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79 ligne lisez Azotobacteriaceae au lieu de

Azebacteriacesae.

190 ligne lisez disposent au lieu de diposent.
18 ligne lisez ensemencées au lieu de ensenuencées

derniére ligne lisez Azotobacter chroococcun Beijerinck

au lieu de Azotobactekaeijerinck

29° ligne lisez aGditionnés au lieu de additionnées

30 ligne lisez nous nous souuies au lieu de nous sonimes

9¢ ligne lisez guantites au lieu de quantitis.

13% ligne lisez reuarguons au lieu de remaguons

320 ligne lisez peuvent au lieu de peuevent

6° ligne lisez differenciation au lieu de différanciaticn

22°% ligne lisez apergu au lieu de appergu

1% ligne lisez Azotebacter au lieu de Azotobacters
310 ligne lisez wéme au lieu ae ufle
10 ligne lisez 3,4-dihydroxy-benzoate au lieu de
J,4-dihyaroxy-be,zoate.
34° ligne lisez le salicylace au lieu de la salicylate
280 ligne lisez quantite au lieu de quanité
160 ligne lisez 3,5-dihydroxy-benzoate au lieu de
3,4-cdihyuroxy—-benzoate,
17° ligne lisez nutrition au lieu de anutritiion
70 ligne lisez Ti'étude au lieu de L'etide

6° ligne lisez arouwatiguesfau lieu de organigues
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INTRODUCTION

==

IA TAXONOMIE DES AZOTOBACTERIACEAE
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==

Ia premiére communication concernant la fixation de l'azote

par des germes libres, parut en 1895 sous la plume de Winogradsky
(1). Le Clostridium pasteurianunm Winogradskyl restera toujours le
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type des microbes anaérobies, flxaceurs d'azote.

Quelques années plus tard, Beijerinck (2, 3) démontra que certains

—_—_ T mesE =

germes aérobies possédaient également un pouvoir fixateur d'azotey
I1 nommait la souche isolée par lui, d'une terre arable, Azotobacter

chroococcum, Ce germe mobile est facilement isolé a partir de toute

terre 4 réaction légérement acide ou neutre. Peu aprés Belgerlnck (4)

annongait la découverte dans les eaux des canaux de Delft d'un autre
germe, fixateur d'azote, 1l'Azotobacter agilis.

Depuis ces recherches fondamentales, le probléme de la fixation
de 1l'azote par ces microbes libres fut étudié par différentes écoles
scientifiques. Le fait que des germes aérobies et anaérobies, libres
de toute symbiose, peuvent accomplir leur métabolisme hétérotrophi-
que (organotrophique) avec de l'azote atmosphérigue comme seule sour-
ce d'azote, conduisait les chercheurs de considérer seulement les
Clostridium et les Azotobacteriaceae comme groupes représentatifs.

et e e Nl I N PSP

Les fixateurs anaérobies, appartiennent au genre Clostridium (famille

des Bacilliaceae), tandis que les aérobies appartiennent aux Azoto-
A e NS e S g I s

bacteriaceae, avec un seul genre "Azotobacter"

A e e e

Un nombre considérable de recherches a été effectué pendant les

trois derniéres décades sur le probléme des Azotobacter (Kyle et

P

Bisenstark (5) en citent 691). Tous les problémes : leur morpholo-

—_—_————mm e
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gie, leur taxonomie, leur physiologie, leur présence dans la nature,
leur importance dans le cycle biolegique de l'azote, leur réle dans
la formation de l'humus et leur importance dans la fertilité du sol
ont été ll'objet d'un nombre trés élevé de publications scientifiques.
Nous ne relaterons pas ici toutes ces recherches., Signalons seulement



les biblio graphics de Stapp et Ruschmen (6) et de Waksman (7) qui
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résument tous ces travaux. Flus récentes sont les publications de

=== SRR SEER

Le mécanisme de la fixation de l'azote fut amplement discuté
dans les articles de Wilson (9) et Wilson et Burris (10).

—_——m==== —— T —— prmtedmpeiastmasefumd

Dans la classification de Bergey en 1948 (11), revisé par

Hofer, les Azobacteriaceae sont décrites comme suit :
proaciaenommdemutund s Tt Nt g P T it e

" Cellules sans endospores. Les larges bf&tonnets et

méme les coccis, présentent une apparence avec les
" levures. Ia mobilité se fait par des cils péritri-
ches, Ils sont gram-négatifs.

Ia croissance se manifeste par la formation d'un
voile & la surface du milieu de culture liquide.
Strictement aérobies. Ces germes fixent l'azote
atmosphérique sur des milieux pourvus d'un hydrate
de carbone, comme source énergétique. ILa croissance
se fait le mieux sur milieux déficients en azote.
Ces bactéries sont présentes dans l'eau et le sol.

Un seul genre est reconnu : Azotobacter. En appendice est
mentionné le genre Azotomonas Stapp.

Caracteéres du Genre AZOTOBACTER

s U - WS o s - o . o0 M i - - o e

Grandes cellules, en forme de bAtonnets, ovales ou rondes gqui
manifestent un pléomorphisme fortemen:t prononcé, surtout dans des
milieux ou l1l'azote est présent sous forme combiné. Ils produisent
des cellules a membranes épaisses qul résistent a la dessiccation.
Croissance rapide avec oxydation du substrat en acide carbonique
et eau, sans formation d'acides.

D'aprés la classification de Bergey (11) il n'existe que
trois espéces : Azotobacter chroococcum

Azotobacter agilis

Azotobacter indicum
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Récemment, Derx (12) et Tchan (13) ont proposé un genre nou-

veau, celui des Beijerinckia. Ce genre comprend deux espéces

Beijerinckia indica et Beijerinckia lacticogenes.
Cette nouvelle vroposition trouve son origine dans l'isolement

prrecnainmaimi e

ter indicum. Il se différencie non seulement morphologiquement mais
aussi en culture et physioclogiquement des Agotobacter connus jus-

qu'ici.

Les Beijerinckia sont des bAtonnets irréguliers qui se gonflent
aux extrémités. Ils se caractérisent par des granulec lipoidiques
et sphériques. Ils ne forment pas d'endospores. Ils sont mobiles
grice & des cils péritriches. Ils se développent en milieu aérobie
et en absence d'azote combiné, Le pH minimum pour leur développe-
ment est de 3,5; le pH maximum de 9,0, Ils ne produisent ras de
kystes. Pendant lsur croissance sur des hydrates de carbone, des

acides organiques sont formés. Certaines souches donnent un voile
épais, élastique et visqueux. Ia fixation d'azote se fai%t en absen-
ce dl'azote combiné; le rendement atteint 20 mg d'azote par gramme
de saccharose (15). D'aprés Green et Wilson (16) l'ammoniaque et

———— it e e o e o i 010
_===== jractomg gt

les nitrates ne sont pas utilisés par ces germes. Les nitrates
sont transformés en nitrites. Derx (17) a isolé deux Beijerinckia :

B. indica var, alba qui ne produit pas de pigment brun et B. mobile

qui est trés mobile et produit un pigment ambre jaune. Le méme
chercheur précise qu'il existe unegrande ressemblance entre

Beijerinckia indica et Rhizobium Frank. Ce dernier produit comme

le Beijerinckia indica des acides organiques par fermentation des

hydrates de carbone, une formation de voile visqueux et des formes
bacteroides. le différence physiologigue.entre ces deux germes ré-
side dans la mobilité et la fixation de l'azote "in vitro" par

B. indica. Les formes bactéroides de Rhizcbium ne manifestent pas

de mobilité et ne peuvent pas fixer 1l'azote en état libre. Malgré

tont Derx est persuadé qu'il existe une relation étroite entre le

Rhizobium et le B. indica. Il pense que les Rhizobium ont subi




certaines modificatiors par suite de leur vie symbiotigue avec les
légumineuses. Il conclut comme suit : "As wel as parasitism,
symbicsis may be the cause of the loss of several gualities ori-
ginally present".

prisuiuduiviind

Beijerinckia indica. ZElle en différe par l'absence de mobilité

et une croissance moins forte sur gélose-dextrose et gélose-
saccharose. Jengen a également prouvé gue Beijerinckia indica

et el e i e

et B. lacticogenes se développent en absence de calcium.

Les différences spécifiques avec les Azotobacter qui ont in-

cité Derx et Tchan & faire pour B. indica et B, laciicogenes un

genre géparé sont:
10 petites cellules, dont les dimensions sont comparables avec la
plupart deg Zubacteriales, mais sans formation de kystes.

2° tolérance aux milieux acides treées marquée.
3% production d'acides par fermentation des hydrates de carbone.
Les caractéres des Beijerinckia sont résumés par Derx et

Tchan comme suit:

a. liobile; forte croissance sur gélose : Beijerinckia indica

b. Immobile; aspect visqueux sur gélose : Beijeriuckia

lacticogenens.

Remarquons tout de suite que les Beijerinckia n'ont été

isolés gue de sols tropicaux par Starkey et De aux Indes et en

prasworghonsfmudeand

Dans 1l'addendum des Agzotobacteriaceae (11) nous trouvons

e N e i ™,

également mentionné le genre Azotomonas. Ce nom fut avancé par

o S ot m e S o e e et

des Azotovacter et des Beijerinckia. Ialheureusement, 1l parait

étre assez rare, puisgu'il n'a plus été isolé depuis 1940.

acerogenes pouvalt
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également fixer l'azote atmosphérique. Bacillus asterosporus

et et P _—_—mESmEmTmEm=

également fixer de l'azote. Plus récemment Anderson (26)

annongalit l'isclement d'un Pseudomonas pigmenté, fixateur a'!
azote. Voets et Debacker (27) ont isolé d'une terre de serre

et de terres arables le Pseudomonas azotogensis, se développant
en milieu libre d'azote combiné. Ce dernier germe, gui diffeére

non seulement par sa morphologie, mais également par sa composi-
tion en hydrates de carbone des Azotobacter (28), est incolore
et ne produit aucun pigment. Ces résultats ont été confirmé

I1 semble donc gu'il existe dans la nature plusieurs
especes microbiennes qui sont capables de se développer dans des
milieux libres de toute source d'azote combiné. Des recherches
futures éclairciront nos connaissances dans ce domaine.
Jusqu'ici nous pouvons considérer avec certitude les Azotobacter

comme le genre le plus représentatif des Azotobacteriaceae.

fa S e Y W I S

Les Beijerinckia devront probablement &tre d'ici quelques

années considérés comme genre séparé.

Les cellules sont ovales. Les dimensions. varient d'aprés
les chercheurs. Pour Yamagata et Itano (31) les dimensions sont

Leg cellules des Azotobacter chroococcunm semblent moins

arrondies que celles des Azotobacter Beijerinckii. ILes cellules

Agées sont plus petites que les jeunes. Illes se transforment
en ccccoldes ou en microcogques enrobés de mucilage. Finalement
une membrane épaisse l'entoure et un kyste se constitue.

Les Azotobacter chroococcum sont trés mobiles sur des
milieux gélosés et & condition que les cultures scient jeunes et
n'aient pas plus de 30 heures de séjour & l'étuve. D'apreés Hofer

=====

(34) ils possédent plusieurs cils péritriches. Par contre
Bisset et Hale (35)

_—s=mm== feepr ot gend
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ont publié des micrographies électroniques d'Azotobacter chroococ-

cum pourvus de cils polaires.
Le cycle morphologique, complexe, des Azotobacter chroococcum
est établi depuis longtcmps. Ldhnis et Smith (36) ont décrit des

vhases morphologiques différentes en milieux liquides. D'aprés ces
chercheurs on peut constater sept stades différents et cing types
de reproduction chez les Azotobacter. Une étude criticue par

Winogradsky (37) a démontré gue Lghnis et Smith avaient travaillé

avec des cultures mixtes, non purifiées. Winorradsky a décrit lui-

gty

méme un cycle morphologicue des Agzotobacter.

Tang, (38) ont constaté que le cycle morphologique

e =, o m —

des Azotobacter chroococcum et A. Vinelandii était différent de ce-

lui des Azotobacter apilis. Ils proposent le cycle suivant pour les

Azotobacter chroococcum et Vinelandii :

Les cellules jeunes sont des bitonnets courts possédant des cils.
Les cellules adultes sont plus ovales et immobiles. Les cellules
encore plus agées deviennent plus petites et immobiles. '
L'évolution des cellules fnées peut alors se faire suivant deux
modes différents selon les matilres énergétiques dont elles dipo-
sent. Sur des aliments "normaux" (alcools, acides organiques) 1'en-
kystement est trés habituel. La cellule diminue en volume et s'en-
toure d'une membrane kvstique & double paroi épaisse. Aprés ense-
mencement, la cellule enkystée germe et des bAtonnets jeunes et
courts sont a nouveau formés. Sur des aliments "anormaux" (hydrates
de carbone et mannitol) il ne se produit pas d!enkystement. Les cel-
lules s'élargissent et s'allongent. Des formes géantes apparaissent
qui ressemblent & des levures.

Les Azotobacter asiiis sont des grandes cellules ovales et trés

mobiles sur des aliments "normaux". Les cellules plus 8sées gardent
leurs aspects morpholociques et ne produisent jamais des kystes.
Sur des aliments "anormaux" on constate la présence de cellules
géantes comme chez les A, chroococcum et Vinelandii.

Pochon et ses collaborateurs précisent que le cycle morphologi-

e e T s e

que des Azotobacter ntest pas seulement influencé par les aliments

présents dans le milieu nutritif, mais éralement par d'autres fac-
teurs comme la température, la carence en magnésium et en phosphore.



Chague fois qu'un facteur mécanigue ou chinigue change 1°

équilibre métabolique, le cycle morpho-cytologique est

également perturbé. Les cellules peuvent reprendre leur

forme normale aprés réensemencement & condition que le facteur

perturbant n'ait pas exercé trop longtemps son influence.
Cette étude remarquable a contribué & la différenciation

entre les Azotobacter chroococcum et Vinelandii d'une part et

les Agotobacter agilis de l'autre. Il nous sewble cependant

que la description des phases évolutives dans ce cycle morpho-
logique eut été plus précise si les chercheurs avaient donné vlus
de précisions en ce qui concerne 1l'Age des cellules au moment

des changements worphologiques.

La esensibilité des Azotobacter chroococcum en milieu dé-

pourvu d'azote combiné se situe & pH 5,5 - 6,0. Des résultats

(42) ont trouvé que la croissance d'Azotobacter chroococcui

était inhibée & pH = 5,4. Burk, Lineweaver et Horner (43)

ont trouvé, dans des expériences manométriques, que la croissance
des Azotobacter chroococcum et Vinelandii était arrété & pH = 6,0.

En présence de nitrates, d'ammoniague et d'urée les cellules se
multiplient jusqu'au pH 4,0 - 4,5. Par contre Petersen (44) me

el b

pouvait apercevoir une croissance macroscopigue 3 un pH inférieur
a 6,0 dans un milieuw nutritif enrichi de nitrates.
La respiration endogéne des Azotohacter chroococcum atteint

d'aprés Harris ot Gainey (45) son optimum & pH = 7,0. Cette

respiration est presque nulle & pH 5,5 - 5,8. A ce pH la res-
piration semble stimulée par la présence des ions Ca.

En milieu zlcalin 1= croissance est inhibée & pH = 9-10. D'aprés
Burk (43) et Yamagata(3l) le pH optimum pour Azotobacter chroococ~

cum se situe vers 7,5.
Les Azotobacter appartiennemt au groupe des bactéries mésophi-

les. La température minimum de croissance se situe vers 109 ¢, 1la
température optimum vers 30°C et la température meximum vers 40-450(,
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développent plus a 5 - 7° C, ,

L'influence des substances organiques utilisées par les Azotobac-
ter chroococcum sera discutée plus loin en méme temps que pour les
Azotobacter Beijerinckii.

2., Caractéres de 1l'Azotobacter Beijerinckii Lipman

En 1904, Lipman (46) isolait d'une terre arable, un germe

fixateur d'azote, qu'il dénomma Azotobacter Beijerinckii. Plus tard
(47) ce mBme chercheur d4crivit d'autres souches Azotcbacier qu'il

nommait A, Woodstonii, A. smymi, A, Hilgardil. Ia description de
ces souches était tellement incompléte - & l'exception de 1l'Azoto-
bacter Beijerinckii - que la plupart des microbiologistes ne peu-

===
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logiquement identiques & 1'A. chroococcum Beijerinck, & l'exception
4'A. Beijerinckii. Ce dernier germe fut considéré par certains

chercheurs comme une nouvelle espece, Azotobacter Beijerinckii

Lipman.

Green (49) a trouvé que la composition chimigue des cellules
d'Azotobacter chroococcum était identique & celle des cellules
d'Azotobacter Beijerinckii, mails différentede celle des A, Vinelandii
et agilis. Les études sérologiques effectuées par Aso et Yoshida

(50) suggéraient 1'identité des Azotobacter chrooccoccum et Beijerinskii.
Plus tard é@lﬁh(5l) admit que A, Beijerinckii était une souche

non-pizmentée 4d!'A, chroococcum.

En raison de ces opinions, Hofer, doans la sixiéme édition du

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (11; ne tenait plus

compte de la différenciation entre A. chroococcum et A,Beijerinckii,

faite par certains amteurs. Il considérait A. Beijerinckii comme

une variété de 1'A, chroococcum.

DEmmmo e et umpraniae ey

n'admet égalenent pas de différence entre A, Beijerinckii et




A. chroococcum.
Pourtant Jensen (53) maintenait en 1950 la distinction entre

A. chroococcum produisant un pigment brun et A. Beijerinckii pro-

duisant un pigment jaunitre.
Dans une étude approfondie, V. Jensen (33) a démontré qu'il y

a des différences considérables entre les deux especes, aussi bien
au peint de vue morphologique, physioclogique que sérologique.
D'aprés cet auteur ces différences essentielles peuvent &tre résu-
mées comme suit

Azotobacter chroococcum Beijerinck.

i unindhndiod P in-aseupepudion TSI T

Les cellules ont une foime de bAtonnet avec des dimensions de

2,4 x 5)u- Les cellules sont trés mobilles. Les cultures deviennent
brun fongé aprés 3-4 semaines. La croissance et la fixation d'azote
sont inhibées & pH 5,6, L'amidon est utilisé comme source de carbone
Du sérum agglutinant peut &tre obtenu en utilisant comme antigénes
des cellules mobiles. Sérologiquement toutes les souches forment un
groupe homogéne, puisqu'elles sont agglutinées pratiquement a la mé-
me dilution par un anti-sérum d'une seule souche.

T 0 - ——— - - -t Tt N i e it s s

Bétonnets de 2,8 x 6,61 . Toujours non-mobiles. Les cultures
8gées changent de pigmentation : la coloration passe de grisitre
a jaunftre ou légerement brunftre. Le pH-limite pour la croissance
et la fixation d'azote se situe vers 5,1. L'amidon n'est pas utilisé
comme source de carbone., Les cellules sont des antigeénes trés fai-
bles. Pour cette raison, un anti-sérum agglutinant n'est jamais ob-
tenu. En général, les A. Beijerinckii n'agglutinent pas avec un

sérum agglutinant les A. chroococcum.

Pour Tchan (54) la différence entre les A, Beijerinckii et

A, chroococcum réside dans : a) les dimensions des cellules -b) la

pigmentation des cultures.

Jensen (8) s'associe aux opinions de V., Jensen et de Tchan, et

prebemmbarntvmterad pospnigroueiotn e trmgesetnod ——— i s e

accepte la différence entre A, cliroococcum et A. Beijerinckii.




- 10 -

De toutes ces recherches nous pouvons déduire qu'il existe des
différences remarquables entre A, chroococcum et A. Beijerinckii.
Pour compléter cet apercu sur les A. Beijerinckii Lipman nous ré-

2,3 x 4,7n ; pour Ichan (32) 2 x 3,3)u; pour V, Jensen et Petersen

(33) 2,8 x 6,61
Pour tous ces auteurs les cellules sont immobiles.
Concernant la dégradaticn des sources de curbone, V. Jensen

(33) propnse les caractéristiques suivantes :

~ Sont utilisés par toutes les souches d'A. chroococcum et d'A.
Beijerinckii : l'alcool éthylique, le dextrose, le fructose, le
sacoharose et le maltose. ‘

- Ne sont jamais utilisés ni par A. chroococcum, ni par A. Beijerin-
ckii ¢ le dulcitol, le xylose, le mannose, le lactose, le citrate
de soude.

- Sont utilisés par toutes les souches d'A, chroococcum et par quel-
ques souches d'A. Beijerinckii : le galactose et le raffinose.

- Sont utilisés par toutes les souches d'A, chroococcum, mals au

contraire par aucune souche da'A, Beijerinckii : l'amidon.

- We sont jamais utilisés par A. chroococcum, mais bien par quel-

ques souches A, Beijerinckii : le glycerol, l'arabinose.

.

- Sont utilisés par une ou plusieurs souches de chaque espece :
le mannitol, le sorbitol, le lactate de soude, l'inositol, le tar-
trate et le benzoate de soude.

I1 ressort de tout ceci qu'il existe des différences nettes en-
tre 1'A, chroococcum d'une part et 1'A, Beijerinckii dlautre part.

Cependant, V. Jensen (33) termine ses études taxonomiques des

Azotobacter par la déclaration suivante :"On the other hand, the
taxonomy of the genus Azotobacter is not settled definitely".

Una chose est certaine et tous les auteurs sont unanimes 1a

dessus, les A, cinroococcum et A, Beijerinckii vivent uniquement

dans la terre. On ne peut les isoler qu'a partir de la terre.
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%, Caracteres de l'Azotobacter agilis Beijerinck et de

1tAzotobacter Vinelandii Lipman.

C'est & partir de l'eau des canaux de Delft qué Beijerinck (4)

a le premier isolé 1'Azotobacter agilis. Durant de longues années

on a pensé que seul les eaux des canaux de Delft contenaient ces

germes. Puis, des cultures d'Azotobacter agilis ont été obtenues
en Angleterre en France et en Amérique.

1N

Tous ces isolcments ont été fait & partir d'eaux. Les A. agilis
doivent donc 8tre considérés comme des germes spécifiquement agua-
tiques.

D'aprés la classification de Bergey (52) il n'existe qu'une

En 1903, Lipman isolait d'un sol américain, une souche fiza-
trice dl'azote, qu'il nomma Agzotobacter Vinelandil.

Les Azotobacter agilis et Vinelandii semblaient assez rare.
I8hnis et Smith (36) les considéraient comme une seule espéce,
Azotobacter agilis s. lat. Cette proposition fut retenue dans la

classification de Bergey (11,52).

considérer A, agilis et A, Vinelandii comme deux espéces différen-
tes, Les cellules d'A. agilis sont plus larges, plus rondes et

plus transparentes que celles d'A, Vinelandii.

Winogradsky (37) suggérait que les A. Vinelandii sont capables de
produire des formes enkystées, ce qui n'a jamais lieu chez les

A. agilis. L'étude de Pochon et ses collaborateurs (38) a confirmé
cette sugestion et a aEESEEEé que le cycle de vie Ges A. agilis et
A. Vinelandii était différent.

Wiinogradsky (37) précisait également qu'en milieu liquide et

avec 1ltalcool éthyligque comme source énergétique 1'A. Vinelandil

se développe toujours en forme de bAtonnet, tandis que 1'A, agilis
se présente toujours sous forme sphérique.

Ce savant a pu établir en outre que le benzoate de sodium n'est
pas utilisé par les A, agilis, tandis que l'acide benzoique est
trés apprécié par les A. Vinelardii.
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proposé un addendum & la famille des Azctobacteriaceae, sous le

e e e e N

nom de Azotomonas.
Plus récemment Tehan (54) proposait de faire pour les A, agilis

si important qu'il est logique de placer ce germe dans un autre

genre, celui des Azotococcus.

quoi classer les fixateurs d'azote aérobies libres dans un seul
genre? Les bactéries cellulolytiques aédrobies sont bien classées
dans des genres différents.

Dans une étude sur l'accumulation spécifique de 1'A. agilis et
A. Vinelandii, Derx (56) précise que " 1'A.agilis est particuliere-
ment résistant ;Egté—vis du.benzoate de soude; il surpasse méme
1'A. Vinelandiji & cet égard, et cela sans que 1' A. agilis soit ca-
pable d'attaquer les benzoates”.

Pour le méme auteur 1'A. agilis est un microbe ubiquiste et pure-

ment aquatique. Par contre 1'A. Vinelandii peut &tre trouvé fré-
quemment aussi bien dans 1l'eau que dans le sol.
Pour Tchan (54) la différence entre A, agilis et A. Vinelandii

est trés nette. Le tableau suivant, tiré de sa publication, résume

ces différences.

Physiologie |[Habitat

e o e o e i e o

Morphologie!l Mobilité| Pigment

A. agilis ‘ovale vert n'utilise
(Azotocozcus 3,5 -2x + ni le uan- [Eau
agilis Tchan) 2,5 -2 np nitol ni 1le

=EEE= benzoate,

mais 1% de
benzoate n'
inhibe pasla
croissance.

A. Vinelandii batonnét + idem [utilise le | Eau
2,5 x 1,51 benzoate & | et
1% ou moins | terre




- 1% -

est difficile & accepter. En effet, pour cet auteur, il est illo-
gique de créer un autre genre pour les A. agilis en se basant sur
1'absence de formation de kystes, 1& ol on accepte que A. chroococ-

sen (33) ait constaté que certaines variétés d'A. Beijerinckii ne

produisent pas non plus de kystes.

A c6té des Azotobacter cités ici, d'autres souches ont été dé-
crites. Signalons d'abord 1'Azotobacter insigne isolé par Derx (57)
en 1951. Cette souche fut isolée des eaux de Bogor a Java. C'est
une souche typiquement aquatique qui ressemble beaucoup & 1'A.
agilis. L'A. insigne se développe sur l'alcool éthylique et sur
les acides aliphatigues. L'acide benzoique n'est pas utilisé. Le
mannitcl et le glucose ne sont pas utilisé par 1'A. insigne comme

scurces éneregétiques.,
D'aprds V. Jensen (58) 1'A.

insigne différe de 1'A. agilis par la
position—agéagii;, L'implantation des cils est péritriche chez
1'A. agilis, elle semble polaire chez 1'A. insigne. D'autre part
d'apreés le méme auteur les A. insigne produisent sur des milieux
& base d'alcool éthvlique un pigment qui varie de bleu grisétre
au violet.
Nous trouvons également dans la litérature des Azotobacter

dénommés

- A. agilis var. atypica décrit par Kluyver et van_den Bout (59)
- A. Beijerinckii var. acido-tolerans décrit pa£"§§5§§"1555

- A. macrocytogenes n. sp. décrit par Jemsen (61)

- A. Beijerinckii ver. achromogenes décrit par V. Jensen (42)

Comme nous l'avons indiqué au début de cette introduction,
certains avteurs ont proposé un.nouveau genre voisin des Azotobacter,
groupant tous les germes libres, fixateur d'azote, mobiles ou im-
mobiles, qui produisent des acides sur des milieux contenant des
sucres et qui se développent entre pH 3 et 9. Ce nouveau genre

est nommé Beijerinckia.
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- En examinant tous les.travaux publiés jusqu'ici sur la Famil-
le des Azotobacteriaceae, nous constatons gue quatre classifica~

celle de H.L. Jensen (8), celle de Tchan (54) et celle de V. Jen-

e T e it a3 o Wt ot o o o " e St o] T e T St Tt e SR e ey A M M B e i A (e S Ml L A e S P et . B b
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1. Azotobacter chroococcum Beijerinck (1901)

BAtonnets produisant des pigments gqui sont insolubles
dans 1l'eau. Présence de cils péritriches.

Fixent 1'azote atmosphérique en présence d'hydrates de
carbone et d'autres produilts organiques.

Habitent le sol. Produisent un pigment brun ou noir.

Bétcnnets ou formes sphériques.

Présence de cils péritriches.

Fixent 1'azote atmosphérique en présence d'hydrates de
carbone. Pas de production de pigment noir, mais d'un
piement fluorescent sur des acides organiques.
Habitent 1'eau et le sol.

3. Azotobaucter indicus Starkey et De (1939)

B&tonnets mobiles par des cils péritriches.
Sont *toldérants aux acides.
Habitent le sol.

Comme nous pouvoms le constater, dans cette classification,
le zenre Azotomonas, accepté comme addendum dans 1'édition pré-

cédente, ne figure plus.
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A, Genre Azotobacter,
1. Organismes faiblement mobiles ou non mobiles, produisant
des pigments jaunes ou bruns foncés insolubles dans 1

eau. Germes qui habitent le sol.
a. Mobiles avec pigment brun léger ou foncé.
A. chroococcum
b. Non-mobiles avec pigment Jjaune ou sans pigmeunt.
A, Beijerinckii
2. Organismes trés mobiles produisant un pigment jaune-ver-—
datre ou pourpre. Parfois pas de production de pigment.
Germes typiquement aquatiques.
a. Cellules en formes de b&tonnets, produisant des kystes
A, Vinelandii.
b. Cellules ovalaires ou sphériques ne produisant nas de
kystes

A. agilis.

B. Cenre Beijerinckia.
Petites cellules. Pas de formation de kystes.
Se multiplient en milieux acides. Production d'acides

organiques.
a. lMobiles avec croissance luxuriante sur gélose
B, indica
b. Non-mobiles avec une croissance d'aspect pateux sur
gélose
B. lacticogenes

a. Azotobacter chroococcum : Cellules ovalaires ou en bi-
tonnets., Mobiles. Pigments bruns noires. Croissance in-
hibée par 1% de benzoate de soude., Utilisae 0,5% de ben-
zoate. Habite le sol.

b. Agotobacter Vinelandii : Cellules en b&tonnets. Mobiles.
Pigments verts et fluorescents, Utilise 1% de benzoate




8o

Ce

- 16 -

ou moins. Habite l'eau et le sol.

Azotobacter Beijerinckii : Cellules ovales. Non-mobiles.
Pigments jaunes. Utilise le benzoate & 0,5% mais la
croissance est inhibée par 1 % de benzoate.

Azotobacter Beijerinckii. var. acido-tolerans : Cellules
ovalaires. Non-mobiles. Pigments Jjaunes. Caracteres phy-
siologiques de 1'Azotobacter Beijerinckii, mais tolére

un milieu acide. Habite le sol.

Azotococcus agilis : Cellules ovalaires. lMobiles. Pig-
ment vert et fluorescent. N'utilise pas le mannitol ou
le benzoate. 1% benzoate n'arréte pas la croissance.

Habitle 1l'eau.

Azotococcus agilis var. .atypica : Mémes caracteéres que
le précédent, mais il n'y a pas de pigment. Le mannitol
est un aliment pauvre. Habite 1l'eau.

Azotococcus insigne : Batonnets. Mobiles. Les c¢ils sont

visibles sous le microscope & champ noir,.

Pigment bleu grisétre tournant vers le violet.
N'utilise pas le glucose, le mannitol ou le benzoate.
Habite l'eau.

Genre Beijerinckia Derx (1950)

8.

b.

Co

Beijerinckia indica. Pigments jaunes gris@tres. Mobiles.

Production de 1évane.
Beijerinckia indica var. alba. Comme le précédent mais

pas de pigmentation.
Beijerinckia motile. Pigments bruns. Mobiles. Pas de

production de 1lévane.
Beijerinckia lacticogenes. Comme le précédent mais la

production de lévane est douteuse.




C. CGenre Beiljerinckia Derx, comportant :
1. Beijerinckia indica (Starkey & De) Der

X

La comparaison de ces quatre classifications montre une assez
erande davergence entre les opinions des auteurs.

Quand nous avons commencer ncs recherches en 1955, la nomen-
clature nous semblait assez simple. Depuis lors beaucoup.de chan-

Tl est curieux de constater que les représentants d'une famille
aussi bien caraciérisé - des gcermes aérobies libres fixateurs 4'
azote - soit si difficile & classer, ]

- . Nous avons pensé que la systématique de ces germes devait &tre
construite sur des bases physiologiques solides. C'est dans ce sens
que nous avons.engagé notre étude des Azotobacter.

En général, les auteurs mentionnent d'une fagon assez vague et
rudimentaire les conditions d'isolement des souches décrites. En-
suite, aprés une étude morphologique, des ensemencements sont faits
sur différents milieux de culture pour évaluer la croissance
(luxuriante ou déficiente). Cn déduit de ces essais que des pro-
duits utilisés comme source énergétique sont assimilés ou non.
Aprés un contrdle de la pigmentation et de la croiscance en fonc-
tion de 1'acidité du milieu on recherzhe enfin des analogies avec
d!autres. germes correspondants. Trop vite alors certains chercheurs

se figurent d'avoir découvert un germe nouveau ou pensent que la
taxonomie doit &tre adaptée & leur trouvaille.

- Nous admettons volontiers qu'il existe sur la Terre beaucoup
de microorganismes qui n'ont pas encore été isolés et décrits -
nous en avons fait 1l'expérience - mais il ne faut pas oublier que
les &tres microscopiques sont trés sujets de variations.

Tous les germes se trouvent sons l'emprise du milieu. Ce sont
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essentiellement les éléments.composant le milieu (substances chi-
miques, conditions physiques, la composition biologique) qui déci-
dent si le germe se développera et sous quelle forme. C'est "le
milieu extérieur" qui en dernier lieu permet 1'existence de 1'é&tre"
disait déjd CZlaude RBernard.
Lﬁexpression suivante expruntée & Dubos exprime fort bien cette

idée )

" The extraordinary plasticity of bacteria, the ease with

" which they adapt themselves to the environment, either by

" reversible modification, or by hereditary variation, has

" not only determined their importance in the economy of na- " -

" ture; it also makes them ideal objects for the study of

" that organization and integration of independant charactars"

" which define and characterize life."
(Extrait de "THE BACTERIAL CELL"').

n
"

1t

C'est dans cet esprit que nous avons entamé nos recherches
concernant les Azotobacter. Nous espérons que par les multiples
essais que nous avons fait, nous aurons contribué & une connais-

sance meilleure de ces microorganismes.
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CHAPITRE I
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.Comme tous les chercheurs qui abordent la microbiologie du
sol, nous nous sommec inspirés des techniques recommandées par

utilisd la culture des azotobacter sur plaques de silico-gel.
Le silico-gel est un milisu solide e*t, comme le sol également,

un milieu essentiellement minérai. En utilisant le silico-gel on
8limine les milieux liquudes et les milieux solides & base de gé-
lose ou de gélatine. Le silico~gel u'est douc rien d'autre qu'un
support quon peut imprégner de sels mindraux, dc maticres
énergétiques, ainci que de grains de terre. Les germes préserts
dans l2 terre peuvent se développsr, sur ce rapport minéral, pres-
qure comme dans la terie wéme,

La préparation du silico-gel est fort simple. On mélange &
volumes égaux .

Acide chlorhydrique : densité = 1,1 degré Bé 17
Silicate de soude : densité = 1,06 degré Bé 6-8

Le mélange, d'une couleur jaun8tre, est reparti dans des
boites de Pétri A& raison de 30 ml par bofte de 10 cm de diamdtre.
Le milieu se s80lidifie & la température ambiante et au boutlde
24 heures on obtient un gel qui vibre bien sous le choc. L'exces
d'acide chlorhydriques est éliminé par un lavage & 1l'eau courante
pendant 72 heures. Lea plaques peuvent &tre considérdes comme
suffissrment lavées quand la derniére eau de lavage ne donne plus
de précipité avec une solution de nitrate d'argent. Ensuite les
plaques sont lavées & l'eau distillée et enfin trempées dans de
1'eau distillée bouillante. les plaques de silico-gel ainsi pré-
parées peuvent .&tre conservées pendant plusieurs semzines avant
1'emploi , & 1'abri de la dessication.
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Les plaques sont alors traitdes de la fagon suivante :

Phosphate monopotassique .1 g Sulfate de manganése 0,01 g

Sulfate de magnésium 0,5 g Sulfate ferrique 0,01 g
Chlorure de sodium 0,5 g Molybdate de sodium 0,005 g (x)
Eau dw robinet 200 ml

La solution est amende & pH = 7,2 avec une solution de soude.

A cette sonlution nous ajoutons 30 g de carbonate de chaux et 50 g
de mannitol. De ce mélange nous prenons 2 ml que nous étalons sur
chaque plaque de silico-gel. Ainsi chaque plaque contient 0,5 g de
matidre énergétique, ici le mannitol. Les plaques, sont alors sé-
chées & 1'dtuve & environ 60° C, sans couvercle. L'eau s'évapore
et on obtient & la surface du silico-gel, une couche lisse de car-
bonate dz chaux mélangé & des sels minéraux (sans azote combing)
et & une substance énergétique.

La stérilisation des plaques se fait par exposition aux rayons
ultra-violets. Nous avons employé une lampe 2 rayons ultra-violets
de 2537 Angstrém & une distance des plagues de 35 cm. Il suffit
d'exposer les plaques (sans leur couvercle) pendant 30 minutes
pour obtenir une stérilisation compléte.

L'ensemencement des plaques imprégnées et stériles s'effectue
avec des grains de terre. On préléeve des grains avec une baguette
en verre étiréde et humectée. Des petites particules de terre sont
posées sur le silico-gel en rangées & raison de 50 grains par pla-
que de 10 cm de diametre.

Tinalement les plaques sont placées sous des cloches en verre..
Sur la plaque cupérieure on met une boite de pétri, sans couvercle,
contenant de 1l'eau ordinaire. Ainsi, les plaques ensemencées restent
toujours dans un atmosphére,pendant leur séjour & 1l'étuve.

humidifié
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joue un rdle capital dans la fixation de l'azote par les Azotobac-
ter en absence d'azote combiné. ’
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Les plaques ensenmencées sont mises 3 1l'étuve réglée a 28° C.

Au bout de 48 heures au maximum, les colonies apparaissent.

Les grains de terre sont entourés d'une goutte de mucus transparent
et visqueux. Ces gouttes s'élargissent au fur et & mesure que la
culture se poursuit.

Ouand on enléve un peu de 1la masse muqueuse qul entoure les
grains et qu'on pratique une coloration, soit une coloration simple
& 1'érythrosine phéniquée on a la fuchsine, soit une coloration de
Gram, on constate facilement la présence des Azotobacter. Les cel-
lules sont sphériques ou ovalaires (aspect de levures), groupées
en diplocogues ou en amas; le protoplasme est granuleux. Les ger-

mes sont noyés dans un mucus & peine colorable.

M&me au bout de 48 heures de développement seulement, on con-
state dans les préparations colorées la présence de petits baton-
nets. Ce sont an g<ndéral des germes organotrophiques, c'est & dire
accompagnent les Azotobacter. Les amibes sont parfois égel emernt

présentes.
Winograds recommandait l'emploi du benzoate de soude comme
LN

substance énergétique. Cette substance donre des colonies plus 1li-
mitées, mais provoque un noircissement précoce du milieu. En outre
nous savons par la litérature que certaines souches d'Azotobacter
ne se développent pas sur le benzoate de sodium. On pratiqueréit
donc par cette méthode et dés 1l'isolement une certaine sélection

dans les Azotobactier. Nous avons maintefois constaté ce phénomeéne.
Pochon (64) préconise 1'emploi du pyruvate de soude comme

source énergétique. Seulement, il n'en donne pas la raison.

Nous savons que le mannitol est une substance énergétique as-
similable par tous les Azotobacter habitant normalement le sol.
Pour cette raison nous avons utilisé le mannitol pour la fabrica-

tion de nos plagues et nous avons constaté plusieurs fois qu'en
employant cet alcool nous trouvons toujours plus d'Azotobacter

(estimation par le pourcentage de grains entourds d'une masse mu-
queuse) qu'en utilisant le benzoate ou le pyruvate de soude.

Apres l'isolement sur plaques de silico-gel, nous avons puri-
fié les Azotobacter & partir de la masse muqueuse entourant les




grains de terre. Comme milieu de culture nous avons utilisé :

Phosphate dipotassique .1 g Sulfate ferreux 0,05 g
Sulfate de magnésium 0,5 g Sulfate de manganése 0,05 g
Chlorure de calcium 0,5 g llolybdate de sodium 0,005 g
Sulfate de scdium 0,25 g Mannitol 10 g
Bau distillée 1000 m1  Gélose 15 g

Le pH du milieu était amené & 7,5 avant la stérilisation.
Cette derniére se faisait en fioles d'Erlenmeyer & 115° C pendant
20 minutes.

Nous enlevons un peu de la masse muqueuse qui entoure les
grains de terre et nous avons mis le prélévement en suspension
dans 10 ml d'eau du robinet stérilisée et repartie en tubes & es-
sais. A partir de cette prggiére suspension nous avons ensuite
nratiqué des dilutions danS¥1l'eau du robinet stérile. 1 ml de cha-
que dilution fut ensuite introduit dans des boites de Pétri. Cette
quantité était mélangée avec le milieu nutritif stérile, mentionné
ci-dessus, & une température de 40-45° C. Aprés 48 & 72 heures les
colonies d'Azotobacter se présentent & la surface du milieu gélosé.

Les colonies sont soumises & un examen microscopique.
Les Azotobacter se reconnaissent facilement, en préparation aqueu-

se, par leurs formes typiques rondes ou ovales et par leur ressem-
blance avec les levures. Ces colonies sont égalgment mises en sus-
pension, dans de l'eau du robinet stérile. Une deuxiéme série de
dilution est faite & partir de ces colonies. 1 ml de chaque dilu-
tion est & nouveau mélangé avec le milieu nutritif, mentionné ci-
dessus, en boites de Pétri.

En opérant de cette fagon il nous a été possible d'obtenir des
souches d'Azoftobacter du sol absolument pures et exemptes de tout

autre microorganisme étranger.

Les souches isolées ont été repigquées sur le milieu nutritif
4 base de mannitol en tubes & essal tous.les mois. Aprés un sé-
Jjcur de 48 heures dans une étuve & 28° C, les souches sont gar-
dées au frigidaire & 4° C. '

Avant de passer & la description des souches isolées d'Azoto-
bacter, nous voulons donner ici les méthodes d'analyse effectudes
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sur les différentes terres desquelles les Azotobacter ont été

~isolés.

1° Prélévement des échantillons
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Avec une spatule métallique flambée, la terre fut prélevée a
une profondeur entre 5 et 10 cm. Cette terre fut introduite dans
des flacons stériles & large goulot. Environ 10 prélevements ont
dté pris par champ de 1 Ha. Au laboratoire ces échantillons sont
passédes sur deux tamis & mailles de 5 mm et de 2 mm. De cette fa-
con les cailloux et les gros débris organiques sont retenus. Aprés
tamisnee, les échantillons sont gardés dans des sacs en matiére
plastique. Les isolements ont été effectués dans les 7 semaines

suivantes,

2° Détermination du taux d humidité
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Dans une capsule tarée, on pése exactement un poids de 1'ordre
de 5 g d'échantillon. Aprés un séchage & 1'étuve & 80° C jusqu'ad
poids constant on pése & nouveau et on détermine ainsi le pourcen-

tage d'humidité.
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Dans un ballon de Kjeldahl de 100 ml on introduit 2 g de terre
sécke, Ensuite une petite cuillere de catalysateur comprenant :
10 g de sélénium + 475 g de suifate de soude + 7,5 g de sulfate de
cuivre. Apreés, on verse dans le ballon 5 ml d'acide sulfurique
concentré (d = 1,84). On chauffe & ébullition sous hotte jusqu'a
obtention de la teinte verte pale. Ensuite on laisse refroidir.
On ajoute ensuite 15 ml d'eau distillée et on laisse & nouveau
refroidir. On adapte le ballon & l'appareil de distillation de
Parnas et on verse 25 ml d'une solution de soude de 40 %. Le
distillat est recueilli dans environ 50 ml d'eau distillée. L'azote
est titréd avec de 1l'acide sulfurique N/100 en présence de 1'indi-
cateur de Tashiro (0,125 g de rouge de méthyle + 0,0839 g de bleu
de méthyléne dissout dans 100 ml d'alcool éthylique). Le résultat
est exprimé en pourcentage d'azote de terre séche.
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On pese exactement 2 grammes de terre séche qu'on introduit
dans un ballon de 250 ml de volume. On y ajoute 10 ml d'une solu-
tion de bichromate de potasse & 8 % et 20 ml d'acide sulfurique
concentré (4 = 1,84). Le mélange est chauffé sous reflux dans un
bain d'huile pendant 5 minutes & 190 -~ 2000C, Le liquide est en-
suite tranvasé dans un ballon jaugé de 250 ml et on ajoute de
1'ee2u distillée jusqu'au trait. Ensuite 50 ml de cette solution
sont introduits dans un Erlenmeycr de 500 ml. On ajoute 15 ml
d'acide phosphorique & 85 % et 200 ml d'eau distillée et 1 ml
d'indicateur (0,5 g de diphénylamine + 10C ml d'acide sulfurique
concentré + 20 ml d'eau distillée). La titration est faite avec
une solution de sel de liohr N/5. Le virage de titration passe du
bleu au vert.

1 ml de la solution de sel de Mohr N/5 correspond & 0,6 mg de
carbone. Les résultats sont exprimés en pourcentage de carbone

organique.
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On peése environ 5 g d'un échantillon tamisé de terre qu'on
introduit dans un mortier. On y ajoute 12,5 ml d'eau distillée
et on mesure le pH en secouant bien le mélange. Notre appareil
était un Radiometre (danois) avec électrode de verre.
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II. DESCRIPTION DES AZOTOBACTER_ISOLES DU_SOL.

e e e o ey Vs s s S . S oo S e S S o s YO S o S Tt U s S M o A Y Sonk o Sy Y S PP T S S

1. Azotobacter chroococcum VI-1.

Cette souche fut isolée d'une terre de culture aprés une ré-
colte de pommes de terre. L'avoine était la culture précédente.

Données de cette terre : pH = 6,2
Humidité = T7.%
Azote organique = 0,3 %
Carbone orgunigue = 2,7 %

2, Azotobacter chroococcum A-1

Isolé. d'une terre aprés une culiure de froment.

Données : pH = 7,05
Humidité = 19 %
Azote organique = 0,5 %
Carbone organique = 2,1 %

%. Azotobacter chroncoccum A-~2

Isolé d'une terre aprés une culture de seigle. Culture précé-
dente pommes de terre. Données :

pH = 7,2

Humidité =15 %
Azote organique = 0,3 %
Carbone organique = 1,7 %

4. Azotobacter chroococeum A-3

Isolé. d'une terre aprés une culture de lin,

Données : pH = 7,5
Humidité =12 %
Azote organique = 0,25 %
Carbone organique = 1,5 %

5 Azotobacter chroococcum A-4

Isolé d'une terre aprés une culture d'avoine, Culture prece-
dente : pommes de terre. Donnédes :.

pH = 7,1

Humidité =11 %

Azote organique = 0,2 %
= 1,35 %

Carbone organique
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6. Azotobacter chroococcum A-5

Isolé. d'une terre de jardin : rosiers, Bégonia, etc.

Données : pH = 6,85
Humidité =20 %
Azote organique = 0,15 %
Carbone organique = 1,05 %

7. Azotobacter chroococcum A-6
Isolé d'une terre abandonnée depuis des années., Végétation

de Festuca pratensis. Données :

pH = 7,85
Humidité = 13,5 %
Arzote organique = 0,3 %
Carbona organique = 3,2 %

8. Azctobacter chroococcum A-7
Iso0lé. d'un sous-bois. Végétation de Poa pratensis.

Données : pH = T,3
Humidité =9.%
Azote organique = 0,25 %
Carbone organique = 3% %

9. Azotobacter chiroococcum A-8
.Iso0lé. d'une preirie permanente.

Données : pH = 7,9
Humidité = 10,5 %
Azote organique = 0,21 %
Carbone organique = 1,6 %

10. Azotobacter chroococcum A-9
.. Is0lé d'une terre de potager aprés une. culture de pois.

Fumure organiques trés asbondante. Données :

pH = 8,1
Humidité = 12,7 %
Azote organique = 0,30 %

i

Carbone organique 3,1 %
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11, Azotobacter chroococcum A~10
Is0lé d'une terre de grande culture. Culture de froment,

Cultures précédentes : betteraves, pommes de terre.

Données : pH = 7,6
Humidité = 16 %
Azote organique = 0,1 %
Carbone organique =1,2 %
Toutes. les souches isolées appe~t..nnent 2 l'espéce‘Azotobacter

chroococeun (caractéres morphologiques et physiologiques).
Les souches une fois isolées, 3o Studiées morphologiquement

sur les.milieux suivants :
- gélose & base de mannitol & 1% api=w 24h de développement & 28° C.
- gélose & base de dextrose & 1% apr~s 24h de développement & 28° C,

- solution minérale avec 1% de mannitol aprés 42h " " § 28° C.
- golution minérale avec 1% de saccharose "  42h " ' 4 28° C.
- solution mindrale avec 1% d'alcool éthylique " " " & 28° C.
- solution mindrale avec 0,25% de benzoate de soude aprés

72h de développement a 28° C,.

Les milieux liquides et gélosées contiennent tous les composants
minéraux mentionnés page 22.

Les ensemencements sont toujours fait & partir d4'une suspension
‘de germes dans 1l'eau, cultivés préalablement pendant 48 h. sur gé-
lose-mannitol & 1%. Les milieux liqui les sont répartis en fioles
d'Erlenmeyer & raison de 25 ml par Erlenmeyer de 100 ml de volume.
Les milieux solides sont répartis en tubes & essais inclinéa,

Aprés une culture de 18 & 24 heures, des germes sont prélevés
dans les colonies obtenuec sur les milieux gélosés avec un fil de
platine et mis en suspension dans une goutte d'eau stérile sur une
lame de verre. La mobilité des germes est ainsi contrflable. En-
suite la préparation est séchée et fixée. Une coloration pendént
3 minutes avec une solution aqueuse de fuchsine basique & 1% est
effectude ensuite. Dans ces préparations colorées, les dimensions
de 50 germes sont mesurées. '

Pour les germes cultivés en milieu liquide, nous avons enlevé avec
un fil en platine un petit morceau de voile & la surface du milieu.
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Les germes enlevés sont étudiés au point de wvue de leur mobilité

et leurs dimensions.
Le tableau I nous donne un apergu sur la mobilité des souches

isolées,

Le tableau II nous donne

-+
++
+
0

signifie
signifie

signifie

de chaque culture en microns.

une bonne mobilité
signifie une faible mobilité
pas de mobilité

les dimensions moyennes de 50 germes

une trés forte mobilitéd

TABLEAU T
N I . ; i
Souches d' | Mennitol|Mannitol| Dexticse|Alc.éthyl.! Sucrose}Benzoate
Azotobacter! gélose liquide ! gélose liquide liquide; liquide
chroorcoccum
VeT-1 ++ 4t -+ et e pas de
crois—
sance.
A-1 ++ +++ +++ 4 +++ -+
A=2 + ++ ++ ++ ++ +
A-3 ++ ++ ++ +++ ++ +
A-4 ++ ++ ++ 44 ++ pas de
crois-
sance.
A-5 0 + + + + +
A-6 -+ e T e+ +++ |pas de
crois—
sance.
A-T7 + ++ ++ ++ ++ +
A-8 0 0 0 + 0 0
A-9 +-+ ++ ++ +++ ++ +
A-10 + + + ++ + +
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TABLEAU IT.

Séuches | Mannitol | Mannitol | Dextrose ! Alc. mds%pm Sucrose | Benzoate
d'Azotobacter | gélose liguide gélose liquide liquide liquide
chroococcunm
VT -1 5,2 x 2 3 x 1,9 2,8 x 2 3 x 2 2,4 x 1,9 | pas de
croissance
A-1 2,5 x 2 3,2 x 2 5 x 2 5,2 x 2 3 x 2 2,9 x 1,9
A -2 3,6 x 2,2 3,6 x 2,213,5x 2 3,6 x 2 5,4 x 2 3,4 x 2
A-73 >x2 3 x 2 2,8 x 2 3,2 x 2,2 | 3x2 2,9 x 1,9
A -4 2,9 x 1,9| 3 x 2,1 2,9 x 2 3,2 x 2,2 | 2,1 x2 pas de
croissance
A-5 >x2 3 x 2 7 x 2 3,2 x 2 2,9 x 2 2,3 x 1,9
A -6 2,9 % 1,8 3 x2 2,8 x 1,91 3,1 x2,2 |2,9%1,9| pas de
croissance
A -7 3,6 x 2,31 3,5 x 2,1 13,4 x2 3, 7% 2,5 | 2,5 x 2,2 5,2 X 2
A -8 3,2 x 1,9 3 x2 2,9 x 2 3 x 2 2,9x 1,9} 2,9 x 1,8
A -9 3,4 x 2,3 3,4 x2,113,2x2,2] 53,6 x2,4|2,9%x1,9]| 3,2x 2
A =10 3 x 2 3 x 2 2,9 x 2 3,2 x2,2 | %,1x2,1} 2,9%1,9
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Ces observations sur la mobilité des germes, résumées dans le
tableau I, montrent tout d'abord que 1a mobilité est treés variable
suivant les souches. Sur les onze souches décrites, une seule sem-
ble immobile sur cing milieux de culture utilisés lors des essails.
La plus grande mobilité des souches se manifeste sur 1'alcool éthy
lique. Nous pensons donc que l'alcool éthylique est une source
dnereétique idéale pcur déceler la mobilité des Azmotobacter chroo-

coccum.

Nous avons constaté gue loraque les cultures dépassent 24 heu-
res de croissance sur milieux gélosés, la mobilité des germes di-
minue sensiblement. Des cultures trés mobiles, comme 1a souche A-1
par exemple, ont perdu presque totalement leur mobilité apres 48
heures de développement,

Noas avons pu observer également que trois souches ne se déve-
loppent pas da tout sur le benzoate de soude, bien que la concen-
tration de cette substance ne dépasse pas 0,25 %.

La mobilité des autres souches, qui se développent sur 1l'acide
benzoIque est faible. Le benzoate de soude n'est donc pas indiqué
pour observer la mobilité des Azotobacter chroococcum.

~ Nous pouvons conclure de ces observations que les Azotobacter

e

chroococcum sont généralement mobiles & condition que les cultures
ne dérassent pas 30 heures de croissance & 28° C sur des milieux gé-

Des colorations de cils ont été faites sur des germes trés mo-
biles.Ces colorations sont plutdt décevantes. En effet on constate
que les cellules sont entourées de substances mugueuses, qui entra-
vent la vue des cils.

Le microscope optique ne permet pas de détecter d’une fagon défini-
tive l'implantation des cils. Il est impossible avec les techniques
de coloration de cils, dont nous disposons actuellement, de conclure
si les implantations des cils chez les Azotobacter chroococcum sont

péritriches ou non. A notre avis, seul le microscope électrohique
peut trancher cette question.

L'examen des mesures, rassemblées dens le tableau II, nous ap-
prend tout d'abord que les Azotobacter chroococcum.sont des cellules

en forme de b&tonnets ovales. Pour une méme souche, les dimensions
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des différentes souches, sur le méme milieu nutritif, nous obte=-
nons les chiffres sulvants

Sur mannitol gélosé 3,2 X 2,0 n
Sur mannitol liquide : 3,15 x 2,0)u
Sur dextrose gélosé : 3,0 x 2 ;0 p
Sur alcool éthylique liguide : 3,72 x 2 15 1
Sur saccharose liguide :3,0x 2 O 1
Sur benzoate de soude : 3,0 x 1,95)u

Ces mesures nous apprennent donc que les dimensions moyennes
des Azotobacter chroococcum sont en général : 5,1 x 2,04,

Ces dimensions s'accordent assez bien avec celles proposées
par Ysmagata et Itano (31). En effet, ces auteurs ont trouvé comme

dimensions moyennes & 3,4 x 2,?/Le Par contre Jensen et Petersen

(33) propose comme dimensions pour les Azotobacter chroococcum
5,0 x 2,4 . Vu la variabilité quil peut se produire entre les
différentes souches, il est possible que sous 1l'influence de fac-
teurs climatiques différents les races peuvent présenter des di-~

mensions variables.

Aprés avoir étudié les caractéeres morpnologiqie s des différen-
tes souches, nous avons recherché leurs caractéres physiologiques,
Les milieux suivants ont été utilisés
1°-Gélose-nannitol & 1%, mentionné page 22, en tubes & essais in-

clinés.
oo lNutrient agar (Difco™) ou gélose nutritive en tubes A essais

inclinés
3o-Nutrient gelatine (Difco) ou gélatine nutritive en tubes &

essals.
4°-Nutrient broth (Difco) en tubes & essais = bouillon nutritif.
5°~Litmus milk (Difco) ou lait tournesolé en tubes & essais.
6°-Nitrate Agar (Difco) ou gélose nitraté en tubes & essais inclinés.
7°-Gélose-amidon & 1%,mentionnée page 22, en tubes & essais inclinés.
8°-Trypton broth (Difco) ou bouillon-tryptone en tubes & essais.
9°-Milieu liquide & base d'alcool éthylique, mentionné page 22,

en fioles d'Erlenmeyer de 100 ml de volume. |

o o s e S S T et S 20 S e PR S e am WA 8 P S P Bt e S S S S P o S T . At S AR P S i o S P " Sl B Hl S S TS i e S R T T et e e ey S

(x) Les milieux de culture Difco (USA) sont deshydratés. On dissout
la quantité indiquée dens de 1l'eau distillée et on stérilise.
Le pH du milieu correspond avec celui indiqué sur le flacon.
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Sur le milieu gélose-mannitol, toutes les souches se dévelop-

pent déja visiblement aprés 24 heures & 28° C. D'abord la surface
est blanche, aprés 4 jours une coloration brunftre se manifeste.

Certaines produisent aprés 8 Jjours de croissance un pigment endo-

géne presque noir. La gélose n'est pas colorde. La croissance est

luxuriante pour toutes les souches sur la gélose-mannitol.

Les cellules jeunes cultivées sur ce milieu ne prennent en général
pas la coloration de Gram apres 72 heures de développement. Pour-
tant on peut trouver quelques cellules dans les préparations qui
prennent bien le Gram.

Sur le milieu liquide & base d'alcool,éthylique toutes les
souches montrent aprés 10 jours une production abondante de kystes.
Ces kystes ont des dimensions inférieures & celles des cellules
jeunese.

Sur le "nutrient agar" quelques petites colonie s sont & peine
perceptibles aprés 4 semaines a 28° C.

Un léger dépdt est formé aprés 4 semaines dans les tubes & es-
sais contenant le "nutrient broth".

Une 1égére croissance, & peine perceptible, se manifeste apreés
4 semaines sur la "nutrient gelatine". Aucun signe de liguéfaction
de la gélatine ne se manifeste.

Le tournesol ne subit pas de réduction dans le "litmus milk".
Le lait n'est pas coagulé aprés 4 semaines de développement.

Sur le "nitrate agar" il n'y a pas de réduction de nitrates.

Une trés bonne croissance se manifeste sur la gélose-amidon

& 1%. Aprés 5 jours une coloration brunétre, passant vers le noir,
se développe.
 Sur le "trypton broth" aucune croissance n'est notée aprés 15
Jjours de culture. La production d'indol, controlée avec le réactif
de Kovacs, est négative.

Nous_pouvons donc_conclure que toutes les souches isolées se




1. Azotobacter Beijerinckii B=1l,

Isolé d'une terre de culture aprés une culture de pommes

de terre.

Données : pH
Humidité
Azote organique
Carbone organique

i

5,8

- 775 C/)&/?

0,15 %
1,2 %

2. Azotobacter Beijerinckii B-2,

Is0lé d'un terrain vague avec végétation éparse de Festu-

ca spe.
Données : pH
Humidité
Azote organique
Carbone orgenique
5. Azotovacter Beijerinckii B-

i

i

3

5,5
11 %
0,20 %
1,5 %

e

Isolé d'une terre de cultur
de seigle.
Données : pH
Humidité
Azote organique
Carbone organique

4, Azotobacter Beijerinckii B-

e

i

Isolé d'une terre de Jjardin
Données : pH
Humidité
Azote organique
Carbone organique

5. Azotobacter Beiljerinckii B-

i

5

Isolé d'une terre de cultur
Données : pH
Hunidité
Azote organique
Carbone organique

e

i

i

sablonneuse apres culture

5,9
10 %
0,25 %
1,35 %

5,7
15 7%
0,12 ¢
1,05 &

o O~

a

apres ure culture de seigle.

= 5,8

13 %
1,55 %
0,25 %
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5. Azotobacter Beijerinckii B-6,

Isolé d'une prairie permanente.

Données : pH = 5,2
Humidité = 17 %
Azote organique = 0,19 %
Carbone organique = 1,4 %

7. Azotobacter Beijerinckii B-7.
Isolé d'une terre en friche.

Données : pH = 5,4
Humidité =12 %
Azote organique = 0,20 %
Carbone organique = 1,1 %

8. Azotobacter Bei jerinckii B-8.
Iso0lé d'un sol de forét découvert (coupe & blane d'un peu-

plement de pin sylvestre).

Données : pH = 5,1
Humidité =15 %
Azote organique = 0,30 %
Carbone organique = 2,05 %

9. Azotobacter Bei ijerinckii B-9
Is0lé. d'un taillis de chénes et de chAtaignes.

Domnées : pH = 5,4
Humidité = 9,0 %
Azote organique = 0,20 %
Carbone organique = 2,1 %

10. Azotobacter Beijerinckii B-10,
Isolé d'une prairie naturelle non péturée.
Données : pH = 6,5
12,5 %
0,16 %
Carbone organique = 1,8 %

Humidité
Azote organique

1
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Les souches isolées ont été étudiées morphologiquement avec

les milieux de culture et les méthodes décrits page 27, comme pour

les Azotobacter chroococcum,

Le tableau IIT nous renseigne sur la mobilité des souches

isolées. Le tableau IV résume les dimensions moyennes de 50 cel-

lules de chague culture, exprimées en microns.

TABLEAU TIIT

Souches
d'Azoto-
bacter
Beije~-
rinckii.,

——— ——— = s ey s o1

Mannitol
gélose

L o vt e et ot e s

Mannitol
liquide

e o ot e st e s W00 g st 208

O

Dextrose | Alcool
gélose éthyl..
liquide

0 0

0 0]

0 0

0 0]

0 0

0 0

-O 0

0 0

0 0

0 0

Sucrose
liquide

o .

benzoate
liquide
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TARLEATU IV,

Souches
d'Azotobacter
Beijerinckii.

———— - A o s - —

Mannitol
sdlose

- — o —— o oo

4,3%2,5
4,7%x2,4

4,9%2,5

Mannitol
liquide

4,5%2,5
4,5%2,6
4,4%2,3
4,6x%2,5
4,5%2,4
4,6%2,4
#wmxwym

4,7%2,4

Dextrose
gélose

——— - — s

Alcool
éthyl.
liquide
4%2,73
4,5%2,5
4,4%2,5
4,5x2,1
4,5%2,4
4,4%x2,5
4,6x2,4
5,0x2,6
5,1x2,7

4,9x2,7

Lt e e e o s oy i i i okt o e o e s e e e

Sucrose
liquide

Benzoate
liguide
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es observations sur la mobilité de ces germes nous ont appris
que les Azotobacter Beijerinckii sont dépourvus de toute mobilitd.

On doit donc conclure qu'ils ne possedent pas de cils.
Remarguons également que toutes les souches se développent bien
sur tous les milieux de cultures utilisés, y compris le benzoate
de soude.
Les mesures des cellules, domnées dans le tableau IV, sont cel-
les de bAtonnets arrondis. Les dimensions moyennes sont de 4,6 x

2,44
Les Azotobacter Beljerinckii sont donc généralement rlus grands

que les A, chroococcum précédemment décrits.

Les caracteres physiologiques des Azotobacter Beijerinckii ont

été étudiés sur les milieux décrits page 2%1.

Sur la "gélose-mannitol", toutes les souches sont observables
macroscopiquement apres 24 heures de développement & 28° C. Les co-
lonies sont visqueuses et produisent aprés 4 Jjours une coloration
jaunfitre. Certaines souches produisent un pigment endogene légére-
ment brunfitre en vieillissant. Les cellules jeunes de 24 heures,
prennent parfois le Gram., Les germes plus 8gés de 72 heures, ne
prennent Jamais le Gram.

Sur le milieu liquide d'alcool éthylique, toutes les soucihes
produisent en abondance des kystes, aprés 10 jours de culture. Com-
me pour les A. chroococcurm, les kystes sont sensiblement plus pe-

tits que les cellnles jeunes (2,8 x 1,84 de moyenne).

Aucune croissance ne se manifeste sur le "nmatrient agar" ni sur
le "nutrient broth" apreés 15 jours de développement & 28° C.

La "nutrient gelatine™ ne permet pas de croissance de la part
de ces germes. Aucune liguéfaction est perceptible aprés 15 jours.

Le "litmus milk" reste inchangé et il n'y a pas de production
d'indole.

Aucune souche ne manifeste de croissance sur la gélose amidon
a1 D,

Nous pouvons donc conclure gue toutes le souches isoclées se

comportent morphologiquement et physiologiquement comme des Azoto-
bacter Beijerinckii Lipman.
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IV, COVNCLUISIONS GENERALES SUR ILsS AZOTOBACTLR CHROOCOCCUM ET IES

—— o — = o——— - ot o = L At Y st T o Tt i o SO o A A W Tan TS Wy W N A et om Sev ot e e o W — T " ovrw " e A e o P

e o o " — o> | W S o Pt ot o ot o ST W S i

Zn examinant les caractéres morphologiques et physiologiques
des souches isolées, nous pouvons conclure qu'il existe des dif-
férences remarquables entre les deux espéces. Le tableau V résume
les caracteres distinctifs principaux

TABLEAU V.,

AZQOTOBACTER AZOTOBACTER
CHROOCOCCUM BETJERINCKII
Dimensions des
cellules 7,1 x 2,0 s 4,6 x 2,4 st
Mobilité positive négative
Formation de
kystes ahondante abondante
Croissance sur
amidon & 1 % positive négative
Croissance sur
benzoate de toujours
goude & 0,25 % inconstante positive
Pigmentation brunitre Jjaune a
a 1égerement
noir brunétre.
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V. ISOLEMENT DES AZOTOBACTER Dt L'EAU.
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Pour 1l'isolement des Azotobacter de 1l'eau, nous nous sommes in-

Le premier savant prétendait avoir obtenu de riches cultures d'Azo-
tobacter aquatiques & 1l'aide d'alcool éthylique & 2 7.

niére suivante : "S'il s'agit d'espices aquatiques, on ajoute & un
échantillon d'eau prélevé dans un étang ou riviére, quelquers centi-
cubes de la solution de sels pour plagques, une pincée de craie et

0,5 % d'alcool absolu. Le liquide se trouble bientdt. S'il devient
Jjaune ou jaune verdftre, on est slr d'y trouver 1'un ou 1l'autre des

microbes ddcriis dans ce mémoire (Azotobacter)".

 De son cbté Derx (55) prétend qu'on peut effectuer un isolement
sélectif d'Azotobacter agilis et d'Azotobacter Vinelandii. Pour fa-
ciliter.le développement des A. agilis on ajoute & un éclmntillon
d'eau 0,05 7% de phosphate.bipotassique, 1 % de benzoate de soude et
1 % d'éthanol. Par contre, pour faciliter le développement des A,

Vinelandii 11 suffit d'ajouter & 1'échantillon d‘eau 0,05 % de phos-

phéte bipotassique, 1 % de benzoate de soude et 0,5 % de mannitol.
Dans les deux modes opératoires, le benzoate de soude fait fonction
de substance inhibitrice, tandis que 1'éthanol et le mannitol four-
nissent 1'énergie. '

Nous n'avons pas voulu appliquer, dés 1l'isolement, des milieux
de culture sélectifs et nous pensons d'avoir bieyfait. Les essais
sur la nutrition carbonée des Azotobacter aquatiques, décrits plus

loin, confirmeront notre point de vue.

La technique d'isolement que nous avons suivi pour les Azoto-
bacter de 1l'eau fut la.suivante /
Les échantillons d'eau, environ 200 ml, sont additionnées de 0,05 %
de phosphate bipotassique et de 1 % d'alcool éthylique absolu.
Ensuite ces 200 ml sont répartis par quantité de 50 ml dans des fi-
oles d'Erlenmeyer de 250 ml de volume. Bouchées avec de 1l'ouate,
les fioles d'Erlenmeyer sont ensuite placées & 28° C. Aprés 4 jours,
nous pouvons constater que les milieux se sont troublés et qu'un
voile apparait & la surface.
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Une coloration jaune ou verddtre se produit dans les milieux.

Avec une anse en platine nous prélevons un morceau de ce voile
que nous mettons en suspension dans de l'eau du robinet stérilisée,
en tubes. Des dilutions croissantes sont pratiquées a partir de
cette premiére suspension., De chaque dilution 1 ml est tensvasé.
dans des boites de Pétri. Le milieu nutritif, mentionné page 22,
mais dans lequel le mannitol est remplacé par le dextrose, est mé-
langé avec les germes dilués.

Apreés 48 heures, parfois plus, des colonies se sont développées.
Certaines colonies sont pourvues d'un pigment vert, d'autres d'un
pigment jaune ou rosf@tre, d'autres encore sont incolores. Les pig-
ments produits.diffusent dans le milieu de culture.

Nous avons, de cette facon isolé des Azotobacter aquatiques

des eaux de la Lys, de l'Escaut et de différents canaux. Nous avons
épalement pratiqué des isolements & partir d'autres eaux souillées,
par exemple d'eaux d'étangs.
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VI. DESCRIPTION DES AZOTOBACTER VINELANDIT AQUATIQUES.

Les.souches A. Vinelandii isclées des eaux, furent mises en

culture, par repiquage, sur le milieu mentionné page 22, avec le
dextrose comme source énergétique, et stérilicé en tubes. Aprés
24 & 48 heures de culture & 28° C, les éléments composant toutes
les souches isolées manifestaient une mobilité vive, parfoisksur—
prenante.

- Tous les A. Vinelandii isolés, sont des b&tonnets. Le tableau
svivant nous donne leurs dimensions en microns.

Azotchacter Vinelandii Mesures en microns sur
"gélose-dextrose".
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Cc-1 3,5 x 1,5 &
c-2 5,2 x 1,5 M1
C-3 3,3 x 1,4 4
C-4 3,5 x 1,6 &
C-5 3,6 x 1,6 An
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Les dimensions moyennes sont donc sur "gélose-dextrose" : 3,4 x1,5x.
Les caracteres physiologiques des A, Vinelandii furent étudiéé
sur les milieux utilisés pour les A. chroococcum, mentionné page
31. Sur le milieu "gélose-mannitol" toutes les souches se dévelop-
pent déjh tres distinctement aprds 24 heures de séjour dans une
dtuve & 28° C. La surface de la masse microbienne est généralement
blanche. La gélose reste incolore. Aprés 8 jours de croissance une
teinte jaunftre & brunitre se laisse apercevoir,
Les cellules ne prennent jamais le Gram, aussi bien les cellu-

les jeunes, que les cellules plus Agées.

Sur le milieu liquide & base d'alcool éthylique toutes les
souches produisent des cellules enkystées en abondance, aprés vne
dizaine de¢ Jjours., Le milieu se colore en orun. Sur le "nutrient
agar" aucune croissance n'est perceptible aprés un mois.

Aucune croissance non plus est visible dans le "nutrient
broth" aprés 4 semaines de séjour dans 1'étuve & 28° C.

La "nutrient gelatine" n'est pas liquéfiée e aucune croissan-
ce ne se manifaste & i1a température du laboratoire aprés 4 semaines.

Le "lituusmilk" ne fermente pas.

Les nitrates ne sont pas réduits en nitrites.

Une bonne croissance se manifeste sur la "gélose-amidon", sans
formation de pigments.

La production d'indole ecst négative sur le "trypton broth".

Nous avons ajouté le test de croissance sur gélose-benzoate de
soude a 1 %. Nous avons constaté que sur ce milieu les souches
isoldes se développent trés bien. Au début, aprés 24.heures, le
milieu est coloré d'un pigment verdftre, fluorescent, qui change
rapidement au brun.

De _ces constatations, nous pouvons conclure gue toutes les
gcuches isolées se comportent morphologiquement et pby81olog1que—
meat comme des Azotobacter Vinelandii Lipmen.
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Comme les souches A, Vinelandii, les A. agilis furent cultivés
par repiquage sur la "gélose~dextrose". Les cellules de toutes les
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souches manifestent une trés grande mobilité aprés une période de
développement de 24-28 heures.

Des colorations de cils ne nous ont pas permis de constater
une implantation péritriche. Les substances muqueuses entourantes
ne permettent pas de préciser, & 1l'aide du microscope optique,
1'implantation exacte des cils.

Les cellules sont ovales ou cocciques., Le tableau suivant ré-
sume les mesures observées sur la "gélose-dextrose" aprés un sé-

Al

Jour de 48 heures dans 1'étuve a 28° C,

Azotobacter agilis| Mesures en nicrong sur "gélose-dextrose"
D-1 3,5 x 3,0 4
D-2 3,0 x 2,5 o
D-3 5,2 X 2,8/L
D-4 3,3 X 2,8/»
D=5 3,5 % 2,8/a,

Les.dimensions moyennes sont donc sur la "gélose~dextrose"

3,5 % 2,8 M,
Les caractéres physiologiques des A. agilis furent examinés
sur les milieux utilisés pour les A. chroococcum, mentionnés

nage 31,

sur le milieu "gélose-mannitol"” aucune des souches se dévelop-
pe aprés un séjour de 4 semaines dans 1'étuve & 28° €., Le mannitol
est donc une source d'énergie non-utilisable pour les Azotobacter

Sur le milieu "gélose~dextrose™ une croissance luxuriante se
manifeste. La culture est blanche, luisanie et grasse. Aucune
formation de pigments n'est observable. La gélose n'est pas colo--
rée. Les cellules ne prennent pas le Gram.

Sur le milieu liquide avec 1l'alcool éthylique, aucune formation
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de kystes ne 3e manifeste, méme apres 4 semaines. Les cellules
ovales, presque rondes s'élargissent. On obtient des cellules gé-
antes. Le milieu devient légérement jaunitre.

Sur le "nutrient agar" aucune croissance n'est perceptible

aprés un séjour de 4 semaines dans 1l'étuve & 28° C.

Un léger dépdt est visible dane le "nutrient broth" apres 4
semairies.

La "nutrient gelatine™ n'est pas liquéfice et aucune croissan-
ce ne peut &tre observée & la température du laboratoire apres un
mois.

Le "litmus-milk" reste inchangé.

Aucune réduction des nitrates en nitrites n'est décelable.

Sur la"gélose-amidon" une légére croissance se manifeste.

La production d'indole est nulle sur la "trypton broth".

Sur la "gélose-benzoate" & 1 % aucune croissance ne se pro-
duit.

Les expériences décrites, nous permettent de conclurz gue
toutes les souches isolées se ccmportent morphologiquement et
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VIII. CONCLUSIONS GENERALES SUR LES AZOTCBACTER VINELANDIT ET
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En examinant les caractéres morphologiques et physiologi=
ques des souches isolées, nous pouvons conclure qu'il existe decs
dit'férences remarquables entre les deux espéces. Le tableau sui-
vant résume les caractéres distinctifs principaux @

AZOTOBACTER AZOTOBACTER
VINELANDIT AGILIS
Dimensions des
cellules 3,4 x 1,5/b- 3,3 x Z,S/u
Mobilité positive positive
Tormation de
kystes abondante absence
Croissance sur
mannitol 1 % positive négative
Croissance sur
benzoate de
soude & 1 % positive négative
Pigmentation vert & brun légérement
jaunftre.
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En examinant la bibliographie relative aux milieux de culture
employés par les différents chercheurs pour la croissance des
Azotobacter, nous constatons que ces milieux employés diffeérent

beaucoup dans leur composition minérale,

P Y. e e o e
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surtoub, aussi bien pour l'isolement que pour des études de
croissance, la solution saline, mise ay point par le premier.
Cette solution est composée comme suit

Phosphate monopotassique 1 og Sulfate de manganése 0,01 g
Sulfate de magnésium 0,5 g Sulfate ferrique 0,0l g
Chlorure de sodium 0,5 g Eau du robinet 200 ml

Pour l'isolement des Azotobacter, ils ajoutent du carbonate de calcium

L'école américaine utilise surtout, soit le milieu de Ashby (65),

soit celui de Burk (65), Ces milieux sont constitués comme sui% :

Milieu de Ashby Milieu de Burk
MgSOho 7 Hy0 0,2 g KHZPOA 0,2 g
NaCl 0.1 g MgS0, . 7 Hp0 0,2 ¢
CaS0y,. 2 Hp0 0,1 g CaS0y.. 2 Hp0 0,1 g
CaCo03 5,0 g o, Fel¥) 1 ml
Eau distillée 1000 ml Eau distillée 1000 ml

SSmmm=

Par contre Allen (66) prescrit l'emploi du milieu suivant :

K2HPOI* 0,5 g MHSOLI’. L H20 trage
MgS0,, 0,2 g FeCls. 6 HoO trace
NaCL 0,2 g Eau distillée 1000 ml
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Jensen (19) fait appel & une autre formule, mais dahs tous ses

travaux sur les Azotobacter on retrouve la méme composition au point
de vue des éléments, Cette composition est la suivante:

KZHPOA 1lg FeSOA. 2 Hy0 0,05 g
MgSO,. 7 Hp0 0,5 g MnS0y, . Hp0 0,05 g
CaClop 0,5 g NaghicOy . 2 HyO 0,005 g
NapSO, . 10 Hy0 0,25 g Eau distillée 1000 ml

Nous pouvons donc constater qu'il y a une assez nette différence
dans la composition des milieux de culture utilisés par les chercheurs,
Green (49) a trouvé que les Azotobacter contiennent entre 4 et

8 % de cendres. Nous savons que les minéraux jouent un rdle trés
important et pariols trés spécifique dans la physiologie de la
cellule microbienne, Il est donc évident qu'il faut attacher uns
grande importance & la nutrition inorganique des Azotobacther.

La vitesse rapide de multiplication de ces germes et leur intense
capacité respiratoire exigent une connaissance approfondie de leur
nécessités en éléments inorganiques,

Dans la molécule des enzymes contrdlant les mécanismes respira-—
toires entrent des minéraux, Le fer fait partie intégrale des
cytochromes et cytochromes~oxydases dans la cellule microbienne.

Le magnesium est un élément stimulateur pour la respiration cellu-~
laire. Le phcsphore est la clef de volte de la structure, aussi
bien pour les acides ribo-nucléiques du cytoplasme, que pour les
acides desoxy-ribonucléiques gqui constituent la partie essentielle
des substances nucléaires,

Il nous semble donc d'un intérét fondamental, avant d'entamer
des études physiologiques compliquées, dfétudier 1'influence direc~
te des principaux minéraux sur la croissance des Azotobacter.

Or, la croissance des Azotobacter est facilement contrdlable,

En absence d'azote atmosphérigue, dans un milieu exempt dl'azote
combiné, aucune multiplication n'est possible pour ces germes.
ens un milieu nutritif aérobie, ol les Azotobacter se sont multi-

pliés, ltazote fixé est en relation directe avec leur vitesse de
croissance, Le dosage de l'azote dans les milieux nutritifs exempts
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d'azote combiné. ensemencés avec des Azotobacter, est en relation
directe avec leur croissance.

Nous sommes done préoccupé en premier lieu dans ce chapitre,
d'étudier 1'influence qu'excercert certains cations sur la fixa-
tion de l'azote, donc sur la croissance des Azotobacter.

Nous avons exaniné plus spécialement, le rdle du phosphore, du
calcium, du fer, du magnésium et du mangandse, dans des conditions
bien déterminées, sur la fixation de l'azote par les Agotobacter.
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INFLUENCE DU MANAGNESE ET DU [AGHESIWI SUR LA FIXATION DE

Nombreux sont les auteurs qui se sont elforceés de préciser
le rb8le des différents cations, tel gue ie fer, le calcium, le

magneésiuvm, le ¢obalt, le cuivre, le molybdeéne, dans la fixation
de l'azote par les Azotobacter.

travaux.
En ce gul concerne plus spécialement le rdle du manganeése,
iles observations sont assez contradictoires. Nilson, Alm et

Burstrdm (67) ont observé, dans des expériences de longue durée

(48 & 150 jours), que le magnésium peut &tre remplacé par le
manganése dans la croissance d'Azotobacter chroococcum. Dang

une étude sur La décarboxylase de l'acétate oxalique, présent

dans 1'Azotobacter Vimelandii, Plaut et Lardy (68) mentionnent

que ce ferment est activé beaucoup plus par le menganese, le

cobalt et le zine que var les ions de magnésium. De leur c35té,

magnésium dans l'oxydation du fumarate et du l-malate par des
extraits d'Azotobacter Vinelandii. Par contre, Jensen (19)

constate gue le manganese ne peutbt pas remplacer le magnésium dans
la fixation de Ll'azote par Azotobacter chroococcum, méme & une

concentration de 40 ppm de sulfate de manganése.
Nous avons étudié, dans des conditions bien déterminées,
1'influence du manganese sur la fixation de l'azote par diffé-

b

rentes espéces d'Azotobacter.

1. [ETHODES ET CULTURES
Nous avons utilisé dans ces recherches les espéces suivantes:
Azotobacter chroococcum

Azotobacter Beijerinckii

Azotobacter Vinelandiil

Azotobacter agilis
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Les souches différentes ont été conservées par repiquage sur
le milieu suivant g .

K2HP04 lg MhSOh.HZO 0,05 g

MgSOho 7 H20 0,5 g NaZMoOA. 2 HZO 0,005 g
CaClo 0,5 & Mannitol 10,0 g
NaZSOLP. 10 Hzo 0325 24 Gélose 16’0 g
FeSOAQ 7 Hy0 0,05 g Eau distillée 1000 ml

Le pH du milieu était amené & 7,5, Pour les souches d'A,
agilis le mannitol fut remplacé par le dezmtrose, pulsque ces
gerrnies ne se développent pas sur le mannitol.

Avant de cormencer les essals, toute la verrerie employée fut
nettoyée d'abord & l'acide chromique, ensuite & 1l'acide nitrique
bouillant. Aprés lavage & 1l'eau bidistillée, la verrerie était
séchée et conservée a4 1'abri de la poussiére.

Des solutions ont été préparées & partir de produits pro
analyse Merck ou Analar, Les solutions suivantes préparées dansde
l'eau bidistillée ont été employées 3

NaHpP0; . 2 Hp0 1% NapS0y,.10 Hp0 0,25 %
MgS0j,. 7 HpO 0,5 % FeS0,,.7Hp0 0,05 %
CaCly 0,5 % NayMoO, 2H,0 0,005 %
KC1 0,5 % Mannitol ou dextrose 10 %

Ces solutions ont été traitées par le charbon actif. Au moment
de la préparation du milieu nutritif, les solutions sont diluées
dix fois et mélangées., Ce milieu constitue le milieu liquide.

Des quantités croissantes d'une solution de MnS0, . HpO sont en-
suite ajoutées, de telle fagon que finalement nous disposons de
milieux de culture contenant respectivement: 0, 0,8, 1,6, 2,4,
5;2; 4,8, 6,4, 9,6, 12,8, 2, et 48 nug de Mu par ml.

50 mlL d6Shilieux de cuiture sont introduits dans des fioles
d'Erlenmeyer de 250 ml de volume et stérilisés & 115° C pendant
20 minutes. Le pH des milieux avant stérilisation fut amené a 7,5.
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TABLEAU 1I.

mg d'Azote fixés par g de Mannitol
SOUCHE Mn en’pg/ml
0| o,8 1,6 Ryh | 3,2 | 4,8
- 1
A, chroococcum A-l 11,5 | 12 12 12,5 § 12 12,5
o Chroococcum A-2 13,51 13 13,5 14 ; 14 1L
A. chroococcum A-4 13 13 13 13,5 | 13,5 13
A. Befjerinckii B-1 8 g 8 8 7,5 1 8
A. Beifrinckii B-2 16 | 16,5 | 17 17 16,5 | 16
A. Beikrinckii B-3 15 16 15 16 15,5 | 16
A. Beljerinckii B-4 14,51 15 14 14 14,5 1
A. Vinelandii C-1 18 18 18 18 18 18
A. Vinelendii -2 13 13 12,5 13 13 13
A. Vinelandii C-3 12,5 12 12,5 12,5 | 12 12
A. Vinelandii C-4 15,51 15,5 | 15,5 16 16 16
6,41 9,6 | 12,8 | 16 24 48
A. chroococcum A-~1 11,51 12 12 11 12 12
A, chroococcum A-2 14 13 13,5 14 14 § 13,5
A, chroococcum A=l 13 113,5 | 13,5 | 13,5 | 14 § 14
A. Beijerinckii B-1 8 8 8 8 7,5 | 7,5
A. Beijerinckii B-2 16 15,5 | 16 16 15 16
A. Befjerinckii B-3 15,5| 15,5 | 16,5 | 16 16 | 15,5
A. Vinelandii C-1 18 18 18 17,5 | 17,5 | 17,5
A, Vinelandii -2 12,51 12,5 | 12,5 12 12,5 | 12,5
A. Vinelandii C-3 12 | 12,5 | 13 13 13 12
A, Vinelandii C-4 16 16 16 15 16 15




TABLEAU I Amzwdmv

ng d'Agote fixés par & de Dextroge

= 51

SOUCHE M en ng/ml

0 0,8 1,6 2,4 3,2 4,8 6,4 9,6 12,8 16 | 24 | 40
agilis D=1 | 10,4 | 10,7 10 10,3 |10,8 10 10,5 111 10 | 10
agilis D=2 6,7 7,4 6,5 6,23 7,5 6,4 6,8 71 6,41 7
2gilis D-3 | g 6,8, 9 9,5 | 8,6 9 9,2 9] 8,5/ ¢
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Nous avons préparé l'inoculum de la fagon suivante. Chaque
souche d'Azotobacter était ensemencé dans le milieu liquide. L!

analyse sprectrographique (+) indiquait que le manganése étaic
totalement absent dans le milieu ainsi constitué. Aprés une in-
cubation de 48 heures & 28° C, dans un appareil & secousses thermo-
statis®, la culture obtenue servait d'inoculum pour un deuxiéme
Erlenmeyer. Cetts opération était répétée trois fois. L'inoculum
final ainsi préparé étzit dépourvu de toute trace de manganése.
L'analyse spectrographique ne pouvait déceler aucune trace de man-
ganése dans cette culture. Cing gouttes de cet inoculum étaient
alors introduites dans les fioles d'Erlenmeyer rempliesde 50 ml de
milieu nutritif liquide contenant les différentes concentrations de
inangancese, Aprés 48 heures de culture, dans 1'appareil & secousses
thermostatisé a 28° C, la croissance des cultures était mesurée par
le dosage de l'azote totale suivant la méthode micro-Kjeldahl de
Parnasse,

Le Tableau I nous montre les résultats obtenus. L' zote trouvé
est exprimé en mg par gramme de mannitol ou de dextrose.

I1 ressort de ces résultats que dans ces milieux ol tous les
minéraux comme le calcium, le magnésium, le fer et le molybdéne
sont présents en guantités suffisantes, le manganése ne Jjoue aucun
r8le stimulateur dans la fixation de l'azote par les différentes
espéces d'Azotobacter. Aucune des espéces soumises & l'essal n'a

besoin de la présence du manganése pour atteindre une croissance
optimale,
3, INFLUENCE DU MANGANESE SUR LA VITESSE DE CROISSANCE
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Dens le but de nouvs rendre compte de l'influence du manganése
sur la vitesse de cr01ssancedesAzotohacter, nous avons suivi la

__——.—.__——..._.-_.....—_.-._——._——.._.....—.-_..-—-.__-..-._._—..—......_.—.._...—_-_..——-—.__.__..._.—__-_..

(+) Nous tenoans & remercier le Professeur Dr., A. COTTENIE du
Laboratoire de Chimie Analytique de 1'Institut Agronomique Supérieul
de Gand pour les analyses spectrographiques effectuées sur nos mi-
lieux de culture,
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Tixation dtazote périodiquement toutes les six heures pendant deux

jours. ,
Nous avonsutilisé quatre souches: A, chroococcum A-l;

A, Beijerinckii B~23; A, Vinelandii C-1 et A. agilis D-3. Nous

avons ensénencé, comme décrit ci-devant, des milieux liquides con-
tenant 0 ug et 4O ug de manganeése par ml., Les fioles d'Erlenmayer
ont €té secouéesa 28° C pendant 48 heures. La fixation d'azote est
exprimée en mg d'azote par gramme de dextrose. Le dextrose était
présent comme source énergétique pour les quatre souches. lLes
courbes de croissance obtenues sont représentées dans les figures
1, 2, 3 et ke

Comme nous pouvons le constater, il n' y a pas de différence
entre les courbes de croissance obtenues pour L'Azotobacter
chroococcum sur les deux milieux cintenant respectivement 0 pg et

40 pg de manganése par ml, Le méme phénoméne se produit aussi bien
pour 1'A, Beijerinckii que pour 1'A. Vinelandii et A. agilis.

Nous pouvonsdonc conclure de ces résultats que si le milieu
contient suffissamment d'autres minéraux, tel que le calcium, le
magnésium, le fer et le molybdéne, le manganése ne joue aucun rdle

dans la vitesse de croissance des Azotobacter.

Lo LE MANGANESE FEUT-IL REMPLACER LE MAGNESIUM DANS LA
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Avant de pouvoir répondre & cette question, nous avons d'abord
examiné 1l'influence du magnésium sur la fixation d'azote par les
Azotobacter,

Les souches examinées ont d'abord été cultivées sur le milieu

liguide suivant :

NaHpPO, . 2 HpO 1lg FeS0,. 7 HpO 0,05 g
MgSO&. 7 HZO 0,5 g KCL 0,5 g
Ca012 3,5 g NaZMoOA. 2 HZO 0,005 g
Nazsoh. 10 HpO 0,25 g Dextrose 10 g

Eau bidistillée 1000 ml pH = 7,5
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Le milieu était reparti dans les fioles d'Erlenmeyer. Aprés en~
semencenent et un séjour de 24 heures & 28° C dans un appareil &
secousses thermostatisé, les cultures cnt été centrifugées pendant
20 minutes & 6000 tours. Les cellules furent ensuite lavées deux
fois aseptiquement & l'eau bidistillée et stérile. Finalement les
cellules sont dispersées dans de l'eau bidistillée et stérile.

Des fioles d'Erlenmeyer contenant 50 ml du milieu nutritif
liqﬁide exempt de margnésium et d’autres fioles contenant le méme
milieu enrichi de quantitis croissantes de sulfate de magnésium
furent ensemencésavec 0,5 ml de la suspension microbienne préa-
lablement préparée. Aprés 8 jours de culture.d 1l'étuve a 28° C la
croissance fut déterminée par le dosare de llazote totale.

Nous avons ainsi examiné onze souches d'A, chroococcum, dix

souches d'A, Beijerinckii, six souches d'A, Vinelandii, neuf sou-

ches d'A, apilis.

.Les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux IT,
ITT, IV et V, La fixation d'azote est exprimée en mg par cramme
de dextrose.

Nous donnons les résultats obtenus, avec les souches A.
chroococcum A-5, A. Beijerinckii B-1, A, Vinelandii C-5> et A.

agilis D=3, respectivement dans les figures 5, 6, 7 et 8.
~ Neus constatons que pour l'Agotobacter chroococcum, la crois-

sance en fonction de la concentration de magnésium présente dans
les milieux, suit une courbe sicmoidale. Pour toutes les souches
d'A, chroococcum examinées, 1la méme forme de courbe fut obtenue..

Tous les A. chroococcum exisent la présence dans le milieu nuvtri-~. .

tif de 20 a BO)ug de magnésium pour atteindre une croissance maximun.
Des analyses quantitatives.effectuédes sur les milieux par la mé-
épuisé le dextrose dés qu'il y avait ZO)ug de marnésium par ml

dans le milieu.

I'Azotobacter Belierinckii ne nécessitc que 8 - 10 up de
marnésium par ml dans le milieu pour atteindre sa croissance
maximum.

Ces souches, malgré leur ressemblance morphologique avec 1'A

- 8
Py

~

chroococcum, exirent donc 2 &4 3 fois moins de marnésium que les

récédentes.Les dix.souches A, Beyerinckii examinées manifestaient
, a8 Yy

les mémes exifences, clest & dire entre 8 et lO/pg de mapnésium par m:
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Les courbes de croissance en fonction de la quantité de meagné-
sium présente dans le milieu ont une forme parabdlique en opposi-
tion avec celles obtenues pour les A. chroococcum.

Les A. Vinelandii et A. agilis montrent une fixation d'azote
B a3 -

il

maximum en présence de 10 ug de magnésium par ml . Les six souches
d'A, Vinelandii qui furent examinées, présentaient les m€mes ca-

raétéres, ainsi que les neufs souches d'A. agilis.

- Nous avons voulu savoir si les quatres espéces manifestaient
les m@mes exirfences envers le magnésium sur des milieux pourvus
dtautres sources de carbone. Pour ecela nous avons employé les
mémes techniques et les mémes milieux de culture décrits ci~-devant,
mais nous avons remplacé le dextrose par le benzoate de_soude et
par le mannitol pour les A. chroococcum et A. Vinelandii et par

1'alcool éthylique pour les A. agilis.

Les courbes obtenus sont représentées dans les figures 5, 6,
7 et 8. Nous pouvons conclure de ces résultats que la source de
carbone ne joue pas de r6le dans les exirences des Azotobacter

envers le magnésium. Les Azotobacter manifestent les mémes néces-~

sités pour le magnésium quelque soit la source d'édnergie présente
dans leur milieux de culture.

5. CONCLUSIONS

1° Nous avons déterminé dans des conditions strictement controlées,
1'influence du manganése sur la fixation de 1ltazote par les .
Azotobacter. Il ressort des résultats obtenus que le manganése

ne joue aucun rdle dens la fixation de l'azote par les Azoto-

bacter.
Aucungdes espéces étudiées n'est inhibée dans sa fixation
dfazote par l'absence totale du manganése.
2° Le magnésium est un élément d'une nécessité absolue pour.les
Azotobacter. Cette nécessité varie suivant les espéces. Les
30.

&
ppm de mapnésium minéral, gquelque soit la substance énergétique

A. chroococcum exigent la présence dans leur milieu de 20

présente. Par contre, les A. Beljerinckii atteignent leur
maximum de fixation d'azote avec seulement 8 4 10 ppm de magné-

suim minéral. Les A. Vinelandii et A. agilis présentent un
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Le
Le
la
Le

milieu nutritif.
manganése n'a aucune valeur pour remplacer le magnésium dans
fixation dlazote par les Azotobacter.

manganése peut donc 8tre supprimé entiérement dans les milieux

de

.



- 6L -
INFLUENCE DU FER SUR LA FIXATION DE L!'AZOTE PAR LES AZOTOBACTER

De nombreuses recherches ont été erfectuées pour déterminer
1'influence du fer sur la croissance et le développement des
microorganismes. Aprés le premieir isolement des sermes nitrifi-

sulfate ferreux au milieu de culture activait l'oxydation de 1!
ammoniaque en nitrites et des nitrites en nitrates. .

e I S SK

2 mg Fe/1 dans leur uilieux deé culture pour le Nitrosomonas sp.

Les études de Waring (75)(76) ont démontré que 1'Aerobacter

aerogenes, l'Aerobacter indolosgenes, le Klebsiella pneumoniage?’

1'Escherichia coli.manifestalent une croissance.optimum avec

constataient que 1'Escherichia coli demandait 0,5 - 1,4 mg Fe/l
pour une croissance optimum dans un milieu od le marnésium était
présent en guantité suffisante. Des suspensions microbiennes mix-
tes de la panse nécessitent d'aprés lig_Naught, Owen et Smith (78)

1l - 2 mg de Fe/1l.

dation de l'ammoniaque par Nitrosomonas europaea et l'oxydation de

nitrites par Nitrobacter Winosriradsky continuaient en milieux de cul-

ture préabiement traités par le 8-hydroxyquinoline. Ces milieux
étaient donc exempt de toute trace de fer. La production de nitrites
par Nitrobacter europeae était accélérée en présence de concentra-

tions croissantes de fer. ia quantité optimum de fer était de
6 mg Fe/l. La tolérance finale des deux rermes se situait & 122 mg;
Fe/1. Dans un milieu contenant 500 mg Fe/1 lloxvdaticn par

Nitrobacter Winosradsky se ralentissait.
lus spécialement en rapport avec les Azotobacter, nous citous

les travaux de Burk, Lineweaver 2t Horner (80) et de Horner et Burk

=== mEmmmEET = mm== = M= === ===

(81). Ils constataient que le fer présent sous forme de fer-humique
était plus facilement ascimilable que l'ion ferreux. La quantité

de fer nécessalre pour une croissance optimum de l'Azotobacter
atteignait 0,0004 ~ 0,01 millimol (0,02 - 0,5 ppm.)
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de fer sont nécessaire pour une fixation optimum d'azote par
Azotobacter.

En examinant ces différents résultats concernant lt'influence du.
fer sur la croissance et la fixation de l'azote par les Azotobacter,

on a l'impression que les différences obtenues lors des étud:zs
mentionnées découlent du fait que les chercheurs ne contrélaient
pas ricoureusement les autres substances nutritives dans les mi-
lieux de culture.

I1 nous semble nécessaire d'introduire dans les milieux de culture
4 chaque essal les sels minéraux nécessaires a des concentrations
suffisantes en non~inhibitrices. Alors seulement il est .possible
de déterminer exactement 1'influence d'un autre élément, comme le
fer par exemple.

Le milieu de culture que nous avons employé contient suffisamment
dinydrate de carbone & c6té de phos phore, de soufre, de potasse,
de calcium et de magrésium. Les micro éléments ccmme le molybdéne
étaient éralement ajoucés dans leur concentrations optimum.

tré que cet é&lément n'est pas strictement nécessaire pour le
développement des Azotohacter. I1 sienale que le cuivre stimule

seulement la production des pirments de ccs rermes.
Le bore ne fut pas ajouté nu milieu de culture. Lewis (&5) a

prouvé que cet élément n'a aucune influence sur la croissance des

Hadg (87) ont constaté que le bore stimule la croissance des

Azotobacter en milieu liquide & condition que les essais soient

fait dans des vases en aluminium. La concentration en bore en
milieu liquide serait de 2 mg B/1 pour obtenir une multiplication
et ‘une fixation dl'azote maximum., A 3 ppm le bore exerce une in-
hibition sur les Azotobacter. Vu la contradiction dans les ré-
sultats concernant l7iafluence du bore nous n'avons pas ajouté
cet élément séparément dans notre milieu de culture. Puisque

nous travaillons uniquement avec du matériel en verre le bore
peut &tre présent dans le milieu de culture sous forme de traces.
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Cultures: Nous avons utilisé dans ces recherches:

A. chroococcum V.T.-1 et A, chroococcum A-1; également A, Vinelandii

C-l et A, Vinelandii KS-4. Cette derniére souche nous a été envoyée

Ces cultures on été ensemencées et repiquées sur le milieu suivant:

K2HPOA 1,0 g FeSOh. 7 Hs0 0,05 g
MgS0) . 7 Hy0 0,5 g Na,Mo0, o 2 Hy0 0,005 g
CaClp C,5 g Nag30y, 0,25 g
MhSO43 HZO 0,05 g Mannitol 20 g
Eau distillée 1000 ml pH = 7,5

Les souches €taient cultivées & 28° C,
Milieu de calture: Toute la verrerie employée dans les expérien-

ces fut lavée avec de l'acide chromique chaud, puis bouillie avec
de 1'acide nitrique et ensuite lavée avec de l'eau bidistillée.
Avant'lemplni, la verrerie était traitée & la vapeur d'eau bidis-
tillée, et gardée & 1l'écart de la poussiére.

Les solutions sulvantes ont été préparées: dextrose 200 g/l; phos-
phate monopotassique 10 g/l; sulfate de soude 2,5 g/l; sulfate de
magnésium 5 g/1; chlorure 5 g/l; sulfate de manganése 0,5 g/1;
molybadate de soude 0,05 g/l. Ces solutions étaient mélangées aved
du charbon actif, Pour la composition des milieux nutritifs ces
solutions étaient diluédes dix fois et traitées au 8-hydroxyquino-—

=== = fmtt—a g =y

mélangé les solutions nous avons ajouté des quantités croissantes

de Fesoh. 7 HoO de telle maniére que les différentsmilieux conte~
naient respectivement 0, 1, 2, 5, 10, 20 et 50 ug Fe/ml, Les
milieux étaient partagés en fioles d!'Erlenmeyer dz 250 ml de volume,
Ciiaque Erlenmeyer contenait 50 ml de milieu liquicde. Aprés une
stérilisation & 120° C pendant 20 minutes chaque Erlenmeyer était
ensem?ncé,

L'inoculum était préparé comme suit. Les cultures sur le rmilieu
gélosé & base de mannitol étaient dispersées dans de l'eau bidis-
tillée. Chaque culture était centrifugdé et lavée aseptiquement
deux fois dans de l'eau bidistillée et stérile. Finalement les



- 67 -

cellules étaient reprises dans de l'eau bidistillée et stérile.
De cet inoculum deux gouttes étaient versées dans les différen-—
tes fioles d'Erlenmeyer. L'incubation des milieux se faisait

& 28° C. Apres 2, 5 et 7 jours de croissance nous avons dé-—
terminé dans chague Erlenmeyer la quantité d‘agote fixée par
les Azotobacter, la guantité de dextrose utilisée par les

grmes, la quantité de fer azssimilée par les germes.
b Fog

L'azote total dans les milieux de culture fut déterminé par la
méthode micro-Kjeldahl de Parnasse. L'azote était repris lors
de la distiliation dans de l'eau distillée et titré avec de
l'acide sulfurigque 0,01 N en présence de 1l'indicateur de

(88). Cette méthode peut &tre résumde comme suit. Nous avons
employé le sel de lohr pour constitué la courbe d'étalonage.
0,280 g de Fe(NH4)2.(SO4)2.6 HZO sont dissout avec 4 wl de H2804
dans un ballon jaugé, avec de l'eau bidistillée, jusqu'a 200 ml.

De cette solution type nous prenons exactement 10 ml et 4 ml
d'acide sulfurigue gue nous diluons Jjuscu'a 200 ml avec de 1l'eau
bidistillée. Cette derniére golution contient 10 ppm de Fe.
Dans des ballons jaugés de 25 ml nous introduisons exactement:
0.5 =1 ~=1,5=-2-2,5~-3=23,5-4-4,5¢et 5nl de cette
solution. DNous ajoutons:
0,5 ml d'une solution de NH,OH.HCL & 5 % dans de 1'eau bidis-
distillée+ 1 ml d'une solution de O-phénantroline (0,2 % dens
1'alcool éthyligue & 25 %) + 3 ml d'acétate d'ammonium & 60 %
dans de l'eau bidistillée.
Nous ajoutons de 1l'eau bidistillée jusqu'au trait. Aprds avoir
bien mélangé le contenu des ballons, la coloration rouge est
mesuré au spectrophotometre de Coleman avec filtre jaune &
500 i1 La courbe d'étalonage est reproduite dans la figure 9.
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Les milieux de culture, avec et sans fer, sont troubles & cause de
de sels minéraux qui se sont précipités. Nous avons constaté que
lorsquton soumet ces milieux de cultures & une centrifugation a
6000 tours/minute et qu'on fait un essai de recherche du fer, il
n'y a pas moyen de mettre en évidence cet ion dans le "surnageant®,
Aprés différents essais avec des acides nous avons trouvé gque
1 ml HNO3 2N, ajouté 4 50 ml de milieu, suffisait pour dissoudre
complétement les sels minéraux précipités. De cette fagon il nous
a été possible de faire le dossage du fer dans ces milieux liguides,

‘Pour déterminer la quantité de fer enlevée par les geirmes du
milieu nutritif, nous avons ajouté aux cultures aprés leur déve~
loppement 1 ml HNO3 2 N. Aprés dissolution des sels minéraux nous
avons centrifugé & 4000 tours/minute pour précipiter les cellules
microbiennes, Sur un aliquot du liquide surnageant, 1le fer encore
présent, fut déterminé par voie colorimétrique.,
En déterminat ainsi le fer avant et aprés la croissance des
Azotobacter, il nous a été possible de connaltre la quantité de

cet élément métabolisé par ces germes,;
Le dextrose fut dosé par la méthode iodométrique de Luff-Schoorl.

(70). Pour écarter l'influence que pourrait avoir les protéines des
Azctobacter sur le dosage du dextrose, nous avons d'abord pratiqué

sur les milieux de culture une défécation avec 20 ml de la solution
défécante de Carrez. Aprés filtration et mise & volume, le dextrose

pouvait &tre dosé quentitativement.

-

Les résultats obtenus sont groupés pour l'Azotobacter chroocoe~
cum VI-1 dans le tableau I, pour 1'A, chroococcum A-l dans le ta-
bleau II powr 1'A. Vinelandii C-1 dans le tableau III, pour 1l'A.
Vinelandii KS~4 dans le tableau IV,

Puisque les solutions nutritives, pourvues des différentes

concentrations de fer et de dextrose étaient constituées simulta-~
némensc pour les trois périodes de culture, ces chiffres ne sont
mentionnés gu'une seule fois dans les tableaux.
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TABLEAU T

Temps cde P de Fer /pg de Fer |mg N |nmg Dextrose | mg Dex- P& de

culture théori-~ dosés dans présents troge mé-~| Fer
en jours | quement dans 50 ml dans tabolisés €%29r~

présents 50 ml 50 ml dans dans

50 ml 50 ml 50 ml

0 7,5 0,20 1005,0 0,0 0,0

50 50,0 0,20 1043,0 0,0 0,0

100 113,3 0,22 996,0 0,0 0,0

250 250,0 0,21 1007,2 0,0 0,0

0 500 554, 2 0,20 987,17 0,0 0,0
1000 850,0 0,21 994,38 0,0 0,0

2500 2300,0 0,20 990, 6 0,0 0,0

0,72 9,5 0,0

2,24 229,8 20,1

2,40 219,98 48,3

2 2,64 195,8 50,0
4,24 174,0 87,5

4,00 118,4 1375

4,10 109,6 150,0

1,02 19,8 1,0

6,20 1033,4 30,6

8,16 827,0 75,0

5 11,00 828,0 145,0
14,00 808,0 |304,0

13,50 734,0 525,0

13,60 724,2 550,0

1,24 20,9 2,0

6, 50 1043,0 32,0

8,90 995,5 79,2

7 12,75 1006,0 155,0
16,10 987,0 312,6

16,00 993,9 550,0

15,50 990, 1 575,0
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TABLEAU II
Temps de | ug de Fer or mg Dextro-jng de Fer
“IPoure | AEsctat Pe,de ke | e | us Doxtrose| S métabo. e
en jours | quement dans 50 ml pdans a dans
résents 50 ml ans 5C ml
0 10 0,13 1030,6 0,0 0,0
50 56,6 0,15 1008,1 0,0 0,0
1.00 100, 6 0,1L 1013,1 0,0 0,0
0 250 24,9.0 0,16 1021,5 0,0 0,0
500 187.5 0,12 1012,0 0,0 0,0
1.000 975.0 0,15 999,7 0,0 0,0
2500 2250,0 0,14 9971k 0,0 0,0
0,30 5,7 0,0
1,30 195,6 15,0
3,40 190,7 35,0
2 4,50 187.3 80,5
Ly70 178,7 145,0
4,50 157,3 230,5
4y 40 145,2 2L5,0
0,55 21,0 0,0
5,90 990,2 25,0
730 903,2 62,5
5 2,50 867 5 152,5
9,60 8&3 2 275,0
9,80 793, 16 450,0
9,80 77k, 8 475,0
0,70 21,2 1,3
7530 1007,5 33,5
8750 1013,0 71,5
7 10,50 1020.9 189,
10,20 1011,2 312,5
10190 999,0 500, 0
10, 80 997,3 525,0




TABLEAU IIT

g de Fer

.. mg Dextro-{mg Dextro-| ng de Fer
Temps de théorique~|ng de’Fer mg N %e pré- n%e 06 ta <f§sorbes
culture ment dosés dans sents dansj bolisés dans
en jours présents dans 50 ml 50 ml dans 50 mi
dans 50 ml 50 ml -
50 ml
0,0 8,1 0,13 992,4 0,0 0,0
50,0 50,0 0,15 998 6 0,0 0,0
100,0 96,0 0,14 lOOO 5 0,0 0,0
0 250,0 230,0 0,15 996 7 0,0 0,0
500,0 463,0 0,13 993;5 0,0 0,0
10C0,0 928,0 0,15 1005, 3 0,0 0,0
2500,0 2295,0 0,14 1002,0 0,0 0,0
0,35 6,3 0,0
1,60 190,7 8,0
2,30 194,3 16,0
> 3,60 190, 1 48,0
Ly, 00 189,6 80,1
3,90 188,3 130,0
2,60 178.56 14C,0
0,80 19,5 2,0
3,70 980,14 20,2
4,80 973,k 35,0
5 6,80 970, 6 90, 4
7 20 956,8 160,0
6 80 948 6 260,0
5, 790 940,7 70,0
1,30 20,7 3,0
. 30 998 3 25,2
5,30 1000,1 50,0
7 :,hO 996;2 109,4
8,10 993,1 182,0
7,80 1004, 4 286,0
6, 60 1002,0 296,0
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TABLEAU IV
Temps de g de Fer . 1
culture |’théori~ P8,9¢.Ter § mg N mg Dex- | mg Dex~  |ug de Fer
en quement 05és dans trose trose méta-{ résorbés

jours Présent 5gan§ 50 ml. présents | bolisés dans
dans 1 dans dans 50 ml

50 ml 50 ml 50 ml
0 9,3 0;20 9952 0,0 0,0
50 56,9 O,2L 983,5 0,0 c,0
100 103,0 0,19 1.000,9 0,0 0,0
0 250 25M,8 0,20 1013,7 0,0 0,0
500 493,8 0,22 1013, 4 0,0 0,0
1000 975,0 0,20 1019, 4 0,0 0,0
2500 2L25,0 0,18 968,5 0,0 0,0
0,30 5,3 0,0
1,60 200,5 10,0
2,40 198,56 20,0
2 3,50 197.3 51,0
3160 19611, 110,0
3,40 194, 3 150,0
3,10 183,2 170,0
040 19,5 1 0,0
5,30 9ZOsh | 25,0
7,70 963,7 | 40,0
5 ;30 9608 1200
1| B
2
7,90 943, 3 310,0
0,5 20, & 1,5
6,90 983,1 25,0
- 9,45 1000, 7 70,0
10,15 1012,2 153,8
10,30 1013, 4 281, 1,
lO 55 10i9,4 381, 3
9,80 968 5 00,0
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Azotobacter chroococcum

Il ressort des résultats concernant la fixation de 1l'azote
{¢olonne L) que la souche VT-l posséde un pouvoir dlutilisation
plus prononcé du dextrose que la souche A~l, La quantité meximum
dtazote fixée est respectivement 16 et 11 mg N/gramme de dextrose.

Jusqu'a un certain taux, la fixation d'azote est fonction de
la quantité de fer présente dans le milieu, La fixation d'azote
augmente avec des quantités croissantes de fer et atteint son maxi-
mum lorsgue 10 -~ ZO)ug de fer par ml sont présents dans le milieu
nutritif. La concentration de lOJpg de fer par ml, donc par 20 mg
de dextrose, représente un minimum pour obtenir une fixation opti-
mum, dans les conditions données. Les concentrations de fer supéri-
eures & 20/yg par ml n'exercent aucune inhibition sur la fixation
de ltazote,

Le dosage du dextrose utilisé (colonne 6) indique que cet hy-
drate de carbone est assimilé complétement apres 7 Jjours de culture,
en présence de 1 nug de fer par ml, donc par 20 mg de dextrose.
Cette concantravion est déja suffisante pour la dégradation com-
piéte du dextrose.

La résorption du fer par les cultures, atteint également son
maxiwmum aprés 7 jours de culture. La fixation de l'azote et la ré-
sorption du fer suiveni le méme cours. Remarquons toutefois que 1!
assimilation du fer atteint son maximum & 20 pg de Fe/ml.

Environ 25 % de la quantité de far présente sont resorbés par les
A, chroococcum aprés 7 jours de croissance dans un milieu contenant
50 ug de Fe/ml.

Azotdbacter Vinelandii
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Dans les conditions crées, les deux souches examinées, présen-
tent une fixation d'azote en fonction de la concentration en fer.
La fixation d'azote atteint son maximum avec 10 & 20 ug de Fe par
ml de milieu de culture, Une légére inhibition dans la fixation de
l'azote se fait sentir avec des quantités de fer plus grandes dans
le milieu, Les A, Vinelandii nous semblent sensitble & des concen~

tration trop élévées en fer.

La consommation du dextrose est compléte a partir de 1 pg de
Fe/ml de culture. La quantité de fer résorbée par les_A., Vinelandii
n'atteint que 15 % environ de la totalité présente, aprés 7 jours




de croissance,

Nous remarquons que les quatres souches examinées exigent un
minimum de lolyg de fer par ml de culture, donc 500 ug de fer par

gramme de dextrose pour atteindre une fixation d'azote maximum.

Cette quantité est relativement grande en comparaison avec les
exigences dlautres microorganismes. Remarquons toutefois que les
A, chroococcum présentent sous des canditions normales de croissance

une valeur QOZ d'environ 2000. Lineweaver (89) signale que cette

S

valeur peut aller jusqu'a 4000 pour les'A. Vinelandii. L'intensité

respiratoire des microbes est en rapport direct avec la quantité
de cytochrome et de cytochrome-oxydase dans la cellule. Il ncus
paralt logique alors, que les Azotobacter présentent un si grand

besoin ce f{er.

La quantité de fer, nécessaire pour atteindre une fixation
d'azote maximum est considérablement plus grande que celle néces-~
saire pour l'assimilation du dextiose présent dans le milieu,

Il nous semble donc que ie fer est utilisé par les Azotobacter non

seulement pour effectuer leur respiration, nais également pour
fixer de l'azote atmosphérique.
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INFLUENCE DU CALCIUM SUR LA FIXATION DE L'AZOTE PAR

Ce cherciour a trouvé gque les A. clinococcum nécessitent 0,30 mg
de calcliwa, comme Ca(H2P04}2’ par giwame de glucose en présence d!
acides Iviilques, Ces résultats ont ¢té confirmés par Schrider (91).
Plus taid iirposito et ses collaborateur (92) ont trouvé que le

calcium n'était pas nécessaire pour une fixation d'azote normale

en préscnce d'azote. combiné sous forme de nitrates ou d'ammoniaque.

cation qu'en présence d'azote comhiné, le calcium ne Jjoue aucun
rdle dans la fixation de l'azote par les Azotobacter. Dans leur

deuxieme repport ils ont dii reviser leur premiére opinion et ils
prétendent que le calcium est un élément essentiel dans toute

circonstarice de croissance des Azotobacter,

En raison des grandes divergences concernant l'influence des
ions calcium, nous avons fait des essais suivants :
Leséolutions suivantes ont été préparéesa dextrose 200 g/1;
phosphate monopotassique 10 g/1; sulfate de soude 2,5 g/1;
sulfate de magnésium 5 g/l; sulfate de mangandse 0,5 g/l;
molybdate de soude 0,05 g/l; sulfate ferreux 0,5 g/l.
Ces solutions étaient préparées dans de l'eau bidistillée. Les
solutions sont mélangées avec du charﬁon actif. 50 ml de chaque
solution sont trensvasds dans des ballons jaugés de 500 ml.
Ensuite vne quantité exacte de chlorure de calcium anhydre fut
ajoutée dans chaque ballon., En opérant ainsi nous avons constitué
des milieux nutritifs contenant les concentrations suvivantes. en
/pg.de calcium par ml: 0,0 - 3,6l - 7,22 - 10,83 ~ 14,44 - 18,05 -
36,10 - 90,25 et 180,50,
50 ml de chaque milieu sont ensuite stérilisés dans des fioles d!
Erlénmeyer de 250 ml de volume & 120° C pendant 20 minutes. Chaque
Erlénmeyer est ensemencé avec deux gouttes d'une suspension d!
Azotobacter dans de 1'eau bidistillée, préparée A partir dlune




Azotobacter chroococcum A=2
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TABLEAU T

Pe Ca/ml mg diazote mg de C | mg de C mg de C % de C
fixés dans | présents | retrouvés |métabolisés |[métabolisé
50 ml dans dans dans 50 ml
50 ml 50 ml

0,00 1,8 4O1,3 360,0 41,3 10,04
3,61 by5 401, 3 142,5 258,8 6L, 50
7422 8,8 405,0 37:5 367,5 90§74
10,83 13,5 401,0 26,3 374L,7 9344
i, b4l 13,7 405,0 15,8 398,2 96,10

18,05 _— _— _— _— "

36,10 13,8 402,8 24,8 378,0 93,8
90,25 12,7 397,5 28,0 369,5 92,95
180,50 10,9 412,5 50,3 362,%2 7,80

Azotobacter Beikrinckii B-2
Pl Ca/ml mg; q’azote mg de C jmg de C mg de C ’% de C
fixés dans présentsjretrouvés | métabolisés| métabolisé
50 ml dans dans dans 50 ml
50 ml 50 ml

0,00 0,8 357,0 34,8,8 6,2 g,2

3,61 1,0 41,8 219,8 195,0 53,0

7,22 1,7 LOL,3 59,0 342,3 85,3

10,83 2,6 L12,5 6,3 406,2 96,5

Li,y by 555 397,5 5,2 392,3 98,7

18,05 6,5 41,8 5,3 409, 5 98,7

36,10 8,8 423,8 5,4 418,14 98,7

90,25 7,0 397,5 16,3 381,2 95,9

180,50 6,5 403,72 20,7 382,5 949
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e Ca/ml mg d'azote !mg de C ! mg de C f mg de C : % de C

fixés dans ; présents | retrouvés : métabolisés: métaboli
50 ml dans dans %dans 50 ml.
i 50 ml 50 ml !

0,00 8,0 | 408,3 20,5 | 37,8 95,0

3,61 9,0  417,0 14,6 402, 4 96,5

7,22 9,4 1 LOL,5 : 11,3 393,2 ' 97,2

10,83 9,k 1 A12,2 7,6 | LOL,6 L 98,2

by by § 9,6 1+ 420,0 g 6,3 413,7 98,5

18,05 9,5 | 409,0 | 6,6 . 402,k | 98,4

36,10 i 9,2 ¢+ A15,5 | 10,4 | k05,1 1 97,5
90,25 | 9,2 | 4OL,0 | 12,2 391,8 97,0

180,50 ; 8,7 . L400,5 ! 12,5 388,0 96,9

Azotobacter agilis D-4

P Ca/ml mg d'azote img de C mg de C mg de C % de C

fixés dans | présents | retrouvés | métaboliisdsimétabolisé
50 mL dans dans dans 50 =l
50 ml 50 mL

0,00 8,5 402,6 25,1 37745 93,8

3,61 9,5 400,9 13,8 387,1 96,8

7,22 10,2 402,1 9,7 392,4 97,6

10,83 10,4 401,7 5,3 396,4 98,6

1hy bl 10,5 401,1 I 396,3 98,8

18,05 10,0 402, 6 5,0 397,6 98,8

36,10 S,7 398,7 8,9 389,58 97,8

90,25 9,8 402,0 11,1 1 390,9 97,2

180,50 9,5 400,2 | 11,5 L 388,7 97,1
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culture inclinée sur gélose~mannitol.

Aprés 9 jours de culture & 28° C, les dosages d'azote dans
les cultures sont effectués comme il est décrit précédemment. Les
dosages de carbone dans les milieux on été faits, aprés centrifu-
gation des cultures & 6000 tours/minute, sur un aliquot de 10 ml,

Les tableaux I et II nous montrent les résultats obtenus avec
+ chroococcum A~2, A. Beljerinckii B-2, A. Vinelandii C~l1 et
. agilis D-4.,

Nous constatons que les A, chroococcum ont absolument besoin

A
A

de la présence du calcium pour atteindre leur maximum de fixation
d'azote. La concentration en calcium nécessaire a cet effet est
de lS)ug de calcium par gramme de dextrose.

Pour les A, Beljerinckii la concentration en calcium nécessaire

pour une fixation d'azote maximum est de 36/Fg de calcium par
gramme de dextrose,
Les A. Vinelandii et A. agilis ne sont pas aussl sensibles &

la présence du calcium. Dfaprés nos essais leur besoins s=
chiffrent a environ 7 pg de Ca par gramme de dextrose,

L'évolution du carbone métabolisé suit de trés rirds la fixa-
tion de l'azote en fonction des quantités de calciur présentes
dars les milieux.

Pendant cette étude sur les besoins en calcium des Azotobacter
nous, avons eu eonnaissance des publications de Norris et Jensen

le calcium est un élément essentiel pour les A. Vinelandii, A.

chroococcum et A, Beferinckii. Le calcium n'est pas essentiel pour
les A, agilis. Pour ce germe la présence du calcium exerce un ef-

fet stimulateur.
I1 nous semble que nos résultats stlaccordent assez bien avec

Nous pouvons donc conclure:
1° ~ Le calcium est un élément essentiel pour les quatre espéces

d'Azotobacter examinés.
2° -~ La concentration minimum pour obtenir une fixation d'azote

maximum pour les quatre espéces s'éléve a 36 ng de Ca par

gramme de dextrose ou 100 ug de CaClp par gramme de dextrose,
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INFLUENCE DU PHOSPHORE SUR LA FIXATION DE LtAZOTE PAR
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De nombreuses recherches sur la composition chimique des bac-
téries témoignent de la présence de quantités relativement élevées

qu'il existe de grandes fluctuations dans la teneur de phosphore

d'Escherichia colil pendant le cycle de croissance. D'aprés cet au-
teur, la concentration de phosphore celllulaire augmente trés vite
pendant le phase de latence Jjusqu'ad un point qui correspond a la
moitié de la premiére génération. La concentration en phosphore
diminue jusqu'd la fin de cette génération et augmente & nouveau
aprés., Toujours d'aprés Wade, les différentes concentrations en
acide ribonucléique seraient & la base de ces fluctuations.

‘Une recherche trés approfondie sur le métabolisme du phosphore

substances cellulaires dans lesquelles le phosphor= est intérré:
les phospho~lipides, les acides desoxyribonucléigu: :. les acides
ribenucléijues et les complexes phospho-glycéro-protéines. Elles
ont éralement été trouvées par Katchman et Fetty (99) dans

Saccharomyces cerevisiae.

Jenser (8) relate que d'aprés Kremieniewska, en présence d'acide

ZEmE e El pulngrrdiiteiiig P v 8 ey

L,45 mg de phosphore sont nécessaires pour une fixation optimum
d'azote par 1'A. chroococcum.

Nous avons voulu connaitre les besoins en phosphore des
quatres especes Azotobacter.
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Les essails ont €té entrepris de la fagon suivante.
Des solutions ont été prépardes avec de 1l'eau bidistillée:
dextrose 10 % ; sulfate de magnésium 0,5 % ; chlorure de
calcium 0,5 % ; sulfate de sodium 0,25 % ; sulfate ferreux
0,05 % ; sulfate de manganése 0,05 % ; molybdate de sodium
0,005 %. 50 ml de chague solution sont transvasés dans des
ballons jaugés de 500 ml. ZEnsuite des concentrations crois-
santes d'une solution de phosphate bipotassique ont été
ajoutées. Les concentrations finales en phosphate bipotassi-
gue dans les milieux nutritifs étaient de 10 - 50 - 100 - 200
- 300 - 500 - 800 et 1000 ung de KZHPO4/ml. Avent de remplir
jusqu'tau trait avec de l'eau bidistillée, le pH de chaque
milizu était amené & 7,5. Des fioles d'Frlenmeyer de 250 ml
de volume garnies de 50 ml des différentes golutions nutritives.
Apres stérilisation & 120° C pendant 15 minutes on passe a
l'ensemencement. Des cultures jeunes de 48 heures sur "gélose-
mannitol" étaient mises en suspension dans de l'eau stérile
et bidistillée.
Apres une période de croissance de 9 jours & 28° C, la fixaztion
de l'azote fut déterminde guantitativement par la méthode de
micro-Kjeldahl, précédemment décrite.

Les résultats obtenus sont exposés dans le sableau suivant.

mg d'azote fixés par gramme de dextrose

Souches M8 KZHPO4/ml

10 50 100 200 ;300 500 |800 }1000

A. charoococcum A-7 | 0,1 3,4 7,2 | 11,3]13,0|13,5[13,8|14,0

A. Beijerinckii B-3j0,1i 3,0{ 6,8 9,6{10,0110,0110,4(10,4
Vinelandii KS-4 10,7 2,1 6,1 9,5110,5(10,8]10,8{11,0

A

=

|
i

agilis D-4 0,6 3,41 7,0 8,51 9,4110,0{10,0| 9,8
i

Nous pouvons donc conclure de cesg résultats que les quatre
especes soumises & l'essail nécessitent la présence dans leur
milieu de culture, en absence d'azote combiné, d'un minimum de

30 mg de K2HPO4 par gramme de dextrose ou de 4,5 mg de P par
gramme de dextrose.
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RESUME DU CHAPITRE II

En raison des résultats obtenus lors des essais sur les be-
soins en élément minéraux des Azotobacter, nous pouvons donner

les conclusions générales suivantes:

10

1

Dans un milieu nutrtif, exempt d'azote combiné, les Azoto-
bacter exigent, pour fixer un maximum d'azote atmosphérique,
4,5 mg de phosphore ou 30 mg de KpHPQ, par sramme de dextrose

métabolisé.

20

!

Dans un milieu.nutritif, exempt d'azote.combiné, les Azoto-.
vacter exisent, pour fixer un maximum d'azote atmosphérique,
0,3 mg de magnésium ou 3,1 mg de MgSOh. 7 H,0 par rramne de

dextrose métabolisé.

30

Dans un milieu nutritif, exempt d'azote.combiné, les Azoto-
bacter exisent, pour fixer un maximum d'azote atmosphérique,

0,5 mg de fer ou 1,6, de F280,. 7 Hy0 par rramme de dextrose
nmétarolisé, ns

4° -~ Dans un milieu.nutritif, exempt d'azote combiné, les Azoto-
hacter exisent, pour fixer un maximum d'azote atmosphérique,
0,036 mg de calcium ou 0,1C mg de CaCl, par sramme de dex-
trose mgtabollﬁw

5° - Dans un milieu nutritif, exempt d'azote combiné, les Azoto-
bacter n'exicent pas la présence de la moindre trace de
manganése et cet élément est incapable de remplacer le
magnésium dans la fixation d'azote.

e T s T T e T
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ADUENDUM AU CHAPITRE II
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Aprés avoir déterminé les quantités minimum des différents

minéraux, nécessaires & une fixation optimum de l'azote par les

Azotobacter, nous avons constitué des milieux de culture conte-

nant différentes concentrations de chaque élément minéral.

Les milieux suivants ont été constitués:

Grammes par litre

L 2 3 7 5
Kszoh 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
CaCl, 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
HgSOh. 7 H50 0,2 0,05 0,1 0,2 0,2
Nay30, . 10 Hx0 0,05 0,05 0,1 0,05 0,2
FeSOh 7 H0 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
NaolioOq« 2 Hi0 0,005 0,005 0,005 0,005 | 0,005
Dextrose 10 10 10 10 10

I

Le pH de tous les milieux

était amené a 7,5.

50 ml furent stérilisés en fioles d'Erlenmeyer de 250 ml,

L'ensemencement fut effectué avec deux routtes d'une suspension
microbilenne dans dé 1l'eau stérile. Aprés une culture de 8 jours
4 28° C 1l'azote total fixé dans 50 ml était déterminé par la mé-
thouve du micro-K jeldahl. Le tableau suivant résume les resultats

obtenus.

ng d'azote fixés dans 50 ml
Miliew 1 | Milieu 2 | Milieu 3 [Milieu 4 |Milieu
b e b Al i 1 R S, - - 1 e PP ASUY: SN SR
A. chroococcum V.T.-1 5,3 2,6 6,7 2,8 8,4
A. Beijerinckii B-2 2,8 1,3 3,2 1,5 L,2
A. Vinelandii GC-1 2,2 1,2 2,9 1,5 L,5
A. agilis D-3 2,5 1,8 3,4 2,2 L, 7
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Nous pouvons donc vonstater que le milieu qui permet la plus
grande fixation d'azote est 1le milieu n° 5. Il comprend:

KzHPO# 0,3 #. par litre
Call, 0,1 ¢ "
150, . 7 HH0 C,2 g "
Nay50, « 10 H0 0,2 g n
FeS0,. 7 Hy0 0,02 ¢ "
Naylio0, . 2 Hy0 0,005 & "

Les quantités d'azote fixées par les différentes souches cor-
respondent exactement & celles trouvées avec le milieu utilisé
primitivement. Ces gquantités sont les maxima possibles avec ces
souchese.

En examinant.les constituents de ce milieu nous remaguons
qu'il contient 0,3 g de phosphate dipotassicue. Cette quantité
correspond avec celle qui constitue la quentité minimum. La quan-
tité de 0,1
nimunm. Par contre Q,2

g de chlorure de calcium érale aussi la quantité mi-

.

# de sulfate de magnésium sont nécessaires
au lieu de 0,031 g, déterminés comme quantité minimum. Les autres
concentrations en sulfate ferreux, sulfate de soude et molybdate
de soude correspondent au besoins minimum. -

Cette différence dans les besoins de magnésium est bien carac-
téristique. Dans les expériences décrites dans le chapitre 1I,
nous avons “oujours déterminé l'influence d'un élément en présen-—
ce d'un excés dlautres minéraux, entr'autre en présence de 1 gram-
me de phosphate dipotassique. Nous pouvons donc déduire que ces
excés d'autres minéraux . influencent la détermination exacte de la
concentration minimum dtun élément dans un milieu composé. Ceci
serait plus spécialement le cas pour le magnésium. -

I1 existe donc une interaction déterminante entre les concen-
trations des différents éléments. Cette interaction n'test pas
exactement décelable dans les expériences séparées. Aprés avoir
déterminé les concentrations minimum, il faut examiner 1l'influen-
ce qulexercent ces quantités minimum entre elles.

Le milieu mentionné ci-dessus fut utilisé dans toutes les
expériences qui suivent.

&
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Aprés avoir étudié 1l'influence des principaux minéraux sur la
fixation de l'azote par les Azotobacter, il nous semble logique de

nous occuper maintenant de la nutrition carbonée de ces micro-
organismes,

Nous savons que les Azotobacter sont capables d'utiliser un

grand nombre de produits organiquescomme sources d'énergie.
D'aprés Pochon (101l) il est possible, avec la technique des cul-
tures spontanées sur terre, de classer les eoliments carbonés en
trois catégecries : les substances organiques peuvent exercer une
influcnce trés favorable, peu favorable ou négative sur la erois-

sance des colonies d'Azotobacter. Cette classification des ali-

ments peut se faire comme suit:

Tres _favorables Peu favorables  Inutilisables
Hexoses Pentoses Acide formique
Ethanol Lactose Acide acétique
Mannitol Butanol Acide propionique
Acide benzoique Acide butyrique
Acide pyruvique Acide tartrique
Acide litrique Acide succinique

Acide lactique
Acide salicylique
Phénol
Par contre guand on faic une étude en utilisant les plaques
de silico-gel, imprégnées d'une seule substance énergétique,
ensemencées avec des grains de terre, on obtient les résultats
suivants donnés par ordre de préférence:; |
Sucres: Hexoses: glucose, galactose, lévulose
Pentoses: xylose, arabinose
Bioses: maltose, saccharose, lactose
Polyoses: inuline, amidon, dextrine
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Alcools: méthylique (non utilisable), éthylique, butylique,
glycérine, dulcite, mannite

Sels d'acides volatils: formique, acétique, propionigue,
butyrique, valérianique (non utilisable), caproique

Sels d'acides fixes: lactique, malique, succinique, malonique,
mucique, citrique, fumerique, glycolique, benzolque,
tartrique, oxalique, pyruvique

Phénols: Acide salicylique, phénol (non utilisable)

Substances humiques: résultats variables suivant le mode de
préparation.,

Cellulose; Oxycellulose: elles ne sont pas utilisables directe-
ment par les Azotobacter, mais seulement aprés action

des bactéries cellulolytiques,

ces énergétiques par les Azotobacter, suivant les deux méthodes,

est un falt curieux et paradoxal. La terre aurait un véritable
pouvoir inhibiteur sur l'utilisation des acides par les Azoto-
bacter, tout au moins en présence des autres germes du sol.

Nous devons en effet nous rendre compte que dans toute terre,
les Azotobacter sont entourés d'une flore microbienne hétérotro-

phique (organotrophique). En présence de résidus végétaux conte-
nant de petites quantités d'azote les germes organotrophiques of&
frent une forte prolifération. Les composés organiques sont dégra-
des avec formation d'hexosanes, alcools, acides et gaz.

Azotobacter ne sont Jjamais en présence dans le sol, de substances

telles que les hexoses, les pentoses, les bioses, Ces substances
sont métabolisées par les germes organotrophiques aussi longtemps
qu'ils peuvent disposer d'une certaine quantité d'azote combiné,
indispencable & leur action et métabolisme. Lorsque l'azote combi-
né commence a manguer autour des germes organctrophiques, leur
croissance s'arréte. Alors les Azotobacter peuevent entrer en

action et se développer grice aux substances laissées par les ger-
mes organotrophiques telle que 1l'alcool éthylique, 1'acide ben-
zoique et d'autres,

Voild pourquoi il est raisonable de considérer que certains
aliments sont "normaux" et d'autres"anormaux" pour les Azotobacter.
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Comme normaux on doit considérer les produits de dégradation
abandonnés par les germes organotrophiques, Comme anormaux on
doit considérer les produits dont les Azotobacter ne pourront

Jamais se servir dans le sol, par suite de la concurrence des
autres germes,

I1 nous semble pourtant, que si on veut mieux connaitre le
métabolisme des Azotobacter, en vue de leur différenciation, il

est indispensable d'utiliser dans les essais aussi bien des
alimeants anormaux que des normaux,

Nous sommes persuadés qu'il n'y a pas de comparaison possible
entre une croissance a'Azotobacter dans une fiole remplie d'une

solution nutritive, et celle dans une terre ordinoire. Les con-
ditions de développement sont tout autres, Mais, par contre, il
faut considérer également le fait que, par suite de la présence
constante de germes hétérotrophiques, les Azotobacter restent

pour la plupart au stade enkysté dens le sol, Alors, en intro-
duisant dans une terre, une matiére énergétique, sans azote combis
né, on stimule la germination des kystes, ce qui déclenche une
prolifération intense de jeunes Azotobacter. Dans la pratique on

n'applique pas une fumure des terres avec uane seule source 4!
énergie, spécifique pour 1l'un ou l'autre groupe de germes. On
introduit dans le sol une masse de matiére organique, dont on ne
connalt méme pas encore actuellement la composition chimique
exacte,

I1 nous semble donc qu'en effectuant des essails au laboratoire,
dans des fioles -~ ce qui entre parenthéses est inconcevable pour
les microbiologistes du scl et les agrobiologistes - nous ne fai-
sons qu'imiter les techniques nouvelles de la microbiologie du sol,
Seculement, en opérant ainsi, nous nous trouvons dans des condi-
tions bien déterminées, qui nous permettent de sulvre rigoureuse-
ment la physiologie des germes en question.

Notre étude sur la nutrition carbonée peut, dens ce sens,

8tre résumée comme suit:
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1° -~ en travaillant avec des souches pures, en utilisant.des
tests de croissance et de fixation d'azote employant diffé-
rentes substances énergétiques, peut-on arriver & une plus
grande différenciation entre les Azotobacter?

2° ~ par quelle voie, certaines substances, spécifiques et utiles
pour la différanciation, sont elles métabolisées par les
Azotobacter?

Nous essayerons de répondre & la premiére question dans ce
chapitre et & la deuxiéme question dans les chapitres suivants.

I. CROISSANCE DES AZOTUBACTER SUR LES GLUCIDES.

Comme il est indiqué dans le premier chanitre les souches

d'Azotobacter chroococcum, A, Beljerinckii et A, Vinelandii ont

toujours été repiquées sur la gélose~mannitol, tandis que les A,
agilis sont toujours repiquées sur gélose~dextrose (voir composi-
tion page 21).

Pour tous les essais qui vont suivre, des cultures Jeunes
d'Azotobacter fgées de 48 heures, ont été mises en suspension dans
de l'eau stérile. Deux & trois gouttes de ces suspensions ont ser-
vi comme invculum & 50 ml de milieu nutritif, stérilisé dans des
fioles d'Erlenmeyer, Ces milieux étaient constitués comme il est
dit page 84. Chaque milieu contenait 1 % de substance énergétique.
La culture se faisait & 28° C. Le Tebleau I donne un apperc¢u des
résﬁltats cbtenus avec des glucides comme matiéres énergétiques.
Le dosage de l'azote & éteé effectué sur 20 ml de culture, avec
la méthode de micro-Kjeldahl décrite page 23,
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svansons

mg d'Azote fixés par gramme de

(] ]
n o (&) n
O 2] [19] o [4)] 4] O
] © 0 Q 0 (1) 0s] (o] o
- 0 < D o o o o o
Souches Q o ) 3) S ) ) Gy 4o
o] ~ ~ ol (&) i O G o)
& > o3 9 o g @ « g
< 52 a = 15} w3 o~ <
A chroococcum , _
A-1 0,1 0,1} 10,0 7,0111,4 112,01} 0,2] 0,5 5,0
A=2 0,2 0,2 13,0 8,2112,2 9,010,2| 8,6 6,4
A-3 0,2 0,21 12,0 7,51 14,0 115,010,111 7,3 6,1
A‘“LX— 0,5 O,l 1375 9;7 le,O lly,[y O;l 5,1+ 5;0
A=5 0,1 0,2 15,0 {11,414 15,5 16,01 0,2} 6,5 6,1
A=6 0,2 | 0,2 14,7 (10,8 | 14,3 |15,1{0,1| 4,8 | 4,3
A=7 0,5 0,21 14,4 9,51 15,0 {15,8 | 0,2 7,5 7,8
A-8 0,1 0,1} 15,3 }10,6| 15,5 |16,2 | 0,1} 8,0 6,7
A9 0,2 0,1} 15,7 {11,0 | 14,5 14,9 | 0,2] 6,4 6,1
A-10 0,2 0,2} 15,5 {10,2 | 15,0 15,3 | 0,1} 5,8 5,3
A. Beijerinckii . . .
B-1 0,2 0,21} 11,2 9,3 9,5 110,7 { 0,2} 7,5 0,2
B-2 0,1 0,1 8,3 7,8 7,3 8,010,111 6,4 0,1
B=3 0,2 0,11} 10,8 9,0 8,2 9,9 0,2 8,2 0,2
B{h 0,1 0,21 12,7 {10,2 9,4 12,2 10,21 8,7 0,1
0,2 0,2 9,2 8,7 8,2 745 0,2

B-5

9,2

v
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mg d'Azote fixés par gramme de
[ O
(8 % % [¢) 6] 0] (g (f}))
Souches s o e 3 2 2 2 5 S é
o) o e 13 o 2 o ¢y 3 ;
S| = 8 g sl 31 ¢! 8|81 &
b= ] a Fe a = i ~ << o
- , T
hA. Vinelandii _ ) _ . _ ‘
C-1 0,2 {0,2 | 9,21 8,71 8,31 9,0]0,2 | 0,2 | 4,5 8,5
C-2 0,310,211 8,5 7,81 7,21 8,210,3 | 0,2 5,31 8,2
c-3 c,2 0,1 9,8} 9,1 8,7! 9,310,2 | 0,1} 5,8| 9,3
C-4 0,2 10,2 }11,0{10,2| 9,3 10,2;0,2 | 0,2 6,2 10,5
C-5 0,310,3113,3112,6]11,5{13,0 0,2 0,2 | 0,2112,7
A, agilis
D-1 0,2 10,1 |10,5| 9,5 &,7¢ 9,310,311 0,2} 0,2} 0,5
D-2 0,2 10,2 ] 7,5 6, 7,3 8,710,2 | 0,2 | 0,3 ]| 0,4
D-3 0,210,34¢ 9,21 7,3 6,8y 7,610,2 | 0,3} 0,3} 0,3
D-4 0,2 10,2 9,6 6,5 7,0{ 8,2}0,1 | 0,2 | 0,2 0,4
D-5 0,2 10,2 10,2} 8,71 8,5 9,3]0,4 }{ 0,2 | 0,3 0,4
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Résultats:

S o o

En examinant les résultats obtcnus avec les A. chroococcum,
nous pouvons conclurc que les glucides suivants ne peuvent &tre
utilisés par ces germes comme source énergétique: Arabinose, Xylose
et Loctose,

Par importance de la fixation d'azo%e montrée par les différen-
tes souches, nous pouvons classer les glucides utilisables comme
suit: Dextrose » Maltose » Sucrose > Fructose > Amidon » Raffinose.
Lt'amidon est une bonne substance énergétique pour les A, chroococcum.

Les A. Beijerinckii sont incapables d'utiliser les glucides

suivants: Arabinose, Xylose, Lactose etvAmidon.
Les glucides métabolisables peuvent &tre classés par ordre d'impor-
tance: Dextrose p Maltose 3 Fructose > Sucrose > Raffinose.

L'utilisation de 1l'amidon comme substance utilisable par les

A. chroococeum st un point physiologigque capital pour différencier

Ltes A. chroococcum des A, Beijerinckii.

Les A. Vinelandii sont incapables d'utiliser : Arabinose,

Lactose, Raffinose et Xylose, Les autres glucides assimilables se
3 - r o T 4
classent comme suit: Dextroue{;;Nbltose;;‘Rhamnose;; Frucuose;;
Sucrose.,
Nous avens examiné, en complément, le comportement avec le
rhamnose., En efiet, & la fin de 1961, nous avons regu une publica-

capables de montrer une bonne croissance sur le rhamnose. Ce carac-
tére semble un moyen permettant l'isolement spécifique de cette
espece.

Toutes les souches A, Vinelandii présentent, en effet une bon-

ne croissance et une impressionante fixation d'azote sur ce glucide,
Les A. agilis ne peuvent utiliser le rhamnose comme source énergé-
tique.

L'utilisetion de l'amidon et du rhamnose comme substances

énergétiques par les A, Vinelandii est un point physiologique ca-

pital pour différencier les A, Vinelandii des A, agilis.

En outre la croissance sur le rhamnose est un caractére diffé-
rentiel entre les A. Vinelandii d'une part et les A, chroococcum

et A. Beijerinckii d'autre part,
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mg d'Azote fixes par gramme de
- S - S 3 3
0 < 0 S P »
o o o o - -
Souches 2 5 S - & o
1 <
@ = & 3 = a
A. agilis . : :
D-1 17,0 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3
D-2 15,9 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3
D-3 18,8 O,4 0,3 0,2 0,2 0,2
D-4 15,5 0,2 0,1 0,3 0,2 0,2
D~5 20,5 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
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Les tableaux suivants résument les résultats obtenus.

Résultats:s

S - - — - —

Nous constatons que pour les A, chroococcum et A, Beljerinckii

la concentration optimum en alcool éthylique pour obtenir un
maximumde fixation d'azote, varie suivant la souche.
Au-dessus de 2 % une certaine inhibition de la croissance se
manifeste. A 3 % d'alcool éthylique la croissance est presque
totalement arrétée,

~~~~~~~~

uniforme vis-a-vis de la concentration en alcool éthylique pré.-

sent dansle milieu de.culture,
La concentration de 2,50 % est l'optimum pour atteindre une
fixation maximum d'azote.

Les A. agilis peuvent utiliser 3,00 % d'alcool éthylique,
Leur croissance maximim se situe & 3 % d'éthanocl, et méme &
3,50 % une borne fixation d'azote est possible de la part de¢
ces germes,

On peut donc conclure que les Azotobacter aquatiques sont
plus résistants & l'action de 1talcool éthylique et que d'autre
part ils peuvent utiliser de plus grandes concentrations de cet

aliment pour fixer l'azote atmosphérique.



- 96 -

LYATICOOL ETHYLIQUE COMME SOURCE DE CARBONE

- . - o —

- - -

POUR TES AZOTOBACTER CHROOCOCCUM

B G A Bae M W R e W e e O

— -

rg dlazote fixés aprés 8 jours de croissance dans 50 ml de milieu de culture
Scuche % Alcool éthylique (vol/vol)
0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,50 3,00 3,5
vV.T.-1 | 2,10 4,45 6,30 8,30 9,20 11,25 12,90 15,90 13,65 1,05 0,20
A-1 2,30 4,40 5,95 6,65 8,10 10,50 11,30 12,85 6,00 0,95 0,30
A-2 2,30 5,25 7,60 9,40 15 12,70 12,90 8,20 7,15 1,40 C,30
A-3 2,20 3,00 3,00 2,50 2,20 1,90 1,60 1,20 1,00 0,85 0,20
A-4 2,10 4,50 5,60 8,50 9,70 11,20 11,60 11,50 7,00 4,50 1,20
A-5 2,30 4,70 6,20 8,30 6,10 5,30 4,20 3,80 2,50 0,90 0,20
A-6 2,10 4,40 6,80 8,20 10,00 11,50 13,70 14,20 11,70 1,90 0,30
A-T 1,80 4,00 5,90 7,30 5,170 5,20 3,70 2,10 1,00 0,40 0,20
A-8 2,40 4,50 7,20 9,20 11,70 14,00 16,30 16,90 13,70 2,10 0,22
A-9 2,20 4,40 6,00 9,20 10,80 12,70 15,00 16,50 12,70 1,40 0,20
A-10 1,90 3,50 5,20 7,00 9,00 9,80 10,20 7,80 4,50 1,20 0,20
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LYALCOCL ETHYLIQUE COMME SOURCE DE CARBONE
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mg dlazote fixés aprés 8 jours de croissance dans
Souche 50 ml de milieu de culture
; % Alcool éthylique (vol/vol) :
0,25 10,50 | 0,75( 1,00{ 1,25} 1,50} 1,75} 2,00{2,50 3,00 }3,50
........ ]
B-1 2,50 {4,76 17,50 9,201} 11,30}13,10114,30}15,20{9,3C { 2,10 { 0,30
B-2 }2,20 | 4,60 | 6,80|10,20 | 12,70|14,20{15,00 {14,00{8,20 | 2,30 | 0,20
B-3 2,00 |2,80|2,20( 0,90 0,45 0,20{ 0,30! 0,30/0,20 | 0,20 |0,20
B-4 [2,05 | 4,00} 3,95] 2,80} 1,05| 0,70 0,40 0,20{0,20 | 0,20 |0,20
B-5 [2,10 | 4,40 | 6,70{10,20| 7,20{ 4,30| 1,90| 0,20/0,30 | 0,20 |0,30
B~6 2,00 3,90 |5,80| 8,20 11,20{12,70} 8,20 4,3011,80 {0,30 {0,30
Y i d A
LALCOOL EJHYLIQUE COMIE_SOURCE DE CAREONE
POUR_L5S_AZ0TOBACTSR VINELANDIT
mg d'azote fixés aprés 8 jours de croissance dans
50 mL de milieu de culture
Souche
% Alcool éthylique (vol/vol)
0,25 10,50 }0,75| 1,00} 1,25 1,50} 1,75| 2,00(2,50 3,00 ;3,50
c-1 1,651} 3,60 | 6,10} 8,75 9,70{12,20|13,30{14,30}14,70{7,00 {0,50
C-2 2,35 4,95 7,20} 9,25 11,45/13,10]14,90{16,80{17,50{ 8,45 0,50
c-3 {1,801 3,40 {6,00| 8,00] 9,50{11,20/12,10/13,00{13,20|6,20 |0,5C
c-4 |2,10] 3,80 |6,50| 8,70} 10,40|13,00|14,10|15,60|16,30{7,80 [0,70
C-5 12,001 4,20 {6,801} 9,20 12,10} 14,10(16,20{17,1G|18,70{10,30{0,80
Ks-4 2,401} 5,10 |7,90j10,00| 13,20} 14,90 |17,05}18,60{21,00{14,05!0,8C
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ITII. CROISSANCE DES AZOTOBACTER SUR DES ACIDES AROMATIQUES.
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Lt'importance de l7utilisation des composés aromatiques par les
fixateurs d'azote fut envisagée par Winogradsky (103)en 1932.
Ce savant avait déja démontré que les benzoates se relévent comme
dtexellentes substances énergétiques pour les Azotobacter.

Depuis lors, en parcourant la bibliographie, nous trouvons seu-

—_—esmnmETEs _=EasmmaseEs

(104)(105)(106) (107) (1936 et 1939). Ces chercheurs ont constaté
en premier liesu, que le salicylate de soude, apporté & des terres,
conrie seule substance énergétique, permet le développement de nom-
breux Azotobacter. Une souche d'Azotobacter purifiée, mais non
déterminée, était capable d'utiliser directement le salicylate de
soude en solution nutritive., Plus tard, ils ont trouvé que seul 1!
ortho~ et le para-oxybenzoate étaient utilisables par les Azoto.-

bacter du sol qui par contre n'utilisaient pas le meta-oxybenzoate.

En plus, ils prétendent que le phénol & 0,05 % peut &tre attaqué
par les Azotobacter.

Malheureusement, Guittoneau et Chevalier n'ont jamais donné de pré-
y UUL cau J P

o e e et et o o e e S e e et e
f—=— e R A ] ey C

cisions sur la nature des Azotobacter qui peuvent se développer sur

ces produits aromatiques. Nous ne savons donc pas quelles especes
d!Azotobacter présentent ces caracteéres,

=i o gt gned

posés aromatiques par les Azotobacter, de la fagon suivante:

"Les Azotobacter, en général, se caractérisent par la faculté rare"
"dl'assimiler le carbone des produits aromatiques, Outre l'acide n
"benzoique, ces crganismes, d'aprés les recherches de Guitbtoneau "

"atilisent 1l'acide salicylique et les acides oxybenzoiques ortho et!

"para, mais non méta, ainsi que le phénol, Mais, d'aprés le méme
"auteur, la valeur alimentaire de ces produits est différente chez"
"différentes souches,les uns actives,les autres inactives aux dé- "
"pens du miie composé. Cette affinité inégale pour les composés "
"benzériiques pourrait servir a différencier les souches et & les "
"isoler., I1 y 1& une étude & faire",
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Nous nousnsommes inspiré de cette déclaration, pour entamer notre

étude sur L'utilisation des acides arvomaiiques par les Azotobacter,

La croissance des souches isolées a dlabord été controlée dans' des
milieux de culture renfermant des acides aromatigues comme seul
substances énergétiques.

Les sels minéraux mentionnés page 84, additionnés de 0,1 % de
sels de soude de différents acides aromatiques et de 1,5 % de gé-
lose, stérilisés en tubes, ont été ensemencés avec les différentes
souches., Le tableau suivant nous donne les résultats obtenus.
Résultatss

Les résultats obtenus indiquents
1° Le méta-hydroxy-benzoatve n'est utilisable par aucune espéce

d'Azotobacter.
2° Le para-~hydroxy-benzoate se présente comme une substance éner-

gétique pcrmettant la croissance des A, chroococcum, A. Beijes

rinckii et A, Vinelandii. Sevl les A, agilis sont incapables

e e e e

d'utiliser cette source de carbone.
3° L'ortho-hydroxy-benzoate ou le salicylate est utilisable uni-
quement par les_A. Beiijerinckii., Les autres espéces ne peuvent

assimiler eet acide avromatique.

L° Des quatre di~hydroxy-benzoates, seul le 3,4-dihydroxy-benzo-
ate se présente comme une source de carbone pour les A. chroo-
coccum, les A, Beijerinckii et les A, Vinelandii. Les A. agilis

sont incapables d'assimiler les 3,4-dihydroxy-benzoate,
5° Le catéchol est utilisable par les A. chroococcum qui se dé-

veloppent aussi sur le benzoate de soude; également par les
A. Beijerinckii et les A, Vinelandii. Aucune souche d'A. agilis

ne peut utiliser ce dipnénol.

En examirant la croissence des cultures, nous remarguons Que
sur le para~hydroxy~benzocate les colonies de toutcs les souches
sont noirdtres, Le milieu de culture lui-mé€me reste incoloré;
les souches ne produisent donc pas de pigmeat exogéne sur cet
acide.

‘Sur la salicylate, les A, Beijerinckii se développent en mas-

ses légérement brunftres. Un pigment exogéne colore le milieu en
Jaune-brun. Les souches d'A, Beijerinckii produisent des colonies




brillantes, légerement brun&tres sur le 3,4~dihydroxy-benzoate.
La gélose reste inchangée. Par contre les A, chroococcum ont

une couleur noirftre et leur pigments exogénes sont bruns.
Les A. Vinelandii se comportent comme les A. Beijerinckii sur

le 3,4~dihydroxy-benzoate.

Sur le catéchol toutes les souches qui peuvent se dévelop-
per le font avec production de cellules d'un aspect gris-
noiritre et d'un pigment noir-foncé.

Dans le but de nous rendre compte de la valeur énergétique
des différents acides aromatiques pour les Azotobacter, nous

avons falt les expériences suivantes.

Dans des fioles d'Erlennmeyer contenart 50 ml de la solu-~
tion mindrale et différentes concentrations d'acides aroma--
tiques, nous avons ensemencé trois gouttes d'une suspension
agueuse deg différentes souches, cultivées toujours sur la
gélose mannitol. Apreés 8 jours de culture nous avons déter-—
miné la quantité d'azote fixdes dans les cultures. ILe tableau
sulvant nous donne les résultats obtenus.

Les résultats indiquent gque le para-hydroxybenzoate et
le 3,4-~dihydroxybenzoate sont de tres bonnes sources d'énergie

pour les A. chroococcum, A. Beijerinckii et A, Vinelandii,
tandis gque liortho-hyaroxybenzoate est uniquement métabolisable
par 1'A. Beijerinckii.

En effet, en prenant une moyenne de 1,25 mg d'azote dosé dans
50 ml de solution nutritive, contenant 125 mg (0,25 %) de

produit énergétique, nous pouvons calculer que 1 gramme de ce
produit permettra aux Azotobacter de fixer 10 mg d'azote. (e

chiffre correspond & peu prés de la gquanité d'azote fixde par
gramme de dextrose ou de mannitol. Ce guil nous permet ad!'
avencer gue ces trois aclides ont une valeur énergétigue aussi
importante que les glucides.

Le catéchol se présente également comme une bonne source
de carbone de valeur énergétique presque dgale & celle des
acides aromatiques sounis & 1'essai.



Produits 4. chroococcum A. Beijerinckii A, Vinelandii
Aromatiques Al B.-5 iy
Ortho-hydroxy
benzoate
0,05 % 0,20 0,30 0,30
0,10 % 0,40 0, bk 0,20
0,25 % 0,20 1,04 0,40
0,50 % 0,30 1,26 0,20
0,75 7 0,20 0,58 0.30
Para-hydroxy
benzoate :
0,05 % 0,35 0,35 0,40
0,10 % 0,52 0,68 0,62
0,25 % 1,20 1,20 1,30
0,50 % 1,05 1,52 1,62
0,75 % 0,72 1,05 1,10
Catéchol :
0,05 % 0,25 0,35 0,30
0,10 % 0,50 0,73 0,70
0,25 % 1,20 1,45 1,25
0,50 % 1,05 1,62 1,55
0,75 % 0,35 0,70 0,95
3,4~Dihydroxy -
benzoate :
0,05 % 0,20 0,20 0,20
0,10 % 0,60 0,70 0,65
0,25 % 1,05 1,15 1,20
0,50 % 0,80 0,75 0,75
0,75 % 0,20 0,20 0,20




Finalement, nocus avons
tobac

de soude pour les Azoto

Dans des fioles d'Erlenmeyer de 250 ml, nous avons introduit 50 ml
de solution minérale et des concentrations croissantes de benzoate
de soude, Le pH des milieux était amené & 7,5. Aprés ensemencement,
les milieux étaient placés & 1l'étuve & 28° C pendant 8 jJours,

Le dosage de l'azote fixé fut effectué sur 20 ml de culture,

Les tableaux suivants résument les résultats obtenus,

——— - - -

Des onze souches d'A, chroococcum soumises & l'essai, trois

souches étaient incapables d'utiliser le benzcate de soude.
L'acide benzoique n'est donc pes assimilable par tous les A.
chroococcum, La fixation d'azote atteint en zénéral son maximum

& 0,50 % de benzoate de soude., A pertir de 1% de benzoate, la
fixation d'azote semblc complétement inhibée,
Toutes les souches A, Beljerinckii peuvent métaboliser le

benzoate de soude, La concentration optimum pour obtenir une fixa-

tion dlazote maximum avec des souches, scmble se situer entre 0,25

et 0,50% dc¢ benzoate. Au dessus de 1 % le benzoate de soude cntrave
parfois complétement la fixation de l'azote,

Pour les A. Vinelandii la concentration optimum de benzoate de
soude sc situe entre 0,75 et 1,50 % pour une fixation maximum 4!
azote, La concentration de 2% est presque totalement inhibitrice,

Les A, agilis sont incapables d'assimiler la moindre trace de
henzoate de soude. Ce caractére différencie totalement les A.
agilis des autres Azotobacter. Le benzoatz de soude doit donc

8tre considéré A premiére vue comme une substance inhibitrice ou
peut-étre toxique pour les A. agilis.
En prenant la moyenne d¢ la fixation dfazote des A. chroococcum

4 une concentration de 0,50 % de benzoate de soude, nous arrivons &
un chiffre de 3,35 mg N/0,25 g.de benzoate de soude. Cecci correspond
4 une valeur énergétique de 13,40 mg N/gramme de benzoate. Pour les

A. Beijerinckii on errive & environ 12,60 mg N/gramme de benzoate.

On peut conclure de ces chiffres que le benzoate de soude représen~
te pour les A, chroococcum et les A. Beijerinckii une valeur éner-

gétique plus importante que les glucildes.,
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LE BENZOATE DE SOUDE COMME SOURCE DE CARBONE
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mg d'azote fixés aprés 8 jours de croissance dans 50 ml de milieu de culture

Souche

% Benzmoate du Soude (gr/vol.)

e o e e

B-5

B-6

B-17

o o0 wu - -

e -t  —— -

1,20
2,05

2,70

1,80
2,20

1,80

2,50

- - e e

5,95

o o o e v n e ey e

0,20
0,15

0,30

oeT
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mg d'azote fixés aprés 8 jours de croissance dans
50 ml de milieu de culture

Souche
% Benzoate de Soude (gr/vol.)
0,05 | 0,10 0,25 0,50 | 0,75 | 1,00 | 1,50] 2,00

C-1 0,,0 1} 0,70 1,80 3,60 L, 60 5,20 5,601 0,70
C-2 0,50 | 0,80 1,90 3,90 5,40 | 7,00 10,45} 2,50
C=3 0,80} 1,40 2,30 3,70 4,10 3,45 1,00| 0,20
Ciy 0,95 | 1,70 2,70 4,50 L,50 | 4,55 0,851 0,30
C=5 0,45 | 1,00 2,40 4,10 6,50 7,90 3,651 0,50

LE BENZOATE DE SQUDE COMxE SOURCE DE CARBONE

POUR LES AZOTOBACTER AGILIS

mg dlazote fixés aprés 8 jours de croissance dans
Souche 50 ml de milieu de culture

~ - % de Benzoate de Soude (gr/vol.)

0,05 0,10 0,25 0,50 0,75 1,00 1,50 12,00
AR RS S I S AP IR A S A

D-1 0,15 0,15 - 0,20 0,30 0,15 0,20 | 0,15
D-2 0,20 { 0,20 - 0,20 - 0,20 - 0,20
D-3 0,15 0,15 - 0,15 - 0,20 - 0,15
D—L 0,15 | 0,15 - 0,20 - 0,15 - 10,20
D5 0,15 - 0,20 0,20 - 0,20 - 0,20
D-6 0,15 - 0,15 0,20 - 0,15 - 0,15
D~7 0,20 - - 0,20 - 0,15 - -
D--8 0,15 - - 0,15 - 0,15 - -
D-9 0,15 - 0,20 0,15 - 0,20 - 0,15
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Pour les A. Vinelandii la wvaleur ¢énergétique du benzaote de
soude se situe entre 10 et 12 mg N/gramme de benzoate,
Derg (56) sigacie "... que i'A. agilie est perticuliérement
résisbant vis~a vis du benzoate de soude; il surpasse méme 1A,

Vinelandii & cet égard, et cela sans que 1'A. agilis soit capable

d'attaquer le benzoate™. Il prétend également qu'on peut isoler
1'A. agilis d'une eau, contenant 2 % de benzoatc de soude et 1 %
d!'éthanol,

Il nous a semblé utile de faire avec des souches pures, des
expériences sur 1'influence que peut exercer le benzoate de soude
sur la fixation de l'azote par les Azotobacter Vinelandii et A.

agilis en présence d'alcool éthylique. Pour cela nous avons ajouté
a la solution minérale des gquantités croissentes de benzoate de
soude entre O et 2 %, Ces solutions nutritives furent partagées
en fioles d'Erlenmeyer & raison de 50 ml, Aprés stérilisation et
refroidissement nous avons ajouté & chaque Erlenmeyer 0,5 ml d!?
éthanol absolu. L'ensemencement était fait avec une suspension,
dans de l'eau stérile, de cellules cultivées sur gélose-mannitol
(dextrose pour les A, agilis). Aprds 8 jours de culture nous avons
dosé l'azote £ixé dens les miliecux d¢ culture. Nous avons également
contrdlé la croissance des m@mes souches sur des milieux minéraux
contenart des quantités croissantes de benzoazte de soude, comme dé-
crit précédemment,
De cette fagon, il nous a été possible de connalitre 1l'influence
dirccte du benzoate de soude sur la fixation d'azote en présence
d'une source d'énergie comme 1'éthancl.

Le taeblcau svivant résume lcs résultats des expériences avec
différentes quantités de benzoate en présence de 1 % d'éthanol
dans les nilieux de culture, Dans les figures 1, 2, 3 et 4 nous
avons reproduit les résultats obtenus avec les A. Vinelandii C-1 et

C-2 et les A. agilis D-4 et D=5, Les courbes de croissance en
fonction de la concentration de benzoate de soude, les quantités
d'azote fixées en présence de 1 % d'éthanol (ligne interrompue)
et les quantités d'azote fixées en milieuwxcontenant 1 % d'éthanol
et des concentrations croissantes de benzoate sont représentées,
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mg dlazote fixés dans 50 ml
Souches 1 % d'alcool éthylique +
Benzoate de soude en %
0,00 | 0,251 0,50 | 0,75 1,00 | 1,50 | 2,00
A, Vinelandii : : :
C-1 7,63 | 9,10} 10,60 | 11,50 12,10 112,60 0,74
C~2 9,35 11,201} 13,15 | 14,40 15,90 {19,110 by 72
C~3 8,63 |11,50 | 14,10 | 15,63 | 12,76 | 1,70 | 0,32
C=l 8,50 ]10,30 12,80 | 14,25 15,10 |16,20 2,75
C-5 9,40 {11,451 12,85 | 13,95 14,60 {15,80 3,30
A. agilis : . | 4 _ |
D-1 8,20 | 8,50 8,60 | 6,95 4,25 | 1,30 | 0,50
D-2 7,70 | 8,00 ] 8,20 | 6,50 3,80 | 0,95 | 0,20
D-3 9,80 | 10,0 9,50 | 6,90 5,50 | 2,20 | 0,70
D/ 7,95 | 8,40 | 8,90 8,45 8,00 | 6,10 3,70
D--5 10,30 | 8,401 6,30 | 4,55 2,80 | 0,70 | 0,20

En examinant les résultats obtenus avec les A. Vinelandii,
nous pouvong constater que le benzoate de soude, présent dans un
milieu nutritif en m@me temps que l'alcool éthylique, permet &
ces germes de métaboliser les deux sources d'énergie et ceci jus-—
qu'd une concentration de 1,50 %. L'azote fixé par les A,.Vinelan-
dii sur 1 % dtalcool éthylique + 1 % de benzoate de soude, égale
la somme de l'azote fixé sur ces dcux substances séparément.
Ifa%résente donc un effet cumulatif pour ces deux sources de car-
bone. Nous pouvons donc en déduire que lors des isolements & par-
tir de l'eau, un milieu enrichi de 1 % de benzoate + 1 % l'alcool
éthylique permettre une forte croissance de la part des A, Vine-
landii présents.
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Par contre en examinant les expériences faites avec les

A. agilis, on remarque que que certaines souches (Dnl, D-2, D=-5)

sont inhibées dans leur croissance dans des milieux pourvus de

1 % d'éthanol et dc quantités croissants de benzoate de soude. La

figure 4 nous montre bien cette action. Pour cette souche le ben-

zoate de soude se présente vralement comme une substance toxique,

D'autres, comme la souche D-4, sont plus résistantes au benzoate.
Nous pouvons donc conclure de ces expériences que les A.

Vinelandii sont capables de métaboliser ltalcool éthylique (1 %)

et le benzoate de soude (Jjusqu'a 1,50 %) simultanément dans les
milieux nutritifs.

Les A, agilis sont assez hétérogenes dans leur comportement.
Certaines souches présentent une certaine résistance envers le
benzoate dans les milicux & base d'alcool éthylique, d'autres
sont trés sensibles & l'acide benzoique qui inhibe leur crois-
sance.

Il nous secmble donc que l'affirmation de_ggzg n'est vas basée
sur des expériences exactes. Ccrtaines souches présentent une
certaine résistance envers le benzoate de soude, sculcment on ne
peut pas considérer ce phénoméne comme un caractére général pour
toutes les souches d'A., agilis, L'isolement des A, agilis a par-
tir d'une eau enrichie de 2 % de benzoate de soude et 1 % d'étha-
nol est impossible., Nous ne sommes jJamais arriver & pratiquer des
isolements de cette fagon dans des eaux olu les A. agilis étaient
présents.

Dans lie chapitre I, page 39, nous mentionnons que pour 17
isolement des A. agilis il suffit d'introduire dans une eau 1 %
d'éthanol comme substance énergétique.

Les expériences citées ici, indiquent 1l'intérét de cette
technique. Nous ne savons pas d'avance quelles souches d'A.
agilis sont présentes dans une eau. L'enrichissement avec du
benzoate en présence d'éthanol doit en éliminer une bonne partie.
De ce fait on isole en général des souches qui possédent unc for-
te résistance au benzoate, caractére qui n'est pes commun a tous

les A. agilis.



En examinant les expériences effectuédes sur la nutrition

carbonée des Azotobacter, nous pouvons avancer les conclusions

générales suivantes:

1% Pour les A. chroococcum nous constatons que:

20

ren

-

le dextrose, le maltose, le sucrose, le fructose, le

reffinose et ltamidon sont assimilables.

le xylose, l'arabinose et le lactose ne sont pas utilisa-
- 9 e

bles,

le mannitol, le sorbitol et 1'éthsnol sont des eources

d'énergie.

l'utilisation du benzoate de soude est facultative.

le salicylate de soude n'est pas utilisable.

le para-hydroxybenzoatbte, le catéchol et le 3,4-dihydroxy-

benzoate sont de bonnes sources d'energie.

le 2,5-dihydroxy- , le 2,4~dihydroxy- et le 3,4—-Aihydroxy-

benzoate ne sont pas utilisables.

Pour les A. Beiljerinckii nous avons trouvé gque:

le dextrose, le maltose, le fructose, le sucrose et le
raifinose sont utilisables.

le xylose, l'arabinose, le lactose et l'amidon ne sont

ras utilisables,

le mannitol, le sorbitol et 1'éthanol sont de bonnes

sources d'énergie,

- le benzoate de soude st toujours assimilé.

le salicylate de soude es* toujours assimilé.

le para-hydroxybenzoate, le catéchol et le 3,4-dihydroxy—

benzoate sont des sources d'energie.

le - 2,5=dihydroxy— ,le 2,4-dihydroxy- et le 3,5-dihydroxy-—

benzoate ne sont pas utilisables.




30

40

- 114 -

Pour les A. Vinelandiil nous constatons qgue:

le dextrose, le maltose, le fructose, le sucrose et le

rhamnose sont utilisables.

le lactose, l'arabinose, le xylose et le raffinoss ne le

sont pas.

1'éthanol et le mannitol sont utilisables; le sorbitol

n'est pas utilisable.

le benzoate de soude est toujours utilisé, ainsi que le

para-hydroxy-benzcate, le catéchol et le 3,4-dihydroxy-

benzoate,

le 2,4-dihydroxy- , le 2,5-dihydroxy— et le 3,5-dihydroxy-—

benzoate ne sont jamais utilisables.

le salicylate de soude n'est jamais utilisable.

Pour les A. agilis nous avons trouve gue:

le dextrose, le maltose, le sucrose, le fructose sont

utilisables.,

l'amidon, l'arabinose, le xylose, le lactose, le raffinose
et le rhamnose ne sont pas utilisables.

1'éthanol seul, de tous les alcools essayés est assimilable.

aucune substance aromatique n'est utilisable, ni le

hydroxy-benzoate, ni le 2,4-dihydroxy— , ni le 3,4-dihy-—
Groxv— , ni le 2,5-dihydroxy- , ni le 3,5-dihydroxy-

benzoate.
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CHAPITRE IV

SUR LES PHENOMENES DE DIAUXIE CHEZ LES AZOTOBACTER

R R R R N R I N N N R S T S N O N S S T I s S o T e I N T

e g

le terme "diauxie" (croissance double). Par "diauxie', Monod en-
tend qu'un germe cultivé sur un milieu nutritif, contenant deux
hydrates de carbone, présente deux croissances successives,

En examinant la croissance d'une culture en fonction du temps
dans un milieu nutritif, contenant un seul hydrate de carbone, nous
obtenons une courbe sigmoidale. Quand on met deux hydrates de car-
bone & la disposition de ce germe, deux phénoménes peuvent se pré-
senter. Dans certains cas on constate dansla courbe de croissance
deux poussé€es séparées par un phase de ralentissement ou méme de
décroissance plus eu moins accentuée., Dans d'autres cas on ne peut
pas constater cette phase de décroissance et la courbe de croissan-~
ce garde sa forme sigmcidale entiérement. Dans ces derniers cas le
phénoméne de diauxie ne se manileste donc pas.

Par des dosages de glucides présents dans les ailieux de cul-

est d'abord assimilé complétement et seulement aprés les germes
commencent le métabolisme du deuxiéme,
Si le phénoméne de diauxie ne se présente pas les deux glucides
sont métabolisés simultandment. .

Ces recherches permettaient a Monod de partager les gluciues
en deux groupes, A et B. Deux glucides appartenant au groupe A4,
ne produisent pas de phénoménc. de diauxie; deux représentants du
groupe B, non plus. Par contre, un mélange de glucides appartenant
réciproquement aux groupes A et B, produisent une courbe de¢ crois-
sance avec phase de décroissancc. On est ainsi conduit & classer
1esfsucres utilisables par chaque souche bactérienne en deux
catégories.
Monbd a appelé sucres A, ceux qui, associés au glucose, ne donne

pas lieu au phénomene de diauxie; sucres B ceux qui, dans les
mompo conditions, le provoquent.
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I1 conclue que les microbes possédent deux sortes d'enzymes,
Des enzymes qui sont toujours préscnt et qui font partie dec la
constitution des germes., Ce sont les enzymes comgtitutifs.
D'autres enzymes sont formés ou activés par la présence d'un
substrat pendant la croissance, méme si cclle-ci est faible,

Ce sont les enzymes adaptatifs.

Nous avons recherché si le phénoméne de diauxie se manifes-
tait aussi chez les Azotobacter, Pour cela nous avons étudié le
comportement de différentes souches dans des milieux de cultures
contenant dcs mélanges de différentes sources carbone & d=zs con-
centrations variables,

En premiecr lieu nous avons introduit dans des fioles d'Erlen-
meyer 50 ml de la solution minérale (page 84) enrichis de 1 % ce
mannitol ou 1 % de dextrose ou un méiange de 1 % de mannitol +
1 % dc dextrose, Aprés stérilisation, les fioles d'Erlenmeyer
sont ensemencées avec 1 mi d'une suspension microbienne d'une
culture sur gélose-dextrose., La croissance des bactéries fub
déterminée par le dosage de l'azote total dans les cultures.

Le tableau I acus donne un apergu des résultats obtenus avec
1lTAzotobacter Vinelandii C-1,

TABLEAY .
Jours de mz d'azote dans mg dlazote dans | mg d'azote dans 50 ml
culture 50 ml avec 1 % 50 mlL avec 1 % | avec 1 % de dextrose

de mannitecl de dextrose |+ 1 % de mannitol
1 1,40 0,95 2,45
2 I, 70 2,70 g,00
3 8,20 y, 20 12,60
L 9,00 L, 60 13,80
5 9,20 4,50 14,00
6 8,90 Ly 30 13,50
7 9,00 4, 60 13,70
8 9,20 L,y55 13,90

L.es mémes essais ont été effectués mais avoce le mannitol &
1 % et le benzoate de soude & 0,5 %. Le tableau II resume les
résultats obtenus avec l'Azotobacter Vinelandii C-1.
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TABLEAU II

Jours de
culture

Bt o e S o Mmoo dome o o

oo P s s T o —

mg dlazote dans

50 ml avec 0,5 %
de benzoate

o S e e W et o T e e S G S i M e e 4 e

3,70

e e o et s e  ——— —— " —— - —_——

mg dlazote dans

50 mlL avec 1 %
de mannitol

e wn e e e i - — -

b S s v o - -t — o ——— ]

mg d'azote dans

50 mL avec 1 %
dé mannitol +
0,5 % de benzoate

e Yy o TS UV g S S

3,70

——————— e o —— S - = ———

Nous avons également répété les expériences avec la méme

souche 4, Vinelandii C-1, mais comme sources énergétiques nous

avons utilisé ie dextrose 1
dextrose 1 % + benzoate 0,5

o .

.
%3 le benzoate a

0,5 % et le mélange

%., Le tableau TII nous donne les

résultats.
TABLEAU III
Jours de mg dlazote dans | mg dlazote dans |mg d'azote dans
culture 50 ml avec 0,5 % {50 ml avec 1 % 50 ml avec 1 % de
de benzoate de dextrose dextrose + 0,5 %
de benzoate
1 0,80 0,90 0,75
2 3,05 2,80 2,90
3 3,70 L,10 3,60
4 3,50 4,50 5,95
5 3,80 4,70 8,20
6 3,60 L, 65 8,50
7 3,70 4,85 8,30
8 3,80 b, 60 8,60

" " o

it e ke o o i T —— — t ——— v -

e e o e - - e o e o]

. ——_— o m— —tr - —— = " v B
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Les résultats obtenus nous indiquent que l'Azotobacter Vine-

landii peut métaboliser simultanément des glucides, des polyols
et des acides aromatiques, La présence de deux de ces substances
dans le méme milieu nutritif permet & ce germe d'utiliser ces
deux sources d'énergie en méme temps et de fixer une quantité 4!
azote qui est la somme de ce qutelle est sur chaque substance
séparément,

Avee ces résultats il nous est impossible de déceler le phéno-
méne de diauxie dans les cultures, malgré la différence chimique
des subdstances soumises & l'lessai,

Nous nous sommes occup€ ensuite de la croissance des A. Vine-

lencii sur 1l'alcool éthylique et le benzoate.
Les expériences ont été menées dc la méme fagon que précédemment.
Les milieux de culture contenaicnt toujours 1 % d'éthanol et
0,25 ou 0,50 ou 1 % de benzoate de soude.

Les résultats sont représentés dans les figures 1, 2, 3 et 4.
En exeminant la figure 3 nous observons que la courbe de crois-
sence sur le milieu contenant 1 % d'ethanol se différencie forte-
ment de celles obtenus avec 0,25 2t 0,50 % de benzoate de soude
dans le milieu,
Le méme phénoméne se manifeste avec 1 % d!'éthanol et 1 % dc ben-
zoate présents séparément dans le milieu nutritif. La différence
dans la vitesse de croissance du m@me germe sur ces dcux substan-
ces mutritives en fonction du temps, est trés remarquable. Le ben-~
zoate est assimilé plus lentement que l'alcool éthylique.

En constituant maintenant un milicu contenant 1 % d!'éthancl
et 0,25 ou 0,50 % de benzoate la courbe de croissance suit 4!
abord celles du benzoate & 0,25 ou 0,50 % seuls présents dans le
milieu, pour évoluer ensuite de la méme fagon que celle de 1!
éthanol.
Ceci nous démontre que ce germe, cn présence de 0,25 % ou de
0,50 % de benzoate, assimile en premier lieu toujours l'acide
benzoligue avant de s'attaquer 4 éthanol., Les enzymes oxydatifs
réglant le métabolisme du benzoate sont donc cornstitutifs, Les
enzymes intervenant dans le¢ métabolisme de l'éthanocl le sont
également, -
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Lorsque 1'éthenol & 1 % et le benzoate 4 1 % sont simultané-
ment présents dens le milieu nutritif, la courbe de croissance
est similaire & celle obtenue avec 1'éthancl & 1 % seul dans le
milieu (figure 4). Pourtant l'effet cumulatif reste en ce qui
concerne la fixation d'azote,

Le benzoate, dans ces conditions est oxydé en dernier lieu.
La figure L exprime fort bien ce phénoméne,

Ccs processus sont tres intéressants au point de vue enzyma-
tique. En utilisant d'abord de faibles concentrations (0,25 &
0,50 %) de benzoate dans un mélange d'éthanol ct dc¢ benzoate, les
germes révélent une inhibition de leurs enzymes nécessaircs & 1!
oxydation de 1'éthanol, Par contre avec un mélange de 1 % d!'étha-
nol et de 1 % de benzoate s¢ sont les enzymes provoquant 1'oxy-
dation du benzoate qui sont inhibés.

La préférence des enzymes dans un microorganisme n'est donc
non seculement liée & la structure moléculaire du substrat, mais
également & la concentration de la substance.

Ces expériences montrent également que la grandeur de la
molécule de la substance nutritive ne joue pas un rdle prédominant,
Les courbes de croissance représentés dans les figures 1 et 2 le
prouvent, Aussi bien 1'éthanol que le benzoate sont assimilés par
les cellules d'Azotobacter, dans les m@mes proportions. Une fois
que les substances ont traversé la membrane cellulaire se sont

les enzymes qui réglent 1l'assimiletion. Et cette assimilation est
assujettie a un équilibre qui s'établit entre l'enzyme ou les
enzymes d'une part et lc¢ substrat dlautre part,
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nouvelle théorie sur 1l'adeptation simultanée, conséquence d'une
technique qu'il utilisa plus tard pour déterminer la voie métabo-
lique de certaines substances par des microbes, plus spécialement
par le Pseudomonas fluorescens.

bactéries est le résultat d'une série de réactions chimiques sim:-
ples, mais bien ordonnées. I1 s'en suit que 1l'oxydation complete,
méme d'une molécule organique, relativement petite, comprendra la
formation d'un grand nombre de produits intermédicires. Dans le
cas des microorgenismes, la probabilité existe, qu'au moins plu-
sieurs de ces produits intermédiaires soient attaqgués par des en-
zymes .adaptotifs.

(111), les cellules adaptées & attaquer un substrat primaire,
sonut adaptées simultanément pour attaquer tous les produits inter-
médiaires formés pendant 1l'oxydation du premier substrat. Par con-
tre les cellules adaptées sont incapables d'attaguer d'autres sub-
stances dont la dégradation est catalysée par d'autres enzymes
adaptifs. Donc, en cultivent des cellules sur une substance précise,
ou sur des produits intermidiaires supposés, il doit &tre possible
d'obtenir des évidences concernant les différentes étapes de la
chaine métabolique,

Stanier a basé sa théorie sur les trois postulats suivants

1° Si la dégradation d'une substance A se fait par une série de
produits intermédiaires B, C, D, E, F, G .... et que chaque
étape individuelle de cette chaine de réactions est sous le con-

trfle d'enzymes adaptifs, alors la croissence sur un milieu con-
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tenant le produit A produira des cellules qui sont simultancément
adaptées aux substances B,C,D,E,F,G.o0c.n

20 gi la croissamce sur la substance A, n'adapte pas les cellules

4 un produit supposé, X par exemple, alors X ne fait pas partie

de 1a chaine de réaction.

%9 Ta.croissance sur le produit E adapte les cellules aux substan-
ces P, G.... mais pas nécessairement & A, B, C et D. La probabilité
que la croissance sur E adaptera les cellules aux précurseurs de

E, diminuera avec le nombre des &tapes. Une adaptation & D est

3
plus probable qu'une adaptation & A,

Nous savons maintenant que lorsque les microbes sont cultivés
sur une substance énergétique, cette méme substance est oxydée en
milieu adrobie suivant une ligne droite. C'est & dire, quand on
expose, en fonection du temps, les quantités.d'oxygéne consommé
par les germes, on. obtient une ligne droite, sans phase d'adap-
tation. Par contre, quand on donne & des germes, cultivés sur une
substance A, un produit & respirer, p r exemple X, ne faisant pas
partie de la chaine d'assimilation, la consommation &'oxygeéne
suit pendant 40 & 70 minutes 1'auto-respiration (respiration en-
dogeéne) des cellules et apreés cette période seulement augmente
exponentiellement Jjusqu'a 1'épuisement du substrat.

monas fluorescens cultivées sur une gélose-extrait de levures et

de cellules cultivées sur gélose-minérale-benzoate. Dans la figure
qui suit on remarque la courbe 1 qui exprime l'auto-respiration
(respriration endogére) des cellules de ce germe sur les deux mi-~
lieux. la courbe 2 A représente la consommation en oxygeéne sur le
benzoate de cellules cultivées sur la gélose-extrait de levures.

La courbe 2 B représente la consommation en oxygeéne sur le benzoate
de cellules cultivées sur la gélose-minérale-benzoate.

On remarque donc cette longue phase (60 & 70 minutes) d'adap-
tation des cellules cultivées sans benzoate.

Nous pensons que la technique de 1l'adaptation simultanéde peut
nous aider a obtenir une meilleure vue d'ensemble sur 1l'assimila-
tion de produits qui nous permettrait de mieux différencier les
especes d'Azotobacter. En méme temps nous entrevoyons la possibi-

lité de connaitre les différents stades du métabolisme oxydatif
de ces substances par les Agzotobacter,
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I. NETABOLISNE DU MANNITOL

Nous avons déja mentionné que le mannitol est une source
de carbone qui nous permet de différencier les A. Vinelandii

des A. agilis.

cet alcoocl par les A. Vinelandii. Four cela, nous avons

utilisé la technique de 1l'adaptation simultanée préconisée par

Stanier.

Avant d'entamer les expériences sur le mannitol, nous avons
voulu nous rendre compte de la valeur de la technigue en essayant

le dextrose comme substance énergétinue pour les cellules.

la technique respiratoire, que les cellules de leur souche d'
A. Vinelandii "Original", cultivées sur un milieuw avec sucrose
n'étaient pas capables d'oxyder l'acide citrigue et qu'elles

Tt

présentaient une période d'adaptation assez variable pour 1

oxydation des acides succinique, fumarigue, maligue et X-céto-
glutarique. Par contre, les cellules peuvent oxyder immédiate-—
ment (en ligane presque droite) les acides zacétique et pyruvigue.
En essayant des extraits cellulaires de rces germes (aprés
broyage des cellules) ils constatent gue tous les acides du
cycle "acide citrigue® sont oxydés sans phase d'adaptation.
Méme l'acide citricgue était oxydé immédiatement. Les aubeurs
prétendent donc, que pulsque 1l'oxydation des acides du cycle
"aclide citrique" s'effectue sans phase d'adaptation par 1!
extralt cellulaire, l'oxydation des glucides passe par le cycle
tricarboxylique.
D'aprés ces auteurs, il semble gue les cellules, cultivées sur
un niliew a base de sucrose, sont pourvues des enzymes néces—
salres pour oxyder les acldes du cycle tricarvoxyligue et gue
la phase d'adeptation manifestée par le malate, le succingte
ou le citrate s'explique par des phénoménes de permeéabilité
cellulaire. |
Schutter et Wilson (114) ont ensuite étudié le comporte-—

ment de différentes souches d'A. Vinelandii et d'A. agilis,

cultivées sur le sucrose, vis-&-vis des produits intermédiaires
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du cycle tricarboxylique. Nous constatonsdans leur resultats que
les cellules intactes de ces deux espéces produisent une oxydation
des acides du cycle tricarboxylique avec une certaine phase d'adap-
tation qui ne dépasse jamais 60 minutes., L'oxydation du succinate
par les A. Vinelandii évolue en présentant une phase d'adaptation

plus longue que pour les A. agilis.
Dans leur publications, Karlsson et Barker (115)(116) préten-

dent que la dégradation des glucides par les A. Vinelandii ne s'

eff :ctue pas en passant par le cycle tricarboxylique. Ils dedui-
sent cette affirmation de la constatation que l'acétate est oxydé
avec un vitesse plus grande que tout autre produit.

trés approfondies, ont trouvé tout d'abord que des cellules in-
tactes d'A. apilis nécessitent une période d'adaptation parfois
de 50 minutes avent de pouvoir oxyder les produits intérmédiaires
du cycle tricarboxylique, excepté pour l'acétate et le citrate.
L'acétate est oxydé immédiatement; le citrate n'est pas oxydé, méme
aprés une heure. Les extraits cellulaires par contre peuvent oxy-
der ces.acides immédiatement.
Ensuite, ils ont constaté cue les extraits dialysés des A. agilis
nécessitent des coenzymes similaires & ceux des enzymes corres-
pondants qui réglent 1'évolution du cycle tricarboxylique trouvé
dans les tissus animaux. Ceux-ci comportent; la tri-phospho-
pyridine nucléotide (T.P.N.) pour l'oxydation du citrate;
le coenzyme A, la.di-phospho-pyridine nucléotide (D.P.N.)

et les ions de Mg pour l'oxvdation de 1'¥-cétorlutarate; les ions
de Mg, le coenzyme A et 1'adénosine-tri-phosphate (A.T.P.) pour
1'oxydation de 1l'tacétate.

De toutes ces expériences ils concluent que la décradation

des glucides se déroule chez les Azotobacter asilis suivant le

cycle tricarboxylique.

T1 est généralemeat reconnu, actuellement, que la dégradation
du sncrose par les Azotobacter Vinelandii et A. agilis se fait

—

suivant le schéma tricarboxylique.
Nous avons d'abord examiné la respiration par la technique de
Varburg (11€), de cellules d'Azotobacter Vinelandii C-L4, cultivées

sur le dextrose, sur les produits intermédiaires du cycle tricar-
boxylique, donc sur le dextrose, l'acétate, le pyruvate, le
succinate, le malate, le fumarate et le citrate.
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Nous avons procédé de la fagon suivanteg

Azotobacter Vinelandii C-h

Cultivé sur Dextrose 1 %

Consommation d'oxysgéne en nl.

'Temps en |Dextrose Acétate | Pyruvate Ilannitol| Endogéne
minutes
10 56 40 38 7 6
20 114 77 74 17 14
30 167 121 112 23 20
4O 223 162 150 3k 26
50 278 178 172 Ll 32
60 332 189 182 53 39
70 386 199 188 6l W6
Temps en | Succinate Halate Fumurate Citrate| Benzoate
minutes

10 11 13 8 7 5
20 26 25 T 16 13
30 56 50 16 24, 21
40 96 82 72 33 26
50 147 17 102 42 33
60 205 145 136 50 40
70 264 176 166 58 45
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Les A, Vinelan@i} C~4 sont cultivés.dans des fioles.d'Erlen-

meyer contenant 50 ml du milieu minéral, décrit page 84, enrichi
de 1 { de dextrose. Aprés une culture.de 24 heures & 28° C dans
un appareil & secousses thermostatisé, 5 ml de la culture servai-
ent comme inoculum & un deuxiéme Erlenmeyer contenant le méme
milieu nutritif, Aprés une culture similaire & 28° C, une centri-
fugation & 6000 tours/minute pendant 20 minutes rassemble les cel-
lules. Celles-ci sont lavées deux fols avec une solution de KC1
0,02 M. Finalement elles sont mises en suspension dans une solu-
tion de KC1 0,02 MM, ,
Les cuvettes de Warburg sont remplies de:
0,1 ml de MgS0, » 7 H)0 17/ 50 _
U,4 ml de solution tamponnée phosphatée 0,067 M de pH = 7,0
0,5 ml de suspension microbienne
0,2 ml d'une solution de soude caustique & 20 %
0,5 ml d'une solution aqueuse de substance énercétique
a M/10,
Le tableau suivant résume les résultats obtenus.
Les fisures 1 et 2 reprisentent les courbes respiratoires.

Nous pouvons constater que le dextrose, l'acétate et le pyru~
vate sont utilisés exponentiellement, suivant une ligne droite.
Par contre, le sugcinate, le malate et le fumarate sont utilisés
aprés une phase d'adaptation qui dans tous les cas ne dépasse pas
30 minutes. Le citrete n'est pas utilisé pendant les 70 premildres
minutes.

Des résultats analogues ont été obtenus avee les autres souches
d'Azotobacter Vinelandii.
En plus nous avons examiné le mannitol et le benzoate et nous

remarquons gue ces deux sources de carbone présentent une longue
phase d'adaptation (au deld de 70 minutes) pour les cellules
cultivées sur le dextrose.

Ces premiéres expériences nous ont permis de nous familiari-
ser avec la technique et nous ont convaincu de deux choses:

1° -~ le contr6le de la respiration de cellules d'#gotobacter,

cultivées sur le dextrose, avec les différentes substances
faisant partie dy cycle tricarboxylique est possible avec
la technique préconisée par Stanier.
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2° ~ les substances, comme le mannitol et le benzoate, qui ne
font pas partie de la chafne de dégradation du dextrose ne
sont pas utilisées. Il est donc facile de déceler avec cette
technique si une substance quelconque se trouve sur la voie
métabolique d'un produit,

Aprés ces premiéres expériences nous nous sommes occupés de
la dégradation du mannitcl par les A. Vinelandii.

Concernant le métabolisme du mannitol par des microorganismes
et des tissus animaux, des recherches ont déja été effectuées par

différents chercheurs.

hexokinase de levure, Ce ferment est accivé par des ions de mag-
nésium & environ 1075 M et catalyse la phosphorylation du glucose,
fructose, mannose et glucosamine par l'adénosine-tri-phosphate,
Les vitesses de réaction pour le glucose, le fructose et le man-
nose sont respectivement 1,0, 1,4 et 0,3, bien que l'affinité
pour le fructose de la part de l'enzyme soit moins pronocée que
pour les autres aldoses.

mannoisoméiase. Cet enzyme catalyse la conversion du mannose-6-
phosphate en un mélange de glucose-b6-phosphate et fructose-6-~
phosphate,

manncse peui &tre phosphorylé par la hexokinase et produit le
mannose-6-phosphate. Qui, & son tour, donne, en présence de la
phospho-mannose-isomérase et la phospho-hexo-~isomfrase, un mélan-
ge équilibrs de 6-phosphates de glucose et de fructose, Baldwin

présente alors le schéma suivant :

Mannose Fructose Glucose
1] .
hexokinase L bexokinase hexokinase
; W A
Mannose-é-phosphatef:::;Fructose-é-phosphatef:::;GlucosE-énh .
' phospho- phospho- phosphate
mannose- hexo-

isomérase isomérase
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A partir du glucose-6-phosphate le métabolisme prend la voie
du cycle tricarboxylique.
la conversion du mannitol en mannose ou d'autres substances

fut également étudiée., Ainsi nous connaissons les recherches ef-

Ce chercheur a trouvé que le mannitol est une substance nutritive

typique pour lacs Acetobacter suboxydans. Il a trouvé également que

le mannitol est oxydé par les Acetobacter suboxydans en fructose.

oxydés en c’.toses par 1'A. suboxydens quand ils posseéaent les con-
figurations suivantes :

|

CH,,OH ?HZOH
HO-CXH Ho-?§H
|
HO-C-H HO-C-H
| |
H-C-0H HO—?MH

St e e e e e b S e e e e it

chez les A, suboxydans et il donne le nom de¢ d-mannitol-déshyd.o-

génase a l'enzyme responsable de cette oxydation., Cet enzyme est
soluble et contient le diphospho-pyridine-nucléotide. Ce coenzyme
peut &tre extrait des cellules d'A. suboxydans. Le polyol-déshydro-

génase isolée du foie de rats serait incapable de catalyser cette
oxydation, D'aprés cet auteur on peut donc présenter 1l'oxydation

du mennitol par des A. subepxydans suivant le schéma :

?HZUH ?H2OH
HOCH - C=0
i {
HOCH ppN” HOCH N
| e i ; + DPN.H + H
H?OH H?OH
H?OH HCOH
i
Cel,OH CH,OH

d-Mannitol d-Fructose
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(124) doivent également attirer notre attention. Ces auteurs ont

travaillé avec des Diplococcus pneumoniae, utilisant le mannitol

comme source énergétique et des mutants n'utilisant pas ce polyol.

Ils ont réussi a transmettre de l'acide désoxy-ribonucléique des

souches originales aux souches mutantes et ces dernieres étaient

capables apreés ce transfert de métaboliser également le mannitol,

Partant de ces nouvelles souches ils ont constaté :

1° -

a5 =

que les cellules mutentes, transformées, se développent trés
bien sur le mannitol et métabolisent cet 2lcool sans phase
d'aaaptation.

gue le mannitol n'est pas métabolisé par des extraits cellu-
laires de ces germes, cultivés sur le mannitol. L'oxydation
du mannitol par ces extraits celluleires n'était pas décelable
dans les expériences respiratoires. lLa réduction de la diphos-
pho-pyridine-nucléotide ou de la tri-phospho-pyridine-nucléo-
tide n'était pas mesurable non plus.

le mannitol serait donc phosphorylé avant d'@8tre oxydé. En
effet les extraits celluleaires sont capables d'oxyder le man-
nitol-phosphate en présence de la diphospho-pyridine-nucléo-
tide, Le produit d'oxydation fut déterminé. I1 s'agit du
fructose-6-phosphate et non du mannose-6-phosphate. L'enzyme
responsable de cette oxydation fut dénommé la mannitol-phos-~
pho-déshydrogénase,

o o ———

le schéma suivant :

?Hon ?Hon ?HQOH
HOCH HOCH ?=o
! |
i
HOCH  A.T.P. HOCH + DPNT HOCH '
I e > e > | + DPN.H + H
HCOH  kinase HCOH déshydrogénaseH?OH
i :
HCOH HCOH 7 HCCH
2 1 l ’/,On ' CH
CH,0H CH,0-P=0 cazo-gio
OH OH

Mannitol Mannitol-6~-phosphate  Fructose-6-phosphate
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Nous nous trouvons donc & premiére vue devant deux schémas
contradictoires. Remarquons toutefois que les deux auteurs ont
travaillé avec deux microorganismes tout & fait différents,

Pour l'examen de la dégradetion du mannitol par les A, Vine-

landii nous avons utilisé deux souches : A. Vinelandii C-1 et C-4.

Les techniques de culture et de respiration étaient les mémes
comme pour le dextrose.

Les figures 3, 4, 5 et 6 nous présentent les résultats obtenus.

Nous constatons tout d'abord que le dextrose est dégradé par
les cellules d'A. Vinelandii, cultivées sur le mannitol, avec une

consommation d'oxygene qui s'écoule exponentiellement en fonction
du temps. On peut donc admettre a premiére vue que le dextrose est
un produit intermédiaire dans le métabolicme du mannitol. D'autre
part, le pyruvate, l'acétate, le succinate, le malate et le fuma-
rate sont utilisés sans ou avec une légére phase d'adaptation. Cet-
te phase d'adaptatien est moins longue pour les cellules cultivées
sur le mannitol que sur le dextrose,

I1 nous semble donc qu'on peut déduire de ces expériences que
les cellules d'A, Vinelandii cultivées sur le mannitol métabolisent
le mannitol en passant par le dextrose et le cycls tricarboxylique.

En tenant compte des observations des chercheurs mentionnés et
en exeminant les résultats que nous avons obtenu, nous pensons que
le m2tabolisme du mannitol per les Azotobacter se fait de la fagon

suivante :

Comme il est générelement admis que le premier stade dans le
métabolisme de glucides ou de produits analcgues consiste dans une
phosphorylatior. du produit en question, nous pouvons considérer
que le mannitol, une fois la membrane cellulaire vassé, est phos-
phorylé par une kinase et avec l'intervention de l'adénosine-tri-
phosphate en mannitol-6-phosphate. Ensuite, sous l'action d'une
déshydrogénase et de la diphospho~-pyridine-nucléotide, il se forme-
rait du fructose-6-phosphate. Ies cellules d'Azotobecter cultivées

sur ie mannitol possédent donc deux enzymes initiaux : une kinase
puis une déshydrogénese. |

Examinons maintenant le phénoméne du métabolisme du dextrose
par les cellules d'Azotchacter, cultivées sur le mannitol. Pour

ces cellules, une fois le dextrose en contact evec les enzymes du
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cytoplasme, il serait vphosphorylé par une kinase et avec l'aide de
1'adénosine~tri-phosphate., On obtient ainsi le glucose-6-phosphate.
Par ltaction de la phospho-hexo~isomérase, le fructose-6-phosphate
est formé. Il existe donc un équilibre entre le glucose-b6-phosphate
et le fructose-6-phosphate,

Nous pouvons donc admettre le schéma suivant :

Cellules cultivées sur le mannitol,

W v G S o o A3 o (et et a3 G 0 e Seh M PR R GO Ban G e M e e G - -

Premiers stades du métabolisme du mannitol

?Hon ?HZOH ?HZOH
HOCH HOCH C=0
| i {
HOCH A.T.P. HOCH + DPNT HOCH
| e 38 l WP ... X \
HCOH kinase HCOH déshydrogénase H?OH
| |
HCOH HCOH HCOH
| l LOH | _OH
CH,OH CH,.0-P=0 CH.0-P=0
AN 2 NoH

Premiers stades du métabolisme du dextrose

6] 0

c vl CH,OH
I~ H [ H |
HCOH HCOH C=
‘ ! hospho-hexo- |
l’b\;oT.Po c1 p.c‘—’} 2 .\Ml‘
HocR  A-T.P. . HOGH  Tisomévage ., HOCH
H?OH hesokinase HCCH ~~~77777=7=7=777= HCOH
'
HCOH HCCH HCCH
! l _OH | L OH
n [ 51 - - =
bHZOH u“zO R‘gH CHZO R\8H
dextrose glucose-6~phosphate fructose~b~phosphate
(glucose)

Les Azotobacter cultivés sur le mannitol posseéderaient donc une
phospho-hexo~isomérase qui leur permettrait de métaboliser le glu-
cose-b6~phosphate. Quand on donne & ces cellules le glucose, celui-ci
serait phosphorylé en premier lieu et entrerait en équilibre sous

1'aceion de la phospho~hexo~kinase avec le fructose~6-~phosphate.
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De cette maniére la respiration exponentielle du dextrose par des
cellules d'Azotobacter, cultivées sur le mannitol, est expliquable

Le cas des A. agilis, ne se développant pas sur le mannitol, doit
donc @tre interpreté par une absence totale chez cette espéce de la
déshydrogénase catalysant le passage du mannitol-6~phosphate au
fructose-6-phosphate, '

L*absence de cette déshydrogénase est un caractére physiologique
essentiel des A. agilis. Ce caractére les différencie des 4, Vinelans
dii,

II, METABOLISKE DU BENZOATE,

o e e e e e e R e T T y——
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que le terme final de l'oxydation de l'acide benzoTque par les Azoto-

bacter, serait un "corps noir", apparenté & l'humus du sol. En outre,

capables dl'oxyder ltacide benzoIque en un corps analogue a 1l'humus,

Ltacide saelicylique, formé sous l'influence d'une oxydase (la ben-

zoatase), serait un terme intermédiaire de cette oxydation. Mais

D e e o e e

cheurs ont travaillé soit avec des Vibrio, soit avec des Pseudomonas,

La pluoart de ces recherches ont été résumées et critiquées par
Happold (135) et Evans (134).

Il ressort de ces traveux qulon peut trouver dans le sol, des
bactéries organotrophiques qui sont capables de métaboliser des pro-
duits aromatiques, comme le phénol, ltacide benzofque, ltacide para-
hydroxy~-benzoique, le para-crésol et méme le naphtaléne,

En ce qui concerne l'acide benzolque, on reconnait actuellement
que les germes organotrophiques, utilisant 1l'azote sous forme ammo-
niacale, métabolisent cet acide organique suivant le schéma mention-
né ci-joint,

En examinent ce schéma, nous remarquons d'abord que l'acide bene-
zoique est oxydé en premier lieu en catéchol. Ce dernier produit

subirait ensuite une oxydation et on obtiendrait l'acide cis-cis
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muconicue. Cette derniére molécule passerait par une série de pro-
duits intermédiaires é.11acide/3—céto—adépique. A partir de ce pro-
duit l'oxydation continuerait en passent par ltacide succinique vers

finalement le CO2 et H,0.

Nous n'avons pas trouvé dans la bibliographie, & part les re-
cherches effectuées par Tchan, de travaux sur le métabolisme de 1!

P

acide benzolque par les Azotobacter,

Il nous a semblé important étent donnée la différenciation qui.

existe entre les A, Vinelandii et les A, agilis dens le comportement
vigs~a~vis de l'acide benzolque, de nous rendre compte des stades
métabolitiques de la dégradation de cet acide aromatique par les

Azotobacter. L'emplol des Azotobacter comme matériel biologique

pour l'étude de la dégradation du benzoate nous semble logique pour
les raisons suivantes
10

1

Ces germes sont entiérement oxydatifs, ce qui élimine la pré-
sence simultanée de systéme fermentatif.

2¢ ~ Les Azotobacter peuvent oxyder un grand nombre de produits or-

geniques.,

3° -~ Les oxydations sont. complétes.,

_{:.

° -~ Les Azotobacter n'ont pas. besoin de la présence dtazote combiné,

ni de facteurs de croissance, pour accomplir ces oxydations,
Un milieu minéral simple leur permet de méteboliser des pro-

duits organiques présents,

Nous avons d!abord examiné le métabolisme des A. chroococcum

et des A, Beijerinckii cultivés sur le benzoate, . -

Les germes, cultivés sur gélose-mannitol inclinée, sont mis en
suspension dens de l'eau stérile, Des fioles d‘Erlenmeyer’contenanf\\

N

50 ml de la solution minérale pourvue de 0,25 % de benzoate de soude,a
sont ensemencées, aprds stérilisation, avec 1 ml de la suspension

microbienne, Les cultures sont placées dans un appareil 4 secousses

~

thermostatisé & 28° C pendant 48 heures., Ensuite elles sont centrie-
fugdes & H00C tours/minute pendant 20 minutes. Les cellules rassem-
blées sont lavées deux fols avec une solution stérile de KCL 0,02 M,
Finelement elles sont mises en suspension dans une solution stérile
de KCL 0,02 M. Les cuvettes de Warburg sont remplies de la fagon

suivante :
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0,1 ml de solution MgSO4. 7 HZO 0,02M

0,4 ml de solution tempon phosphatée 0,067 M (pH = 7,0)
0,2 ml de solution de KOH 20 %

0,5 ml de suspension microbienne

0,5 ml de solution de substance énergétique 0,05 M

La consommation d'oxygene est controlée toutes les 10 minutes,
a4 une tempdérature de 28° C.

Les figures 7, 8, 9 et 10 présentent les résultats obtenus.
Nous pouvons constater que le benzoate de soude est utilisé
suivant une ligne droite, en fonction du temps. Ceci est également

le cas pour le catéchol. Par contre le salicylate n'est pas con-
sommé, ni le mannitol.,

Ces résultats nous permettent de proposer que le catéchol, est
un produit intermédiaire dans le métabolisme du benzoate par les
A, chroococcum et les A, Beijerinckii. Nous pouvons donc prévoir

que le stade suivant peut se réaliser dans ce métabolisme

COOH OH

______ ? (j .OH
l S |
i P 7

Le salicylate ne figure pas & premiére vue sur la voie métabo-
lique du benzoate par ces Azotobacter.

L'examen du métabolisme du benzoate par les A. Vinelandii C-1
et C-4 fut effectué de la méme fagon que pour les A. chroococcum

et A. Beijerinckii. Les figures 11, 12, 13 et 14 présententlles ré-~

sultats obtenus. Pour ces deux germes nous avons trouvé que le ben-
zoate, le catéchol et le salicylate sont métabolisés avec une con-
sommation en oxygéne qui se déroule d'une fagon exponentielle. On
peut donc déduire de ces expériences que pour les A. Vinelandii,
le catéchol et le salicylate sont des produits intermédiaires dans
le métabolisme du benzoate. Ceci nous permet de proposer que les
stades suivants se présentent dans ce métabolisme.

COOH COCH

OH
N\ OH /N OH
@ — ) » ()
.

v N
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Nous pouvons donc conclure que le métabolisme du benzoate par

s A, chroococcum et A, Beijerinckii d'une part et des A. Vinelan-
d'autre part différe profondément.
En effet, 1l'oxydation du benzoate par les A. chroococcum et

A, Beijerinckii paraft aboutir directement & la formation du caté-
chol.
Cette réaction implique l'introduction simultande de deux grou-

pes hydroxyles. Théoriguement cette conversion directe de benzoate
en catéchol peut se faire en deux stades : une hydroxylation suivi
d'une décarboxylation oxydative. Les réactions suivantes expliquent

cette posgibilité :

COOH EOOC i
¢ o
A, - I
HC/// “CH HC” \\C”/ ﬂ3~oxydation
I |+ 2(0M--=> | I
HC CH HC CH
v N, A
\CH ~CH
HOOC _ OH H_ oH oH
c! /C’ G
#G” Noso -Co B Ne=o e \IC-—OH
i | 2 f i
e mme——— > T 7T 000 TTmmmmT > T
HC CH HC CH HC CH
7 N # V4
N CH Noff

Par contre les A. Vinelandii présentent un aspect nouveau dans
la conversion du benzoate en catdchol. Ici on assiste & une intro-
duction succesive des groupes hydroxyles dans la molécule benzénique.
I1 reste naturellement & voir si la décarboxvlation de l'acide sa-
licylique s'accomplit en une ou deux étapes.

Pour les trols espéces, le catéchol est un produit "clef" dans
le métabolrisme du benzoate. C'est & partir du catéchol que le méta-
bolisme continue et nous observons (figure 14) gie les produits du
cycle tricarboxyligue sont utilisésexponentiellement par les cellu-
les cultivdes sur le benzoate. On peut donc prévoir qufa partir du
catdchol 1
sance a un produit aliphatiqaz,

a molécule aromatique doit &tre scindée pour donner nais-
par exemple l'acide f-céto-adipique.
Ce dernier acide est le point de départ pour 1l'accomplissement du
cycle tricarboxyligue par ces germes.
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Les courbes respiratoires du succinate, acétate, pyruvate et
malate nous prouvent indiscutablement que ces produits font partie
du métabolisme du benzoate. Comme pour le cycle tricarboxyligue des
cellules cultivdées sur le dextrose ou le mannitol, nous constatons
qu'ici aussi le citrate n'est pas utilisé suivant une ligne droite.

A la suite de ces expériences manométriques, nous avons voulu
nous rendre compte de la présence des substances intermédiaires par
voie chimique. Pour cela, nous avons cultivé des A, Vinelandii C-1
en grandes quantités sur du benzoate et nous avons essayé 4d'identi-
fier par la chromatographie de partage sur papier, la présence de
ces produilts dans le milieu de culture.

Dans un grand ballon de & litres nous avons stérilisé 4 litres
de la solution minérale additionnée de 0,5 % de benzoate de soude.
Le milieu fut ensemencé avec 200 ml d'une culture A. Vinelandii C-1
cultivée sur le méme milieu pendant 48 heures en fioles d'Erlenmeyer
secoudes. L'aération du milieu fut effectude par de 1'air stérilisé
sur mélange coton-charbon actif. Aprés une culture & 28° C pendant
48 heures, le milieu est acidifié avec de l'acide sulfurique & pH=3
et ensuite centrifugé & 6000tours/minute. Le liquide surnageant est
ensuite extrait avec de 1l'éther sulfurique dans un extracteur 1li-
quide-liquide.

Nous avons ainsi obtenu une poudre blanche (I). Nous avons
constaté que cette poudre contenait encore de 1'acide benzoique.
Pour édcarter cet acide, nous avons dissout cette poudre dans du
tétrachlorure de carbone. Ensuite cette solution fut extraite par
de 1'eau dietillée. L'extrait aqueux fut ensuilte évaporé sous vide.
I1 nous restait une deuxiéme poudre blanche (II). Cette poudre fut
dissoute dans de l'alcocl éthylique.

Nous avons établi la détection des acides organiques par la
chromatographie de partage sur papier. Les techniques suivantes,

employdes. Des cylindres en verre de 18 cm de diamétre et 25 cm
de hagteur servailent & contenir le papier filtre,

Deux solvants furent essayés :
dans

a) le mélange benzéne + acide propionique + eauV¥des proportions
2 : 2 1, Aprés séparation des deux couches, la phase su-



périeure (organique) est utilisde.

b) le mélange iso-propanol + ammoniaque + eau dans des propor-

tions 8 : 1 : 1. Ce mélange est utilisé intégralement.

Le révélateur consiste du mélange suivant : para-nitroaniline
0,% % dans de 1'HCL 8 % 25 parties + nitrite de soude 5 % dans de
l'eau 1,5 parties,

Les solutions d'acide benzolque, acide salicylique, catéchol,
acide malique, acide citrique, acide succinique et acide fumarique
ont été préparées en dissolvant 100 mg de chaque acide dans 25 ml
d'éthanol.

Les gouttes furent déposées sur le papler filtre & raison de
SQ}ll de chaque solution acide. Le papier fut enrould et mis en
contact avec les solvants se trouvant sur le fond des cylindres en
verre. Une chromatographie ascendante fut donc appliqudée. Aprés
15 heures d'essai, le papier est séché. On pulvérise ensuite une
solution du révélateur. Apres séchage, on imbibe le chromatogramme
d'une solution de carbonate de soude & 20 % dans de 1l'eau distillée,
On peut alors instantanément observé 1'emplacement des taches.,

Des essais préliminaires nous ont indiqué que le meilleur sol-
vant pour ces acides, celul qui permet donc la plus nette sépara~
tion sur le papier filtre, est le mélange isopropanol-ammoniaque-eau.
Le catéchol est facilement détectable; il forme des taches gris-
noirftres, entourdes d'une auréole jaune. La couleur de l'acide
salicylique est orange sur le chromatogramme., Les autres acides
sont légérement rougeftres. Le fond de teinte du papier est Jaune.

Le tableau suivent nous donne un apergu des valeurs Re (X)ob~
tenues avec les produits employés. )

Produits Valeur R,
Acide salicylique 0,80
Acide maligue 0,11
Acide citrique 0,14
Acide fumarigue 0,20
Acide succinique 0,26
Acide benzoique non décelable
Catéchol 0,90

St S g s e e s e S S Ghrw o b e R o W Btk W S S e R M S e i TS e S B Tt S B S U i Mo ey A o el S Ao e S i A B O i A oS S o e S i et R e o A e

(%) ”f est 1'abréviation de "relate to front" ou "Running factor"
_ distance du point de départ Jjusqu'au centre de la tqche
‘" distance du point de départ jusqu'a la ligne de front
du solvant.

La valeur R



En appliquant 1la technique de chromatégraphie sur une solution
de la poudre blanche (II) dans 1l'alcocl dthylique nous avons obte=-
nus des taches possédant les valeurs R, suivantes :

Valeur R Produits correspondants
0,90 Catéchol
0,83 Acide salicylique
0,70 ?
0,45 ?
0,28 Acide suceinique
0,22 Acide fumarique
0,14 Acide citrique
0,10 Acide malique

les chromatosrammes nous avons répété plusieurs fois les expérien-
ces et sur chaque chromatogramme nous avons appliquéd en méme temps

que la substance inconnue (poudre II) la série des produits orga-
niques menticnnée.

Ces expériences nous ont permis de déceler facilement la pré-
sence dans la poudre extraite de la culture de 1'Azotobacter

Vinelandii g-1, des produits suivants :
Catéchol - acide salicylique - acide succinique - acide
malique - acide fumarique - acide citrique.

Les résultats obtenus par la vole chromatographique pour 1'A.
Vinelandii C-1 confirment ceux obtenus avec la technique de 1'adep-
tation simultande.

Nous pouvons donc établir que 1l'oxydation du benzoate de soude
par les A, chroococcum et A. Beijerinckii aboutit en premier lieu
& la Tormation du catéchol. Pour les A. Vinelandii cette oxydation

passe d'abord par l'intermédiaire de l'aclde salicylique avant
d'atteindre le catéchol. A partir du catéchol le métabolisme con-
tinue suilvant le cycle tricarboxylique, aprés un scindage de 1'an-
neau aromatique.

(109) formulait sa théorie sur 1'oxydation microbienne de 1'acide
benzoique en considérant le catéchol comme le premier produit dans
la chaine métaboligue. Il trouvait que les dérivés mono-hydroxy
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de 1'acide benzoique n'dtaient pas des produits intermédiaires
dans 1l'oxydation microbienne de l'acide benzoique.,
Mos résultats sont donc en contradiction avec ceux de Stanier,

Remarquons toutefois que nous avons a faire & des Azotobacter

dont la physiologie est totalement différente de celle des Pgeu-
domonas.,

. Nous terminions nos recherches sur le métabolisme de 1'acide
benzoiIque par les Azotobacter, gquand nous avons regu une publicae-
tion de Bhat et de ses collaborateurs (140). Ces chercheurs ont

constaté que des cellules Pseudomonas convexa var. hippuricum,
cultivées sur un milieu & base d'hippurate, sont capables d'oxyder
1'hippurate, le benzoate, le salicylate et le catéchol. Ils sug-

gerent que le salicylate est un produit intermédiaire dans le dé-
gradacion du benzoate, Le catéchol serait formé aprés le salicy-
late.

Nos résultats sont donc en concordance parfaite avec ceux de
Bhat et de ses collaborateurs.
T Cect prouve encore que les microbes sont spécifiques dans leur
mode métabolique et qu'il est parfois dangereux de généraliser

certains aspects métaboliques dans le monde micrcbien.

ITIT. METABOLISME DU SALICYLATE.

L I I N I I I L L N I I I S R I oo n Ll

I1 est évident gque nous sommes passés ensuite aux expériences
devant déceler la voie métabolique du salicylate utilisable unique-

ment par les Azotobacter Beijerinckii.

Les cultures obtenues sur la gélose-mannitol, ont été ense-
mencées sur le milieu mindral enrichi avec 0,25 % de salicylate.

La préparation des cellules, ainsi obtenues, fut effectuée de la
méme fagon comme pour celles cultivées sur le benzoate. |

Nous avons anpliqué les techniques de 1l'adaptation simultanée,
Les cuvettes de Warburg furent remplies également de la méme fagon.

Les tableaux 15 et 16 représentent les résultats obtenus.

Nous remarquons que la consommation en oxygene sur le salicy-
late suit une ligne droite. Ceci est également le cas pour le caté-
chol. Par contre, le benzoate n'est pas utilisé. Les deux souches
dtAzotobacter Beijerinclkii examinées réagissent exactement de la
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ouvons donc conclure que les Azotobacter Beiljerinckii
P 9

sur le salicylate, sont capables d'oxyder le salicylate

en catéchol. Le benzoate n'est pas du tout un produit intermédi-
aire de ce cycle oxydatif.

Ces expériences nous permettent donc de proposer le schéma
suivant pour le premier stade de 1'oxydation du salicylate par

les A, Beijerinckii.

COOH COOH
/c C —OH
OH
HC \COH + 2 (OH) HC/ \c<
Hg (|JH B HC?:' (‘JH .
Y V4
NE 4
COOH ('}OOH H OH
|
C—0H ¢ —0H \c/
/ VRN P
HC C—0H _ g, HC C=0 _ 49 KO C=0
AN 2 i 2
HH (i}H 0H —-—-Z> lcf fH ————— > | |
C H C HC CH
7 N N
CH CH CH
H\ - COH
ya /
HC \C=o HC \\COH
HC’){ ('}H _______ ? Hg CH
N\ A . 7



BSULME DU CHAPITRE V

Les expériences relatées dans ce chapitre nous ont procuré des
renseignements complémentaires dans les différences physiologiques
des Azotobacter.

Les expériences sur le métabolisme du mannitol par les Azotobac-

ter nous révélent que ce polyol est métobolisé sulvant le cycle tri-
cafboxylique, La respiration exponentielle du glucose, par les
Azotobacter, cultivés sur le mannitol, s'explique par la présence
d'une kinage, d'une deshvdrogénase et d'une phospho-hexokinase.
Aprés 1a phosphorylation du mannitol avec l'aide de 1'adénosine-
tri-phosthate et une d4shydrogénation qui se déroule en présence

de 1la diphospho~-pyridine-nucléotide, le fructose-6-phosphate est
formé. Cette substance intermédiaire est en équilibre sous 1l'action
de la phospho-hexo-isomérase avec le glucose-5-phosphate. La respi-
ration du dextrose ne serait qu'un "artefact". En fait, c'est le
glucose-5-phosphate qui est utilisé et non le glucose. Le glucose
n'est pas un produilt intermédiaire du métabolisme du mannitol pour

les Azotobacter.
Le wmétabolisme du benzoate par les Azotobacter nous a permis de

faire les constatations suivantes :
Pour les A, chroococcum 1'oxydation du benzoate aboutit directement
au catdchnl, Nous observons une implantation simultanée de deux
groupes hydroxyles sur le noysu benzénique, sulvi d'une décarboxy-
laticn oxvdative. Les expériences effectudes avec la technique de
1'adantation simultandée nous indiquent cette voie métabolique.

Par contre nous constatons que les A, Beijerirckii se dévelop-

pent tres bien sur le salicylate de scude.

Le métabolisme des A. Beljerinckii sur le benzoate et sur le
salicylate présente donc & premiére vue une certaine contradiction.
En effet, les A. Beijerinckii, cultivées sur le benzoate, vont
oxyder l'acide benzofque directement en catéchol. Le salicylate
n'apparait pas comme substance intermédiaire. Par contre les mémes

germes peuvent se multiplier sur le salicylate et oxyder 1l'acide
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salicylique en catéchol,

Cultivés sur le benzoate ces germes ne seraient pas adaptés simul-
tanément au salicylate.

.- T1 nous semble donc que la détection de la respiration du sali-
cylate per les A, Beijerinckii, cultivés sur le benzoate, fait dé-
faut avec la technique de 1l'adaptation simultanée.

Le fait que les mémes souches, peuvent se développer sur le salicy-~

late est une preuve quasi certaine gqu'elles peuvent utiliser le
salicylate et nos expériences l'ont prouvé,

Comme nous avons pu le constater, avec l'acide citrique, plaque
tournante du cycle tricarboxylique des cellules cultivées sur le
dextrose, nous penscns qu'il faut expliquer ce phénoméne par la
faculté d'absorption des molécules par les cellules,

Les expériences avec les A, Beijerinckii, concernant le métabolisme
du benzoate, indiqueraient que les cellules gui ont commencé leur

génése sur l'acide benzoIque sont impénétrables pour l'acide sali~
cylique. Par contre les cellules cuvltivées sur le salicylate sont
parfaitement pénétrables par cet acide aromatique. Le passé de la
cellule, le milieu de culture sur lequel elle a effectué son déwe -
loppement, est un facteur déterminant dens sa structure cellulaire.
Bt cette structure détermine sa capacité d'absorption et d'assimi-
lation.

Ces expériences nous prouvent que 1la technique de 1'adaptation
simultanée, malgré sa grande valeur pour 1'étude physiologique des
microorganismes, n'est pas tout & fait satisfaisante.

En opérant avec cetie technique nous pouvons obtenir des renseigne-
mentspréliminaires dans le métabolisme des microorgenismes. Des
analyses chimiques complémentaires, sont pourtant nécessaires pour
tracer définitivement une voie métabolique.

L'absence totale de capacité de croissance sur le salicylate
des Azotobacter chroococcum, et l'oxydation directe du benzoate en
catéchol, différencie complétement ces souches des Azotobacter

Bed jerinckii. _

i L'oxydation du benzoate par les A. Vinelandii n'aboutit pas
dans son premier stade, & 1la formation du catéchol. Au contraire,
noﬁs avons constaté que la premiére modification que subit le
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benzoate consiste dans une transformation en acide salicylique.
Répétons ici, que les expériences manométriques & ce sujet ont été
confirmées par 1l'analyse chimique (chromatographie) sur les milieus
de culture. Le benzoate subirait une implantation d'un seul groupe
hydroxyle. Le deuxiéme stade de ce métabolisme présente la forme-
tion du catéchol. Ceci implique donc une deuxieéme implantation
d'un groupe hydroxyle, sulvi d'une décarboxylation oxydative.
Cette différence dans les premiers stades de la dégradation de
1'acide benzolque entre les Azotobacter cliroococcum d'une part et

les Agotobacter Beijerinckii et A. Vinelandii d'autre part, cor-

respond pour nous & un aspect physioclogique essentiel dans la dif=-
férenciation des Azotobacter,

Ta présence des produits intermédiaires du cycle tricarboxyli-
que dans les cultures d'Azotobacter, cultivés sur le benzoate

prouve que ce métabolisme aboutit par cette vole & 1l'oxydation
complete.
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Dans 1le but de nous rendre compte de la susceptibilité des
quatres especes d'Azotobacter, vis-a-vis des antibiotiques, nous

avons utilisé la technique suivante :

Les souches ont été cultivées sur la gélose-dextrose inclinée
en tubes, pendant 48 heures a 28° C, Puis, les cellules sont mises
en suspension et mélangées & 10 ml de gélose~dextrose tenue & 1'état
liquide & 45° Cs

Environ 10 ml de gélose~cextrose stérilie sont coulés en boites
de Pétri. Apres solidification, 4 ml de la suspension microbienne
dans la gélose~dextrose sont coulés au dessus de la gélose~dextrose
solidifiée dans les boites de Pétri. Ainsi nous avons deux couches
de gélose; la premiére qui est stérile et qui est couverte par une
deuxieéme contenent des cellules Azotobacter en masse.

Les bolftes de Pétri sont ensuite mises au frigidaire pendant 4
heures. On met ensuite sur chaque bofte 6 disques contenant des

concentrations différentes d'antibiotiques. Nous avons utilisé les
"Bacto-Sensitivity Disks" des Difco Laboratories (U.S.A.).
Chaque disque poscéde un diamétre de 0,6 cm. Aprés une culture
de 48 heures & 28° C on mesure le diameétre de la zone d'inhibition.
Nous avons utilisé les antibiotiques suivants : ‘
Pénicilline (disques verts) : 2, 5 et 10 Unités Internationales
Polymyxine B (disques bleus fonecé) : 50, 100 et 300 U.T.
Chloromycétine (disques bleus p&le) : 5, 10 et 30 meg
Auréomycine (disques jaunes plle) : 5, .10 et 30 mcg
Terramycine (disques Jjaunes bruntre) : 5, 10 et 30 meg
Di~hydro-streptomycine (disques. roses) : 2, 10 et 100 mecg
Erythromycine (disques rouges) : 2, 5 et 15 mcg
Tétracycline (disques Jjaunes fonecd) : 5, 10 et 30 mcg

Les disques contenant les concentrations les plus faibles ne portent
pas d'inscription. Les disquss contenant les concentrations moyennes
sont pourvus de petits points noirs. Les disques contenant les plus



¥

hautes concentrations portent des lignes noires.

D'aprés Difco la susceptibilité doit &tre interprétée comme

o e n D e

1'indique le schéma suivant @

: Concentration de 1l'antibiotique
Faible Intermédiaire | Forte
Tres sensible zone zone zone
Sensible pas de zone zZone zone
Légérement
gensible pas de zone pas de zone zone
Régistant pas de zone pas de zone pas de zone

Les résultats obtenus avec quatre souches de chaque espéce

sont représentés dans les tableaux qui suivent.

1°)

I1 ressort de ces résultats :

Que les quatre espéces sont entiérement résistantes & la péni-
cilline et & la chloromycétine.

Les quatre especes sont sensibles 2 la polymyxine.

Tous les Azotobacter sont trés sensibles a 1'auréomycine, la
terramycine, la tétracycline, la dihydro-streptomycine et
1'érythromycine.

Leur résistance simultanée envers la.pénicilline et la chloro-

mycétine est assez surprenante. En effet, la pénicilline est un
antibiotique exergant son action envers les cocci Gram-positifs,
tandis que la chloromycétine est plutdt active envers les bAtonnets

Gram~négatifs.

Ltutilisation de ces deux antibiotiques, séparément, dans un

milieu de culture peut &tre prise en considération comme moyen
sélectif, dans 1l'isolement et la purification des souches d'Azoto-

bacter.

Nous constatons qu'il n'y a pas de différenciation possible

entre les quatres especes en se basant sur leur sensibilité envers

les antibiotiques couramment employés.
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CHAPITRE VII

P i e et e e s i e e e S e e e
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La synthése protéinique des Azotobacter se fait & partir de

l'azote atmosphérique et de produits de dégradation de substances
organiques, A ce point de vue les Azotobacter sont des microorga-

nismes exceptionnels,
Il nous a scmblé utile d'examiner, la constitution en acides
aminés des protéines des différentes espéces d'Azotobacter. Nous

avons utilisé & cette fin lcs techniques de chromatographie de par-
tage sur papier, decrites pas Block (137)_Lederer (138) et Lins-
kens (139). ,

Description des Technigues:

— Une armoire pour chromatographie "Shandon", munie d’un réservoir
en verre fut utilisée. Les dimcnesions étaient de 68 cm, sur 68
cm sur 2, cm. Puisque le réservoir se trouve en haut dc¢ llarmoire

]
1)

» chromatographie decendante fut employée.
~ Le papier filtre était le Whatmann N° 4.
- Deux solvants sont préparés de la facon suivante:

a, Mélange Butanol - Acide acétique ~ Eau distillée dans les
proportionss 125 : 30 s 125, Aprés séparation, des doux
couches, la phase organique supérieure est utilisée comme
solvant de séparation des acides aminés,

b, Phérols 500 g de phénoldissouts dans 225 ml d'eau, Seule-

ment la couche inférieur est utilisée, |
- Le révélateur comportaits 0,1 % de solution de nynhydrine dans
du chloroform additionnée de 0,1 % de collidine.
~ Les acides aminés: des solutions contenants 25 mg d'un acide
aminé dissouts dans 25 ml d'éthanol sont employéeg
Nous avons utilisé comme solutions "types™" les
acides aminés sulvants:
Alenine - Acide aspartique - Acide glutaminique =~ Acide &-
— amino-butyrique - Arginine - Cystine - Glycine =
Histidine - Leucine - Lysine ~ Méthionine - Proline =~
Sérine - Thréonine - Tyrosine et la Glucosamine.
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Avec une micropipette de 0,1 ml, graduée, nous déposons les
gouttes sur le filtre Whatmann N° 4, ZO’yl de chaque acide aminé
sont ainsi eppliqués sur le pepier.

Nous avons d'abord étudié le¢ comportement des acides aminés
en présence d'un scul solvant. Ensuite des chromatogrammes bi-
dimensionals ont €té préparés, Sur ces derniers nous avons appli~-
qué dans la premiére direction le mélange butanol-acétique-ecau
pendant 16 heures. Aprés séchage & la température du laboratoire,
le papier était soumis dans la dceuxiéme direction & l'action du
deuxieme solvant, le phénol, pendant 8 hecures. La température
pendant les essais chromatographiqucs était de 21° (.

Les valeurs R, obtenues, pour lcs acides aminés examinés,
avec des chromatogramnes & une seule dimersion, sont groupées
dans le tableau suivant:

Valeurs Ry trouvées
Acides aminés Butanol~acide acétique~eau Phénol
Alanine 0,42 0,58
Acide aspartique 0,306 0,26
Acide glutamique 0,39 0,35
ot amine
Arginine 0,31 0,59
Cystine 0,17 0,27
Glycine 0,37 0,40
Histidine C,28 0,67
Leucine 0,76 0,87
Lysine 0,25 0,53
Méthionine 0,63 0,80
Proline 0,48 0,93
Sérine | 0,36 0,37
Thréonine 0,39 0,50
Tyrosine 0,58 0,60
Glucosamine 0,33 0,20
!
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Le diapositif qui accompagne ce chapitre représente l'emplace-~
ment sur le chromatogramme des différents acides aminés.
Acides aminés des Azotobacter.

Les Azotobacter ont été cultivés sur 50 ml de milieu minéral
enrichis avec 1 % de mannitol ou 1 % de dextrosc (pour les A. agilis).

Aprés L8 heures de culture dans un appareil a4 secousses thermosta-
tisé, les cultures sont centrifugées & 6000 tours/minute. Aprés
deux lavages successifs avec de l'eau stérile, les cellules sont
finalement mises en suspension dans de l'eau stérile. Cette suspen-
sion cellulaire est soumise a un dosage dlazote par la méthode
micro-K jeldahl,

Un aliquot de cette suspension, contenant 1,6 mg d'azote est
mélangé & 10 ml de HCL 6 N et chauffé sous reflux nendant 20 heures.
L liguide est ensuite évaporé sous vide. Dans le ballon, le résidu
contenant les acides aminés, cest mis en solution dans 10 ml d'eau
distillée. La solution est jaunftre, Elle est soumise & une centri~
fugation et le liquide surnageant est & nouveau évaporé sous vide.
Iie résidu restant est dissout dersl ml dfeau distillée.

Certains auteurs prétendent qu!il faut mieux de reprendre le
résidu d'acides aminés avec 1 ml d'isopropancl & 10 %. Nous avons
constaté que l'isopropanol provoque des taches génantes sur les
chromatogrammes, lNous avons préféré utiliser l'eau distillée pour
la mise en solution des acides aminés.

Environ 200 ul de cette solution sont appliqués au mé@me point
sur le papier filtre. Le papier filtre est ensuite soumis & la
chromatographie bidimensionnelle et révélé ensuite.

Les chromatogrammes ont été photographiés et lcs photos en
couleur accompagnent ce chapitre,

Résultats.

o . s e

Nous pouvons constater sur les chromatogrammes que les Azoto-

bacter contiennent dans leur masse cellulaire les 15 acides aminés
sulvants: Alanine - Acide aspartique - Acide glutamique - Arginine -
Cystine - Glycine - Histidine - Leucine - Lysine -~ Méthionine -
Proline - Sérine - Thréonine - Tyrosine ~ Glucosamine,

Ces acides sont présents dans tbutes les cspéces, aussi bien

dansles_A. chroococcum, A, Beiljerinckii, A. Vinelandii que A.

agilis, La constitution qualitetive en acides aminés ne permet pas

de différencier les quatre ezpéces d'Azotobacter.



Dans le but d!'élaborer une meilleure différenciation entrec les
divers Azotobacter, nous avons entamé une série d'expériences sur
des germes isolés de la terre et de cours dl'eau.

L'isolement des souches, effectué avec les méthodcs préconi-~

certain nombre de caractéres pour caractériser les souches. Et
nous avons ytilisé pour cela les caractéres suivants:

~ dimensions des cellules
mobilité

f

formation de kystes

i

croissance sur le benzoate de soude 0,25 %

1

pigmentation

Vu la divergence dans les résultats obtenus par les différents
chercheurs sur la nutritiion minérale des Azotobacter, nous avons
d'abord voulu établir les quantités minimum de chague minéral pour

obtenir le maximum de la fixabtion d'azote par les Azotobacter,

Nous avons pu déterminer a2insi, que dans les circonstances créées,

les Azotobacter ont besoin de:

-~ 4,5 mg de phosphore ou 30 mg de KZHP04 par gramme de¢ dextrose
0,2 mg de magnésium ou 3,1 mg de MgSOA. 7 HZO par gramme de

dextrose
- 0,5 mg de fer ou 1,6 mg de FeSOALo 7 HyO par gramme de dextrose

§

OéOB6 mg de calcium ou 0,1 mg de CaCl2 par gramme de dextrose

fLe manganése n'est pas nécessaire dans le milieu de culture
pour obtenir un maximum de fixation d'azote.
Les guantités minimum ont toujours été déterminée en 1résence
d'exés d'autres éléments minéraux, soit le phosphore, soit le

magnésium, soit le calcium ou le fer,

En constituent un milieu, contenant les quentités minimum de chaque

minéral, nous n'obtenons pas une fixation dfazote maximum. Nous
avohs pu établir einsi qu'il faut au moins 0,2 g de MgS50,. 7 HpO
au lieu de 3,1 mg., Les quantités minimum des autres éléments sont
suffisantes.
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Nous avons abouti a la constitution d'un milieu qui permet aux

Azotobacter une fixstion meximum d'azote:

KpHPO, 0,3 g« par litre
C&Clz O’l g 11

i
Mg801+0 7 Hzo O7 2 g
NaZSOb’ O; 2 g i
FeSOho 7 HZO 0,02 g 1

Dans toutes les expériences suivantes, c'est ce mélange d'éléments
minéraux qui fut toujours utilisé,
L'étude de la nutrition carbonée des Azocobacter nous a permis

d'obseirver les différences suivantes:

Amidon

Salicylate de soude
Para-~hydiroxybenzoate
Catéchol

3, h4~dihydroxybenzoate
2,5-dihydroxybenzoate
2,L~dihydroxybenzoate
3,5=dihydroxybenzoate

Rhamnos=

Mannitol

Bengoate de soude
Para--hydroxybenzoate
3,4~dihydroxybenzoate
2,5~dihydroxybenzoate
2, 4~dihydroxybenzoate
3,5~dihydroxybenzoate

As chroococcum

iy o . e —— T ———_— —

assimilable
non assimilable
assimilable
assimilable
assimilable
non assimilable
non assimilable
non assimilable

A, Vinelandii

" o o S - — i o e 2

assimilable
assimilable
assimilable
assimilable
assimilable
non assimilable
non assimilable
aon assimilable

A, Beijerinckii
non assimilable
assimilable
assimilable
assimilable
assimilable
non assimilable
non assimilable
non assimilable

non assimilable
non assimilable
non assimilable
non assimilable
non assimilable
non assimilable
non assimilable
non assimilable
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La recherche des phénoménes de diauxie chez les Azotobacter

nous a amené & la conclusion que deux substances nutritives, par
exemple 1l'alcool éthylique et le benzoate de soude, sont métabo-
lisées simultanément par les A, Vinelandii. La fixation d'azote

dans un tel milieu est la somme de l'azote fixé séparément sur
chacune des substances.

Par la technique de 1l'adaptation simultanée, nous avons étudié
le métabolisme des substances qui se révélent comme étant des sour-
ces d'énergies différentielles entre les Azotobacter, clest-a-dire

la mannitol, le¢ benzoate et le salicylate.

Bien que les techniques d'évaluation deséchanges respiratoires
nous incitent & considérer le dextrose comme produit intermédiaire
dans le métabolisme du mennitol chez les Azotobacter, nous avons

plutdt evisagé que le dextrose absorbé par la cellule subit 4!
abord une phosphorylation et que clest en fait le glucose~6-phos-
phate qui est utilisé exponentiellement par les Azotobacter culti-

vés sur le mannitol. Le métabolisme du mannitol par les Azotobacter

se poursuit ensuite & partir du fruztose-6-phosphate, suivant le
cycle tricarboxylique, Comme pour le glucose, les Azotobacter cul-

tivés sur le mannitol ne présentent pas une oxydation directe de
1'acide citrique,

Les escais d'évolution de la respiration au Warburg nous ont
révélé que le catéchol est un produit intermédiaire dans l'oxyda-

tion du benzoate par les A. Vinelandii, A, chroococcum et A.

Beijerinckii. Pour les A. Vinelandii ces cssais, complétés par 1!

analyse chimique des milieux ae culture a base dec benzoate, nous
apprennent que cette oxydation sWeffectue en passant par l’a¢ide
salicylique., L'oxydation du benzoate se présente donc en deux pha=
sesg: d'abord une hydroxylation suivi d'une autre hydroxylaticn et
d'une décarboxylation. La découverte de 1l'acide salicylique comme
premier produit intcrmédiaire dans 1'oxydation du benzoate par des
microorganismes (141) a été confirmée par d'autres chercheurs.
Chez les A, chroococcum nous observons une oxydation directe

du benzoate en catéchol. Ceci n'est pas le cas pour les A. :
Beijerinckii pour lesquels le salicylate constitue la premiére étape
dans la dégradation du benzoate. La différence dans le mécanisme
d!oxydation du benzoate peut servir comme caractére différcntiel

o S
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entre les A, chrococcum et A, Beijerinckii,

A paricir du catéchol, il nous semble que tous les Azotobacter;

pouvant se développer sur le benzoate, suivent le cycle tricar-
boxylique jusquia l'oxydation compléte, L'analyse chimique des
milieux de culture a base de cenzoate nous a révélé la présence
des produits essentiels du cycle tricarboxylique.

L'étide de l'inhibition des Azotobacter par les antibiotiques

nous a montré quec lecs différentces espéces présentent une scnsibi-
1ité (ou rcsistance) égale envers lcs mémes antibiotiques. Une
difféaenciation des Azotobactcr sur cette base n'est pas possible,

Des exnsriences qualitative s pour déceler la présence des
ecides aminés dans la masse cellulaire des différentes espéces

d'Azotobacter nous ont permis de constater la présence dc¢ 15 aci-
des aminés (y compris la glucosamine). Toutes les souches exami-
nées présentent la méme composition quelitative.

Avec les résultats obtenus dans ces différentes expériences
nous pensons pouvoir différencier les Azotobacter d'une maniére

plus précise qu'auparavant,

La classification de Hofer (voir page 14) nous semble inac-

ceptable, Prhiérement, la présence des Azotobacter indicus dans
le genre Azotobacter constitue une grave erreur. En effet, ces

gcermes sont des producteurs d'acides organiques. Leur métabolisme
des glucides n'aboutit nas & une oxydation compléte avec produc~
tion de COp et HpO. Leur physiologie est donc entiérement diffé-

rente des autres_Azotobacter. En plus, leur présence seulement

dans des sols tropicaux constitue un caractére géographique qui,
s'ajoutant aux caractéres morphologiques et physiologiques, per-
met d'en faire un genre a part. Nous pouvons facilement accepter
l'opinion de H.L. Jensen, dc¢ V. Jensen ¢t de Tchan et établir pour

les Azotobacter indicus un genre particulier, celul des

Beijerinckia,

Deuxiémement, la suppression des espéces A, Beijerincki et A.

Vinelandii constitue une seconde errcur. Ces deux germes sc¢ dif-

férencient fortement des A, chroococcum et des A, agilis aussi

bien au point de vue morphologique que physiologique.
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La clessification d'aprés H.L. Jensen (voir page 15) nous sem-

blait a premiérec vuc acceptable. La différenciation cntrc les A,

chroococcum et les A. Beijerinckii parait logique. Par contre la

préscnce des souches A, agilis dans le m@me genre nc nous scmble
pas correcte. En effet, 1l'abscnce totale de croissance sur des aci-
des organiques les différcneie des autres Azotobacter et surtout

des A, Vinelandii., En outre, l'abscnce de formation de¢ kystcs pré-

sente un caractére obsolu.
Ces obscrvations nous aménent a proposcr unc classification dcs
.o . . .
Azotobacter qui sappuic sur ccllce dc Tchan mais avec gquelques vari-

antes o
Nous proposons deux genrcs; Azotobacter et Azotococcus,

- — . —— - —_——— oy o = S D e o S ST IT T

Cellule ovale ou en forme de b&tonnet., Mobile ou immobile. Dans
des milieux avec l'éthanol ¢t des acides organiques, comme sources
d'énergie, des kystes sont formés, Des acides ne sont pas produits
sur des mlllgpx 4 base de glucides. L'azote atmospbérique est fixé
en mllleux dfezote combiné, Typiquement aérobies,

l. Azotobacter chroococcum Beijcrinck

e — o —— o S T o o T S} T S M o 2 o e o o X IS IT T

Organisme mobile ou légerement mobile, produisant des pigments
endogénes bruns ou noirdtres, insolubles dans l'eau, Habite le sol.
Utilise l'amidon; également le para-hydroxybenzoate, le catéchol et
le 3,4-dihydroxybenzoate. L'utilisation du benzoate 0,5 % est fa-
cultative, L'oxydation du benzoate aboutit directement au catéchol.
Pas de méteboclisme du salicylate.

2. Azotobacter Beijerinckii Lipman

Organisme nen-mobile, produisant des pigments endogéncs inso-
lubles dans lLfeszu. Les pigments quand ils sont produits sont Jjau-
nfitres, Habite le sol, Utilise le salicylate, le para-hydroxybenzo-
ate, le catéchol ct le 3,4-dihydroxybenzoate. Utilisc toujours
0,5 % de benzoate. L'oxydation du benzoate passe par l'acide sali-
cylique au catéchol. Métabolise le salicylate,
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3+ Azotobacter Vinclandii Lipman

Organismc mobile, produisant des pigments jaunes verditres et
fluorescents. Habite le sol et l'eau, Utilise le rhamnose, le para-
hydroxybenzoate, l1e catéchol et le 3,4-~dihydroxybenzoate. Utilise
1 % de benzoate. L'oxydation du benzoate se¢ faitb par l'acide sali-
cylique et le¢ catéchol,

Genre AZOTOCOCCUS Tchan

G Ga e e G (e Gwe e R WS NS s S m Soe ame —

Cellule ovale ¢t mobile, Des kystes nc¢ sont pas formés.,
Pas de production d'acides sur milicux & base de glucides. L'azotec
atmosphérique est fixé en milieux excmpts d'azote combiné. Typique-
ment aérobies,

1. Azotozoccus qglllb Tchan

Nlutilise pas le mannitol, ni le benzoate ni aucun acide aroma-~
tique. L'inhibition de 1 % de benzoate est facultative. Habite
lteau.

Les Azotococcus agilis var. atypica et Azotococcus insigne
i) [ ~ ?

especes creées par Tchan nous scmblent des souches analogues & 1!

pretang——teg =3 =]

genre séparé a cdté des Azotobacter (voir page 16) nous scmble sans

fondement. Ulnograkoy en proposant le nom Azomonas devait ignorer

llous espérons que cette étude sur les caractéres morphologi-

ques ¢t surtout physiologiques des Azotobacter a éclairci un cer-

tein nombre de points litigicux de la physiologie de ces germes,
et que la classification des Agzotobacter que nous proposons est

simple, logique et fondée sur des caractéres spécifiques nets,
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