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SUMMARY 

DENITRIFICATION IN A SPORULATING THERMOPHILIC BACTERIUM 

Denitrification in a thermophile isolated on nitrite containing-medium 
(5 g/l) was studied by means of Warburg respirometry and gas chroma- 
tography. This strain seems t o  denitrify nitrite more rapidly than nitrate. 
Extracts of cells grown anaerobically on nitrate have dissimilatory nitrate 
reductase (type A) ; extracts of cells grown aerobically witp'out nitrate 
have raised levels of the two types of nitrate reductase A p d  B. The 
optimal temperature for enzyme A activity is 600 C. Nitrite reductase 
activity was measured using yeast extract as electron donor. For nitric 
oxide reductase activity, yeast extract is as efficient an electron donor as 
sodium lactate. Nitrous oxide reductase activity was found only in the 
4000 g supernatant showing the particulate nature of the enzyme. A 
mixture of FAD, FMN and NADH served as electron donor. Using ace- 
tylene as an inhibitor of nitrous oxide reduction in both whole cells and 
extracts, we showed that this gas is an intermediate compound in the 
reduction of NO t o  N,. 

\ 

KEY-WORDS: Denitrification, Reductase, Thermophily; Sporulating bac- 
terium, Soil. - 

INTRODUCTION 

Les bactéries dénitrifiantes thermophiles ont été relativement peu étu- 
diées. Ambroz, le premier, a isolé en 1913 un bacille sporulé qu'il nomma 
Denitrobacterium thermophilum [ 11. Au cours d'une étude systématique du 
genre Bacillus, Smith, Gordon et Clark [Zl] n'ont trouvé que 4 souches 
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dénitrifiantes sur 216 appartenant à l’espèce B. stearothermophilus. E n  
1968, Wolff et Barker [22] ont  proposé de scinder cette espèce en trois 
groupes : seules les souches du groupe 1 (B. kaustophilus ou B. thermodeni- 
trificans) réduisent le nitrate avec production de gaz. De Barjac et Bonnefoi 
[4] n’ont pas trouvé de différences notables entre les 5 souches dénitrifiantes 
de B. stearothermophilus qu’ils on t  ktudiées ; leurs observations corroborent 
celles de Smith e t  coll. [21]. 

Nous avons isolé à partir  de sols de rizière d u  Sénégal une quarantaine 
de bactéries dénitrifiantes thermophiles. L’une de celles-ci a été étudiée 
dans le but de préciser la  séquence des produits de la  dénitrification. 

M A T a R I E L  ET METHODES 

fil icroorganisme. 

La souche TnBA, a été isolée à 650 à partir d’un sol de rizière de Casamance 
(Sénégal), par culture d’enrichissement en milieu complexe [5] renfermant 5 g/1 
de KNO, comme accepteur final d’électrons. C’est un bacille sporulé immobile, 
à spore ovale et déformante, oxydaset et Gram-, qui semble correspondre à l’espèce 
B. thermodenitrificans [22] puisqu’il ne croît pas en milieu complexe contenant 3 yo 
de NaCl, n’hydrolyse ni “la gétaline ni l’amidon, ne forme pas d’acétyl-méthyl- 
carbinol ni d’indole, et produit de l’acide en anaérobiose sur arabinose, mannitol 
et xylose sans en produirp sur lactose, rhamnose et cellobiose. Cependant, contrai- 
rement à la définition da l’espèce B. stearothermophilus [4] qui englobe le groupe 
B. thermodenitrificans, la souche TnBA, croît bien sur gélose nutritive à pH 6. 

Cultures. 

Toutes les cultures ont été faites à 550. Pour obtenir des suspensions cellulaires, 
nous avons utilisé le même milieu que celui qui a servi à l’isolement [5] et prockdé 
de la manière suivante. A partir d’une gélose inclinée (agar nutritif Difco, 23 g ; 
agar, 10 g ; eau distillée, 1 O00 ml) âgée de 8 h environ, on ensemence un ballon 
de 250 ml contenant 100 ml de milieu. Les cultures aérobies sont soumises à un bar- 
botage d’air ; les cultures anaérobies sont effectuées sous N,O ou sous N, lorsque 
le milieu contient KNO, ou KNO, (5 g/l). Après 8 h d’incubation, on ensemence 
un ballon de 2 1 contenant 1,4 1 de milieu agité magnétiquement ; cet ensemence- 
ment est réalisé automatiquement au cours de la nuit à l’aide d’un dispositif 
très simple : la sonnerie d’un réveil déclenche mécaniquement l’ouverture du tuyau 
de jonction entre les deux ballons. Après 4 à 5 h, on récolte les cellules par centri- 
fugation (140 ; 20 min, 4 O00 9) ; une centrifugation trop rapide risque d’entraîner 
une lyse des cellules. Ces dernières sont ensuite lavées deux fois dans les mêmes 
conditions de centrifugation avec une solution saline [5] puis recueillies dans 
5 à 10 ml de tampon phosphate 0,066 M, pH 7,4 [5] ; la solution de lavage et le 
tampon sont maintenus à 550 avant usage. 

Priparation des extraits. 

Les extraits sont obtenus par deux passages successifs dans une cellule de 
French à 20 O00 PSI puis centrifugation à 4 O00 ou 38 O00 g pendant 30 min à 140. 
La teneur en protkine [ l l ]  est environ 25 mg/ml. Les extraits sont utilisés immé- 
diatement. 
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Réduction des oxydes de l’azote par les suspensions cellulaires. 
La réduction du nitrate, du nitrite, de l’oxyde nitrique et  de l’oxyde nitreux 

par les cellules lavées, a été étudiée à l’aide de la chromatographie en phase gazeuse. 
On utilise 1 ml de suspension bactérienne dans des flacons sérum de 125 ml contenant 
25 ml du milieu de culture sans accepteur d’électrons, 1 ml d’une solution de 
chloramphénicol (concentration finale : 100 pg/ml). Les flacons sont mis sous vide 
pendant 5 min puis gazés à l’hélium N45 (Sté l’Air Liquide, Paris) ; l’opération 
est répétée trois fois. On introduit ensuite, à l’aide de seringues en plastique, 
2 ml de krypton N35 (qui sert d’étalon interne) et  l’un des 4 composés azotés 
suivants : KNO,, 50 mg ; KNO,, 50 mg ; NO, 10 ml ; ou N,O, 10 ml. Puis on met 
les flacons en incubation à G O O  dans un bain-marie agité. Des analyses de l’atmos- 
phère des flacons sont eflectuées toutes les 40 min pendant 3 h a l’aide d’un chroma- 
tographe à conductibilité thermique (( Varian Aerograph )) 90 P4, suivant les condi- 
tions décrites ailleurs [8, 91. Les résultats - deux répétitions - sont rapportés 
au mg d’azote total déterminé par microkjeldhal. 

Mesure des activités enzymatiques. 
L’activité nitrate-réductase a été mesurée à G O O  par une méthode manomé- 

trique [20] avec le benzyl-viologène comme donneur d’électrons. Les amines aroma- 
tiques utilisées habituellement comme donneurs d’électrons pour doser la nitrite- 
réductase dissimilatrice, n’ont pu être employées ici car elles donnent lieu à une 
réaction chimique importante avec le nitrite à G O O .  L’extrait de levure (( Difco 1) 

a été utilisé comme donneur d’électrons [17]. La réduction de l’oxyde nitrique 
a été mesurée au chromatographe à l’aide du lactate de sodium [18] ou de l’extrait 
de levure comme donneurs d’électrons, dans des fioles de 13 ml incubées dans un 
bain-marie 9 agitation A G O O  et munies d’un septum ; elles contiennbnt : tampon 
phosphate 0,065 M pH 7,4, 1 ml ; lactate de sodium 0,5 M, 0,3 ml ; extrait, 1 ml ; 
NO, 1 ml ; krypton, 0,2 ml ; atmosphkre d’hélium pur. On mesure l’activité oxyde 
nitreux-réductase au chromatographe à G O O  en utilisant l’extrait de levure à concen- 
tration élevée (10 %) ou le mélange FAD, FMN et NADH [19] comme donneurs 
d’électrons ; l’acétylène (10 % de la phase gazeuse) a été utilisé comme inhibiteur 
de l’enzyme [3, 231. 

‘C 

2 

R~SULTATS 

1) Étude  de la dénitrification par  les suspensions cellulaires 

Nous n’avons jamais trouvé d’activité dénitrifiante lorsque les cellules 
lavées étaient remises en suspension dans du tampon phosphate 0,066 M 
contenant l’un des composés suivants comme donneur d’électrons : glucose, 
saccharose, DL-lactate et succinate. Par contre, une activité significative 
se inanifeste lorsque l’on emploie le milieu de culture additionné de 
100 pg/ml de chloramphénicol et l’un des quatre accepteurs d’électrons : 
KNO,, KNO,, NO ou N,O. 

Les résultats (tableau I) ont été obtenus après croissance de la souche 
en présence de nitrate ou de nitrite (aux concentrations de 2 et  5 %o) 
ou de N,O. Une accumulation de NO a pu être observée dans le cas de 
NO; avec des cellules provenant d’une culture anaérobie avec nitrate. 
D’autre part, l’oxyde nitrique est réduit à une vitesse beaucoup plus 
grande lorsque les cellules proviennent d’une culture sur nitrite à haute 
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NO 

O 

78 

TABLEAU I. - Activité dénitrifiante à 600 
des suspensions cellulaires (vitesses maximales) 

après croissance anaérobie à 550. 

N,O N2 

O 89 

17 116 

Accepteur anaérobie 
avec 

NO; 

NO; 

NO, 

NO 

No, 5 %o 1 y: 

- 

- 
O 

Production 
pl gaz/mg N/h 

22 289 

- 2 526 

409 1135 

- 

- 

- I 46 I 46 

2 593 

- 

- I - I 767 

O I 195 1 472 

O I O 1 1 0 5 0  

O 

600 - 

- 5 070 

O O 40 

O O 35 

- 

- 1 0 1  78 

- I 744 I l  
- 1 - 1 1  

- I  II - I - II  

394 I - II 

concentration. L’accumulation de N,O est souvent transitoire car l’activité 
oxyde nitreux-réductase des cellules est très élevée, surtout dans le cas 
d’une culture sur nitrite ou N,O. La production de N, est beaucoup plus 
importante avec les cellules provenant d’une culture sur nitrite à haute 
concentration. 

En  utilisant l’acétylène (10 yo de la phase gazeuse) comme inhibiteur 
de la réduction de NzO, on observe l’accumulation de ce gaz quel que soit 
l’accepteur d’électrons, la production de N, étant considérablement réduite. 
La figure 1 représente l’influence de C,H, sur l’activité dénitrifiante de 
cellules provenant d’une culture anaérobie sur nitrite à 5 %o ; l’acétylène 
n’inhibe que la réduction de N,O. 

h i 
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h e u r e s  

FIG. 1. - Influence de l’acé~ylène sur l‘accumulation 
des composés gazeux de la dénitrification par une suspension cellulaire 

4 issue d‘une culture anaérobie avec nitrite tt 5 %o 

Incubation : bain-marie agité à 600. 
4 -A- : NO ; -e-. . Nao;  -o-. . Na. 

2) Activités enzymatiques 
a) Nitrate-réductase. 

Les nitrate-réductases A et B ont été recherchées dans les extraits 
provenant respectivement d’une culture anaérobie avec nitrate et d’une 
culture aérobie sans nitrate. Dans le premier cas, seule la nitrate-réductase 
de type A a été identifiée. Dans le second pas, nous avons trouvé les enzy- 
mes A et B. D’autre part, nous avons cdnstaté un niveau de base relati- 
vement élevé pour les deux enzymes lorsque la bactérie croît en aérobiose 
et  en l’absence de nitrate : cette activite est seulement 15 fois plus faible 
que celle des cellules induites en anaérobiose (tableau 11). L’activité maxi- 
male se situe au voisinage de 600 (fig. 2). Nous avons également mesuré 
l’activité des extraits provenant de cultures sur nitrite et  sur N,O : elle 
est nettement plus faible que celle obtenue sur nitrate (tableau III). 

b) Nitrite-réductase. 
La concentration d’extrait de levure qui permet d’obtenir une activité 

maximale est très élevée et comprise entre 5 et  10 % (fig. 3 B). D’autre 
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Activité 
spicifique 

V(NO;) 

V(CI0,) 

V(CIO,)/V(NO,) 

part, l’activité nitrite-réductase est proportionnelle à la concentration 
d’enzyme (fig. 3 A). L’influence des conditions de culture sur l’activité 
spécifique des extraits est indiquée dans le tableau III. 

c) Oxyde nitrique-réductase. 
L’activité oxyde nitrique-réductase a été mesurée au chromatographe 

à 600 avec le lactate de sodium comme donneur d’électrons. Ce gaz est réduit 

Culttire aérobie 
sans NO, 

13,5 

8,,7 

0,64 

TABLEAU II. - Activités spécifiques nitrate- et chlorate-réductases des extraits, 
exprimées en pmoles de substrat réduitlmg de protéine/h. 

I 
Culture anaérobie 

avec NO, 

214 

278 

I I I I I 

30 40 50 60 70 80 
Température : ‘ C  

FIG. 2. - Influence de la température sur l’actiuité nitrate-réducfase. 

II 1,30 

F 

I 
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jusqu’au stade de N,O. L’activité la plus faible a été observée avec les 
cultures sur N,O (tableau III). 

d) Oxyde nitreux-réductase. 
L’activité de l’oxyde nitreux-réductase a pu être mesurée au chroma- 

tograplie à 600, à l’aide du mélange FAD, FMN et  NADH. Cette enzyme 

Extrait d’une culture avec 

Activité enzymatique 

NO, NO, N,O 

Nitrate-réductase 47 5 214 140 

Nitrite-réductase 2,60 1,76 0,70 

Oxyde nitrique-réductase í,o0 1,50 0,15 

Oxyde nitreux-réductase o,í9 0,22 1,19 
_ - ~  - 

O 0,2 0,4 Q,6 0,8 O 2 4 6 8 IQ 
ml ext ra i t  O h  ex t ra i t  de levure 

FIG. 3. - Influence des quantités d‘extraits ( A )  et d’extrait de levure (B )  
sur l‘activité nitrite-réducfase Zr 600. 

Fiole : tampon phosphate 0,33 M, pH 7,4,1 ml ; extrait de levure, 0,2 ml ; extrait d’une culture 
anaérobie avec KNO,, x ml. Diverticule : KNO, 0,25 M, 0,2 ml. Puits central : KOH 40 %, 
0,2 ml. Volume total de la phase liquide amené à 3 ml avec de l’eau. Phase gazeuse : N, pur. 
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Enzyme 

doit être liée à de très grosses particules puisqu’elle sédimente au-delà 
de 4 O00 g. L’oxyde nitreux est réduit équimoléculairement en N,. En 
présence d’acétylène, la production de N, est fortement inhibée. L’activité 
oxyde nitreux-réductase est nettement plus élevée dans le cas des cultures 
anaérobies avec N,O que dans le cas de cultures anaérobies avec nitrate 
ou nitrite (tableau III). 

e)  Util isation de l’extrait de levure comme donneur d’électrons p a r  les diué- 
rentes enzymes. 
En utilisant l’extrait de levure à concentration élevée (10 yo), nous avons 

pu mesurer l’activité des enzymes de la dénitrification à l’aide du respi- 
romètre de Warburg pour les nitrate-et nitrite-réductases et de la chroma- 
tographie en phase gazeuse pour l’oxyde nitrique-et l’oxyde nitreux- 
réductases (tableau IV). Si l’on ajoute à la fois l’extrait de levure et le 
mélange FAD, FMN et NADH, on obtient, avec NO; comme substrat 
respiratoire et  un extrait (surnageant à 4 O00 g) provenant d’une culture 
anaérobie sur nitrite à 5 x0, les trois composés gazeux habituels de la 
dénitrification, NO, N,O et N,, ce dernier gaz constituant le produit ultime 
de la réaction (fig. 4 A). En présence d’acétylène à 10 yo, la production 
de N, est fortement inhibée (fig. 4 B). 

Activité spécifique 

II Nitrate-réductase I 0,83 
I I Nitrite-réductase I 2,60 

1 1  Oxyde nitrique-réductase I 1,51 I I  
0,34 I Oxyde nitreux-rbductase 

DISCUSSION 

La bactérie étudiée dénitrifie plus rapidement le nitrite que le nitrate ; 
les suspensions cellulaires provenant d’une culture sur nitrite ont également 
une activité dénitrifiante beaucoup plus élevée que celles provenant d’une 
culture sur nitrate. 

Downey et ses collaborateurs [5, 6, 7, 101 ont étudié la nitrate-réductase 
d’une bactérie thermophile, B. stearothermophilus ; celle-ci se trouve à 
l’état particulaire dans les extraits. La bactérie étudiée synthétise les deux 
nitrate-réductases A et  B en aérobiose sans nitrate. Le fait que le niveau 
de base des enzymes est alors seulement quinze fois plus faible que l’activité 
induite en anaérobiose sur nitrate, n’est pas courant. Downey et  Nuner 
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PIG. 4. - Influence de l’acétyldne sur l’accumulation 
des composés gazeux de la dénitrification par  un extrait (surnageant ci 4 000 g) 

provenant d‘une culture anaérobie avec nitrite ¿I 5 %o. 

Extrait, l m l  (16,75 mg protéine) ; extrait de levure, 0,3 g (0,4 ml) ; FMN el FAD, 0,5 pmole 
(0,2 ml) ; NADH, 1 pmole (0,2 ml). Incubation : en anaérobiose à 600 sous He ; I<r, 0,2 ml ; 
C,H,, 1 ml (10 % de la phase gazeuse) ; KNO, 0,25 &I, 0,2 ml (introduit au temps zéro à 
l’aide d’une seringue). 

- - a - -  . . NO; -,-. . N,O; -o - .  . N,. 

[7] n’ont pas trouvé d’activité dans les cultures aérobies sans nitrate de 
B. sfearofhermophilus. Les cultures étant réalisées à 550, la teneur en oxygène 
du milieu est assez faible car la solubilité de ce gaz est réduite à tempé- 
rature élevée ; cela explique au moins en partie le niveau de base élevé 
des enzymes. I1 n’a pas été possible de déceler l’enzyme B dans l’extrait 
provenant d’une culture anaérobie sur nitrate. car dans ce cas elle se trouve 
masquée par l’enzyme A [20]. 

L’extrait de levure a permis -de mesurer l’activité nitrite-réductase des 
extraits, mais son efficacité est faible si on la compare à celle obtenue 
avec le benzyl-viologène pour la nitrate-réductase. Par contre, l’extrait 
de levure constitue un donneur d’électrons aussi efficace que le lactate 
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pour l’oxyde nitrique-réductase ; avec le lactate, la fraction soluble à 
4000 g accumule N,O dans la phase gazeuse, tandis qu’avec l’extrait de 
levure on observe une accumulation de N,, l’oxyde nitreux représentant 
un stade transitoire. 

Nous avons vu que l’oxyde nitreux-réductase est solidaire de particules 
ayant une taille élevée. Payne et  coll. [19] ont été les premiers à démontrer 
ce fait chez une bactérie mésophile, Pseudomonas perfectomarinus, en intro- 
duisant une méthode originale de mesure par l’emploi du mélange FAD, 
FMN et NADH comme donneur d’électrons. Avant eux, Matsubara [ 13, 141 
et Matsubara et Mori [16] chez P. denitrificans, ainsi que Matsubara et  
Iwasaki [ 151 chez Alcaligenes faecalis, n’avaient pas réussi à mesurer cette 
activité dans un extrait. 

En règle générale, nous avons constaté que l’activité des enzymes de 
la dénitrification était maximale quand il s’agissait d’extraits provenant 
d’une culture contenant l’inducteur. Pour l’oxyde nitrique-réductase, le 
meilleur inducteur est le nitrite, la bactérie ne se développant pas sur NO. 
Dans tous les cas, quel que soit l’accepteur d’électrons présent dans le 
milieu de culture, nous avons constaté l’induction séquentielle de toutes 
les enzymes de la dénitrification. 

Enfin, l’emploi de l’acétylène comme inhibiteur de la réduction de N,O 
nous a permis de montrer, aussi bien avec des cellules entières qu’avec 
des extraits, que l’oxyde nitreux constitue un intermédiaire entre NO et  N, 
chez cette bactérie thermophile. Cela avait été déjà établi chez plusieurs 
autres bactéries dénitrifiantes [2, 12, 15, 191. 

R I ~ S U M I ~  

La dénitrification par une bactérie dénitrifiante thermophile isolée 
sur nitrite (5 g/l) a été étudiée au respiromètre de Warburg et à l’aide de 
la chromatographie en phase gazeuse. Cette souche dénitrifie plus rapide- 
ment le nitrite que le nitrate. Les extraits provenant de cultures anaérobies 
avec nitrate possèdent la nitrate-réductase dissimilatrice de type A ; dans 
les extraits provenant de cultures aérobies sans nitrate, on trouve les 
nitrate-réductases de type A et B avec un niveau de base élevé. La tempéra- 
ture correspondant à l’activité maximale de l’enzyme A est de 600 C. L’acti- 
vité nitrite-réductase a été mesurée à l’aide de l’extrait de levure comme 
donneur d’électrons. L’extrait de levure est un donneur d’électrons aussi 
efficace que le lactate de sodium pour l’oxyde nitrique-réductase. L’oxyde 
nitreux-réductase a été dosée en présence du mélange FAD, FMN et  NADH ; 
elle se trouve solidaire de particules de taille élevée. L’emploi de l’acétylène 
comme inhibiteur de la réduction de N,O a permis de montrer, à l’aide de 
cellules entières et d’extraits, que ce gaz constitue une étape intermédiaire 
entre NO et N,. 

MOTS-CLÉS : Dénitrification, Réductase, Thermophilie ; Bactérie spo- 
rulée, Sol. 

I 
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