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MEMOIRES ORIGINAUX

INFLUENCE DES MOISIS'SURES SUR
LES ~ERMENTS LACTIQU.ES,

par CHR. BARTHEL~

.Professeur ala Station expérimentale agricole & Experimentalfaltet (Suede).

C'est un fait bien connu que le développement  de microorganismes.
.dans les cultures peut .étre favorablement influencé par I'ensemen-
cément simultané d'une culture d'un, autre microorganisme, soit a
I'état vivant, soit a .I'état stérilisé., . '

En ce qui concerne l'influence, a ce pointde vue, d'autres microor-
ganismes sur les ferments lactiques, les données qu'on trouve dans la
littérature bactériologique sont extrémement rares. En 1920, Max
.S. MARSHALII] d publié un travaiL sur l'influence de Bac. subtiiis-
sur le développement de Streptococcus lactis dans le lait. Il trouvait
que le Bac. subtilis avait une action nettement favorable,ou stimu-
latrice, sur la fermentation lactique. ce qui était tacile de prouver et.
.par la titr-ation de 'l'acide lactique formé ,et par la .numération des
colonies des ferments lactiques sur plaques.

(1) Reproduction interdite. sans indication. de source.
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J'ai eu l'occasion de constater une influence analogue exer-cée par
des moisissures. EN contrélant de temps en temps de vieilles cultures
-de Streptococcns  lactis. sur terre- stér-ilisee [2, 3J, jai trouvé. qu'une
.de ces cultures, qui avait été par hasard infectée d'un Penicillium,
coagulait du lait stérilis¢é dans ~n-temps moitié plus court que les
cultures pures du méme lactocoque. Au moment ou ce fait était
observé, les cultures 'sur terre stérilisée étaient déja 'vieilles de plu-
sieurs années et desséchées ; 10 cmé de lait stér-ilisé, inoculés avec
0 gr-;t dune culture pure de ce ferment lactique sur terre stérilisée.
ne coagulaient 'qu'aprés 7 a 8 jours a 23° La culture infectée par le
Penicillnm  coagulait par contre en ~dours.,

Ilpar-Gt dés lors bien probable que la coagulation plus rapide était

due & la présence de la moisissure. Afin de résoudre cette question;
j'ai commencé par l'expérience suivante: Deux des vieilles cultures
en terre stérilisée de la méme souche de Strept. lactis, qui, depuis
_plusieurs années, .n-avaient jamais été réensemencées, et qui étaient'
marquées respectivement M9 Il et M9 V, furent choisies pour I'ex-
périence. Une quantité de Ogr. ,i d'une de ces cultures, inoculée dans
10 cm" du lait écrémé stér-ilisé, coagulait celui- cien 9 jours a 23°. De
chacune de ces cultures, la-quantité déj a mentionnée -flt ensemencée
dans de tubes de lait stérilisé, soit avec, soit sans inoculation simul-
tané d'une culture fraiche de Penicillium Roqueforti, isolée d'un fro-
mage Roquefort francais. De la culture de la moisissure on prenait
un fragment avec l'aiguille de platine. Tous les tubes furent mis a
I'étuve a 23°.Un certain.nombre des tubes qui étaient ensemences avec
le Strept . laciis seul, furent munis de la fermeture anaérobique de
strieoLL  afin de voir si l'influence de la moisissure sur les ferments
lactiques ne consistait pas tout simplement en ce que celle-ci iproté-
geait les derniers de l'oxygene de l'air.
;. Les cultures qui étaient ensemencées & la fois de Strept:lactis et de
-Penicillium  Roqueforti  coagulaient en 4 jours. tandis que les cultures
pures. de Strept.Lactis ne coagulaient qu'aprés 10 jours. Les cultures
anaér-obiques du ferment lactique coagulaient entre 10 a 11 jours.

Dans une seconde expérience, exécutée exactement dans les
mémes conditions, mais avec de I'Oidium lactis au lieu de Penicil-
lium Roqueforti, les tubes ensemencés -avec le Strept, lactis et
J'Oidium  coagulaient dans 6 jours.. tandis que le Strept . lactis seul
coagulait dans 7 jours.

-1,A juger les deux expériences relatées ci-dessus,il parait évident que
les deux moisissures en question am-aient eu réellement une influence
favorable isur clc développement des ferments lactiques. Dans le
méme ordre d'idées il est intéressant de noter que, deja en 1899,
GRIMA TB.OILI-PI<:TEL~ssON |~] avait, ob~cr~véque des cultures en lait de
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,Strept. lactis, qui, en méme temps, furent ensemencées de Oidium
-laciis, se conservaient-plus  longtemps a I'état vivant que les cultures
-pures de Strepi, lactis. Ainsi, dans' une expérience, les ferments
lactiques, en présence du Oidium lactis, étaient en .vie encore apres
-deux mois et demi, tandis que les cultures pures ne' se conservaient
guere que quelques semaines.

Une autre observation, faite dans notre laboratoire, mérite aussi
d'étre citée a ce propos. Si l'on fait des disséminations sur plaques
-de gélatine lactosée en méme temps de Strept, lactis et de QOidium
Lactis, on remarquera, aprés quelques jours, que les colonies des fer-
ments lactiques apparaissent presque exclusivement sous les colonies
-superficielles 'de la moisissure. Les autres: parties des plaques ne
anontrent des colonies de Strept.., lactis que bien plus tard. Ceci ne
IDeut pas étre expliqué autrement qu'en admettant une influence
uavorable de la moisissure sur les ferments lactiques.

.Encouragé  par les résultats antérieurs, j'ai continué les expériences
.'sur une plus large échelle. Deux vieilles, cultures de Strept, lactis sur
~terre stérilisée, marquées. M9 Il (celle de notre premiére expérience)
-et M9 VII, de la méme souche, furent employées, Les moisissures.
-cultivées  depuis S jours a la température de 22° sur la gélose
czapek, étaient les suivantes: Oidium lactis, Penicillium glaucum,
_.LYucomiriformis et Aspergillus niger. Les tubes de lait écrémé
stérilisé, de 10 cm" chacun, étaient ensemencés de O gr.,! des cultures
-des ferments lactiques et d'un fragment de la culture de moisissure
-en question. Les fermetures anaérobiques étaient omises dans cette,
expérience ainsi que dans les suivantes a cause des résultats négatifs,
-obtenus dans les expériences antérieures'.' Toutes les cultures étaient
mises a l'étuve a 22:.Cette lois-ci on notait non seulement le.temps de .
-eoagulation, mais l'acidité fut aussititrée 10jours aprés la coagulation’
..dans tous les tubes d'aprés la méthode de THOG6nNER'kes chiffres dans
le tableau ci-apres (Tableau 1) sont les moyennes de deux titrations.

Il s'ensuit clairement de cette expérience que le Mucor piriformis,
TAsperg~llus niger et le Penicillium glaucnm ont' eu une influence
.riettement favorable sur les ferments lactiques. Le Mucor s'est montré'
lia plus puissante des moisissures employées.tandis  que ['Oidium ne
,Jparait, cette fois, avoir eu que peu d'influence. .
; Il est possible,’ évidemment, que la méme culture puisse se com-
:porter difféeremment dans les différentes occasions. Dans nos 'pre-
miéres expériences rOidium avait cu une action trés nette.

"Pour voir si l'action des moisissures sar.'le développement des fer’; ,
-ments lactiques est due dir-ectement a leur état d'organismes vivants,
-ou bien si elle est due acei-tains composés, sccrélé;;par  lesmoisis-
.sureset capables cl'agl-rIndéperidammentdc cet lttil~I'e'xpérie:ri6'epté~",
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cédente était répétée de .la facon suivante: Les moisissures furent,
cultivées dans du lait écrémé stérilisé a 22°, et ces cultures étaient
ensuite tuées aprés 6 jours par ébullition au bain-marie pendant une
heure. On ajoutait ensuite 1 cméde ces cultures stérilisées aux tubes
contenant les cultures des ferments lactiqgues. Toutes les cultures
était mises a l'étuve a 22°. '

Tableau S.

Nombre de jours Acidité 10 jours

Culture pour apres la coagulation

la coagulation Degrés THORN.ER
M9 11 ... LU R TR LN 12° 68
+ Oidium lactis ...... LR : 13 76
1- Penicillium giaucum .e.....e "6 78
+ Mucor piriformis ........ oe, t. 10"1
4 Aspergillus niger: ....... 5 96
~I9 VIl e, BT 12 80
+ Oidium lactis . ,/;..o.-..... 10 '86
+ Penigillium glaucum ., ... 6 80

+ Mucor-piriformis I pe. 5 106 |

+ Aspergillus niger. ... .. 6" L 96

Cette fois-ci le Mucor seul donnait un résultat positif. Les cultures
M9 Il et M9 VII, additionnées de cultures chauffées de. cette moisi&--
sure, coagulaient aprés 6 jours tandis que toutes les autres cultures;
y compris celles des ferments lactiques seuls, ne coagulaient qu'aprés
8 a 9jours.

Une nouvelle expérience était exécutée pour voir' siun chauffage a
une température plus haute, ou a 120°, don.nerait le méme' résultat
Cette expérience était arrangée. exactement de la méme fagon que la.
précédentevavec  la seule différence que J'Oidium lactis ne fit plus
employé, draison de son effet incertain., Les .cultures en lait des
moisissuresétaient ~ agées de 10 jours quant elles furent tuées par le
chauffagevqui.se faisait aJautoclave, . 120°pendant 15 minutes,
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Cette fois, les cultures de ferments lactiques, qui étaient inoculés
'~imultanément avec le-Mucor piriformis et le Penicillium glaucum
.btaient coagulées dans - jours, tandis que la culture avec I'Asper-
gillus niger demanda 9 jours et la culture des ferments lactiques
-seuls, 10jours pour la coagulation a 22". .

Dés deux expériences de chauffage des culturesdes moisissures, il
-sensuit que les substances produites par celles-ci, et qui exercent une
‘action stimulatrice sur les ferments lactiques.sont extrémement ther-
,;mostabiles, mais ilest aussi évident que l'action des moisissures est plus

unarquée  sil'on se ser.t de cultures vivantes.Les résultats obtenus avec
;;lescultures chauffées sont pourtant sans aucun doute .hien positifs.
- Dans un autre essai avec.les méfiles 'moisissures, les cultures en lait
«crémé étaient d'abord chaufféeslf minutes au bain-marie et ensuite
filtrées au travers d'un petit filtre Berkefeld. Les filtrats clairs furent
-errcore chauffés au bain-mat-ie pendant quelques minutes et finale-
ment ajoutés aux cultures’ de M9 Il uouvellemerrtinoculées. Toutes
lies cultures restaient a I'étuve a 22°. Les cultures additionnées du
flitrat de I'Aspergillus nigel' coagulaient en 5 jours et celles du filtrat
-du Mucorpirijormis en. 7 jours,tandis 'que les cultures avec le filtrat
-du Penicillium glaucumet celles avec les ferments lactiques seuls
-étaient coagulés apres 8 jours. Ainsi il est prouvé que les substances
.stimulatrices  ne sont point arrétées par le filtre Berkefeld.

Toutes les expériences  citées jusqu'ici’ ont été exécutées avec de
"Vieillescultures en terre stérilisée de' ferments lactiques. La raison
-en était évidemment que le'temps demandé par- ces cultures pour la
-eoagulation du lait est trées long et que, par conséquent, il était facile
d'étudier l'influence des moisissures sur cette coagulation. Si l'on
-employait une culture de ferments lactiques douée d'une faculté de
.coagulation normale, c'est-a-dire une culture coagulante en moins de
:24 heures a 22--25°, l'action favo~able des moisissures surle dévelop-
pement des fermentslactiques devenait plus difficile de démontrer.
Dans notre collection nous possédons pourtant une souche de fel...
~ments lactiques dont une anse de platine, ensemencée dans 10 cm" de
lait écrémé stér-ilisé, en-améne la coagulation en 30 heures environ a
~25°%t en 3jours a la températui-eordinaire. Deux tubes de lait ste-
lilisé étaient ensemencés de cette culture, qui est marquée M 4. A
Jun" on ajoutait 1 cm" d'une: culture de lait du Mucor piriformis,
;,qui avait d'abord été chauffée a 120- pendant 15 minutes a l'auto-
.clave.Al'autre tube il était ajouté 1cms,de lait stérilisé, afin d'oh-
tenir le méme volume total dans les deux tubes. Ces' cultures furent
-ensuite mises aJ'étuve a 25°. Deux autres cultures duM 4, traitées
~.exactement de la méme facon, étaient conservées a la température
>0~ laboratoire.  POIIr les résultatsl,yoir leTableau 2. ' N
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, Tableau 2.
- Temps de coagulation en heures
Culture - e ) -
N Temperature
25 ordinaire
14 4 iai't Stérilisé ........c........ 30 72 .
+ Mucor piri(ormis  .e.......e... 24 > <72

Cette fois encore, la présence' de la cirlture (chauffée) d'une moisis--
sure s'est montrée favorable au développement des ferments lactiques.

Dans les expériences relatées jusqu'ici, quand nous avons parlé de-
ferments lactiques, il a seulement été question delactocoques. '

On pouvait a priori attendre des résultats analogues en ernployant,
des cultures .de lactobacilles Nous avons donc fait un essaiavec des
cultures au lait d'un lactobacille que nous avons toujours al'état frais.
dans notr-e collection, ou le Thermobacterinm heloeticum, C'est' le-
nom proposé par Orla-JENSEN pour le Bact. casei ¢ de FREUDENREICII.
Les cultures en lait de ce microbe sont généralement coagulées en;
moins de 24 heures a 37°, tandis que-le temps de coagulation . la
température de 2D~ est d'environ 7 jours. Les moisissures employées.
pour cette expérience étaient les mémes qu'avant.Les cultures en lait.
de ces moisissures, agées de 10 jours, eétaient autoclavées a 120 pen--
dant H>minutes et ajoutées aux cultures fraichement ensemencées du.
Thermob acterium. helveticum, a raison de i cm" pour 10 cm" de la
culture' du lactobacille. Une dés cultures de celui-ci fut additionnée
de :1cm™ de lait stérilisé, comme controle. La température était 25°,.
Les résultats sont exposés dans le Tableau 3.

Tableau 3.
Temps de coagulation
Culture a 25°
en jours
1 "
Th ermob acterium  helveticum .
+ lait stérilisé ....... CH e e > 6 .<7
+ Oidium lactis ..e..e.. ... 6 \
+ Penicilliumgiaucum ... e UL 6 ~
.+ Mucor piriformis  ........ LR
+ Aspe rgillus niger ... e e ] =6 < T ]
|t I
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Ici encore, on trouve une influence favorable, exercée -par la plu-
part des moisissures sur le développement des ferments lactiques,.
qui étaient, celte fois-ci, des lactobacilles.

Pendant que j'étais occupé avec ces recherches, mon attention a
été attirée sur deux travaux de J. covy [~), 6], dans lesquels ce s'avant
.adémontré que des filtrats stérilisés du Mucor exercent une influence
nettement favorable sur certaines bactéries pathogénes. [Ilest extr-e-
mement probable qu'on a affaire ici & la méme espece d'influence que
dans nos expériences, En ce qui concerne .l'explication du phéno-
mene, nous n'osons pas, a I'heure actuelle, nous risquer a en avancer'
une. Pour le moment, nous nous contentons de constater-le fait méme
et de continuel' les recherches sur cette intéressante question.

On pouvait pourtant s'hasarder de faire la supposltion que I'in~
fluence favorable cu'cxercentindéniablcntent les moisissures sur les
ferments lactiques peut étre d'une certaine importance pratique dans
Tes cas ol les deux g-roupes de microorganismes se développent
simultanément  sur un milieu naturel. Tel est le cas, par exemple;
dans -la fabrication des fromages a pate molle et aussi dans la fabri-
cation du Roquefort, du Gorgonzola, etc. Il est 'bien possible qu'une
étude plus détaUlée de ces questions donnat des résultats de valeur
pratigue pour ces industries fromageres.
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