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INTRODUCTION 

S'il est generalement admis que l'azote mineral est l'ultime source d'azote pour toutes 
les formes de vie, particulierement en milieu marin, de nombreuses controverses se sont elevees 
entre les chercheurs, en ce qui concerne l'etape fondamentale representee par la denitrification 
et la reduction des nitrates. 

Des I875, AuDOYNAUD (I) affirme que les nitrates et les sels d'ammonium sont assimi
lables par de nombreux organismes marins. La presence dans la mer de bacteries reductrices 
des nitrates est demontree par BEIJERINCK (2) en I89o, par RussELL (3) en I893, par FrsHER (4) 
en r894, par VERNON (5) en I898. GRAN (6), en r9oi, isole d'horizons riches en matiere organique 
plusieurs especes de bacteries reductrices des nitrates. 

FEITEL (7), en I9o3, montre la presence de ces organismes partout ou abondent des 
residus organiques et determine experimentalement leur activite. IssATCHENKO (8) en trouve 
dans les eaux de l'Ocean glacial arctique, a des temperatures de I a 3 ° c. 

WAKSMAN et coll. (9), etudiant le cycle de l'azote dans la mer, affirment que celui-ci 
est comparable au cycle terrestre et que la denitrification se rencontre plus specialement dans 
les eaux tropicales. 

Les travaux de P ARLANDT (I o) et le LLOYD (I I) mettent en lumiere le grand nombre de 
bacteries marines capables de reduire les nitrates en nitrites, ammoniaque et azote, ces bacteries 
appartenant a de nombreuses especes. 

Surles 6o souches etudiees par ZoBELL et UPHAM (12) en I944, 34 reduisaient les nitrates 
en nitrites, 2 seulement les reduisaient en azote, et ces auteurs estiment que moins de 5 % 
des bacteries marines sont susceptibles de reduire les nitrates en azote. 

Selon WooD (I 3 ), la balance azotee du milieu marin est liee etroitement aux processus 
de denitrification et de fixation de l'azote, problemes non encore resolus, car on ne sait toujours 
pas s'il y a gain net ou perte d'azote dans lamer. 

En contribution a ces divers travaux, nous avons determine les bilans azotes, au cours 
de la croissance, en culture pure de 4 souches de bacteries marines. 

Materiel et Methodes. 

Origine des prelevements. 
Nous avons etudie 4 souches, denommees: D 6, D I6, D I8, D 22, dont les caracteres 

morphologiques, biochimiques et la position taxinomique feront l'objet d'une publication 
ulterieure. 
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D6 et Dr6 ont ete isolees de sediments mediterraneens clu large ; Dr8 d'eau del' Aber de 
Roscoff; Dzz de sediment de l' Aber de Roscoff. 

Techniques d'isolement; milieux de culture. 
Les sediments et l'eau de mer, prealablement dilues selon la methode habituelle, ont ete 

inocules dans un milieu de composition suivante : eau de mer vieillie : 7 5o ml; eau distillee : 
250 ml; KN03 : ro g; glucose: rog; CaC03 ; rog; FeC13 en solution: 2,5 ml;K2HP04 : o,5oog; 
solution d'oligo-elements : ro gouttes. Le pH du milieu est amene i 7,6. Le milieu est reparti 
sur I 0 em de hauteur dans des tubes a cloche et sterilise a I I 5 oc pendant 20 minutes. L'inoculum 
consiste en I ml d'eau diluee ou de suspension de sediment. L'incubation a ete faite i 2ooC. 

Des le 2e jour d'incubation, on recherche les nitrites i l'aide du reactif de Griess. Dans 
les tubes presentant du nitrite, on preleve 2 gouttes de culture que 1' on etale a la surface d'une 
boite de Petri dans laquelle on a coule un milieu nitrate et gelose (I2 pour rooo d'agar) ayant la 
meme composition que le milieu d'enrichissement, mais ne comportant pas de CaC03• Les boites 
de Petri sont incubees a 2o°C et les diverses colonies qui s'y developpent prelevees apres 3 ou 
4 jours. Ces colonies sont alors entretenues sur le milieu initial dans lequelles diverses recherches 
qualitatives et quantitatives sont effectuees. 

Techniques de dosage. 

r0 ) Dosage des nitrates. 

Nous nous sommes inspires de la methode de Devarda (14) qui consiste en une reduction 
alcaline des nitr:;~.tes par l'hydrogene naissant, les nitrates etant alors transformes en NH4• Par 
ce procede, on dose egalement les nitrites, eux aussi reduits en NH4 • 

Nous avons neanmoins du modifier la methode initiale pour la rendre applicable aux 
dosages dans des milieux complexes tels que les milieux de culture, et finalement le protocole 
adopte a ete le suivant : 

a) Elimination de l' ammoniaque par ebullition. On met dans un ballon une prise d'essai 
renfermant une quantite de nitrate comprise entre 0,2 et o,5 mg. On ajoute 2 ml de lessive de 
soude a 30 % et 50 ml d'eau distillee. On concentre par ebullition jusqu'a IO ml. (Le pH de la 
solution est suffisamment eleve (I I, 5) pour eviter toute perte de nitrate et de nitrite.) 

b) Reduction des nitrates et des nitrites en ammoniaque. Apres avoir refroidi le ballon, on y 
introduit un morceau d'aluminium pur (I i 2 gr) et on laisse la reaction se poursuivre pendant 
6 heures au moins. Pour eviter une perte de l'ammoniaque entrainee par le degagement gazeux 
au cours de la reduction, il est necessaire de recueillir ce dernier par barbotage dans de l'eau 
distillee exempte d'ammoniaque et addifiee (z ml de S04H 2, Njro). 

c) Extraction. L'ammoniaque forme par reduction des nitrates et eventuellement des 
nitrites est entraine par la vapeur dans l'appareil de Parnas. On recueille, dans un exces d'acide, 
au moins zo ml de distillat auxquels on ajoute les eaux de barbotage obtenues lors de la reduc
tion et on complete a z 5o ml. On mesure au photocolorimetre i 52 5 fL la coloration obtenue 
grace au reactif de Nessler et on obtient la quantite de nitrate correspondante a l'aide d'une cour
be de reference prealablement etablie. 

Cette methode no us a donne entiere satisfaction. A 1' origine, il est ainsi possible de closer 
le nitrate par reduction alcaline puisque le milieu ne renferme aucune trace d'azote organique. 
Au cours de la croissance, la methode reste applicable, il suffit d'eliminer les bacteries par 
filtration et l'ammoniaque pouvant avoir ete forme dans la culture par ebullition. 

Il est necessaire toutefois de proceder au dosage des nitrites par une autre methode 
afin d'obtenir la quantite de nitrate present dans le milieu en procedant par difference. 

zo) Dosage des nitrites. 

Les nitrites ont ete doses par l'excellente methode de RIDER et MELLON (I5l· 
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3o) Dosage de l'ammoniaque. 
Le dosage de l'ammoniaque par la methode colorimetrique directe, a l'aide du :t:eactif 

de Nessler, n'a pu etre pratique sur le milieu de culture, car de nombreux ions (Mg, P04 , etc) 
en precipitant, masquent la reaction coloree. 

Nous avons done procede a une extraction prealable de l'ammoniaque par entrainement 
a la vapeur, mais il est necessaire d'operer avec certaines precautions pour eviter toute erreur 
due a !'hydrolyse de composes azotes (amines par exemple) formes au cours de la culture. 

Nous avons opere en milieu tamponne par l'acide borique et la soude, a pH :9,8 (prise 
d'essai contenant 0,2 a 0,5 mg de N-NH4 et IO ml de tampon), l'entrainement de l'ammoniaque 
a ete realise sous vide a l'aide d'une trompe a eau et le produit dose colorimetriquement dans 
le distillat selon la methode utilisee pour le dosage des nitrates. 

Nous avions au prealable effectue quelques essais de dosage d'ammoniaque, en presence 
d'uree ou de divers acides amines. Les resultats obtenus dans ces conditions ne different pas 
de plus de 2 % de ceux obtenus avec l'ammoniaque seul, on peut done en conclure que l'uree 
ou les acides amines ne subissent lors de ce procede operatoire aucune degradation. 

4°) Dosage de l'azote organique. 

Le dosage de l'azote organique peut se faire par micro-Kjeldahl. Cependant, quand 
on est en presence d'une certaine quantite de nitrate, cette technique est inutilisabie, car dans 
ces conditions, a des pH tres bas, le nitrate est detruit et transforme en composes azotes volatils 
qui provoquent, par leur combinaison avec l'azote ammoniacal que l'on cherche a closer, une 
perte importante de celui-ci. 

Nous avons done utilise la methode de Rauterberg et Knipperberg, modifiee par VER

HOEVEN (I 6) qui comporte une destruction prealable du nitrate. 
L'azote organique a ete dose dans les corps bacteriens obtenus par centrifugation, 

puisque nous avons cultive nos souches sur des milieux ne comportant aucune trace de compo
ses azotes organiques. 

Resultats. 
Nous avons tout d'abord effectue sur chacune de nos souches des tests de croissance 

en anaerobiose sur divers milieux. 

Les resultats de ces experiences soot resumes dans le tableau I. 

TABLEAU I 
. 

(I) Milieu liquide glucose (2) Milieu gelose, glucose (3) Milieu liquide 
(I%) (I %) peptone (I %) peptone (I %) 

Souches Source d' azote 
N03- N02- NH4+ avec N03- sansN03- avecN03- sansN03-

D 6 + + - + ± + -
D I6 + + - + ± + -
D I8 + gaz + - + gaz ± + -
D 22 + gaz + - + gaz ± + -

Les 4 souches poussent facilement sur milieu liquide (I), glucose a I %, lorsque la 
source d'azote est representee par du nitrate ou du nitrite. On n'oberve pas de croissance en 
presence de chlorure d'ammonium. 
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Sur milieu gelose (2), peptone (r%), glucose (r%), la culture est abondante en presence 
de nitrate, beaucoup plus grele en son absence. 

En milieu (3) peptone (r%) comportant du nitrate comme seul accepteur d'hydrogene, 
on observe une culture des 4 souches, et pas de culture en l'absence de nitrate. 

Les souches DrS et D22 montrent, au cours de leur croissance, un degagement gazeux 
important pour D22, plus faible pour DrS. L'analyse qualitative des gaz formes au cours de 
la croissance par ces 2 souches a montre qu'il s'agissait d'un melange de composes nitres, 
sans qu'il nous ait ete toutefois possible de preciser les proportions dans lesquelles ces gaz 
coexistaient. · 

Nous avons ensuite etabli des bilans metaboliques des 4 souches, sur milieu liquide, en 
anaerobiose, et les resultats de ces experiences sont rapportes dans le tableau II. 

Incuba- N-N03 N-NO,IN-NH,IN-mga-1 Total -IN,comb~C 
Souches tion Initial I Final (m ) (m ) I n1que [N2combwe retrouve 

jours (mg) 

I 

(mg) g I g (mg) (mg) 1 (%) 

I 

I 
I 

D 6 s 140 I traces So 50 4 I34 I 9 5, 7 I I 
D r6 s I3S I 95 24 s, 75 9,5 I 3 7, 2 5 I 99A5 

I 
I 

D rS 6 I3S s' 5 So 7 7 I02, 5 I 74,27 I 
D 22 3 69,3 

I 
traces 2 5,2 5 II I S,2 5 

I 
26,33 

I I 

TABLEAU II. - Bilans azoth 

Ces resultats permettent de definir exactement l'activite des souches considerees et confir
ment parfaitement ceux, qualitatifs, du tableau I. 

--NH!Is 
150 -----· N.NO, 

-·············· N NH, 

100 

50 

10 30 

_ Courbe de croissance 
-- N.N03 
----- N .N02 
................ N. NH, 

N.bactiricn 

10 mg 

90 lJO Hcuru 

D6, a pres S jours d'incubation a consomme entierement le nitrate qui lui avait ete fourni, 
les produits finaux de son metabolisme etant le nitrite (So mg) et l'ammoniaque (5o mg), on 
retrouve en fin d'experience 95,71 % de l'azote initial. 

Dr6, au contraire, consomme peu de nitrate, forme peu de nitrite et d'ammoniaque, 
avec cependant un excellent rendement, puisqu'en fin de culture on a par litre 9,5 mg d'azote 
organique. La balance azotee est ici encore equilibree, car on retrouve 99,45 % de l'azote initial. 

Le comportement de DrS et surtout de D22, est tres different. DrS consomme presque 
entierement le nitrate, donne beaucoup de nitrite, tres peu d'ammoniaque. On ne retrouve que 
74,27 % de l'azote initial, 25 % done de cet azote ont ete metabolises en produits gazeux. 

D22 a une activite plus intense; en effet, illui suffit de 3 jours pour reduire completement 
le nitrate en donnant 74% de produits gazeux, tres peu de nitrite (z mg) et tres peu d'ammonia
que (5,25 mg). 
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Nous avons enfin etabli, pour les souches D6 et D22, les courbes de consommation de 
nitrates, d'apparition de nitrites et d'ammoniaque, ainsi que la courbe de croissance pour D22 
(fig. I et 2 ). 

Conclusion. 
Ces diverses expenences, conduites avec 4 souches bacteriennes apparemment tres 

differentes, nous permettent de conclure que DI6 et D6 doivent etre considerees comme des 
reducteurs de nitrate. D I 8 et D 22 au contraire, sont des denitrificateurs vrais. 

Ainsi done, nous referant aux travaux de VERHOEVEN (r6) (IJ) et de KLUYVER (I8), 
nous distinguerons, parmi ces souches, deux types essentiels : 
D6 et Dr6 : qui seront consideres comme dissimilatifs accidentels, puisque le metabolisme de 

ces germes aboutit en anaerobiose au nitrite et a l'ammoniaque, le nitrate jouant dans ce 
cas le role d'un accepteur d'hydrogene non essentiel. 

Dr8 et D22: qui seront consideres comme des dissimilatifs vrais, le nitrate etant ici accepteur 
d'hydrogene essentiel, et les produits du metabolisme specialement de l'azote et des pro
teines microbiennes. 

Centre national de la Recherche .rcientifique - Mar .reille. 
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