un tube
témoin pouvait permettre dlaboutir & des résultats exploi-
tables car la croissance elle méme est une fonction expo-
nentielle du temps. On aboutit au bout de IO jours & un
état d'équilibre, 1ié au milieu, dont nous avons seul a
tenir coupte, car en effet nous n'avions pas & nous préoc-
cuper de la rapidité avec laquelle la culture se développe,

mais seulement du résultat du développement.



CARBONATES

Nous devions vérifier l'action des carbonates
de calcium et de magnesium.

Nous avons procédé en ajoutant dans des tubes
préparés avec le milieu de Potelle les quantités de car-
bonates suivantes :

I ng puis 10.20.30.40.50.60.70.580.90 et I00 mg

puis I50.200.250.300.350.400,.450.500.550,600,650.700,750,
800,850.900 et 950 mg

puis I.2.3.4 et 5 g. "’

Etant donné les différences importantes entre
ces poids nous avons utilisé pour la représentation gra-
phique du papier semi-logarithmique et nous avons ainsi
porté en abscisse.les logarithmes des poids de carbonate.



&7 -

COzCa (sauf pour les 2 premiers tubes nous avons

toujours dilué nos prélévements au I/I0)

—_
C03Ca Prélévement en surface | M |Préldvement en profon- M
en mg deur
20.16415.27.32.29,.20.20Q 206.24.23,25.19.15.16.2 E
I : 22,6 19,4
20:.20437.17.24.23%.18.1T 19.19.14.12.16,20,23,.1I5
360 3704-4040. 38- 32. 2b-33 170250250 190150 27. 24. 26
I0 34,3 22,4
27438.35438426,29.35. 37 24.23%,27,22,20,17.18.20-
3.2.3;6.5.3-4.3. ‘ 7.20303.3.305.40 an
20 | ] 46 3745
6;5.4.9'50105040 204020 030101102
6.7.&.6.8.7.6.5. 605040306020104
30 72 40
8.8.5.4:T7.8:,10:.12 Be e sS40 Te 5 5
8.9.11.10.9.8.4.5., 56 0:643e1:5.0.6
40 (5 41;5
6.9.10.70309.5.7. 9040406-3.5-4-3.
12.9.12.7.12.6.15.10 3¢8¢4.5¢4.6.5.10
50 _ 93 52,5
3.6.6.6-15014.14-11 6.4.50506.403.6-
I1.10.I1.9.8.10.14.9 8e6050403.445.7
60 102 v 57,5
11.12,16.9.8,6.,10.1I0 BeBeTeTedeTe5.9
15.10.9.11,10.14.15.1I0 15.7.8,5.8.10.9.11
70 103 A 85,8
I1.8.12.10.10.10,1I5.11 5.10,171.7.8,9,8,12
. 14.8.10.12.6,10.11.1II 14.10.12.8.7.7.8.6
80 108 | 86
II1.12,10.170.12,13.10.17 9.10.6.7.8.10,5.9
" 3B, Tebe18.32,131.1) 14.7.8:5.7.8.9:9
90 107 _ 84
I10.11.12.12.10,9.14,1I 6.J0.8.9.,6.7.12.10
14.12.5.7.,10.9.11.6 10.4.5.3.9,8.1.14
100 99 75
6.8013.1109014016011 I2o7oJ08090'j09070
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CO3Ca (Suite )

30,11.10.8.11,10.12.8 II.5.8.I.15.16.7.9.

150 _ 96,8 18,7
12014o7o9-80110609 5.7.906.12070608
10.9.8.14.5.14.15.10 8¢9.8.10.4.2.9.1I1

20 _ I00 79
12.9.8.10,9.10.5.9 I0.8.7:867612:9.7
IIQII.4.905.I5.II.II 7.7./03.607.608

250 98 14
9.9.10.11.1I1.10.9.9 8.7410+94847.6,7
4,14.9.10.14.11.8.5 Te1.8.6,7.9:.8.10

300 , | 95 75
9.,10.12.10.7.8.13.9 9¢9¢4.7:6.7.9.8
10,12,8.11.11.10.10.1I2 8.609.9.6.8.,6.6

350 I05 70
B.11.8.13.15.8,11.12 6.8.2.9.8.7.6.8
10.17.9.7.8.11.9.7 5¢3.10,11.9.6.6.7 ,

400 97 ' (3
8.13.12.9.8,10.7.10 9.8.6.8.6.9.11.4
4,10,12,10,9.7.20.14 1.10.8,7.6.7.10.5

450 97,5 , 73
3.9.14.8.6.8015.7 80110804‘090100205
13.9410.,9.8.14.8.,13 5¢9.6.7.3.8.9.I0

500 I00 65
9.10.8.10.9.12.10.9 4.2,8,8.4.8.6.5
70110120701101009011 9080808.905°7¢6.

550 : 98 : 10
7.14.8.12.11.10.9.9 10.9.7¢4.8.8.2,11
120100120 1201306.10.9 4. 100608. 5. 2.6.3

600 95 o4
7.15.12.8.10.9.10.9 4.8.8.645.9.7.10
12.17¢10.6.8,5.,8,13 6¢5.7.10,6.11.6.1I5

650 96 11
8.809.704.9.17014 60605.504010.3010
By

1
;}I[Lf.

Dilution _%6
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COzCa (Suite)

Tous les tubes sauf le témoin dilués au i

6.,10.8.,13.10.6.11.9 4,9.5.10.847044.4
100 : 103 63
If301301008010.12017.II 7.110502.7.409.6
1208012.1101001201\1011 8.80402020601009 -
750 103 3
8.5.16.11.5.,10.13.12 I0.7.6.8.8.8,7.10
10.6.T4.5.,12.9.8.1¢ 7e605.6.14.9.10.3
800 98 71
909080601501001209 I2¢3‘207.302001205
10.5.12.8.14.5.8.9 6.6.7e5:9e174445
850 93 | 70
705.7010.10.7.7.25 80506.3.50903013
12090"{.8'10'110907 4050008.4.6.2.5
900 93 58
5.7.10.14.10.8.14.8 6.8.9.0.11.5.4,10
: 10.8.10.4.8.9.9.8 046:2:565+2+9:6
950 83 - 60
4‘130100301206.1106 11040801109. {0602
501107.7.5-309~8 4-11.0.406020506
1000 » 68 50
DebedeBo7:6.,10,10 Te5.4.2.4.3.647,
5Q7.700010ca0007 4.9040708050202
2g 60 46
10.2.11.0.5.8.11.0 Te535.8.0.0.5
4‘050401.704‘0702 303-20605070003
3g ] 52,5 42,5
5010090203080706 9.9.00302obo7oI
442.1.3.5.4.8.8, 6ehe2e402.3.5430 |
4g 45 41,8
10100501050401003 1005030008090300 :
3410002¢440.4.3 0e2.1.1.145.24,0
58 28,7 ] 27,5
0.10.1+4.74%.0.4. 3e2¢Te8.I04e 1.0
18.24.15.30.17.13.32.33 31.18,6,14.19.26.31.28
TEMOIN 20

30,19.25.26.29,.32,31.27

25

27+25.25.19.18,6.12.T1

\‘B U
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CARBONATE DE CALCIUM

QUADRILLE SEMI.LOGARITHMIQUE A 3 MODULES
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Interprétation des résultats.-

r
Il y a2 un palier au départ qui correspond 2

des quantités de CO3Ca insuffisantes pour mobiliser dans
des proportions satisfaisantes le fer ferreux ; puis

il y a ascension nette de la coﬁxbe jusqu'a 70 mg de
COosCa, ensuite i1 y a une 1légére baisse qui nous améne
& ce que l'on péut considérer comme étant aussi un pa-
lier jusqu'a 0,8 g.

Des doses supérieures s'averent nocives.

C'est donc que le CO3Ca est utile au dévelop-
pement du Perabacterium et que son optimum se situe vers
70 mg pour nos tubes.

L'existence du second palier s'explique par le -
fait que la tension nécessaire & la mobilisation du Fet*
sous la forme COzFe est atteinte, le calcium n'étant pas
toxique & ces doses j la bactérie trouve donc des condi-
tions satisfaisantes & son développement pendant un in-
tervalle assez étendu.

Au delad de I g le milieu est saturé et 1l'équi-

libre carbonate == bicarbonate —= CO2 est rompu alors

1tion Ca™ jntervient par sa toxicité,


































































































































































