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INTRODUCTTION

Nous avons utilisé comme souche de Ferrobacté-
riale une vieille réserve de carbonate de fer conte-
nant le Perabacterium spelei. Cette bactérie vit ha-
bituellement dans les sédiments souterrains ou elle
a été découverte par V. CAUMARTIN en I956. Une note
annoncant cette découverte a été présentée & 1l'Acadé-
mie des Sciences le I3 Novembre I957., (t. 245, Dp.
I.758-I.760 du I3 Novembre I957).

C'est en raison de sa forme en bissac et de
son abondance dans les argiles des grottes que la
dénomination de Perabacterium (genre) spelei (espéce)
lui fut attribuée.

Tn dehors des cavernes, on la retrouvera dans
des sédiments appartenant & des époques géologiques
trés différentes ou sur des substrats comme le car-
bonate de fer des laboratoires et la rouille. "Elle
semble toujours, sur ces milieux, responsable de la
formation de Fe203“

Cette bactérie est "entourée d'une gafne in-
interrompue de sexquioxyde de fer hydraté, qu'elle
exeréte souvent sous forme d'aiguille, Dans son mi-

lieu naturel, elle est microaérophyle et autotrephe.
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Elle tire son carbone de la décomnosition du carbonate
de fer, exceptionrellement du carbonate de manganése

et son énergie vitale de- 1'oxydation des oxydes ferreux

d
et manganeux qui en risultent’:

Une premiére étude du métabolisme du Perabacté-
riuvm spelei a été présentée par N. POTELLE dars un
dipl8me d'études supérieures soutenu en Décembre IC60.
Elle aboutit & la formation d'un milieu synthétique de
culture,

Nous nous proposons de reprendre cette é&tude du
métabolisme de Perabacterium spelei dans le but d'ob-
tenir un milieu répondant mieux aux exigences de cette
bactérie,

Le travail effectué par N, PCTZLLE avait pour but
d'obtenir un milieu répondant aux exigences de Perabac-
terivm spelei, pour lequel elle recherchait un dévelop-
pement optimum., Elle a ainsi été amenéde & étudier 1l'ac-
tion de différentes substances minédrales et orsaniques
sur le développement de cette bactérie, et cela, en
fonction de la concentration du milieu en ces substances.

Elle a montré que dans les équilibres ioniques,

les valeurs des rapports Pe't et 017 les plus

Fe
favorables & la prolifération du Perabdcterium spelei,

sont bien déterminédes
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Elle a, en outre, établi, puis recherché & quel
taux il fallait introduire les substances organiques
peptone, bouillon de pommes de terre, soit 1
- 0,3 gr. de peptone par tube, créant une concentration
en peptone de I/I00
- 3 cc., d'un bouillon de pommes de terre préparé & par-
tir de 800 grs. de pommes de terre et amené & 500 cc.
Notre travail aura pour but :
-~ de vérifier l'action du fer
- d'établir la composition d'un milieu ferreux idéal
~ de vérifier l'action des extraits organiques. '
A partir du milieu établi par N, POTELLE, nbus
avons tout d'ahord vérifié l'action du SO4Fe. Puis,
au cours de chaque série de cultures, nous avons fait
varier la nature du sel ferreux, celui-ci était intro-
duit dens les tubes & des concentrations différentes, en
fonction desquelleé a pu &tre tracde la courbe de dé-

veloppement de la bactérie; les valeurs des rapports

Ps'' et L1 les plus favorables ont été & nou-
Fe't? 80,7~

veau déduites de nos observations.
Nous nous sommes proposés ensuite d'étudier l'ac-
tion de différentes substances organiques, telles que ¢

- le glucose



- le fructose
- le lévulose
- le saccharose
- l'amidon
- la phytine
- 1'extrait d'hémoglobine
- le bouillon de pommes de tLerre
- le bouillon de haricots
~ 1l'extrait de blé en germination
- l'extrait de levure
- 1l'extrait de terre
- 1l'extrait d'argile de grotte
- l'extrait de rhizosphére
Enfih, nous avons composé un milieu idéal, sur
lequel nous avons vérifié l'action des rayons ultra-
violets.

Les cultures ont été faites en milieux liquides,

en tubes & essais.

UETHODE DE TRAVAIL POUR CHAQUE STRIE D'ESSAIS SUCCESSIFS :

La préparation de solutions, & concentrations
déterminées, de diverses substances minérales et orga-
niques devant entrer dans la composition du substrat de
culture, a été réalisée & partir de solutions & concen-

tration unitaire qui seront diluées selon le procédé
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indiqué dans des tableaux.
L'alcalinité des milieux de culture a été obtenue

en ajoutant dans chacun des tubes une pincée de COBCa

Préparation de la couche de Perabacterium spelei pour

ensemencement

I1 s'agit d'extraire du carbonate de fer, les bac-
téries_permettant un ensemencement ultérieur. On emploie,
& cet effet, la technique "des mousses". Dans un petit
Becher, on ajoute de l'eau distillée & une pincée de
carbonate de fer. On introduit ensuite quelques paillettes
d'un savon de larseille stérilisé. L'ensemble est agité
grédce 4 une palette rotative mue par un moteur. Au bout
de quelques minutes, une mousse de savon se forme en sur-
face, elle contient les bactéries. On préléve la mousse
a4 laquelle on ajoute 3 e¢c. d'eau. On obtient ainsi un
milieu riche en Perabacterium spelei.

Pour l'ensemencement, on Iintroduit dans chacun des
tubes 5 gouttes de suspension de Perabacterium spelei.
Pour la stérilisation, les tubes bouchés, sont portés
a l'autoclave ou ils restent soumis pendant 20 & 25
minutes, & une température de I30°.

Un tel procédé s'est révélé ne nuire en rien au

développement ultérieur des colonies.
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L'étuve est réglée a 28° C, les tubes y sont main-
tenus IO jours au bout desquels les bactéries sont étu—

dides,

ETUDE DE TA CROISSANCE DE LA BACTERIE

On utilise un microscope dont 1'objectif a4 immersion
permet d'obtenir un grossissement égal & I.000

Pour suivre le développement du microorganisme au
cours des différents essais; nous avons utilisé la mé-
thode des comptages & l'aide d'une cellule de THOMA.

Une telle cellule est constituée par une lame de
verre présentant, dans sa partie centrale, un évidement
avec un quadrillage sur le fond.

Chaque loge du quadrillage a :

1/400 mn” de surface
I/4.000 mm3 de profondeur.

Une goutte calibrée du prélévement & observer est
placée sur cette cellule. Une lamelle optiquement planée
la recouvre et s'applique exactement sur la lame.

Nous pouvons constater que la bactérie est le siége
de pulsations rythmiques; nous déterminons le nombre de
" bactéries apparaissant dans chaque carré de la cellule.
On effectue plusieurs prélévements successifs.lLa moyenne
des résultats est obtenue & partir de I6 carrés. Cette

valeur servira de grandeur de comparaison pour 1l'étude
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du développement du Ierabacteriumrépelei en fonction des
milieux qui lui sont offerts, et sera reportée sur'un
graphique.

Pour le tracé des éourbes, on utilisera un papier
-semi-logarithmique. Les concentrations C seront portées
sur l'axe des abcisses; le nombre de bactéries N par

unité de cellule THOIA sera porté sur l'axe des ordonnées.
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ACTION DU SULFATE FERREUX
SUR LE DEVELOPPENMENT DU PERABACTERIUM SPELEI

P @R O @ @G0 W B O = & = O m W W

Nous recherchons 1l'influence de la concentration
du milieu en sulfate ferreux, sur la croissance du

Perabacterium,

COLIPOSITION DES TUBES
— T

Dans chacun des tubes sont portés :

- 5 cc. de solution de PO, H K, & I/I.000 gr/cm’
- 5 cc. de solution de S0, Mg & I/I00 gr/cm’
- I cc. de solution de ClNa 4 1,5/1.000 gr/em’

cc, de solution de SO, Im & I/I0.000 gr/cm3

f
=

- I cc, de solution de (804)5Fe2 a 0,5/10.000 gr/cm3
- des solutions de SO4Fé aux concentrations de

I , I e B Fol o X

10° 10° T0™ 10° 10
s R i
10

Les concentrations sont données en molécules
gramme par litre :
- 0,2 gr. de peptone,
-~ 3 cc. de bouillon de pommes de terre défini pour un
volume de 30 cc.

On effectue un apport de COBCa.‘
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Le Perabactérium étant une Ferrobactériale, 1l'étude
de 1'influence de la concentration du milieu en sels fer-
reux est particuliérement intéressante.
En effet, le milieu de culture est riche en car-

bonates apportés sous forme de COBCa. I1 s'établit un

équilibre ionique entre COBCa, (COEH)2ca et CO,

D'autre part, la présence de sel ferreux dans le
milieu, permet l'existence de Fe*t 4 1'état ionique.

I1 y a done formation de carbonate de fer COBFe. Ce
carbonate de fer se décomposera en CO2 + FeO, 1l'oxyde
ferreux étant ensuite oxydé en oxyde ferrique avec apport
d'énergie. Cette dnergie est utilisée en treés faible
partie & la décomposition de COEFe, le reste permet la
réduction de CO2 pour l'assimilation du carbone (bactérie
chimieo-synthétisante).

Tl convenait de veiller & ce que le sel ferreux
soit introduit et persiste sous cet état lorsque nous
constituons les milieux & ensemencer. Toutes les précau-
tions nécessaires ont donc été prises pour éviter la
transformation du sulfate ferreux en sulfate ferrique,
cette oxydation s'opérant trés rapidement si récipients
et tubes ne sont pas impeccablement nettoyés.

Tes différentes concentrations sont obtenues comme
1'indique le tableau suivant

Poids moléculaire du SO,Fe = [52+ (4xI6) + 56] -« 152



OBTENTION DES DIFTERENTES SOLUTIONS.

! ! ! t Concentration {Titre de
! Tube ! 50,Fe { Eau ! ! la
i § i i en SO4Fe isolution
L ! ! ! !

! ! ! ! !

! rube 0 ! 15,2 gr. ! 100 cc.! I molécule | A
; i | s i

! ! ! ! !

1 1 Titre de | i 1

i ! la ! ! !

f Tube t solution | jau ! en SO4Fe | solution
! ! ! ! !

L u | 1 |

! ! ! ! [

! Tube I 'T0 cc. de A! 90 ced I molé.gr/1 !

! ' ! 15 !

| i ! ! !

! ! ! ! !

! ! ! ! T

| Tube 2 110 cc. de Al 990 ced I molduzz/l | O
! ! ! Y !

! ! ! z s

! ! ! ! !

! Tube 3 !I0 cc. de G| 90 cey I moll.ar/l L D
! ! ! f APED !

! ! ! ! !

i ! ! ! !

' Tube 4 1O cc. de C! 920 cc. ! molé.gr/1 P g
! ! ! § Tﬁ—_(‘ !

! ! ! ! !

! ! ! ! !

! ! ! ! !

{ Tube 5 I0 ec. de E1 90 ccy I molé.gr/L ! F
! ! ! 1 TO0000 !

! ! ! ! !

. : . ! y

! | ! | !

T e , L1 i !

! Tube 6 [TO cc. de E! 990 ceu I mole.f"r/l L G
! f | == !
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RESULTATS DES COL'PTAGES EFFECTUES 3

S DANS CrnCLIZ D n TUBLS

=

1 IConcentration!Rapport | Prélevement enl !'Prelevement enl

Vowenns | ! ++ | surface i +m! profondeur
!TL’“ o SO4Fe !—EL:::—’N bactéries p. !IOYEBFE!N.bacteries p.!MOYENNE
! ! ! Fe lunité THOMA ! lunité THOMA | J
Tube C! I molé.gr/1.!10,0002 1I8=I2-I4-II-IC! 1I2 !1IT-I0- 8~ 9-I2! 9

! | ! ! 7=15-17=-I1I- Ol ! 7-10-II-I0- 8!

! ! ! ! 5-T0~ IO—II-I4! ! 9-I0~ 7- 8- 9!

! ! ! 112- ! 5- !
Tube I! I molé. 10,0005 115-I0-I7=I3-~ 7! I2,9 !28—25-25-28—26! 26,6

! ' IU gr/l, ! 1 I7-I0-1I-I8-I6! 127-26-25=-29-251

! ! 1T3-15-16-I2-IT! 126-27-30-25-311

! ! ! ! 6~ ! | 24~ ! B
Tube 2! I molé 10,005 129-36-29-35-20! 29,8 140-46-52-50-471 50

! IT00- gr/1. ! ! 30=34-28-20~-311 153-40-5T1=50=-541

! ! ! 123=35- 32-25-24- 148-47-55-48-501

! ! ! 137~ 151~ ! %
Tube 3! T molé 10,2 I I= 2= 0= 2- 3! 2 | 8- 6- 7- 5- 8! 6,5

! IT.000 gr/1, ! ! O= 4= I- 4= 3] ! 9= 5- 6= 8- 71

! ! ! ! I- 2~ I- 2= 21 | 6= 5= 7= 6~ 51

! ! ! | 3=~ ! ! 6= !

Tube 41 I molé | 2 ! I- 2- 0= I- 3! I | 8« 7= 6~ 9- 51 7,8

! 170,000 gr/1.! ! O= I- I- 2= 0! ! 9= 9~ 7~ 9- 8!

! ! ! ! 2= 0= 0= I~ 2! ! 8- 6= 9= 8- 91

! ! ! ! O= ! | 8- ! 3
Tube 5! I ! 200 ! ! 0 ! 5= 2= 4~ 5=~ I! 3

! ITOUT000 molé ! ! ! ! 2= 2- 4~ 31 4|

! ! gr/l ! ! i | 5= 2= 3- 2- I!

! ! ! ! ! ! 4 !

T ! 500 ! ! C ! 3= 4 0= I- 2! 2

! 0.0 ! ! ! ! 3= I- 0= 4= 21

! ! mo1e Nr/l ! ! ! | 3- 2= I- 2- I!

! ! ! ! ! !




QUADRILLE SEMI-LOGARITHMIQUE A 3 MODULES TOCHON- LEPAGE - PARIS
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RESULTATS 3
L'examen des courbes tracées montre que @
- Lorsque la concentration du milieu de culture en sulfate

o et I/IOE, le nombre moyen de

ferreux varie entre I/IO
bactéries par unité de la cellule de THOLMA est faible.
Nous ne trouvons pratiquement pas
d'orzanisme pour une concentration de I/IO6
2 organismes par carré pour une concentration de I/IO5
— La concentration en SO4Fe croissant, la perte des
courbes augmente brusquement,”témoignant d'un accroissement
plus rapide du nombre de bactéries; on peut en conclure
que le miliev s'améliore et un développement optimum du
Perabacterium.
30 bactiries par unité pour un prélévement de surface
50 bactéries par unité pour un prélévement effectué en
profondeur.
est obtenu pour une concentration en sel ferreux £ -ale
a I/I00,
Te meilleur développement du ferabacterium spelei
en profondeur est dfl au caractére nettement microaérophyle
de la souche qui doit vivre & 1tabri des fortes concentra-

tions d'oxygéne entrafnant l'oxydation spontanée du fer

ferreux.,
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- Pour une concentration supérieure & I/I00, la pente

des courbes diminue rapidement Jusqu'a la concentration
ézale & I/I0; le milieu convient moins bien & la bactérie.
- Pour les concentrations supérieures a I/I0, la courbe

se stabilise.,
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ACTION DU CHLORURE FERREUX
SUR LE D”VTLOﬁ“ﬁh TT DU PMPP3\CLUQIU' SPELET

Le milieu de N. POTELLE précisait les concentrations
des différentes substances composant le milieu de culture,
mais n'insistait pas suffisamment sur les valeurs des
équilibres ipnniques A respecter. Les apports dtant faits
surtout sous forme de chlorures et de sulfates, il est
apparu que 1l'équilible entre ions Cl~ et 804°“ , le plus
favorable au bon développement de Ferabacterium,éxiste

lorsque le rapport CL™ est voisin de 0,20 ou compris

" e

entre 0,10 et 0,20,

Le milieu N, POTELLE a été constitué de telle facon

que le raprort ions Cl~ du milieu soit égal & 0,I4; ou
ions SO4'°

compris entre les valeurs favorables de 0,I0 a 0,20,
Dans ce milieu, vérifions la valeur du rapﬁort

ions C1™ .

ions SO4

Nature et quantité des chlorures et des sulfates intro-~

duits dans le milieu

-Icc, de ClNa a I,5/I000

- Icec, de K Cl & I/I0

I ce. de MnSO, & I/I0.000

4
IS5 cc. de SO4Fe a I/I00

-

- I cc. de (SO Fe, & 0,5/10.,000
2

4)5
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Nombre d'ions C1~ dans Icec. de Cl Na & I,5/I.000

o!oorg = 0,0002
’

Nombre d'ions Cl1~ dans I cc. de X C1 & I/IO

0,1 = 0,00I3
5

Total des ions Cl1~ dans le milieu

0,0002 + 0,00I3 = 0,00I5
& 32 S daIlS .
Nombre d'ions SO4 IS5 cc. de SO4Fe a I/I0

0,I x I5 = 0,01

Nombre d'ions 804" dans 5 ce. de S0,Mg a I/I00

0,0I x 5 = 0,00041
20y

Nombre d'ions 804-' dans I cc. de I‘-."anO4 a I/I10,000
0,000I = 0,0000007

_JIBI_

Nombre d'ions 804_° dans I cc. de (SO,+)3 Fe, & 0,5/I0.000

0,00005 x 3 = 0, 00000037
400

Total des ions 804-- dans le milieu
0,0I + 0,0004I + 0,0000007 + 0,00000037 = 0,0IO4
Total des ions C1~ = 0,00I5 = 0,I4

Total des ions SO4°- 0,0I04
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Remplacons le sulfate ferreux par le chlorure fer-
reux sans changer le rapport des concentrations ioniques
Cl™ ni le nombre d'ions TFe.

804

La composition du nouveau milieu répondant & ces
exicences, s'établit donc oomme suit @

- 3 ¢cc, d'une solution de PO4 H K2 a4 I/1.000 ¢ /ecc

- 5 cc. d'une solution de So4mg & I molécule 3 /litre
2

- I cc. de solution de SO4Na

- I cc, de solution de SO4Mn 8 I molécule g /1.

4 I molécule g /1.

-I5 cc, de solution de Cl2Fe & 0,08 molécule g /1.

-~ I cc. de solution de (804)5F62 a 0,5/I0.000 g /cc.
-~ I cc. de solution de SO H, & I mclécule g/1.

- 0,3% gr. de peptone.

- 5 cc, de bouillon de pommes de terre.

- une pincée le carbonate de calcium.

Nous rechercherons par l'utilisation de ce milieu
1'influence de la concentration en chlorure ferreux sur
la croissance du Perabacterium spelei.

Les différentes concentrations des soluticns de

ClgFe sont obtenues comme 1l'indique le tableau suivant.



OBTENTION DES DIVERSES SOLUTICNS

E ) T T | o

{ Tube ! ClgFe ! Eau | Concentration ! Titre de la
! ! ! ! en CL.Fe ! solution
! ! ! z . !

i T T T T

! Tube I ! 8 gr. ! I00 eco. | 8 Ex /1 : A

) ! ! !

! ! ! ! !

b i ! r 1§ 3

! Tube ! Titre de lal Eau ! Concentration ! Titre de 1la
! ! solution ! ! en Cl.Fe ! solution
! ! ! ! 2 !

! o T 3 : il

] Tube 2 ! IO cc.de A ! 90 ey 1 8 /1 B

! ! | T W T T !

! ! ! ! ]

I ¢ | B ! 1

| Tube 3 ! I0 cc.de A ! 990 cc, ! 8 gr./ls 1 ¢

! ! ! ! !

! ! T i % i

| Tube 4 | IO cc.de C ! 90 cc. ! 8 gr./l., | D

! ! ! | TOU.000 !

! ! ! i !

! ] T F I

| Tube 5! I0 cede C 1 990 cc, ! 8 g2 /1o 1 E

! ! ! | T.00C,.000 !

! ! ! ! !
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RESULTATS :

L'examen des courbes tracées montre que
- Lorsque la concentration du milieu de culture en
chlorure ferreux est inférieure ou supérieure 3 8/I03,
le nombre moyen de bactéries par unité de la cellule
de THOMA est voisin de zéro.

Nous remarquons qu'il n'y a
pas d'organisme pour ure concentration de I/IO6
0,6 organisme par unité de cellule THOMA pour une concen-
tration de I/IO4
pas d'orgarisme par unité de cellule THONMA pour une
concentration de I/IO2

TLe milieu permet d'obtenir
8 bactéries par unité pour un prélévement de surfaceo
8 bactéries par unité pour un prélévement.effectué en
profondeur,
pour une concentration en chlorure ferreux égale & 8/I.000
En~de¢d et au-dela de cette valeur, les milieux ne sem-
blent pas convenir & la bactérie,

Or, dans l'¢étude précédente, nous avons vu que pour
maintenir le rapport des concentrations ioniques Cl1~

SO

entre les valeurs favorables au développement de 4

la bactérie, il nous fallait introduire I5 cc. d'une
solution de chlorure ferreux & la concentration de 0,08
molécule g}-./l .y Ce& qui corresvond en poids & la valeur de

IO grammes de Cl2Fe pour I.000 cc. d'eau.
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Le maximum de la courbe é été obtenu pour une
concentration en chlorure ferreux égale & 8 grammes pour
I1.000 cc. d'eau. Le résultat é‘avére_normal, car pour cette
concentration en chlorure ferreux dans le milieu, la

valeur du rarport des concentrations ioniques_ Cl™ est

80,
maintenue dans les limites favorables & un bon d%velop—

pement du Perabacterium spelei.

La courbe traduisant le développement du Perabac-
terium spelei dans la partie supérieure du tube se place,
comme dans la série suivante, légérement au-dessus de la
courbe traduisant le développement en profondeur, ce qui
confirme 1a microaérophilie.

Comparons cette courbe avec celle de l'expériencq
précédente, on constate que, pour une valeur voisine du

rapport ionique C1~ ézale & 0,I7, le développement du

80,
Perabacterium s'avgre meilleur lorsque l'apport d'ions

ferreux se fait sous forme de sulfates plut8t que sous
la forme de chlorures.

En effet, le développement maximum, lorsque les
ions Fe'™ sont introduits sous forme de sulfate
- 50 bactéries pour un prélevement de profondeur
est obtenu pour une concentration en SO4Fe écale & I/I00
melécule gr/litre.

’ . " -
Le développement maximum lar sque les ions Fe
sont introduits sou§ forme de chlorure
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- 8 bactéries pour un prélévement de profondeur est
obtenu pour une concentration en ClaFe écale & 8/1.000
g/cc.

I1 favt incriminer ici la toxicité des sels de fer

sous forme de chlorures.
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ACTION DU SULFATE FERRIQUE
SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTERIUM SPELEI

e L BT RN P B P L B B B

Dans chacun des tubes sont portés

3cc, de solution PO4H K2 a I/I.000 gr/cm5
- 5¢cc,.de solution de SO4Mg a I/I00 gr/cm3

Toc. de solution de Cl Na & I,5/I000 gr/cm’
- I cc.de solution de 80,in & I/I0,000 er/cn’
-I5cc. de solution de SO4Fe 4 I/I00 molécule gramme/litre
- Tec. de solution de K C1 & I/I0 gr/em’
-~ 0,3 gr., de peptone
- 3cc. de bouillon de pommes de terre
- on effectue un apport de COBCa
Ie sulfate ferrique étant facilement hydrolisable,

surtout & la température de stérilisation, on effectue
aprés celle-ci,l'apport des solutions de (804)5 Fe, aux
concentrations de :

045 0,5 0,5 0,5 0,5 O,Q

107 108 10° 1% 10° T0°
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Les différentes concentrations des solutions de (SOQ)BFe2

1
sont obtenues comme l'indique le tableau suivant :

Oég Y./l .1 A

--.a-o—--—o.u-.q
",

! ! . ! ¥
Tube | (S0,), Fe, ! Eau | Concentration ! Titre de la solution
473 “*F2
! ! ! en (S0,),Fe, !
! ! ! B3R 4
! 1 ! 3
Tube I ! 0,5 gr« 1 I00 cec.l !
! ! !
| ! |

G o

-IO
-

hi3]
H
S
-

k § ! ! 3

!  Tube Titre de lal! Eau ! Concentration ! Titre de la solution

! ! solution ! ! en (S0, ), Fe !

! ! ! 5 "2

! 1§ ! !

| Tube 2 1I0 cc, de A.l 90 cc.! Of% gr/l, | B

! | ! I 1s !

! ! ! !

! ! I !

{ Tube 3 1I0 cc., de A.! 990 cec.! 0,5 gr./1.1 C

! ! o R euiom !

! ! ! ! !

! ! ! [ !

[ Tube 4 [I0 cc., de Cul 90 cc.l_ 0,5 Ere/lsl D

| ! , ! 1T00.,000 !

| & ! ! !

! ! % ! !

! Tube 5 1I0 cc. de C,! 990 cec.! O!g gr/l,.! E

! ! ! 11. ) e OO !

! ! ! R !

! &% SiEH ! ! !

i Tube 6 1I0 cc. de E,! 90 cc.! l F
! ! !

! | 1 !




- s

L ...— — e —.—

Resultats des comptages effectues H

ETUDE DU DEVE LO?T] ENT DES ORGANISIES DANS

I ! Concentration | Prélcovement 1 I Préelévement | E
! Tube ! | en surface !lloyenne | en profondeur!Moyenne
! ! en (804)5Fe2 ! N, bactéries | ! N. bactéries ! ;
! ! ! pounité THOLAI ! p. unité THOLA 3
;Tb I;C /1!! R :97810';

ube ) gr. Be 7o 25 .4, 6,2 I0.I4 II I2. 8,9
! —T855— Y 8. 6, 5.3, 1 | "B. 7. 6.9, £
! 4 L . B, 2. % 1} | 9,10, 7,16, ! g
! ? _ p Ve K, Ve Mg Vs s Didlad
| Tube 2 ! 0,5 g1 ©s Be % 8,1 6 ! 6. 9.10. 7. | 5,9
! 11.650 o8y 2. 8. 4. ! 1. 5 Ba 9, &4 1
! ! ' B O, 4, | b 8, 2, 3, 5.1
I I b dla IE II 0y 1 I 305 5. 4, Ge 1
! Tube 5 ! 0 5 gI‘./l! IS 14' I)..LB. ! IB,I l 5. 7. 8. 3. ! 6,I »‘
! 170,000 I J4,31.12,35%. | I 84 9. 5, 7. 1 |
! ! { 15.71.12.16, 1 e Ty e R
: i : { 24.,51.26.55, | I 12,18, 15,15, 1 |

ube 4 0 gr./1! 50.28.34.26, | 3I I IT.T0.12, 9, 11230 |
! 102000 | 26.25.29.26. | | B4,70.38.05, 4 & |
! ! | 37,28,32,55, .1 } 30,12,78,15. }
; 3 5 g ¥ OB s dw Ny F Dy e e 4y

Tube 5 ! O%g Breflel - 24 24 B 3.1 2,7 1 0. 3.4, 4 1 3

! 11,000,000 O aE TR T DR I O¢ By s B84 1
! ! b e B g @l - 9. PR
! [ r Io Go Go O. I r Co Oo \/o To '
| Tube 6 | : J U t2s Oy T4l 0,5 b ds Ba Oy 2a &y S
! 110.000,1 e e } L 05 2y 0wl
! ! d T, 08,1, 1§ LU 1 Oy 041
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RESULTATS
Nous avons étudié le déveloprement du Perabactérium

spelel sur des milieux dont les concent ations en sulfate

ferrique s'échelonnaient entre O,; et O,g |
‘ I0 I0

I'étude des courbes obtenues montre que le (804)5Fe2
pour des concentrations inférieures & 0,/I0,000.,000, le
développement de la bactérie est trés peu important,
compris que ¢
045 bactérie par unité de THC!'A pour une concentration
de 0,5/107

Pour une faible augmentation de concentration, la
pente des courbes augmente rapidement, témoignant d'un
accroissement plus rapide du nombre de bactéries.

La concentration en (804)5 Fe2 croissant, le milieu
continue & g'améliorer et un développement optimum du
Parabacterium,

3I bactéries par unité de THOLA pour un prélévement de
surface.

I2,TI bactéries par unité de THOLA pour un prélévement
effectué en profondeur

est obtenu pour une concentration en sel ferrique égale
& 0,5/I00.000

Puis la courbe décroft rapidement et enfin se
stabilise pour la concentration en sel ferrique écale
4 0,5/I.000. Pour cette valeur, le ddveloppement de

la bactérie est de ¢



Vi s

6 bactéries par unité pour un prélévement de surface.
les sels ferriques agicssent ici comme substances

oligodynamiques.

Toav™ 9
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DETERNINATICK DU MEILLEUR RAPPORT IONIQUE Cl~

S0,

FAVORABLE AU BON DEVRLOPPE ENT DU PERABACTERIUN*

° o . . . e
bt Sk - - S AU R

°
Lt et i S

~ - o

Nous savons que 1l'équilibre entre ions Cl~ et 50,
le plus favorable au bon développement de Ferabacterium

spelei apparaft exister lorsque le rapport C1~ est

S0,
voisin de 0,20 ou compris entre 0,I0 et 0,20 i

Vérifions ces résultats.
A cet effet, faisons varier le rapport ionique
_C1~ de 0,05 & 2.
804—- Le fer ferreux sera introduit dans les tubes sous
forme de 012 Fe et de SO4Fe de telle fagon que :
X ¢cc. de CLQFe + ¥y cc. de SO4Fe = 15 ec,
et que le volume total du milieu soit de 30 cc.
T.a solution de CleFe est obtenue en dissolvant
2,7 gr. de Cl2Fe dans I00 cc.d'eau. En prélevant Icc.
de cette solution et en y ajoutant 999 cc. d'eau, on
obtient une solution de Cl,Fe d I molécule-gramme
par litbe. 10 |
La solution de S0,Fe est obtenue en dissolvant
15,2 gr. de Sque dans I00 cc. d'eau. En prélevant I cc.
de cette solution etAen ¥y ajoubant 99 cc.d'eau, on obtient

.

une solution de SO4Fe a I molécule-gramme par litre.
I0
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Nombre d'ions Cl~ dans x cc. de 012 Fe :

0,00I X x = 0,000007 x

_4_T§7__.

Nombre d'ions 504-" dans y cc. de.S0,FE @

0,0I Xy = 0,000065 ¥

Dans le milieu déterminé au cours de 1l'expérience

précédente, nous avions calculé le nombre d'ions SO4

il est égal & 0,058, ce qui porterait le nombre total

d'ions 804_' dans la solution a
0,058 + 0,000065 y
D'ou
Cl™ = 0,000007 x
804-- 0,058 + 0,000065 ¥y

D'autre part : x +y = I5

Donc @

Cl™ = 0,000007 (I5=y)
S0, ™" 0,058 + 0,000065 y

Nous ferons varier le rapport ionique C17

80,
de 0,05 & 2, il nous sera facile d'en déduire ies valeurs

de x et de y c'est-5-dire les quantités respectives de
CL,Fe et de SO,Fe & introduire dans le milieu.

I1 faudra pour cela faire varier les concentrations
des différents sulfates entrant dans la composition du
milieu de cuiture.

Résumons le ‘bilanminéral des différents tubes dans

le tableau suivant ¢
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i QUANTITE DE CONCENTRATION

ok Rl o3 ore als0,Fe &ldes Scelde Icclde Icclde Icelde Icc Ide 3cc

! !
! !
Tubes
! gy | ! ~ | SO, lMg !S0,Na.! SO an O h l(SO ). Fe PO HK
! 150, 1/105 { I/IO‘2 il ! 4)3"°2] §
: { | INTRODUITE ; INTRODUITS EN VOLECULE GRAMIE/LITRE
{ T 10,05 | IT,Toct ] Faanre P e
10,0 I,1cc 3,9cc I I ! I A l 0 ! % 4
! ! ! ! I"T.,000 | TOO 1 I00 ! IO 1" TI0.000 I T.000
! ! ! ! ! ! ! ! | gr./ce. | gr./fcec.
T T E  § ! 1 f 1 1 T
2 10,I | 9 cel! 6 cel I S i AL A ! 0%5 ! i
! ! ! ! 1 I.000 | 100 1 100 i~ I00 I"Y0.000 I 1.000
! ! ! ! ! ! ! ! ! gr./ec. | gr./fec.
{ 1 1 I ! ! ! ! ! 1§
! 1035 | I2,6ce!l 2,4ccl £ | I 1 I O ) ! O!g ! %
! ! ! ! 1T00.0001~I000 171000 {~T000 | 1,000  |IT 1.000
! ! ! ! ! ] ! ! | gr./cec. | gr./cc.
! 1 ! ! ! -1 ! I | b=
! 1T ' I3,8¢0) I,20af . 1 3 b.¥ F % 1. .05 .0
! ! ! ! liOP 0001~ T000 !ITO000 1~ 1000 | 10,000 " TI.000
! ! ! ! ! ! ! | _gre./ce.l gr./ce,
! T ! T r r T T T T
! 1I,5 ! I4 cel I eccl I i I 1 T | 0.5 1 "5
| | ! ! lIOOOOOb TOOOO !IOCOOU!T0.000! 10,000 ! 1I.000
! ! ! ! ! | gr./ce. | gr.fcce
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RESULTATS :

Conformément aux résultats établis, l'équilibre entre

ions C1~ et 804-' le plus favorable au bon développement de

Perabacterium apparalt exister lorsque le rapport g1

S0,

est voisin de 0,I0,
En effet, le meilleur développement
- 8 bactéries pour ie prélévement de surface
- I0,4 bactéries pour le prélevement de profondeur
a ét4 obtenu lorsque le rapport ionique C17 était
égal a 0,I. - SO4_-
Le développement du tube témoin étant de
- 15,5 bactéries pour un prélévement de surface
il semble qu'un meilleur dévelcppement du Perabacterium
est obtenu lorsque le fer ferreux est introduit entié-
rement sous forme de SOQFe. En effet, les chlorures
ferreux S’oxyderaient et deviendraient ainsi toxiques.
Le développement du Perabacterium s'étant avéré

optimum pour la valeur du rapport Cl1~ = 0,I0, il en

S0 —
résulte que cet équilibre sera maintgnu entre chlorures

et sulfates constitutifs des milieux de culture préparés

ultérieurement.
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ACTION DES GLUCIDES
SUR LE DEVELOPPEMENT DE PERABACTERIUM SPELEI

—-j=f—i—t—l-l—i=lmi=i=3=

Recherchons l'action qu'exercent le glucose, le
saccharose, le fructose, le lévulose et 1l'amidon sur le
développement.

A —~ TA PREPARATION DES MILIEUX

Les tubes de culture sont constitués de la facgon
suivante 1
- 3 cc., de solution de PO4 H K2 a I/1.000 gr/cc.
- 5 cc. de solution de 80,Mg & I molécule gr./l.
- T cc. de solution de SoqNa2 arl molééule gre/l.
- I cc, de solution de SO,ln & T molécule gr./l.
~I5 ec. de solution de Cl,7e % 8 1077 gr/cc.
- I cc. de solution de (804)5Fe2 4 0,5/I00.,000 gr/cc.
- I cc. de solution de SO, K, a I molécule gr./1.
L'apport de substances organiques s'établira
comme suit
- 0,3 gr., de peptone.
- I cc, de bouillon de pommes de terre,
- 2 cc, des solutions de glucose aux concentrations de :.

I 2 4 6 8 I 2 4

? 1] ’/
ot 1% Tt T 1’ 1ot 10°  10° @ 10°

& .8 T
i
10° ' 10° ' 10

2

pour réaliser, dans les différents tubes, des concentra-
tions croissantes en cette substance, comme 1l'indique

1€ tableau suivant.
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ou 2 cc, des solutions de saccharose aux mémes concen=-
trations que les solutions de glucose, comme 1l'indique
le tableau suivant
ou 2 ¢c, des solu?ions de fructose aux mémes concentra-
tions que dans l'expérience précédente.
ou 2 cc., des solutions de lévulose aux diverses concen-—
trations indiquées dans le tableau suivant.
ou 2 cc. des suspensions d'amidon aux diverses concen-

trations obtenues comme 1'indique le tableau suivant.

Chaque fois, nous effectuerons l'apport de carbonate

de calcium,

B - LES TABRLEAUX résument l'obtention des diverses con=-

centrations des solutions de glucose, de saccharose, de

fryctose, de lévulose et d'amidon.
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PREPARATION DES DIFFERENTES SOLUTIONS DE SACCHAROSE
L T e e o L T e e B e T T X It T 2
Poids moléculaire du saecharose :
cw A [( x I2) + 22 + (IT x I6)] e T
T e Quantité de saccharose!l o TConcentration dul Titre de 1la
! T & yobersdind o ! ' ! milieu en !
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I T = !
« Jube I, B.42 gr. !I.OOO ccf I { A
! ! } ! I0* !
E 3 T 1 fConcentration dul oh
! ! Mtre de la solution ! Eau Imilieu en sacchal
! ! ! lrose en molécule!
! ! ! ! gramme/litre |
1 o] . 3 T r "
Tube 2, I cc, de A. " 9 cc{ 3 ! B
! s ! ! 107 B
!m, T = I ® » 3 A 23k D r @
! 509 \C ) f L CC/ e ~C Py ! 8 CC ! 2 ‘ \J
! ! ! ! IO2 !
i T T T T
y Tube & 4 cc. de A, " 6 ccy 4 i D
! ! ! ! 10”7 !
!“r,ﬂ g . 6 ne. de A  § ! 1§ ot
!;._f.v )' B I G S 1@ Ae i 4 CC, 6 ! id
! ! ! ! 107 !
: Tt -t ? ~ A A : - ! {3 -
1 mne LJ! 8 C‘. ° qQe i1 e { CC' 8 F
! ! ! e H
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 Tube 7, I cc., de A. 4{ 99 e 1 fﬁ G
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By o = - T ! !
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! ! | a 10" I
ST o =y ! e % ] s
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Le lévulose a pour formule CO IIZ 06
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C'ect 1'isomére I du glucose.

OBTENTICN DES DIFFERENTES SCLUTIONS
Litgg
I IQuantite de léviulosel Concentration du!l Titre de la
|  Tube | ! Eau ! milieu en !
! ! introduite ! ! lévulose ! solution
! ! ! ! !
! o5 T ! or ! £ ! L !
y Tube 17, 1,80 gr. 41,000 ecy T molécule A
; ; : 'ICQ Bl i
1 ! 3 : i 2
5Tuge - Icc de la solution A, 9 cc§ I molcécule ; B
! ! ! ey
! ! ! 27 D e
! m, -1 =3 !v‘\ 2 A r r 4 !
 Tube '12cc de la solution A, 8 ccy_ 2 molécule C
" : ; 2 gr./1l,
! ! ! 110 !
L B Gien de Ta Solubs ! ' “ !
 Tube y4cc de la solution A, 6 cc,_4 molécule D
! f ! ! IOB gI’ . /l . !
e o . s % 4 ! . !
yTube 5' 6cec de la solution A4, 4 cecy_6 molécule E
' . . = ‘)"— gr ./l » '
! ! ! 110 !
e 3 0 ! ! . !
jrube  ©',8cc de la solution A, 2 ccy. 8 molécule ¥
! ! ! (1g° BT M.
J ! . ¢ I ! . {
y Tube 7' Iec de la solution A g8 g8, .1 molécule G
: ! ! ! !
! ! | tTo*  8Fe/l.
! » L= ! .
fTuae 8' 2cc ce la solution A, 98 co{ 2 molécule f H
! ! ! 110" ere/l.
P T P s T T : !
Tube 9'.4cc de la solution A %6 ec, 4 molécule I
! ! ! }— !
! ! ! 170" Br/l.
! 5 3 TOS ! = 3 = | dor ! r 4 r
yTube IC* 6cc de la solution A, %% ccy_6 molecule | J
! ! ! g0 Bl
I r§iha : . ! . ! . !
yTube II' 8ce de la solution 4, 92 cc,_8 molecule | K
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D - RESULTATS

1,'étude des valeurs déterminées et 1'examen des
courbes tracdes montre que les glucides exercent une action
inhibitrice sur le développement du Perabacterium.

En effet, sur les milieux ensemencés au cours de ces
géries d'essais, le nombre de bactéries par unite de THOMA
reste compris entre O et 6,5, alors que le milieu témoin
permet d'obtenir environ 30 bactéries par unité de TIONA.

Ie développement optimum obtenu pour chacun des
glucides est 3
- 2,1 bactéries par unité en surface pour une concentration
en clucose égale & 2/1.000 mol. gr./l.

- 6,5 bactéries par unité en surface pour une concentration
en saccharose égzale a 2/I0.000 molécule gr./l.

- 2,7 bactéries par unité en surface pour une concentration
en fructose égale & 4/I10.000 molécule gr./l.

- I bactérie par unité en surface pour une concentration
en lévulose égale & 4/I.000 molécule gr./l.

- 6 bactéries par unité en surface pour une concentration
en amidon érale & 4/I0.000 molécule gr./l.

Les développements s'étant révélés beaucoup plus
importants lorsque l'apport de substances organiques
gleffectuait sous forme de peptone et de bouillon ds
pommés de terre uniquement, il apparaft judicieux de ne

faire figurer aucun glucide dans la composition d'un milieu
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ACTION DE L'HEMOGLOBINE SUR LE DEVELOPPEMENT DU
FERABACTERTIUM:

L'apport des substances organiques dans le milieu
s'établira, pour cette étude, comme suit
- 0,3 gr. de peptone, |
- I ec. de bouillon de pommes de terreé.
- 2 ec., des solutions d'hémoglobine & des concentrations
variables.
Les tubes sont constitués de la facon suivante 3
- 3 cc. de solution de PO, H K2 a I/I.000 gr/cc.
- 5 cec. de solution de SO4Mg 4 I molécule gr./l.

- I ce, de solution de SO4Na2 3 T molécule gr./l.

- I cc, de solution de SOQMn 4 I molécule gr./l.

-I5 cc. de solution de Cl,Fe & 8 1072 er./cc.

- I cc, de solution de (804)31?92 a4 0,5/I00.000 gr./cc.
-~ I ce, de solution de SO4K2 & I molécule gr./1l.

0,3 gr. de peptone.

- I cc, de bouillon de pommes de terre.

- 2 cc, des solutions d'hémoglobine aux concentrations de :

r (TR AL R R IR RNV S
T.000.000 * T00.000 T 103 T-000 ' T.000

I

6 ’ 8 > ! L
~ 1,000 TaL000 . T IR0T . TI0
pour réaliser dans les différents tubes, des concentra-
tions croissantes en ces substances comme l'indique le

tableau suivant.

On effectuera l'apport de COBCa



A
PREPARATION DES DIVFERENTES SOLUTIONS D'HENOGLOBINE

On dissout tout d'abord l'lémo:lobine dans une solution de bicar-

bonate de potassiun.

]

Poids moléculaire CO, HK I2 + (3 x1I6) + I + %9 = I00

ct

A cet effet, on introdvit I gramme de bicarbonate de potassium
dans I.000 cc, d'eau, on ajoute I gramme d'hémoglobine dans cette solu-
tion de CO5 H I & I/I00, et on obtient la solution A qui servira &
toutes les dilutions.

llo's conviendrons que cette solution A d'hémoglcbine ainsi pré-

parée est a la concentration I.

! ! Quantité dThemoglohine ! IConcentration dul Titre de Ia
| Tube! ! Eau ! milieu en !
! ! introduite ! ! hémozlobine ! solution
! ! ! ! !
! ! ! ! !
1 211 cc.de la solution & | 9 cecl 1 ! B
! ! ! ! T0 !
! ! ! ! L §
! 3171 e¢c.de la solution A ! 99 cc! ' ! C
! ! ! ! TO0 !
! ! ! ¥ !
! 4 1 8 cc.de -1a solution B ! 92 cc! 8 ! D
! 4 ! ! 1,000 !
! ! ! ! !
! 51 7% ce.de la solution B | 9% cci ik ! E
! ! ! ! 1,000 !
! ! ! T ¥
! & 1} 6 ce,de la solution B 1 o4 cc! 6 ! F
! ! ! ! 1.000 !
! ! ! I !
1 21 4 ce.de la solution B | 96 cc! 4 ! G
! ! ! ! S 0\!‘66 !
! ! ! ! I
I 81 2 ce.de Fa solution B | 98 cc! 2 ! H
! ! ! ! 1.000 !

- ! ! ! |
! 91 I cc.de la solution B 1 99 cc! : ! I
! ! ! ! I QVC'EJ !
! ! ! T !
! TO0 ! T cc.de la solution B ! 0990 cel 4 ! J
! ! ! ! I0.000 !

El ! ) ] !

! IT ! I cc.de la soluticn C ! 999 ce! I ! K
! ! ! ! T00.00 !
! ! ! ! !
! I2 ! I cc,de la =~olution I | 99C cecl I ! L
i f f I SR TR R A T 1
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RESULTATS

Les concentrations en hémoglobine s'échelonnaient
dans ces milieux entre I/I.000.000 et I.

Les divers développements obtenus se situent entfo |
les valeurs de
- 0,6 bactérie par unité de THOMA (
- 5,2 bactéries par unité de THOMA(
- 0,2 bactérie par unité de THOMA ( polir uit prélhvetnl
- 4,3 tactéries par unité de THOMA en profondeus

pour un prélévement
de surface.

La croissance de la culture est sensiblement
identique quelle que soit la quantité d'hémoglobine
introduite dans le milieu de culture. ;

Les écarts existant entre les différentes valeurs
peuvent &tre imputés & la difficulté de dissolution de
1'hémoglobine, La solution A n'est pas homogéne malgré
la présence du bicarbonate de potassium. Lorsqu'a l'aide
de pipettes, nous faisons différents prélévements dans
la solution A pour effectuer les Solutions, nous intro-
duisons une erreur, |

I1 n'apparaft de toute facon utile & faire figurt:',¥
ce composé organique du fer dans la composition d'ﬁn
milieu de culture devant répondre aux exigences du

Perabacterium,
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ACTION DE LA PHYTINE SUR LE DEVELOPPEMENT DU

PERABACTEZRIUM
et Bt et TR Tt T RE PO P ey e

L'apport des substances organiques dans le milieu
s'établira comme suit 3
- 0,3 gr. de peptone.
- I cc.‘de bouillon de pommes de terre.
- 2 cc, des solutions de phytine & des concentrationb
variables.,
Les tubes sont constitués de la facon suivante ¢
cc, de solution de PO, H K2 a I/I.000 gr./cc.
cc. de solution de S0,Mg & I molécule gr./l.
ce. de solution de SO4Na2 a I molécule gr./l.

I
ORI T A

cc. de solution de 80, ln & I molécule gr./l.

~I5 ce. de solution de Cl,Fe & 8 107> gr./cc.

- I cc, de solution de (Soq)zFe2 & 0,5/I00,000 gr./cc.
- I cec, de solution de 80,K, a I molécule gr./lf

- 0,3 gr. de peptone.

I cc. de Bouillon de pommes de terre.

- 2 cc. des solutions de phytine aux concentrations de
4 2 4 6 8 i i 2 4 6

10t 10* 10* 1WOF 107 100 100 100 10O
R
10° T10°

pour réaliser dans les différents tubes, des .concentrations
croissantes en ces substances comme 1'indique le tableau
suivant.

On effectuera 1l'apport de CO3Ca.



R

PRECARATION DES DIFRERFENMTES SOLUTICI'S DE PHYTINE
N - b 2 b ] = &R A . ETH
Nous avons a notre disposition des cachets de phytine CIBA

dosés a 0,5 gr.

5

Versons le contenu de 2 cachets de phytine, soit I gr. dans IOOCcc.

d'eau, nous obtenons ainsi une solution de phytine au centidme. 4 partir
de cette solution av I/I00, nous préparons les dilutions.

T ' Quancits de phytine ! 1Concentration I Titre de 1=
! Tube ! ! Fau ! du milieu !

! ! introduite ! ! en phytine ! sclution
! ! ! ! !

! ! | ! !

- 1 ! 1 gr. ! I00 cc.! ! A
! ! ! ! !

! ! ! ! !

! 2 !18cc.de la solution A ! 2 CCel ! B
! ! ! ! !

! ! ! ! r

t6cec.,de la solution A ! L cc.l 5 ! C
! ! ! ! 1.000 gr/ee!

! b T ! !

I &4 '4cc.de la solution A ! 6 cc.! 4 ! D
! ! ! ! 1.000 gr/ce!

! ! ! 1 !

1.5 {2cc.de la solution A ! 8 ce.! 2 ! E
! ! ! ! 1.000 gr/ce!

! ! o St or ! r B
1 6 yIccede la solution A | O cC.ey I | F
! ! ! y  1.000 &r/ce

! L] r( A X ] ™ ! 9| ! o ! 71
gk 18cc.de la solution F | 2 CCuy 8 y G
! !,— 2 - . *1! ’r ! T
;] 8 yocc. de la solution F, 4 cc., | H
| ! ! ! !

! { I ! I

! 9 4cc.,de la solution F | 6. .cCel ! I
! ! ! ! !

! ! ! I I

! IO !2cc.de la solution T ! 8 ec.! 2 ! J
! ! ! ! 0,00 r/ccl

! T ! ! !

! IT !Tece.de la solution F | 9 cc.! ! K
! ! ! ! el
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RESULTATS

L'étude des valeurs déterminées et 1'examen des
courbes tracées montre que la phytine n'exerce qu'une
trés faible action sur le développemént du Perabacterium,

En effet, sur les milieux ensemencés au cours de
cette série d'essais, le nombre de bactéries par unité
de THOMA reste toujours compris entre O0,I et I,3.

I1 semble que la phytine n'exerce aucune action
sur le milieu de culture du Perabacterium spelei. Son
apport dans le milieu ne s'avére donc pas ﬁécessaire.

Ceci s'explique par la présence du phyﬁol appa-
renté aux glucides et d'acide phosphorique qui, nous
l'avons vu, au cours d'expériences précédentes, freinent

le développement du Perabacterium spelei,

D

LE
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ACTION D'UN BOUILILON DE HARICOTS ET D'UN BOUILLON
DE POIITES DE TERRE SUR LE DEVELOPPEMENT
DU PERABACTERIUL SPELEI
—tmlmi=lef=f=f—f=i=i=i=l=i=1—1=
Nous allons vérifier 1l'influence, déja établie, de

la concentration d'un bouillon de pommes de terre sur le

développement du Perabacterium.

Ie milieu dans chaque tube de culture s'établira
comme suit
- 3 cc, de solution de PO4 H K, a I/I.000 gr./cc.
- 5 ¢cc, de solution de SO4Mg é I/ICO gr./cce
- I cc. de solution de ClNa & I,5/I.000 gr./cc.
- T cc. de solution de S0,ln & I/I0.000 gr./cc.
4Fe a I/I0 molécule gr./l.
- T cc., de solution de (804)3 Fe2 & 0,5/I0.000 gr./cc.

-I5 ecc., de solution de SO

- I cc, de solution de C1 K & I/I0 gr./cc.

0,8 gr. de peptone.
- I pincée de carbonate de calcium.
Tes milieux seront ecomplétés a 30 ec., par l'ad-
jonction, soit d'un bouvillon de pommes de terre plus
ou moins riche en éléments dissous ou en fines particules

en suspension, soit d'un bouillon de haricots.

I - LE BOUILION DE POMMES DE TERRE ¢

Le bouillon de pommes de terre sera considéré
introduit & une concentration égale & 1l'unité s'il s'agit
de 3 cc, A'un filtrat obtenu en amenant & 500 cc. le
bouillon de 500 grammes de pommes de terre, ou si ce

~
meme rapport entre



"D -

valeur du volume du filtrat

et valeur du poids de pommes de terre

est égal a4 I,

A partir de ce filtrat, nous réaliserons, par dilu-

tions, des concentrations inférieures & I.

OBTENTION DES DIVERSES CONCENTRATIONS

Apport de bouillon de pommes

Concentration en bouill on

| ! ]

; : de terre ; de pommes de terre

! ! {

! Tube T : 3 cc, de bouillon unitaire { I :

! ¥

| !

! 1 5

ITube 2 ! 3 ce, d'un bouillon unitaire ! 1%

; s dilué a % i -

! T :

ITube 3 | 3 ce, d'un bouillon unitaire | I/5

| | dilué a I/5 - !

! ! |

! ! - !

ITube 4 | 3 cc.d'un bouillon unitaire | I/1I0

! . | dilué au I/IO0 !

| ! !

! i A 1]

ITube 5 | 3 ec, d'un bouillon unitaire | I/100

! ! dilué au I/I0O0 ! :

! ! ! i |
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IT - LE BOUILTLON DE HARICOTS.

Dans cette deuxiéme expérience, les milieux seront

complétés a 30 cc., par l'adjénction d'un bouillon de
haricots plus ou moins riche en éléments dissous ou en

fines particules en suspension. 15

Celui-ci sera considéré introduit & une concentra=

tion égale & ltunité, s'il s'agit de 3 ec. d'un filtrat
obtenu en amenant & 200 cc. le bouillon de 200 grs. de
haricots, ou si ce méme rapport entre i
~valeur du volume du filtratd
et valeur du poids de haricots.
est égal é g
A partir de ce filtrat, nous réaliserons, par

dilutions, des concentrations inférieures a I,

OBTENTION DES DIVERSES CONCENTRATIONS -

! I Apport de bouillon de Concentration en boulllon
l haricots ! de haricots
! !

! Tthe I { % cc., de bouillon unitaire ! I

! ! !

! ! !

| Tube 2 | %5 cc, dYun bouillon unitaire [

| ! dilué & % ! e

! ! !

! Tube 5 | 5 cc. d Un bouillon unitaire !

! ! dilué au I/5 | I/

! ! !

! Tube 4 T 3 cc, deun boulllon unitaire [

: ! dilué au I/IO ! I/I0
! !

| Tube 5 | 3 cc. dTun bouillon unitaire T

} ! dilué au I/T00 ! I/I00
! !
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ETUDE DU DEVELOPPEIENT DES ORGANISMES DANS
CHACUN DES TUBES

e e e e e e e e B

Ll

RESULTATS DES CONPTAGES EFFECTUES s

; § ! Concentration T Prélévement | IPrelevement |

! ! en bouillon de! en surface ! , !en profond. I;;

! Tubs ! haricots | N.bactéries | “OVeMN€ N pactidries |-OYenne
! ! | peounité THOMA! Ip.unité THOIIA!

| ! ] 2%3:25,2T.24. | i I5.,12.10.16,!

! Tube I ! I ! 24.18.26.24, ' 22 | I4:15.,11.13.1 1%

! ! ' 25.,18.22,19, 1} I 30, Q. 14,121

! ! | 22,24 :20.2L, | P I3, 1%,1T.10,1

1 ! ] I6.29.28.,22, ! | I0.25.1G.22.!

! Tube 2 ! % I 34.26,31.26.Y 26,2 1§ 31.13.21.18.]) 2k
! ! P 59.17+29:30, 1 i 31.12.22:18.%

! ! f 2527 2%:20 1 ] 24,21 I1.28,!

| ! P 1% .30 Gy By 1 T PR 5 T T IS

! Tube 3 ! I/5 P 153,116,304 1 12,1 ¥ 6. 7. 7. Byl ld

! ! } I6.18. 54 Bs | - Bs 9108 541

! ! f 10,72, 17,11, 1 I 66 7ella 84l

! ! i- 5. 9 4, 85, 1 b 9. 2. 74 9.l

! Tube 4 ! I/10 I 3, 3,22, 6, ! 6,8 |- 0. 54 3. 2. 10 000
! ! { 5. 7,10, 10, 1 I 90,10, 8,21,1

! ! 1 64 % 8¢ 55 1 £ 5, 8, 8, 1.1

| ! N B 1. Os s T.10.1

! Tube 5 ! I/I00 b By B Uy Be 5.7 1 8,304 7 Yol O30
! S I 7. 8, 4, 6, 1 ] 4,10, 26 3.1

{ ! } B Js 0. 041 L B B el
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RESULTATS _

En comparant les courbes de développement du Pefay
bacterium obtenues lorsque ie nilieu de culture renferme
- 80it 3 ecc. de bouillon de pommes de terre
- soit 3 ce. de bouillon de haricots,
on constate que l'apport de bouillons de pommes de tep;e,
de plus en plus concentrés, améliore le développement du
Perabacterium qui atteint la valeur de '

- 8,1 bactéries par unité de la cellule de THOMA
pour un prélévement de surface
- 7 bactéries pour un prélévement de profondeur,

Nous constatons, d'autre part, que l'apport de
bouillons -de haricots, de pius én plus concentrés donne
encore un meilleur développement du Perabacterium quiv )
atteint la valeur de
- 22 bactéries pour un prélévement de surface
- I3 bactéries pour un prélévement de profondeur.

Ces 2 séries d'expériences tendent & montrer la
supériorité du bouillon de haricots sur le bouillon de
pommes de terre.,

Nous attribuons l'action favorable exercée par ces
deux bouillons, aux subétances oligodynamiques qu'ils
sont susceptiblés de renfermer et dont lé nature reste
4 préciser. Il semble qu'a cet égard, le bouillon de
haricots soit plus riche que le bouillon de pommes de

terre,



e
L'allure zérirale de la courbe est bien celle qu'on
obtiendrait avec un olizo=-élément, & savoir :

- un palier pour les concentrations inférieures au seuil
minimum '

- & partir du seuil minimum, le développement croft
beaucoup pour une faible augmentation de la corcen-—
tration ¢ c'est la partie ascendante de la courbe qui
atteindra une valeur optimum .

- & partir de cette valeur optimum, le développement
décrolt rapidement pour ure faible augmentation de
concentration ¢ c'est la partie descendante de la courbe.
Celle-ci se poursuit Jjusqu'ad une certaine valeur de 1la
concentration qui correspond au seuil de toxicité qui

ne peut €tre défini,
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Nous avons ponstaté que l'apport de bouillons de
haricots, de plus en plus concentrés, améliore le déve-
loppement du Perabacteriﬁm, aussi nous reprendrons
l'expérience afin de rechercher 1l'influence a plus grandé
échelle de la concentration d'un bouillon de haricots,
sur le développement de cette bactérie.

Dans chaque tube sont portés :

3 cc, de solution de PO, H K, a4 I/I1.000 gr./cc,
- 5 cc., de solution de SO4Mg 4 I/I00 gr./cc.
I
I

cc, de solution de ClNa & I,5/I.000 gr./cc.

cc. de solution de SO, Mn 4 I/10.000 gr./cc.

-I5 ce., de solution de SO4Fe a I/1I0.

-~ I cc, de solution de (804)5 Fe2 4 0,5/I0.000 gr./cc.
- I cc, de sclution de ClK & I/IO gr./cc.'
- 0,5 gr. de peptone.

Nous effectuons 1'apport de COBCa.

Les milieux seront complétés & 30 cc. par 1l'ad-
jonction d'un bouillon de haricots préparé comme suit.

Le bouillon de haricots sera cbnsidéré introduit
& une concentration égale & 2, s'il s'agit de 3 cc.
.d'un filtrat de I00 cc. obtenu & partir d'un bouillon
constitué & 1'origine de 200 grammes de haricots aux-
quels on avait ajouté 200 ce, d'eau.

A partir de ce filtrat, nous réaliserons, par éilu—
tions, des concentrations inférieures a 2.

Le filtrat de I00 cc. obtenu précédemment sera

appelé solution A.
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OBTENTION DES DIVERSES CONCENTRATIONS :

——

F ! r ! I
| Tube | Titre de la solution ! Eau ! Concentration | Titre de
! | utilisée ! | en bouillon ! la
! ! ! | de haricots | selution
B1E 30 ! 10 d &3 { . 1 T
1 1 cc.de la solution A I IO cc! L ! B
! i ! ! !
For
i 4t : I cc, de la solution B z 0,5 cci I f C
! ! ! ! 1,5 !
§ 51 : I cc, de la solution B : I cci % i D
| ! ! ! !
L gr 1 7 o6, de 1s sotuticn B ! . 2 col T ! E
! ! ! ! i !/7 \
! I ! ! YRUN
LILLE
! 7 ! T cc, de la solution B ! 4 cc! I -/}%
: ! ! ! = !
! | ! |
| 8 | Iecc.delasolutionB | 9 oo} T ; G
! ! ! ! IC |
§ ot § I cc. de la solution G i 9 cc} h 4 i H
! ! | ! ! 100 !
| o' | I cc.delasolution G | 99 ec| I : I
! ! y  1.000 !

} IT I cc, de la solution G ! 999 cc! I | J
! ! ! T10.000 !
! ! ! !
1 2" | I0 cc. de la salution A 25 cc,r 1.5 f K
! ! !

!

|

!

St St s | Bt G sd

Pom S s | o Swm Swm .«0—0—1.—.-.-

Prn S ey [ Sem S sem
S—
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Le tube témoin a la méme composition du peint
de vue minéral que les autres tubes de la série.

Nous ajouterons 0,3 gr. de peptone et le milieu
sera complété & 30 cc. par l'adjonction de 3 cc. de

bouillon de pommes de terre & la concentration I.
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RESULTATS

Conformément & 1l'expérience précédente, nous
constatons que l'apport de bouillons de haricots, de plus
en plus- concentrés, facilite le développement du P era-
bacterium qui atteint la valeur de
- II bactéries par unité pour un prélévément de surface
- 6,8 bactéries par unité pour un prélévement de profondeur
lorsque la concentration est égale a %.

Mais l'apport ne doit pas excéder cette valeur aiﬁﬁi
Qu'en témoignent les tubes I, 2, 3, et 4 ol le bouillon 1
de haricots, présent aux concentrations respectives 7 -
érales & 2, I,5 , I et I/I,5, provoque une diminutionT:>
importante du nombre de bactéries établies dens le milieu,
ce qui compléte la remarque précédente COncernanp 1taction
de substances oligodynamiques entrant dans la composition ‘
du bouillon de haricots. La diminution du nombre d'orga-—
nismes observée pour les tubes I, 2, 3, et 4 expliquerait
done le r8le inhibiteur que pourraient jouer les substances
lorsqu'elles sont apparwes en tron grandesquantités, lors-
qﬁe nousfranchissons le seuil de toxicité.

Te bouillon de haricots est plus favorable au
développement du Ferabacterium que le bouillon de pommes
de terre, En effet, nous n'obtenons avec ce dernier que
4 bactéries par unité de la cellule de THONA pour un
prélévement de surface dans le tube témoin ou le bouillon
de pommes de terre avait été introduit a une concentration

égale al .
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ACTION D'UN BOUILLON DE BLE EN GERMINATION
SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTERIUM

Nous nous proposons maintenant 4a'étudier l;£ctidn 5§ 
2 autres substances organiques : |
-~ 1'extrait de blé en germination
- 1'extrait de levure de biére '
sur le développement du Ferabacterium afin de déterminer
& quelles concentrations il convient de les introduiﬁe‘ 1
dans le milieu de culture pour obtenir un développqment‘v
optimum de la bactérie. ‘ :
Nous recherchons tout d'abord quelle acfion exerce_<f
le bouillon de blé en germination sur le développeﬁcnt du s
Perabacterium, :
La composition des tubes de culture s'établit de.1; 
facon suivante : | - : '
- % cc, de solutidn de PO, H K, 4 I/I.000 gr./cc.
- 5 cc. de solution de 80,Mg a I/IOO-gr./cc.
- I cc, de solution de CL Na & I,5/1.000 gr/ecc.
- I ce, de solution de SO4Mn 4 I/1I0,000 gf./cc.
-I5 cc. de solution de SO,Fe & I/I0.
-~ I cc, de solution de (804)3 Fe, & 0,5/I0.000 gr./cc.
-~ I cc. de solution de ClK & I/IO gr./cc.
- 0,5 gr. de peptone

- 3 ¢cc., de bouillon de blé en germination & diverses
concentrations -
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On effectuera ensuite l'apport de GOB'Ca.

PREPARATION DU BOUILLON DE BLE EN GERMINATION

On fait germer des grains de blé. Au bout de 6 & 8
jours, les grains de blé germés sont pesés, pilés dans un
mortier en présence d'un peu de sable de FONTAINEBRLEAU,
puis portés a douce ébullition pendant I0 minutes environ.
Le bouillon est filtré & chaud et assez vite, de fagon a
éviter les oxydations qui se produisent rapidement au »
c?ntact de 1l'air.

Pour obtenir la consﬁance de concentration de ce
bouillon, le méme rqpport entre poids de grains de blé
germés et volume définitif du filtrat devra &tre maintenu 3§
nous avons porté 200 grammes de grains de blé germés a

1'ébullition et le filtrat a été amend & 200 cc. Le

bouillon ainsi obtenu était & la concentration I.



OBTENTION DES DIVERSES CONCENTRATION
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b

diluvé au I

Iivvort de opoulllon de ble | TConcentration en boulllon de -
Tube | ! Eau ! .
! en zermination ! ! blé en germination
i f !
. e ; : N !
Tube 2';2cc.d'un bouillon unitaire; I cc., 2
H . . b e
! ! ! 2
o g L i e T !
Tube 3';Icc.d'un bouillon unitaire; 2 cC.y L
4 . . 7 |
! ! ! »
s ,!3CC.L un Hou17lon nitairel 1§
.;.‘Ukje 4 ' r‘l’t)( ‘J ' OCC. ! I
! 10 ! !
S s 5 G e | i e
Piatyes B,Tm,c.u un @ uillon unitairel Tar ! 5
T i ! dilué au I { 7 -
! 9] ! !
mo. sp1llcc.dtun pbouillon unitalire! I T
= 3 1,’\ I N ' rq _: lU ‘{‘ aLl I ' 28 C o '
! T0 ! ! ot
mube 7,! cc.a'un pouillon unitaire! Oc r T
~ LU . s RS
! diluvée au I ! ey ——m—'—
i 100 ! ! o
.  apl2cc.d'un bouillon unitalr el b
Pube 8 gl Icc, 2
! dilué au I ! ! R 7, o R
! T00 | ! <
PR ] X air  §
Tube O',Icc.d'un bouillon unitaire, 2cc. 1
" dilué au I/I00 " " Z00
12~ Ay o R 30
Pube IC,;,VU.; vn bouillorn unitairel!l Ooe , ! T
dilue au I ! ! W
! 1000 ! ! ;
I2-c.dfun boulllon unicalre!l 3 :
Mg TEPE00=t Ul SERALLER AR Ted, 2
{ dilué au I ! ! —3—3-6—6"—
! TO0C ! ! -
) ~¢11cc,.d'un boull itairel!l .
Tube I2': 1 1llon uni dL*e' 2ec. T
! ! !

1000
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ACTION D'UN EXTRAIT DE LEVURE DE BIERE SUR

LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTERTUM.
B e e e e B T L L Lt

Le composition des tubes s'établit ainsi 1

3 cc,.de solution de PO, H K, a4 I/I1.000 gr./cc.
- 5 ec. de solution de SO,Mg & I/I00 gr./cc.

T e¢c. de solution de Cl Na & I,5/1.000 gr./cc.

I ce. de solution de SO4Mn 4 I/I0.000 gr./cc.
=I5 cec., de solution de SO4Fe 4 I/I0.
- T cc. de solution de (80,)3 Fe, & 0,5/I0.000 gr./cc.
~ T cc. de solution de C1 K & I/I0 gr./cc.
- 0,3 gr. de peptone.

- 3 ¢¢, d'un extrait de levure de biére & diverses concen-
trations ¢

TN RS RN WA e TS, DL T Tl AT
—3 "3 T 30 30 00 300 300 1000 3000 3000

On effectuera ensuite l'apport de CO3 Ca

I,

I'extrait de levure de bidre a été obtenu de la fagon
suivante : '

Pesons 200 grammes de lévure de biére; pilons cette
levure dans un mortier en présence d'un peu de sable de
FONTAINEBLEAU., .

Ajoutons 200 cc. d'eau et portons le tout & 1'ébul-
lition pendant 30 minutes.

Tiltrons & chaud. Le filtrat est ramené & 350 cc. au
lieu de 200 cec. pour obtenir un meilleur épuisement.

T.e bouillon ainsi obtenu est & la concentration 1%



-
A partir de ce filtrat, nous réaliserons, par dilutions, les dif-

férentes concentrations, pour réaliser dans les différents tubes des con-

centrations croissantes en cette substance, comme 1'indique le tableau

suivant ¢
T I Apport d'extralit de levure | [ Concentration en levure
! Tube ! de biére ] Eau % de biére :
3 ! {
! Tube I'! 3 cc., d'un bouillon unitaird ! I
! ! | !
] ! 1 ! y:
! Tube 2'! 2 cc, d'un bouillon unitaire I cc.! 2
! | = ! 1 2 b
T ! ! 1
| Tube 3'! I ec.d'un bouillon unitaire! 2 cc.l! I
| | ! ! 3
T T ' { { :
! Tube 4'! 3 cc.d'un bouillon unitairel | I
! ! dilué au I/IO0 ! ! 10 :
T T i £ + :
! Tube 5'! 2 cc.d'un bouillon unitaire! I cc.l P
! | dilué au I/I0 ! ! 30
L | ; I !
| Tube 6'! I cc.d'un bouillon unitaire! 2 cc.! « 3%
} ! dilué au I/IO0 ! ! 30 3
! ! 1
! Tube 7'! 3 ce.d'un bouillon unitaire! ! : £ '
! ! dilué au I/I00 ! | TO0 ‘:I!i
i | { 1 ] \.'LLE/
| Tube 8'! 2 cc.d'un bouillon unitaire! I cc.! 2 :
} } dilué au I/I00 ! ! 200
r T
! Tube 9'! I ec.d'un bouillon unitaire! 2 cc.l T ¥
| ! dilué au I/I00 ! ! 300
T ! : T {
| Tube IC'! 3 cc.d'un bouillon unitairel ! I
! ! dilué au I/I.000 ! ! —I000 ;
T % 4 T {
! Tube II¥! 2 cc.d'un bouillon unitaire! I cc.! 2
! | dilué au I/T.000 l | 3000
I T ! ! -
! Tube I2'! I cc.d'un bouillon unitaire! 2 cc.! I
! ! dilué L ~3000_ 5

au I/7,000 !
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RESULTATS

L'examen des courbes tracées montre que 3

ltapport de bouillons de blé en germination, de plﬁi(ﬁ
plus concentrés, améliore le développement du Perabaéj'
qui atteint la valeur de ' e
- I7,2 bactéries par unité pour un prélévement de’au#£§§&
~ 20 Dbactéries par unité pour un prélévémént~an}y§é£§§ﬁiﬂ
de méme que 1'apport d'extraits de levure de biérquﬁ;_;
en plus concentrés. Le développement dﬁ Perabacteriun;
atteint dans ce cas, la valeur de : 5 ';
- I4 bactéries par.unité pour un prélédverient de surfac
- 8,1 bactéries par unité pour un prélévement en yrotof‘
Ie bouillon de blé en germination et l'extrait e
levure de biére contiennent vraisemblablement des suhas |
tances ollgodynamiques minérales ou organiques favorabl,,f¥
au développement de la bactérie. :
Les substances oligodynamiques d'originefbxgaﬁiqﬁ;ﬁ;;
seraient détruites par stérilisation, I1 serait done "ALL‘
intéressant de connaftre 1'influence de 1'extrait do bl‘ii"
germé ou de l'extrait de levure de biere sur le dévelopv -
pement du Perabacterium a condltlon que ceux=-ci na-suhis~"
sent pas de températures supérieures ou égales a 60’ S
Cette recherche fera 1'objet de la prochaine séric
d'expériences,
Notons toutefois que les variations des eourb0§ A‘
seraient dues au fait que bouillon de blé germé ou dxtrﬁit

*de levure de biére ne sont pas homogénes,
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ACTION DE L'EXTRAIT DE BLE GERME OBTENU SANS EBULLITION

SUR LE DEVELOPPEMENT DU PERABACTERIUM e
e kot Bk T T8 T D QRS DG Sy S UG P i DU Sl B

La composition des tubes de eulture s'établit de la faean

suivante :

- 3 cc. de solution de PO4 H K2 é I/I.000 gr./cc.

- 5-cc. de solution de 804Mg a I/I00 gr./cc.

~ I cc. de solution de €1 Na & I,5/I000 gr./cc.

- I cc. de solution de SO4Mn a I/I0,000 gr./cc.

=I5 cc. de solution de SO4Fe a I/I0.

-~ I ¢c, de solution de (804)3 Fe, a4 0,5/I0.000 gr./cc.
= I ec, de solution de C1 K & I/I0 gr ./cc.

- 0,5 gr. de peptone. :
~ 3 cec, d'extrait de blé germé aux concentrations auivantok‘&

I,
“3- "3” _IU' '36""36‘ IUU"BUU"BUU“'IUUU'BUUU'3566

On effectuera ensuite 1'apport de CO§Ca.
PREPARATION’DE L'EXTRAIT DE BLE GERME

Faisons germer les grains de blé, Au bout de 6 & B'Jeﬁfi;"
les grains de blé germés sont pesés zﬁsoit 56 grammes. Ils ﬁénx'v
ensuite pilés dans un mortier en présence d'un peu de nable‘d?A
FONTAINEBLEAU,

On ajoute 50 cc. d'eau et on porte le tout a 1l'étuve
réglée entre 55° et 60° pendant I heure.

Flltrors ensuite & chaud et assez vite, de facon & éviter ;
les oxydations qui se produlsent rapidement au contact de l'air.'

Le filtrat ainsi obtenu est & la concentration I.

L'obtenﬁion des diverses concentrations est obtenue &

- partir de ce filtrat et suivant le m&me procédé que dans

l'expérience précédente.
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ACTION DE L'EXTRAIT DE LEVURE DE BIERE SUR LE DEVELOPPEMENT

- DU PERABACTERIUM
e L B TR T P T DA T D ST PEY Pt Dy S o

La composition des tubes s'établit'de la facgon suivantq:;'fé
3 ec. de solution de PO4H K2 & I/1.000 gr./cec. ;
- 5 ¢c. de solution de 804Mg & I/I00 gr./cc.
I cc. de solution de C1 Na & I,5/I.000 gr./cc.
I cc. de solution de S0, Mn é I/I0.,000 gr./cc.
-I5 cc, de solution de S0,Fe & I/IO0. :
- I cc, de solution de (804)3 Fe, & 0,5/I0.,000 gr./cc,
- I ec, de solution de C1 X & I/I0 gr./ecc.
- 0,3 gr, de peptone. e e
- 3 cc, d'extrait de levure de biére adx'concenfratibna auivdﬁfbai
R U e B ab o
On effectuera ensuite l'apport de OOBCa.
PREPARATION DE L*EXTRAIT DE LEVURE DE BIERE

Pesons 30 grammes de levure de bié:e. Celle-ci est onsuité
bilée dans un mortier en présence d'un peu de sable de FONTAINE-
BLEAU et dans lequel on ajoute 50 cc. d'esu. . |

On porte le tout A i’étuve réglée entre 55? et 60° pen-
dant I heure,

Filtrons ensuite & chaud, Le filtrat ainsi obtenu est & la
concentration I, :

L'obtention des diverses concentrations est obtenue 2 :
‘partir de ce filtrat et suivant le méme procédé que dans 1'ex-

périence précédente.
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ETUDE DU DEVELOPFELENT DES ORGANISHES

sultats des comptages effectués.

DA

(D

| Concentration!Prelevement | 'Prelevement |
! en levure len surface | lo;enne !en profondeur! Illoyenne
! de biére IN.,bactéries | IN.bactéries !
! Ip.unité THOMNA! 'p,unit¢ THOLA !
! ! F Igo {72 9. r - jIn) ’020-)4-(
! I | 64 S5¢. %0 7. 1 742 | 28.26.,31.30,! 29,4
! ! (;o \o -‘o 7. ! ! 53"—29 5"—/'!
! ! 6, &, 8. 5, ! | 31.32,25,35,1
! ! By 9¢ e 24 1 I 26.25.28. 2&.(
! 2 I 5 25 25 84 1 2.5 | 27.32.19.24,! 26
! 3 P 3y Lo 20 Fs ] y I 22.30.31.,23,!
! F 2 5. 2y 2s ] } 28419:5%5.20,1
I Y O, Ze Ve -dw. 3 I 19425220l
3 1 F I 3, 0. 0s 05 1 0,57 | 20,21.18,20.1 23
! 3 -0 O T Bg 3 | 20,18,17:1I5,!
] i O, O, ta O, 1 ! 19.74,19, 9,!
I r23;94 24.?F I 2, TRV
! i 124,719,20.17. | 21,3 2L 15T, 18,1 I D
i IC !22.I~.9\./“. ! ! 20.I8.,14.1I9,!
!I}".ZE._;).__. ! ! I3.21 .,08,16,1
! I 8 7, u.Tf. 5 I 16,14, TJ.T/.!
! 2 110 T B33, L 8,3 (R S * P i Oy R 15, %
l 3(: ! 90 7. 8.]”\"0 ! ! IQ. j ID I/o!
! | 6,11, 9, 6, } | I5.70.,T8.F1.1
I : e Ve %% o ¥ ' I+ S.1C, Ij.!
! T P O 4, 0.0, F I { 16,15, 9, 6,! I5. %
! 350 - L B Dv To { I2.20:14, TO )
! P D Ty 3. by 4 ! ¢5._I.IL. s
! I Ou fa- Sy g ¥ ! 20 92 1% F
! L V'%s B4 8, 261 6,2 ! I8. 25. /.! 2C
! 100 I 80 7 G4 54 ! IQ.IU.L).(V.!
! ! 8. ’-So 50 ]0 ! l I IO 20-—( .!
! I Y, 9 B, 8 I ] e el8 sl
! 2 1IT,10. 9. 8., ! © ! Io.*/ T IO.! 20,05
|  "300 - 1T0. 8, 9.1T, 1 ° | I7.21.25.25.1 -
! !13. 70 \:o C‘c ! ! Iklo;.\Jo_Lvquo!
I F 3 D% e 5% 3 ! If;lp._v.Iq.T
! T 5y La B 20 1 3 ! 10.18.14.,22,1 20,1
! 200 et 2y By |k ! I§.£5.£I.20.!
! ods B Be 5, | 18.28.21.24,1
i 5 R P e I S0 iy S TS P B G N |
! I ! 70 (?. E’B.Ia. ! 8’7 ! 24 I"So;vj Ir/ou 1-8,8
! TO0C ! B: 9,70, 8; 1 P @85616.19:15.1
] ! 7.IC, 9. 9, | | 18, I/.,L.PL !
! 1 2. 6. 2. &4, 1 1-IU e Yadde)
! 2 I 3470 6. 6, 1 4.8 ! I4,20,12,. 7.! 125k
} . TEO00 .. 1 5, B.#. Bl o i T1.T3. 8.I0.1 :
! ! 3¢ Ve Ps Bu.l i 9,515,173 2.!
! "4, 5. 2¢ 1. 1 ! B 7% 9 Fal
2 | T 1'3¢ 3¢ 4, 2.} 3,1 i1 15,10, 8., 8.1 Byh
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RESULTATS .
Signalons que les résultats de comptage doivent &tre inter-

ppétés avec beaucoup de prudence parce Que nous avons introduit
des extraits végétaux non stérilisés.
Comme dans l'expérience précédente, 1'examen des courbes
tracées mbntre que t
- l'apport d'extraits de blé en germination de plus en plus con-
céntrés,.améliore le développement du Perabacterium :
38 bactéries par unité pour un prélévement de surface.
- 1l'apport d'extraits de levure de biére de plus en plus concen-
trés, facilite également le développement de la bactérie :

29 bactéries par unité pour un prélévement de surface.

Ces’maxima dans les courbes de développement du Perabac-
terium montrent que l'extrait de blé germé ou l'extrait de levure.
de biére & la concentration unitaire contiennent le plus de Ex\
substances oligodynamiques qui favorisent le développement du dE,)

it

Persabacterium,

Les maxima des courbes de développement obtenus dans
1t'expérience précédente sont inférieurs & ceux obtenus ici. Cette
différence est due & la destruction, dans le cas précédent, des
substances oligddynamiques, par stérilisation. Ces substances
sont thermolabiles, donc d'origine organique. Dans le cas pré-
cédent, seules les substances oligodynamiques d'érigine minérale
étaient intervenues,

Les variations des courbes seraient dues au fait que 1l'ex-
trait de blé germé ou extrait de levure de biére ne sont pas

homogénes,
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ACTION D'UN EXTRAIT D'ARGILE DE GROTTE ET D'UN
EXTRAIT DE TERRE SUR LE DEVELOPPEMENT DU

PERABACTERIUM SPELEI
g st Sk St A g St et R Bl v 07 £ B o2 A

A - EXTRATT D'ARGILE

-

La composition des tubes de culture s'établit comme
suit A
- 3 ec, d'une solution de PO, H K, a I/I.000 gr,/bc.
- 5 ec. de solution de S0,Mg & I/I00 gr./cc.
- I cc, de solution de C1 Na & I,5/I.000 gr./cc.
- I cc. de solution de SO,Mn & I/I0.000gr./ec.
-I5 ec. de solution de SO,Fe & I/I0 molécule gre/l.
- I cc. de solution de (80,) 3 Pe, & 0,5/10,000 gr./cc.
- I cc. de solution de C1 K & I/IO gr./cc. ' |
- 0,3 gr. de peptone.
= 3 ¢c, d'un extrait d'argile & diverses concentrations :
s S v v S oo o oo o
On effectue ensuite l'apport de carbonate de ’

calcium.



PN
REPARATION DE L'EXTRAIT D'ARGILE

Soit un échantillon d'argile de grotte (grotte du laboratoire dé
MOULIS, salle d'argile).

liélanger 500 grammes dtargile & 500 e¢c. d'eau du robinet. Laissons
macérer 24 heures & la température du laboratoire.

Porter a4 l'autoclave I heure & I30°

Laisser décanter et filtrer & chaud sur le papier.

Le filtrat ainsi obtenu est & la concentration unitaire.
OBTENTION DES DIFFERENTES CONCENTRATIONS .

I Concentration en extrait

o o eenf

!
Tube ; Apport d'extrait d'argile Eau | d'largile
I !
Tube I ! 3 cc.d'un extrait d'argile ! 0 Sa.d I
! dilué au I/I.000 ! ! .~ 10.000
! 1 -
Tube 2 ! 3 ec.d'un extrait d'argile ! B ezl - I
; dilué au I/I00 ! ! 1,000
{ I
Tube 3 | 3 cc.d'un extrait dtargile | 0 ao.l 10
: dilué au I/I0 ! 1,000
!
Tube 4 10,5cc.d'un extrait d'argile | 245001 16
| - unitaire ! 1.000
! i
Tube 5 | 3 ec.d'un extrait d'argile ! 0 cc.! 20
! dilué au I/5 ] | 1,000
! i 3
Tube 6 | I cc.d'un extrait d'argile | 2 eCel ég
! unitaire ! | »
: ! I ¥
Tube 7!I,5cc.d'un extrait d'argile ! 1,508} 20
i unitaire ! ! .
[ !
Tube 8! 2 cc.d'un extrait d'argile ! I 6.l 66
| unitaire ! ! 1,000
l ! !
Tube 912,5cc.d'un extrait d'argile | 0, 5¢c} 83
! unitaire ! ! 1,000
! T !
Tube IO! 3 cc.d'un extrait d'argile | ! I
i ! !

unitaire

E
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B - TERRE DE JARDIN

Du point de vue minéral, la composition des'tubes
" de culture s'établit de la m8me fagon que dans 1'expérience
précédente.

L'apport d'extraits organiques se fera sous forﬁo de :
- 0,3 gr. de peptone.
- 3 cc, d'un ;xtrait de terre de jardin & diverses

concentrations 3

LB T i T T

L'extrait de terre sera préparé comme suit :

Choisir une terre noire riche en humus : terre de jardin
cultivé de PH neutre ou légérement alecalin, :
Faire macérer I hg. de cette terre dans I.000 cec. d'eau
du robinet pendant 24 heures & la temﬁérature du laboratoire.
Porter & l'autoclave I heure & I30°
Laisser décanter et filtrer & chaud au papier.

Ie filtrat ainsi obtenu est & la concentration I.
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OBTENTION DES DIFFERENTES CONCENTRATIONS ?

unitaire

52 ! 4 I
I Tube ! Apport d'extrait de terre | Hau | Concentration en extrait
| ! ! 1 de terre
! ! 1 |
1 | i !
O | 3 cc.,d'un extrait de terre | | I
; { unitaire : : 10
r PRES. g oS : F
§ 2 12,5¢cc., d'un extrait de terre | ce
! ! : uni taire ; ’ ! T
I T o ¢ T
I 3 | 2 cc.d'un extrait de terre | I cel 66
| ! uni taire I l .
| | i |
| 4 }* :
I 4 II,5¢c d'un extrait de terre ! I,5 ce
o ; T unt bt ee § ! o \vus
{
N [ ie 3
- I ec.d'un extrait de terre 2
: : unitaire : : .
! i | I
; 6 : sSec.d'un extrait de terre ; 245 oei I6
! ! { !
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RESULTATS

Lprsqu?on examine les 2 courbes, on constate que l'extrait de terre
de jardin n'a qu'une faible action sur le développement du Perabacterium
‘spelei,

En effet, le développement maximum
= 4 Dbactéries par unité pour un prélévement en surface
- 4,6 bactéries par uni té péur un prélévement de profondeur
~ pour une concentration égale & “I"gUU ‘

La courbe de développement du Perabacterium spelei en présence d'un
extrait d'argile de grotte se montre par contre extrémement intéressante.
Il présente un maximum de $ 3 ‘ ]
=23,9 bactéries par unité de THOMA pour un prélédvement depprofondeur..E

L'extrait d'argile contiendrait done des substances oligodynamiques
qui favoriseraient le développement de la bactérie.

Etant donné le mode de préparation (stérilisation & 1l'autoclave),
il apparaft que les substances oligodynamiques seraient d'origine minérale
mais, l'existence de substances organiques thermostables n'est pas néces-
sairement exclue, En effet, la grotte n'est-pas un ﬁiiieu fermé, il peut
s'établir entre la surface du sol et la grotte, un réseau de fissures par
lesquelles sont amenées dans la grotte, toutes sortes de matidres orga=-
niques provenant du métabolisme des végétaux ou des travaux effectuds par
la microflore.

En outre, les bactéries des argiles excrétent dés produits orga-
niQues. Un certain équilibre peut s'établir qui, pour la valeur de conwen-

ration égale & 83/I1.000(valeur de comparaison utilisée ici) permettrait

an développement favorable du Perabacterium spelei,
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ACTION DES ULTRA-VIOLETS

Un tube contenant le milieu rendu optimum par la présence de
3cc. d'extrait d'argile, a la‘coneentration de 66 Put soumis a
ltaction des rayons ulﬁradviolets pour une durée.de 2 heures environ.
L'exposition aux rayons U.V, fut réitérée & intervalles réguliers.

Au bout du IIéme jour, nous avons obtenu les résultats sui-

vants
] T T ' l i
| Moyenne | Prélévement en surface ! Prélévement en profondeur | lMoyenne
; ; pér unité de THOMA ! par unité de THOMA }

] i
! T I-12-T1-T1-13-10-10-19-1 O= O= O= O= I- 6= 6= 0= 1| e
! 10,7 ! ! J I,3
: :IE— 2=]]«~I8= 8= 6= 6= 3=! 4= O= I« O= O= O= O= 3~ l

! !
Soit @

- 10,7 bactéries pour un prélévement en surface.
- I,3 bactéries pour un prélévement en profondeur.

L'action des ultra-viclets serait done nocive au développement
du Perabacterium spelei dans ce type de milieu et peut &tre préconisée

pour les stériliser préventivement,
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ACTION D'UN EXTRAIT DE RHIZOSPHERE SUR LE

DEVELOPPEMENT DU PERABACTERIUM
e e L L T T e e T P e B

Ia composition des tubes s'établit de la fagon
suivante @ ' , .
- 3 cc. d'une solution de PO, H K, & I/I.000 gr./cc.
- 5 ec. d'une solution de SO Mg & I/I00 gr./cc.
- I ec, de solution de C1 Na & I,5/I.000 gr./cc.
- I cc. de solution de SOAMn & I/I0.000 gr./cc.

-I5 ce. de solution de SO, Fe & I/IO.

I
o cc. de solution de (804)3 F32 & 0,5/I0.000 gr./cc.
- I cc., de solution de C1 K & I/IO gr./cc.

- 0,3 gr. de peptone.

- 3 cc. d'un extrait de rhizosphére 4 diverses concen—
trations :

8
’r%m 00" T80 IO
- On effectue ensuite l'apport de carbonate de

calcium,
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PREPARATION DE L'EXTRAIT D'UNE RHIZOSPHERE

Erélevons les poils ebsorbants d'une cinquantaine de plantes.
lLaissons la terre qui entoure les poils absorbants. Pesons l'ensemble ¢
80 grammes.

Ajoutons 80 cc., d'eau.

Pilons cet extrait de rhizosphére dans un mortier.

Faisons bouillir et filtrer.

fe filtrat obtenu est & la concentration I.

!t ¥ r T
{ Tube ! Apport d'extrait d'une -1 Eau | Concentration en extrait
; ! rhizosphére 1 | d'une rhizosphére
! ! !
{ I i : | X
A ! 3 ecc,du filtrat unitaire | 0 ! I
! ! ! ! 10
— bt
; ! 1}
2 2,5cc.du filtrat unitaire 0,5 ce 8
! § T8 it 1
| ! ‘ l | = ¢
! ! ! !
! ! 1 [
§ -3 ] 2 cc.du filtrat unitaire | I cel 66
! 2 ! ! 1,000
! ! ! !
: |1 uni | ! 5 :
B y5cc.du filtrat taire ! I,5 ccl 0
1 l ! | .
| 1 ! !
! T ]
F 5 ! I cc.du filtrat unitaire | 2 cel ég
! ! ! ! .
! | ! !
l ! ! !
i 6 ! 0,5¢cc.du filtrat unitaire ! 2,5 cec! 16
: ! | ! 1.000
| | !
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RESULTATS i
Cette étude de la rhizosphére et les études pré-
cédentes conduites dans les mémes conditions donnent;
les mémes résultats, & savoir la courbe caractéfistique

desoligo-éléments dont nous reproduisons ci-dessous le

prototype 1@ A
Novw b re dtlr

voleur 0\9"\'““
bactivies

st.eu..t an;w

]
|}
L]
]
1

> Conecemtyratbions

Elle montre que les besoins en oligo -éléments
minéraux du Perabacterium spelei ne différent pas des
besoins des végétaux supérieurs, puisque les substances

cligo-dynamiques récupérées dans l'extrait de rhizosphére

sont efficaces dans une culture de Perabacterium spelei.
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CONCLUSTION

Dans une premiére étude, nous avons envisagé l'action
des glucides sur le développement du Perabacterium spelei,
Le saccharose présenterait le meilleur dé&eloppement.

- 6,5 bactéries par unité de THOMA pour un prélévement en
_ - surface '
-20 bactéries par unité de THOMA pour un prélévement en
profondeur,

Pour les autres glucides, le développement ne
dépasse pas 1
- 6 bactérigs par unité de THOMA pour un prélévement en

surface.

- 7 bactéries par unité de THOMA pour un prélévement

en profondeu:,

Les développements se sont révélés assez faibles
pour la plupart des glucides, il n'apparaft donc pas
Judicieux de les faire figurer dans la composition du
milieu de culture, puisque nous recherchons avant tout
une croissance active du Perabacterium spelei. Dans
certains cas, par rapport au témoin, il semble que les 7.\
glucides auraient été inhibiteurs pour le développement,

De méme 1l'hémoglobine et le phytine semblent
n'exercer aucune action sur le milieu de culture du
Perabacterium spelei et leur apport dans le milieu ne

s'avére donc pas nécessaire.
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Dans une deuxiéme partie, nous avons étudié 1'in-
fluenée exercée par les extraits}de milieux naturels
préparés & l'autoclave dans les conditions habituelles
de”étérilisation, sur le développement du Perabacterium.
Dans l'ensemble, les'résultats ont été satisfaisants,’
mais il est apparu un développement optimum lérsque
l'apport se faisait
- 80it sous forme de bouillon de haricots
- 80it sous forme d'extrait d'argile, %

L'un et l'autre posséderaient deé substances
oligodynamiques d'origine minérale, cependant l'existence
de substances organiques thermostables n'est pas exclue.

Ta nature de ces subsﬁanbep n'est pas déterminde.
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' I1 nous est apparu énsuite utile de rechercher le dé#eloppement
de 1arbactérie-dans un milieu de culture contenant les substances les
plus intéressantes révélées par ces recherches, & savoir :
- le bouillon de haricots :
- 1'extrait d'argile
- ou une combinaison de ces deux extraits.
La composition des tubes s'établit comme suit @

3 ec. de solution de PO4H K2 4 I/I1.000 gr./cc.
- 5 ce, de solution de SO4Mg & I/IOO gr./cc.

I cc. de solution de C1 Na & I,5/T.000 gr./cc.

I cc. de solution de SO, Mn a I/I10.000 gr./cc.
~I5 cc. de solution de S0,Fe & I/I0
-1 00, 8¢ Botition 36 Cl K & I/I0 gr./cc.
- l'apport d'extraits de milieu naturel se fait selon le tableau

suivant

Tube

Oy 3 gr.de peptone + 3 cc, d'un extrait d'argile & 66

O, 3 gr.de peptone + I,5cc d'un extrait dlargile a 66

I,5¢¢c d'un bouillon de haricots & %

+

O, 3 gr.de peptone + 3 c¢c. d'un bouillon de haricots & %

{

.-m.—.qo—-..-.ﬁo—'—.__.‘m.—-—
et i e e B R
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Au bout de IO jours d'étuvage, nous avons obtenu
les résultats suivants :

POUR LE TUBE I

- 9,8 bactéries pour un prélévement de surface.

-II,5 bactéries pour un prélévement en profondeur.

POUR LE TUBE 2

-I7 Dbactéries pour un prélévement de surface.

-2I  Dbactéries pour un prélévement de profondeur.

POUR LE TUBE 3

- 8,3 bactéries pour un prélévement de surface.

-I0 Dbactéries pour un prélévement en profondeur.



RESULTATS
Le développement du Perabacterium spelei s'avére

optimum lorsque l'apport d'extraits organiques dans le

milieu se fait de la facon suivante

- 0, 3 gr. de peptone.

- I, 5 cc. d'un extrait d'argile & la concentration 66

- I, 5 ce., d'un bouillon de haricots a la concentratién %o
Ceci nous améne a préconiser pdur la culture du

Perabacterium spelei un milieu qui présenterait les

caractéristiques suivantes i

- 3 cc., d'une solutipn de PO4 H K2 4 I/I1.000 gr./cc.

- 5 cc. de solution de SO4Mg 8 I/IC0 gr./cc.

- I cc. de solution de C1 Na & I,5/I.000 gr./cc.

- I cc. de solutip% de SO,

4
-I5 cc., de solution de SO4Fe & T/I0s -~

a I/I0.000 gr./cc.

- I cc. de solubtion de C1 X & I/I0 gr./cc. ;

- 0,3 gr. de peptone,

/

- I,5 cc. d'un bouillon de haricots & .

- I,5 cc. A'un extrait dlargile & 66
= . ° )

On effectuera, bien entendu, l'apport de cartonate

de calcium.,
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GRAPHIE DU PERABACTERIUM SPELEI EN “ILIEU AUTOTROPHE
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Grossissement : 22.000
1€ pris au microscope électronique

Nous distinguons des formes en bissac du Perabacterium spelei et des

aiguilles d'hydroxyde ferrique, non encore hydratées.
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