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RECHERCHES MORPHOLOGIQUES
ET HISTOPHYSIOLOGIQUES
SUR LA PARS INTERMEDIA

DE L’HYPOPHYSE DES RONGEURS*

PAR

E. Lecair et H. Lrcarr

S1 nos connaissances sur la cytologie et la physiologie du
lobe antérieur ainsi que du lobe postérieur de hypophyse
des Mammiférés ont, dans ces dernitres années, notablement
progressé, il n’en est pas de méme en ce qui concerne la pars
intermedia. |

Cependant assez récemment diverses observations ont pu
étre réalisées qui, en apportant des éléments nouveaux d’ob-
servation, permettent de nous orienter d’une fagon légére-
ment différente, dans cetfe uestion encore si mal connue
de la physiologie du lobe intermédiaire chez les Mammiféres.

Mais avant d’aborder ces recherches récentes rappelons
rapidement P'essentiel des connaissances acquises sur la pars
intermedia.
~ C’est assez naturellement anatomie comparée de cette ré-
gion de 'hypophyse qui a fait 'objet du plus grand nombre
de travaux et de plusieurs revues générales (Romers, 1940;
Herrant, 1953; OBOUSSIER, 1955). Nous savons ainsi que
ce lobe intermédiaire est bien développé chez les Poissons
(principalement les Sélaciens), qu'il est toujours important
chez les Batraciens mais que son extension est trés variable
chez les Reptiles (SATNT-GTRONS, 1960). Absent chez les
Oiseaux, son importance diminuerait chez les Mammiféres
les plus évolués: les Primates et 'Homme ne possédent, avec
une fente hypophysaire transitoire, qu'une zone intermé-

*Conférence donnée 3 la séance du 9 mars 1961,
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diaire restreinte. Un certain nombre de Mammiféres, par ail-
leurs (Cétacés, Siréniens, Edentés) dont le lobe nerveux est
séparé du lobe antérieur par une lame conjonctive plus ou
moins épaisse ne possédent ni pars intermedia, ni fente hy-
pophysaire. Bien qu’en ce domaine de trés nombreuses re-
cherches ont été effectuées, les données actuelles sont encore
fort incomplétes: les proportions voltmétriques des divers
lobes hypophysaires ne sont connues ue pour un nombre li-
‘mité d’espéces (SAaINT-GTRONS, 30 Reptiles: OBOUSSTER, 42
Mammiféres; H. Lrcart et M. Roux, 21 Rongeurs; H. Lz-
carr, 11 Carnivores, 10 Batraciens): 'histologie comparée de
la pars intermedia comme Uindique RoMETS est 4 peine esquis-
sée: trés neu d’espéces en effet ont &té é*udides par des mé-
thodes cvtologiaues et cytochimiques.

On sait dennis ZoNDER of KroTN (1022) qtie Te lobe in-
termédiaire renferme un nrincipe mélanonhoro-dilatateur gé-:
néralement désioné en France sots le nom d’intermédine, ou
encore de nrincine ot d’hormone mélanotrone (mélanotro-
pine) o mélanophorétique: c’est Thormone de stimulation
mélanocvtaire (melanocvte stimuline hormone: M.S.H.) de
TFRNER et ses collaborateurs (1954).

Tintermédine est présente dans tout Pappareil pituito-hy-
pophvsaire avec un maximum de concentration dans la nars
intermedia aui semble bien étre son lien d’élahoration. Chez
les animanx dénonrviis de lohe intermédiaire. elle est élabo-
rée par le lobe antérieur (chez les Oiseaux, elle parait pro-
venir nrincipalement de la partie cénhalique du lobe anté-
vieur: KLriNmoLz et Ranw, 1030; M1anLe-Voross et Br-
~vort, 1954). Elle se fixe électivement au niveau de 'hypo-
thalamus (Mrawre-Voross et STUTTNSKY, 1T052) et 4 un
degré moindre en diverses régions de encéphale. L’hypophy-
sectomie chez le Rat (MranLe-Vor.0ss, 1958) s'accompagne
d’une disparition de Pintermédine au niveau des diverses par-
ties du cerveau. Il semble que ce soit par voie sangtine plu-
tot aue neurocrine que Pintermédine pénétre dans PPencéphale.

L’intermédine ‘a été trouvée non pas seulement dans les
hypophyses des esnéces qui possédent des chromatophores
actifs, mais aussi dans hypophyse de la plupart des Verté-
brés: elle existe dans le sang chez 'Homme (Karkun, Lan-



TABLEAU INDIQUANT LES PROPORTIONS VOLUMETRIQUES
DES TROIS LOBES HYPOPHYSAIRES
CHEZ DIVERS REPTILES
(d’aprés Saint-Girons, 1961)

L. antér, L. nerv. L. inter.

Anolis carolinensis ...........c..iiiiiiin., 22 8 70
Acanthodactylus pardalis ................... 37 8 55
Agama bibroni ...l 29 17 54
Chamaeleo basiliscts ......cvvvieevievninn.. 53 11 36
Chamaeleo lateralis v .vviveiiineinnenunn... 55 11 34
 Varanus griseus (jeune) .................... 57 11 .32
Malpolon monspessulanus (jeune) ........... 46 22 32
Quedenfeldtia trachyblepharas ............... 55 15 30
Tarentola mauritanica ..............cc.ivuen 49 23 28
Hemidactylus turcicus .......vvvvvviveinnins - 53 21 26
Seincus officinalis .......oiiiiii i, 54 24 22

Natrix maura .....eovvvveernaninininninn., .57 21 22
Mimophis mahafalensis ..................... 67 11 22
Fumeces algeriensis .........v.eeeeevenan... 62 17 21
Natrix natriX .ovviveeiiriiiiiiiiieerannn 62 o 17
Varantis niloticus o.vvvrvrariineninnnn. . 67 18 15
Anguis  fragilis ....... .o iiiiiii, 72 14 14
Macroprotodon cucullatus .........ooiii... 68 18 14
Vipera Dertls ..veveetivirineiieeniiiecrians 69 17 14
Acantodactylus erythuras ................... 76 11 13
Coronella austriaca ...ivovvireinviimeininn. 64 23 13
Vipera aspis ,........... e 72 16 12
Tacerta virldis ..oveitiiiin i 63 25 12
Liopholidophis lateralis ..................... 71 18 11
Psammodromus algirus .......oeviviienn.. 81 8 11
Chalcides ocellatus ....vveviieieenirnneninn. 66 23 11
Ophisaurus koellikeri .................0 e, 81 9 10
Cerastes CEraStes .....vvveveveveerneeeenenns 64 26 10
Elaphe scalaris .........ccoviiiiineenen.s 68 23 9
Cerastes VIDEIA .ovvveverininrninnrereenenens 65 26 9
Chalcides mionecton ...... et eeranes 85 7 -8
Lacerta muralis ...... e e 75 17 8
Lycodryas sp. .....oooviivinne... ievenee 58 36 .8
Elaphe Iongissima .........o.ooenerveennns 68 23 9
Trogonophis wiegmannii .........:vcoveennn. C70 27 3
Erix jaculus ......ovviiiiiiii i 77 21 2
Blanus cinereus .........vevevieirnineanenenn 74 25 -1
Typhlops punctatus ........ T 66 M 0
0

~ Leptotyphlops duleis +vvevvevnnnnnn. P, C % 4
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GREBE, MAIN et MITCHELL, 1960, etc...) et dans les urines -
(D1ETEL, 1931, etc...). Le taux sanguin présenterait (Jores
et JEACKEL, 1935) des variations cycliques journalieres; l'ex-
crétion urinaire augmenterait au cours de divers états phy-
siologiques (grossesse) et pathologiques.

Polypeptide thermostable, isolé a T'état pur, sa structure
chimique compléte est connue et Uidentification de ses acides
aminés constituants a été réalisée. HARRIS et LERNER (1957)
et Harris (1958-59) ont montré que o M.S.TL est un tri-
décapeptide possédant la séquence des 13 premiers acides
aminds de la chaine de 'A.C.T.IH. avec en outre un groupe
N. acétyle en position N. terminale et une fonction amide
en position C terminale; GUTTMANN et BOTISSONNAS en ont
réalisé la synthése (1959). La constitution de § M.S.H. est,
daprés GescawIND, Lt et BARNATT (1957), celle d'un octo-
.décapeptide dont la synthése a été réalisée par SCHWYSER,
KarperLERr, IsuLin, RITTEL et ZUBER (1059). a et § M.S.H.-
bien que chimiquement voising de 'A.C. T H. en différent ce-
pendant, leurs propriétés physiologiques é&tant par ailleurs
trés distinctes. '

Phvsiologiquement son action mélanophoro-dilatatrice chez
les Vertébrés inférieurs est la seule qui ait fait Pobjet de
nombreuses recherches (KoLLER et RODEWALD, 1033, etc...)
ainsi que de certaines applications thérapeutiques (vitiligo).
Les relations qui existent chez les Batraciens entre la struc-
ture de la pars intermedia, ’éclairement continu (STUTINSKY,
1036), P'obscuration (FLORENTIN et STUTTNSKY, 1036) 1'énu-
cléation, la section de la lame infundibulaire, I"ablation de la
pars anterior ot la déshydratation ont été envisagées. I.’exis-
tence de réflexes opto-pituito-mélanncytaires est actuellement
tne notion classique.

Chez les Reptiles, 'hypertrophie du lobe intermédiaire est
manifeste chez les esplces capables de changer de couleur
(Anolis, Chamaeleo). Selon SATNT-GIRONS (1060) les di-
mensions du lobe intermédiaire varient en fonction directe
de Ta quantité d’insolation normalement subie par Pespéce
envisagée, tout au moins dans le cadre de chaque famille.

Existe-t-il des relations entre intermédine et phénoménes
d’adaptation (Jores, 1933)? Il est possible que cette hormone
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intervienne dans le phénoméne de la régénération du pourpre
rétinien (FHHANAOKA, 1953).

Cependant I'intermédine n’interviendrait pas seulement
dans la dispersion des grains de mélanine dans le mélanocyte,
mais encore dans la synthése des mélanines (FosTveD, 1930~
1940) ou dans le métabolisme des acides aminés cycliques im-
pliqués dans la mélanogéneése; 'emploi d’amino-acides mar-
qués semble indiquer d'autre part que la tyrosine en est 1'élé-
ment essentiel (MarRKETT, 1955); I'hypertyrosinémie la fa-
vorise, tandis qu’'au contraire elle est inhibée par le cortex
surrénal, la médullo-surrénale et au moins chns certains cas
le sympathique.

Cependant il parait prématuré de réunir (DURLACH, 1956)
intermédine, médullo-surrénostimuline et T.S.H. en une sti-
muline pituitaire des biosynthéses tyrosiniques.

1. — Action du lobe intermédiaire sur la mélanocinése
et lo mélanogénése chez quelques Rongewrs

L’action de 'intermédine sur la mélanogénése et la mélano-
cinése chez les Vertébrés inférieurs a été longuement envisa-
gée; mais cette action reste douteuse chez les Mammiféres.
Or il nous est apparu que dans certaines conditions cette ac-
tion peut étre mise en évidence: c’est ce qu’il résulte d’obser-
vations faites sur plusieurs souches de Rats (P.V.G.: souche
pie noire (1) et A.G.: pie sable); ces observations sont parti-
culierement faciles & vérifier sur les Rats de la souche
P.V.G.; ces animaux sont caractérisés par une coloration
noire des téguments de la téte, dy cou et de la région dorsale
médiane, tandis que le reste du corps est blanc; ils possédent
des plexus choroides du quatriéme ventricule riches en mé-
lanocytes, mais surtout une grande accumulation de ces élé-
ments att niveau de la dure-mére de la base du crane; ceux-ci
sont surtout nombreux au voisinage des nerfs trijumaux et
des trajets vasculaires; ils suivent en particulier le parcours
des deux artéres hypophysaires postérieures qui se rendent
a la pars nervosa sous la dure-mére. D’une facon générale,

(1) PizBaLp, Viror, Graxo indiquent le type, l'origine et le lieu de conser-
vation de cette souche ohtenue en 1946 aux Laboratoires Virol (Angleterre).
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ces mélanocytes dure-mériens dépassent rarement vers la li-
gne médiane le nivean de la pars intermedia. Celle-ci chez les
stjets jetnes ou adultes est normalement apigmentée; mais

| u"i :

v,”‘y,‘ y”;‘ I[I. i

lj{‘ 'l

Fic. 1.
Aspect de la région hypophysaire d'un Rat de souche P.V.G. (1 an 1/2) aprés
enlévement du cerveau, hypophyse étant recouverte par la dure-mére; la
. pars intermedia, en forme de fer A cheval, est intensément pigmentée. Les
ménalocytes dure-mériens suivent latéralement le trajet des artéres hypo-
physaires postérieures jusqu'a la pars intermedia.

il n’en est pas de méme chez les animaux agés. En effet chez
les Rats d'un an et plus, dans un pourcentage trés élevé de
cas (40 .%) la pars intermedia examinée (1), I'hypophyse
étant en place dans la selle turcique, aprés enlévement du cer-

(1) 55 Rats de souche P.V.G. agés de plus d'un an ont été étudiés.
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veau, apparait sous aspect d’un liséré noir entourant la pars
nervosa, celle-ci comme la pars anterior ayant une coloration
blanchatre. Il est aisé de constater que cette coloration est
due & la présence d’'un grand nombre de mélanocytes péri-
vasculaires, strictement localisés d la pars intermedia. Mais
cette accumulation de mélanocytes n’est pas toujours unifor-
mément répartie (principalement chez les femelles); elle est
quelquefois localisée 4 une moitié de la pars intermedia; on
constate alors que la dure-mére du méme coté est particulié-
rement riche en mélanocytes; elle est quelquefois limitée 3

Fic, 2.

Aspect de la région hypophysaire d'une Ratte de souche P.V.G. (1 an 1/2);
laccumulation de mélanocytes intra-intermédiaires est localisée & droite
du cé6té ofi.se trouve le plus grand nombre de mélanocytes dure-mérieas.

quelques ilots mélaniques, mais ils sont alors presque toujours
situés dans la partie superficielle et dorsale de la pars inter-
media, au voisinage du point de croisement des artéres hy-
pophysaires postérieures. Ces faits laissent entendre que les
mélanocytes de la pars intermedia pourraient provenir de la
dure-mére avoisinante ott ils sont nombreux; mais comme la
coloration de la pars intermedia, par la méthode au nitrate
d’argent ammoniacal et par la méthode de Bielchowsky met
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en évidence des éléments ramifiés pré-pigmentés, on peut sc
demander s’il ne peut se produire dans cette souche de Rats
une mélanogénése intra-intermédiaire.

Semblables observations ont été réalisées chez le Surmulot
(Rattus norvegicus) par plusieurs auteurs (Poos, 1927;
LeEnMANN, 1928; ADDISON et FRAZER, 1932; BENJAMIN,
1935), et par nous-méme; 'importance de 'accumulation de
mélanocytes au niveau de la pars intermedia parait aug-
menter chez les animaux agés: seul, parmi tous les observa:
teurs, BENjaMIN indique que la pars tuberalis peut étre, de
méme que la pars intermedia, également pigmentée a partir,
“semble-t-il, de meélanocytes provenant de la leptoméninge
avoisinante.

Mais d’autre part, ’étude de la pars intermedia du Ra-
gondin nous a montré que les cellules intermédiaires princi-
palement basophiles sont susceptibles de renfermer, comme
celles de plusieurs Batraciens des grains de mélanine (réac-
tion argentaffine positive) de taille variable qui paraissent
bien étre élaborés par ces éléments cellulaires. Ces cellules ba-
sophiles pouvant émigrer a U'intérieur du lobe nerveux, de la
mélanine peut étre retrouvée a ce niveau.

Ces observations semblent par conséquent montrer que le
lobe intermédiaire possede -chez quelques Rongeurs une ac-
tions sur la mélanocinése et la mélanogénése; mais cette
action peut rarement étre démontrée; il nous apparait donc
que celle-ci n’est que secondaire chez les Mammiféres au re-
gard d’une action nerveuse que suggérent d’autres observa-
tions.

2. — Importance variable de la pars intermedia
chez les Rongeurs et résistance différente
au cours d’épreuves de déshydratation

Deux faits morphologiques sur lesquels tous les observa-
teurs s’accordent, nous ont servi de guide dans un essai
d’étude histophysiologique de la pars intermedia; cette ré-
gion de ’hypophyse chez tous les Vertébrés posséde une in-
nervation neurosécrétoire d’origine hypothalamique et une
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vascularisation commune avec le lobe nerveux. Dans ces con-
ditions on peut prévoir que la physiologie du lobe intermé-
diaire est distincte de celle du lobe glandulaire et étroitement
associée a celle du systéeme hypo*halamo-neurohypophysaire.
Des recherches préliminaires nous avaient montré I'impor-
tance de la pars intermedia chez un Rongeur de la famille des
Gerbillidés : Meriones crassus (1). Chez cette espéce, en effet,
adaptée a la vie désertique et qui peut étre conservée au labo-

150

100
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3 mos

Fic. 3.

Courbes d’évolution pondérale de trois Mérions privés d’eaun, nourris exclusive-
ment de graines séchées et conservées i une température de 24°; ces trois ani-
maux ont été sacrifiés un mois, deux mois et trois mois aprés le début de l'ex-
périence. Il a été possible de conserver des Mérions dans ces conditions pen-
dant plus de huit mois.

ratoire & une température de 24°, sans eau, avec une Nourri-
ture exclusivement séche, pendant plus de huit mois (2), la
pars intermedia représente pres du tiers du volume total de
I'hypophyse. On se souvient d’autre part que cette pars inter-

(1) Asou-Hars (1958) étudiant les glandes céphaliques de plusicurs espéces
de Mérions a fait la méme observation.

(2)Cette résistance a déja été mise en évidence chez Meriones libycus par
Petter (1953).



— 10 —

TABLEAU INDIQUANT LES PROPORTIONS VOLUMETRIQUES
DES TROIS LOBES HYPOPHYSAIRES
CHEZ DIVERS RONGEURS
' d'aprés H. Leearr et M. Roux (1961)

L. antér. L. nerv. L. inter

(%) (%) (%)

Mérion (Meriones crassus) «............... 59,8 13,2 27
Gerbille (Dipodillus campestris) .......c.vuv0. 69,5 8,4 22,1
Souris albinos (d’aprés Saller 1933) ........ 69,8 10,9 19,3
Gerbille (Gerbillus pyramidum) ........ vee. 76,1 8,6 154
Mérion (Meriones shawi) ................... 783 6,3 154
Pachyuromys (Pachyuromys duprasi) ........ 72,5 12,2 153
Mulot gris (Apodemus sylvaticus) ......... 71,6 13,2 152
Mérion (Meriones vinogradovi) ............ 75,5 10,5 14
Campagnol (Microtus orcadensis) ........... 65 21 14
Lapin (d’aprés Bjorkman 1915) ............. 73,5 14,1 124
Campagnol roussatre (Clethryonomys glarcolus) 66,54 22,63 10,81
Mulot fauve (Apodemus flavicollis) ........ 72,60 17,05 10,35
Campagnol des champs (Microtus arvalis) ... 66,82 23,13 10,05
Rat 4 mamelles multiples (Mastomys erythro-

JEUCUS)  vveiee ettt iencieanes . 821 7,9 10
Rat blanc (d'aprés Jackson 1917) ............ 82 8,3 9,7
Ragondin (Myocastor coypuS) ««veevevneenrns 82,7 8 9,3
Hamster doré (Mesocricetus auratus) ....... 76,74 14,77 849
Hamster (Cricetus cricetus) ................ 14,41 7,46
Rat musqué (Fiber zibethicus) 10 7
Surmulot (Rattus norvegicus) 15,56 6,4
Cochon d’eau (Hydrochaerus) 10,5 4
Loir (Glis glis) ....ccovvvvvnvininns .o 5 39,3 1,3
Lérot (Eliomys quercinus) ........oovveenss 34,9 02

¥

media fait défaut chez divers Mammiféres marins (Cétacés,
Siréniens) ou chez des Mammiféres trés divers vivant habi-
tuellement & proximité de points d’eau (Eléphants, etc...).
C’est pourquoi nous avons systématiquement recherché quel-
les sont les proportions relatives des trois lobes, antérieur,
nerveux et intermédiaire, dans la constitution de ’hypophyse
chez 21 Rongeurs. C'est 4 dessein que nous avons choisi cet
ordre de Mammiféres en raison des adaptations trés diverses
(désertique, souterraine, arboricole, semi-aquatique) que Fon
peut y rencontrer. Parallélement 4 cette étude morphologique,
nous avons recherché quelle est la résistance a la vie sans eau
des diverses espéces envisagées.
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Les especes adaptées a la vie désertique que nous avons pu
étudier possédent une pars intermedia fort développée: le
Mérion (Meriones crassus) 27 a 31 % du volume total de

50

1 2 mois
Fie. 4.

Courbes d’évolution pondérale de quatre Rats (Wistar) et quatre Rattes
privées d’ean, nourris exclusivement de graines séchées et conservés 2
une température de 24°; Pexpérience a été poursuivie jusqu'a la mort
des animaux utilisés.

Ihypophyse, les Gerbilles 15 a4 24 % (Dipodillus campestris
22 3 24 %, Gerbillus pyramidum 15 & 16 9,), le Pachyuro-
mys (Pachyuromis duprasi 15 2 16 %). Ces animaux peuvent
étre conservés au laboratoire dans les conditions indiquées ci-
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dessus pendant de longues périodes: les Mérions pendant plus
de 8 mois, les Gerbilles pendant 4 & 6 mois, les Pachyuromys
pendant 2 mois et plus. La Souris blanche posséde également
une grande résistance a la vie sans eau (nous avons pu en

4 mois

F16. 5.

Courbes d’évolution pondérale de Souris blanches privées d'ean et notirries exclu-
sivement de graines séchées, 3 wie température de 24°.

conserver quelques exemplaires pendant 10 mois). Il est connu
que sa pars intermedia est importante (18,8 & 19,3 % d’aprés
SALLER). ‘

Par contre un grand nomhre d’espéces n’ont qu’une survie
plus limitée (entre 15 et 30 jours) dans les conditions précé-
dentes et une pars intermedia qui n’intervient que pour une
part plus restreinte dans la constitution de leur appareil hy-
pophysaire: le Mulot (Apodemus sylvaticus) 15 %, le Cam-
pagnol (Microtus orcadensis) 14 %, le Rat & mamelles mul-
tiples (Mastomys erythroleucus) 10 %, le Rat blanc 9,7 %
(d’aprés JACKSON).

Les Rongeurs 3 vie semi-aquatique possédent une pars in-
termedia peu développée: le Ragondin (Myocastor coypus)
9,3 %), le Rat musqué (Fiber zibethicus) 7 %. Leur survie
est courte (4 & 8 jours) au cours d’épreuves de déshydrata-
tion.

Deux Rongeurs possédent une pars intermedia a peine es-
quissée: ce sont le Loir (Glis glis) avec 1,3 9% et le Lérot
(Eliomys quercinus) avec 0,2 %,. Frugivores 'un et Pautre,
ils ne résistent que quelques jours a une épreuve de vie sans
eau.
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Indiquons par ailleurs que les importantes recherches d’a-
natomie comparée effectuées par OBOUsSIER (voir tableau
annexe) dans des ordres différents de Mammiféres appor-

TABLEAU INDIQUANT LES PROPORTIONS RELATIVES
DES TROIS LOBES HYPOPHYSAIRES

CHEZ DIVERS MAMMIFERES

(d’aprés OBoussier, 1955)

L. antér,
(%)
Marsupioux -
Macropus benetti .......covvveviiiiiann, 67
Macrops Tuftis .oiiiiiiiiiie i, 70
Sarcophilus ursinlls «uv.ceereeriiinnan,. 60
Macropus giganteus .....veivveiiiiaan.. 78
Macropus giganteus ......ecvveenieaiiin. 69,7
, Macropus robustis ....eeesiiiiiiieanaas 69
Xenarihes
Tamandila @ ..ovvervivneeiivieiiinannns 70
Tamandia & «eeeverevrenranceneeansen, 67
Choloepis @ «vvevvrvnrenrncennreannin 54
Choloeps & vevevevvererinnsaiinannins 62
Pinnipédes
Arctocephalus pusillus .....oovviiiennnn. 71,1
Obodents TroSMarus ...eeevveeceeeesnenss 55,3
Otarie vocvevvvniienniess rresereneeaass 78,9
Zalophus californianus .......v.ieiinnis 77,3
Artiodactyles
I o
Guanaco
Chevreuil
Pecari ...ovviviiiianinanns
(00 N
Sanglier :
Pudit voiereriiii i e e
Mouton des Landes -.o.evvevnuieeninns 86,8
Mouton de viande ....vveiriiiiiiiiiiann. 92,5
Babirtissa wvveseevrereresanesnearnesesn 78,5
GIrafe vvvvriiiiiiiaiis cniiinaiiaaes . 932
Ursidés
Ursus maritimus «..eeeeenereniriinninns 67
Tremarctos ornatus ........ocevveenenes 61
Ursus arCtos v.veveeveovorasneserennones 70
Carmvores
" Belette,
Hermine
PUtOIS v vveeneiarnnrrneann e
Loutre ;
Blaireau
Primates
Hapale JacChUS .v.vevvrevnenvnereneanss 70,5
Nysticebus tardigradus .........coovvnins 70,7
Papio hamadryas ......cevevevrereennnns 58,2
Chimpanzé ........ceeeriiiirveennenenns 80,3
GIBBON  vvveiiii e e 87,1

Homo sapiens (d’aprds Rasmussen, 1934) 748

L. nerv.

(%)

28,9
27,6
39,1
21,3
29,8
30,75
274
30,5
44,6
36,6

14,1

28, 8
19,4

231
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tent des résultats qui, dans 'ensemble, viennent a Pappui de
nos observations. La pars intermedia est peu développée chez
les Marsupiaux, les Xénarthes et les Pinnipédes; elle est an
contraire importante chez les Carnivores (& Pexception de Ia
Loutre) et parmi les Artiodactyles, seulement chez les Ca-
mélidés.

3. — Modifications de la pars intermedia
au cours d’épreuves de déshydratation

Mais quel que soit le développement de la pars intermedia,
celle-ci présente chez toutes les espéees que nous avons pu en-
visager lorsqu’elles sont privées d'eau, unc involution -
nifeste (chez le Mérion aprés 8 mois de vie sans eau, la pars
intermedia ne représente plus que 8 & 1o % de hypophyse

F1c. 6.

Aspects de 'hypophyse du Mérion (Meriones crassus)
4 gauche, aprés ingestion d’eau sucrée pendant dix jours,
A droite, privé d’eau et nourri de graines séchées pendant 50 jours.

(Gr. X 4,5).

totale (1) alors que la pars anterior reste presque inchangée
et que la pars nervosa, plus intensément vascularisée, aug-
mente de poids). Chez le Térot, la pars intermedia aprés 4
jours de vie sans eau ne peut quelquefois plus étre observée.

(1) Serve et HarL (1953) ont observé les premiers chez le Rat hlanc une invo-
lution de la pars intermedia aprés ingestion d’eau salée Thypertonique,



—_15 —

Par contre Uingestion libre d'une solution de dextrose 3
5 % détermine une hyperplasie de la pars intermedia, alors
que la pars nervosa régresse légerement.

La cytologie de la pars intermedia est profondément mo-
difiée au cours des épreuves de déshydratation.

ty
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Aspect de la région hypophysaire d'une Souris blanche normale
montrant 'importance de la pars intermedia.

N W "'(
w\\‘\\\‘;&TEV’ e

Fie. 8,

Aspect de la région hypophysaire d'une Souris blanche privée d'eay, nourrie
exclusivement de graines séchées et conservée 3 une température de 24°
pendant deux mois. La pars intermedia est considérablement réduite d'im-
portance,
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On sait qu'il existe au niveau de la pars intermedia trois
types d’éléments cellulaires principaux: les cellules indiffé-
renciées, les cellules intermédiaires proprement dites (et leur
variété hyperchromatique) et les cellules basophiles.

Les premieres sont surtout placées au voisinage de la fente
hypophysaire qu’elles limitent; chromophobes elles s’invagi-
nent chez le Mérion de place en place, perpendiculairement a
cette fente hypophysaire. formant des massifs cellulaires a
partir desquels peuvent se développer des vésicules qui con-
tiennent quelquefois une colloide trés colorable par le P.A.S.,
semblable a celle que I'on trouve a l'intérieur de la fente hy-
physaire. Chez le Rat et la Souris ces cellules indifférenciées
ne forment pas de massifs cellulaires aussi individualisés
mais se continuent radiairement par transitions ménagées
avec les cellules intermédiaires proprement dites.

Les cellules intermédiaires proprement dites qui se colorent
en violet clair par le crésazan sont caractérisées par la pré-
sence de vacuoles intranucléaires; celles-ci sont particuliére-
ment nombreuses chez les Rongeurs adaptés a la vie déserti-
que, mais elles peuvent étre observées chez la plupart des
especes étudiées. Leur origine nucléolaire est souvent évi-
dente: leur contenu qui se colore faiblement par la pyronine
semble pouvoir passer dans le cytoplasme. Celui-ci renferme
fréquemment d’importantes vacuoles chromophiles (Mérion,
Gerbille). Ces .cellules intermédiaires possedent d’autre part
un ergastoplasme trés développé et sont riches en ribonucléo-
protéines; par contre elles sont trés faiblement colorées par
le P.A.S. et sont le plus souvent orangeophiles. (en utilisant
le P.A.S. orange); I'aldéhyde fuchsine en colore un certain
nombre en mauve ou en violet pale.

Les cellules intermédiaires principales sont quelquefois hy-
perchromatiques; leur noyau est dense, quelquefois pycnoti-
que; elles se colorent en violet rose par le erésazan et ren-
ferment quelquefois des granulations roses ou rouges juxta-
nucléaires; elles sont différentes des cellules éosinophiles ou
érythrosinophiles qu’on ne rencontre guére que chez les Té-
1éostéens et les Chéloniens-et qui sont rares chez les Mammi-
féres (Mérion et Gerbille soumis & 'ingestion d’eau sucrée).

Les cellules basophiles qui sont bien moins nombreuses
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Accumulation de mélanocytes au niveau de la pars intermedia chez un Rat de
souche P.V.G. De haut en bas, la pars anterior, la fente hypophysaire, la
pars intermedia et les mélanocytes péri-vasculaires, la pars nervosa.

Fre, 10,

Vacyoles ix_ltra-nucl&ires au niveau de la pars intermedia
chez le Mérion normal (Meriones crassus), °



que les deux premiéres, sont habituellement périvasculaires ou
placées a proximité de la pars nervosa dans laquelle elles peu-
vent pénétrer (1); colorées en bleu ou en violet par le crésazan,
elles se teintent en violet péale par l'aldéhyde fuchsine et en
-rouge violet par le P.A.S.; ces caractéristiques tinctoriales
ont fait conclure semble-t-il prématurément a l'identité de ces
éléments avec les cellules basophiles du lobe antérieur ; cepen-
dant elles ne se colorent habituellement pas par le blen Alcian
et ne renferment jamais de vacuoles chez le Rat aprés thy-

" roidectomie ot castration, contrairement aux cellules cyano-
philes du lobe antérieur.

Les images de division amitotique sont trés fréquentes au
niveau de la pars intermedia normale, amitoses par bour-
geonnement, mais surtout amitoses par clivage. Des images
d’endocytogénése peuvent également étre observées comme
att niveatt de la pars anterior (Ragondin). Par contre les mi-
toses sont rares et d’ordinaire placées a proximité de la fente
hypophysaire.

Ce qui frappe d’emblée chez des animaux soumis 4 des
épreuves de déshydratation, c’est la diminution d’importance
de Taire cytoplasmicue des cellules intermédiaires; les va-
cuoles intracytoplasmiques comme intranucléaires disparais-
sent; les ribonucléoprotéines chez toutes les espéces étudiées
diminuent considérablement d’importance et semblent méme
disparaitre; la coloration des éléments cellulaires par l*aldé-
hyde fuchsine s’estompe tandis qu’au contraire leur colo-
ration par le P.A.S. augmente, Les noyatix sont plus petits
mais.les images de division amitotique sont aussi plus nom-
breuses. Cette vacue amitotique qui apparait au début d’une
épreuve de déshvdratation peut étre démontrée chez Pachyu-
romys dont la pars intermedia n’est 4 ce moment guére mo-
difiée en volume alors que le nombre des noyaux a presque
dottblé. Les cellules basophiles, att moins au début de ces
épreurves, apparaissent plus nombreuses et semblent pénétrer
en grand nombre 4 Pintérieur de la pars nervosa. L'ingestion
de solution de dextrose, par contre, diminue la cyanophilie
des éléments intermédiaires et leur colorabilité par le P.A.S.;

(1) Cette invasion est connue de longue date, elle a été signalée par Trowm (1901)
Erprerm (1903), LoewexnsTeIn (1907), Lucien (1909), etc..
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. Aspects de la pars intermedia.
a) chez le Mérion normal.
b) aprés une épreuve de déshydratation poursuivie pendant 50 jours
(X 375).
Fic, 12.

Aspects de la pars intermedia chez le Rat blanc
a) normal, .
b) soumis 3 une épreuve de déshydratation pendant 16 jours (X 375).



la plupart des éléments cellulaires se colorent en violet pale
ou en violet par l'aldéhyde fuchsine; les cellules basophiles
sont moins nombreuses. Ces diverses modifications s’accom-
‘pagnent de variations du taux de 'intermédine tant au niveau
de son lieu d’élaboration (la pars intermedia) qu'au niveau de
ses points de fixation, & savoir les lobes antérieur et posté-
rieur ainsi que I'hypothalamus. Ces recherches effectuées
suivant la technique décrite par Waring et Tandgrebe (1), en
prenant comme test la grenouille méle hypophysectomisée
(Rana temporaria), ont été effectuées et comparées sur plu-
sieurs exemplaires de Mérions et de Rats blancs normaux
ou entierement privés d’eau ou ingérant librement une solu-
tion de dextrose.

Tl nous est apparu d’emblée que le taux d’intermédine est
constamment supérieur chez le Mérion a ce qu’il est chez le
Rat, tant au niveau des lobes intermedio-nerveux qui en
contiennent le plus qu’au nivean du lobe antérieur et de Phy-
pothalamus. Si ce taux diminue nettement chez le Rat privé
d’eatt pendant environ 20 jours, il ne commence a fléchir
et dans de faibles proportions chez le Mérion qu’aprés un
temps considérable (3 a4 4 mois). Tl est en général augmenté
au niveau de la pars intermedia aprés ingestion de solutions
de glucose chez ces deux espéces, mais diminue alors au
niveau du lobe antérieur. ' '

Parallélement se produisent des modifications de I'hypo-

“thalamus neurosecrétoire dont on connait les relations cons-
tantes dans la série des Vertébrés avec la pars intermedia.

L’activité antidiurétique du svstéme hypothalamo-neuro-
hypophvsaire, comme la auantité de neurosecétat, est norma-
lement plus imnortante chez le Mérion que chez le Rat (1),
Phyperactivité des cellules hypothalamiques .qui accompagne
les épreuves de déshydratation prolongées, s’accomnagne
d’'une diminution du neurosecrétat et parallélement de P’acti-
vité antidiurétique (avec 1ne involution de la pars intermedia

(1) Nos premidres recherches effectuées par cette méthode sur des Rats blancs
ayant absorbé de l'eau salée hypertonique ne nous a apporté que des résultats
incertains en raison de la régression moins importante et plus lentement obtenue
de la pars intermedia que chez les animaux complétement privés d’eau,

(1) Ces faits ont été également notés par Howe et Jewers (1959),
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Aspects de la neurohypophyse.

a) chez le Mérion normal. X )
b) chez le Mérion soumis  une épreuve de déshydratation pendant 50 jours.

(Hématoxyline chromique phloxine de Gomori X 375).

Fic. 14

Aspects de la neurohypophyse
a) chez le Rat normal. ) )
b) chez le Rat soumie & une épreuve de déshydratation pendant 16 jours.

(X 375).
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aboutissant a une diminution du matériel élaboré) dés les
premiers jours de cette épreuve chez le Rat, alors qu'il faut
plusieurs mois pour l'observer chez le Mérion.

L’hypoactivité de 'hypothalamus neurosécrétoire qui suit
'ingestion prolongée de dextrose a pour résultat une accu-
mulation du neurosecrétat et une augmentation de l'activité
antidiurétique au niveau du systéme hypothalamo-neurohypo-
physaire; la pars intermedia est hyperplasiée, ‘

En résumé, I'hyperactivité des cellules de I'hypothalamus
neurosecrétoire telle qu’on peut 'observer au cours d’épreuves
de déshydratation prolongée, s’accompagne d’une involution
de la pars intermedia qui aboutit & une diminuation du ma-
tériel élaboré, tandis que 'hypoactivité de ces mémes éléments
s’accompagne d’une hyperplasie de la pars intermedia avec
stockage du produit élaboré (1).

Conclusion

Les faits observés montrent nettement I’étroite dépendance
de la pars intermedia vis-a-vis du systéme hypothalamo-neu-
rohypophysaire; ce dernier exerce sur la pars intermedia une
action morphogéne que confirme I'existence d’un développe-
ment différent de cette partie de 'hypophyse chez des espéces
(Mérion, Rat) dont lactivité hypothalamo-neurohypophy-
saire est distincte, ainsi que la résistance a la vie sans eau.
Par ailleurs, Uhyperactivité de 'hypothalamus neuro-secré-
toire qui accompagne les épreuves de déshydratation déter-
mine une involution de la pars intermedia d’importance varia-
ble suivant le développement initial de cette partie de I’hypo-
physe; cette involution est due a la disparition des enclaves
nucléaires et cytoplasmiques, a la réduction des ribonucléo-
protéines; elle s’accompagne au moins au début d'une intense
activité amitotique et d’une migration dans le lobe nerveux
d’un nombre accru de cellules basophiles: cette derniére peut
étre observée chaque fois que le neurosecrétat diminue d'im-
portance au niveau du lobe nerveux. Cette involution a pour

(1) D’autres faits expérimentaux viennent & P'appui de ces observations ; l'injec-
tion prolongée d'intermédine détermine une hyperplasie de la pars intermedia de
méme que la section de Iéminence médiane. La destruction de I'hypothalamus
neurosécrétoire s’accompagne 3 la longue d’une atrophie de la pars intermedia
(KorpoN et BacHracH, 1959).
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corollaire un épuisement de la glande et une diminution du
produit élaboré. L’hypoactivité de I'hypothalamus. neurose-
crétoire qui accompagne l'ingestion d’eau sucrée entraine au
contraire une augmentation du volume de la pars intermedia
dont les éléments cellulaires renferment davantage d’enclaves.
Ces diverses constatations nous permettent de nous orienter
dans la question toujours si discutée de la signification de la
pars intermedia chez les Mammiféres pour laquelle des hypo-
théses trés différentes ont été proposées (BARGMANN 1953,
CoLLIN 1057).

Lorsque cette question est abordée, plusieurs faits doivent
étre nettement présents 4 la mémoire: 'intermédine est trés
largement produite chez presque tous les Chordés, des Tu-
niciers jusqu'd I'Homme. Son action mélanophoro-dilatatrice
est évidente chez les Vertébrés inférieurs alors qu’elle est ma-
nifestement restreinte chez les Mammiféres.

Mais l'activité de la pars intermedia est d’autre part inti-
mement liée A celle de hypothalamus neurosecrétoire dont
elle recoit son innervation et & celle du lobe nerveux avec
lequel elle posséde une vascularisation commune; toute varia-
tion d’activité hypothalamique est immédiatement accompa-
gnée d’'une variation d’activité de la pars intermedia dont
nous savons que les produits élaborés se fixent électivement
au niveau de I'hypothalamus et du lobe nerveux. On peut,
dans ces conditions, formuler une hypothése plus restreinte
que celles avancées précédemment.

Les produits formés par le lobe intermédiaire intervien-
draient non’ seulement dans la mélanocinése et la mélanogé-
nése mais surtout chez les Mammiféres dans le métabolisme
des éléments nécessaires au fonctionnement de 'hypothalamus
et du lobe nerveux (le lobe nerveux dans cette hypothése ne
serait plus seulement un entrepot de produits provenant de
I'hypothalamus) et a Pélaboration des hormones post-hypo-
physaires. L'intermédine interviendrait par conséquent indi-
rectement dans le métabolisme de I'eau.

Cette action nerveuse, d'ailleurs, a déja été envisagée quoi-
que d'une fagon différente; GuILLEMIN et Krivoy (1960)
ont, en effet, récemment, apporté des arguments en faveur
de 'intervention de f M.S.H. dans le fonctionnement du sys-
téme nerveux central chez un Mammifére.
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Est~il possible d'aller plus loin et d'envisager que ces deux
fonctions mélanogénétique et nerveuse ne sont que deux ma-
nifestations d'une méme propriété métabolique ? Nous ne pos-
sédons a ce propos que des indications: les Mammiféres

Y

adaptés a la vie désertique dont I'hypothalamus neurosecré-
toire est trés actif e: la fixation d’'intermédine a ce niveau
élevée n'ont, par contre, comme le manifeste leur teinte sable,
fauve clair ou isabelle, qu'une fonction mélanogénétiue ré-
duite; ils sont tous d'ailleurs exophtalmes; on sait au con-
traire que les Mammiféres des régions forestiéres chaudes
et humides possédent des pelages aux couleurs trés vives; la
plupart des Mammiféres aquatiques ou semi-aquatiques dont
Pactivité hypothalamique neurosecrétoire est restreinte, sont
presque tous enophtalmes et manifestent également une in-
tense melanogenm Ta tyrosine parait bien étre I'élément
essentiel aussi hien dans la mélanogénése (ue dans P'élabora-
tion des hormones post-hypophysaires. Mais la preuve expé-

rimentale de cette association reste encore a apporter.
(Laboratoire d’Histologie de lo Faculté de Médecine de Nancy.)
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D’OXYDATION LENTE DU METHANE
VERS 450 - 500° C (%)
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Générale et Cinétique Chimdique 3). -

INTRODUCTION

La réaction d'oxydation lente du méthane vers 450-500° C

présente un double intérét :

a) du point de vue scientifique, cette réaction est considérée comme
un exemple classique de réaction auto-accélérée impliquant un
mécanisme en chaines & branchement dégénéré;

b) du point de vue pratique, dans l'oxydation lente du méthane, il
se forme intermédiairement de petites quantités de formaldéhy-
de, substance intéressante que divers auteurs (russes notam-
ment) ont cherché a préparer industriellement, dans des condi-
tions économiques acceptables, & partir du méthane.

Cette importance considérable de la réaction d’'oxydation
lente du méthane justifie les nombreuses et difficiles recher-
ches qu1 depuis le début du siécle, se proposent d’eluc1der
le mécanisme de cette réaction.

Etat du probléme en 19055

Lorsque nous avons entrepris nos propres recherches
(1955), 'étude de la vitesse et du mécanisme d'oxydation
lente du méthane vers 450-500° C avait déja fait 'objet d'un

*Le présent mémoire a pour but de résumer une longue étude théorique et
expérimentale effectuée de 1955 & 1960 et présentée par I'un de nous (R. M),

le 22 octobre 1960, devant la Faculté des Sciences de Nancy, comme 1% thése
de Doctorat (1). Ce travail fera prochainement I'objet de publications détaillées.
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grand nombre de travaux, dont on peut trouver une reyye
d’ensemble dans l'ouvrage de Lewis et Von ELBE (2) oy
dans la thése de VANPEE (3) par exemple. Dans la plupart
de ces recherches, la réaction avait été étudiée dans un réac-
teur en pyrex ou en silice et, dans ces conditions, les carac-
téristiques suivantes (d’ailleurs confirmées par nos propres
expériences) avaient été mises clairement en évidence:

a) Péquation steechiométrique principale s’écrit:
CHs 4 3/2 O2 = CO + 2 H:0
ce qui permet de suivre la réaction manométriguement par
la méthode statique (puisqu'il y a augmentation du nombre

de molécules gazeuses); en outre, on trouve de petites quan-
tités d’autres produits, en particulier de formaldéhyde;

b) la réaction a une allure auto-accélérée : la vitesse
d (CHs)

W == - ————— est tout d'abord trés faible, puis elle aug-
dt

mente assez brutalement et atteint une valeur maximum,

que nous désignerons par wmex (cf. fig.); nous appellerons

« période d’induction » le temps to défini graphiquement sur

la courbe de la figure;

Ap
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~¢) la concentration du formaldéhyde augmente tout d’abord
en fouction du temps, puis atteint une valeur maximum (0,2
40,4 % de CHas), obtenue & peu prés au moment oft la vitesse
d’oxydation du méthane est maximum; l'avancement de la
réaction est alors faible;
surface
d) lorsque le rapport ——— du réacteur augmente, Wmas
‘ volume

diminue et to augmente; au contraire, l'addition de gaz inerte
accélére la réaction; enfin, la vitesse dépend de la nature de
la paroi et des traitements qu'elle a subis.

Les auteurs admettaient généralement que le formaldé-
hyde, produit intermédiaire d'oxydation du méthane, était
responsable de lallure auto-accélérée de la réaction. De plus,
ils étaient généralement d’accord pour reconnaitre a l'oxy-
dation lente du méthane les caractéres d'une réaction en chai-
nes & bramchement dégénéré (SEMENOV, 1935) (4) et pour
rendre le formaldéhyde responsable de ce branchement dégé-
néré. Enfin, la rupture des chaines était supposée avoir lieu
a la paroi du réacteur, ce qui explique I'influence précitée
du rapport S/V et des gaz inertes sur la vitesse.

Mais, en 1955, un certain nombre de questions restaient
posées, en particulier les suivantes:

a) des difficultés de reproductibilité avaient été signalées
et certains désaccords subsistaient entre les résultats expéri-
mentaux de divers auteurs;

b) nots avions remarqué qu'on se heurtait & des difficultés
sérieuses si I'on cherchait & préciser les choses 4 l'aide de la
théorie du branchement dégénéré sous la forme or1g1nal
proposée par SEMENOV en 1935 (4);

c) si I'accord était réalisé en ce qui concerne le type de
mécanisme (en chaines, 4 branchement dégénéré et rupture
a la paroi) impliqué dans 'oxydation lente du méthane, par
contre on discutait encore la nature exacte des processus élé-
mentaires,



32—

Objet du présent travail ct plan de Pexposé

Pour tenter de répondre aux questions qui restaient ainsi
posées, nous avons entrepris, en 1955, une nowwvelle btude
théorique et expérimentale de la vitesse et du mécanisme
d’oxydation lente du méthane vers 450-500° C.

Clest cette étude que nous nous proposons de résumer
dans ce qui suit.

I. — Dans une premiére partie, nous montrons les dif-
ficultés d’'interprétation auxquelles se heurte la théorie ini-
tiale de SEMENOV (4), ce que nous avions remarqué dés
1955. Nous exposons et nous discutons ensuite la représen-
tation proposée par ENIKOLOPYAN en 1956 (5), ainsi que le
nouvel essai de représentation que nous avions nous-mémes
élaboré pour cette réaction dans un récipient en pyrex ou
en silice.

II. — Dans la seconde partie, nous exposons, interprétons
~ et discutons les résultats obtenus par nous dans de nouvelles
expériences, qui mettent en évidence et étudient un nouveau
facteur de la réaction d’oxydation lente du méthane, dans
un réacteur en pyrex ou en silice.

I11. — Dans la troisieme partie, nous proposons et dis-
cutons un mécanisme détaillé d’oxydation lente du méthane,
en tenant compte des résultats acquis dans ce travail et
des observations faites par les divers auteurs; on envisage
alors également les cas de réacteurs autres que ceux en
pyrex ou en silice.

Remarques préliminaires.

1 — Le premier probléme qui s'est posé a nous était de maitriser
Pirreproductibilité des résultats. Il fallait disposer pour cela d’'une mé-
thode simple 4 mettre en ceuvre, donnant donc la possibilité de réaliser
un grand nombre d’expériences et permettant de déterminer, en une
seule manipulation, une courbe cinétique comipléte.

Nous avons choisi la méthode statique manométrique (qui, comme
nous l'avons vu, était applicable ici), parce qu'elle répondait mieux &
ces exigences que d'autres méthodes plus puissantes par ailleurs. No-

tons toutefois que nous avons parfois procédé a des dosages de formal-
déhyde. :
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2 — Dans ce travail, nous nous somnies surtout attachés & étudier la
réaction jusqu’au moment ol la vitesse maximum est atteinte, c’est-3-
dire & des avancements pratiquement négligeables. '

3 — Dans les 1™ et 2* parties de notre travail, nous avons adopté
la méthode symbolique de 1'Ecole russe pour représenter la réaction
en chaines. En effet, dans cette méthode, il n’est pas nécessaire d’iden-
tifier les processus élémentaires, seuls important leurs #ypes, qu'il con-
venait de préciser, avant de chercher a les éxpliciter.

Lorsque les phénoménes essentiels concernant l'oxydation lente du
méthane nous ont paru mis en évidence, nous avons cherché i pré-
ciser la nature des porteurs de chaines et des actes élémentaires du
mécanisme (3° partie).

PREMIERE PARTIE

LA THEORIE DU BRANCHEMENT DEGENERE
| | ET |
' SON APPLICATION A LA REACTION D’OXYDATION LENTE
DU METHANE PUR |
DANS UN REACTEUR EN PYREX OU EN SILICE

I. — PREMIERE REPRESENTATION (SEMENOV)

Comme pour toute réaction en chaines, on est amené a
admettre que, dans U'oxydation lente du méthane, des radi-
caux libres apparaissent dans un processus d'imstiation (i) et
réagissent lors de processus de propagation (p) donnant nais-
sance en particulier 4 du formaldéhyde et régénérant chaque
fois un radieal libre; les radicaux dv%sparaissent lors d'un
processus delrupture (r) qui, dans ce cas particulier, s’effectue
a la paroi. S

En outre, la formaldéhyde est supposé donner naissance a
de nouveaux radicaux libres; tout se passe donc comme si la
réaction de propagation régénérait plus d'un radical; on dit
qu'il y a « branchement » de chaines. On le qualifie en outre
de « dégénéré » (SEMENOV) (4) parce qu’il s’écoule un certain
temps entre 'apparition de formaldéhyde et la formation de
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radicaux libres 4 ses dépens; ce processus de branchement dé-
généré (b. d.) représente, en quelque sorte, une initiation
secondaire. :

Le principe de 'explication est alors le suivant: a 'instant
initial, U'initiation des chaines est due uniquement au pro-
cessus (1), mais dés qu'il est apparu du formaldéhyde, les
chaines sont également initiées par le processus de branche-
ment dégénéré (b. d.), ce qui donne A la réaction une allure
auto-accélérée. Mais, .d'un point de vue quantitatif, cette
théorie ne permet pas d’expliquer simultanément une crois-
sance d’allure exponentielle de la vitesse au début de la
réaction et I'existence d’'une vitesse maximum atteinte pour
un faible avancement. En somme, elle n’explicue pas Uexis-
tence d’un point d’inflexion dans les courbes représentant la
vitesse w en fonction du temps t.

JI. — DrUXIEME REPRESENTATION (ENTROLOPYAN)

I1 est vralsemb1ab1e qu’en fait, le formaldéhyde disparait
non seulement par le processus de branchement dégénéré
(b. d.), mais également par attaque par les radicaux libres
présents dans le milietr selon un processus en chaines (p’).

En 1056, ENTROLOPYAN (5) a sunposé que le formaldéhyde
disparait principalement par ce mécanisme en chaines (p)
et, accessoirement, par le processus de branchement dégénéré
(b. d.), qui demeure néanmoins beaucoup plus fréquent que
le processus d’initiation primaire (i).

Avec ces hypothéses, ENTKOLOPYAN a calculé que la vites-
se w d’oxydation lente du méthane doit varier en fonchon
du temps t selon la loi:

e 4+ o Bt

1
W=A(I—}—oc )
e A+ Bt 1 4

olt A, B et a sont des paramétres indépendants du temps t.

Cette expression rend compte de I'existence d’un point d'in-
flexion dans les courbes w (t) et d’une vitesse limite atteinte
pratiqguement pour un faible avancement; notons que le para-~
meétre « représente le rapport de la vitesse du processus (b.
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d.) de branchement deg énéré des chaines 4 celle du processus
(i) d’initiation primaire, lorsque la vitesse limite d’oxydatlon
du méthane est atteinte. ¥

Mais nous montrons que « peut étre evalue par deux pro-
cédés indépendants:

1) & Wmax et to constants, on peut construire un réseau de
courbes théoriques représentant la variation de pression A p
en fonction du temps (pour différentes valeurs de a), dont
la comparaison avec la courbe expérimentale permet d’éva-
luer a;

2) xmx représentant la concentration maximum de HCHO
att cours d'use manipulation, nous démontrons (en admet—
tant la theone d T‘NIKOLOPYAN) la 1elat1on'

 Wnax. o
log a =
2,3.Xmax

— Or, en appliquant ces deux procédés de calcul de o aux
propres résultats experlmentmx dI’ENTROLOPYAN et al. (6),
nous trouvons:
— par le premier procédé: log a # 3
- — par le deuxiéme procédé: log a # 14

Un tel écart n’est pas exphcable par des erreurs exper1—
mentales. L

III —_— NOUVEL ESSAI DE REPRESENTATION

EnigororvAN (5) admet que le formaldéhyde d1spara1t
essentiellement par attaque par des radicaux libres (processus
p’) et, accessoirement, par le processus de hranchement dé-
généré (processus bd). : o

Nous étudions une nouvelle repl ésentation qui suppose au
contraire, soit qu’aucun de ces deux processus n’est négli- -
geable devant Tautre, soit que du formaldéhyde disparait
également, de facon notable, par un processus purement mo-
léculaire,
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Nous montrons que, du point de vue formel, cette nouvelle
théorie permettrait de faire disparaitre I’écart noté précé-
demment entre les deux valeurs de «, tout en continuant 3
rendre compte de l'allure des variations de la vitesse et de
la concentration du formaldéhyde en fonction du temps.

Cette nouvelle représentation reviendrait A supposer:

— ou bien que les chaines d’oxydation du méthane et du
formaldéhyde soient courtes,

— ou bien que le formaldéhyde disparaisse simultanément

par un mécanisme en chaines et par un processus moléculaire,
et que ces deux réactions soient d’importances comparables.

Ces hypothéses ne peuvent pas étre exclues a priori, mais
elles sont tout de méme assez particuliéres; aussi avons-nous
cherché 3 controler cette représentation & l’alde dautres faits
expérimentaux. :

DEUXIEME PARTIE

MISE EN EVIDENCE ET ETUDE
D'UN NOUVEAU FACTEUR AUTO-ACCELERATEUR
DANS L’'OXYDATION LENTE DU METHANE
DANS UN REACTEUR EN PYREX OU EN SILICE

Les représentations qui ont été examinées dans la pre-
miére partie supposaient toutes que l'allure auto-accélérée de
la réaction était due uniquement au formaldéhyde formé in-
termédiairement.

S'il en était bien ainsi, 'addition systématique aux réactifs
de la quantité de formaldéhyde qw’on trouve normalement
lorsque la vitesse est maximum, devrait éliminer compléte-
ment la période d’induction.

Cest cette question et, d'une fagon plus générale, lin-
fluence de I'addition systématique de formaldéhyde, que nous
examinons tout d’abord.
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DE L'INFLUENCE ACCELERATRICE DU FORMALDEHYDE
SUR L’OXYDATION LENTE DU METHANE

D’aprés certains auteurs [notamment ENIKOLOPYAN et al.
(6)] la période d’induction, dans l'oxydation du méthane,
serait complétement supprimée par addition, aux réactifs, de
formaldéhyde en concentration égale & sa valeur maximum
xmx att cours d’'une manipulation normale effectuée dans les
mémes conditions. Ceci serait en accord complet avec les deux
derniéres représentations vues dans la premiére partie.

Par contre, d’aprés BoNg et GARDNER (7), la période d’in-
duction ne serait pas totalement supprimée.

Etant donné cette contradiction, nous avons refait de nou-
velles expériences. Celles-ci ont été effectuées dans des réac-
teurs en pyres, qui étaient fortement dégazés a la pompe 2
diffusion entre deux manipulations sticcessives.

Dans ces conditions, on observe les faits suivants, qui ne
petvent pas étre interprétés a l'aide des représentations vues
précédemment :

@) Paddition d’une concentration de formaldéhyde égale
A xmex ne suffit pas pour suppnmer completement la
per1ode d’induction;

~ b) dans certains cas, les courbes A p (t) presentent des
~accidents;

c¢) la comparaison des vitesses initiales d’oxydation du
formaldéhyde, seul ou en présence de méthane, montre
que le méthane accélére également I'oxydation du for-
maldehvde (« catalyse mutuelle »).

Le premier de ces faits expérimentaux conduit 4 penser
que le formaldéhyde n’est pas le seul responsable de l'auto-
accélération observée dans 1’oxydation lente du méthane.
Cette remar que nous a conduit & rechercher un accelerateur
éventuel parmi les autres produits de la réaction,
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II. — ETUDE EXPERIMENTALE
DE L'INFLUENCE ACCELERATRICE DE LA VAPEUR D’EAU
SUR L'OXYDATION LENTE DU METHANE

— Des auteurs avaient signalé un léger effet accéléra-
teur de la vapeur d’eau (un des produits principaux de la
réaction) 101‘squ’on en ajoute au mélange de méthane et
d’oxygeéne; mais cet effet n'avait pas été étudié.

— Apres Pavoir confirmé, nous relatons de nouvelles’ expe—
riences, qui montrent que le séjour de vapeur d’eau dans un
réacteur en pyrex ou en silice avant d’y effectuer Poxydation
lente du méthane, provoque une accélération de cette réac-
tion. Ces expériences peuvent étre schématisées comme suit.

Considérons un réacteur bien dégazé et maintenu a une
température constante (comprise entre 450 et 500° C); réa-
lisons  une premiére expérience d’oxydation lente du mé-
thane dans ce réacteur; évacuons les gaz et dégazons a nou-
veau le réacteur, puis faisons-y séjourner de la vapeur d’eau
pendant un certain femps (quelques hetires) et €liminons en-
fin cette vapeur d’eau par pompage; si'on effectue alors une
seconde expérience d’oxydation semblable & la premiére, on
constate que la réaction est plus rapide que lors de la premiére
expérience ; en ‘particulier, la vitesse maximum est plus
grande et la période d’induction plus courte. ‘

— T1 parait clair que Peffet accélérateur observé ne peut
étre dit qu'd une modification de I'état de la paroi du réac-
teur.

— Nous étudions 1’1nﬂuence des différents facteurs d'un
tel traitement du réacteur 3 la vapeur d’eau, sur effet
accélérateur qui en résulte pour 'oxydation lente du méthane.
On constate, en particulier, que potir observer tine accéléra-
tion notable de oxydation lente du méthane par ce traite-
ment, il est nécessaire que la vapeur d’eau séjourne un cer-
tain temps dans le réacteur: la modification de 1’ état de la
paroi n'est donc pas instantanée*.

*On comprend maintenant que, par addition systématique de vapéur d’é¢au au
mélange réactif (méthane - oxygéne), onydatlon lente du méthane soit plus
accélérée quand on introduit cette eau dans le réacteur avant les réactifs que
lorsqw’on lintroduit en méme temps que les réactifs (en mélange avec eux), ob-
servation faite par EceRroxN et coll. (8).
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— Dans nos conditions, le traitement du réacteur a la va-
peur d’eatt affecte toujours relativement plus la période d'in-
dirction que la vitesse maximum.

ITI. — INTERPRETATION ET DISCUSSION

A. — Traitement du réactenr & la vapeur & ean
et évolution de I'état de la paroi aw cours dune expérience

1. — Les résultats expérimentaux rapportés au § IT indi-
quent que le séjour de vapeur d’eau dans un réacteur en
pyrex (ou en silice) modifie I'état de sa paroi et qu’alors Poxy-
dation lente du méthane est accélérée. Ces faits confirment
que, dans cette réaction, un processus élémentaire, au moins,
est hétérogeéne et montrent que, par traitement de la parot
a la vapeur d’eau, la vitesse de ce processus hétérogéne est
modifiée dans un sens tel que la réaction globale soit accé-
1érée. : ‘

Rappelons que ce traitement affecte relativement plus la
période d’induction que la vitesse maximum. ‘

2. — Ces faits expérimentaux pourraient-ils étre interpré-
tés par la représentation d’ENIKOLOPYAN (5) ou par celle
que nous avions nous-mémes envisagée (cf. 17 partie, § IT
et § ITI)? Ces représentations supposent implicitement que
Iétat de la paroi n’évolue pas ou n’a pas le temps d’évoluer
au cours d’une expérience. Continuons momentanément 2
admettre cette hypothése, mais, par contre, supposons évi-
demment qu'un traitement systématique du réacteur 3 la va-
peur. d’eau change les conditions de paroi. On peut montrer
qu'avec ces hypothéses, les représentations précitées ne per-
mettent pas d’expliquer, d'une maniére vraisemblable, qu'un
traitement préalable de la paroi a4 la vapeur d’eau affecte
relativent plus la période d’induction que la vitesse maximum
d’oxydation lente du méthane.

Il semble donc qu’un facteur important du mécanisme

échappe & ces représentations. ‘
. Or, le raisonnement précédent supposait que, sile traite-
ment de la paroi 4 la vapeur d’eau modifie bien ses condi-
tions de surface, celles-ci n'avaient par contre pas le temps
de changer au cours d'une expérience.
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Puisqu’il n’est pas possible d’expliquer ainsi les faits expé-
rimentaux, il parait normal d’abandonner cette hypothése,
d'autant plus qu’il se forme précisément de I'eau par oxyda-
tion lente du méthane. ,

Nous sommes ainsi amenés a supposer que ce qui était
jusqu'a présent passé inapercu, est un facteur auto-accéléra-
teur lié & 'évolution de I’état de la paroi au cours d’une mani-
pulation, en particulier sous Vinfluence de I'eau formée. =~

3. — Par conséquent, en traitant systématiquement un
réacteur a la vapeur d’eau ou en y effectuant une expérience,
on modifierait 'état de la paroi et, dans les deux cas, cette
modification entrainerait une variation de la vitesse d’un pro-
cessus hétérogéne dans un sens tel que la réaction globale
d’oxydation lente du méthane soit accélérée. Ceci contribue-
- rait alors & donner 3 cette réaction une allure auto-accélérée.

Or, on sait déja que les chaines de cette réaction se ter-
minent essentiellement & la paroi. L'hypothése la plus sim-
ple et la plus vraisemblable consiste donc 4 supposer que
la modification des conditions de surface au cours d’une ex-
périence ou par traitement préalable du réacteur a la va-
peur d’eau, entraine une diminution de Pefficacité de la pa-
roi vis-d-vis du processus, hétérogéne, de rupture des chai-
nes.

— La vapeur d’eau tendrait donc & « empoisonner » la
paroi de telle sorte que les porteurs de chaines, lorsqu’ils
subissent un choc sur cette paroi, auraient une probabhilité plus
faible d'y disparaitre; 'edu jouerait, par suite, le role d’inhi-
biteur d’un processus hétérogéne (ici celui de rupture des
chaines).

— On peut se demander si un tel effet inhibiteur peut étre
produit par d’autres substances; nots avons effectivement
constaté que le traitement préalable du réacteur par divers
gaz tend également 4 accélérer 'oxydation lente du méthane,
mais leffet observé est beaucoup moins important qu’a la
suite d’un traitement a la vapeur d’eau. ‘ )

— TI n’est pas exclu aussi que les radicaux libres, qui, au
cours d’une réaction, disparaissent a la paroi, contribuent
également & modifier les conditions de surface.
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— 11 se pourrait donc que I'évolution progressive de I'état
de la paroi au cours d'une expérience d’oxydation lente
du méthane et l'effet auto-accélérateur qui en résulte, ne
solent pas dus uniquement & l'eau formée, mais proviennent,
plus généralement, de l'action sur la paroi, des produits et
radicaux foimés et des réactifs eux-mémes.

B. — Représentation qualitative nowuvelle
de Poxydation lente du méthane

— Les considérations précédentes conduisent a donner de
loxydation lente du méthane dans un réacteur en pyrex (ou
en silice) la représentation suivante: c'est une réaction en
chaines, impliquant le formaldéhyde comme produit inter-
médiaire; la rupture des chaines a lieu essentiellement i la
paroi. Deux processus participent a linitiation des chai-
nes, I'un & partir des réactifs (CHi et O:2), Pautre aux dé-
pens du formaldéhyde (branchement dégénéré). Ce second
processus contribue 4 donner A la réaction une allure auto-
accélérée; mais celle-ci est due également & Pévolution de
Pétat de lo paror auw cours d'une réaction, éyolution qui en-
traine vraisemblablement une diminution progressive de l'ef-
ficacité de la paroi vis-a-vis du processus, hétérogéne, de
rupture des chaines. L’importance relative de ces deux fac-
teurs auto-accélérateurs simultanés dépend des conditions ex-
périmentales, en particulier de I'état de la paroi a linstant
initial.

— La prise eh considération de ce nouveau phénomeéne
auto-accélérateur (évolution de I'état de la paroi) permet de
comprendre, qualitativement tout au moins, des faits expéri-
mentaux restés inexpliqués jusqu’ici.

1. — Nous avions noté, dans le cadre de la représentation
d’ENIKOLOPYAN (5), un écart entre deux valeurs du méme
paramétre a déterminées par deux procédés différents, & par-
tir des résultats expérimentaux. Désormais, le nouveau fac-
‘teur auto-accélérateur introduit permet de comprendre cet
écart, sans hypothéses supplémentaires, qualitativement tout
att moins (puisqu’on ne connait pas la loi de variation de
Pefficacité de la paroi en fonction du temps).
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2. — On peut maintenant rendre compte du fait que le
traitement systématique du réacteur a la vapeur d’eau mo-
difie relativement plus la période d'induction que la vitesse
maximutn.

3. — Il est désormais possible d’'interpréter certains au
moins des résultats expérimentaux, apparemment anormaux,
rapportés au § I de cette seconde partie, & propos de l'oxy-
dation lente du méthane accélérée par 'addition systématique
d’une petite quantité de formaldéhyde.

— Dans les représentations antérieures (cf. 1™ partie), la
vitesse de la réaction, dans un réacteur donné et & une tempé-
rature déterminée, était considérée comme définje unique-
ment par les concentrations de CIHs, Oz et HCHO; dans
cette optique, addition d’'une concentration de formaldéhyde
égale 4 xmex devrait supprimer complétement la période d'in- -
duction. Nous venons de montrer qu’en fait, il faut tenir
compte d'un nouveau facteur: I'état de la paroi & un instant
donné. Celle-ci ayant initialement un pouvoir de rupture des
chaines, plus grand qu'au moment ott la vitesse maximum
est atteinte, on comprend maintenant pourquoi la période
d’induction n’est pas, en réalité, complétement supprimée par
I'addition d’une concentration xmex de formaldéhyde.

— Des considérations analogues permettent de compren-
dre que les courbes A p (t) pidssent présenter, dans certains
cas, des accidents. ‘

— Par contre, le phénoméne de « catalyse mutuelle » ne
peut étre expliqué pour le moment; il sera examiné au cours
de la troisiéme partie.

4. — Dans l'oxydation lente du méthane, la consommation
des réactifs tend a faire décroitre la vitesse de la réaction,
aprés qu'elle a atteint sa valeur maximum ; 'évolution de
I'état de la paroi tend au contraire a accroitre la vitesse de
la réaction. On congoit donc que, dans certaines conditions,
il puisse y avoir une certaine compensation entre ces deux
phénoménes antagonistes. Ceci expliquerait que, dans cer-
taines expériences, la vitesse demeure sensiblement égale a
‘sa valeur maximum jusqu’a ce que la réaction parvienne a
un avancement assez grand.
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5. — On comprend maintenant que selon 'importance res-
pective des phases successives de manipulation et de déga-
zage, on puisse observer des évolutions diverses (« vieillis-
sement ») de I'état de la paroi du réacteur, se traduisant par
une augmentation ou par une diminution de la vitesse d’oxy-
dation lente du méthane.

C. — Généralisation de la notion de paroi~réactsf

Un phénomeéne auto-accélérateur assez semblable a celui
mis en évidence ici, a été trouvé par PrRETTRE (9) & propos
de l'oxydation lente de I'hydrogeéne; cet auteur pense en ef-
fet qu'au cours d'une expérience, la vitesse de la réaction
se modifie, non sculement du fait des variations des concen-
trations des réactifs ct des produits, mais aussi en raison
du changement des conditions de surface. :

— L’oxydation lente du méthane et celle de hydrogéne
constituent deux exemples de réactions apparemment homo-
geénes, qui, en fait, comportent un processus hétérogéne (a la
paroi), bien que le réacteur soit fait d'un matériau réputé
inerte comme le pyrex ou la silice.

— Dlexistence éventuelle d'un tel processus hétérogéne
dans une réaction peut étre mise en évidence en traitant la
paroi du réacteur par un gaz (vapeur d’eau par ex.) et en
observant si ce traitement a une influence sur la vitesse glo-
bale de la réaction. Cette méthode, qui est déja aisée & met-
tre en ceuvre, présente en outre l'avantage suivant: du fait
qu'elle ne nécessite pas de modification du dispositif expéri-
mental, elle permet de perturber uniquement les conditions
de surface du réacteur et de déterminer par suite avec préci-
sion, leffet cinétique de cette perturbation systématique.

— Enfin les exemples de 'oxydation lente du méthane et
de 'hydrogéne attirent l'attention sur le fait qu'au cours

~d’une réaction, I'état de la paroi peut évoluer et que ce phé-
nomeéne peut modifier la vitesse d’'un processus hétérogéne
et, par suite, la vitesse de la réaction globale. Suivant le type
~du processus hétérogéne affecté, une telle évolution pourrait
tendre 2 donner a la réaction une allure auto-accélérée ou
auto-inhibée. On peut se demander si d’une maniére géné-
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rale, un tel phénoméne ne -doit pas étre pris en considération
lorsqu’une réaction a une allure en fonction du temps qu'il.
est difficile d’interpréter de fagon classique.

TROISIEME PARTIE

PROPOSITION D’'UN MECANISME
POUR LA REACTION D’OXYDATION LENTE
DU METHANE VERS 450-500° C

‘Dans la seconde partie de ce travail, nous avons mis en
évidence et étudié un nouveau facteur auto-accélérateur de
Poxydation lente du méthane dans un réacteur en pyrex (ou
en silice). On peut se demander si ce nouveau facteur est le
seul dont ENIKOLOPYAN (5) n’a pas tenu compte dans la re-
présentation qu’il a proposée.

Il convient de remarquer en particulier que cette repré-
sentation symbolique et nécessairement schématique n’envi-
sage les porteurs de chaines que d’une maniére globale, en
les assimilant tous & une seule espéce de concentration n.
Ceci revient & supposer implicitement que les concentrations
des divers porteurs de chaines sont proportionnelles entre
elles, ce qui a d'ailleurs été démontré, tout au moins sous cer-
taines conditions. Mais les rapports de proportionnalité pour-
raient éventuellement dépendre de la concentration en form-
aldéhyde, ce qui est exclu par la représentation d’ENIKOLO-
PYAN (5). '

A ce stade de nos recherches, il nous a paru difficile de
préciser davantage les choses en conservant le mode de repré-
sentation symbolique utilisé par U'Ecole Russe et par nous
dans les deux premiéres parties du présent travail. Aussi
avons-nous alors cherché a préciser la nature des porteurs
de chaines et des processus élémentaires impliqués dans
P'oxydation lente du méthane vers 450-500° C. Tenant compte
des nombreuses recherches antérieures et des résultats nou-
veaux acquis dans le présent travail, nous sommes parvenus,
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par approximations successives, a une représentation détail-
lée et vraisemblable de l'oxydation lente du méthane, qui
parait permettre l'interprétation de tous les faits connus.

Dans ce qui suit, pour la clarté de Uexposé, nous pré-
sen‘ons tout d’abord le mécanisme détaillé que nous propo-
sons; puis nous montrons comment, en se basant sur ce mé-
canisme, on peut rendre compte des faits observés lors de
Poxydation lente du méthane. Enfin, nous discutons .cette
nouvelle représentation.

Alors que dans les deux premiéres parties de ce travail
nous nous sommes hornés a considérer Poxydation du mé-
thane dans des réacteurs en pyrex e* en silice, nous etvisa-
geons également, dans cette 1mls1unc partie, le cas de réac-
teurs d’autres natures.

I. — MECANISME PROPOSE

Le mécanisme propusc pour lowdcttmn 1(.1‘1t£ du metham
vers 450-500° C s’écrit: o

Imtlatmn primaire: (0) CH, - Oq —> HOs. -+ .CH,
(1) .CHy - O — HCHO -+ .OH
(2 .0 4+ CHy, — H,O + .CH;
2y .OH + HCHO — H.O 4 .CHO
Branchement dégénéré: ‘ :
-(3) "HCHO + O — HO, 4 .CHO
4 .CHO + 0O —> HO,. 4+ CO
(5) HOQ,- + CH4 —,——> HgOQ + -CH3
() HO.. -+ HCHO—— H,0, + .CHO

' (6) disparition de .OH
(7) disparition de HO,.

(8) H.0, = H,0 + 1/2 O,

‘Rupture

Il convient de signaler que ce mécanisme n’est pas entie-
rement nouveau. En effet, certains de ses processus sont déja
écrits dans des schémas cinétiques, qui ont été avancés an-
térieurement par divers auteurs pour rendre compte de cer-
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tains aspects de la réaction; en particulier, le dernier schéma
proposé par SEMENOV (10) en 1958-1950 apparait essentiel-
lement comme un cas particulier limite du mécanisme plus
général écrit ci-dessus.

II. — ALIURE AUTO-ACCELEREE
ET FORMATION DE H202

Dans le mécanisme précédent, linitiation primaire des
chaines est due 4 un processus bimoléculaire entre CHs et
Oz (0). Mais, dés qu'il s'est formé un peu de formaldéhyde,
celui-ci donne également naissance a des radicaux libres par
réaction’ bimoléculaire avec loxygéne [branchement dégé-
néré (3)] et la vitesse de ce processus (3) devient bientdt trés
supérieure A celle du processus d'initiation primaire (0).

Les radicaux HOe. sont beaucoup moins réactifs que les
radicaux .OH vis-a-vis des molécules CHs et HCHO.

Si une proportion notable des radicaux libres HOe. for-
més aux dépens de HCHO et O2 [processus (3) et (4)] réa-
gissent en phase gazeuse au lieu d’étre détruits (en particu-
lier & la paroi du réacteur), le processus de branchement dé-
généré (3) est efficace, la réaction prend une allure auto-accé-
lérée et il se forme ide T'eau oxygénée.

Nous pensons que ces conditions sont réalisées lors de
'oxydation du méthane dans des réactetirs en pyrex ou en si-
lice. Le mécanisme de la réaction peut alors étre schéma-
tisé comme suit:




— 47

— Par contre, si tous les radicaux HOe formés disparais-
sent & la paroi avant d'avoir pu réaqir en phase gazeuse, le
processus de branchement dégénéré (3) est inefficace, la, réac-
tion ne peut pas prendre une allure auto-accélérée et il ne se
forme pratiquement pas d’eau oxygénée. Nous pensons que
les expériences effectuées par EcerToN et coll. (8) dans des
récipients en verre sodique ou en pyrex recouvert de KOH

~oif PhO ou Ag ou en or, correspondaient d deq conditions
proches de ce cas limite. /

En résumé, Papparition de Hz20: et d'une allure auto-accé-
lérée seraient deux conséquences d'un méme phénomeéne :
les conditions (en particulier de paroi) sont telles que les ra-
dicaux Oz, formés ne disparaissent pas tous avant d’avoir
pu réagir en phase gazeuse.

IIT. — CoNSHEQUENCES CINTETIQUES DIRECTES
DU MECANISME
Dans ce qui suit, nous supposons qu’on est dans des con-
ditions (en particulier <le paroi) telles que la réaction d’oxy-
dation du méthane ait une allure nettement auto-accélérée.

— A priori, les radicanx .OTT ¢t HOe. peuvent disparaitre
— soit 4 la paroi,
— soit, dettx A deux, en phase gazeuse.
Nous examinons les divers cas limites obtenus en admet-
tant sticcessivement que chacun des divers processus de rup-
ture, a priori possibles, est prépondérant devant les autres.

1. — 87 la vupture des chaines o liew essentiellement & la

paroi, on prévoit que:

@) Lorsqu’on augmente le rapport s/v du reacteur
Wmax décroit relatwement plus que (HCHO)max,

b) Pour une composition constante du mélange
réactif, wmx augmente généralement avec la pres-
sion initiale totale Po sensiblement comme P*
(ordre global voisin de 4).
Pour une pression initiale P. constante, wmax va-
rie en général avec la composition du mélange
réactif sensiblement comme le produit (CHs)%
(0=
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¢) L’énergie d’activation globale apparente (pour
wmax) est comprise entre 45 et 60 Kcal environ,
st Uefficacité de la paros dépend peu de lo tempé-
rature.

2. — St la vupture des chaines se fait essentiellewment en
phase gageuse, on prévoit que :

@) (HCHO)mx et wmx sont évidemment indépen-
dants du rapport s/v du réacteur.

b) wmx varie en général comme le produit (Clh) 3/2
(O2)el/2, Cest- 'L-ldn‘e que Pordre global est géné-
ralement égal & 2

¢) L’énergie d’activation globale apparente est com-
prise entre 30 et 40 Kcal.

IV. — CONFRONTATION A L'EXPERIENCE

L'examen des résultats expérimentatx observés a propos
de I'oxydation lente du méthane, vers 450 - 500° C, dans des
réacteurs en pyrex ou en silice, montre que, généralement, les
caractéristiques cinétiques de la réaction sont semblables a
celles prévues au départ du mécanisme précédent 10rqqu’on
suppose que la rupture des chaines a lieu essenhellement ala
paroi du réacteur, ‘

Lefficacité de la paroi augmente si on la recouvre de KCI
car l'oxydation du méthane est alors plus lente que dans un
réacteur en pyrex ordinaire.

Au contraire le traitement d’un réacteur en pyrex i la va-
- peur d’eau (cf. 2™ partie) diminue l'efficacité de la paroi &

détruire des porteurs de chaines: en effet, la réac’ion est alors
plus rapide. Au cours d’une expérience, I'état de la paroi su-
bit une évolution, causée, en partie au moins, par 'ean for-
mée. Il en résulte que, dans un réacteur en pyrex, Pallure
auto-accélérée de la réaction est due, non seulement an for-
maldéhyde formé, mais aussi & P'évolution de 'état de la pa-
roi au cours d’une expérience. D’une fagon générale, ces deux
facteurs auto-accélérateurs interviennent simultanément,
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mais leur importance relative dépend des conditions opératoi-
res, en particulier de 1'état de la parol avant une manipula-
tion.

Une paroi ew pyrex traité & HFEF est encore beaucoup
moins efficace qu'une paroi traitée 4 la vapeur d'ean, pour
détruire des porteurs de chaines, car 'oxydation du méthane
est beaucoup plus rapide encore. Une paroi en pyrex traitée
a HF peut méme étre si peu efficace que la rupture des chai-
nes en phase gazeuse peut devenir importante. Clest ainsi
que dans les réacteurs en pyrex fraichement traités a IF,
qui ont été utilisés par KaerToN et coll. (8), l'oxydation lente
du méthane présente des caractéristiques cinétiques plus pro-
ches de celles prévues avee des ruptures de chaines homogé-
nes qu'avec des ruptures de chaines 4 la paroi.

Il semble done hien que les différences observées dans les
caractéristiques cinétiques e la réaction selon les conditions
expérimentales puissent étre attribudes essentiellement a des
différences d’efficacité de la paroi «lu réacteur pour détruire
les porteurs de chaines.

Notons enfin que la concen'ration maximum de HCHO
trouvée au cours d’'une expérience est compatible avee le mé-
canisme proposé.

V. — Drscussion

— Du fait que la vitesse d’oxydation lente du méthane
augmente plus vite avec (CHs) qu'avec (Oz), nous avons été
amenés a supposer que la rupture des chaines est due a la des-
truction des radicaux .OH et HOes,

— SeMENOV (1958-59) (10) suppose que ce sont surtout
les radicaux .OH qui participent a la rupture des chaines.

— Mais nous donnons des arguments qui laissent penser
que généralement, les radicaux HO-. participent, de fagon
notable, & la rupture des chaines, lorsque la concentration de
HCHO est voisine de sa valeur maximum; en particulier:

(HOz)
@) on calcule que le rapport ——— est alors trés

(.OH)
largement supérieur 3 1;
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b) d’autres travaux ont amené des auteurs 4 penser
que les radicaux HO:. disparaissent facilement
sur certaines parois;

¢) le phénomeéne de « catalyse mutuelle » entre
loxydation de HCHO et celle de CHs peut étre
expliqué dans la mesure ot la-rupture des chaines
n’est pas due uniquement 4 la destruction de ra-
dicaux .OH

— On ne peut actuellement préciser par quel mécanisme
I'eanr oxygénée formée dans l'oxydation du méthane est dé-
composée. Mais nous exposons des arguments théoriques et
expérimentaux, qui conduisent a penser que H202 n’a géné-
ralement pas une influence notable sur la vitesse d’oxydation
du méthane.

Les schémas cinétiques avancés antérieurement permet-
taient déja de rendre compte de certains aspects de la réac-
tion d’oxydation lente du méthane vers 450 - 500° C.

Notre représentation en rend également compte. De plus,
elle permet d’interpréter des faits expérimentaux inexpliqués
jusqu’ici, elle précise certains points et elle parait coordonner
I’ensemble des observations faites et concilier les opinions de
divers auteurs, en particulier les points de vue d’EGErTON (8)
et de SEMENOV (10).

CONCLUSION

Les considérations développées dans ce travail montrent
que 'oxydation lente du méthane est beaucoup plus complexe
que pouvait le laisser croire la représentation symbolique et
nécessairement schématique, qui a été proposée en 1956 par
ENIKOLOPYAN (5) et qui a servi de base de départ a nos re-
cherches. ‘ ,

Le présent travail, qui ne prétend pas clore définitivement
le débat, suggeére de nouvelles expériences, destinées a véri-
fier certaines hypothéses ou a éclaircir certains points.

Nous exprimons notre profonde reconnaissance & M. le Professeur
M. LETORT pour lintérét qu’il a bien voulu porter & nos recherches.
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Nous tenons en outre & remercier le Centre d’Etudes et Recherches
des Charbonnages de France et le Centre National de la Recherche
Scientifique, de Paide wmatérielle apportée dans Uexécution du présent
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ETUDE SUR LA CONSTANCE DES CARACTERISTIQUES
UTILISEES POUR LA CLASSIFICATION DE 22 SOUCHES
DE BACTERIES PROPIONIQUES |

PAR

Joseph KurMANN

I. — INTRODUCTION

Lorsqu’il s’agit de déterminer les souches de bactéries pro-
pioniques, on rencontre toujours de grandes difficultés. Le
pouvoir fermentaire, ainsi que les autres propriétés, ne cor-
respondent qu’inexactement aux indications de Van NieL
(1920), WERkMAN et KenpALL (1931), HIiTCHNER (1932),
WerRkMAN et BROWN (1933), JANOSCHEK (1944) et BER-
GEY (1948). On constate donc combien il est nécessaire de
poursuivre des études systématiques sur les bactéries pro-
pioniques. Ces études offrent surtout de l'intérét pour la bac-
tériologie des fromages et pour la culture de ces bactéries.
- La définition de Tesnéce bactérienne repose, d’aprés les
recommandations du 1% Congrés International des Bacté-
riologistes de 1930 et du V° Congrés International des Bota-
nistes de la méme année, sur les points essentiels suivants
(RENOUX, 1058):

1. Toute bactérie qui se distingue d’une autre est une es-
péce.

2. Les critériums employés pour la différenciation des
espéces doivent montrer une certaine constance lors d’une
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épreuve répétée. Ils doivent étre en corrélation avec d’autres
propriétés constantes:

— Une distinction des bactéries ne peut pas reposer uni-
quement sur le choix d’une propriété caractéristique.

— Les critériums discernant les espeéces ne peuvent pas
étre modifiés par de simples mutations.

C’est sur cette base que nous allons discuter les especes
de bactéries propioniques.

Un bref coup d'ceil rétrospectif h1<stor1que sur la taxono-
mie des bactéries propioniques est nécessaire pour montrer
comment les nombreuses espéces ont pris naissance et com-
ment elles sont délimitées.

II. — HISTORIQUE DE LA TAXONOMIE
DES BACTERTES PROPIONIQUES

Depuis la découverte par E. Von FREUDENREICH et S.
ORrrA-JENSEN en 1906, des agents d’ouverture normale du
fromage, les bactéries propioniques, I'histoire de la systéma-
tique des bactéries propioniques peut étre divisée en deux
étapes, 'une caractérisée par 1'étude du comportement sur les
milieux nutritifs et de la morphologie des germes, 'autre, par
Pétude de leurs propriétés b10ch1m1queq

A. — Etape mor phologique

. Les ‘especes bactériennes furent différenciées longtemps
aprés le début du siécle par des critéres plutét extérieurs
(culture,” morphologie). Puisque les bactéries propioniques
présentent un polymorphisme prononcé, il est compréhensible
que de nombreuses espéces aient pu étre découvertes. Freu-
DEUREICH et ORLA—]ENSEN (1906), qui ont découvert les bac-
téries proplomques en décrivent trois especes

1. Bacterium acidi propiowici o

Celleci a généralement la forme d’un petit bitonnet, mais
souvent aussi celle d'un coccus. Lors de Pincubation sur sé-
rum-agar 3 des températures de 15° C et de 20 & 37° C,
la forme de la bactérie reste sensiblement 1a méme et fermente
faiblement le lactose. La réaction de la culture est donnée.
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2. Bacteriwimn acidi propiowici b

Celle-ci se développe, & 30° C et moins, sous forme d’un
petit batonnet et prend souvent une forme involutée. La cou-
leur des colonies est blanche et des indications sont données
sur la réaction de la culture des différents bouillons.

3. Bacillus acidi propionict

Cette bactérie ne fut rencontrée qu'une seule fois. Il s'agit
d’un long batonnet immobile et ¢'est pourquoi on la nomme
bacille. Le lactose est fortement fermenté et ne forme aucun
pigment. D’autres indications sur la réaction de la culture se-
ront citées. .

Deux ans plus tard, en 1008, ptis en 1910, J. THOENT et
O, ArreEmMANN décrivent les espéces suivantes:

4. Bacterium acidi propiownici var. ruber

Lors de controles faits dans des fromages d’Emmenthal
présentant des points rouges dans la pite, THOENT et ALLE-
MANN découvrirent une hactérie propionique formant un
pigment rouge qu’ils appelérent Bacterium acidi propionici
var. ruber, par opposition aux hactéries propioniques formant
des colonies blanches découvertes par FREUDENREICH et
ORLA-JENSEN.

5. Bacteriwm acidi propionici var. fuscum.

Il Sagit d'une bactérie propionique qui forme dans le fro-
mage des colonies de couleur brun-jaune.

Les espéces suivantes ont été isolées par TROILI PETERS-
SON et SHERMAN & la Station fédérale d’Industrie laitiere
de Liebefeld.

6. Bacterium acidi propionici ¢

TrotLT PETERSSON isola cette hactérie propionique dans
des fromages suédois en 1909. Elle se distingue morphologi-
quement, aux températures élevées, par des « batonnets de
forme allongée ». Dans les milieux liquides, les bactéries
sont en pelotons. La réaction de la culture est décrite.
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7. Bacterium acidi propionici d

Cette bactérie ressemble au Bacterium acidi propionici a
de FreuDENREICH et de Orra-JENSEN décrit en 1921 par
SuerMaN. Elle n’a pas été étudiée a fond, aussi la nomme-
t-on provisoirement Bacterium propionict d. Te lait est plus

acidifié que par Bacteriuwm propionici a.

B. — Etape biochimique

SHERMAN est att tournant conduisant de I’étape des crite-
res de culture et de morphologie & celle des critéres hiochimi-
ques des bactéries propioniques. Afin de pouvoir faire la des-
cription de Bacterium acidi propionici d, il s'intéresse  la
fermentation de la glycérine et & la caractérisation par des
critéres culturaux et morphologiques. Van Nr1rL, en 1028,
a donné la premiére grande description systématique fondée
sur 'espéce des bactéries propioniques de FREUDENRETCH et
de Orra-JeNSEN. Tl propose d’employer pour base les formes
d’involutions caractéristiques des bactéries dans des substrats
acides et liquides ainsi que le pouvoir fermentaire vis-a-vis
des hydrates de carbone, la formation de pigments et la crois-
sance en surface. Il considére aussi que les proportions molé-
culaires relatives d’acide propionique et d’acide acétique sont
utiles pour la description des espéces. Van NirL renouvelle
la nomenclature et propose les espéces stiivantes:

Propriowibactersum - Freudenreichic  pour Bacterium
acidi propronici de FREUDENREICH et de ORLA JENSEN.

2. Propiomibacterium Shermanii pour Bacterium. acidi pro-
pronict d de SHERMAN.,

3. Propiomsbacterium Jensenis pour Bactevium acidi pro-
piomici b de FREUDENREICH.

4. Proprionibacterium Peterssonis pour Bacterium acidi
propionict ¢ de TROILT PETERSSON.

5. Propionibacterium pemtosacewm pour Bacillus acidi pro-
pronici de FREUDENREICH et ORLA JENSEN, Fermente les pen-
toses: arabinose et xylose,
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6. Propiomibacterium rubrum pour Bacterium acids pro-
piomici var. ruber de T1IOENI et ALLEMAN.

7. Propiomsbacterium T hoenii pour Bacterium acidi pro-
promici var. ruber de THOENI et ALLEMAN. La fermentation
intense du raffinose et de la mannite caractérise P. Thoenii
et P. rubrum. ‘

8. Propiomibacterium technicum, nouvelle espéce qui fer-
mente les polysaccharides, la dextrine, I'amidon et le glyco-
géne.

En 1931, WerkMAN et KeNDALL font mention d'une nou-
velle espéce:

9. Propionibacterium raffinosaceum. Il §’agit d'une variété
fermentant le raffinose de PPropionibacterium Jensenis étu-
dide par Van NigrL (1928), synonyme de Bactertum acidi pro-
monici b de FRJ:UDFNRF[C[I et de Orea JeNsEN (1906).

En 1932, E. R. Hircuner déerit deux nouvelles espé-
ces de bactéries propioniques:

10. 11. Propionibacterium seae et arabinoswm. Par ses
examens bactériologiques des fromages, Hircuner distin-
gue 8 groupes de bactéries propioniques dont 6 espéces cor-
respondent 4 celles citées par Van Nier, Les deux groupes
restants appartiennent aux deux espéces nouvelles. Apres
avoir étudié la fermentation de 21 hydrates de carbone,
JanoscHECK (1944) mentionne comme caractéristique, pour
P. zeae, la non fermentation de 'amygdaline et la fermenta-
tion du raffinose, et pour P. arabinosum, la couleur blanche
des colonies et la non formation de catalase.

WERKMAN et BrROWN (1933) étudierent plus en détail la
classification des bactéries propioniques et fournirent une dé-
termination.

A. JaNOSCHEK (1944) s’est occupé, durant la derniére
guerre, des bactéries propioniques. Dans sa systématique, on
distingue entre les espéces colorées suivantes: a) couleur creé-
me; b) jaune ou orange-jaunatre; ¢) rouge foncé. Les espé-
ces nouvelles suivantes sont décrites:
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12. Propiomibacterium casei. Cette espéce est de couleur
créme, fermente le lactose mais non le maltose et se ren-
contre souvent dans le fromage.

13. Propionmbacterium pituitoswm. Bactérie produisant un
pigment rouge qui se développe trés souvent dans un état
visqueux, fermente I'inosite et trouble la levure-lactate-eau.

14. Propionibacterium songuinewm. A lencontre de P.
Thoews, cette espéce forme un sédiment rouge foncé sur la
levure-peptone-glucose-eau, tandis que la levure-lactate-eau
reste toujours claire.

Nous verrons dans les tableaux I, V a-d et VI (p. II, I1I,
V1, XI) comment WERKMAN et BrRowN (1933), JANOSCHEK

(1944) et Burcry (1048), précisent séparément les carac-
téres.

I1I. — RECHERCHES PERSONNELLES

Malgré les travaux effectués, divers savants ont été cons-
* cients de I'imperfection de la systématique des bactéries pro-
pioniques. STAUB (1937) écrit: « Les épreuves faites a dif-
férentes reprises pour la classification des bactéries propio-
niques démontrent que nous avons affaire ici 2 un groupe de
bactéries dont les caractéres sont facilement influencgables
par les diverses influences extérieures ». ANTILA (1954)
écrit dans son dernier travail important: « Considérée dans
son ensemble, il semble que la classification des groupes de
© bactéries propioniques, ainsi que les bases a suivre, manquent
declarté ». On a pu constater des différences dans la réac-
tion de nombreuses substances (hydrate de carbone, alcool,
etc...) étant donné qu'on a pris les caractéristiques biochimi-
ques en considération pour la classification des bactéries.
D’autre part, on a conclu souvent a l'existence de diffé-
rentes, C’est-a-dire de nouvelles espéces, ce qui a conduit a
la description de nombreuses espéces non reconnaissables et
4 la confusion du fait que plusieurs critériums se sont avé-
rés variables aprés coup. En raison de cette expérience, c’est
surtout la constance des caractéristiques que 'on étudie au-
jourd’hui. Les faits généraux mentionnés se justifient aussi
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pour les bactéries propioniques et le but de ce travail est de
vérifier la constance des critéres et de démontrer si les espé-
ces propioniques analysées pourront étre 4 nouveau reconnues
par les controles subséquents.

A. — Technique

1. Recherche des souches de bactéries propioniques

Les bactéries propioniques isolées du fromage n’ayant pu
étre déterminées par suite de leur variabilité, nous avons étu-
dié 22 souches mises & notre disposition par M. A. JaNos-
cHEK (*), souches qui auraient di appartenir & 12 espéces
différentes. Il s'agit de:

-2 souches de Propiombactevium Thoenit

2 — — Shermani

2 — —_ sanguinewmn

4 — _ pentosaceum

I — — Freudenreichis
2 — — pituitosum

2 — —_ arabinosum

2 — — Jensenis

2 — — rubrum

1 — — raffinosaceum
I — —_ Peterssonis

1 — — technicum

La formation d’acide acétique et propionique a été consta-
tée au papier chromatographique d’aprés W. RI1TTER (1955).
En méme temps que 'on notait la réaction de la culture, on
pouvait incontestablement conclure qu’il s’agissait du genre
Propionibacterium de FREUDENREICH et de ORLA JENSEN.

2. Pureté des souches et méthodes de culture
Afin d’avoir la certitude absolue qu’il ne se trouve qu'une
seule espéce dans une souche, nous avons eu recours au pro-
cédé de dilution pour « purifier » la souche trois fois de
suite.
(*) Nous exprimons notre profonde gratitude & ‘M. Janoscmex, Dr. Ing. pour

la générosité avec laquelle-il nous a transmis des souches de bactéries propio-
niques,’
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Nous avons inoculé chaque semaine alternativement les
souches sur petit-lait-peptone-agar et sur extrait de levure-
actate-agar, ce qui a eu pour effet de les conserver dans de
bonnes conditions physiologiques.

3. Mode de fermentation des hydrates de carbone

Van NitgL (1928) a essayé la fermentation de la glycérine
dans les conditions aérobies et anaérobies et est arrivé aux
résultats présentés dans le tableau I, page 63. On constate que
le glycérol est fermenté un peu plus fortement dans les condi-
tions aérobies que dans les conditions anaérobies. L'intensité
de la fermentation n’a aucune valeur de diagnose, comme il
sera mentionné plus tard. Il importe donc de savoir, pour les
épreuves de détermination systématique des bactéries pro-
ploniques, si un hydrate de carbone se décompose ou non. Les
essais ont montré un développement intense de la fermenta-
tion des hydrates de carbone dans les tubes minces de faible
épaisseur (6 mm), avec une trés forte inoculation et dans les
conditions plut6t aérobies (voir paragraphe 6, p. 65). Les
résultats ont été les mémes qu'avec un bouchon anaérobie,
d’aprés Burrr et WricHT, sans prendre en considération
I'intensité de la fermentation afin de simplifier le travail com-
me Pont fait d’autres savants (par exemple Van NIEL) pour
I’étude systématique des bactéries propioniques. Le milieu de
culture et les tubes inoculés n'ont pas été remués, afin d’y
laisser pénétrer le moins possible d’air.

4. Contriles

a) de la croissance

On n’a jamais trouvé de tube sans sédiment distinct en cas
de fermentation des hydrates de carbone aprés une trés forte
inoculation. Ceci est dit au développement intense des bac-
téries.

b) des infections bactériologiques

Les solutions de sucre et les souches des bactérie propioni-
ques, ainsi que le milieu de cluture et les tubes de fermenta-
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tion, ont été contrdlés de fagon & éliminer les infections pri-
maires et secondaires. Les infections accidentelle des épreu-
ves furent exclues.

c) de la fréquence de la variabilité

Toutes les souches ont été essayées 20 fois pour chaque
critére de différenciation suivant: fermentation des hydrates
de carbone, formation d'acétyl-méthyl-carbinol et de cata-
lase, réduction des nitrates. Ces essais avaient pour objet de
fournir des précisions sur la variabilité des resultats biochi-
miques.

TABLEAU I

chré d'acidité (en cc de NaOH noxrmal) de 100 cc de aubstrat
réaultant de la fermentation du glycérol

aprds 20 jours dlincubation a 30° C

N Culture anaérobie Culture aérobie
idela :  Extrait . 2% de peptone Extrait : 2% de peptone
isouche:  de levure : "Poulenc' ! de levure : ‘Poulenc!"

2% de glycérol : 2% de glycérol : 2% de glycérol : 2 % de glycérol :

1 7,0 : 4,0 : 9,0 : 7,0
41 3,8 : 2,6 : 6,0 : 6,0
6t a6 26 - 2,6 © 46
7 1,8 : 3,0. : 3,4 5,8
15 5,6 : 1,8 : 7,0 : 3,8
20 7,8 : 7,8 ) 10,0 1,8
22 7,2 3,8 L 9,8 ; 4,2
23 5,2 3,8 : 6,6, 6,0
24 5,0 4,6, 7,4 5,4
% 7,8 : 7,6 Y : 7,6
29 6,0 5,8 : 8,6 6,6

30 : 2,0 : 2,2 : 2,0 : 3,2




5. Miliewx de culture employés

a) Bowsllon-agar — 1 000 cc de houillon de viande; 10 g
de peptone pour usage bactériologique; 15 g d’agar; stérili-
ser 30 minutes & ['autoclave ‘avec une pression de 1/2 atm.
pH final: 7,0. Placer les tubes dans la: position inclinée.

b) Petit-lait-peptone-agar — 1 000 cc de petit-lait désalbu-
miné; 10 g de peptone pour usage hactériologique; 15 g
d’agar; ajuster le pH a 7,2. Stériliser 30 minutes dans auto-
clave avec une pression de 1/2 atm. Ramener & nouveau le
pH A 7,2 si néeessaire. Clarifier, filtrer. Ajuster le pH 4 7,0.-
7,2. Mettre en tubes et stériliser 30 minutes 4 1/2 atm. pH fi-
nal: 6.8 & 7,0. Placer les tubes dans la position inclinée.

¢) Petit-lant-peptone — 1 000 cc de netit-lait désalbiminé:
10 o de nentone nour usage bactériolooimiie. Ajuster le o™ 2
7.4, Stériliser 20 minutes & 1/2 atm. Filtrer, Ajuster le pH

a 7.0-7.2. Mettre en tubes et stériliser 30 minutes 4 1/2 atm,
nH final: 6,8-7,0.

d) Bowuillon de glucose — 1 000 cc de bouillon de viande:
10 ¢ de peptone pour usage bactériologicue. Ajouter 1 %,
de glucose avant de mettre en tubes. Stériliser 30 minutes 2
1/2 atm.

e) Bowillon de culture normal pour la fermentation des hy-
drates de carbone — 1 000 cc d’eatt de puits chaude; 5 cc de
« Bouillon de Beeuf » Liebig: 10 g de peptone-bacto; 10 g
de bacto-tryptone « Difco »; 5 g d’extrait de levure « Dif-
co ». Ajouter par litre de bouillon 4.5 cc d’ttne solution de
pourpre de bromocrésol & 0,1 9, comme indicateur. Ajuster
le pH & 7,0 et stériliser 30 minutes & 1/2 atm.

) Extrait de levure-lactate-agar — 1 000 cc d’eau de ro-
binet; 30 g de peptone pour usage bactériologique; 10 g d'ex-
trait de levure « Difco »; 20 cc de lactate de soude 4 60 % ;
10 g d’agar. Réaction ajustée & pH 7.0. Stériliser 30 minu-
tes 4 1/2 atm. Ajuster le pH & 7,0. Filtrer. Remplir les tu-
bes & 8 cc. Stériliser 30 minutes & 1/2 atm. pH final: 7,0.
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g) Extrait de levurc-lactate-eaw — Meéme procédé que
pour 'extrait de levure-lactate-agar, mais sans adjonction
d'agar.

: h) Extrait de levure-peptone-ghicose-ean — Méme procédé
que pour l'extrait de levure-lactatate-agar. On ajoute 1 %
de glucose avant de mettre en tubes.

6. Fermentation des hydrates de carbone

L’épreuve de fermentation a été faite avec les différentes
souches de bactéries propioniques ct les hydrates de carbone
(chimiquement purs pour usage bactériologique) suivants:

d (+) Arabinose d (4) Saccharose Glycogene

d (—) Arabinose d (+) Cellobiose d (—) Mannite

d (+) Lactose Fécule de p.d.t. Salicine

d (+) Maltose d (+4) Xylose Mésoinositol

d (4+) Raffinose Dextrine d (+) Galactose

1 (4) Rhamnose Amygdaline d (+) Mannose -

d (=) Fructose Mésoérythrite Inuline

d (—) Sorbite Adonite Dulcite
Glycérol Aesculine d (4+) Glucose

d (+) Mélibiose d (4) Mélicitose

30 cc du milieu de culture pour la fermentation des hy-
drates de carbone furent mis en fiole d’Erlenmeyer. Avec
1 cc de bouillon, nous avons inoculé alternativement la partie
inférieure d’une souche de bactéries proprioniques sur pep-
tone-petit-lait-agar ou sur extrait de levure-lactate-agar in-
cliné. Le bouillon de culture dans la fiole d’Erlenmeyer en fut
ensuite inoculé. A cause de la forte inoculation, le bouillon
de culture se trouble aussitdt. 0,2 cc d’une solution d’hydrates
de carbone & 10 %, sont mis dans les tubes et cetx-ci regoi-
vent 1,5 cc de bouillon de culture. On ajoute & chaque essai
deux témoins sans sucre. L'incubation dure 15 jours a 30° C
et le pH qui indique Pintensité de la fermentation est mesuré
au moyen de papier indicateur. On reconnait acidité au vi-
rage de I'indicateur qui passe du rouge foncé au jaune.
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7. Réduction du nitrate

Du bouillon de glucose et viande, additionné de 1 cc d’une
solution de nitrate de potasse a 1 9%, est employé pour la ré-
duction du nitrate. L’appréciation a lien aprés 2 et 4 jours
selon la technique.? du « Manual of methods for pure cul-
ture study of bacteria ». Des séries de controles sont tou-
jours effectuées. '

8. Epreuve de .l’acétyl'—méthyl-cwrbmol

10 cc de petit-lait peptonisé sont mélangés avec 2 cc d’une
solution de glucose & 10 %. La recherche de Pacétyl-méthyl-
carbinol est faite selon Hammer (1935).

9. Epreuve de la catalase

Quelques gouttes d’eatt oxygénée & 3 % sont ajoutées aux
milieux peptone-petit-lait-agar ou extrait de levure-lactate-
agar. La formation de bulles de gaz indique une réaction po-
sitive. |

10. Eprewve du lait de towrnesol

10 cc de lait sont mélangés avec 0,2 cc d’une solution de
tournesol stérile 2 1 %. Le changement du lait de tournesol
inoculé est controlé-chaque jour afin de déterminer le chan-
gement de coulenr du tournesol, la coagulation du lait et la
séparation du petit-lait. -

' v

B. — CONCLUSION DES EPREUVES
ET APERCU DES RESULTATS

. 1. Pigment sur miliewx de culture gélifiés

Nous avons observé que les souches des bactéries propio-
niques Jensenii 04 et arabinosum 91, qui présentént des colo-
" nies blanches, peuvent produire subitement un pigment rouge
foncé sur Uextrait de levure-lactate-agar, ce qui montre une
certaine variabilité. Ceci correspond aux indications de
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WERKMAN et de KeNpaLL qui considérent la pigmentation
comme trompeuse, car les teintes peuvent passer de créme
‘et de jaune clair & rouge-brun. SauvLr fit dés constatations
analogues avec P. Shermanu. Les observations de ZoLLIKO-
FER ¢t de KURMANN (1958 et 1959) sont, du point de vue
technique, intéressantes pour la fromagerie car elles mon-
trent qu'un fort lavage provoque I'apparition de colonies rou-
ges de bactéries propioniques dans le fromage. Les indica-
tions de la littérature sur la formation du colorant des bac-
téries propioniques sont résumdes avec nos résultats dans le
tableau II, pages 08, 69. Ces indications se rapportent aux
cultures par pighres dans la couche profonde d'agar. D’une
maniére générale, la formation de pigments dépend de l'ino-
culation en pigfires & la surface (influence de 'oxygéne).

2. Intensité de I'acidification

Van Nier (1928) mentionne l'intensité de lacidification
de la fermentation des hydrates de carbone, en particulier
pour la distinction de [2. pentosaceum. Nos nombreuses me-
sures de pH montrent que celui-ci est variable, aussi ne re-
vét-il aucune importance pour la différenciation. Les fer-
mentations inscrites au tableau ILI, p. IV (nos analyses) se
rapportent généralement a des valeurs de pH comprises en-
tre 6,0 et 4,2. L'intensité de la formation d’'acide des hydra-
tes de carbone n’est en général pas valable comme critére de
distinction des espéces dans la systématique bactériologique.
Par suite des diverses influences extérieures et intérieures,
les bactéries sont souvent plus ou moins productrives, comme
c’est le cas dans toutes les cellules et organismes vivants.
Nous renongons donc a reproduire un tableau précis de 'in-
tensité d’acide; il ne serait d’aucune utilité.

3. Fermentation des hydrates de carbone

La systématique actuelle des bactéries propioniques repose
principalement sur la fermentation des hydrates de carbone;
c’est pourquoi celle-ci est surtout importante pour la diffé-
renciation des espéces.
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TABLEAU 11

Formation de pigment par les bactéries propioniques.

N° de
collection

Auteur

Verkman et B.

Formation de pigment

— i

jaune créme

P. Freudenreichis Janoschek créme
Bergey St: gris-créme
88 Kurmann créme
Verkman et B. jaune
P. Peterssonis Janoschek St: blanche O: jaune-orange
Bergey créme
98 Kurmann créme
Verkman et B. jaunitre
Janoschek k créme
P. Shermanii Bergey St: gris-créme
80 Kurmann créme
81 —d® - créme
Verkman et B, jaune-orange
P. raffinosaceum Janoschek St: blanche O: jaune-orange
jaune-orange
Bergey St: créme O: jaune-orange
97 Kurmann St: blanche O: jaune-orange
Verkman et B. »
P. Jensenis Janoschek St: blanche O: jaune-orange
" Bergey St: créme O: jaune-orange
93 Kurmann St: créme O: jaune-orange
94 —d° — St: rouge foncé ou voir 93
Verkman et B. orangeitre
Janoschek 'St: créme O orange
P. arabinosum Bergey St: créme’
' 91 Kurmann St: créme O créme
92 —d° — St: créme O: créme ou rouge-

foncé



Espéce coI;Il:a ngn Auteur  Formation de pigment
Verkman et B. rouge foncé-orange
Janoschek rouge foncé
P. Thoenti Bergey brun-rouge
78 Kurmann rouge foncé
79 —d° — rouge foncé
Verkman et B. rougeitre orange
P. rubrum Janoschek rouge foncé
Bergey St: brun-rouge
95 Kurmann rouge foncé
96 —{d° - rouge foncé
P. pituitosum Janoschek rouge foncé
89 Kurmann rouge foncé
90 —_d® — rouge foncé
P. sanguineum Janoschek rouge foncé
82 Kurmann rouge foncé
83 —_d® — rouge foncé
Verkman et B. créme jaune
P. technicum Janoschel créme
Bergey St: créme O: jaune
99 Kurmann créme
Verkman et B. créme
Janoschek créme
Bergey créme
P. penthosaceum 84 Kurmann créme
85 —d° — créme
86 - —d® — créme .
87 —d° — St: créme O: jaune-orange

Légende: WERkMANN und Brown (1933) 18)
Janoscuex (1944) 6)
Bereey (1948) 2)
- KURMANN résultats personnels.
- St
C.

piqiire en surface.

piqiire en couche profonde. .



Les résultats de la fermentation de 29 hydrates de carbone
obtenus, 20 fois répétés avec 22 souches de bactéries pro-
pioniques, figurent au tableau III. Il est a remarquer
en outre, que lors d’essais plus étendus, suivant la condition
physiologique des cellules des bactéries, d’autres fermenta-
tions et non fermentations peuvent éventuellement s’obser-
ver. Clest pourquoi les indications du tableau III ne doivent
pas étre considérées comme absolument constantes et défi-
nitives. Il y a cependant suffisamment de résultats pour re-
connaitre les critéres de différenciation significatifs. Nous
distinguons dans le genre Propiombacterium trois types de
fermentation des hydrates de carbone.

a) Type deé fermentation (-+)

Un premier groupe d’hydrates de carbone correspondant
aux indications de WerkMAN et de BrowN (1933), de Ja-
NOSCHEK (1944) et de BERGEY (1948) sont fermentés par
toutes les espéce (4 ): ce sont le glucose, le mannose, le fruc-
tose, la galactose, le glycérol, I'adonite et la mésoérythrite.
Ces hydrates n’entrent donc pas en considération pour une
différenciation des espéces.

b) Type de fermentation (—f—), (=)

Un deuxiéme groupe d’hydrates de carbone est de fermen- -
tation constante () ou variable (+) lors d’essais répétés
des différentes especes. Ce sont: 'arabinose d (4 ), 'arabi-
nose d (—), la xylose, le maltose, le lactose, le raffinose, le
mélicitose, la mannite, le mésoinositol, I'aesculine et ’amyg-
daline. Ces hydrates de carbone n’ont, eux non plus, pas de
signification pour la différenciation des espéces des bacté-
ries propioniques par suite de la fermentation inconstante.

c) Type de fermentation (—), (+), (+)

Le troisiéme groupe comprend les hydrates de carbone
suivantes: rhamnose, mélibiose, glycogeéne, inuline et dulcite
qui, selon P. Freudenreichit 83, P.Peterssoni 98, P, Sherma-
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nis 80, ne sont pas réguliérement fermentés. De plus, le sac-
charose n’est jamais fermenté par P. Shermami 81; le cel-
lobiose n'est pas fermenté par P. Peterssonu 98, P. Sher-
manti 81; la dextrine n’est pas fermentée par P. Petersonii
08, P. Shermanii 80 et P. Shermanii 81; la dextrine nlest
pas fermentée par P. Petersonii 98; la fécule de pomme de
terre n’est pas fermentée par P. Shermanit 8o et P. Sherma-
miz 81; la sorbite n'est pas fermentée par P. Petersonii 98
et la salicine n’est pas fermentée par P. Shermanii 81.

Les espéces de bactéries propioniques restantes (P. rafi-
nosaceum 97, P. Jensenii 93, 04; P. sanguineuwm 82, 83; P.
arabinosum 91, 92; P. Thoenii 78, 795 P. rubrum 95, 96;
P. pituitosum 89, Q0; P. techwicum 99; P. pentosaceum 84,
85, 86, 87) fermentent les hydrates de carbone mentionnés ci-
dessus (rhamnose, mélihiose, glycogéne, inuline, dulcite, sac-
charose, cellobiose, dextrine, fécule de pomme de terre, sor-
bite et salicine) non seulement d’une maniére constante, mais
encore variable. ‘ :

En examinant le tableau TIT ‘dans son ensemble, on remar-
que que les espéces du groupe B fermentent les hydrates de
carbone d'une maniére plutdt générale (type de fermentation
voir 3 @ et b; souches des hactéries propioniques n® 97, 93,
94, 91, 92, 78, 79, 95, 96, &9, 90, 82, 83, 99, 84, 85, 86, 87)
et que celles du groupe A ne fermentent qu'une partie res-
treinte d’hydrates de carbone (type de fermentation voir 3 ¢;
souches des bactéries propioniques n° 88, 98, 8o, 81). Nos
essais répétés montrent que certaines souches de bactéries
propioniques & forte fermentation peuvent avoir subitement
une fermentation faible. Cette inconstance rend donc difficile
et problématique une distinction du tvpe de fermentation
(forte ou faible) des hactéries proprionique (des hydrates de
carbone controlés) de sorte qu’elle ne peut guére étre prlse
comme critére d’espéce.

d) Type de fermentation (—)

Parmi les hydrates de carbone étudiés en présence des espé-
ces de bactéries propioniques dont nous disposions, aucun
ne fut fermenté.
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e) Fréquence de la fermentation des hydrates de carbone

Le tableau IV donne un apergu de la fréquence de la fet-
mentation des hydrates de carbone pour 22 souches de bacté-
ries propnioiques, chaque essai étant répété vingt fois. Ces
indications ne sont pas absolument constantes et définitives .
car, en augmentant le nombre d’épreuves (par exemple 100
fois) on obt1end1'a1t des valeurs plus exactes pour les fré-.
quences.

Le groupe A est, comme nous l'avons mentionné, caracté-
risé par la fermentation d’un nombre restreint ’hydrates de
carbone. Parmi les espéces de bactéries propioniques du
groupe B qui fermentent la plupart des hydrates de carbone,
les souches P. pentosaceum 84 A 87 se distinguent particulié-
rement ; mais ce sont celles qui, proportionnellement, fermen-
tent le moins souvent les hydrates de carbone.

4. Comparaison de nos résultats
avec ceux de différents auteurs

Les résultats de nos essais sont comparéq dans le tableau
V aux indications de la littérature. Ceci donne un apercu
des différents critéres de distinction.

@) Nos résultats se différencient de ceux de Van NieL
(1028), de WerkMAN et de KEnpALL (1931), de Hrrcam-
NER (1932), de WERRMAN et de Brown (1933), de Jawos-
CHEK (1044) et de BeErGEY (1048) par le fait que beaucoup
plus d’hydrates de carbone sont fermentés d’une maniére va-
riable (). JANOSCHEK (1044) est premier 4 montrer que dif-
férents hydrates de carbone fermentent d’une manidre varia-
ble. Cela est prouvé par la répétition des essais (20 fois), ré-
pétition négligée lors des recherches antérieures (voir p. 8).

b) On voit que le type de fermentation d’une souche, par
suite de sa variabilité (mise en évidence par des essais répé-
tés) peut ne point correspondre d ce qui est indiqué dans la
littérature. C’est pourquoi les résultats des différents auteurs
ne doivent étre comparés q‘u"u'réc une certaine réserve. Les
espéces de bactéries propioniques décrites ne peuven’c guére

étre reconnues et leur description préte f'1c1lement a confu—
sion,



TABLEAU 1V
Fréquente de la fermentation des hydrates de carbone par 22 souches de ferments propioniques (20 essais)

(Explication: 100 -= 100 % de fermentations toujours; 0 = non ferment€)
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5.  Réduction du nitrate, formation
‘d’acétyl-méthyl-carbinol et de catalase

Dans ces épreuves qui font l'objet du tableau VI (p. 24-23%)
on ne peut pas reconnaitre exactement la signification de
la réduction du nitrate, la formation d’acétyl-méthyl-carbinol
et de catalase pour la différenciation des espéces, car I'essen-
tiel de la systématique des bactéries propioniques n’est pas
certaine en raison de leur variabilité. C’est pourquoi il ne
s’agit, parmi les caractéres précités, que de caractéristiques
supplémentaires. Tl faut remarquer ici aussi que d’autres
changements peuvent survenir lors d’épreuves ultérieures. Il
~ne faut donc pas considérer les indications du tablean V
comme absolument constantes et définitives. Les différents
groupes sont résumés dans le tableau VI.

C. — CoxcLusION

1. — Les critéres de différenciation de Van Nr1EL (1928),
de WerkMAN et de KenpALL (1931), de HiTcHNER (1932),
de WERKMAN et BROwWN (1033), de JANOSCHEK (1044) et
de BerGEyY (1948) sont inexacts, comme le prouve le contrdle
vingt fois répété pour 22 sotiches de critéres utilisés pour la
distinction des espéces de bactéries propioniques. Clest pour
cette raison que toute la qystemaﬁque des bactéries propioni-
“qites est problématique.

a) La fermentation des hydrates de carbone nous semble
incertaine. Cecl peut étre motivé par la formation d’enzy-
mes constitutives et adaptives. L.a fermentation des hydra-
tes de carbone qui constitue la base de la systématique des
bactéries propioniques devrait étre complétée ou éventuelle-
ment remplacée par de nouveaux critéres de différenciation
plus constants qui sont & trouver.

b) La réduction du nitrate, la formation de catalase et
- d’acétyl-méthyl-carbinol sont, en vertu de nos épreuves com-
paratives, utilisables pour la différenciation des espéces et de-
vraient donc étre prises en considération pour des épreuves
ultérieures. Nous en concluons que les critéres biochimiques
mentionnés ne peuvent pas prendre la place essentielle de la
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systématique des bactéries propioniques, parce que la fermen-
tation des hydrates de carbone est problématique. La réduc-
tion du nitrate et la formation de catalase et d'acétyl-méthyl-
carbinol permettent de parfaire la description des espéces.
Ces trois caractéristiques de différenciation ne sont pas assez
spécifiques, car si la formation de catalase est essentiellement
positive, la formation d’acétyl-méthyl-carbinol et la réduc-
tion du nitrate sont cependant négatives.

2. — D’aprés nos recherches, nous devons croire que dif-
férentes espéces de bactéries propioniques existent, qu’il est
impossible pour le moment de distinguer exactement avec les
critéres mentionnés dans la littérature.

IV. — Rfsumt

1. — Vingt-deux souches de bactéries propioniques ont été
comparées en étudiant les caractéristiques spécifiques de dif-
férenciation citées dans la littérature. La constance de leur
comportement a fait I'objet de contrdles répétés. On constate
que la fermentation, essentiellement prise en considération
jusqu’a présent pour la différenciation des espéces isolées de
bactéries propioniques, est inconstante. Les hydrates de car-
bone, dans les controles répétés, sont fermentés par une
méme espéce d’'une maniére variée. Par conséquent, la fer-
mentation des hydrates de carbone, base de la systématique
des abtéries propioniques, ne doit donc étre employée que sous
réserve pour différencier les bactéries propioniques.

2. — La réduction du nitrate, la formation d’acétyl-mé-
thyl-carbinol et de catalase promettent, compte tenu des pre-
miers essais comparatifs entrepris, d’étre un moyen de classi-
fication des bactéries propioniques.

3. — La pigmentation sur extrait de levure-lactate-agar
ne se préte pas 4 la différenciation des espéces.

4. — Les résultats obtenus montrent qu’il est nécessaire
de poursuivre I'examen des espéces déterminées d’aprés les
critéres de la classification actuelle,
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TABLEAU VI

Réduction de wnitrate, formation de catalasse et d'acétylméthylcarbinol

N° de Acéthyl Réduction

Verkman et B. — + s
Janoschek —_ + 4
. Freudenreichii Bergey — +
88 Kurmann - =+ + N
Verkman et B. —(7) — -+
. Peterssonii Janoschek —_— N
Bergey — o+
98 Kurmann - -+ +
Verkman et B. — — 4
Janoschek — — o+
. Shermanii ' Bergey — +
80 Kurmann e — +
81 —d° — —_ - +
Verkman et B. — L e
. raffinosacenm Janoschek _— — +
Bergey — o+
97 Kurmann —_ -+ +
Verkman et B. + — +
. Jensenit Janoschek + —_— 4
Bergey — o+
93  Kurmann = — +
94 —_—d® — — 't +
Verkman et B. -— + —
. arabinosum : Janoschek : — -+ —
Bergey +
N Kurmann — 4 —
92 —_d® — — + _
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. N° de ] Acéthyl Réduction

Espéce collection Auteur métl}y1~ .de Cata-
carhinol nitrate lase

Verkman et B. -+ — -+

Janoschek + — +

, Thini Bergey — -+
78 Kurmann — — -+

79 —d° — — —_ +

Verkman et B. — - o

. rubrun Janoschek -+ — -+
Bergey _— -+

95 Kurmann =+ ~+~ +)

96 —d® - — —_— ()

Janoschek — _— +

. pituitosum 89 Kurmann — —_ -+
0  —a — — — W

Janoschelk — — -+

. sanguinetm 82 Kurmann 4 _ +

83 — d° — + — +

Verkman et B. — — +

Janoschek — — +

. technicum Bergey —_— -+
99 Kurmann — —_ —

Verkman et B. - EN +

Janoschek —_— + +

Bergey + R

. pentosacenm 84 Kurmann —_ ~+ -+
85 —d° — — 4 —

86 —d° — — — —+

87 —d® — — — -+

Légende: Werrkman und Brown (1933) 18)

Janoscurck (1944)  6)

Bercey (1948)

KURMANN

=

2)

résultats personnels



—_ 6 —

V. — INDEX RIBLIOGRAPHIQUE

1954, AnTiLa (M.). — Ueber die Propionsidurebakterien im Emmentaler-Kise.
Meijeritieteellinen Aikakauskirja, Helsinki,16, pp. 1-132.
1948. Bergey (D.-H.). — Manual of determinative bacteriology, 6° éd.

1906. Freupengreica (E.-V.), Jensen (0O.). — Ueber die im Emmentalerkise
stattAindende Propionsiduregirung. Landw. Jahrb. d. Schweiz, 20, pp. 320-
338.

1935, Hammer (B.W.). — The creatine Test for acetylmethylcarbinal 4 diace-
tyl in butter cultures, J. Dair. Ss., 18, pp. 579-581.

1932. Hircaner (E.R.). — Cultural Study of the Propionic acid Bacteria,
J. Bact., 24, 40.
1944. janoscHER (A.). — Zur Systematik der Propionsiurebakterien.

Zbl. Bakt. IT Abt. 106, pp. 321-337.

1946-1947. Manual of methods for pure culture study of bacteria. Soc. Amer.
Bact. Geneva, N. Y.: 4.8 (1946); 5.9 (1947).

1928. NieL (C. B. van). — The propionic acid bacteria. Haarlem-N.V. Uitge-
verszaak J. 'W. Boissevain u. Co. Holland, pp. 1-187.

1958, Renoux (S.). — La notion d’espéce dans le genre Brucella. Ann. Inst.
Past.,, Paris, 94, 180.

1955. Ritrer (W.). — Der Nachweis fliichtiger Fettsduren. Milchwiss.,, 10,
pp. 122-127; Schweiz. Milchstg., 67; Wiss. Beilage, 30; pp. 233-240.
Samrr (K.). — Communication orale.

1921, SreERMAN (J.-M.). — The cause of eyes and characteristic flavor in Em-
mental or swiss cheese. J. Bact., 6, pp. 379-391.

1937. StauB (W.). — Beobachtungen tiher Propionsiurebalkterien.

Festschrift zum 70. Geburtstag von Prof. Dr phil. und Dr h. c¢. Robert
Burri Schweiz. Milchstg., n® 56.

1908. TuoeNt (J.), ALLEMANN (O.). — Ueber rote Punkte im Emmertalerkise
hervorgerufen durch Bacterium acidi propionici var. ruber.
Landw. Jahrb. d. Schweiz., 22, pp. 46-52.

1910. Tuoent (J.), ArLemanN (0Q.). — Ueber das Vorkommen von gefirbten
makroskopischen Bakterienkolonien in Emmentalerkisen.
Zbl. Bakt., II. Abt., 25, pp. 8-29.

1909. Troi-PererssoN (G.). — Studien fiber in Kise gefundenen glyzerin-
vergirenden und lactatvergirenden Bakterien. Zbl. Bakt., II. Abt., 24,

pp. 333-342,

1931, WerkMan (C.H. Kenparr, — Towa State Coll. Journ. Sci, 6
pp. 17-32, ref. nach JanoscHECK (1944).

1933. Werkmany (C.H.), Browxy (R.W.). —The propionici acid bacteria. II.
Classification. J. Bact., 26, pp. 393-417.

1058, Zorrmkorer (E.), Kurmann (J.). — Fabrikationstechnische Versuche zur
Herstellung von « Glarner Landkdse » auf Baumgarténalp (Sommer 1957),
Schweiz. Milchztg. Nr 90, Wiss, Beilage 60, pp. 474-480.

1959, Zorukorer (E.), Kurmann (J.). — Internat. Milchw. Kongress London.
Sous presse.





