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l'IÉMOIRES ORIGINAUX (1)

UNE INTERPRÉTATION MATHÉMATIQUE
DE L'ÉPREUVE DE LA RÉDUCTASE

par

T. MATUSZEWSKI, J. NEYMAN, E. PIJANOWSKI et
1

Mlle J. SUPINSKA
de l'Ecole Centrale Agronomique à Varsovie.

BASES \THÉORIQUES

L'épreuve de la réductase, comme un des moyens dé l'appréciation
hygiénique du lait, faisait dans les dernières années l'objet des re-
cherches d'un assez grand nombre d'auteurs, tels que: DLUZEWSKI [5],

(1)Reproduction interdite sans indication de source.
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DûRNER [6], Pnsonet SIMMERT[13],THÛRNTÛN et HASTINGS[16].
Il résulte de c,es expériences qu'on ne peut 'traiter l'épreuve de la
réductase comme une méthode de l'estimation du nombre des
bactéries dans le lait, parce que le temps de la décoloration dépend
non seulemént du nombre initial des germes du lait examiné, mais
'aussi du nombre des organismes qui ont été formés pendant l'épreuve"
jusqu'au' moment de la décoloration. Les capacités réductrices indi-
viduelles des cellules peuvent égalernent exercer leur influence, d'où
il résulte qu'entre le nombre des bactéries et le temps de la décolo-
ration du bleu de méthylène, il n'y à qu'une relation de nature
très complexe.

Ce n'est qu'après une interprétation spéciale de cette relation
qu'on peut constater la vraie valeur de l'épreuve.

Ce travail a pour but une tentative de l'interprétation mathéma-
tique du processus de l'épreuve de la réductase et la confrontation
.de nos déductions théoriques avec les données expérimentales .

. Désignons le nombre initial des cellules bactériennes contenues
dans le lait par le symbole No, le temps de la décoloration du BM par
T. Il se pose une question: quelle est -la relation entre ces deux
,variables 1 Si, durant l'épreuve; les .cellules ne se multipliaient pas,
'et si la capacité réductrice de chaque cellule était la même, nous
aurions l'équation suivante:

NobT = B, (1)

où b - est la quantité du BM réduite dans l'unité de temps par une
cellule et B désigne la quantité totale de la matière colorante. Il est
facile de voir que cette équation est identique à la suivante, bien
connue dans les recherches diastatiques:

enzyme X temps = constante (2)
parce que Nob correspond ici à l'expression « Enzyme». D'après
L6FFLER etRIGLER. [10], qui s'appuyaient sur la technique expé-
rimentale analogue. à celle de TRUNBERG[17J, l'équation (1) peut
être appliquée dans certaines limites de temps, en cas d'absence
d'oxygène et en cas de présence. de bactéries non proliférantes.

Dans les conditions normales de l'épreuve de la réductase dans
le lait, les quantités d'oxygène toujours y contenues, ainsi que la
multiplication suivante des microorganismes, doivent être prises en
considération.

Il est connu que la vitesse. de la' multiplication des microorga-
nismes n'est pas constante. Cependant, vu le fait que la disparition
de la couleur du lait a lieu beaucoup plus tôt que le moment d'une
saturation maxima par les cellules bactériennes" nous .pouvons
en conclure que, durant la plus grandepartie de l'épreuve, les bacté-

. ries en question sont en phase Iogai-ithrnique de la multiplication.
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Supposons donc que: a) le nombre des cellules qui se multiplient
pendant une unité de temps est proportionnel au nombre total des
cellules présentes, K- étant le coefficient de proportionalité ;
b) que toute cellule réduit pendant une unité de te-mps la même quan-
tité du BM, soit b. Cela aura lieu, si Nt et Bt désignent le nombre de
cellules au moment t et la quantité du BM réduit jusqu'au moment t.
Nous aurons donc:

KNt· (3)

D'où on obtient

Nt = NoeKt

et, en particulier, si t = T,

(4)

, (5)
donc,

10gNT - 10gNo
T loge

K (6)

Et ensuite:
an,
dt = bNt = bNoeKt.

Si B désigne encore la quantité totale du BM additionné et T le
temps de décoloration complète, nous aurons

(7)

BK BK
B = ='

No (eKT - 1) NT - No
(8)

Il faut souligner que des formules analogues étaient déjà déve-
loppées par; RAHN [14] et BUCHANAN [3].

De l'équation (8) nous tirons:

BK
No = b (eKT- 1).- (9)

Nous obtenons !tinsi la relation entre les deux variables: No et T.
L'équation (9) reste en accord avec la théorie primitive de

l'enzyme réductase. Cependant des expériences de BARTHEL [1] et
de THüRNTüN et HASTINGS [16] il résulte que le phénomène de la
décoloration de HM appartient au procès général d'oxydoréduction,
et d'après la théorie de WIELAND la décoloratdon peut être expliquée
de telle manière, que le BM [ouele rôle d'un accepteur de l'hydrogène
après la disparition de l'oxygène dissous dans le liquide examiné,
ainsi qu'Il subit une réduction à la leuoo-base, grâce à l'abaissement
du potentiel « redox » du milieu.

Nous pouvons admettre que les cellules bactériennes activent
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l'hydrogène, et c'est pourquoi la valeur B de l'équation (8, 9) doit -
être changée. La quantité totale des accepteurs de l'hydrogène
(exprimée par exemple en miliéquivalents) est donc égale à Bo + Bm,

c'est-à-dire à la somme des équivalents de l'oxygène - Bo et du
BM-B

m
· ..

Cependant il est clair qu'au commencement de l'épreuve la
quantité d'oxygène ne peut pas être égale à celle du lait libre de
bactéries, c'est-à-dire du lait stérile. La quantité normale d'oxy-
gène dissous dans le lait stérile sera donc diminuée d'une fraction
proportionnelle au nombre des cellules bactériennes au commeJ?-ce-
ment de l'éprèuve. La proportionnalité vient du raisonnement sui-
vant : la quantité d'oxygène usée par une cellule - b., dans le lait
(ainsi qu'éventuellement dans la culture qui servait pour les expéri-
mentations) peut être exprimée comme suit .:

B'K
b., = 0 (10)

NT/ - No,

où B~ désigne la quantité totale d'oxygène/ consommé. No, peut
être rejetée comme une valeur négligeable. Nous obtenons alors

boNT, = B~K, (11)

Comme NT' est égal à No dans I'épréuve, nous avons une confirma-
tion de la proportionalité entre le nombre initial de cellules et l'épui-
sement d'oxygène. Désignons par a le coefficient (1), par lequel le
nombre initial de bactéries doit être multiplié pour obtenir le
manque d'oxygène exprimé en nombres équivalents. Alors toute la
quantité des accepteurs d'hydrogène au début de l'épreuve de la
réductase, sera égale à Bo + Bm - Noa et puis

b
K (BD + Bm - N Da)

No (eKl' - 1)
(12)

d'où
n, +Bm

No = .
a + ~(eKT '- 1)

La der-nière forme de l'équation est celle dont on fera le plus
grand usage en comparant graphiquement les nombres initiaux
réels des bactéries du lait à ceux trouvés d'après la formule (13).
Remarquons ensuite que dans l'équation (13) le terme No sera une
variable dépendante,' en ce cas-là, de la valeur du terme T, jouant le
rôle d'une variable indépendante, Cela va sans dire que les suppo-

(1) On pourrait supposer quob, =.b. Mais il faut souligner que les paramètres' b et K sont
comptés seulement pour le temps T.d'épreuve. On ne peut pas attendre que dansle temps
du développement des microorganismes avant l'épreuve ces paramètres soient égaux. C'est
pourquoi le coefficient a doit être considéré comme une valenr indépendante du b. .

• (13)
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sibions nous permettant de développer ces équations, ont un carac-
tère plus ou moins schématique. On a supposé l'existence des para--,
mètres: K, b et a, qui dans des conditions normales de l'épreuve
peuvent être inconstants, vu par exemple la grande complexité de la
microflore du lait cru. _

Cependant, comme no-us nous sommes servis de cultures pures,
nous pouvons espérer que la constance de ces paramètres sera suffi-
sante pour que les résultats de nos expériences, à part quelques
déviations inévitables dans des recherches biologiques, puissent
confirmer ou contredire nosdéductions théoriques.

MÉTHODE EXPÉRIMENTALE

13 souches des bactéries du groupe Streptococcus lactis (Lister
Lôhnis, en cultures pures, isolées du lait et des produits laitiers, ont
fait l'objet des expérien-ces ci-dessous. On les employait toujours en
état de pleine vigueur reproductive grâce aux passages quotidiens
de très petites semences dans le lait stérilisé. L'acidité (titrimétrique)
des cultures soumises aux expériences ne dépassait pas 0,450/0 d'acide
lactique. Dans toutes les épreuves on ne se servait que du même lait
écrémé et stérilisé pendant 15' à 1100 C., puis laissé en repos pendant
un mois pour qu'il pût-entrer en état d'équilibre avec la pression
partielle des gaz de l'atmosphère.

Les nombres des cellules ont été déterminés à l'aide du comptage
direct au microscope dans les préparations faites quantitativement.
On a fait usage d'une méthode spéciale, -rapprochée de celle de
BREED[2]. Mais dans la méthode Breed on mesure 0,01 cms de lait
à l'aide d'une pipette, cependant que nousavons mesuré 0,001 cm''
de culture au moyen d'une ose de platine d'après BURRI [4J, fourni
par la firme Haag Streit, de Bern. DORNERet DEMoNT[7] ont établi
qu'avec l'ose de platine, on obtient une exactitude suffisante au
point de vue pratique. Le l~it pour les préparations a été neutralisé
et bien mélangé. On a étendu deux préparations parallèles 0,001 cm3

de ce lait sur la surface de 1 cm2 de la lame-objet. Elles ont subi une
coloration et fixation. En se basant sur les détails du travail de
MATUSZEWSKI[12] on a pu atteindre une exactitude d'estimation
d'au mo~nsl0%. Le bleu de méthylène pour l'épreuve de la: réduc- 1

tase était de MERCK:M ethylenblau medic. On en a employé une solu-
tion aqueuse. La concentration du BM additionné au lait était de
1 : 200.000". -

Le mode opératoire de nos expériences a été comme suit. La cul-
ture destinée aux expériences ainsi que le lait et les flacons 'sont
demeurés à 28-30° C. pendant 16 heures. "Dans les flacons de capa-
cité de 15 cms environ, on a versé avec une pipette stérile des volumes
variables de la culture bactérienne pt de tels volumes de lait stérile
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pour que le volume total des, deux liquides soit toujours égal à
-10.cm3• .... \

Grâce à ce m'ode opératoire en a obtenu des dilutions connues de
. la culture streptococcique, ce quia permis de compter la concentra-
tion bactérienne seulement dans la culture initiale. On a versé d'ans
chaque flacon 0,2.cm3 deBM à 0,025% (égal à 0,05 mg. par 10cm3 de
lait). Après avoir mélangé le contenu des flacons et couvert d'u~
bouchon d'ouate, on les a placés dans l'étuve' à 28-30° C. En même
temps; on a fait des préparations quantitatives de la culture ini-
tiale. Le temps de décoloration a été compté du moment de I'addi-
tion de BM [usqu'uu moment de la disparition complète de la cou-
leur. Pour estimer le nombre des bactéries au mornerrt.de la décolora-
tion, on a fait des préparations quant.itati ves d'une partie des flacons
au moment.final de l'épreuve. LetempsT(deladécoloration) n'a pas
dépassé 7 heures. Dans les recherches latérales nous avons pu établir
qu'une couche isolante d'huile d'olive à la surfaèe du liquide n'exer- ..
çait qu'une très faible influence (2 minutes de plus);' abaissant le
temps de décoloration, et, par conséquent, dans les recherches prin-
cipales; nous n'avons employé ~ucune couche isolante. Les expé-
r iences avec chacune des couches bactériennes onf été répétées plu-
sieurs fois ~ des intervalles de quelques jours et même de quelques
semaines. .

On a toujours at.taché une grande importance à l'uniformité de
l'état biologique- des bactéries' étudiées,' comme ce n'était qu'à la
condition d'une stabilité' des souches soumises aux recherches qu'on.
pouvait en espérer des résultats convenables 'et assurant de leur côté
la consbance des paramètres a, b et K vartablesd'ailleurs ; par exem-
pleon a évité l'influence nuisible de « lag phase» par les passages des
cultures en plein état de prolifération dans le même milieu biolo-
gique - le liât. .

RELATION ENTRE LA DUREE DE DÉCOLORATION ET LE NOMBRE
INITIAL DES GERME~

Le tableau 1représente les résultats. des expériences .avec deux
souches bactériennes: nO1 et nO2. Dans le t.ableau II sont comparés
les résultats des expériences dansIesquelles furent déterminés les

. nombres définitifs de microorganismes - NT. Il Y a de plus des
valeurs de K,calculéesd'après la for mule (6),c,'est-à-dire des coeffi-
cients de la multiplication des cellules parheure, des inverses de K;,
c'est-à-dire des «temps d'une génération», ainsi que des valeurs b,
comptées .selon la formule (8) -'c'est-à-dire les quantités enmilli-
grammes de matière colorante, correspondantes à une cellûle en une
heure. -.. ",.' - . .

N.9uS pouvons voir que, indépendamment-de certaines erreurs



TABLEAU I.
RÉSULTATS NUMÉRIQl.JES DES EXPÉRIENCES

Streptococcus cremerie nO1 ,1 Streptococcus lactie nv 2

Nombres
1

Nombres
initiaux Temps de initiaux Temps de

Date des cellules décoloration des cellules décoloration
en 106 en heures. Date en 106 en heures.

No. 106/ T No. 106/ T
1 cm ê 1 cm"

- ----
1 16.II ..... 2,5 7,00

1
26.1 ..... 0,4 6,83

2 10.1~ ..... 5,2 ·0,58 » .' •...• 1,2 6,00
3 16.II ..... 6,3.6 6,00 » •....• 2,0 5,57
4 » ...... , .. 7,5 5,50, 119.1 ...... 2,2 6,00
5 » ........ .. 10,1 4,92 I)i ...... 4,4 . 4,92
6 8.II ..... 11,0 5,00

1
20.1 ...... 4,9 4,45

7 16.II ..... 12,5 4,67 f6.r ...... 6,1 4,77
8 24.IIl .... 21,0 4,25 19.1 ...... 8,9 4,17
9 8.II ..... 22,0 4,33 126.1 ...... 12,1 3,78

10 24.II ..... 33,8 3,00 19.1 ...... 13,3 3,67
Il 10.II ..... 36,5 3,00 25.1 ...... 14,8 3,77
12 9'II ..... 40,8 2,83 18.1 ...... 16,2 3,75
13 24'IIl .... 42,1 2,83 19.1 ...... 17,7 3,08
14 8.II ..... 44,0 2,83 26.1 ...... 20,2 . 3,00
15 17'.II ..... 51,3 2,50 19.1 .. : ... 22,1 2,75
16 24.IIl .... 63,1 2,28 20.1 : ..... 24,6 3,00 "
17 17.II ..... 74,4 1,83 27.1 35,0 3,00
18 » .......... 77,0 2,08 129.r ...... 42,4 2,75
19 9.II ..... 81,6 1,67 20.1 .. : ... 49,1 ,2,45
20 24.1II .... 84,1 1,67 i27.1 ...... 69,2 2,10
21 10.II ..... 109,5 1,33 » ............ 69,9 1,70
22 8.II ..... , 109,9 l,50 25.1 ...... 74,1 1,93
23 24:1II .. .'. 126,2 1,10 18.1 ...... 81,2 2,00
24 17.II ..... 128,3 1,17 29.1 . : .... 84,9 l,52
25 8.II ..... 131,9 1,08 27;1 ...... 1'04,9 1,25
26 24.1I ..... 135,0 0,90 29.1 ...... 127,3 1,00
27 17.II ..... 148,8 0,83 r7.I ...... 138,4 0,98
28 9.1I ..... 163,3 0,72 » •••••• 139,9 1,07
29 24.1Il: .... 168,3 0,72 118.1 ...... 143,7 0,92
30 8.II ..... 175,9 0,67 25.1 ...... 148,3 1,05
31 10.II ..... 182,0 0,58 18.1 ..... '. 162,3 0,92
32 24.IIl ........ 210,3 0,40 29.1 ...... 169,7 0,80
33 8.II ..... 219,8 0,42 » ............ 212,1 0,08
34 17.II ..... 223,1 0,25 » ............ 254,6 0,42
35 9.II ..... 244,9 0,32 27.1 ...... 276,7 0,40
36 17.II ..... 297,6 0,10 29.1 ...... 339,4 0,23
37 9.II ..... 326,5 0,10 l) ............ 424,3 0,08
38 24.II ..... 337,6 0,06 27.1 ...... 553,5 env. 0,01
39 17.II ..... 371,9 0,06 18.1 ...... 718,7 < 0,01
40 9.II .... ; 408,1 0,05 ,27.1 ...... 830,2 < 0,01
41 17 .II_ ..... 446,3 0,03 » ............ 1107,0 .< 0,01
42 9.II ..... 490,0 env. 0,02 » ............ 1383,7 < 0,01
43 17.II ..... . 595,1 l) 0,01 18.1 ............ 1437,4 < 0,01
44 9.II ..... 653,0 0,01 -<
45 17.II ..... 743,9 < 0,01



1064 T. MATUSZEWSKI, J. NEYMAN, E. PIJANOWSKI ET Mlle SUPINSKA. -

D=NT-
l i..T -

No.106 NT' lOG No K Kheures mgs.
~ en 106 heures

-
1

--- -- --- -- -- --

TABLEAU II.
RÉSULTATS REÇUS A L'AIDE DES FORMULES (6) ET (8)" .

Streptoeoecue eremoris nv I,

I .............. 5,2 173,5 168,3 5,58 0,6294 l,59 1,87
2 ... - ............ 6,3 26~,3 261,0 6,00 0,6254 1,60 1,20
3 .............. 11,0 225,6 214,6 5,00 0,6044 1,65 1,41
4

:::::::::::::: 1

. 22,0 227,8 205,8 4,33 0,5399 1,85 1,32
5 36,5 251,2 214,7 3,00 0,6429 l,56 l,50
6 44,0 231,0 187,1 2,83 0,58?4 1,71 _ l,57
7 .............. 74,4 242,7 168,3 1,83 0,6461 l,55 1..92
8 .............. .109,5 218,6 109,1 1,33 0,5197 -1,92 2,38
9 .............. 109,9 260,0 150,1 l,50 0,5741 1,74 1,91

10 .............. 131,9 273,6 141,8 1,08 0,?754 1,49 2,38
moyen 182,1 0,6044 1,67 1,75

Streptococcus lactis nO 2.

1 .............. 0,4 171,1 170,7 6,83 0,8854 1,13 2,59
2 ............. '. 1',2 191,4 190,2 6,00 0,8434 1,19 2,22
3 o ••••••••••••• 2,0 209,9 207,9 5,57 0,8335, 1,20 2,00
4 .............. 4,9 218,4 213,5 4,45 0,8527 1,17 2,00
5 .............. 12,1 239,4 227,3 3,78 0,7839 1,28 1,72
6 .............. 14,8 247,0 232;2 3,77 0,7461 1,34 1,65
7 .............. 16,2 281,2 265,0 3,75 0,7606 1,31 1,44
8 .............. 20,2 261',4 241,2 3,00 0,8530 1,17 1,77
9 .............. 24,6 205,3 180,7 3,00 0,7077 1,;H 1,96

10 - 35,0 .283,6' 248,6 3,00 0,6976 1,43 1,40.... , .........
11 •••• '0 ••• 0'0 •••• 42,4 287,2 244,8 2,75 0,6955 1,44 1,42
12 .............. 49,1 291,5 242,4 2,45 0,7266 1,38 l,50
13 .............. 69,2 307,8 238,6 2,10 0,7108 1,4f 1,49
14

,
74,1 330,7 256,6 1,93 0,7748 1,29 l,51..............

15 .............. 81,2 289,8 208,6 2,00 ' 0,6361 l,57 l,52
16 .............. 143,7 251,7 108,0 0,92 0,6322 l,58 2,93
17 •• -."0 •••••••••• 148,3 306,8 158,5 1,05 0,6924 1,44 2,18
18 .............. 162,3 295,0 132,7 0,92 0,6557 l,53 2,47

- moyen 209,3 0,7493 1,35 1,88

,

inévitables dans les expériences biologiques, il y aune assez grande
concordance entre les valeurs K, provenant de la même souche: La
constance suffisante de K, malgré les var iat.ions du temps de la déco-
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loration, nous a permis d'adopter la valeur moyenne de Kcomnie un
des paramètres de l'équation. Cependant, en ce qui concerne les
valeurs b, celles-ci montrent une tendance à l'augmentation quand
la durée de la décoloration devient très courte.

Les résultats des expériences ont fourni les valeurs des para-
mètres de l'équation (9), donnant la relation entre le temps de la
décoloration et le nombre 'initial des cellules. L'équation (9) est
basée sur la supposition que les bactéries peuvent réduire directe-
ment le bleu de méthylène.

Alors le paramètre B c'est la quantité du bleu additionné à 1 crnê
de lait (= 0,005 mg.), la valeur moyenne de K (tableau II) est égale
à 0,6044 pour la souche nO1 et 0,7493 pour la souche nO 2. L'équa-
tion (9) peut s'écrire de façon suivante:

BK
- = No (eKT - 1) = NT-No (14)b

Les "valeurs NT - No = D, c'est-à-dire les accroissemente des
bactéries dans l'épreuve, se trouvent dans la quatrième colonne du
tableau II, dont les valeurs moyennes nous serviront de constantes.

De l'équation (14) nous tirons:

NT - No DN --_._-
o - eKT _ 1 - eKT - 1 (15)

Après avoir substitué les valeurs numériques connues aux termes
D et K, nous obtenons respectivement:

la souche nv 1 la souche nv 2

182.100.000
No == ---::0,....,6:-::0--:-4-:----e' 4T_1

209.300.000
No = eO,7493T -1 "(16)

Quoique pour les temps plus longs de décoloration il y ait une
concordance suffisante entre les données expérimentales et celles ,
obtenues à l'aide des formules (16), nous remarquons dans le tableau
III que, pour les temps de déoolorat.iori plus rapides, les valeurs cal-
culées de No sont beaucoup plus grandes que celles trouvées directe-
ment. Ladite relation est illustrée par le graphique l effectué en
échelle logarithmique, où les points représentent les résultats empi-
riques et les courbes pointillées les résultats théoriques d'après les
équations (16).

Le manque de concordance nous permet d'accepter l'hypothèse
formulée déjà dans le chapitre précédent, que la décoloration du lait
a lieu après l'épuisement de l'oxygène jouant un rôle d'accepteur de
l'hydrogène. Il est clair, que les cultures streptococciques bien déve-
loppées possèdent moins d'oxygène libre que les cultures moins
nombreuses. Comme dans le calcul précédent, ce fait na pas été pris
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. TABLEAU III.
COMPARAISON DES VALEURS. INITIALES DES CELLULES"- No - TÏIÉORIQUES

(ÉQUATION 1ft) AVEC CERTAL"lES DONNÉES EMPIRIQUES ~

\

- Sreptococous cemoris nv 1 Streptococcus lactis nO2

Temps de Nombres initiaux - No - en Temps de Nombres initiaux - No -en
décoloration 10B/l cm" décoloration 10B/l cm"
en heures empiriques théoriques en heures empiriques théoriques

7,00 2,5 2,7 .6,00 1,2 2,4
6,00 6,3 5,0 4,92 4,4 5,4
5,00 11,0 9,3 3,00 24,6 24,7
3,00 36,5 35,3 2,10 69,2 54.7
2,08 77,0 72,4 1,00 127,3 187,6
l,50 109,9 123,0 0,40 276,7 599,0
1,08 131,9 197,7 0,23 339,4 1112,8
0,40 210,3 713,0 O,O~ 424,3 3387,0
0,15 337,6 1918,8
0.06 371,9 4935,0 -

(18)

en considération, c'est pourquoi. il n'y a pas d'accord en cas de cul-
tures fortement développées.

Dans l'équation (13) il Y a un coefficient a, qui désigne la quan-
tité d'oxygène qui, multipliée par le nombre initial des bactéries,
nous donnera tout le manque d'oxygène au commencement de
l'épreuve. La valeur de Bo désigne la quantité d'oxygène dissous nor-
malement dans un centimètre cube de lait à une température définie.
Le terme b y exprime la quantité d'oxygène et de bleu de méthy- "
lèri.epar une cellule en une heure.

La teneur en oxygène dissous dans le lait a été déterminée à l'aide
de l'appareil vanSlyke. Nous avons obtenu 0,07 mg. de 02 par 10 o m"
de .laif à 300 C.

L3s valeurs Bo' Bm, a et b ont été exprimées en milliéquivalents.
Les valeurs moyennes des a et b ont été obtenues comme suit:

.;

Désignons:

(17)

Il s'agit maintenant de calculer les valeurs approximatives des
paramètres a et c.

Vul'équation (14), la formule (13) peut être écrite:

·..i
Les valeurs de No, NnRo + Bm étant connues par plusieurs expé-
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et (27).

riences, nous pouvons parvenir aux valeurs approximatives de a et c
en minimalisant la Somme des carrés

(19)
où

D = NT - No. (20)
Nous obtenons

'irNo ~lD2 - ~ D-~ D No
a = (Bo + Bm) ~ N~ ~-D2 _ (~ DNo)2' (21)

~N~~D~- ~DNo~N~ C
o = (B~ -t- Bm) ~N~~-D2 _ (~DNo)2 = K (22)
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Pour déterminer K revenons à la formule (5)

(23)
-c-, d'où on a

log NT = log No + KT log e. (24)

Les valeurs de NT' No et T étant connues, on obtient Ken mini-
" malisant la somme des carrés

~ (log NT' - log No - KT log e)2. (25)

Ce qui donne

K = ~T (log NT - log No)
~ T2log e

un résultat qui doit être préféré à la calculation précédente du K
moyen CR).

Après avoir substitué les valeurs ainsi trouvées dans l'équation'
(13) nous avons obtenu les formules suivantes brutes pour les deux
souches streptococciques:

(26)

Str, cremerie

9,1.10-~
2 42.10-12 ; .

3 20.10-12 + ' (eO,608T - 1)
, 0,608

Souche nO 1 (27)
Str. lactia

9,1.10-4

- 3,02.10-12 '
2 18.10-12 + (eO,81OT - 1)
, 0,810

Souche nO 2

Le tableau IV présente quelques nombres empiriques ainsi que
ceux calculés d'après les formules (27). L'accord de ces nombres est
stupéfiant. La conformité est encore accentuée par le graphique l,
où la ligne en traits pleins caractérise la souche nv 1 et la ligne inter-
rompue la souche nO2.

On voit que les résultats expérimentaux ne s'opposent pas, à
l'hypothèse formulée ci-dessus. Il nous semble qu'elle peut être
admise au moins pour les souches bactériennes en question.

On a caractérisé de même façon expérimentale et calculatrice,
Il souches deplus du groupe de Streptococcus lacti«. Pour ne pas alour-
dir le rapport présenté par trop de tableaux, nous n'en citons que le
diagramme II et le tableau V. Le graphique représente, en échelle
logarithmique, les courbes calculées pour toutes les souches. Dans le

l'
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TABLEAU IV.
COMPARAISON DES VALEURS INITIALES DES CELLULES - No - THÉORIQUES

; (ÉQUATION ~7) AVEC CERTAINES DONNÉESEMPffiIQUES

•

Streptococcus cremoris nO 1 Streptococcue lactie nO2

Nombres initiaux'::"'- No -en Nombres initiaux - No - en
Temps de

106/1 cms Temps de 106/1 cm"
décoloration décoloration -

en heures empiriques théoriques en heures empiriques théoriques~

7,00 2,5 " 3,3 6,83 0,4 1,0
6,00 6,3 6,0 6,00 1,2 1,9
5,00 Il,O i i.i 5,57 2,0 2,7
4,25 21,0 17,5 4,92 4,4 i~ 4,6
3,00 36,5 . 38,2 4,17 8,9 8,4
2,28 63,1 . 60,2 3,00 24,6 22,3
1,83 74,4 80,4 2,00 /' 81,2 52,6
1,08 131,9 132,7 1,70 69,9 _68,8
0,90 135,0 149,2 1,00 127,3 130,1
0,72 168,3 169,0 0,80 169,7 163,0
0,40 210,3 211,7 0,42

.
254,6 246,4-

0~25 223,i 236,0 0,23 339,4 309,0
0,15 337,6 254,0 0,08 , 424;3 374,5

.
tableau V nous remarquons les nombres, initiaux des cellules -
et les temps correspondants de décoloration T pour les trois souches
les plus différentes. On y voit que les souches par ticulièrea, quoique

TABLEAU V.
NOMBRE INITIAUX DE CELLULES No. 108 DANS 1 CM" ET LES TEMPS RESPECTIFS

DE DÉCOLORATION (VALEURS THÉORIQUES)

Temps de décoloration-heures
Souche nO

7 _61_5 4 3· 2 1 O.75~ 0,10
-

1

-- -- -- -- --

2 ........... 0,8 1,9

1

4,3 9,.7 22,3 52,6 130,0 170,6 225,0 364,7

4 ........... 5,8 Il,3 21,7 41,9 80,9 155,8 299,0 351,7 413,5 535,3
i

344.41693•212 ........... 30,2 47,3 74,1 118,3 195,6 860,3 1099,1 1798,1
1

!

appartenant au même groupe sbreptococcique ont des temps divers
de décoloration. Ces différences seront expliquées plus tard par les
diverses rapidités de multiplication et capacités réductrices carac-
téristiques. Nous voulons soul.igner que la conformité des données
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empiriques avec les données calculées n'était ,pas, en général, .pire
que dans le cas des deux premières souches discutées.

,DIAGRAMME II.
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DisCUSSION DES RÉSULTATS

L'hypothèse d'après laquellel'oxygène, seul, est usé, comme ac-
cepteur de l'hydrogène, dans l'épreuve de la réductase, exige plus
d'attention. Le momenb de la décoloration indique pratiquement le
moment de son épuisement. BARTHEL[IJ, THORNTONet HASTINGS
[161 ont émis, en outre, l'opinion que la décoloration du bleu est due,
au moins en sa partie majeure, non pas àl' action réductrice desbacté-
ries, mais à celle des composants du lait, grâce à l'abaissement du
potentiel d'oxydo-réduction après la disparition de l'oxygène. L'ac-
cord des données empiriques" dans nos recherches avec la thèse que
les bactéries font usage, en premier Iicu.vdeI' oxygène dissous dans le
lait, semble être surprenant; d'autant plus que le groupe de Strept.
lactis n'appartient en aucune façon aux bactéries aérobies typiques.
Le but des expériences suivantes était de fournir un appui à ces
suppositions.

a) En suivant dans tous les détails les modes opératoires iden-
tiques avec ceux employés antérieurement, on a effectué plusieurs
épreuves avec la souche nO 1, en employant le colorant à doses
moitié des doses normales, c'est-à-dire 0,0025 mg. de bleu par 1cm3 de
lait, au lieu de 0,0050 mg."Comme la quantité de bleu additionnée
normalement au lait est d'environ 4~,{,de la quant.ité globale des
accepteurs, on pourrait espérer que les temps de la décoloration
correspondants aux mêmes valeurs No, ne seraient que très peu in-
fluencés par le changement de la concentration du colorant.

Or, il résulte du diagramme III que les expériences pratiques
ont prouvé nos espérances. La courbe en traits pleins, qui correspond
aux doses normales du colorant ainsi que la courbe pointillée' cor-
respondant aux moitiés de bleu, ont à peu près le même cours.

Quelques déviations peuvent être expliquées par des erreurs iné-
vitables expérimentales. S'il s'agit de temps très courts, une bifur-
cation, assez distincte des courbes, sefait remarquer, parce que c'est
alors que les doses-du colorant, vu le grand épuisement en oxygène,
jouent un rôle proportionnellement majeur. "

b) On "a chassé l'oxygène du lait à l'aide d'un courant d'azote.
Le lait ainsi préparé a été inoculé d'un volume connu de culture
streptococcique. Lasùrface du lait a été isolée de l'oxygène atmosphé-
rique au moyen d'une couche d'huile d'olive stérile. Les temps de
décoloration ont été plus courts de 2 à 3 fois dansIc cas d'emploi du
courant. d'azote (voir la courbe pointillée du diagramme III).

c) Pour les expériences analogues aux précédentes, où la satura-
tion avec un courant d'azote avait eu lieu après l'addition de lacul-
ture, le temps de décoloration était moitié de celui sans saturation.

Toutes ces expériences indiquent que lé bleu de méthylène joue
le r ôle d'accepteur de l'hydrogène dans l'épreuve de la réductase
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DIAGRAMME III.
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L'influence de la dose du colorant sur le processus de décoloration..

après la consommation de l'oxygène par les bactéries. Cependant,
nous n'avons pu confirmer l'hypothèse que le colorant est réduit non
par les bactéries- après l'épuisement d'oxygène, mais par les compo-
sants du lait, grâce à l'abaissement du potentiel d'oxydo-réduction.

La supposition mentionnée ci-dessus ne change pas du tout les
types des équations développées précédemment. Il suffit seulement
que les paramètres a et b soient appelés « les indices de l'hydrogène
activé » au lieu de quantité et, ceci d'autant plus, qu'il nous semble
possible que, en dehors de l'oxygène du lait et du bleu de méthy-
lène, d'autres accepteurs peuvent s'y trouver, influençant les valeurs.
absolues- de a et b.
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L'importance' de l'oxygène, comme accepteur de l'hydrogène,
s'accentue aussi dans les graphiques I et III, où il y a .une déviation
des points empiriques dans les tégions des temps courts de décolora-
tion, de telle façon que les temps indiqués par les courbes sont plus
courts que ceux obtenus empiriquement. Cet événement s'explique
facilement par le fait que les échantillons de lait plus ou moins
exempts d'oxygène, à cause du fort développement des bactéries,
étaient exposés à la pénétration de l'oxygène atmosphérique
durant les manipulations préliminaires de manière plus accent uée
que les échantillons moins dépourvus d'oxygène.

Pendant les longues durées de décoloration (voir le graphiquc-I)
une autre déviation, et celle-ci en sens inverse, se fait remarquer en ce
que la décoloration a eu lieu plus tôt que les temps prévus par la
formule. La même tendance a été montrée par toutes les souches
examinées. Des valeurs de K- (tabl. II), nous pourrions soupçonner
que les rapidités de multiplication se sont abaissées dans cette
période de la reproduction, c'est-à-dire que les bactéries se sont trou-
vées partiellement en dehors de la phase logarithmique de leur

,multiplication. ,"
C'était l'augmentation de la concentration en ions hydrogène qui

pouvait restreindre la,multiplication des bactéries. L'acidité poten-
tielle au moment de la décoloration s'était renter mée dans des
limites assez restreintes de 0,2 à 0,3% 'en acide lactique et à peu près
constantes chez les souches particulières. Quoique le potentiel
d'oxydo-réduction dépende aussi dujrH de la solution, cependant,
nous lie sommes pas d'avis que ce facteur ait joué un rôle plus impor-
tant, vu les différences si faibles d'acidité.

D'après les données empiriques; il résulte encore une remarque
méthodique: les préparations microscopiques colorées, faites avec
de jeunes cultures, fortement prolifér antes, peuvent être adaptées
avec succès dans le but d'estimation quantitative.

SUR LE ROLE D'UNE CELLULE DANS LA FLORE BACTÉRIENNE

Le matériel résultant de nos recherches ainsi que les élaborations
mathématiques nous ont fourrriIa possibilité de caractériser le rôle
d'une cellule dans la flore bactérienne. Ce rôle est caractérisé par les
valeurs K, a et b, reçues indépendamment pour les souches particu-
lières. Comme les valeurs numériques des termes K, a et b résultent
de nombreuses expériences, nous pouvons espérer qu'elles sont assez
proches de la vérité.

Le tableau VI montre les valeurs numériques des termes men-
tionnés ci-dessus. Il y 9, aussi des inverses de K, c'est-à-dire des
« temps d'une génération » ainsi que des valeurs de v, c'est-à-dire des
volumes moyens d'unecellulecomme d'uneellipsoide sphérique, dont

LE LAIT. 1935 58



Coefficient de confiance .... 0,10
Coefficient de corrélation (r) 0,48

0,05
0,55

0,02
0,63

0,01
0,63
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les deux axes ont été mesurés au microscope dans les cultures
vivantes de 16 .heures. Nous remarquons dans ce tableau que 'les
fonctions vitales d'une cellule bactérienne sont assez différentes dans
les souches .particulières'. Pour donner une . caractéristique plus
approfondie, on a calculé les coefficients de corrélation entre b et
'K, K et v ainsi qu'entre v et b. On a donc obtenu les valeurs des
coefficients

rbk = + 0,79; rbv = + 0,63; rvk = + 0,17

D'après FISHER ,(8] pour 13 obse~vations (Il degrés de liberté)

TABLEAU VI.
TERMES CARACTÉRISANT UNE CELLULE DANS LES SOUCHES EXAMINÉES

\

l b. 10-12 a.1O-12

Souche nO K - ven[L3
K méqv. -méqv..

1 .......................... 0,6083 1 h. 38' 2,42 3,20 1,13
2 ................. 0,8098 1 h. 14' 3,02 2,18 0,76
3 ................. 0,6785 1 h. 28' 1,98 2,53 0,63
4 ................................ 0,6581 1 h. 31' 1,02 l,6O 0,42
5 .................................. 0,6172 1 h. 37' 2,07 1,89 0,58
6 .................................. 0,6071 1 h. 39' 1,97 1,91 0,89
7 .................................. 0,5832 1 h..43' 1,24 0,98 0,63
8 .................................. 0,5436 1 h. 50' 0,96 1,44 0,63
9 .................................. 0,4536 2 h. 12' l,4O 2,37 0,63

10 .......................... .. 0,4516 . 2 h. 13' 1,29 l,2O 0,63
11 ............... 0 ........... 0,4217 2 h. 22' 0;87 1,22 0,58
12 ............... '1 0,4134 2 h. 25' 0,71 0,44 0,42
13 ............•... ·1 0,3627 2 h. 46' 1,04 0,58 0,42

1

J. -

les coefficients de corrélation, garantissant une p;obabilité donnée
(coefficient de confiance L sont les suivants:

Une corrélation distincte existe donc alors entre la vitesse de. .

reproduction des cellules (K) et l'hydrogène (b)ainsi qu'entre le
volume d'une cellule ~ (v) et l'hydrogène activé. Entre le volume
d'une cellule et la vit-esse de la reproduction nous ne pouvons pas
constater de corrélation, parce que la valeur r n'est pas suffisam-
ment certain'e.

La relation enpre K et. b s'accentne aussi dans le graphique III de
telle façon qu'à peu près toutes les courbes ont des cours parallèles,
sans sécantes. Cela vient du fait que les deux facteurs mentionnés
influent de la même ~anière sur le temps de la décoloration, parce. .
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que, plus rapide est le développement bactérien, plus forte~ent'
l'hydrogène subit une activation, et vice versa.

La discussion d'une relation entre les trois variables exige l'em-
ploi de la corrélation dite partielle. Celle-ci consiste à éliminer, par
voie de calcul, l'influence d'une des variables sur la relation entre les
deux autres variables. Voici les coefficients calculés:

rvk,b = - 0,69:; rvb,k = + 0,81 ; rkb,v = + 0,89.
(le terme troisième après la virgule désigne une 'variable éliminée).

Dans le cas des 1.3observations (10 degrés de liberté) les moindres
valeurs de coefficient r pour les divers coefficients dits de confiance
sont les suivantes :tt;:, r !~ I,

Coefficient de confiance ....
Coefficient de corrélation (r)

0,10
0,50

0,02
0,66

0,05
0,58

0,01
0,71

C'est donc entre le volume de la cellule et la vitesse de la multi-
plication qu'une corrélation distincte négative existe après l'élimi--
nation de l'influence du facteur b.

Alors, caeteris pari bus, plus grande était une cellule, plus in-
tensivement était-elle capable d'activer l'hydrogène et pouvait-elle
se reproduire avec moins de vigueur. Entre la vitesse de la reproduc-
tion et la quantité d'hydrogène activé, on constate une corrélation
très nette, dont le coefficient, égal à + 0,89, surpasse énormément,
même -la probabilité de 1%( d'après le coefficient de confiance ).

L'existence des corrélations si nettes entre les trois variables en
question ne nous autorise pas à supposer qu'il s'agit ici d'une dépen-
dance causale.

Bien que I'cxistence de telles relations soit tout à fait compréhen-
sible au point .de vue biologique, nous n'en tirerons plus de conclu-
sions et nous nous bornons à constater les faits comme quelques con-
tributions expérimentales aux problèmes théoriques, entrepris déjà
par RAHN [4] et SKAR [15] en ce qui concerne les relations entre les
fonctions vitales d'une cellule bactérienne.

Il faut encore discuter la relation entre les paramètres a et b. En
cas idéal, ces deux valeurs devraient être complètement parallèles.
Les termes a caractérisent l'intensité d'activation de l'hydrogène
dans la période précédant l'induction des bactéries aux épreuves,
cependant que b caractérise la même intensité mais dans la durée
des épreuves. Quoique le coefficient compté de corrélation soit de
+ 0,63, il n'y a pas d'accord complet entre ces deux valeurs. L'ex-
plication d'une telle relation n'est pas difficile, parce que, dans la
période de 16 heures environ, à laquelle les bactéries ont été soumises
avant leur addition au lait, au début de l'épreuve, quelques facteurs,
intervenant plus ou moins, ont pu changer l'état biologique des cul-
tures. HIRSCH [9], par exemple, a constaté l'existence des phases se
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succédant alternativement d'uné reproduction intense, suivie d'une
phase d'assimilation intense. W ALKER, WINSLOW, HUNTINGTON et
MOONEY [18] distinguent même une phase de« jeunesse physiolo-
gique » durant laquelle la fermentation est plus intense. On ne peut
pas non plus préjuger de la variabilité de la vitesse de reproduction
des cellules chez les souches particulières dans les périodes précé-
dant celles des épreuves de la réductase. Il résulte, des données de
MASON [Il], que cette variabilité peut être de quelque importance.
Celui-ci rapporte que le temps le plus court de division d'une cellule
en deux autres, pour Str. lactis, est de 23,5 à 37 minutes, cepen-
dant que, dans nos expériences, cette période, dite «generation
times », a dépassé une heure dans tous les cas'.

RÉSUMÉ

Le travail présenté avait pour but une interprétation mathéma-
tique de l'épreuve de la réductase, effectuée avec les cultures pures
de Streptoeoccus lactie. Les déductions théoriques ont été confrontées
avec un matériel empirique. On a élaboré une formule donnant-la
relation mathématique entre le nombre initial de cellules bacté-
riennes et le temps de décoloration du bleu de méthylène dans le
lait. On s'est appuyé sur les trois hypothèses: 1° que les bactéries
ont été en phase logarithmique de reproduction, 2° que chaque cel-
lule a été capable d'activer une même quantité d'hydrogène dans
l'unité de temps, et, 30 que le bleu de méthylène, additionné au lait,
a joué le même rôle que l'oxygène y dissous, c'eat-à-dire le rôle d'un
accepteur d'hydrogène. Le moment de la disparition de la teinte du
lait examiné, indiquait donc le moment de l'épuisement de ces deux
accepteurs; 13 souches bactériennes du groupe de Streptococcus lactis
ont été soumises aux expériences dans le lait écrémé et stérilisé. Les
résultats des expériences ont prouvé de façon satisfaisante nos déduc-
tions théoriques. On a pu établir en outre que:

1° La préparation colorée microscopique faite quantitativement
peut être employée avec succès dans le but d'estimer des cellules
vivantes dans les jeunes cultures.

2° Les souches particulières ont démontré des variabilités indi-
viduelles en ce qui concerne: le temps de reproduction (de 1 h. 14'
jusqu'au 2 h. 46') et l'intensité d'activer l'hydrogène (de 0,71.10-12

jusqu'au 3,02.10-12 milliéquivalents par heure).
3° Entre le volume des cellules et la, vitesse de la reproduction on

a constaté une corrélation nettement négative, pendantqù'entre
l'intensité de l'hydrogène activé et la vitesse de la reproduction ainsi
qu'entre l'hydrogène activé et le volume d'une cellule, la corrélation
a été distinctement positive.
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UN COEFFICIENT DE PROPRETÉ DU LAIT
par le Dr ALBERT FOURNIER

membre de la Ligue du L'lit.

Dans la, séance du Conseil d'administration de la « Ligue du
Lait» réuni chez son secrétaire général, M. Ch. GRÛLLET, le 28 mars
1935, j'ai proposé la détermination d'un coefficient d'un indice de
propreté du lait, basé sur la détermination quantitative et qualita-
tive de ses impuretés solides (1).

L~ propreté du lait est en effet une des qualités particulièrement
souhaitée par la cc Ligue du Lait». Les souillures n'apparaissant
pas sont méconnues par le consommateur et le plus souvent sans
importance pour le producteur vis-à-vis duquel, en général, la pro-
preté est une notion peu familière. Seul l'industriel la connaît, mais
reste impuissant en raison de l'indi.fférence générale. La « Ligue du
Lait» n'ignore pas le beau rôle qu'elle peut jouer auprès du public
en lui faisant connaître que le lait n'étant pas propre, elle s'est donné
pour tâche d'encourager sa propreté. Une opinion publique pour-

. rait être facilement créée dans ce sens, surtout par la voie de .la ,
Presse qui touche aujourd'hui à peu près toute la collectivité.

(1) Rèvue de Pathologie comparée. No 465, juin 1935, p. 723.


