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I. — INTRODUCTION

Plusieurs espéces de microorganismes participent a |'élaboration des
vins. Les premiers qui interviennent sont les levures, champignons micros-
copiques qui transforment les glucides en divers produits, le plus impor-
tant quantitativement étant |'éthanol. Puis, dans certaines conditions,
d’autres microorganismes, les bactéries lactiques, peuvent se développer
en modifiant plus ou moins profondément la composition chimique du
vin ainsi que son go(t, son bouquet et méme sa couleur. Les bactéries
lactiques sont spécialisées dans la formation d'acide lactique & partir de
divers substrats. 1l existe un grand nombre d'espéces de bactéries lacti-
ques qui peuvent attaquer les constituants du vin a des degrés divers.
Leur action peut étre favorable a la qualité, c'est le cas si elle se limite
a la transformation de l'acide malique en acide lactique. Par contre, si elle
s'exerce sur l'acide tartrique, le glycérol ou les glucides suivant ['ampleur
du développement bactérien, elle conduit & une altération plus ou moins
profonde du vin.

Nous connaissons parfaitement les espéces de levures, ainsi que le
mécanisme chimique, les produits intermédiaires et finaux de la fermen-
tation alcoolique. Il n'en est pas de méme pour la fermentation lactique.
Le nombre de travaux sur les bactéries lactiques est aussi important que
leur nombre d’espéces, mais ils portent surtout sur celles qui se cultivent
facilement. Les études effectuées sur les bactéries isolées d'un milieu
acide, en particulier du vin, sont beaucoup moins nombreuses. De plus,
pendant longtemps, les recherches conduites sur les bactéries perdirent
une partie de leur intérét, du fait de la classification encore incertaine de
ces microorganismes et des méthodes analytiques peu sensibles et peu
spécifiques. La recherche bactérienne en cenologie, pendant les vingt der-
nieres années, a conduit 4 une meilleure connaissance des bactéries lac-
tiques en particulier de celles responsables de la transformation de I'acide
malique en acide lactique; les bactéries de maladie ont €été beaucoup

moins étudiées pendant la méme période.

La Station cenologique a adopté un vaste programme de recherches
concernant les bactéries lactiques pouvant se développer dans les vins. 7
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Les études se poursuivent sur l'étude de la systématique, de la morpho-
logie, de |'écologie des bactéries lactiques du vin, ainsi que la description
détaillée des principales espéces, leurs caractéres physiologiques, les
conditions de leur développement, etc. C'est dans le cadre de ce pro-
gramme que nous avons effectué ce travail.

Le point de départ fut I'étude d’'une méthode sensible et spécifique
de caractérisation du mannitol dans les milieux de culture a base de
fructose. Depuis une quinzaine d'années, la chromatographie de partage
sur papier s'est révélée, par sa sélectivité et la possibilité de séparer des
micro-quantités de substance, comme une des meilleures méthodes pour
aborder et résoudre de nombreux problémes dans tous les domaines de
la chimie analytique; aussi, c'est vers cette technique que nous nous
sommes orienté. La chromatographie sur papier nous est familiére, nous
l'utilisons dans les tests de fermentation des glucides servant a la diffé-
renciation des espéces de levures et a la classification des bactéries
lactiques.

Aprés une étude détaillée des possibilités qu'offre la chromatographie
sur papier dans le domaine des polyols et des glucides, nous montrons
que l'utilisation de papier imprégné d'acide borique permet une bonne
résolution du mélange mannitol-fructose. Nous décrivons ensuite une
méthode de caractérisation et d'estimation du mannitol dans les milieux
a base de fructose. L'application de cette méthode nous ayant permis
d'observer, .dans les milieux fermentés, d'autres polyols que le mannitol
et le glycérol, nous avons été amené ensuite a une étude analytique de
la formation de ces substances par les bactéries lactiques a partir de dif-
férents glucides. Nous avons mis en évidence la formation d'érythritol,
d'arabitol et de mannitol a partir des hexoses (glucose et fructose) et
des pentoses (arabinose et xylose). A l'aide d’'une méthode d'estimation
calquée sur celle du mannitol, nous avons montré que les différents
polyols formés sont variables en nature et en quantité suivant I'espéce
des bactéries et le glucide fermenté.

— 4 —



II. — METHODES ANALYTIQUES

A.- SEPARATION ET ESTIMATION DES POLYOLS PAR CHROMATOGRAPHIE
DE PARTAGE SUR PAPIER

i° Mise au point des techniques

Parmi les tests physiologiques servant a la classification des bacté-
ries lactiques, la formation de mannitol a partir de fructose caractérise les
bactéries hétérolactiques, d’ou I'importance de la recherche de ce corps
dans les milieux de culture. La technique la plus utilisée pour observer
la présence de ce polyol, consiste a faire évaporer lentement a l'air quel-
ques millilitres du milieu dans un verre de montre ; le mannitol apparait
cristallisé sous forme d’aiguilles prismatiques fines et soyeuses, rayon-
nant autour de différents centres. On peut par ce procédé déceler 1 o par
litre. La sensibilité est |égérement améliorée par une défécation préalable
au charbon décolorant; elle reste malgré tout insuffisante. D'ailleurs cette
technique ne permet pas, dans le cas d'un résultat négatif, d’affirmer
absolument I'absence de mannitol ; en effet la cristallisation en milieu
complexe est parfois inhibée ou s’effectue de fagon anormale. Pour déter-
miner le mannitol, nous avons essayé de mettre au point une méthode
spécifique et sensible de caractérisation et d'estimation quantitative
applicable a un milieu complexe. Nous avons utilisé la chromatographie
de partage sur papier, méthode aui concilie les qualités demandées a une
certaine rapidité d’exécution. D’ailleurs dans beaucoup d'études micro-
biologiques, pour identifier les produits du métabolisme microbien ou
aider a la caractérisation des espéces, les nrocédés chromatographiques
simples et précis sont couramment adoptés. Les chercheurs du National
Institnte for Research in Dairying de Reading (G.B.) ont utilisé la chroma-
tographie de partage sur papier des aminoacides extraits de cellules bac-
tériennes (1) comme moven possible de différenciation. LAMBION et
MESKHI (2) ont appliqué la chromategraohie sur papier a la recherche
des acides oroaniques formés- & nartir des différents substrats offerts
aux bactéries. Dans le méme domaine des bactéries lactiques, la Station
agronomique et cenoloaiaue de Bordeaux, a remplacé le test classiaue
de fermentation des olucides par une technique chromatographique (3),
qui permet d’obtenir des réponses précises en une seule culture et de
travailler sur plusieurs glucides simultanément.



Dans le but d'obtenir des séparations fines et des révélations régu-
lieres, la solution a chromatographier doit, autant que possible, étre
purifiée de fagcon a éliminer les sels minéraux et surtout les substances
se trouvant en forte proportion par rapport aux composés qu'on désire
déceler. Il est bien connu que les taches des constituants les plus abon-
dants peuvent recouvrir totalement ou rendre indistinctes celles des com-
posés mineurs. Par ailleurs, de fortes proportions d’'un corps modifient
la vitesse de migration des corps associés en trés faibles proportions.
Dans les milieux de culture bactériens, les substances pouvant perturber
la caractérisation du mannitol sont, a coté des éléments minéraux, les
acides organiques en particuliers I'acide lactique, le glycérol connu comme
produit secondaire de la fermentation lactique et le fructose pouvant
éventuellement rester dans le milieu de culture. Le fructose se sépare
assez mal des polyols et se révele de la méme fagon sur les chromato-
grammes, aussi est-il trés important de I'éliminer. La méthode la plus
usitée consiste a le détruire, avec les autres oses, en milieu alcalin a
chaud. On opeére par chauffage au bain-marie en présence d'un grand
exces de magnésie fraichement calcinée, la destruction des glucides
est en effet totale, mais les produits formés peuvent interférer et il est
difficile de s’en débarrasser. Nous avons pensé que l'emploi des résines
échangeuses d'anions fortement basiques, pour fixer les glucides était
préférable et pouvait permettre une bonne purification des milieux a
chromatographier.

— Purification sur échangeurs d’ions. On utilise de facon courante
les résines échangeuses d'ions pour déminéraliser les solutions avant
chromatographie ; les cations et certains acides aminés sont fixés par
une résine cationique sous forme H* ; aprés passage la solution contient,
a coté des glucides, les acides organiques et minéraux a |'état libre ; ces
acides sont alors fixés sur une résine anionique placée sous forme car-
bonate ce qui évite la fixation et la destruction des glucides. Or dans le
cas présent, nous nous intéressons uniquement aux polyols et recherchons
donc I'élimination des glucides, du fructose en particulier.

La fixation et la destruction des glucides sur résines bases fortes
sous leur forme hydroxylée sont déja bien connues. ROSEMAN et al. (4),
ont étudié la rétention des glucides sur Amberlite IRA 400, préparée par
lavage a la soude normale et saturée par la baryte. lls ont remarqué que
les glucides réducteurs, glucose, mannose, arabinose, galactose, fructose,
lactose et glucosamine sont retenus, tandis que le mannitol, le sorbitol,
I'inositol et le méthyl-D-glucopyranoside ne sont pas fixés de facon appré-
ciable. Le saccharose n’est que partiellement fixé. Mettant a profit cette



propriété des résines échangeuses d'anions, USSEGLIO-TOMASSET et
CASTINO (5) ont mis au point une technique de défécation pour doser
quantitativement la somme glycérol+ butanediol-2,3 en présence de glu-
cides dans les vins.

Pour notre part, nous avons vérifié le comportement des polyols
(mannitol et glycérol) et les glucides réducteurs (glucose et fructose)
sur diverses résines échangeuses d'anions traitées par la soude normale,
puis lavées a l'eau distillée jusqu'a ce que I'effluent soit neutre. L'essai
est effectué dans des colonnes de 15 mm de diamétre, contenant 40 g de
résine humide, 50 mg de substance dissous dans 20 ml d'eau distillée,
sont placés au sommet de la colonne. A la suite on fait passer de I'eau
distillée a la vitesse de 2 ml par minute jusqu'a un volume de 100 ml.
Les glucides et des polyols non fixés sont dosés par oxydation périodique.

TABLEAU |

Fixation des glucides et des polyols
sur diverses résines échangeuses d’anions
(% de substance dans 100 ml de solution aprés passage
sur I’échangeur, par rapport a la quantité mise en osuvre).

Glucose I Fructose Mannitol Glycérol
|
DOWEX 1 X 2 .......... 5 5 40 100
DOWEX 1 X 4 .......... 50 | 50 50 100
DOWEX 2 X 4 .......... 20 ‘ 25 96 100
DOWEX 2 X 10 ......... 3 30 100 100
DOWEX 2 X 8 .......... 3 30 . 100 100
Amberlite IRA 400 ...... 0 0o - 60 | 100

Dans le tableau I, nous avons rassemblé les résultats qui permettent de
comparer l'action de diverses qualités de résines vis-a-vis de diverses
substances étudiées. Les résines DOWEX 1 X 2 et Amberlite IRA 400
fixent bien la totalité des glucides réducteurs et d'une facon assez sem-
blable ; ces résines posséedent le méme groupement actif —N*(CH.).:
le glycérol est retrouvé en totalité, mais une forte partie du mannitol reste
fixé sur |'échangeur. Nous avons procédé a I'élution en opérant par frac-
tions de 100 ml; nous donnons dans le tableau Il les résultats pour les
deux résines qui retenaient le mieux les glucides. On voit que pour
récupérer la totalité du mannitol, il faut dans les conditions indiquées
recueillir au moins 300 ml d’effluent.



TABLEAU I

Récupération du fructose et du mannitol!
en fonction du volume d’éluant (% de substance entrainée dans I'éluant
par rapport a la quantité fixée).

DOWEX 1 X 2 Amberlite IRA 400

Fructose Mannitol Fructose Mannitol
100 ml .......... 5 40 0 60
200 ml .......... 5 50 0 90
300 ml .......... 5 96 0 100

Le passage de 300 ml d'eau n'entraine pas de glucide de maniére
appréciable ; le glucose et les pentoses (arabinose et xylose) se condui-
sent comme le fructose.

A la suite de ces essais, nous utilisons la technique suivante pour
purifier le milieu de culture avant chromatographie.

Les résines employées sont les DOWEX 50W-X4 (20-50 mesh)
(cationique) et Amberlite IRA 400 (anionique). Avant emploi, elles sont
mises a gonfler quelques heures dans I'eau. Nous procédons ensuite a
I'activation par passages alternés de solutions normales d'acide chlorhydri-
que et de soude. Entre chaque passage, on lave a l'eau distillée jusqu'a
neutralité. Aprés deux cycles d’activation, la résine cationique est conser-
vée sous forme H+* et la résine anionique sous forme OH™. Ces différentes
opérations s'effectuent commodément en tubes de verre d'une longueur
de 500 mm et d'un diamétre intérieur de 40 mm. Le volume de solution
utilisé pour le traitement des résines doit étre de I'ordre de dix fois le
volume d’'échangeurs traités et la vitesse de passage voisine de 5 ml par
minute.

Les colonnes utilisées pour la purification des milieux sont plus petites
que celles affectées au traitement des résines ; longueur 360 mm, diamétre
intérieur 15 mm, elles sont & niveau constant. Au fond de chaque colonne,
on place un petit tampon de coton de verre et on introduit 40 ml de
résines en évitant la présence de bulles d’air. Les colonnes sont disposées
en deux rangées paralléles et montées de facon a permettre au liquide
sortant de la colonne cationique de traverser automatiquement la colonne
anionique (fig. 1).
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Fig. 1 - Installation des colonnes d’échangeurs d'ions

permettant |a purification des milieux de culture.
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On introduit 20 ml de la solution & analyser au sommet de la colonne
cationique. On recoit |'effluent a la sortie de la colonne anionique dans
un erlenmeyer. A la suite de la solution, on fait passer 300 ml d'eau
distillée pour entrainer les substances non fixées sur les échangeurs.
Cet effluent qui contient le mannitol, et la fraction minime de fructose non
fixé, est versé sans perte dans le ballon d'un évaporateur rotatif sous
vide. On concentre a basse température (45°C environ), jusqu'a un volume
voisin de 10 ml. La solution concentrée ainsi obtenue est portée quanti-
tativement dans une fiole jaugée de 20 ml et complétée au trait de jauge.

— Chromatographie directe. Dans certains cas particuliers, la recher-
che d'une substance peut étre effectuée sans élimination des autres sub-
stances, c'est ainsi que la chromatographie directe a été recommandée
pour la mise en évidence d'un glucide aprés réaction enzymatique (6) ou
pour l'estimation de 'acide malique dans les vins (7). Pour éviter la puri-
fication précédemment décrite par passage sur les échangeurs d'ions,
opération longue a effectuer, nous avons essayé de chromatographier
directement le milieu fermenté. La principale difficulté a laquelle nous
nous sommes heurté est la présence de fructose qui, dans les solvants
classiques se sépare assez mal du mannitol. Le milieu de culture étant
toujours plus ou moins coloré, nous avons procédé toutefois a une
décoloration par une petite quantité de charbon décolorant; 2 50 ml de
milieu nous ajoutons la quantité de charbon juste nécessaire pour obtenir
la décoloration, nous agitons a plusieurs reprises et nous filtrons sur
papier plissé ; on refiltre les premiéres portions de liquide jusqu'a ce que
la limpidité soit obtenue. A partir de ce filtrat nous pouvons opérer dans
certains cas la séparation chromatographique.

— Solvants. Le choix du solvant est fonction des substances a séparer,
dans le cas présent nous devons choisir un systéme permettant une
migration différente pour le glycérol, le mannitol et éventuellement, lors
de la chromatographie directe, du fructose.

La séparation individuelle des différents polyols et des différents
glucides a fait I'objet de nombreuses tentatives, aussi la littérature est-
elle riche en formules de solvants (8). Mais on constate, que si |'utilisation
d'un solvant convenable permet une bonne résolution d'un mélange de
glucides ou d'un mélange de polyols, & I'excention des hexols linéaires.
il n'’en est pas de méme pour la séparation des polyols et de certains
glucides, glucose et fructose, ces divers corps ayant des valeurs de Rf
trop voisines dans les divers solvants utilisés. Pour réaliser cette sépa
ration, différents chercheurs ant mis & profit la propriété de ces substances

— 10 —



8G'0 LS'0 8.'0 VL0 LS'0 95'0 Ge'o LE'0 6%'0 8y'o | [0499419
8%'0 ﬁ er'o 89'0 29'0 817’0 L'0 82'0 92'0 LE'0 Lg'o | [0314y3A43
zv'o W £e'0 95'0 95'0 £¥'0 9€'0 6z'o L1'0 €e'0 9g'o | joliqedy
8€'0 92'0 150 6%'0 8€'C 62'0 220 oL'e 62'0 0g'o | [0}ql08
GE'0 82'0 Ly'0 67'0 Ge'0 82'0 640 0L'0 82'0 bg'o |t [oyuue
L2'0 L€'0 €5'0 G5'0 0€'0 1€'0 710 S1'0 ee'o ve'o |t asoulqely
€2'0 620 €50 95'0 8¢'0 620 110 Lo lg'o | gego 85010N.44
22’0 ¥2'o 0v'o 60 £2'0 £2'0 90'0 90'0 610 gL' |t 2s09n|5
bt orbuoq || ambuog | S| . | ool o / S
I e R A .
r4 neg 4 neq ) onblhgee :wm
i Gl G neq
LMy B eS| s el S| | s

ajuepuasse alydeiborewolyn

anblioq apioe,p uou no aubaidwi Jaided ins
SJUBA[OS SISAIP suep saplon)b ap 18 sjokjod ap }y ap sinajep

l Nvanavi

— 11 —



papier non traite

|

2 3 4 5 6 7

8 9

Fig. 2 — Comparaison de la migration des polyols et
sur papier non traité.
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de former des complexes avec les borates. La séparation du glucose et
du sorbitol a été ainsi réalisée par REES et REYNOLDS (9) en utilisant un
solvant de composition suivante : méthyléthylcétone - acide acétique - eau
saturée en acide borique (9:1:1). Nous avons constaté que la séparation
du fructose et du mannitol n'est pas trés bonne et avons obtenu avec
ce solvant des taches allongées et des effets de « trainées », GENEST
et CHAPMAN (10) ont modifié légerement la composition de ce solvant
sans obtenir un meilleur résultat. La technique de développements multi-
ples qui permet d’accroitre la distance entre les taches a été également
utilisée (8). Par développement continu pendant trois jours a 30°C a
l'aide de butanol saturé d'eau, BARZOTTI et Mc CLESKEY (11) sont arrivés
a une assez bonne séparation.

Aprés étude de plusieurs solvants et de plusieurs techniques, nous
en avons retenu une qui consiste a4 chromatographier les complexes
boratés des polyols et des glucides. Mais au lieu de placer l'acide borique
dans le solvant, comme beaucoup d'auteurs ['ont fait, nous avons imprégné
au préalable le papier avec de l'acide borique et effectué ensuite le déve-
loppement chromatographique avec un solvant classique. Le papier est
traité de la fagcon suivante : on pulvérise uniformément a sa surface
une solution aqueuse d'acide borique a 40 g par litre, et on le laisse sécher
a la température ambiante. Cette méthode donne de bien meilleures sépa-
rations des polyols et des glucides. Les résultats obtenus par cette techni-
que sont donnés dans le tableau lll. D’'une fagon générale, avec les solvants
utilisés, les glucides étudiés se déplacent a peu prés de la méme fagon
sur papier ordinaire ou sur papier imprégné d'acide borique. Dans le sol-
vant a base de propanol, ils se déplacent moins, en particulier le fructose
sur ce dernier papier (fig. 2). Pour les polyols au contraire on note un
déplacement plus important, sauf pour le solvant a base de phénol, sur le
papier traité a l'acide borique que sur le papier non traité. Le comporte-
ment des deux hexols isoméres, le mannitol et le sorbitol, est sensible-
ment le méme. En somme la formation de complexe borique ne modifie
pas la mobilité des glucides alors que celie des polyols est généralement
accrue. Nous avons comparé les séparations obtenues avec des solvants
et avec notre technique en utilisant du papier imprégné au préalable d’'acide
borique (tableau IV). Pour le solvant a4 base d'acétate d’'éthyle, on n'observe
aucune différence quel que soit le mode d'apport de I'acide borique.
Par contre avec le solvant de composition suivante : propanol-1 - acétate
d'éthyle - eau (7:1:2) les différences de déplacement sont nettement plus
importantes sur le papier directement traité a l'acide borique que si I'on
utilise de l'eau saturée d'acide borique dans la préparation du solvant.

— 13 —
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Nos essais montrent donc en définitive, qu'en fixant de I'acide borique
par un traitement préalable, il est possible a I'aide du solvant a base de
propanol d'obtenir une bonne séparation chromatographique sur papier du
mannitol et du fructose. Dans tous les solvants, le glycérol se sépare trés

bien des autres composés.

Dans le tableau V, nous donnons les valeurs de Rf de quelques glu-
cides et polyols que nous avons obtenues dans d'autres solvants. Nous
avons procédé a des essais sur des solutions simples contenant du man-
nitol et des teneurs croissantes en fructose. Notre technique avec le
papier imprégné d'acide borique permet une séparation tant que la teneur
en fructose n'est pas trop élevée mais dés que pour 1 g de mannitol il
reste 10 g de fructose la séparation n’est plus possible et il est nécessaire
d’éliminer le fructose. Dans les milieux contenant peu de fructose, l'utili-
sation de papier imprégné au préalable d'acide borique permet une esti-
mation du mannitol en opérant sur le milieu décoloré simplement au
charbon.

— Révélateurs. Les techniques de révélation des polyols sont nom-
breuses (8), mais elles manquent généralement de sélectivité. Les révé-
lateurs des polyols donnent en particulier des résultats positifs avec les
glucides. Nous avons essayé plusieurs techniques de révélation et nous
en avons retenu une qui fait appel a I'oxydation périodique des polyols :
on pulvérise sur le chromatogramme sec, une solution aqueuse a 1 %
de métapériodate de sodium. On laisse agir pendant 3 a 4 minutes, puis on
pulvérise une solution de permanganate de potassium a 1 %. Aprées
5 minutes, on observe des taches brunes d'oxyde de manganése. Par
lavage a l'eau on élimine 'excés de permanganate et on laisse sécher
a l'air. La sensibilité est moyenne, 10 ttg pour le mannitol. Pour obtenir
un contraste plus net des taches sur le fond, on peut également, comme
le recommandent WOLFROM et MILLER (8), pulvériser ensuite un réactif
a la benzidine ayant la composition suivante : benzidine 0,5 g - acide
trichloracétique a 40 % 10 ml - acide acétique cristallisable 10 ml - éthanol
80 ml. On obtient des taches bleues sur fond blanc.

Dans la suite de ce travail, nous avons été également amené a
révéler sur les chromatogrammes les glucides réducteurs, nous donnons
les formules des révélateurs que nous avons utilisés et qui nous ont donné
de bons résultats. Certains étaient déja connus, mais nous avons ‘sensi:
bilisé un révélateur pour les cétoses.
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TABLEAU V

Valeurs de Rf des polyols et de divers glucides

Bl e 4| daieq | Buelt 4 Brine
Eau 5| Eau o | Eau 1| Ac. acétique 1
D-Ribose ..... 0,29 0,44 0,23 0,76
L-Arabinose .. 0,22 0,31 0,13 0,70
D-Xylose ..... 0,26 0,32 0,17 0,73
L-Rhamnose ... 0,37 0,46 0,33 0,83
D-Glucose . ... 0,18 0,24 0,09 0,65
Mannose .... 0,19 0,28 0,14 0,70
Galactose .. .. 0,17 0,22 0,09 0,63
D-Fructose ... 0,22 0,29 0,13 0,70
Saccharose . ... 0,10 0.16 0,04 0,62
Maltose ....... 0,07 0,11 0,02 0,47
Lactose ....... 0,07 . 0,08 0,01 0,46
D-Mélibiose .. 0,04 0,09 | 0,01 0,45
Raffinose .... 0,03 0,06 0,00 0,46
Tréhalose ..... — —_ — 0,52
Butanediol-2,3 . 0,65 0,80 0,60 —_
Glycérol ..... 0,47 0,56 0.41 0,82
L-Erythritol .... 0,35 0,41 0,23 0,77
D-Arabitol ..... 0,28 0,36 0,15 0,73
Dulcitol ....... 0,18 0,26 0,08 0,63
D-Sorbitol ..... 0,18 0,29 0,12 0,64
Mannitol ...... 0,19 0,28 0,11 0,65
Méso-inositol .. 0,06 0,02 0,00 0,31
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Pour révéler les glucides, on utilise principalement la propriété de
former par chauffage en milieu acide des dérivés du furfural qui donnent
facilement des réactions colorées avec les amines ou les phénols. On
obtient, suivant le glucide, un composé de coloration déterminée, ce qui
facilite son identification.

Nous avons utilisé les révélateurs suivants :

Phtalate acide d’aniline. Dans un bécher, on pése 16,6 g d'acide
phtalique ; on ajoute 30 ml d'eau distillée et on triture avec un agitateur.
On dilue la pate obtenue dans 500 ml d'acétate d'éthyle et on ajoute 9,3 g
d'aniline. On porte le liquide a I'ébullition sous reflux jusqu’a ce qu'il
devienne limpide. Aprés refroidissement, on compléte au litre avec de
l'acétate d'éthyle. Avec ce révélateur les aldopentoses donnent une couleur
rouge, les aldohexoses et méthylpentoses des teintes brunes. Les cétoses
conduisent a une légére coloration jaunatre, les diholosides et triholosides
ne donnent pas de coloration. La révélation se fait en étuve ventilée a la
température de 105°C, pendant 5 minutes.

Anthrone. On dissout 300 mg d'anthrone dans 10 ml d'acide acétique.
On ajoute 20 m!l d’'éthanol a 95° et 3 ml d'acide orthophosphorique concen-
trée. Le chromatogramme pulvérisé avec cette solution est porté 5 a 6
minutes dans une étuve ventilée dont la température est fixée a 105°C. Les
cétoses apparaissent en jaune brillant. Certains polyosides se révelent en
jaune trés péale. Les autres glucides ne donnent pas de coloration. L'acide
orthophosphorique attaquant la cellulose assez rapidement, il faut éviter
de laisser les chromatogrammes trop longtemps dans |'étuve ou a une
température supérieure a celle indiquée. Les chromatogrammes ne se
conservent pas, ils brunissent rapidement.

Si la sensibilité du phtalate acide d’aniline est bonne pour les pen-
toses et les aldohexoses, par contre celle de I'anthrone pour les cétoses
est assez faible en particulier du fait du brunissement rapide du papier.
Le nombre de révélateurs proposés par les divers auteurs étant tres élevé,
nous avons cherché parmi ceux-ci un révélateur plus sensible des cétoses.
Notre choix s’est porté sur le N-(1-naphtyl) éthyléne diamine préconisé
par GORDON et al. (12). On prépare le réactif de la facon suivante :
on dissout 1,3 g de dichlorhydrate de N-(1-naphtyl) éthyléne diamine
(produit Eastman 4835) dans un mélange de 2,5 ml de glycérol, 5 ml d'eau
distillée et 42 ml d’acétone. Cette solution peut se conserver indéfiniment
a 0°C. Le chromatogramme pulvérisé avec cette solution est séché a l'air
pendant 10 & 15 minutes, puis placé pendant 4 minutes a 110°C. Ce révé-
lateur donne des résultats moyens. Nous avons augmenté sa sensibilité
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TABLEAU VI

Révélation de différents glucides et polyols

avec trois techniques nouvelles
Quantité de substance :

20 1rg par cm’

L'intensité de la couleur est notée de 5 a 0 par ordre décroissant

N-(1-naphtyl)
éthyléne diamine

en solution

avec H3 PO4
D-Ribose ... .|rose foncé 3
|-Arabinose .| rose-brun 2
D-Xylose ... |rose-brun 2
L-Rhamnose .|rose-clair 1
D-Glucose brun 2
Mannose ... |brun violacé| 2
Galactose brun violacé| 2
D-Fructose . |violet foncé| 5
Saccharose .|violet 4
Maltose .'brun violacé| 2
Lactose ..... brun violacé| 2
D-Mélibiose |brun violacé
Raffinose violet
Tréhalose —_

Butanediol-2,3
Glycérol
I-Erythritol
D-Arabitol . ..
Dulcitol .. ..
D-Sorbitol ..
Mannitol ...

Méso-inositol

O 0O O O 0O 0o O o o N

1°) periodate

2) amino-2 diphényle

1°) periodate
2"} N-(1-naphtyl)
éthylene diamine

en solution

avec Hs3 PO4

rose

brun-rose
brun-rose
rouge clair
brun

brun

brun

brun vert

brun

brun clair

brun vert

brun vert

brun vert
jaune trés pale
jaune trés pale
jaune

jaune

jaune vert
iaune

jaune

jaune trés pale
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de 1 a 10 en lui incorporant 5 % d’acide orthophosphorique juste avant
['utilisation (tableau VI). Une solution de amino-2 diphényle donne des
taches rouges avec les pentoses et pourpres avec les acides uroniques(12).
Avec les hexoses les taches sont vert-brun et elles apparaissent plus rapi-
dement pour les aldoses que pour les cétoses. Ce révélateur réagit avec
tous les composés possédant au moins une fonction —CHO ; nous avons
pensé l'utiliser aprés oxydation périodique ; on obtient ainsi pour les
polyols des taches jaunes sur fond brun clair différentes de celles des
glucides. Ce révélateur a la composition suivante : amino-2 diphényle 1,7 g -
acide oxalique anhydre 0,9 g - glycérol 5 ml - HO 10 ml et acétone 85 ml.

2" Description et application de la technique de séparation des polyols.

Suivant la teneur en fructose du milieu de culture, nous purifions
soit sur échangeurs d'ions soit par simple décoloration au charbon. Dans
les deux cas, on dépose deux fois 50 1l du milieu obtenu, sur papier
Arches 302 préalablement imprégné d'acide borique. Sur ce méme papier
on dépose également 50 1| de solution de mannitol a 0,25; 0,5; 1,0;
1,5; 2,0; 2,5 et 3,0 g par litre. Les solutions a chromatographier sont
déposées sous forme de taches n'excédant pas 6 & 7 mm de diamétre
espacées de 3 cm et situées a 3 cm du bord inférieur de la feuille. Le
papier est ensuite enroulé en cylindre et maintenu rigide par agrafage.
Il est placé verticalement dans une cuve a chromatographie, sa base plon-
geant de 5 mm dans le solvant a base de propanol. Quand le solvant a
parcouru une trentaine de cm (douze ou quinze heures environ) le papier
est séché sous une hotte ventilée. On découpe la bande correspondante
a la premiére tache du milieu a analyser, puis le reste du chromatogramme
est révélé, par oxydation périodique et aspersion d'une solution de per-
manganate de potassium a 1 %. Par comparaison avec les taches témoins,
il est assez facile d'estimer la teneur en mannitol du milieu analysé. Dans
le cas d'une teneur supérieure a 3 g par litre, il est nécessaire d'effectuer
une nouvelle chromatographie aprés dilution. La premiére bande découpée
est révélée par le N-(1-naphtyléthyléne diamine) en milieu phosphorique
pour vérifier I'absence du fructose ou du moins contrdler que sa séparation
d'avec le mannitol est bonne et ne vient pas augmenter la superficie et
I'intensité de la tache de ce dernier.

L'application de cette technique nous a permis d'affirmer dans plu-
sieurs milieux de culture la présence de mannitol dans le cas ol la
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méthode classique donnait un résultat négatif. Mais elle nous a surtout
permis d'observer que sur divers chromatogrammes, on trouvait encore,
entre les taches du mannitol et du glycérol, une ou deux autres taches
suivant le milieu analysé. Pour identifier ces substances, nous avons éga-
lement utilisé la chromatographie de partage pour les séparer a partir
du milieu initial. Nous avons employé des grandes feuilles de papier
épais (Arches 304) qui permettent de mettre en ceuvre une quantité rela-
tivement importante de substances. Nous avons opéré simultanément sur
plusieurs feuilles, en chromatographie descendante, avec le solvant de
composition suivante : acétate d'éthyle - acide acétique - eau (6:3:2).
Aprés révélation de deux bandes latérales pour fixer I'emplacement de
chacune des substances nous avons découpé les parties correspondant
a chacune d'entre elles et les avons éluées. A cet effet, elles étaient sus-
pendues dans une cuve a chromatographie équipée pour la technique
descendante, et nous avons fait circuler de l'eau distillée en recueillant
i'éluat dans une capsule. L'opération a demandé une dizaine d’'heures.
Puis les capsules sont placées dans un dessicateur et ['éluat évaporé
sous vide jusqu'a résidu sec. Nous avons repris par la quantité minimum
d'eau et avons chromatographié a nouveau dans plusieurs solvants diffé-
rents, parallelement a des solutions de divers polyols. Les substances
séparées présentaient le méme Rf que I'érythritol et le D-arabitol. Pour
confirmer l'identification de ces corps, nous avons ensuite mélangé chaque
substance avec celle présumée et dans une nouvelle chromatographie nous
n'avons pas observé de séparation dans aucun des solvants utilisés ; les
colorations obtenues par plusieurs révélateurs correspondaient également
a celles obtenues avec l'arabitol et I'érythritol témoins, observation qui
renforce la possibilité de la présence de ces polyols. La méme identifi-
cation a été effectuée a partir de divers milieux contenant avant la fer-
mentation lactique du glucose ou de l'arabinose ou du xylose. L’estimation
quantitative de ces divers polyols a été effectuée de la méme facon que
celle du mannitol, en utilisant le solvant & base de propanol ou d'acétate
d’éthyle ; les glucides restant éventuellement étaient révélés a l'aide du
phtalate acide d'aniline.



B. - AUTRES METHODES ANALYTIQUES UTILISEES

Les méthodes analytiques utilisées dans ce travail sont généralement
celles qui sont décrites dans le Traité d’CEnologie de RIBEREAU-GAYON
et PEYNAUD (13). Les glucides restant sont simplement dosés par la
liqueur de Fehling en tenant compte du pouvoir réducteur de chacun des
glucides. Le pH est déterminé a i'aide d'un appareil de Quéré a électrode
de verre. L'acidité titrable est déterminée en utilisant la phénolsulfo-
nephtaléine comme indicateur (point de virage pH 7,4). L'acidité volatile
est séparée par distillation directe suivant la méthode DUCLAUX-GAYON.
L'acide formique est dosé, aprés entrainement par la vapeur d'eau, par
réduction par le magnésium en milieu chlorhydrique et colorimétrie du
méthanal formé par |'acide chromotropique.

Le dosage de l'acide lactique est effectué par la méthode PEYNAUD-
CHARPENTIER, qui repose sur la transformation quantitative de l'acide
lactique en éthanol par oxydation par le permanganate de potassium. On
titre I'éthanal formé par la méthode JAULMES et ESPEZEL ; une défé-
cation préalable élimine les autres acides organiques par précipitation
plombique et les sucres par précipitation barytique dans I'alcool ; le
butanediol-2,3, dont l'oxydation donne également de I'éthanal est chassé
au préalable par évaporation.

Le butanediol-2,3 est dosé par la méthode PEYNAUD suivant la techni-
que utilisée dans l'analyse des vins : séparation par entrainement a la
vapeur, oxydation périodique et titrage de |'éthanal formé aprés séparation
par distillation ; le méthanal provenant de |'oxydation du glycérol est bloqué
par addition d'asparagine. Avec cette méthode l'acétoine éventuellement
présente est comptée comme butanediol-2,3.
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lll. — EXPERIMENTATION SUR LA FORMATION DES POLYOLS
DANS LA FERMENTATION LACTIQUE DES GLUCIDES

A. - MILIEU, MATERIEL ET CONDITIONS DE L'EXPERIMENTATION

Aprés avoir exposé les techniques analytiques que nous avons été
amené a utiliser, nous allons traiter successivement des conditions
expérimentales, milieu de culture et souches de bactéries lactiques
utilisés.

Milieu de culture.

Les formules de milieux de culture pour bactéries abondent dans la
littérature (14). Mais rares sont ceux qui conviennent aux bactéries lacti-
ques isolées de milieux acides comme le vin. Ces bactéries sont en général
difficiles & cultiver; ce n'est d'ailleurs que récemment que le développe-
ment sur milieu synthétique des bactéries opérant dans les vins la

" transformation de I'acide malique en acide lactique, a été réalisé. Nous
avons utilisé pour les cultures une solution nutritive a base de milieu
de CARR dont la composition est la suivante :

Caséine hydrolysée .................... 5 g
Extrait de levure Difco .................. 4 g
Phosphate acide de potassium .......... 2 g
Chlorure de potassium .................. 059
Chlorure de calcium .................... 01g
Sulfate de magnésium .................. 0149
Chlorure ferrique ...................... 2,5mg
Sulfate de manganése .................. 2,5 mg
Acide tartrique .......... ... ... .. 3 g

Ces produits sont dissous dans la quantité d'eau bidistillée suffisante ;
on amene a pH 4,6 avec de la soude, on ajoute 20 g de glucide a étudier



et on compléte a un litre. Nous avons préparé ainsi quatre séries
contenant respectivement du glucose, du fructose, du xylose et de l'ara-
binose.

Bactéries utilisées.

La fermentation de ce milieu stérilisé est provoquée par ensemen-
cement d'une culture récente d'une souche pure de bactérie.

Nous avons eu a notre disposition, les bactéries lactiques de la
collection de la Station cenologique. Les souches qui la composent pro-
viennent d’isolements monospermes a partir de modts de raisin et de vins
d'origine variée ; d'autres souches de bactéries proviennent aussi de
collections.

Ces bactéries sont conservées par repiquages fréquents sur un milieu
constitué par du jus de raisin dilué au demi, enrichi en substances azotées
et en facteurs de croissance et amené a pH 4,5. Sur ce milieu, les bactéries
conservent leurs caractéres et se multiplient de facon satisfaisante.

Les 21 souches de bactéries étudiées comprennent des coques et
des bacilles homolactiques et hétérolactiques appartenant aux genres
Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc et Lactobacillus ; nous donnons
dans le tableau VIl la liste des bactéries utilisées, ainsi que leurs princi-
pales caractéristiques. Chaque bactérie est affectée d'un numéro afin de
rendre plus claire la lecture des tableaux ol sont rassemblés les résultats
analytiques.

Conditions d’aération et température.

Le milieu de culture est placé en flacons de 500 ml, possédant un
dispositif de fermeture stérile et bien hermétique ; les flacons sont complé-
tement pleins.

Aprés ensemencement, les flacons sont placés pendant deux mois a
I'étuve a 25°C, délai suffisant a I'accomplissement de la fermentation
lactique. Aprés ce délai les milieux, débarrassés des bactéries par décan-
tage et centrifugation, sont répartis en flacons de 90 ml et pasteurisés pour
éviter les altérations pendant la période des analyses.
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B. - RESULTATS

L'ensemble des résultats analytiques est rassemblé sous forme de
tableaux. Nous avons adopté deux modes d’expression : en milliéquivalents
par litre dans le tableau VIII, et en millimoles pour 100 millimoles de
glucide fermenté dans le tableau IX, suivant la maniére classique adoptée
dans l'établissement des bilans de la fermentation lactique.

Les souches de coques homolactiques se sont mal développées,
la quantité de glucide fermentée a été tres faible, de l'ordre de 1 g.

Formation d’acides.

Bien que cela ne soit pas le but de notre travail, il était indispensable
de doser l'acide lactique formé par chaque souche de facon a situer
I'importance de la fermentation lactique. Nous avons également déterminé
la teneur globale en acides volatils. Nous n’avons pas recherché la consti-
tution de ces acides volatils, vraisemblablement constitués par de l'acide
acétique. Pour quelques bactéries nous avons dosé cependant |'acide formi-
que, qui a été souvent indiqué comme produit du métabolisme bactérien.
Les teneurs trouvées sont faibles, de l'ordre de quelques milligrammes
par litre, la quantité la plus élevée est de 18 mg par litre. Les bactéries
homolactiques forment toujours des acides volatils et & partir de certains
glucides en quantités parfois aussi importantes que les hétérolactiques.
Pour toutes les bactéries, la quantité d'acides volatils formée dépend du
glucide fermenté, c'est a partir du glucose qu'elle est la plus faible, elle
est pratiquement doublée lorsqu’on utilise le fructose pour les coques
hétérolactiques ; pour les bacilles, on enregistre également une augmen-
tation lorsqu’on passe du glucose au fructose mais elle est irréguliére.
A partir des pentoses, la formation d’acides volatils est trés importante ;
elle atteint quatre a cing fois la teneur formée a partir du fructose et méme
beaucoup plus pour deux bacilles homolactiques. Le fait que des teneurs
trés élevées sont formées a partir des pentoses et sans qu’elles soient
sous la dépendance du pH, comme nous I'avons montré par ailleurs, est
digne d’intérét; il pourrait expliquer l'augmentation lente de l'acidité
volatile dans les vins nouveaux bien vinifiés, dont le taux de substances
réductrices est inférieur 2 2 g par litre, et dont la fermentation malolactique
est terminée; 1 g de pentose produisant en moyenne 6 milliéquivalents
d'acides volatils, soit 0,30 g d'acidité volatile exprimée en acide sulfurique.
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La formation d'acide lactique par les bactéries a caractére hétéro-
fermentatif est plus faible a partir du fructose qu'a partir du glucose, a.
l'inverse donc de la formation des acides volatils. Pour les bacilles homo-
lactiques, la teneur en acide lactique est du méme ordre de grandeur sur
fructose et sur glucose. A partir des hexoses la formation est trés impor-
tante pour les bacilles homolactiques, mais sans toutefois atteindre le
rendement théorique correspondant au sucre fermenté. A partir des
pentoses, la formation est sensiblement équivalente a celle enregistrée
a partir du glucose.

Nous avons calculé le bilan acidimétrique des transformations
(tableau VIII) et on constate que ce bilan n'est acceptable que dans tres
peu de cas. Il est connu que les bactéries lactiques forment également de
I'acide succinique, mais lorsque le déficit est important il est peu vraisem-
blable que la teneur en cet acide puisse le combler.

Formation des polyols

Les bacilles a caractere homofermentatif forment, sauf dans un cas,
+du glycérol a partir des divers glucides, la teneur la plus élevée étant
enregisirée a partir de l'arabinose. lls forment toujours du mannitol &
partir du fructose, des quantités faibles dans la majorité des cas, sauf
une souche qui en produit autant qu’'un bacille hétérolactique ; le mannitol
est également formé a partir du glucose, fait encore jamais signalé.
De méme, ces bacilles homolactiques forment de I'érythritol, surtout
a partir du glucose, ainsi que de |'arabitol mais seulement dans un cas.
Ils ne forment pratiquement pas de butanediol-2,3.

Les coques et les bacilles hétérolactiques se conduisent de la méme
facon. lls forment toujours du glycérol et a partir de n'importe quel glucide,
la quantité formée est a peu prés semblable pour les deux hexoses ;
dans le cas des pentoses, le glycérol formé est deux a trois fois plus
élevé que lors de l'attaque des hexoses. La formation du mannitol est trés
importante a partir du fructose, et a partir du glucose, bien que faible,
elle n'en est pas moins toujours positive ; & partir des pentoses, ce n'est
que dans deux cas et pour |'arabinose que nous avons mis en évidence
le mannitol. L'érythritol est formé en quantité importante a partir des
hexoses, plus rarement a partir des pentoses. L’arabitol est le polyol
rencontré le moins souvent et celui dont les teneurs sont les plus faibles.

. La formation du butanediol-2,3 est surtout importante, avec les hexoses
et en particulier avec le glucose, les bacilles en forment davantage que
les coques.
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SCHEMA 1

Transformations de I'acide pyruvique

CH;-CHOH-COOH +——
acide lactique

(|:OOH (i‘,OOH TOOH
(|:‘H CIHZ (THz
CH CHOH C‘O
C|:OOH COOH COOH
C{OOH

\ CH,-CH,-COOH
CH, acide

| propionique
COOH

acide

succinique

CH,-CO-CO-CH,

diacétyle
\

CH,-CO-CHOH-CH,
acétoine

Y
CH3;-CHOH-CHOH-CH34
butanediol-2,3

CH,;-CH,-CH,-COOH

acide
butyrique
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CH;-COOH + H-COOH CH;-CH,0OH
acide acide éthanol
aceétique T formique

CH;-CO-COOH ——— CH;-CHO + CO,

N,

CH,-CO-X

" intermédiaire a 2 C

\ CHj;
CH, C=0——
acétyl- COOH
coenzyme A acide

l acétique

CH,

Cco

CH,

COOH

acide
acétylacétique

/

CH;-CO-CH;,4
acétone



Il était connu que les bactéries hétérolactiques forment toujours
du glycérol et du butanediol-2,3 dans la fermentation lactique du glucose
et des pentoses, ainsi que du mannitol dans la fermentation lactique du
fructose ; on pensait par contre que les bactéries homolactiques ne for-
ment pas de polyol ou seulement des traces de glycérol. Nous avons
montré la présence d’autres polyols, arabitol et érythritol, formés aussi
bien & partir des hexoses que des pentoses, ainsi que du mannitol a
partir d'autres glucides que le fructose. Les bactéries homolactiques,
ou hétérolactiques, forment les mémes polyols, la formation est simple-
ment quantitativement plus faible pour les homolactiques. La production
de polyols ne permet pas de différencier les bactéries suivant leur carac-
tére hétérofermentatif ou homofermentatif ; elle n'est pas en relation
avec l'aspect morphologique. Cette formation n'est donc pas un caractére
d'espéce, mais est le fait de toute fermentation lactique des glucides.
Cette formation de polyols ainsi que celles des acides montrent que la
distinction entre le caractére homofermentatif et hétérofermentatif est
simplement une question de degré,

,Mécanisme chimique de la formation des polyols,

Les levures et les cellules des étres supérieurs dégradent les hexoses
suivant la voie glycolytique d'EMBDEN-MEYERHOF. Les bactéries lactiques
possédant une aldolase suivent la méme voie, jusqu'au stade acide pyru-
vique. Le premier acte de la dégradation est la formation d'une série
d'esters phosphoriques du glucose et du fructose qui se transforment
successivement les uns dans les autre pour aboutir a la formation du fruc-
tofuranose-1-6-phosphorique {ester de HARDEN et YOUNG) ; celui-ci est
scindé en deux trioses, dont l'un, le phosphoglycéraldéhyde, conduit a
l'acide pyruvique qui devient le pivot des réactions ultérieures. Dans la
fermentation alcoolique, 'acide pyruvique subit une décarboxylation qui
conduit a I'éthanal qui est alors réduit en éthanol, I'hydrogénation étant
couplée avec l'oxydation du glycéraldéhyde. Dans la fermentation lacti-
que, I'hydrogénation porte sur l'acide pyruvique et il y a formation d’acide
lactique ; cette transformation est catalysée par la déshydrogénase lac-
tique dont le coenzyme est la codéhydrase | (ou nicotinamide adénine
dinucléotide, NAD)

NADH
déshydrogénase lactique
CH3-CO-COOH — CH3-CHOH-COOH
+ 2H
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Mais, les bactéries lactiques peuvent utiliser d'autres accepteurs
d’hydrogéne que l'acide pyruvique et c'est ainsi que la réduction du fruc-
tose conduit au mannitol :

C(;HmOu ‘|" 2 H —_— C.;HHOn

Les bactéries lactiques forment également d'autres produits secondaires
qui proviennent de l'acide pyruvique qui est le pivot de nombreuses
réactions (schéma 1).

L'utilisation du glucose marqué (** C) a permis a GIBBS et al. (15)
de montrer que Lactobacillus casei, bactérie homofermentative, fait
fermenter pour 97 % le glucose suivant le schéma de la glycolyse
d’'EMBDEN-MEYERHOF, mais que Leuconostoc mesenteroides, bactéries
hétérofermentative, utilise une autre voie, celle des hexoses monophos-
phates. Des travaux plus récents confirment ces résultats et ont égale-
ment permis de montrer les voies de dégradation des pentoses par les
bactéries lactiques (16) (schéma 2).

Si la formation d'érythritol et d'arabitol n'avait pas, a notre connais-
sance, été signalée avant nos travaux pour les bactéries lactiques, il est
connu que d'autres microorganismes, les levures osmophiles par exemple,
forment ces polyols par la voie des hexoses monophosphates (schéma 3)
et que simultanément la formation de glycérol et d'éthanol provenait de
la voie glycolytique d'/EMBDEN-MEYERHOF (16); la voie de formation de
I'érythritol semble pour le moment plus difficile a expliquer.

Les bactéries lactiques peuvent dégrader les glucides d’'aprés la voie
« hexose monophosphate » qui conduit a la formation d'arabitol pour
d’autres microorganismes. Il n’est donc pas impossible que la formation
des polyols que nous avons mis en évidence s'effectue suivant un schéma
assez semblable a celui qui a été indigué pour les levures osmophiles.

IV. — RESUME

Au cours de la premiére partie de ce travail, nous avons étudié en
détail les possibilités de la chromatographie sur papier dans la séparation
de différents glucides et de différents polyols. Nous avons montré a cet
effet l'avantage de ['utilisation de papier imprégné au préalable d’acide
borique dans la séparation du fructose et du mannitol, Nous avons donné



SCHEMA 3
Fermentation du glucose par les levures osmophiles

(d’aprés GUNSALUS et STANIER)

Glucose

Glucose - 6 - PO,

Voie Voie
EMBDEN-MEYERHOF hexose-monophosphate
Triose phosphate D-ribulose-5-PO, 4 COQ,

éthanol 4 CO, glycérol arabitol
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une technique trés sensible de révélation des cétoses et des polyosides
contenant un ose a fonction cétone, et montré qu'aprés oxydation pério-
dique il est possible par pulvérisation d'une solution de amino-2 diphényle
d'obtenir des taches de couleur différente pour les glucides et des polyols.
A la suite de ces mises au point, nous indiquons une méthode de caracté-
risation et d'estimation du mannitol dans les milieux de fermentation
lactique.

Cette technique nous ayant permis d'observer la présence dans les
milieux de culture d'arabitol et d'érythritol, nous avons dans la deuxieéme
partie étudié la formation de ces divers polyols par différentes bactéries
lactiques a partir de divers glucides. Cette étude nous a montré la présence
constante de ces polyols, dont la nature et la quantité sont variables
suivant l'espéce des bactéries et surtout suivant les glucides fermentés.
Cette formation de polyols ne se rattache & aucun autre caractére des
bactéries lactiques et ne peut pas servir a la différenciation des espéces.
Nous avons ensuite envisagé les mécanismes possibles de la formation
de ces divers polyols par les bactéries lactiques.

e
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