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METHODE D’ESTIMATION
DU POUVOIR DENITRIFIANT DES EAUX
ET DES SEDIMENTS MARINS

par Edmond LAGARDE

L’étude du métabolisme azoté des bactéries dénitrificatrices et
réductrices des composés oxygénés de I'azote minéral a fait I'objet
de nombreux travaux, mais les méthodes d’appréciation écologique
de ces phénoménes sont rares, et présentent quelquefois de sérieuses
difficultés expérimentales. ALLEN et VAN NIEL (1952) utilisent une
méthode manométrique au Warburg, adaptée parfaitement aux
études de souches pures, mais peu applicable en écologie.

La technique que nous décrivons ici est inspirée par celles
préconisées par de Barsac (1952) et PocHon (1954). Elle s’en dif-
férencie cependant sensiblement, par le fait que nous utilisons
d’autres données, et surtout parce qu’elle aboutit en définitive a
P'établissement d’un véritable « coefficient de dénitrification ».

MATERIEL ET METHODES

Les eaux ou les sédiments, dilués selon la technique habituelle,
sont ensemencés, soit dans le milieu décrit lors d’'une communica-
tion antérieure (LAGARDE, 1962), soit dans un milieu de composition
suivante :

Eau de mer vieillie ......... 250 a4 750 ml. (1)
Eau distillée. ... c0c0ee.ons 750 a 250 ml.
Nitrate de Potassium ....... 1 gr.

. (1) La salinité finale du milieu de culture est établie en fonction des condi-
tions existant dans le biotope prospecté.
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Phosphate ferrique ......... 0,500 gr.

Glucose ou Mannite ......... 5 gr.

Solution d’oligo-éléments .... 10 gouttes.

Bacto-Peptone Difco ........ 0,500 gr.

Bacto-Yeast-Extract Difco ... 0,506 gr.
pH: 7,6.

Ce milieu est réparti en tubes pyrex de 20 X 200 mm dans
lesquels on place au préalable 200 mg environ de carbonate de
calcium et un petit tube retourné qui servira & apprécier la pro-
duction de gaz lors de la culture. On stérilise 20 minutes 4 115° C.

On distribue 0,5 ml de chaque dilution (de 10— a 10— en
principe) dans 2 tubes de culture. Les conditions d’anaérobiose
requises pour la dénitrification sont réalisées, soit par I'emploi du
mélange acide pyrogallique - carbonate de soude, soit par I'incu-
bation des cultures en dessicateur, sous atmosphére d’hydrogéne.
La température d’incubation est variable selon I'origine des échan-
tillons; nous incubons en principe a 20 - 23° C nos prélévements
méditerranéens.

Les 3% 6° 12°, 18° et 30° jours, on préléve dans une série de
tubes 1 ml de culture que I'on répartit dans 2 tubes 4 hémolyse.
La disparition des nitrates est recherchée dans le premier tube,
I'apparition des nitrites dans le second.

a. Disparition des nitrates

Les nitrates sont recherchés par la méthode préconisée par
de BarJsac (1952). On élimine tout d’abord les nitrites par I'urée
et I'acide sulfurique, puis on recherche les nitrates par le réactif
a la diphénylamine sulfurique. On note & chaque estimation le
dernier tube contenant encore du nitrate.

b. Apparition des nitrites

La technique de RipER et MELLON (1946) a été utilisée pour ces
déterminations. On note ici le premier et le dernier tube contenant
des nitrites.

Les résultats des mises en évidence des nitrates et des nitrites
sont consignés sous forme de tableau (Tableau 1). En fin de culture,
on note également la présence éventuelle de gaz dans les cloches.

Nous avons également recherché systématiquement ’apparition
d’ammoniaque dans les cultures, mais lors de la détermination du
« coefficient de dénitrification », nous ne tiendrons pas compte de
cette information. En effet, la courbe de disparition des nitrates,
I'aire des nitrites et la formation de gaz nous semblent suffisamment
représentatifs du processus de dénitrification. De plus, la formation
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TABLEAU 1
Dilutions
Jours

10 | 10-2| 10 | 10*| 10°| 10° | 10" | 102 | 10* | 10
NO3 - - + + + + + + + +

3
NO2 - + + + = - - - - -
NO3 - - - + + + + + + +

6
N02 - - + + - - - - - -
NO3 | - - - - - + + + + +

12
NO2 - - - - : - - - - -
NO3 - - - - - - + + + +

18
N02 - - - - + + - - - -
NO3 - - - - - - - + & oy

30
NO2 - - - - - - + - = =
Gaz + + + + + + - o -y i

d’ammoniaque elle-méme ne peut étre considérée comme absolu-
ment significative (THoMAs, 1946).

Les résultats sont ensuite transcrits sous forme de graphique
(fig. 1) :
On note alors :
— l’aire des nitrates,
— l’'aire des nitrites,
— la dilution extréme présentant du gaz,
— la dilution extréme atteinte lors de la culture,
— la durée totale de I’expérience.

Ces divers éléments servent i établir la relation suivante :
Aire (NO; 4 NO,;) — (Dilution extréme Gaz X K) Coelficient de
Dilution extréme culture X Jours incubation "~ dénitrification

Nous avons attribué a4 K la valeur numérique de 5, qui, dans
les conditions de nos expériences, semble convenir le mieux a I'éta-
blissement du coefficient.
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Fic. 1. — Représentation graphlque du pouvoir dénitrifiant de 3 horizons
sedlmentalres saumatres et marins : Bouvmr dénitrifiant trés élevé (C.D.=
0, 029)(:, i p{;nsl(\]rou dénitrifiant moyen (C =0,39); C, pouvoir dénitrifiant fai-
ble (C.D.=0,

RESULTATS

La comparaison de nombreux graphiques, résultats d’expéri-
mentations répétées en milieu marin ou lagunaire, nous a montré
que les valeurs de ce coefficient de dénitrification pouvaient étre
interprétées comme suit :

Pouvoir dénitrifiant trés élevé ..... 0 < CD < 0,10
» » » élevé ......... 0,10 <CD < 0,25
» » » moyen ........ 0,25 < CD < 0,40
» e 7 e .... 0,40 < CD < 0,8
» » » trés faible .... 0,85 < CD
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Les graphiques de la figure 1 illustrent ainsi parfaitement le
pouvoir dénitrifiant des échantillons examinés :

— Le prélévement correspondant au graphique A avait été
effectué a l'interface eau-sédiment d’une station lagunaire haute-
ment polluée, riche en matériel organique. Cette station, que nous
suivons réguliérement depuis plus d’une année, a toujours été
trouvée peuplée d’une microflore dénitrificatrice abondante et trés
active.

— Le graphique B est la représentation d'un pouvoir dénitri-
fiant moyen. Il correspond a4 une étude faite sur un horizon marin
sableux, stable.

— Le graphique C représente le pouvoir dénitrifiant d’un hori-
zon sursalé de mangrove, ol les populations microbiennes sont spé-
cialement peu nombreuses et peu actives.
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