e 1O v

différencient les unes des autres par les

Les diverses espéces de levures se au
lucidases, qu’elles sécretent.

diastases, et plus particulierement par les g

On trouve dans les cellules de levure plusieurs diastases protéolytiques,
dont la plus connue est I'endotryptase. Celle-ci, constituée probablement 'par
un mélange de plusieurs diastases, se rapproche davantage de la j:rypsine c}ue
de la pepsine, car elle pousse la dégradation des matieres albuminoides jusqu’au
stade amino-acide (Géret et Hahn). E'le se distingue cependant de la trypsine,
en ce qu'elle est favorisée par une réaction nettement acide (optimum : 0.2 % en
HC1). Elle est génée par les alcalis, les sucres, l'alcool & 10 %. Elle commence
3 agir & 5-6°, a comme optimum de température 45° et est détruite par chauffage
d’une heure & 60o. L’endotryptase est une distase endocellulaire. Comme elle

est capable cependant de liquéfier 1a gélatine, on doit admettre que dgns
certaines conditions, elle peut diffuser & travers la membrane cellulaire (W1ill),

notamment lorsque la levure se trouve dans un état anormal (cellules mortes

ou malades).

Le groupe des estérases comprend, & coté des enzymes des matieres grasses
(lipases), une série d’autres diastases intervenant dans la saponification des
esters, de l'acide phosphorique (phosphatases), de Vacide sulfurique (sulfatases),
etc. Ces différentes diastases se rencontrent dans la levure, Elles sont réver-
sibles, c’est-a-dire susceptibles, suivant les besoins de l’'organisme, de provoquer

I’hydrolyse ou la syntheése des matieres grasses et des esters.

La lipase de la levure, qui décompose les graisses en acides gras et en gly-
cérine, parait étre endocellulaire : el'e intervient dans l'utilisation des maticres
grasses que lon rencontre dans le protoplasma, particulierement a l'époque

- de la sporulation. Dans certaines levures cependant, el'e est capable de diffuser
a travers les membranes (Van Tieghem). Il en serait ainsi notamment pour

- divers Torulas (Rogers et Jensen).

. Suivant la nature des corps hydrolysés, on divise les glucidases en disaccha-
- rases ou polyases, selon qu'elles transforment en hexoses les disaccharides
(saecharose, maltose, lactose et tréhalose), les trisaccharides (raffinose) ou les

polysaccharides (amidon, glycogéne, inuline).

R - D’amylase transforme l'amidon en maltose et parait formée par plusieurs
- diastases distinctes. Elle se rencontre dans de nombreuses espéces de moisissu-
 res (Aspergillus oxyzae, Amylomyces Rouxii, etc.) et de bactéries (ferments
- butyriques, Bacillus mesentéricus; B. subtills), mais rarement chez les levures
~ .Sch, Pombe, Sch. mellacei, levure Logos). L’inulase, qui produit du lévulose &
partir de Tinu'ine, ne se trouve non plus que tout a fait exceptionnellement
(Sch. Pombe et mellacei, S. marxrianus). Les levures renferment par contre un
enzyme trés voisin de lamylase, la glycogénase, qui saccharifie le glycogéne en
donnant d’abord du maltose, puis du glucose. Cette diastase est endocellulaire

et n'agit en conséquence que sur le glycogéne produit par la levure elle-méme.

- Le raffinose est scindé en lévulose et melibiose” par la raffinase (diastase
voisine de la sucrase), et le mélibiose est lui-méme décomposé en glucose et

galactose par la mélibiase, Certaines levures peuvent assurer la décomposition
compleéte (evures basses de brasserie et de boulangerie, S. pastorianus, etc.) :
d’autres attaguent le raffinose, mais sont sans action sur le mélibiose (Secn.

Pombe, Sch. mellacei, levUire L0gos).

La sucrase ou invertase, qui hydrolyse le saccharose en glucose et lévulose

 (sucre interverti), est la plus répandue de toutes les diastases. On la trouve

- chez beaucoup de moisissures et chez la plupart des levures. Quelques-unes
de ces dernieres n’en contiennent cependant pas (S. ostosporus, S. apiculatus

8. Rouxii, ete.) et ne peuvent en conséquence faire fermenter le saccharose.

Chez certaines especes, la diastase demeure a Pintérieur de la cellule, mais

dans beaucoup de cas elle peut diffuser a Yextérieur. La sucrase préfére les

- milieux acides (pH optimum : 5 environ). Elle agit déja a 0o, a comme tempé-

| rature optima 520 et est trés rapidement détruite & 700, La concentration sac.-

- charine la plus favorable est celle de 20 % ; le sucre interverti et le lévulose
~ exercent une action retardatrice sur I’hydrolyse. *

. La maltase, qui transforme le maltose en 2 molécules de glucose, se retro
A d;o;m dﬂﬁrm:m moisissures (Asperpillus niger, A. oryzae, Amylomyces, divers
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M ws) et dans beaucoup de levures. Elle n’existe pas dans S. apiculatus, eri-
 guus, marxianus, Jorgensenii. Elle agit mieux en milieu neutre (pH optimum
66) et a la température de 40°,

La lactase décompose le lactose en glucose et galactose. Elle ne se rencontre
que chez un petit nombre de levures (levures des laits fermentés). Elle est plus

_ répandue chez les moisissures,

o La tréhalase, qui donne & partir du tréhalose, du glucose et du lévulose,
aete été rencontrée dans de nombreuses levures de blére et de vin (Kalantar),

2o & symase alcoolique dédouble les hexoses en alcool et en gaz carbonique.
Cette diastase est un produit complexe, constitué sans doute par un mélange
de divers enzymes. Harden et Young ont montré qu’ele était constituée, au
‘mons, par une partie colloidale dont les propriétaires fermentaires dispa-
- raissent par chauffage, 'aPozymase ; et par une partie non colloidale résistant
" a la chaleur, la cozymase. Cette derniére parait avoir la structure d'un ether
©~  organique phosphoré : ce serait, d’aprés des travaux récents, un adénylphosphate
de ma.gnészle
b\ La zymase est tres fragile, Abandonné 2 Jui-méme, le suc de levure perd
LR rapidement son activité, par suite de la destruction de l’'apozymase par les
e L) -. prote’xnes de la levure et de Ihydrolyse de la cozymase par la lipase.

" La zymase préfére un milieu alcalin. L’addition de carbonate et de phos-
phate de soude exerce un effet favorable sur le pouvoir fermentatif de la dias-

tase. Par contre, P'action de la zymase est arrétée par le sublimé a 0.1 %, | R %
T'alcool a 15 %, le formol a 10 %. b &
- La diastase est détruite par chauﬁage & 5b° ; & l'état sec et si la dessication : 1

2 été effectuée sous vide & 409, elle peut toutefms résister jusqu’a 140e¢, Le pou-

yoir ferment est maximum vers 12 - 14° (Buchner). La température optima

parait étre plus élevée, mais l'attaque par les protéases s’accroit quand la tem-
 pérature. augmente, La meilleure concentration sucrée est de 25 % environ.

~ Autolyse de la levure.
| Si la quantité de levure est inférieure & 40 % du poids du sucre, ]a fermen-

tation s'arréte franchement quand le sucre est épuisé. Mais lorsque le poids
de levure est supérieure & 40 % de celui du sucre, la fermentation continue,
- d’autant plus longtemps que la quantité de levure employée est plus grande.

- La levure vit alors sur sa propre substance : c’est le phéenomene d’autophagie

1S R ARG d’autolyse '

S T DR ph.ases peuvent étre distinguées dans lautolyse : la fermentation

| '-_du glycogéne et la protéolyse. La glycogénase contenue dans la cellule agit sur

.f-“‘-‘.la g ycogene, qu ‘elle fait fermenter en donnant de l'alcool, du gaz carbomque !
S AR SR .de la glycérine, et, suivant Salkowski, de l'acide succinique.
.~ ¥n méme temps, les matiéres azotées sont attaquées par diverses protéases.

T W Parmi les produits de cette digestion, on trouve des bases nucléiques, de Ia
Mt valine, de la leucine, de la guanine, de la lysme de l'arginine, de l’'acide aspar-
S tiqu.e et de la choline (Kutscher).

> L*autolyse est racﬂitée par l'élévation de la température et une réaction
S hégerement acide du milieu (pH optimum = 6). Certains sels (phosphates acides,
e  NaC1, acétates, citrates, arséniates favorisent également le phénomeéne tandis
? .J | :.-. que d’autres (phosphates neutres, nitrates, sels ammoniacaux) le retardent ou
M 1@ Eémnt (Lintner).

Actlcm des Agents Phquues et Chimiques

s e E;a généml é. l’état humlde, les globules de leviure sont tués par un chauf-
IS w ﬁ de quelques minutes a 50-60°, Certaines especes peu résistantes périssent
.~ déja a 45-48°, tandis que d’autres ne sont détruites qu'a 70°. Will a trouvé des
i ng“‘* : aa.mrm nouvant suPpurter mndant 30 minutes le chauﬁ“age a 70°. La
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température mortelle varie aussi selon la composition du milieu, La résistance
3 la chaleur est moindre en milieu acide qu'en milieu alcalin. Elle egt plus
grende en présence de sucre ou d’amidon: ainsi, dans le pain. la tempcrature

mortelle serait située aux environs de 68°, d'aprés Wills.

A Vétat de spores, les levures supportent des températures de 5 ou 10°
supérieures & celles auxquelles les globules périssent. La levure seche resiste
bien mieux que la levure humide : elle supporte sans périr un chauffage de
5 minutes dans un courant d’air porté a 100°, et méme 120° pour certaines

especes.

Le frold a peu d’action sur les levures: on a pu refroidir des cellules a
150 degrées au-dessous de 0 dans l'air liquide, sans altérer leur vitalité, a condi-
tion que les variations de temperature soient progressives et non brutales.

Les températures extrémes auxquelles la fermentation peut avoir lieu sont
voisines de 0° et de 40°. Sauf de trés rares exceptions, toute fermentation cesse
au-dely de 40-42°. Cochran et Perkins (1) ont cependant étudié des levures qui,
chauffées dans un sirop & 58°, pendant 30 minutes, continualent & faire fer-
menter le liquide, :

La, tempéra,ture optima de fermentation est généralement comprise entre

20 et 35°C. Elle varie suivant les races de levure et la composition du milieu.
Pour les levures .de distillerie des pays tropidaux, elle atteint 32-35°, Il est d’ail-
leurs possibie d’acclimater les races des régions tempérées, dont l’'optimum
thermique est relativement bas, aux températures élevées des pays chauds
(Chaturvedi, Owen). - |

| Mm™e* E. Bachrach et J. Roche ont montré que I'action prolongée du chlo-
rure de potassium entrainait un déplacement de l'optimum thermique vers les
hautes temperatures. Elles ont constaté qu’au bout de 10 mois de culture sur

- eau de levure additionnée d’une forte dose de KC (10 %), la levure étuldiée
-~ availt sa tempeérature optima de multiplication cellulaire élevée de 3° ILe méme
fait a aussi été observé avec le ferment lactique (élévation de 5 3 6° au;bout

de 3 ans). (2)

- La zone des températures optima est, en somme, trds voisine de celle des
tempeératures mortelles D’autre part, 'action toxique des constituants dt1 moit
qui génent le fonctionnement de la levure (alcool, acides organiques, etc.),
se trouve en general considérablement augmentée par I’élévation de la tempé-
‘rature. Comme la fermentation alcoolique s’accompagne d’un fort dégagement
de chaleur (20 & 23 calories par 180 gr. de sucre détruit, [d’aprés (Bouffard), qul
éleve la temperature du liguide, on comprend que certaines fermentations com-
menceées & une température trop é€levée puissent s’arréter brusquement en

pleine marche,

On est souvent amené, en brasserie et en vinification _
ratures de fermentation trés inférieures aux températures é&;ﬁﬂ:ﬁsdiﬁe?ff;
~ géner le développement de certains organismes étrangers, soit pour ,donner a
liquide fermenté des caracteres particuliers au point de vue du gout. P u
exemple, dans la préparation de la biére par fermentation basse, on desc'enda;
4-10° en cuverie et & 0.0-4° pendant le séjour du liquide dans les éaves de garde

Lumiére.

La lumieére ne parait pas avoir une action trés mar u A
Lizbimenko (1), elle ral_entirait la multiplication cellul*a,cl!reé.e.L?é?lpeerg?: I;g’rriggf:f
tive ainsi que la quantité d’alcool formée seraient plus faibles pour les levures
'écla.irée.? que pour celles qui se développent 3 1'abri de Ia lumiére, la diﬂ'éren:e

. €étant El autant plus prononcée que la température est plus élevée La propo |
tion d’acides produits (surtout acides volatils) serait aussi plus forte et cfelg
de glycerine moindre. D'aprés Owen (3), une courte exposition aux rayons

iy

(1) Ent. Sug. ¥. XXXV, 26, 1933,
@) €. R. CXCIV, 1023, 1932 =
(3) IndEn; Chem. VI, 480, 1914
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ultra-violets augmenterait la rapidité et l'efficience de la f e
- mMélasses de canne. ¥ TR v b o

B AN "_Ox.Ygénﬁ-
~ Dans des expériences restées céldbres, Pasteur a montré que la levure
en_ge_m_encée dans une solution sucrée placée dans une cuvette plate, brile lé
- Bucre en gaz carbonique et en eau, se reproduit abondamment et ne donne
AR S e des iraces d'alcool. Ensemencée au contraire dans une solution privée d’air
- par ebullition et conservée & l'abri de l'air, elle se multiplie beaucoup moinsg
AT que da.ns.le cas précédent, mais produit uniquement la fermentation alcoolique.
mteur €n conclut que: <« la fermentation est la consequence de la vie sans
&, Sans gaz oxygene libre... L'étre aéroble fait la chaleur dont il a besoin par
Ry -_,I&sﬁcombustmns‘ resultant du gaz oxygéne libre ; I'étre anaérobie fait la chaleur
- dont il a besoin en décomposant une matiére dite fermentescible, qui est de

. Yordre des substances explosibles s ' |
i G Padk e - SUl | usceptibles de dégager de la chaleur par

e

%. {;.g Lﬁ ., . | i £ 94 _- ¢ . . . . | 4 : ) ]
i S ‘certlg thérc:rie_ pastorienne, aprés avoir été contestée pendant longtemps par
. Scriaing physiologistes (Cochin, Brown), a recu au cours de ces dernisres

iy e _a-m;.lées une éclatante confirmation, & la suite notamment des travaux de Meyer-

. Ilya antagonisme entre la « fonction végétale » et la « fonction ferment »
. de la levure: la prolifération des cellules est acfrue, mais l'intensité de 1la
- fermentation alcoolique est réduite en présence d’air. Cette réduction esv tou-
.~ tefois assez variable suivant les races de ferments - relativement minime pour
- les levures dont l'intensité respiratoire est faible (levures basses de brasserie)
. ¢elle augmente fortement lorsque le pouvoir respiratoire est tres grand (Toru-
A ‘-_'l;?_.'.a), ainsi que le montrent les chiffres suivants obtenus par Meyerhoff :
e S K AR R | | <0, QCO’ QCO’

;E:E;- ,I . . A _ I‘evure basse H LA B R I e T I S S S P . ® & & 8 0 P 4 s o8 14-3 130 156
: L e S AR R R TR S v SRR A S S DA PSR 92.0 1045 310
:i{h;qf B ' v | e3¢ _, | Mymderme nnnnnnnnnnn U B R R R U R T T U S e 21-5 4.6 20.6
ﬁ'};ﬁi‘ {-r,,’;:’ :f‘ . ; i : . Terula Ee oy a A R N N S N PN P T AR R 17910 18 270

h .- QO, (coefficient respiratoire) indique le nombre de mme. d'0O consommé par
ﬂ} | ! *"iég?;dqlevnres_é}che et par heure ; ng;’ le nombre de mme, de CO, dégagé par
?;-;, e :'f 1& mbme -_peidﬂ_ de levure par heure dans une solution sucrée A 5 %, en présence
j; ﬂfm?.ﬁgé,' la méme quantité de CO, dégagé dans les mémes conditions, dans

- uneatmosphére d’azote.

& B0 e el TeiHetirs rendements sont obtenus industriellement lorsqu’on oblige
e R la -Ie_mrg a4 vivre en vie anaérobie, par exemple en opérant en cuves fermeées
~~  sous pression d'acide carbonique. Un minimum d'oxygéne est cependant néces.
~ ~ saire comme excitant cellulaire : placées dans un milieu de clilture compléte-
~ ment dépourvu d'oxygene. les levures ne tardent pas a dégénérer et & mourir

g .J_'- .r'.' y W
i - _" . ” _ = 5 L 7] F g '_ B £ d [} .
IS Ve - {Cochin, Brown),
WL B ooy B8 e W, BT W Y eyt ! Lo
AR B R e A, Sf | | |
I‘:. :.d.l|_'|._. 1h_ _1.'-\. i 3 : iy .- e < I = §
b ] ai:.. ] E s 1 p < Vil | L
nl Ty I_" o ¥ e 4 gl 3 ¥ . 3 |
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-~ ' Les levures préférent un milieu acide. Le pH optimum, correspondant au

« . maximum de développement des cellules, varie avec la race et les conditions
. de culture, Il est généralement situé entre 4.5 et 50. IL/optimum se rapproche

. de la neutralité, lorsque les conditions de culture deviennent défavorables (é16-

ol
o 'Il' PL: '\-*.'U' ,‘."'F,-_ i

; éﬁf éntmn ~de la température, pauvreté du milieu, addition dlantiseptiques, etc).
~  Les bactéries sont beaucoup plus sensibles 4 l'acidité que les levures, surtout
- les bactéries putréfiantes, dont la zone de pH optimum est compris entre 6 et 7
. et le pH minimum entre 44 et 5 habituellement, Dans la technique industrielle,

- on met & profit cette différence de sensibilité des ferments pour favoriser
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Les acides minéraux agissent surtout en fonction du pH, La fermentation
est arrétée par 0.5 % d’acide chlorhydrique, 0.7 % d’acide sulfurique, 0.7 %

d'acide phosphorique.
Certains acides organiques ont une action beaucoup plus prononcée. Nous

dirons quelques mots de ceux que l'on trouve le plus souvent dans les fermen-

tations de mélasse de canne: acides formique, acétique, butyrique, lactique,

citrique et oxalique.
Johannessohn (1) a constaté que I'acide formique et ses homologues sSupé-

rieurs, & trés faible dilution, accéléraient la fermentation alcoolique et que la
concentration optima de ces acides était en rapport direct avec le poids molé-

culaire. Cette conceniration serait de 506 gr par 1, par exemple, pour I’acide
formique, de 6.6 mg pour l'acide acétique, etc. Si elle augmente, la fermenta-
tion est génée, puis s’arréte. La quantité d’acide qui arréte complétement le

genctionnement de 1a zymase n’est, toutefois, pas suffisante pour tuer la levure.

Suivant Henneberg, une dose de 0.08 % d’acide formique affaiblirait déja
la levure et une dose de 0.2 % arréterait son développement. C'est & la presence
de ce corps qu’il faut sans doute attribuer une partie des difficultés que I'on

éprouve a faire fermenter certaines mélasses, notamment celles de raffinerie ou
il a été trouvé jusqu’a 0.791 % d'acide formique (Zerban).

Les différentes levures sont inégalement sensibles a 'action de l'acide acé-
tique. Meissner (2) a constaté, par exemple, qu'une dose de 025 % de cet acide
faisait disparaitre complétement les levures Saaz et Frohberg, une dose de
0375 % la levure Logos, tandis que 15 races de levures de vin se¢ montralent
capables de terminer la fermentation en présence de 1 % d’'acide. Les effets

nocifs de 'acide acétigue varient également, ainsi que I'a montré Zikes sulvant
que l'acide est ajcuté au mofit ou prend naissance au cours de la fermentation.

Les levures sont trés susceptibles & l'action des acides citrique et oxalique,
- qui peuvent étre produits par des moisissures et des bactéries au cours Qe la

conservation des mélasses. Kayser a constaté que l'addition de 02 4 04 ™% d'a-

‘cide citrique ralentissait fortement la fermentation. Suivant les observations
if en présence de 1 % d'acide citrique

de Buromsky, le développement relat
levures : race XII (Berlin) 1.9, Logos 7.2, Frohberg 3.6

Saaz 14, S. ellipsoideus 213, S. pastorianus 103.

1’acide oxalique, quand sa proportion est inférleure & 0052 %, intervient
comme stimulant de la levure, mais & des doses supérieures il est nuisible et
tue lea cellules en 2 heures & 0405 %. Suivant Lebedefl l'action est beaucoup
plus sensible dans les solutions de sucre pur : l'acide oxalique serait déja
nuisible & 0.001 % et les cellules tuées & 0.1-02 %. Bien que les sels de l'acide
oxalique solent beaucoup moins nocifs que 'acide libre, l'oxalate de Ca se

montre cependant toxique & la dose de 025 %,

 Neale et Maerker ont trouvé que l'acide butyrigue retardait le développe-
ment de la levure & la concentration de 0.05 % et l'arrétait complétement A
celle de 1 %. Milller cependant, a observé qu'une dose de 05 % d'acide butyrique
ne ralentissait que légérement la fermentation, mais aflectait beaucoup plus
_fortement la croissance cellulaire. Celle-ci serait déja génée a la faible concen-
 tration de 0005 %, d'aprés Juslin. L'acide butyrique, aux doses relativement
faibles produites au cuyurs de 1a conservation des mélasses qui ont été exposées

a 'humidité, peut en conséquence étre cause des fermentations paresseuses de

~ certains mofQits. - o B &g FY
P Les levures montrent, par contre, une grande tolérance vis-a-vis de l'acide
i 8 e lactique, qui constitue un des antiseptiques les plus couramment utllisés en
. distillerie de matieres amylacées. Hayduck, par exemple, a observé que ce corps
5  mexerce ,une action retardatrice sur les levures que 8’1l atteint une concentra-
. . tion de 135 %. A 05 %, il stimule le développement celiulalre. 11 en est du
£ . - moins ainsi lorsque la température demeure relativement basse, Mais si elle
. dépasse 40° C au cours de la fermentation, l'acide lactique peut se montrer trés
~ nuisible et réduire fortement le rendement en alcool, ceci étant dQ en partie
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i IWQMemnt de la toxicité de l'acide avec l'élévation de la température,
mazis mtout a la prépondérance prise par les bactéries lactiques.

Ashby a étudié, a la Jamaique, I'action des acides acétique, lactique et buty-
ﬁquﬁ, & diverses concentrations, sur une levure a bourgeonnement (Saccharo-
- myces) et sur une levure a scissiparité (Schizosaccharomyces) de rhummerie,

2nsemencées dans un molt de jus de canne et de vinasse, ayant une densité

ég b Brtx ot une amdlté initiale de 0,24 % en SOH,. Il a obtenu les résultats
mtvanu '

Onantité Poureentage de sucre fermenté en

% & 2 W U 3 6 jours

m““mm_“

11 20 | 40 49 | 55 64
3 6 12 36 48 62
Pas de fermentation

6 | 2 40 | b4 b4 18
4 16 It b2 63 16
4 18 | 30 | 42 5%5! 69

30 | 44 [ 55 | 64| 72
12 | 29 | 43 |53 | 64| 72
9 |23 [ 36 [48 | 60 ] 70
7 120 {37 |54 | 67| 85
4118 |34 {50 | 65| 79
6 |24 [40 |56 | 72| 89
3 12 |36 |52 [ 66] 80

21 | 44 | 69 | 8 {100 —
15 31 D4 69 | 81 93
Pas de fermentation

10 | 28 06 83 | 100 —
4 + 3T 160 83 | 100
2 3‘ 6 9 ¥ 13 20
Pas de fermentation
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£ I.-a pmvotr antiseptique des alcools s’accroft rapidement & mesure que le
- nombre d’atomes de carbone augmente. Ainsi, Regnard a observé qu'une solu-
tggn de 2 gr. de glucose dans 250 CcC. d’eau ne fermentait plus en présence de

Alcool méthylique ................ b b o 1 o v A 20 %
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q.iv&rsea levures se montrent, trés inégalement résistantes aux fortes
N trations alcooliques. Des qu’il atteint 6 2 8°, l'alcool éthylique devient
~ antisept ue pour c&rtames d’entre elles, tandis que d'autres races peuvent
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ﬂﬁmple que le Saccharomyces Vardermcmmi trouvé dans les dis-

> Java, pouvait faire fermenter rapidement de solutions renfermant

(s e w ﬁg glucose. Inui a décrit, sous le nom de Saccharomyces Awamoni,

une levure dont lactivité commence & étre génée seulement par 13 % d'alcool

bl Tl et n'est ¢ ompléter " nt arrétée qu‘é. pa.rtir de 20 % d’alcnol D’apres Gray (1),
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ne serait pas particuliére au genre ou a l'espece,

la tolérance envers 1'alcool
t de la race de levure.

mais dépendrait uniquemen
L’action de l'alcool est SOUS la dépendance étroi

Muller-Thurgau (1) a noté, pour la levure particullere |
!ermentationg était arrétée par les quantités d’alcool ci-aprés (en poids)

38 % & la temperature de 36° C

te de la température. Ainsi,
jere quil a étudiee, que l1a

-

7.9 — —_ 21°
88 — — 18°
9.5 — — 9°

Antiseptiques.
entravent le deve-

On désigne sous le nom d’'antiseptiques des substances qui
peuvent paralyser

veloppement des ferments. Suivent la dose employég, ils
certains phénomeénes vitaux (reproduction, fermentation, etc.) ou provoquer

1a destruction compléte des cellules. A faible dose, ils génent la multiplication
des levures et accroissent le pouvoir ferment.

e mode d’action des antiseptiques est tres variable, Ils peuvent agir
comme oxydants (permanganate de K, hypochlorites), comme hydrolysants
(acides forts), en coagulant les colloides protoplasmiques (phénols, créosote) ou
en formant avec eux des combinaisons d’absorption (sublime corrosif, métaux

lourds), ete.

. I’action antiseptique dépend non seulement de la nature et l'or
microbes ou de la levuré, mais encore de nombreux aufres facteurs : tempera-
ture, réaction, composition chimique du milieu, etc. Elle est augmentee par

Iélévation de la température, 'acidité du mout et sa pauvreté en matieres nu-
tritives. Biernacki indique, pour divers produits, les concentrations accélérant

igine des

et empéchant la fermentation : .

| ' Concentration Concentration

la plus faible la plus forte

empéchant la accélérant la

_ fermentation. fermentation.
o TR SR R R SR TSN R PR 1: 20.000 1: 300.000
Permanganate de K. ..........cc.oiciiiiiiinnn. 1: 10.000 1: 100.000
FRETAE Ve o s % s 44 s R N L KT S e 4 i 1: 4.000 1: 50.000
Thymol .....ccocieierereneiiiiicincrann, URCE el 1: 3.000 1: 20.000
O N U AT A SR A G S e R e 1 3000 1: 10.000
B T LT T e R R P PR P 1: 1.000 1: 6.000
LT R A AR S O AN SR 1: 400 1: 8.000
Carbol ......... O tt e N it SN NI Lo oo o e ¥\ 200 1: 1000
B A B RLIAUe . e vs o st nras v 2 S RN R GR MR 1: 100 1: 10.000
AR T T T e PR TSN R e S SR % 25 1: 8.000

Les levures peuvent étre habitueées a supporter des doses croissantes d'anti-
septique. Elles acquiérent ainsi un état physiologique nouveau, qui peut persister
meéme *a.pré;s une série de cultures et se manifester par une variat'on dans la com-
position des produits formés. Dans le cas d’acclimatement aux fluorures, par
exemple, lg levure s’enrichit de plus en plus en substances minérales : la c’haux
qui apparait & Vintérieur de la cellule insolubilise le fluor, sous forme‘ de sel de
chaux. Il y a réduction de la quantité de glycérine et d’acide succiniqw‘e

formes.

Les antiseptiques les plus utilisés dans les industries d '

B . s de fermentati
Panhydride sulfureux (vinification), I'acide fluorhydrique et les filuv::»rur{:[s1 (3511;3

tillerie), l'acide sulfurique dilué, le lait
(nettoyage de la cuverie). de chaux, les bisuliltes, le formol

Toxines. _
Hayduck a signalé le premier, en 1909, l'existence dans la levure d’une

endotoxine capable de tuer celle-ci, lorsqu’ e Sa
I'introduit dans le milleu de culture. lorsqu'on l'extrait des cellules et qu’on

;(_1)% In ¥, Fafar — Technical Myeology. Londen, 1898-197T0,
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 TFerbach (1) a confirmé cette existence et observé que la sqbstance toxique
. paralt jouer vis & vis de la levure, et aussi vis & vis des bactérles,_ le réle d’'un
. antiseptique. L'endotoxine de la levure partage avec certaine§ toxn}es connues
- la propriété de traverser les filtres de porcelaine et celle d'étre détruite a la
. température de 100°. Mals elle se distinguerait nettement par sa volatilité :
. elle est facilement entrainée avec la vapeur d’eau, lorsqu’on distille les macé-
~  rations toxines sous pression réduite, de maniére 3 mne pas dépasser 40°

Rah Dans certaines conditions, les toxines produites par les levures pourraient
~ se diffuser dans le liquide de culture et empécher un nouveau développement
~ du ferment dans ce milieu (solution vaccinée ou immunisée). Boulard (2) a

3 {l‘

~ indiqué un procédé pour obtenir ce résultat avec les boissons fermentées.

.« Avec un liquide, tel qu'un molt de vin par exemple dosant 250 gr. de sucre
-~ par litre, on détermine une premiére fermentation par la méthode habituelle,
-~ avec une ou plusieurs levures. Losque la fermentation est bien déclarée et que
20 ou 30 gr. de sucre ont été transformés en alcool, on chauffe le liquide
. pendant une heure environ, & une température supérieure de quelques degrés
; . seulement & la température mortelle des levures qui se trouvent dans le vin.

%

2 E DTN ~ En régle générale, il suffit d’atteindre 45° C. Le liquide est ensuite refroidi,

MR puis ramené & la température optima de fermentation. Il est une fois encore

. ensemence avec les mémes levures, puis lorsque la fermentation est de nouveau

REIER LT L e 5 e
i

e

- | nettement deéclarée, on le chauffe une seconde fois comme il a été précédem-

~ ment indiqué. Tl suffit en général de 3 opérations de ce genre pour arréter

~ toute fermentation, et pour rendre le liquide infermentescible, méme apres

~ addition d'une quantié importante de levure et alors que la dose de sucres non
. fermentés est encore supérieure 3 150 gr. par litre ».

5 ‘J _Qé_'-phénoniéne paralt d’ailleurs trés général, et il serait possible, par cette
-~ methode, de vacciner des liquides quelconques avant leur compléte transfor-
- mation et de prévemir leur envahissement ultérieur par un ferment déterminé
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. Longévité des levures. ,

~ Les levures sont susceptibles de se maintenir longtemps dans les mémes
-~ milieux sans pénir. Duclaux, examinant, aprés 11 & 17 ans, de vieilles cultures
~  de Pasteur, a observé que, sur 26 levures, 6 seulement ne pouvaient revivre.
. Klocker a constaté qu'on retrouvait des cellules vivantes dans des solutions de
.~ saccharose et de molt de biére, aprés 20 et 30 ans. Enfin. Gayon et Dubourg
- ont examiné des vins fabriqués en 1810, 1818, 1819, 1832, 1836 et 1846 et constaté
e SR glu‘ﬂ! renfermaient encore des levures capables de provoquer la fermentation
¢ . orgine de la levure, présence ou abfence de lumiére, milieu de culture ote
° | Draprés Will, les levures sauvages ont une vitalité plus prolongée que celles. de
.~ culture, dont certaines races peuvent mourir trés vite. La lumiére solaire
- semble assez nuisible a la conservation. Ce seraient les levures vivant en aéro-
.~ Dbiose a la surface des liquides qui auralent la vitalité la plus grande, d’apreés

»

.~ Culture, isolement et examen des Levures
- Methodes de culture. it

. On utilise, pour la culiure des levures, les méthodes classiques de 1a bactd
_@gf::w.:appareﬂs neécessaires sont : les tubes & essai, les tubes de Roux, les
ol Al SO Petri, les flacons d’Erlenmeyer, l'autoclave Chamberland, ete. et
. bour les recherches physiologiques. les ballons de Pasteur, de Chamberland, de

- ~eoudenreich, les flacons de Hansen, etc. _ ' P

_E;_‘_-__.‘-m;mmraifrement aux bactéries, les levures demandent une réaction

b |
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bt




— |09

%

légérement acide. Les milieux de culture daiventl atre plicii ti‘llfll iﬁoltlach;i lrglijxllﬁ(‘;s,

- ' ; : | 'on veu - -

de facon 3 réaliser le maximum d’aération, Si g i e
' g 8i 'on désire provoq

tion des cellules ; et, au contraire, en ﬂaqon_s profonds, ' _

1a fermentation alcoolique. Les milieux liquides les plus communément emplo

yés sont les suivants :

Milieu de Pasteur : Eau distillee ........ RN e Qv N NG lic{z)g E
ey ST SR SRR R R SRR S e
Tartrate: QAAM. aiiv e AR ) GGl oy ety AN DE! 1.0 -
ou Carbonate d’Am., ..........«. SN AR 1,.0 \
Cendres de levure ........coe0vaens M N \

Cette solution a été utilisée par Pasteur dans la plupart de ses études sur
la fermentation alcoolique.

Milieu de Hansen : PeptonNe .....cc.oceoveienrnnoncassnssasonses t1_)(3 E
R TR e s B U o e ac Elae ok e e a0 ot e ;
Phosphate de K. ......ciiieiinreeiansss 0.3 —
2o ba o h o AREC LR R AR I EISE O NP P ST 0.2 —
W CAISEIHIGR O e st e s g e i d i s e d 10010 —
Miliett de Mayer : SUCIE  seiccersvenerecssssstsvssssnsassosss 15.0 gr
Phiosphate de K. ... .. ieiovavosnseasncsas 9.0 —
eThr T AR T e SRS SRR QU S A SR AR 9.0 —
LT TR TR s S R SRR ST RO 05 —
Nitrate d’Am. ....... L S s B AR 5 0.75 -
L T R N NN R AR N TR ST G 1.000 cc.
AR e L ANTRNt  SOEAbe QA .. i da s e e Ao : 471 gr
- R R R R R o 5% g e n o g 3 s 10 0 0.7 —
R R R e s L L SN e ale % R s o 0.1 —
T A T LT THARRG R AT S e 237 SV 1.060
. On peut ajouter un sucre fermentescible quelconque & cette solutipon, qui a
. été utilisée par Laurent dans ses travaux sur la nutrition hydrocarbonée des
_ Pairault conseille, pour ’etude des levures de rhum, la solution suivante :
« . Birop de batterie (densité 137) ....icivvivnenennnsn. e K 170 gr
- Malto-peptone de brasserie ....... P SR R Vo s B OGP 1.5 cc.
.~ Acide sulfurique concentré ............... N PV e Ay 4 D 5 gouttes
S Melange  putritif spéeial ...t I8 SR AU RO 1 gr
AT e MRS R R O S e S DS S 1 litre )

Filtrer si nécessaire et stériliser 20 minutes a l'autoclave a 120°. La formule

du melange nutritif special est : Phosphate d’'Am.: 100, sulfate de K. : 60
sulfate de Mg. : 10, phosphate acide de Ca.: 30. N

- On utilise aussi souvent comme milieux de culture : le molit de biere et

les extraits de malt ; les jus de fruit ; les décoctions de carotte, pomme de terre

etc. ; 'eau de levure. Cette derniére se prépare en faisant bouillir 100 gr. de

levure fraiche dans 1 litre d’eau distillée ; on filtre et stérilise. Pour obtenir

une forte proii;[eratd,on des cellules, il importe dajouter du sucre.

Comme milieux solides, on peut employer des tranches de pom _
de navet, de carotte, etc., ou bien encore du moat de biére, R g g

% des jus d j
I'on additionne de 8 % de gélatine ou de 1.5 % de gélose. J e Iruit, que

~ Ljétude de la sporulation des levures exige une techni .
- d’abord, les cellules doivent étre jeune 4 e ecanique spéeiale. Tout

g _ flnes et bien nourries, ce que l'on obt '
~ cultivant la levure, pendant 48 h, environ, dans un milieuqnutritif (nizr&i ed:c; '
- biere, par exemple) avec transferts répétés. Puls, les cultures sont soumises a

une période d’inanition, e ' B T
¥ matlieu peu nuLFIG? par m cInencement sur bloc de platre ou dans

- Dans la m€thode d’Engel-Hansen, on prépare un bl

Dans __ -Hans oc de platre tr

oh T endein; &, Shchant du pldre de Pari-sves 3 pastics oo, L ioe
‘placé dans o e de verre, au fond de laquelle on met un peu q’ '

~ou -_dﬂ» mﬁt ﬂ» biére, montant jusqu’a la moiti¢ environ de lapixautﬁ cciixixst gilé?

El
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‘La bolte est recouverte d’un cauvercle, sans que celui-ci empéche la libre
circulation de l'air. Pour réduire les risques d’infection par les bactéries, on
peut avantageusement remplacer la boite de verre par un flacon de Hansen.
Apres que l'appareil a eté sterilisé, par chauffage & 115° C pendant 1/2 h., on

- dépose la levure sur le platre au moyen d'un fil de platine stérilisé, et on porte
& Pétuve a la température la plus favorable pour la sporulation (25 a4 30° géné-

- ralement). Au bout d'une centaine d’heures, la plupart des cellules ont formé

 des ascopores.

Dans la méthode de Gorodkowa, plus simple que la précédente et qui &
donné d’excelients résultats a Guilliermond, on ensemence avec de la levure
jeune et vigoureuse, un milieu gélatiné ayant la composition sulvante :

B T it v s e i vers s ivsens 1000 gT
L T R e e S R AR 1.0 —
Bouillon de viande .......... R ey AR S 1.0 —
o T O R R A G i G A 05 —
L T B AR N N R e K A A b 025 —

y La. levure se développe vigoureusement apreés l’ensemencement, mais le bour-
- geonnement s’arréte bientét, en raison de la faible quantité de sucre disponible.
- Au bout de 2 & 3 jours, la sporulation est terminée.

On a employé, pour obtenir la formation de spores, de nombreux autres
milieux ; eau de levure, gélatine ou gélose nufritive, tranches de carotte, etc.
- La culture sur carotte est particulierement indiquée pour les études cytologiques
(Guilliermond). La plupart des levures, surtout celles du genre Schizosaccha-
romyces, produisent sur ce milieu des ascospores au bout de 6 & 8 jours et parfols

~ en moins de temps.

Purification et isolement.

Le principe des méthodes actuellement appliquées, pour purifier et isoler les
levures est de diluer le liquide contenant les microorganismes, de facon qu’il

n'y ait plus qu'une seule cellule dans un volume donné du milieu de culture.
Méthode de Hansen, — On commence par diluer le mélange de levures avec
de l'eau distillée, On préleve une goutte du liquide et 'on détermine au micros-
cope, en se servant d'un verre quadrillé, le nombre de globules qui s’y trouvent.
On dilue ensuite, de maniere qu’il n’y ait plus qu’'un seul globule dans chaque
. deuxiéme goutte. I1 importe, au cours de ces manipulations, d'agiter fortement
T R .m. le contenu des flacons, pour avoir une séparation compléte et une répartition
~ uniforme des cellules dans l'eau de dilution. On ensemence alors une gouttelette
- de liquide dans une s€rie de ballons contenant du moft stérile et on abandonne
e  les ballons 3 eux-mémes, jusqu’a ce que les colonies se soient développées sur

RSB S e 1 le fond des récipients.

B Les ballons mentra.nt une seule tache de levure contiennent une culture pure,
At A pmyenant d’'une seule cellule, .

B e s e seconde méthode im.&ginée par Koch et perfectionnées par Hansen,
e R 'utﬂise des milieux solides, & la gélatine ou & la gélose. Le mélange de levures
T A  est d’abord dilué dans de l'eau distillée et, aprés numération des globules, on
1o - ensemence une goutte dans un volume convenable de molt geélatinisé a 30° C.
%ﬁ ﬁ, On agite bien, pour séparer les microorganismes, et on étale une goutte du
.~ mélange sur une lamelle quadrillée. On place celle-ci dans une chambre humide
.~ ordinaire ou, mieux, une chambre humide de Bottcher (encore appelée cellule
~ de Van Tieghem et Lemonnier), que 'on peut examiner au microscope a tout
g ~ moment. Il est facile en conséquence de suivre le développement des colonies
B o par des observations microscopiques réguliéres. Lorsque l'observateur apercoit

T: % germe bien itolé il le marque au pointeur ou en 'inscrivant le numéro du
b B ey mm de la lamelle quadriliée. T1 ne reste qu'a porter la colonie dans un milieu
 lHquide, a,;més dévelﬂppement suffisant.

. Un inconvénient de la culture en milieu solide est que la nourriture n’arrive
e R e e f - qua par dt,ﬂ'uskm et si lentement que ceux-ci pauvent mourir avant
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