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Résumé 
Les activités des différentes enzymes de la dénitrification ont été mesurées sur des extraits provenant de 

cultures aérobies sans nitrate et anaérobies avec nitrate ou N,O, de quatre bactéries dénitrifiantes mésophiles et 
d’une bactérie thermophile récemment isolées du sol. Ces enzymes sont souvent synthétisées en aérobiose à un 
faible niveau, en l’absence d’inducteur. L’une des souches étudiées a présenté une croissance positive avec NO 
comme substrat respiratoire ; ce gaz a induit toutes les enzymes de la dénitrification. L’activité N20-réductase 
des bactéries mésophiles a été estimée en présence de chloramphénicol, sur les cellules d’une culture aérobie 
sans nitrate. 
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Abstract 
SYNTHESIS OF DENITRIFYING ENZYMES IN FIVE DENITRIFYING BACTERIA 

Denitrifying enzymes activities were measured in crude extracts from cells grown in aerobic conditions 
without nitrate or grown with nitrate or nitrous oxide in anaerobic conditions, for 4 mesophilic and I 
thermophilic denitrifying bacteria recently isolated from soil. These enzymes were often synthetized without 
inductor in aerobic conditions at a low level. One of the strains stutied could grown anaerobically with nitric 
oxide as the terminal electron accepter ; this gas has induced a11 the denitrifying enzymes. Nitrous oxide 
reductase activity of mesophilic bacteria was estimated in the presence of chloramphenicol in washed ce11 
suspension from growth in aerobie conditions. 

Key words : Denitrification - Biosynthesis - Enzymes - Bacteria. 

INTRODUCTJON 

La biosyntbèse des enzymes de la dénitrification est 
induite simultanément par tous les intermediaires utilisés 
comme substrat respiratoire en l’absence d’oxygène 
(PAyNE, 1973). Chez Pseudomonas perfectomarinus, il 
n’y aurait qu’un gène n5gulateur qui peut être affecte par 
plusieurs inducteurs ; il est @rimé par O2 (PAYNE , 1973). 

De nombreux auteurs ont rapporte que l’anaérobiose et 
la présence d’inducteurs sont nkessaires à l’acquisition de 
l’activité dénitrifiante. Ainsi chez Pseudomonas denitrifl- 
cuns on observe une latence de plusieurs heures pour 
rdduire N,O en Ne (DELWICHE, 1959). Chez Puracoccus 
(Micrococcus) denitrificans, les cellules sont d+nuvues 
d’activité nitrate - ; nitrite - ; ou oxyde nitreux-n5ductase 
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lorsqu’elles sont cultivées en aérobiose même en pnknce 
de NOiou NzO (PICI+IN~TY et d’Orwmo, 1961). La nitrite- 
réductase est inductible et sa synthèse est &nimke par Oe 
chez cette bactérie (P~cumorv, 1%9). L’oxygène exerce 
deux effets distincts et complémentaires : il n5prime la 
formation des enzymes de la dénitrifïcation et inhibe leur 
fonctionnement (PICWN~TY, 1%5). Les enzymes de la dé- 
nitrifkation ne sont pas synthétisées dans les cellules de P. 
perfectomarinus cultivées en aérobiose puis placées en 
anaérobiose. Mais la synthèse a lieu dans ces conditions 
après addition de nitrate. Elle est simultanée et nécessite 
40 minutes ; elle est maximum aprks 60 minutes (PA~NE et 
coll. > 197 1). Chez Alcaligenes faecalis la nitrate- 
réductase qui est une hémoprotéine cd, n’est pas synthkti- 
sée en aérobiose (IWASAKI et MATSUBARA, 1971). 
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F IG. 1. - Réduction de Ns0 par les cellules lav6es provenant d’une 
culture aérobie sans nitrate. Milieu de cuhum, 25 ml ; suspension 
bactérienne, 1 ml ; krypton (étalon interne), 2 ml ; N,O, 10 ml (10 
96 de la phase gazeuse) ; atmosphère, He pur ; incubation à 370 C 
dans bain-marie agité. (A) Bacillus azotofonnans ; (B) Flavobacte- 
rium sp. ; o ------ o + chloramph&icol, 100 &ml. 

l ------ l sans chloramph&ticol. 

térie, même après culture anaérobie sur N,O. 
La nitrite-réductase n’est pas constitutive chez B. 
azotoformans ainsi que la NO-réductase chez Flavo- 
bacterium sp. La N,O-reductase est constitutive chez 
les bactéries étudiées : ainsi B. azotoformans et Fla- 
vobacterium sp. réduisent NzO en présence de chlo- 
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ramphénicol après croissance aérobie sans nitrate 
(fig. 1). En l’absence de chloramphénicol, une syn- 
thèse de l’enzyme est observée ; elle est presque im- 
médiate chez la première bactérie et ne démarre 
qu’après 50 mn d’incubation à 37” pour la seconde. 
Le surnageant à 4.000 g de l’extrait de la bactérie 
thermophile cultivée en aérobiose sans nitrate, réduit 
Na0 avec une vitesse voisine de celle obtenue avec un 
extrait d’une culture anaérobie sur nitrate. Enfin, 
toutes les enzymes de la dénitrification ont été indui- 
tes lors de la croissance anaérobie de Bacillus sp. en 
utilisant NO comme substrat respiratoire ; cette crois- 
sance en présence de NO est un fait nouveau dans 
l’étude de la dénitrification compte tenu de la grande 
toxicité de ce gaz (PICHINOTY, GARCIA et coll., 1978). 

Les enzymes de la dénitrification, dont la biosyn- 
thèse est simultanément induite par tous les intermé- 
diaires et réprimée par l’oxygène, sont donc égale- 
ment souvent synthétisées à un faible niveau en I’ab- 
sente d’inducteur. Ce niveau dépend de l’aération du 
milieu de culture ; dans le cas des bactéries mésophi- 
les étudiées, la culture a été effectuée dans une fiole à 
toxine sur une table d’agitation circulaire, avec la 
même vitesse de rotation pour toutes les cultures. 
Pour la bactérie thermophile, l’aération a été réalisée 
à 55”, par introduction forcée d’air comprimé dans le 
milieu ; mais malgré ce procéde, la teneur en 0, du 
milieu de culture reste faible a cette température et se 
traduit par l’existence d’un niveau de base nettement 
plus élevé que pour les bactéries mésophiles, quelle 
que soit l’enzyme mesurée. 
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