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I N T R O D U C T  I O H  ------------------- 
-------+------------i-- 

LA TAXONOMIE DES AZOI'OBACTERUCEAE 
==----====-5==========--=========== 

Ia première communication conoernant la  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  

pa r  des  germes l i b r e s ,  paru t  en 1895 sous la plume de Ein~grndskg ---- ----- 
( 1 )  . Le Clostr idium pasteurianum - Yinogradskyi --- -____ r e s t e r a  tou jours  l e  ----------- 
type  des microbes anaérobies ,  fixateurs d 'azote .  

Quelques années plus  t a r d ,  BeiJerLn-k (2 ,  3 )  démontra que ce r t a ind  . ---------- 
germes aé rob ies  possédaient également un pouvoir f i x a t e u r  d ' a z o t e  r 

Il nommait l a  souche i s o l é e  p a r  l u i ,  d'une t e r r e  a r a b l e ,  Azotobacter 

chroococcum. Ce germe mobile e s t  facilement i s o l é  à partir de t o u t e  
t e r r e  à r é a c t i o n  légèrement ac ide  ou neutre .  Peu après  Be i j e r inck  ---_-- - (4) 

'-----ri-+-- 

annonçait  la  découverte dans l e s  eaux des  canaux de D e l f t  drun a u t r e  

germe, f t x a t e u r  d iazo te ,  1fAzotobaoter  a g i l i s .  
Depuis c e s  recherches fondamentales, l e  problème de l a  f i x a t i o n  

de l ' a z o t e  par ces  microbes l i b r e s  f u t  é tudié  par d i f f é r e n t e s  é c o l e s  

s c i e n t i f i q u e s .  Le f a i t  que des germes aérobies  e t  anaérobies,  l i b r e s  

de t o u t e  symbiose, peuvent accomplir  leur métabolisme hé tbro t rophi -  

que (organotrophique ) avec de lt a z o t e  atmosphérique comme seule s o u -  

ce d l a z o t e ,  conduisai t  l e s  chercheurs de cons idé re r  seulement l e s  

Clostr idium e t  l e s  Azotobact e r i aceae  comme groupes r e p r é s e n t a t i f s  . 
Les f ixat e u s  anaérobies ,  appar t iennent  au genre Clos t r i d i u m  ( f a m i l l e  

des  B a c i l l i a c e a q ) ,  t a n d i s  que l e s  ae rob ies  appar t iennent  aux A oto- 
b a c t w e c  un s e u l  genre "Azotobacter" . J--. 

Un nombre considérable  de  recherches a e t 6  e f fec tue  pendant l e s  

t r o i s  de rn i8 res  décades s u r  l e  problème des Azotobacter - (Q& - e t  --- ' 

Eisenstam& ( 5 )  en c i t e n t  691). Tous l e s  probldmes : l e u r  morphplo- 
----W.--- 

g i e ,  leur taxonomie, l e u r  physiologie ,  l e u r  présence dans la  na ture ,  
l e u r  importance dans l e  cyc le  biolu&que de l ' a z o t e ,  l e u r  rBle dans 
la formation de l'humus e t  l e u r  importance dans la  f e r t i l i t é  du s o l  

ont 6t6 l l o b  j e t  diun nombre très B l e d  de publ ica t ions  s c i e n t i f i q u e s .  
Nous ne r e l a t e r o n s  pas i c i  t o u t e s  ces recherches.  Signalons seulement 



l e s  h i b l i o r n p k i c s  de ----- Stapp e t  Ruschman ( 6 )  e t  de Waksman ( 7 )  q u i  ----- ------A- -------- ------- ------- 
résument tous  ces  travaux. F lus  récentes  sont l e s  publ ica t ions  de 

I<yle ---- e t  Xisenstark ( 5 )  e t  de Jensen (8) .  ---- ---------- ---------- --4--- ------ 
Le mécanisme de l a  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  fut amplement d i scu té  

dans l e s  a r t i c l e s  de Wilson ------ ( 9 )  e t  Wilson e t  Burris ( 1 0 ) .  ------ ------ ----- --- --- ----- 
Dans l a  c l a s s i f i c a t i o n  de Eergey en 1948 ( I l ) ,  revis6  par  

Hof e r ,  l e s  Az,obacteriaceas sont  dé c r i t e s  comne s u i t  : -....--- ----- -- -- 
'CF- 

?! Cel lu les  sans endos2ores. Les l a r g e s  bgtonnets e t  
II 

" même l e s  coccis ,  présentent  une apparence avec l e s  

" levures .  La mobilifé s e  f a i t  par  des c i l s  p é r i t r i -  

" ches. Ils sont  gram-négatifs.  

" La cro issance  s e  manifeste par l a  formation d i u n  

v o i l e  à l a  sur face  du mi l i eu  de c u l t u r e  l i q u i d e .  

" Str ic tement  aé rob ies .  Ces germes f i x e n t  l ' a z o t e  
II atmosphérique sur des mil ieux pourvus d 'un hydrate  

' de carbone, comme source énergét ique.  La cro issance  
1 I s e  f a i t  l e  mieux s u r  milieux d é f i c i e n t s  en azote .  
11 Ces b a c t é r i e s  sont  présentes  dans l ' e a u  e t  l e  s o l .  

Un s e u l  genre e s t  reconnu : Azotobacter. En appendice e s t  
ment ionné l e  genre Azotomonas Stapg . - ----- 

Caractères  du Genre AZOTOBACTER ------------------------------- 
Grandes c e l l u l e s ,  en forme de bâtonnets ,  ovales  ou rondes qui  

manifestent un pléomorphisme f o r t  emen.: prononcé, s u r t o u t  dans des 

milieux ou l ' a z o t e  e s t  présent  sous forme combint . Ils produisent 

des c e l l u l e s  à membranes é p a i s s e s  q u i  r é s i s t e n t  à l a  d e s s i c c a t i ~ n ,  
Croissance rap ide  avec oxydation du s u b s t r a t  en a c i d e  carbonique 
e t  eau, sans  Torrnation d ' ac ides .  

Draprès la  c l a s s i f i c a t i o n  de Bergey (11) il n ' e x i s t e  que 
t r o i s  especes : Azotobacter chroococcum 

A.zotobacter a g i l i s  

Azotobacter indicum 



Récemment, &gs ( 1 2 )  e t  T c h a ~  (13)  ont proposé un genre nou- ---- ----- 
veau, c e l u i  des -- Bei je r inck ia .  Ce genre comprend deux espèces : 
Bei j e ~ i n c k i a  ind ica  e t  Bei  j e r inck ia  lac t icogenes .  - -- 

Cet te  nouvel le  p - ~ p o s i t i o n  t rouve son o r i g i n e  dans l ' i so lement  

par ------ Starkey e t  De  ( 1 4 )  à p a r t i r  d 'une t e r r e  indienne de 1'Azotobac- ------- -- -- 
t e r  i n d i c ~ .  I l  s e  d i f f é r e n c i e  non seulement morphologiquement mais 

a u s s i  en c u l t u r e  e t  physiologiquement des Azotobacter connus jus- 

qut i c i .  

Les - Bei je r inck ia  sont  des  bStonnets i r r é g u l i e r s  q u i  s e  gonf lent  

aux extrémité  S.  Ils s e  2 a r a c t é r i s e n t  par des granulee 1ipoPdiques 

e t  sphériques.  Ils ne forment pas d'endospores, Ils sont mobiles 

gr&ce à des c i l s  p é r i t r i c h e s ,  Ils s e  développent en mi l ieu  a é r ~ b i e  

e t  en absence d f a z o t e  combiné, Le pH minimum pour l e u r  développe- 

ment e s t  de 3 ,5  ; l e  pH maximum de 9 ,O. Ils ne produisent p s  de 

kystes .  ?enda.it lsln croissance sur des hydrates  de carbone, des 

ac ides  organiques sont  formés, Cer ta ines  souches donnent un v o i l e  

é p a i s ,  é l a u t i q u e  e t  ~7isqueu.x. La f i x a t i o n  d 'azote  s e  f a i i  en absen- 

ce  d ' a z o t e  combiné; l e  rendement a t t e i n t  20 mg d 'azote  par gramme 

de saccharose ( 1 5 ) -  D'après Green e t  Wilson ( 1 6 )  lrammoniaque e t  ----- ----- -----. - ------* 

l e s  n i t r a t e s  ne sont  pas u t i l i s é s  par ces germes. Les n i t r a t e s  

sont t ransformés en n i t r i t e s ,  Derx (17)  a i s o l é  deux Be i j e r inck ia  : ---- ---- 
B. indica  v a r ,  a l b a  q u i  ne produi t  pas de pigment brun e t  B. mobile 

q u i  e s t  t r è s  mobile e t  produi t  un pigment ambre jaune. Le même 

chercheur p réc i se  q u i i l  e x i s t e  unegrande ~ e s s e m b l a n c e  e n t r e  

Bei  j e r i n c k i a  ind ica  e t  Rhizobium Frank. Ce d e r n i e r  produit  comme ----- ----- 
l e  Bei j e r inck ia  ind ica  des a c i d e s  organiques par  fermentation des - 
hydrates  de carbone, une formation de voi le  visqueux e t  des formes 

bacteroifdes. L2 d i f f é rence  physiologique..entre ces  deux germes ré-  

s i d e  dans la  mobil i té  e t  l a  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  " i n  v i t r o "  par 

B. ind ica .  Les formes bac téro ïdes  de  Rhi.zcbium ne manifestent pas -- 
de mobi l i té  e t  ne peuvent pas f i x e r  l ' a z o t e  en é t a t  l i b r e .  Nalgré 

t o i ~ t  Derx ---- e s t  persuadé quf il e x i s t e  une r e l a t i o n  é t r o i t e  en t re  l e  - .--- 
Rhizobium e t  l e  B. indica.  Il pense que l e s  Rhizobium ont s u b i  - 



c e r t a i n e s  noCiificatlois p a r  s u i t e  cte l e u r  v i e  s2-riibiotique avec l e s  
léguiiineuses.  Il cor:clut corme s u i t  : IlAs wel.l 3s yarasit isr; ,  

syrilbicsis nay 'ûe t h e  cause of t h e  l o s s  o f  s e v e r a l  q ~ a l i t i e s  o r i -  
g- inal ly  preserit . 

&igffm.nn e t  gmggg&-C (18)  d é c r i v a i e n t  mi a u t r e  orga i i sme,  ----- ---- --------- 
f i x a t e u r  d ' a z o t e ,  B e i j e r i n c k i a  l ac t l cogenes .  L 'exmen de c e t t e  

espèce par  Jensen -.----- (19)  r 6 v é i a  q u ' e l l e  correspond assez  bien au  ------ 
B e i j e r i n c k i a  - ir idica.  Elle en d i f f è r e  p a r  l ' a b s e n c e  de m o b i l i t é  
e t  une cro issance  a o i n s  f o r t e  s u r  gélose-dextrose e t  gélose- 
saccharose.  J_gJggn_ a égalecient prouvé que 3ei; j  e r i n c k i a  i n d i c a  ------ - 
e t  - B. l ac t i cogenes  s e  développent en absence de calcium. 

Les d i f f é r e n c e s  s ~ é c i i i q u e s  avec l e s  Azotobacter qu i  on t  in-  
c i t e  e t  Tcb-an ?& f a i r e  pour Be i n d i c a  e t  ET l a c t i c o g e n e s  un ---- ----- ----- - - 
gexire séparé s o n t  o 

l0 L ~ e t i t e s  c e l l u l e s ,  dcnt  l e s  diïnensions s o n t  conparables avec l a  
p l u p a r t  des  - Zuba,cterialeg,  mai8 sans  formation de k y s t e s ,  

2O t o l é r a i c e  aux ~ i l i e u x  ac ides  t r è s  marquée. 
3 O  ~ r o c i u c t i o n  d ' a c i d e s  sar  ferïi,entation a e s  nyara tes  de carbone. 

Les c a r a c t è r e s  des  B e i j e r i n c k i a  sont  resumis p a r  Derx e t  ---- ---- 
Tchan corxm s u i t :  --.....-- ----- 

- - 
a. :dAobile; f o r t e  c r o i s s z l c e  s u r  g g i o s e  : B e i j e r i n c k i a  i n a i c a  
t. I r ~ a o b i l e ;  izspect visqueux s u r  gé lose  : "Deijeri ï ickia 

1a.cticogenens. 
I i e~arquons  t o u t  de s u i t e  que l e s  Bei;jerinckia n ' o n t  é t é  

i s o l g s  que de s o l s  t rop icaux  g a r  S tarkey  e t  fil aux Indes e t  en ---.---- -- 
B i m a n i e ,  p a r  D e r ~  à J a v a ,  p a r  Tchan en A u s t r a l i e  d u  Nord e t  en ..-.-- - --- - ----- ----- 
Amérique du Sud, p a r  Kaxffmaxin ------....-- e t  TPgssai-t en Afrique.  --------- --------- 

Dans 1 ' addendui;î Ües Azotobacter iaceae (11) nous trouvons 
--.,----A---. 

égalenîent mentionné l e  genre bzotoijionas. Ce noin f u t  avancé p a r  
W&a-Eenigg ( 2 0 ) .  ----------- 

S t a ~ p  (21)  i s o l a i t  a e  capsules  de coton un geme f i x a t e u r  --- ----- 
d ' a z o t e  q u ' i l  nonma Azotoxlonas i n s o l i t a ,  Il r e s s o r t  de l a  des- 
c r i s t i o n  &oi?i~ée p a r  .---- Orla-Jensen ------ que ce  6er:ae d i f f è r e  l a rgenen t  ---- ------ 
des Azotobacter e t  des  Bei jer incicia .  Llzlheureusenent, il p a r a i t  - 
ê t r e  a s sez  r a r e ,  p u i s q u ' i l  n ' a  p lus  é t é  i s o l é  depuis  1940. 
Ha;liiLton, ----eV-- hg-;eg e t  ilfiortenso~i ( 2 2 )  ont  Üénontré q-ide l ' d e r o b a c t e r  -------- ----- --------- 

---A----- 

aerogenes pouvai t  



égalenent  f i x e r  P ' a z o t e  atnosphérique.  B a c i l l u s  a s t e rosporus  
de &reg-= ( 2 3 )  e t  l e  l l b a c i l l e   gomme^'^ de W-gg_rgcii&y (24 )  -------- ------- ---- 
s o n t  égalenent  pourmis d 'un pouvoir f i x a t e u r  dl azo te  . 
K&gcg&g~gg  (25 )  iad ique  que l e  B a c i l l u s  krzez ieniewski  peut  ---- ------- - --- --- 
égaleaent  f i x e r  &e 1 '  azote .  P lus  récemnent A~dggggg ( 2 6 )  -------- 
annonçait  1 ' iso1er;eii-t; d 'un Pseud.onoizas pigcienté , l i x a t  e u r  d t  - --*---- 
azo te .  ------ Voets e t  Debacker ( 2 7 )  on t  i s o l é  d 'une t e r r e  de s e r r e  ----- -.-..------ ------- - 
e t  de t e r r e s  a r a b l e s  l e  --. Pseudomonas .-- - - ezotogens is ,  s e  développant 
en m i l i e u  l i b r e  d ' a z o t e  combiné. Ce d e r n i e r  g e m e ,  q u i  d i f f è r e  
non seulement p a r  sa norphologie ,  u a i s  également p a r  sa composi- 
t i o n  en hydra tes  de carbone des Azotobacter (28), e s t  i n c o l o r e  - -- 
e t  n e  p rodu i t  aucun p igaent .  Ces r é s u l t a t s  ont  é t é  conf i rmé 
pa r  Wilson ...----- e t  P r o c t o r  (29)  e t  ( 3 0 ) .  ------ ------...-- -----...-- -- -- 

Il semble donc q u ' i l  e x i s t e  dans l a  nature p l u s i e u r s  
espèces u ic rob iennes  hui  sont  capables  de s e  développer dans des 
mi l ieux  l i b r e s  de t o u t e  source d ' a z o t e  coubiné. Des recherches  
f u t u r e s  É c l a i r c i r o n t  nos connaissances dans ce donaine. 

Susqu'  i c i  nous pouvons cons idé re r  avec c e r t i t u d e  l e s  Azotobacter  
corme l e  genre l e  p lus  r e p r é s e n t a t i f  des Azotobacter iâceae.  

%. -y-.--./-.- 
Les - B e i  ;i e r i n c k i a  -- devront pobablement  être d '  i c i  quelques 
années consiCérés  coime genre séparé .  

1. Carac tè res  de 1 'Azotobacter  chroococcurn I33&ierinc& ---------- 

Les c e l l u l e s  sont  ovales .  Les diïuensioiîs- v a r i e n t  d ' a p r è s  
l e s  c h e r c h e ~ r s , ~  Pour xgaggata e t  Z t g ~ g  (31) l e s  d inenaioas  s o n t  -------- ----- 
2 , 3  x 3 ,4  p; zchs, (32)  donne l e s  c h i f f r e s  s u i v a n t s  : 1 , 5  x 2 , 3  ,p ----- 
e t  Jeilsen e t  Peterse-  (33) ont  t rouvé  2 , 4  x 5,Op. ------ --------- 

Les c e l l u l e s  des Azotobacter chroococcum senblent  moins 
amondies  que c e l l e s  des .Azotobacter B e i j e r i n c k i i .  .- Les c e l l u l e s  
âgées son t  p l u s  p e t i t e s  que l e s  jeunes.  Z l l e s  s e  t r a n s f o m e n t  
en ccccoïdes OL en m i c r o c ~ q u e s  enrobés Ce uuci lage .  Finalement 
une neobrane é p a i s s e  l ' e n t o u r e  e t  un k y s t e  s e  c o n s t i t u e .  

Les Azotobacter  chroococcm - s o n t  t r è s  n o b i l e s  s u r  des 
mi l ieux  gé losés  e t  à condi t ion  que l e s  c u l t u r e s  s o i e n t  jeunes e t  
n ' a i e n t  pas p l u s  de 30 heures  de s é j o u r  à l ' é t u v e .  D 'après  Hofer ----- 
(34)  i l s  possèdent p l u s i e u r s  c i l s  p é r i t r i c h e s .  Par c o n t r e  

Blgmgt e t  gale (35) ------ ---- 



ont  publ ié  des micro-raphias é lec t roniques  d'Azotobacter chroococ- 
c m  powvus de c i l s  p o l a i r e s .  - 

L e  cycle  morpholoqique, complexe, des ~ z o t o b a c t  e r  chroococcum 
e s t  é t a b l i  depuis longtemps. L6hnis e t  Smith (36) ont  d é c r i t  des ====== ----- ----- 
~ h a s e s  morpholo>iques d i f f é r e n t e s  en mi l ieux  l i q u i d e s .  D t  après  ces  

chercheurs on peut cons ta te r  sept  s t ades  d i f f é r e n t s  e t  cinq t y p e s  
de reproduct ion chez l e s  Azotobacter. --- Une étude c r i t i q u e  par  

WinogradsQ ---- ----- (37) 3. déniontré q ~ . e  L6hnis e t  -mi&& avaient  t r a v a i l l é  ------ ----- 
avec des CU?-tures mixtes,  nor p u r i f i é e s *  ~ino_-rab;l-kv -,,-------e a d é c r i t  l u i -  
m&me un cycle  morphologiqae des  .- Azotobacter. - 
Pochon, Tchan e t  ?/mg (35;') ont constaté  que l e  cycle  morpho1o:ique ====== ----- ----- ---- ---- 
des Rzotobc7cter cliroococcum e t  A. Vinelaridii é t a i t  d i f f é r e n t  de ce- 
l u i  des  Azotobacter -- aj~i l is .  - I ls  proposent l e  cyc le  suivant  pour l e s  
Azotobarter chroococcurn. e t  I i n e l a n d i i  : 

Les c e l l u l e s  je-mes sont des  bâtonnets cour t s  possédant des  c i l s .  
Les c e l l u l e s  a d u l t e s  sont  p l u s  ova les  e t  immobiles. Les c e l l u l e s  
encore p l u s  fizées deviennent p l u s  p e t i t e s  e t  immobiles. 
LT évolu t ion  des c e l l u l e s  8 ~ é e s  peut a l o r s  s e  f a i r e  suivant  deux 
modes d i f f é r e n t s  selon l e s  mat ières  énergét iques dont e l l e s  dipo- 
sent .  Sur des  al iments  frnorrnauxff ( a lcoo l s ,  ac ides  organiques) P e n -  
kyat~r;liont e s t  t r è s  hab i tue l .  La c e l l u l e  diminue en volume e t  sT  en- 
t o u r e  dtune rnem'crane kys t ique  à double pa ro i  épa isse .  Apres ense- 
mencement, l a  c e l l u l e  enkystée Verme e t  des  b3tonnets jeunes e t  
court  s sont à nouveau formés. S u r  des  a l iments  Ttanormaux9r ( hydra tes  
de  carbone e t  mannitol)  il ne s e  produit  pas  d'enkystement. Les  ce l -  
l u l e s  s T  é l a r z i s s e n t  e t  s ~ a l l o n ~ e n t .  Des formes géantes  q p a r a i s s e n t  
qu i  ressemblen: à des l evures ,  

I Les Azotobactzr û ~ i ~ i s  sont des crandes c c l l u l e s  ovales  e t  t r è s  - 
mobiles sus  des  al iments  T2nonnauxeT, Les c e l l u l e s  p lus  âsées  ,carden+ 

l e u r s  a s ~ e c t s  morpholo~iques e t  ne produisent jamais des  kystes .  
Sur des  al iments  fl~morrnz.ux~~ oq cons ta te  l a  présence de c e l l u l e s  
géan tes  comme chez l e s  A. chroococcwn e t  Vinelstndii. 

Pochon ------ e t  s e s  co l l abora teur s  préc isent  que l e  cycle  rnorpholo.qi- ------ 
que des  Azotobacter n ' e s t  pas seulement in f luencé  par  l e s  a l iments  
p r é s e n t s  dans l e  mi l ieu  n u t r i t i f ,  mais également par  d ' au t res  fac-  
t e u r s  comme l a  tenip6rature, l a  carence en ma~nés iun  e t  en phosphore. 



C h a ~ u e  f o i s  qu'un f a c t e u r  mécanique ou chir.-icjue change 1' 
é q u i l i b r e  métabolique,  l e  cyc le  uorpho-cytologique e s t  
également pe r tu rbé .  Les c e l l u l e s  geuvent regrendre  l e u r  
forme noirnale ap res  réenseuenceicent h condi t ion  que l e  f a c t e u r  
pe r tu rban t  n ' a i t  pas exercé t r o p  longtenps  son in f luence .  

Ce t t e  é tude  remarquable a cont r ibué  .h l a  d i f f é r e n c i a t i o n  

e n t r e  l e s  Azotobacter --.-Pm chroococcun e t  Vinelandi i  d'une part  e t  
l e s  Azotobacter ag i l i s  de l ' a u t r e .  Il nous sea-~i le  ceper~dant 

.UI_--- _L_- 

que l a  d e s c r i p t i o n  des pliases é v o l u t i v e s  dans ce c y c l e  aorpho-  

log ique  e u t  é t é  p lus  p r é c i s e  s i  l e s  chercheurs a v a i e n t  donné g l u s  
de p r é c i s i o n s  ez ce qui concerne 1 ' âge des c e l l u l e s  au moment 
des changements ~ o ~ p h o l o g i y u e s .  

L a  ~ e n s i h i i i 5 6  des Azotobacter chroococcun en mi l i eu  de- --- - - 
pourvu d ' a z o t e  combiné s e  s i t u e  à pH 5 , 5  - 6 , O .  Des r é s u l t s t s  

concordants ont  é t é  cbtenus ce s u j e t  p a r  ----- G z i r l c y  e t  Foi-;1er (39 ) ,  ------ ------ ------ 
S'ta22 e t  Ruschmgans (40 )  e t  K r i  skria (41 ) .  Jensen e t  l??Cerse- --- ----- --------- ------- -- ------ ------ ------ -------- 
( 4 2 )  ont  t rouvé que l a  c ro i s sance  d 'Azotobacter  chroococcw 
é t a i *  inhibée  à pH = 5 ,4 .  ---- Burk 9 Lineweaver ----------- e t  -orne- (43)  ---- ---y------ ------ 
ont  t rouvé ,  d a i s  des ex2ériences n a n o n é t r i ~ u e s  , que l a  c ro i s sance  
des --- Azotobacter -- chroococcw;z e t  V k i e l m d i i  é t a i t  a r r ê t 6  à pH = 6 ,O.  

En presence de n i t r a t e s ,  dlai:ii'~oniaque e t  d 'u rée  l e s  c e l l u l e s  s e  
r n u l t i ~ l i e n t  j u s q ~ ~ l a u  pH 4,O - 4 ,5 .  P a r  con t re  gg te r sen  (44)  ne -------- 
pouvai t  a p e r c e v o i r  une c r o i s s m c e  nacroscopique a un pH i n f é r i e u r  
à 6 , O  dans un roi l ieu n u t r i t i f  e n r i c h i  de n i t r a t e s .  
L a  r e s p i r a t i o n  endogène des kzo to3ac te r  c h r o o c o c c ~ ~  a t t e i n t  --- 
d ' a p r è s  -3rris s t  Gaiqey (45)  son o p t i ~ u m  à pH = 7,O. C e t t e  ------ --...-.-- ------ 
r e s p i r a t i o n  e s t  presciue n u l l e  à pli 5 , S  - 5,8. A ce  pH l a  res-  
p i r a t i o n  semble s t i x u l & e  p a r  l a  présence aes  i o n s  Ca. 

Zn i l i l i e u  a l c a l i n  l n  c ro isoaace  e s t  inh ibée  à pH = 9-10. D'après  

(43 )  e t  Yamagat;a(31) l e  pli opt i ram pour Azotobacter  chroococ- ---- ---- --- -------- - ,- 
cura se  s i t u e  ve r s  7,5. - 

Les Azotobacter appartiennent au grouse des b a c t é r i e s  iïlésophi- 
l e s .  La température ninimum de c ro i s sance  s e  s i t u e  v e r s  I O 0  C ,  l a  

t e ~ p o r a t u r e  optirnui ve r s  30°C e t  l a  température mzximun v e r s  40-45QC. 



D'après ------ Jensen (8) l e s  Azatobabter chroococcm e t  Vinelandi i  ne se  ------ -- --p.--- - 
développent plus à 5 - 7 O  C , 

Li i n f l u e ~ e e  des  substances organiques u t i l i s é e s  par  l e s  Azotobac- 

t e r  chroococcum s e r a  d i scu tée  plus l o i n  en même temps que p o u  l e s  
I_ ----m. 

Azotobacter B e i j e r i n c k i i ,  
_I----- 

2 .  Carac tères  .le 1fAzotobacter  B e i  j e r i n c k i i  &C$ggg - ------ 

En 1904,  J J & E ~ ~ Q  ( 4 6 )  i s o l a i t  d'une t e r r e  a r a b l e ,  un germe ------ 
f i x a t e u r  d ' azo te ,  quf il dénomma Azotobacter B e i j e r i n c k i i .  P lus  t a r d  -- 
(47)  ce même chercheur d h c r i v i t  d ' a u t r e s  souches A z o t c b a c ~ e r  quf  il 

nommait A. Woodstonii, A ,  smyrni, A. H i l g a r d i i .  La d e s c r i p t i o n  de -- - 
c e s  souches é t a i t  te l lement  incomplète - à l ' except ion  de l1Azo<o- 

b a c t e r  B e i j e r i n c k i i  - que l a  p l u p r t  des microbio logis tes  ne peu- 

vent  aycepter  c e s  types  comme espèces nouvel les .  Eh e f f e t ,  ------ L8hr . i~  ------ 
e t  --___ Smith ( 4 8 )  ont ;,rouvé que l e s  souches de Lipman e t a i e n t  mo~pho- ----- -- --- ------ 
logiquement ident  igues  à l ' A .  cl~roococcum Bei  j erLnck, a 1' exception 

d'A. B e i j e r i n c k i i .  C e  d e r n i e r  germe f u t  considéré par c e r t a i n s  

chercheurs comme une nouvel le  espèce, Azotobacter E e i j e r i n c k i i  

Tiqman , -- --- ------ 
Green (49)  a trouvé que l a  composition chimique des c e l l u l e s  

djl izotobacter chroococcum é t a i t  ident ique  à c e l l e  des c e l l u l e s  

d 'Azotobacter E e i  j e r i x c k i i ,  mais d i f férente  de c e l l e  des A.  Vinelandi i  

e t  a g i l i s ,  Les é tudes  sérologiques ef fec tuées  par  Aso e t  Yoshida --- --- ------- ------- 
( 50)  suggéraient 1' i d e n t i t é  des  Azotobacter chroococcum e t  Bei  jerinckii- -- - 
Plus t a r d  Smith(5I-) --- admit que A ,  B e i j e r i n c k i i  é t a i t  une souche ---- 
non-pi~mentée dtk.  chroococcum. 

En r a i s o n  de ces  opin ions ,  Ilofer, ----- dcns l a  sixiéme é d i t i o n  du ----- 
Bergeyl s Ranual of Determinative Bacteriology (Il) ne t e n a i t  plus 

compte de  la  d i f f é r e n c i a t i o n  e n t r e  A .  chroococcum e t  A ,Bei j e r i n c k i i  

f a i t e  par c e r t a i n s  amteurs,  Il cons idé ra i t  A .  B e i j e r i n c k i i  conme 

une varié té de l ' A .  chroococcum. 

Sur la  demande de Euchannan, ---.-- ---- J_qhggt_gng s ' e s t  vu a t t r i b u é  la ------_-- -_-_----- 
tâche  de r e . i i s e r  l a  f a m i l l e  des  Azotobacteriaceee pour l a  nouvel le  - 
é d i t i o n  de l a  c l a s s i f i c a - t i o n  de Be-2). Johnstoge --- ------ --------- 
n'admet égalenLent pas de d i f fé rence  e n t r e  A. B e i j e r i n c k i i  e t  



A .  chroococcum, - 
Pourtant J~gmgn (53)  maintenait en 1950 la  d i s t i n c t i o n  e n t r e  ------ 

A.  chroococcum -- produisant un pigment brun e t  A .  B e i j e r i n c k i i  pro- 

duisant  un pigment jaunâtre .  

Dans une &tude approfondie,  V. Jensen (33) a  démontré qur il y --------- ----- ---- 
a des d i f f é rences  cons idérables  e n t r e  l e s  deux espèces,  a u s s i  bien 
a u  pcint de vue morphologique, pliysiologique que sérologique,  

D'après c e t  au teur  c e s  d i f f é rences  e s s e n t i e l l e s  peuvent ê t r e  résu-  

mées comme s u i t  : 
Azotobacter chroococcum Beijeri.nck. 
-...---ni-- o i - - r r - - - * ,  - -- ----===-====== 

Les c e l l u l e s  ont une foune de bâtonnet avec des dimensions de 

2,4 x 5p. Les c e l l u l e s  sont t r è s  mobiles. Les c u l t u r e s  deviennent 

brun fonçé après  3-4 semaines. La croissance e t  l a  f i x a t i o n  d ' azo te  

son t  inhibées à pH 5 , 0 .  L'amidon e s t  u t i l i s é  comme source de carbone 

D u  sérum agglu t inant  peut ê t r e  obtenu FQ u t i l i s a n t  comme ant igènes  

des  c e l l u l e s  mobiles. Sérologiquement t o u t e s  l e s  souclles forment un 

groupe hon~gène ,  puisquf  e l l e s  sont agglu t inées  pratiquement à la mê- 
me d i l u t i o n  par un anti-sérum d'une seule  souche. 

Azotobacter Bei j e r i n c k i i  Lipmn.  ------------------------------- ------ 
Bâtonnets de 2 , 8  x 6,6p . Toujours non-mobiles. Les c u l t u r e s  

âgées changent de pigmentation : l a  co lo ra t ion  passe de g r i s â t r e  

à jaun3tre ou légérement brunâtre .  Le pH-limite pour l a  croissance 

e t  la f i x a t i o n  d ' azo te  s e  s i t u e  vers  5 , l .  L'amidon n ' e s t  pas u t i l i s é  

comme source de carbone. Les c e l l u l e s  sont des antigèL1es trjs fai-  

b l e s .  Pour c e t t e  r a i s o n ,  un anti-sérum agglu t inant  n t  e s t  jamais ob- 

-Lenu, En généra l ,  l e s  A ,  B e i j e r i n c k i i  n t agg lu t inenc  pas avec --- 
sérum agglu t inant  l e s  A .  chroococcum. 

Pour T c h n  ( 5 4 )  l a  d i f fé rence  en t re  l e s  A .  E e i j e r i n c k i i  e t  ----- ----- - 
A.  chroococcm r é s i d e  dans : a )  l e s  d i m e n s i o ~ s  des c e l l u l e s  -b) l a  

pigmentation des c u l t u r e s .  

Jensen ------ (8) s f a s s o c i e  aux opinions de V. Jensen e t  de Tchan, e t  ------ --------- --------- ----- ----- 
accepte  la  d i f férence  e n t r e  A ,  cl,roococcum e t  A.  E e i j e r i n c k i i .  - - 



De t o u t e s  ces  recherches nous pouvons déduire q u ' i l  e x i s t e  des 

d i f f é rences  remarquables en t re  A ,  chroococcum e t  A .  Bei. j e r i n c k i i .  

Pour compléter c e t  aperçu sm l e s  ---- A ,  Bei j e r i n c k i i  Lipman nous ré-  ------ 
---A-- 

sumons i c i  l e s  données publiées par d i f f é r e n t s  chercheurs,  

Les dimensions moyennes sont : pour Yamagata e t  I t a n o  (31) ---- --- -------- ----.-- ----- 
2 , 3  x 4,711 ; pour Schan ----- (,32) 2 x  3 , 3  ----- )JI; pour V,  Jensen e t  Pe tersen  --------- --------- ------- -------- 
( 3 3 )  x 6,6p . 

POLIT tous  ces  au teurs  l e s  c e l l u l e s  sont  immobiles. 

Concerfiant l a  dégradati.cn des sources de cc rbone, 1'-Jensen --------- 
( 3 3 )  propose l e s  c a r a c t é l i s t i q u e s  su ivan tes  : 

- Sont u t i l i s e s  pa r  t o u t e s  l e s  sauches d'A. chroococcum e t  d'A. -- a 

E e i  j ~ r i n c k i i  : l t a l c o o l  é thy l ique ,  l e  dext rose ,  l e  f r u c t o s e ,  l e  AL--- 

sacoharose e t  l e  n a l t o s e ,  

- Ne sbnt jamais u t i l i s é s  n i  par ------ A ,  chroococcum, --..- n i  par A ,  Bei je r in-  

c k i i  : l e  d u l c i t o l ,  l e  xylose,  l e  mannose, l e  l a c t o s e ,  l e  c i t r a t e  -- 
de soude. 

- Sont u t i l i s é s  p a r  t o u t e s  l e s  souches d'A. chroococcum e* par quel- - 
ques souches d ' A ,  -- B e i j e r i n c k i i  : l e  ga lac tose  e t  l e  r a f f i n o s e .  ----- 

- Sont u t i l i s é s  par  t o u t e s  ].es souches d'A, chroococcum, mais a u  - 
c o n t r a i r e  par  aucime souche d'A, B e i j e r i n c k i i  : l 'amidon. --- -- 

- Ne sont jamais u t i l i s é s  par  A .  chroococcum mais bien par  quel-  - -, 
ques souches h. B o i j e r i n c k i i  : l e  g l y c e r o l ,  l f a r a b i n o s e ,  -- - 

- S o ~ t  u t i l i s é s  2a r  une ou pluslewcs sou-ches de chaque espèce : 
l e  mannitol, l e  s o r b i t o l ,  l e  l a c t a t e  de soude, l f i n o s i t o l ,  l e  tar- 

t r a t e  e t  l e  benzoate de soude. 

Il r e s s o r l  de t o u t  c e c i  q u ' i l  e x i s t e  des d i f f é rences  n e t t e s  en- 

t r e  I f A ,  chroococcum d 'une par t  e t  l ' A .  B e i j e r i n c k i i  d f a u t r z  p a r t .  - 
Cependant, V ,  Jensen (33) termine s e s  é tudes  taxonomiques des ========= 
Azotobacter par l a  d é c l a r a t i o n  su ivante  :'!On the  o ther  hand, t h e  

t a x o r o w  of the  genus Azotobacter i s  not s e t t l e d  d e f i n i t e l y " .  - -- 
Una chose e s t  c e r t a i n e  e t  tous  l e s  au teurs  sont unanimes l à  

dessus ,  l e s  A. cnroococcum e t  A., B o i  j e r i n c k i i  vivent uniquement 

dans l a  t e r r e .  On ne peut l e s  i s o l e r  qu ' à  p a r t i r  de la t e r r e ,  



3,  C a r a c t è r e s  de l r A z o t o b a c t e r  a g i l i s  B e i j e r i n c k  e t  de 
-. -- ----- 

----O------ 

' - 
1fAzotobac'er V ine l and i i  Lipman . 

7--- ------ ------- 

C i e s t  à p a r t i r  de  l ' e a u  des  canaux de D e l f t  que B e i j e r i n c k  ---------- ( 4 )  
--A------- 

a l e  premier i s o l é  l t A z o t o b a c t e r  a g i l i s .  Durant de longues années 

on a pensé que s e u l  l e s  eaux des  canaux de D e l f t  con tena i en t  ce s  

germes, P u i s ,  de s  c u l t u r e s  d 'Azotobacter  a g i l i s  ont  é t é  obtenues . - 
en Ang le t e r r e  en France e t  en Amériqhe , 

Tous ces  i so lemects  ont  6 th  f a i t  .A p a r t i r  d 'eaux,  Les A .  c tg i l i s  

do iven t  donc ê t r e  cons idérés  comme des  germes spécifiquemerxt aqua- 

t i q u e s .  

D'après l a  c l a s s i f i c a t i o n  de Bergey ( 5 2 )  il n f  e x i s t e  qu'une ------ ------ 
s e u l e  espèce aqua t ique  dTk.zotobacter,  -. l ' A ,  a g i l i s  l3B_iggrinck. --- ---------- 

En 1903,  Ltprmr, i s o l a i t  d ' un  s o l  amer ica in ,  une souche f i x a -  

t r i z e  d ' a z o t e ,  quf  il nomma Azotobacter  Vine landi t .  ---- 
Les h z o t o b a c t e r  a g i l i s  e t  V ine l and i i  s embla i e r t  a s s e z  r a r e .  - -- - 

Lohnis e t  Smith ( 3 6 )  l e s  cons idé ra i en t  comme une s e u l e  espèce,  

Azotobacter  agi1i.s S .  lat , C e t t e  p r o p o s i t i o n  f u t  r e t e n u e  dans la -- --- 
c l a s s i - f i c a t i o n  de  Bergey (11,52 ) . 

Pour tan t  i l luyver ------- e t  van Reevien ( 5 5 )  p ré tenda ien t  quf  il f a l l a i t  ------- ----------- 
------y--- 

c o n s i d é r e r  - A ,  a g i l i s  e t  A.. T J ine l and i i  comme deux espèces  d i f f é r en -  

t e s ,  3es c e l l u l e s  d'A, a g i l i s  s o n t  p lu s  l a r g e s ,  p lu s  rondes e t  - 
plus  t r a n s p a r e n t  e s  que c e l l e s  d ' A ,  V ine l and i i .  

Winog~gmsq (37)  s u g g é r a i t  que l e s  A, Vine land i i  s o n t  capables  de ----------- 
produi re  des  formes enkys tées ,  ce  q u i  n ' a  jamais l i e u  chez l e s  

A, a g i l i s .  L 'é tude  de Pochon e t  s e s  c o l l a b o r a t e u r s  (38) a confirmé -- - --.- ----..--- 

c e t t e  suges t ion  e t  a démontré que l e  cyc le  de  v i e  Ces A .  a g i l i s  e t  

A. Vine land i i  é t a i t  d i f f é r e n t .  

Winogradsky ( 3 7 )  p r é c i s a i t  également qu' en mi l i eu  l i q u i d e  e t  

avec l t a l c o o l  é t h y l i q u e  comme source  éne rgé t ique  l ' A .  V ine l and i i  

s e  développe t o u j o u r s  en forme de ba tonne t ,  t a n d i s  que l f k .  a g i l i s  -- 
s e  présen te  t o u j o u r s  sous forrrie sphér ique ,  

Ce s a - ~ a n t  a pu é t a b l i r  en o u t r e  que l e  benzoate de sodium n i e s t  

pas u t i l i s é  p a r  l e s  A ,  a g i l i s ,  t a n d i s  que l ' a c i d e  benzoïque e s t  

t r è s  appréc ié  pa r  l e s  k .  V i n e l a r d i i .  



A,la s u i t e  de-ces recherches,  17inog~adsQ ----A----- proposai t  de placer  ----------- 
l ' A o  a g i l i s  Bei,jerinck comme espèce unique dans un nouveau genre 

"Azomonas". Nous avons dé ja  mentionné que Orla-Jensen ----------- (20)  a v a i t  ----------- 
proposé un addendum à l a  f ami l l e  des  Azotobacteriaceae, sous l e  

----.d-.--- 
nom de .&O&-omonas , 

Plus  récemment ----- Tchan (54) proposait  de f a i r e  pour l e s  A ,  a g i l i s  ----- - --- 
l e  genre hzotococc~us, gen. nov, T'chan, 1953, e t  d'abandonner l e  t e r -  ------ ----- ----- 
me Azomonas -- de YJinogradsQ ---------- puisque " t h i s  generic  name i s  not s u i t a -  ----------- 
b l e ,  because azo i n  French does not mean ni t rogen".  
Pour Tchan, ----.... 1' absence de formation de liystes chez l e s  A. a g i l i s  e s t  ------ 
s i  important q u ' i l  e s t  logique de placer  ce germe dans un aut re  
genre,  c e l u i  des Azotococcu~. 
Cet te  proposition e s t  t r è s  logique d 'après  Tchan. ----- En e f f e t ,  pour- ----- 
quoi c l a s s e r  l e s  f i x a t e u r s  d 'azote  aérobies l i b r e s  dans un seu l  
genre? Lss b a c t é r i e s  ce l lu lo ly t iqdes  aérobies sont  bien c lassées  
dans des genres  d i f f é r e n t s .  

Dans une Fstude sur  l taccumulat ion spécif ique de 1'4. a g i l i s  e t  

A, Vinelandi i ,  @e (56) préc ise  que " l T A . a g i l i s  e s t  p a r t i c u l i è r e -  - ---- - 
ment r é s i s t a n t  v i s - à - v i s  du.benzoate de soude; il surpasse même 

l ' A ,  Vinelandi i  à ce t  égard,  e t  c e l a  sans que 1' A. a g i l i s  s o i t  ca- - 
pable d ' a t t aquer  l e s  benzoates" . 
Pour l e  même auteur  If&, a g i l i s  e s t  un microbe ubiquiç te  e t  pure- 

ment aquatique. Par contre l ' A o  .- Vinelandii  peut ê t r e  trouvé f r é -  

quement a u s s i  b ien  dans l ' e a u  que dans l e  s o l ,  

Pour Tchaii (54) l a  différence e n t r e  A-, agi l is  e t  A. Vinelandil  ----- 
e s t  t r è s  n e t t e .  Le tableau su ivant ,  t i r é  de sa publ ica t ion ,  résume 

ces d i f f é rences ,  

A s  a q i l i s  ' ovale 
(Azot ocozcus 3 ;5  - 2 x 
a g i l i s  Teh&) ----- ----- 2 , 5  - Zr I n i t 0 1  n i  l e  i 1 benzoate, 

r niais 1% de 
benzoate n '  

A .  - Vinelandii  Ijât onne t + 
2 , 5  x 7 , 5 p  benzoate B 



D1apr?s Jensen ------ (8) l a  propos i t ion  de ~ ~ h ~ g r ~ { s y  e t  de Tchan ------ ----------- ----- ----- 
e s t  d i f f i c i l e  à accepter ,  En e f f e t ,  pour ce t  au teur ,  il e s t  i l l o -  

pique de créer  un aut re  genre pour l e s  A, a g i l i s  en se  basant s u r  
l ' absence  de formation de kys tes ,  l à  où. on accepte que A, chroococ- 

m m  e t  4, Rei , jer incki i  r e s t e n t  dans l e  meme genre bien que V. ------ Jen- ------ 
sen (39)  a i t  constate  que c e r t a i n e s  v a r i é t é s  d'A, Be i j e r inck i i  ne --- --- - 
proGuisent pas non plus de 'kystes, . 

A côté  des Azotobacter c i t é s  i c i ,  d ' au t res  souches ont é t é  dé- 

c r i t e s .  S i ~ n a l o n s  d  ' abord l tAzo t  obacler insikne - .- i s o l é  par Crrx - --- (57) ---- 
en 1951, Cette s ~ u c h e  f u t  i s o l é e  des eaux de Bogor à Java.  C'est  
une souche typiquement aquatique qu i  ressemble beaucoup à 1 'Ae  
a g i l i s .  L'A. - ins igne  - se développe sur l ' a l c o o l  é thyl ique e t  sur  
l e s  ac ides  al ipi la t iques,  L 'acide benzoïque n ' e s t  pas u t i l i s é .  Le 

mannitcl  e t  l e  glucose ne sont pas u t i l i s é  par l ' A ,  - insigne comme 

D ' a p ~ è s  V. ----.--....-- Jensen (55) l ' A ,  ins igne  d i f f è r e  de l ' A .  a g i l i s  par l a  --------- - 7 - 
posi t ion  des c i l s ,  L ' implantat ion des c i l s  e s t  p é r i t r i c h e  chez 
1' - 4. a g i l i . ,  e l l e  semble po la i re  chez 1'6, ins igne ,  D'autre par t  
d 'après  l e  rnême auteur  l e s  &. insigne produisent s u r  des milieux 
à base d ' a l c o o l  é thyl ique Ln pigment qui v a r i e  de bleu g r i s â t r e  
au v i o l e t .  

Vous trouvons épalement dans l a  l i t é r a t u r e  des Pzot obacter 
d6només : 

- A. - a < q i l i s  v a r ,  a typica  d b c r i t  par T A u ~ v e r  --- --- e t  van den Bout (59)  ------- ------------ ------------ 
- A. 5e i . j e r inck i i  var .  aciiio-tolerans d é c r i t  par  Tchan ----- (60) ----- 
- A. - macrocyto~enes - n o  sp ,  d é c r i t  par Jensen ------ (61) 

---....-- 
- A. - Rei, jer incki i  var ,  achromogenes d é c r i t  par V. Jensen ------ (42) ------ 

Corne nous l ' avons  indiqué au début de c e t t e  in t roduct ion ,  
c e r t a i n s  au teurs  ont proposé un. nouveau geme  v o i s i n  des Azotobacter - 7  

qroupant tous  l e s  ,germes l i b r e s ,  f i x a t e u r  d ' a z o t e ,  mobiles ou i m -  

mobiles, qu i  produisent des ac ides  sur  des milieux contenant des 
sucres  e t  qu i  s e  d é v e l o p ~ e n t  e n t r e  pH 3 e t  9,  Ce nouveau genre 
e s t  nommé Bei~jer inckia ,  



- En examinant t o u s  l e s . t r a v a u x  publ iés  jusqu ' i c i  su r  l a  FamiL- 

l e  des &otobacteri:aceae, nous constatons que quat re  c l z s s i l i c a -  
t i o n s  p r inc ipa les  ont.  e t 6  proposSes, notanment c e l l e  de Bergey (52)  --- -- ------ 
c e l l e  de He&. $g~s_gq (81, c e l l e  de Tchan (54) e t  c e l l e  de V. Jen- - ------ ----- ----- - --- - --- 
sen (58). ---- ---- 

l a  C laos i f i ca t ion  des Azotobacteriaceae d ' ap rès  Hofer ................................................... 

(".er?ey' s Manual of Etterminative Racteriology j (52)  --------------------------------------..-------- 

Genre Io Azotobacter --- 
1. -- Azot obac-te r chroococcum geitje;&5.ck (1901) 

m. - ---------- 
Bâtonqets produisant des pigments qui  sont insolubles  
dsns l ' e a u ,  Présence de c i l s  p é r i t r i c h e s ,  
Fixent  l ' a z o t e  atmosphérique en présence d 'hydrates  de 
carbone e t  d D a u t r e s  produi ts  organiques, 
Habitent l e  so l .  Produisent un pigment brun ou no i r .  

2 , - Azotobact e r  a ~ i l i s  GeiJgrinck - - -  ----- (1901) ---------- 
'3% cnnets ou 9 ornes sphériques , 
Présence de c i l s  p é r i t r i c h e s o  
Fixent 1' azote atnosphérique en présence d t  hydrates de 

carbone. PPS de production de pigment n o i r ,  mais d'un 
p i m e n t  f luorescent  s u r  des ac ides  o rc~an iquesa  
Fabi tent  l ' e a u  e t  l e  so l .  

So  Azotobacter Indicus  Starkey e t  De (1939) ------- -- -- 
R3Lonrets mobiles par  des c i l s  p s r i t r i c h e s .  
Sont t o l 6 r a n t s  aux ac ides ,  
HâkFtent l e  s o l ,  

Comme nous pouvons l e  cons ta te r ,  dans c e t t e  c l a s s i f i c a t i o n ,  
l e  aenre Azotomonas, accepté corne addendum dans l ' é d i t i o n  pré- 

c&dente,  ne f i - ~ e  p lus ,  



2 .  C lass i f i ca t ion  des Azotobacteriaceae d f a ~ r è s  K,L. Jensen (8) ........................................ --------------- ----------- 

A, Genre Azotobacter, . - l 

1, Organismes faiblement mobiles ou non mobiles, produisant 
des pigments jaunes ou bruns foncés insolubles  dans 1' 

eau. Germes qui  habi ten t  l e  s o l ,  
a. Ilobiles avec pigment brun l é g e r  ou foncé. 

4" chroococcum -" 
b. Non-mobiles avec pigment jaune ou sans pigmeiit. 

&. Bei?jer incki i  

2 ,  Organismes t r è s  mobiles produisant un pigment jaune-ver- 
dâ t re  ou pourpre., Pa r fo i s  pas de production de pigmerLt. 
Germes typiqu.ement aquatiques. 
a. Cel lu les  en formes de bâtonnets ,  produisant des e s t e s  

A, Vinelandii .  --- 
b, Cel lu les  ova la i re s  ou sphériques ne produisant cas  de 

kystes  
A,  a g i l i s o  

B. Cenre Rei je r inckia .  

P e t i t e s   cellule^. Pas de formation de lZysteso 

Se mul t ip l ien t  en milieux acides,  Production dfac iCes  

organique sa  
a,  f~lobiles avec croissance luxur ian te  su r  gélose 

Bo indica  

b o  Non-mobiles avec une croissance d 'aspect  pateux s u r  
gélose 

Bo l a c t  icogenes, 

3. C l a s s i f i c a t i o n  des Azotobacteriaceae d ' ap rès  Tchan (54) - - - - - - - . - - - - - - - - - - - -  ------ - - - - - - -  --- -_-- _ ----- 
1. Genre Azotobacter Bei jer inck ---------- (1901) ---------- 

a. Azotobacter chroococcum : Cel lu les  ovala i res  ou en b8- 

tonnets ,   c obi les. Pigments bruns no i res ,  Croissance in-  
hibée par 175 de benzoate de soude. U t i l i s , ?  0,576 de ben- 

zoate. Habite l e  s o l ,  
b. Azotobacter Vinelandi i  : Cel lu les  en bâtonliets. t./Iobiles, 

Tigments v e r t s  e t  f luorescen t s ,  U t i l i s e  1% de benzoate 



ou moins. Habite l ' e a u  e t  l e  so l .  
c,  Azotobacter -- Beicjer,inckii : Cel lu les  ovales. Non-mobiles, - 

Pigments jaunes, U t i l i s e  Le benzoate à 0,5% mais l a  
croissance e s t  inhibée par  1 76 de benzoate. 

d o  Azotobacter Bei Jerj .~cki. i .-  var  , acido--tolerans : Cel lu les  ---- --,----.- 

~ ~ a l a i r e s .  Non-mobiles, Pigments jaunes, Caracteres  phy- 
s iologiques de l lAzot  obact e r  Bei j e r i n c k i i  , mais t o l è r e  

un mi l ieu  ac ideo  Habite l e  so l .  
2.  Genre Azotococcus, gen. nov, , Tchûn (1953) -- ----- 

---A- 

a ,  Azotococcus a g i l i s  : Cel lu les  ovala i res .  1Jobiles. Pig- 
1___ 

ment v e r t  e t  f luorescent ,  N ' u t i l i s e  pas l e  mannjtol ou 
l e  benzoate, 1% benzoate n ' a r r ê t e  pas l a  croissance.  
Habite l1 eaur 

b. Azotococcus a u ?  var.  atypic* : Mêmes ca rac tè res  que 
l e  précedent,  mais il n ' y  a pas de pigment, Le mami to l  
e s t  un aliment pauvre. Habite 1' eau. 

C O  Azot ococcus insigne : Batonnets. J!dobiles, Les c i l s  sont 
v i s i b l e s  sous . le  microscope à champ no i r ,  
F i p e n t  bleu g r i s â t r e  tournant ve r s  l e  v i o l e t ,  
N 1 u t i l i s e  pas l e  glucose,  l e  mannitol ou l e  benzoate. 

Habite l ' e a u .  
3*  Genre Rei, jerinckia Derx (1950) ---- ---- 

a,  Rei;;erinckia indica .  Pigments jaunes g r i s â t r e s .  Mobiles. 
Production de lévane, 

b. F3eiSerinckj.a - i nd ica  var ,  a lba.  Comme l e  précédent mais - 
pas de pigmentation. 

c ,  S e i j e r i n c k i a  -- - rnotfle, P igments  bruns, B'iobiles, Pas de 
production de lévane. 

d ,  93 i J2 r inck ia  lact&ogeneso Comme l e  précédent m a i s  l a  
production de lévane e s t  douteuse, 

4,, C l a s s i f i c a t i o n  des Azotobacteriaceae d 'après  V, Jensen ( 5 8 )  ---- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  --- ----- ---_ - - - - - - - - - 
L ,  Genre Azotobacter BeiJerinqk, --- ------ comportant : ---------- 

1, Azotobacter chroococcum BeiJerinck --- ------ ---------- 
2 ,  Azotobacter B e i j ~ r i n c k i i  L i~man  -- --- ------ 
3 .  Azotobacter Vinelandii  -- Lipman --- ------ 



R, Genre Azomons ~~J inograbsQ,  comportant : ----------- 
1, Azomonas ---.- a g i l i s  - Sei<jer inck,  ------- iVinogradsQ -- ---------- ----------- 
2. &oi~!on_as insigne - Derx ---- comb, nov, . ---- 

C, Oenre EL~ je r inck ia  Derx, ---- comportant : ---- 
1, Rei je r inck ia  ind ica  (Starkex ------ ----- & De) Derx ---- ------------ ---- 
2 ,  Rei -- ,!'erinckia Tact icooenes 3 (Icaufmann -------- & Toussaint ) Tchan -------- --------- ----- --------- ----- 

La comparaison de ces  quatre  c l a s s i f i c a t i o n s  montre une assez 

m m d e  diverqence e n t r e  l e s  opinions des  auteurs ,  
Quand nous avons comencer ncs recherches en 1953, l a  nomen- 

c l a t u r e  nous semblait assez simple* Depuis l o r s  beaucoup de chan- 
gements sont intervenus,  Les proposi t ions de HAL_, Je~n_ge~q, de Tchan --- ------ ----- ----- 
e t  de - V. Jensen ------ n 'on t  pas s i n p l i f i é  l e s  choses, - ------ 
Il e s t  curieux de cons ta te r  que l e s  r ep résen tan t s  d'une fami l l e  
a u s s i  bien c a r a c ~ é r i s é  - des qernes aérobies  l i b r e s  f i x a t e u r s  d '  
azote  - s o i t  si  d i f f i c i l e  à classer .  

- ?Sous avons pense que l a  systématique de ces ,Termes devai t  ê t r e  
cons t ru i t e  s u r  des bases physiologiques so l ides .  C'est  dans ce sens 

que nous avons. enqagé 2ot re  étude des Azotobacter, 
En (qénéral, l e s  au teurs  mentionnent d'une façon assez vague e t  

rudimentaire l e s  condi t ions d'isolement des souches d é c r i t e s ,  En- 

s u i t e ,  après  une étnde morphologique, des  ensemencements sont f a i t s  
s u r  d i f f é r e n t s  milieux de cul ture  pour évaluer l a  croissance 

( luxur iante  ou d é f i c i e n t e ) .  Gn déduit  de  ces  e s s a i s  que des pro- 
d u i t s  u t i l i s 6 s  comme source énergétique sont ass imi lés  ou non, 
Aprhs un cont rô le  de l a  pigmentation e t  de l a  crois lance en fonc- 
t i o n  de l ' s c i d i t é  du mi l ieu  on r e c h e r ~ h e  e n f i n  des analogies  avec 
d! au t res -  Eermes corr.espondants. Trop v i t e  a l o r s  c e r t a i n s  chercheurs 

s e  f i g u r e n t  d ' avo i r  découl~ert  un germe nouveau ou pensent que l a  
taxonomie d o i t  ê t r e  adaptée à l e u r  t r o u v a i l l e .  

Nous admettons vo lon t i e r s  q u ' i l  e x i s t e  s u r  l a  Terre beaucoup 
de microorqanismes qu i  n 'ont pas encore é t é  i s o l é s  e t  d é c r i t s  - 
nous en avons f a i t  l ' expér ience  - m a i s  il ne f a u t  pas oub l i e r  que 
l e s  ê t r e s  microscopiques sont t r è s  s u j e t s  de va r i a t ions ,  

Tous l e s  crermes s e  trouvent soiis l 'emprise  du mil ieu-  Ce sont  



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 l'existence de l'être" 

disait déjh  2laude Sernard. 
L' expressi~n suivantje expruntée à Dubos exprime fort bien cette 

idée : 

" The extraordinary plasticity of bacteria, the ease with 11 

" Tuhich they adapt thenselves 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 .a 

" that organizat ion and integratio:~ of inde pendant charact ors" 
" wliich define and characterize life ." 

(Extrait de "Tm BACTERIAL CELL ' ) . 
C'est dans cet esprit que nous avons entamé nos recherches 

concernant les Azotob~cter~ Nous espérons que par les multiples 
essais qce nous avons fait, nous aurons contribué i une connais- 
sance meilleure de ces microorganismes. 



C H A P I T R E  ï 
- --_- _ _ &  ---- ----_-- --- ----- - ----- 

ISOBIEPTT ET BUSCRTPTIOX DES AZOTOBACTER ---_--___------------------------------- ........................................ 

1, ISOIXInElVT DES AZOTOBACSER DU SOL. --- -.-----.------.-a----------.-------- 

.Coime tous  l e s  c'lerche-as qu i  abordent l a  n;icrobioiogie du 

s o l ,  nous nous s o m e  s i : ~ s p i r é ,  32s techniques reco:marid6es par 

~flrincgradskv (62)  pour i s o l e r  12s Azotobecter ju s o l ,  Nous avons 
----------A'- ---- ------- 
ü t i l i s é  l a  cu l tu re  des  ~ z o t o b a c t e r  sur  plaqr-2s G e  s i l i c o - g e l ,  

Le silico- el e s t  un mt l l~u  so l idv  e-5, corï~ie 12 sol également, 
un mjl ieu essent iel lement  minSrai. Ln u- t i l i sent  le s i l i co -ge l  on 
élimine l e s  milieux 1:-quides e t  l e s  milieux s o l i d e s  à base de gé- 

l o s e  ou de g é l a t i n e e  Le s i l i c d - g e l  11'es-t doLic rien C'autre qutun  

support quî on peut -impTégner de s ~ l s  ruinSraux, dt:! matibres 

&nergdt iques,  siriii que de g a i n s  de t e r r e  L ~ s  germes prSse: + c  

dans 1z t w r e  peilvenk se dddvelonpc-Y, sur ce -apport minéral ,  pres- .  

qt:e comme dans l a  t e r i , ?  n+@me, 

La préparat ion du s i l i c o - g e l  e s t  f o r t  simple. On mélange à 
volumes égaux : 

Acide chlorllydriqi~e : dens i t é  = 1,l degré Bé 13 
S i l i c a t e  de soude : densi té  = 1,06 degré Bé 6-8 

Le mélange, d'une couleui. jaunâtre, e s t  r e p a r t i  dans des 

b o î t e s  de Pétri à r a i s o n  de 30 m l  par bof te  de 10 cm de dimètre ,  

Le milieu se s o l i d i f i e  à l a  température ambiante e t  au bout de 

24 heures on obt ient  un gel qui v i b r e  bien sous l e  choc, L'excès 
d 'ac ide  chlorhydrique est  éliminé par  un lavage à l'eau courante 
pendant 72 heures. Les plaques peuvent être considéï4es corne 
suffisprunent lavées quand la dernlére eail de lavage ne donne p l u s  
de  p~écipité avec une solut ion  de ni t ra te  d'=gent. Ensuite les 
plaques sont lavées à l'eau distillde e t  enfin trempées dans de 
l 'eau distillee boui l lan te .  Les plaques de silico-gel ainsi pr6- 
parées peuvent . être conserv6es pendant plueieurs semines avant 
l'emplot , B l'abri de la deesication. 



Les plaques sont  a l o r s  t r a i t é e s  de l a  façon suivante  : 
On prépare l a  s o l u t i o n  standard de KinogradsQ -a----.---- qui  contient : ----------- 

Phosphate monopotassique .1 g Su l fa te  de  manganèse 0 ,01  g 

Su l fa te  de magnésium 0 , 5  g Sul fa te  f e r r i q u e  % O 1  ES 

Chlorure de sodium 0,S g Jflolybdate de sodium 0,005 g (X 

Eau d u  robinet  200 m l  

La so lu t ion  e s t  amenée à pH = 7 ,2  avec une so lu t ion  de soude, 
A c e t t e  so lu t ion  nous ajoutons 30 g de carbonate de chaux e t  50 g 

de  mannitol, De ce m é l a ~ g e  nous prenons 2 m l  que nous é t a lons  sur 
chaque plaque de s i l i c o - ? e l .  Ainsi chaque plaque c o n t i e n t 0  5 g de 

matière énergét ique,  i c i  l e  mannitol, Les plaques,  sont a l o r s  sé- 

chées A l ' é t u v e  à environ 60' C ,  sans couvercle,  L'eau s 'évapore 

e t  on ab t i en t  à l a  su r face  du s i l i c o - g e l ,  une couche l i s s e  de car- 
bonate do ch.al~x m6lar,c)é A des s e l s  minéraux (sans azote combiné) 

e t  à une substance énergétique.  
La s t é r i l i s a t i o n  des plaques se f a i t  par exposi t ion aux rayons 

u l t r a - v i o l e t s .  Nous avons employé une lampe à rayons u l t r a - v i o l e t s  
de 2557 Anestrom à une d is tance  des plaques de 35 cm, Il s u f f i t  

d'exposer l e s  plaques (sans l e u r  couvercle) pendant 30 minutes 

pour obteni r  une s t é r i l i s a t i o n  complète, 
L'ensemencement des  plaques imprégnées e t  s t é r i l e s  s ' e f f e c t u e  

avec des g ra ins  de t e r r e ,  On prelève des p a i n s  avec une baguette 
en ve r re  & t i r é e  e t  huzectée. Des p e t i t e s  p a r t i c u l e s  de t e r r e  sont  
posées s u r  l e  s i l i c o - p e l  en rang&% à r a i s o n  de 50 g ra ins  par pla- 
que de 10  cm de diamètre ,  

Finalement l e s  plaques sont  placées sous des cloches en ver re .  
Sur l a  plaque ~ u p é r i e u r e  on met une bo î t e  de p é t r i ,  sans couvercle,  
contenant de l ' e a u  ord ina i re .  Ains i ,  l e s  plaques ensemencées r e s t e n t  

t o ~ ~ j o u r s  dans un atmosphère endant l e u r  sé jour  à l ' é t u v e ,  --./gT 
h u r a i ~ l  ié 

(x )  Mous avons a jou té  du nolybdate de sodium à l a  so lu t ion  s tan-  
dard de :fJinomadsQ, -- -------- Zn e f f e t  PJlulder (63) a prouvé que l e  molybdène ----------- ------ ------ 
joue un r ô l e  c a p i t a l  dans l a  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  par l e s  Azotobac- 
ter en absence d 'azote  combiné, 



Les plaques ensenmencées sont mises h l ' é t u v e  réglée  à 28' C e  

Au bout de 4.8 heures au maximum, l e s  colonies  apparaissent .  
Les g ra ins  de t e r r e  sont  entourés d'une gout te  de mucus t ransparent  
e t  visqueux, Ces gout tes  s ' é l a r g i s s e n t  au fur e t  à mesure que l a  

c u l t u ~ e  se poursui t  
quand on enlève un peu de l a  masse muqueuse qui  entoure l e s  

v a i n s  e t  qu'on prat ique une co lo ra t ion ,  s o i t  une colora t ion  simple 
% l l é r y t h r o s i n e  phéniquée 0 7 1  à l a  fuchs ine ,  s o i t  une co lo ra t ion  de 

Gram, on c ~ n s t a t e  facilement l a  présence des  Azotobacter, Les cel-  
l u l e s  sont spiiériques ou ova la i re s  (aspect de l e v u r e s ) ,  groupées 

en diplocoques ou en amas; l e  protoplasme e s t  granuleux, Les g r -  
mes sont  noyés dans un mucus à peine colorable .  

'flême 2u bout de 4.8 heures de développement seulement, on con- 

s t a t e  dans l e s  préparat ions colorées  l a  présence de p e t i t s  baton- 
n e t s ,  Ce sont Zn q4nSr1al des germes organotrophiques, c ' e s t  à d i r e  
accompag?-i.int l e s  Azotobacter , Les amibes sont  p a r f o i s  égrL emerk 

prdsentes.  
'jî!inoqadsky ----------<- reconnandait l ' emploi  du benzoate de soude comme ----------- 

substance énergétique,  Cette substance d o m  des colonies p lus  li- 
mitées ,  mais grovoque un noircissement précoce du milieu.  En out re  

nous savons par l a  l i t é r a t u r e  que ce r t a ines  souches d ' A z o t o b a c t e r  
ne s e  développent pas s u r  l e  benzoate de sodium. On p r a t i q u e r a i t  

donc par c e t t e  méthode e t  dès l ' i so lement  une cer ta ine  s é l e c t i o n  
dans l e s  Azotobac-Ler . fiTous avons maintef o i s  constaté  ce phénomène, 

Pochon ------ (64)  préconise l 'emploi  du pyruvate de soude comme ------ 
source énergéttque.  Seulement, il n ' e n  donne pas l a  raison, 

Nous savons que l e  mannitol e s t  une substance énergétique as- 
s imi lable  p a r  t o a s  l e s  Azotobacter - hab i t an t  normalement l e  s o l ,  
Pour c e t t e  r a i s o n  nous avons u t i l i s é  l e  mannitol pour l a  f ab r i ca -  
t i o z  de nos plaqiles e t  nous avons cons ta té  p lus ieurs  f o i s  qur  en 
e3ployan-t cet  a l coo l  nous trouvons toujours  p lus  d'Azotobacter - 
( e s t i n a t i o n  par l e  pourcentage de g r a i n s  entourés d'une masse mu- 
queuse) qu'en u t i l i s a n t  l e  Senzoate ou l e  pyruvate de soude. 

Après l ' i so lement  sur  plaques de s i l i c o - g e l ,  nous avons puri-  
fi6 l e s  Azotobacter à p a r t i r  de l a  masse muqueuse entourant l e s  



gra ins  de t e r r e .  Comme mil ieu de c u l t ~ ~ e  nous avons u t i l i s é  : 
Fhosphate dipotassique .1 g Su l fa te  f e r reux  0905 g 

S u l f a t e  de maqnésiurn 0 , 5  g Sul fa te  de manganèse ope5 g 
Chlorure de calcium 0,S g bilolybdate de sodium 0,005 g 

Sul fa te  de sodium 0 ,25  g Fdannitol 10 g 

Eau d i s t i l l é e  1000 m l  Gélose 1 5  g 

Le pH du mil ieu é t a i t  amené à 7,5  avant l a  s t é r i l i s a t i o n .  

Cet te  de rn iè re  s e  f a i s a i t  en f i o l e s  d'Erlenmeyer à 115' C pendant 

30 mlnutes. 
Vous enlevons un peu de l a  masse muqueuse qui  entoure l e s  

g ra ins  de t e r r e  e t  nods avons m i s  l e  prélèvement en suspension 
dans 10  m l  d 'eau du rob ine t  s t é r i l i s é e  e t  r e p a r t i e  en tubes à es- 
s a i s .  A p a r t i r  de c e t t e  p r  mière suspension nous avons ensui te  

de 
->rat~.qué des d i l u t i o n s  dans'/lv eau du robine t  s t é r i l e .  1 m l  de clla- 

que d i l u t i o n  f u t  ensu i t e  i n t r o d u i t  dans des  bo î t e s  de P é t r i ,  Ce t t e  
quan t i t é  B ta i t  mélangée avec l e  mil ieu n u t r i t i f  s t é r i l e ,  mentionné 

ci-dessus,  à une température de 40-45' C o  Après 48 à 72 heures l e s  

col onies  d'Azotobacter -- s e  présentent l a  surface du mi l i su  gGlosé, 
Les colonies  sont soumises à un examen microscopique, 

Les Azotobacter se  reconnaissent  fac i lement ,  en préparat ion aqueu- 
s e ,  par l e u r s  formes typiques rondes ou ovales  e t  par l e u r  ressem- 
blance avec l o s  levures ,  Ces colonies  sont égalament mises en sus- 

p e ~ s i o n ,  dans de l ' e a u  du robjne t  s t é r i l e .  Une deuxieme s é r i e  de 
d i l u t i o n  e s t  f a i t e  à p a r t i r  de ces colonies .  1 m l  de chaque d i l u -  

t i o n  e s t  à nouveau mélangé avec l e  mil ieu n u t r i t i f ,  mentionné c i -  
dessas ,  en b o î t e s  de P é t r i ,  

En opérant de c e t t e  fason il nous a é t é  poss ib le  d 'obteni r  des 
souches d'Azotobacter --, du s o l  absolument pures  e t  exemptes de t o u t  

au t re  microorganisme é t ranger ,  
Les souches i s o l é e s  ont é t é  repiquées s u r  l e  mil ieu n u t r i t i f  

5. base de mannitol en tubes  à e s s a i  tous  l e s  mois. Après un sé- 
J c w  de 4 8  heures dans une étuve â 28' C ,  l e s  souches sont gar- 
dées au f s i g i d a i r e  à 4 O  C. 

Avant de  passer à l a  desc r ip t ion  des souches i s o l é e s  dlAzoto- l 

b a c t e r ,  noue voulons donner i c i  l e s  méthodes d 'analyse ef fec tuées  1 



sur l e s  d i f f é r e n t e s  t e r r e s  desquel les  l e s  Azotobacter ont é t é  

i s o l é s .  

l0 Prélèvement des  échant i l lons  : ............................... 

Avec une .spatule  métall ique f l axbée ,  l a  t e r r e  fut prélevée à 

une profondeur e n t r e  5 e t  10  cm. Cette t e r r e  f u t  in t rodu i t e  dans 
des f lacons  s t é r i l e s  à l a r g e  goulot ,  Environ 10  prélèvements ont 

é t é  p r i s  par champ de 1 Ha Ru l a b o r a t o i ~ e  ces  échant i l lons  son t  

passées silr deux tamis à mai l l e s  de 5 mm e t  de 2 mm, De c e t t e  f a -  
Son l e s  ca i l ioux e t  l e s  gros  débr i s  orsaniques sont ra tenus ,  Après 
taaisnor. ,  l e s  échan t i l lons  sont qardés dans des sacs  en matière  
p las t ique ,  Les isolements ont é t é  effectués dans l e s  3 semaines 

suivantes;  

2 Déternination du taux d i  humidité : 
---------c------------------------- -- 

Dans une capsule t a r é e ,  on pèse exactement Ln poids de l ' o r d r e  

de 5 g d 'échan t i l lon ,  Après un séchage à l ' é t u v e  à 8C0 C jusqu'à 
poids corstant  on pèse à nouveau e t  on détermine a i n s i  l e  pourccn- 
tage d'humidité, 

3 O  Dosage de l ' a z o t e  t o t a l  : ------- ---------..--------- 

Dans un ba l lon  de Kjeldahl de 100 ,ml on i n t r o d u i t  2 g de t e r r e  
sècke, Ensuite une p e t i t e  c u i l l è r e  de ca ta lysa teur  comprenant : 

10 g de sélénium + 475 g de s u ~ f a t e  de soude + 7 ,5  g de s u l f a t e  de 
cuivre,  Après, on verse dans l e  bal lon 5 m l  d 'acide su l fur ique  
concentré (d  = 1,84). On chauffe à é b u l l i t i o n  sous h o t t e  jusqu'à 

obtent ion de 1~ t e i n t e  ver-ke pâ le ,  Ensuite on l a i s s e  r e f r o i d i r ,  
On ajoute  ensui te  15 m l  d seau  d i s t i l l è e  e t  on l a i s s e  à nouveau 
r e f r o i d i r .  On adapte l e  ba!lon à l ' a p p a r e i l  de d i s t i l ï u t i o n  de 
Parnas e t  on verse  25 m l  d'une so lu t ion  de soude d t  40 ?Ao Le 
d i s t i l l a t  e s t  r e c u e i l l i  dans environ 50 m l  d 'eau d i s t i l l é e ,  L 'azote  
e s t  titre avec de l ' a c i d e  su l fur ique  N/100 en présence de l ' i n d i -  
cateur  de Tashiro (0,125 g de rouge de méthyle + 0,0839 g de b leu  
de méthylène d issout  dans 100 m l  d ' a l c a o l  éthyrlique), Le r é s u l t a t  
e s t  exprimé en pourcentage d 'azote  de t e r r e  sèche. 



4 O  nosage du Carbone Organique, .............................. 

On ?&se exactement 2 grammes de t e r r e  sèche qu'on i n t r o d u i t  
dans un ba l lon  de 250 m l  de volume. On y a joute  10  m l  d'une solu- 

t i o n  de bichromate de potasse à 8 7; e t  20 m l  d ' ac ide  su l fur ique  
concentré (d = 1 , 8 4 ) ,  Le mélange e s t  chauffé sous r e f l u x  dans un 
ba in  d ' h u i l e  pendant 5 minutes à 190 - 2000C. Le l i q u i d e  e s t  en- 

s u i t e  tranvasc5 dans un ballon jaugé de 250 m l  e t  on a jou te  de 

I'esx d i s t i l l é e  jusqu'au t r a i t .  Ensui te  50 m l  de c e t t e  so lu t ion  
sont i n t r o d u i t s  dans un Erlenmeycr de 500 m l ,  On a jou te  15 m l  

d 'acide phosphorique à €35 75 e t  200 m l  d 'eau d i s t i l l é e  e t  1 m l  

d ' i n d i c a t e u r  (0,5 g de diphénylamine + i O C  m l  d 'acide su l fur ique  

concentré -t- 20 m l  d 'eau  d i s t i l l é e ) ,  La t i t r a t i o n  e s t  f a i t e  avec 
une soli l t ion de s e l  de Yohr N/S. Le vi rage  de t i t r a t i o n  passe du 
bleu au v e r t  , 
1 m l  de l a  s o l u t i o n  de s e l  de Wohc N/5 correspond à 0 , 6  m g  Ge 

carbone. Les r é s u l t s t s  sont exprimés en pourcentage de carbone 

orqanique . 
5' Détermination du pH, ----------------.---- -- 

On pèse environ 5 g d'un échan t i l lon  t a q i s é  de t e r r e  qu'on 
i n t r o d u i t  dans un r m r t i e r .  On y a joute  12 ,5  m l  d'eau d i s t i l l é e  
e t  on mesure l e  pH en secouant bien l e  mélange, Notre appare i l  
était un Radiomètre (dûnois) avec é l ec t rode  de ve r re ,  



II. DESCRIPTION DES AZOTOnACTER ISOUS DU SOL, ......................................... 
1. Azotobacter chroococcum VT-1. 

Cette souchv f u t  i s o l é e  d 'une t e r r e  de cu l tu re  aprhs une ré -  
c o l t e  de poromes de t e r r e .  L 'moine  é t a i t  l a  cu l tu re  précédente. 
Données de c e t t e  t e r r e  : pH = 5,2 

Humidité = 7.76 
Azote orga-îiqiie = 0,3 $0 
Carbone o t.*6,mique = 2,7 7; 

2 ,  Azotobacter chroococcum A-1 - 
Iso lé .  d'une t e r r e  après une cul Li;::é de froment. 

Données : pH = ? , O 5  

Humidité = 19 7; 

Azote organique = 0,s 76 

Carbone organique = 2 , l  ?$ 

3 Azotobacter - chro~coccurn A-2 

I s o l e  d'une t e r r e  après  une c u l t u r e  de se ig le .  Culture précé- 
dente pommes de t e r r e ,  Données : . 

PH = 7,2  
Humidité = 15 76 
Azote O-ganique = 0,3  72 
Carbone organique = 1 , 7  ?A 

4, Azotobacter chroococcum A-3 

I s o l é . d l u n e  terzie après  une c u l t u r e  de l i n ,  
Donn6es : pE = 7,5 

Hirrni d i  t 6 = 12 76 

Azote organiqve = 0 ,25  70 
Carbone organique = 1 , S  74 

Se Azotobacter chroococcum A-4 

I s o l é  d'une t e r r e  apres  une c u l t u r e  dlavoine.  Culture précé- 
dente : pmrnes de t e r r e .  Données :. 

PH = 7,l 
I3umidit é = 11 76 
Azote organique = 0,s  76 
Carbone organique = 1,35 % 



6 ,  Azotobacter chroococcum A-5 

I s o l é , d t u n e  t e r r e  de jardin : r o s i e r s ,  Bégonia, e tc .  
Données : pE = 6 , 8 5  

Humidité = 20 06 
Azote organique = 0,15 5 
Carbone organique = 1 ,O5 5; 

7. Azotobacter chroococcum A-6 
I s o l é  d'une t e r r e  abandonnée desu i s  des  années, Végétation 

de Festuca p m t e n s i s .  Données : 

PH = 7?85 
Humidité = -~'5,5 96 
Arote organique = 0,3 % 
Carbnna organique = 3,2 76 

8 ,  Azotobacter .~hroococcum 8-7 
Isol6.  d'un sous-bois. VQgétation de Poa pra tens is .  

Données : pH = 7 ,3  
Humidité = 9 .y$ 
Azote organique = 0,25 95 
Carbone organique = 3 ?6 

9. Azotobacter chroococcum A-8 

I so lé ,  d'une p r ~ . i r i e  permanente. 
Données : pH = 7 ? 9  

Humidité = 10,s 50 
Azote organique = 0,21 76 
Carbone organique = 1 , 6  % 

10. Azotobacter chroococcum A-9 
-= 

I s o l é  d'une te ï3re  de potager après  une. cult t ire de pois. 

Fumure orqaniques t r è s  abondante, Données : 

PH = 8,l 
Humidité = 12 ,7  76 
Azote organique = 0,30 % 
Carbone organique = 3 , l  75 



11. *4zotobacter chroococcun A-10  

I s o l é  d'une t e r r e  de grande c u l t u r e o  Culture de froment, 

C u l t u r e  précédentes : be t t e raves ,  pommes de t e r r e .  
Données : pH = 7,6  

Ilumidité = 16 ?L 
Azote organique = 0,l 75 
Ca~bone organique = 1 , 2  76 

Toutes l e s  souches i s o l é e s  appa .L, ~ n n e n t  1' espèce Azotobacter 

chroococcum (ca rac tè res  morphologiques e t  physiologiques) ô 

Les souches une f o i s  i s o l é e s ,  3 m - .  i tudi6es  morphologiquement 

sus l e s  milieux su ivants  : 
=- gélose à base de mannitol à 15 ':pi'', 24h de développement à 28O C o  - gélose A base de dextrose à 1% apr(-s  L4h de développement à 28O C e  

- solut ion  minérale avec 1% de mannitol après  42h " " à 2 8 0 C c  

- so lu t ion  minérale avec 1;: de saccharose " 42h " " à 28O C e  

- so lu t ion  minérale avec 175 d ' a l coo l  é thyl ique  " II " B 2 8 O C O  

- so lu t ion  minérale avec 0,2595 de benzoate de soude après 
72h de développement à 28' C. 

Les milieux l i q u i d e s  e t  gélosées contiennent tous  l e s  composants 
min6raux mentionnés page 22, 

Les ensemencements sont toujours  f a i t  à p a r t i r  d'une suspension 
de germes dans l ' e a u ,  c u l t i v é s  préalablement pendant 48 h o  s u r  gé- 

lose-mannitol à i5. Les milieux l i q u i  l e s  sont r é p a r t i s  en f i o l e s  
dfErlenmeyer à ra ison  de 25 m l  par  Erlenmeyer de  100 m l  de v o l m e ,  
Les milieux s o l i d e s  son t  r é p a r t i s  en tubes  à essais i nc l inés .  

Après une cul ture  de 18 à 24 heures,  des  germes sont prélevés 

dans l e s  colonies obtenue? su r  l e s  milieux gé losés  avec un f i l  de 

p l a t i n e  e t  m i s  en suspension dans une gout te  d'eau s t é r i l e  s u r  une 
lame de verre. La mobi l i té  des germes e s t  a i n s i  contr6lable.  En- 
s u i t e  l a  pr6paration e s t  séchée e t  f i x é e .  Une colora t ion  pendant 
3 minutes avec une s o l u t i o n  aqueuse de fuchsine basique à 1% est 

effec tuée  ensui te .  Dans ces  pr6parations colorées ,  l e s  dimensions 

de 50 germes sont mesurées. 
Pour l e s  germes c u l t i v é s  en milieu l i q u i d e ,  nous avons enlevé avec 

un fil en p l a t i n e  un p e t i t  morceau de v o i l e  à l a  sur face  du mil ieu,  



Les germes enlevés sont é tudiés  au point de vue de l e u r  mobil i té  

e t  leuz-s dimensions, 
Le t ab leau  1 nous donne un apersu s u r  l a  mobil i té  des  souches 

i s o l é e s ,  +++ s i g n i f i e  une t r è s  f o r t e  mobil i té  
++ s i g n i f i e  une bonne mobil i té  

+ s i g n i f i e  une f a i b l e  mobil i té  
O s i g n i f i e  pas de mobil i té  

Le t ab leau  II nous donne l e s  dimensions moyennes de 50 germes 

de chaque cul ture  en microns. 
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Ces observat ions su r  l a  mobil i té  des germes, résumées dans l e  

tableau 1, montrent t o u t  d 'abord que la mob2lité e s t  t r è s  va r i ab le  
suivant l e s  soi~ches,  Sur l e s  onze so~iches d é c r i t e s ,  une seule  sem- 
ble  i m o b i l e  su r  cinq milieux de cu l tu re  u t i l i s é s  l o r s  des e s s a i s .  

La plus g-ande mobil i té  des souches se  manifeste s u r  l ' a l c o o l  éthy- 
l ique ,  filous peneoris donc que l ' a l c o o l  é thyl ique e s t  une source 
Snerqlt ique idca le  pçur déce le r  l a  mobili t6 des  A ~ o t o b a c t e r  - ----.-- chroo- ---.- 

COCCU1-!!. 

Vous avons constat6 que loraque l e s  cu l tu res  dépasseut 24 heu- 
r e s  de croissance s u r  milieux gé losés ,  l a  mobi l i té  des  gemmes di-  
minue sensiblement. Des c u l t u r e s  t r è s  mobiles, corne 13 souche A--1 

p3r exenple, ont perdu presque totalement l e u r  mobi l i té  après  48 
l?eultes de Céveloppement , 

NOJS avons pu observer également que t r o i s  souches ne s e  d6ve- 

loppent uas da tou t  s u r  l e  benzoate de soude, bien que l a  concen- 
t r a t i o n  de c e t t e  substance ne dépasse pas 0,2S 

La mobi l i t é  des a u t r e s  souches, qu i  s e  développent s u r  l ' a c i d e  
benzoïque e s t  f a i b l e ,  Le benzoate  de soude n ' e s t  donc pas indiqué 
pour observer l a  mobil i té  des  Azot obûct e r  ch~ococcum.  

Nous pouvons conclure Cie ces observations que l e s  Azotobacter 
ci?roococcu.~~o&~6n~~a~~ll?_ --qobiles - à condit3 on que les cu l tu res  
ne - d6~ûs=;cnt  pas '30 heures  de croissance 28O C su r  des milieux gé- - .- -* -- - -- 
loshs,  -- 

Des colora t ionç  de c i l s  on+ é t é  f a i t e s  sur des germes t r è s  mo- 
b i l e s o c e s  colora t ions  sont p l u t ô t  décevantes. Cn e f f e t  on cons ta te  

que l e s  c e l l u l e s  sont entourées d e  substances muqueuses, qui  entra-  
vent l a  vue dce c i l s ,  
Le microscope optique ne permet pas de d é t e c t e r  d'une fason déf in i -  
t i v e  l ' implan ta t ion  des c i l s ,  Il e s t  impossible avec l e s  t e c h n i q w s  
de colora t ion  de c i l s ,  dont nous disposons ac tue l l eaen t ,  de conclure 

s i  l e s  implantat ions des  c i l s  chez l e s  Azotobac-ter chroococcum sqnt 
, .- 

p é r i t r i c h e s  ou non. A riotre a v i s ,  s e u l  l e  microscope électronique 

peut t rancher  c s t t e  qaest ion.  
L'examen des mesures, rassemblées dans l e  tableau II, nous ap- 

prend t o u t  d'abord que l e s  AzGobacter chroococcm.sont des c e l l u l e s  - 
en forme de b$tonnets ovales ,  Pour une mêmz souche, l e s  dimensions 



des d i f f é r e n t e s  souches, sur l e  même mil ieu n u t r i t i f ,  nous obte- 

nons l e s  c h i f f r e s  suTvants : 

Sur mannitol gelosé : 7,2  x 2,Op 
Sur mannit 01 l i q u i d e  : 3,15 x 2 , O p  
Sur dextrose gélosé : 7,O x 2 , O r  
Sur a lcool  é thyl ique  liq- ide : 7, , 3  x 2,15 )1 
Sur saccharose l i q u i d e  : 3 , O  x 2,0,u 
Sur benzoate de soude : 3,o x 1 , 9 5 p  

Ces mesures nous apprennent donc que l e s  dimensions moyennes - 
des Azotobacter chroococcum sont en général  : 3 , l  x 2 , O p .  

Ces dimensions s 'accordent  assez bien avec c e l l e s  proposses 
par  Yavagata ------ -- e t  I t ano  ( Y I ) ,  En e f f e t ,  ces au teurs  ont trouvé corne -------- ----- 

- -y - -  

dimensions moyennes : 3 , 4  x 2 , 7 p .  Par contre Jensen ------ e t  Petersen ------ --------- 
-----* .-- 

( 3 3 )  propose comme dimensions pour l e s  Azotobacter chroococcum - 
5 , 0  x 2 , 4 ~ .  Vu l a  v a r i a b i l i t é  qui  peut se produire en t re  l e s  
d i f f é r e n t e s  souches, il e s t  possible  que sous l ' i n f l u e n c e  de fac -  
t eurs  climatiques d i f f é r e n t s  l e s  r a c e s  peuvent présenter  des d i -  

mensions va r i ab les ,  
Après avoir Ptudié l e s  carac tères  morpnologiqi~ s des d i f féren-  

t e s  souches, nous avons recherché l e u r s  c a ~ a c t è r e s  physiologiques, 
Les milieux suivants  ont é t é  u t i l i s é s  : . 

1°-Gélose-mannitol à 1?L2 mentionné page 22,  en tubes à e s s a i s  in-  

c l inés .  
2?-TJutrient apar ( ~ i f c o ~ )  ou gélose n u t r i t i v e  en tubes  & e s s a i s  

inc l in6s .  
So-Nutrient ge la t ine  (Difco) ou g é l a t i n e  n u t r i t i v e  en tubes à 

e s s a i s ,  
4°-Nutrient broth (Difco) en tubes à e s s a i s  = boui l lon  n u t r i t i f ,  

?O-Litmus milk (Difco) ou l a i t  tournesolé  en tubes  à e s s a i s ,  
6O-Nitrate Agar (Difco) ou gélose n i t r a t é  en tubes  à e s s a i s  i n c l i n é s ,  

7Q-C%lose-midon à 176,mentionnée page 22 ,  en tubes  à e s s a i s  i n c l i n é s ,  
8O-Trypton broth ( D i f  C O )  ou bouillon-tryptone en tubes  à essa i s .  

go-ll i l ieu l iqu ide  à base d ' a l coo l  é thyl ique ,  mentionné page 22, 
en f i o l e s  dlErlenmeyer de 100 m l  de volume, 

~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ . ~ - - ~ ~ ~ - ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  
(x) Les milieux de c u l t u r e  Difco (USA) soid deshydratés. On d i s sou t  

l a  quan t i t é  indiquée dans de l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  on s t é r i l i s e ,  
Le pH du mil ieu correspond avec c e l u i  indiqué sur l e  f lacon.  



Sur l e  mi l ieu  gélose-mannitol, t o u t e s  l e s  souches s e  dévelop- 

pent de jà  visiblement après 24 heures à 28O C o  D'abord l a  sur face  

e s t  blanche, après  4 jours une colora t ion  .--- --- brunatre  s e  manifeste,  

Certaines  produisent ap-rès 8 jours de croissance xp-i-t eiido- 

que n o i r ,  La gélose n ' e s t  pas colorée,  La croissance e s t  -*.-..-.. 
luxur iante   pou^ t o u t e s  l e s  souches sur  l a  gélose-mannitol., 

Les c e l l - d e s  jeunes cul t iv6es  sur  ce mi l i ez  ne prennent en général  

pas 13 colora t ion  de Gram après  72 heures da d 6 v e l o p p e ~ e ~ ~ ,  Pour- 

t a n t  on peut t rouver  quelques c e l l u l e s  dans l e s  préparat ions q u i  

prennent bien l e  Gram.  

Sur l e  mil ieu l i q u i d e  à base Z1alcool ,6thyl ique tgu tes  l e s  

souches montrent après  10 jours une production abondante de kys tes ,  

Ces kystes  on-L des d i ~ e n s i o n s   inférieure^ à c e l l e s  des c e l l u l e s  

jeunesc 

Sur l e  '"nutrient agar" quelques p e t i t e s  colonie s sont à peine 

pe rcep t ib les  après  4 seniaines ?i 28O C o  

Un lége r  d6pôt e s t  form4 après  4 semûLnes dans l e s  tubes à es- 

s a i s  contensnt l e  "nc t r i en t  broth",  

Une légère  cro issance ,  B peine percept ib le  , s e  manif e s t e  après  

4 semaines sur  l a  "nu t r i en t  ge la t ine" .  Aucun s i g ~ e  de l i q u é f a c t i o n  

de l a  g é l a t i n e  ne s e  manifeste,  

Le toarnesol  ne s u b i t  pas de réduct ion dans l e  "l i tmus milk", 

Le l a i t  n ' e s t  pas coagulé après  4 semaines de développement, 

Sur l e  " n i t r n t e  agar" I l  n'y a  pas de réduct ion de n i t r a t e s ,  

Une -- t=ès  bonne croissance s e  rnûnifeste sur l a  gélose-amidon - -- 
à 13, Après 5 jours  une colora t ion  brungtre ,  passant vers  l e  n o i r ,  

s e  développe. 

Sur l e  " t rypton  breth" aucune croissance n y  e s t  notée après  15  

iours  de ci~1t~u"e.  La production d ' i n d o l ,  controlée avec l e  r é a c t i f  u 

Ce Xovacs , e s t  n6gative. 

Rûus pouvons donc conclure qze t o u t e e i ;  ].es souches i s o l é e s  s e  -- -YI---.-.-.--- 4 -  - 
c o ~ g o r t  ent auss i  b i è ~ ~  morphologiquement , que physiologiquement -.- *..--- - 9  

comne des AzoZobacter Beiserinck, 
7- --- ------ ---------- 



III. DZSCRIPYION DES AZOTOBACTER BEIJERINCKII ISOLES DU SOL. 
__________-______-_-----------------------------.---.---- ____-__________--__------------------------------------ 

Azo+obacter 13ei j e r i n c k i i  B-1, - - - 
I s o l é  d 'une t e r r e  de cu l tu re  aprbs une cu l tu re  de pommes 

t e r r e ,  

Données : PEI = 5,8 
iIumidit é = 7 > 5  75 

Azote orgûnLque - - C,15 76 

Carbone organique = 1,s ;; 
2 ,  Azotobacter B e i j e r i n c k i i  B-2, 

-. -- 
I so lé  d 'un  t e r r a i n  vague avec végétat ion éparse de Festu- 

ca sp ,  

Ijonnées : pH = 5,5 
Humidité = 11 7; 
Azote organique - 0,20 Y; 

C~rbone  organique = 1 , 5  ?.5 
3. AzotoSacta- Bei j e r i n c k i i  B-3, 

--.---il.-* ------.---.--- 

I s o l é  d r  une t e r r e  de rii.lture sablonneuse après  cu l ture  

de se ig le .  

Données : pH = 5 9 9  

Azote o~gan ique  = 0925 76 
Carbone organique = 1,35 % 

40 Azotobacter Be i j e r inck i i  B-4, 
I s o l é  d'une t e r r e  de jardin. . 

Données : p H  = 5,7  

Humidit S = 1 5  ,'6 
Azote organique = 0 4 2  5 

./ Carbone organique = 1,05 ,O 

5. Azotobacter Re i j e r inck i i  B-5. - -RI-- - 
I s o l é  d'une t e r r e  de c u l t u r e  après um cu l tu re  de se ig le .  

Données : pH = 5,8 
Hurnidit é = 13 76 
Azote organique = 1," 56 
Carbone organique = 0,25 G 



5 ,  Azotobacter 3 e i  jer i -ncki i  5-6, 
-..& --* -' 11-1------ --- 
I s o l é  d'une p r a i r i e  p e ~ m a n e n t e ~  

Uonnées : pE = 5,2 

Huaidit 6 = 17 J 
Azote orgznique = 0,19 7; 
Zzrbone organique = 1 , 4  73 

7, Azotobo~:ter S e i J e r i n c k i i  R-7,  -- me-". ----- 
I so lé  d'une t e r r e  er, f r i c h e ,  

Tlonnées : pH = S 9 4  
Humidité = 12 ;A 
Azote orgariique = 0,20 

Carbone organique = 1,l ;6 

8 . Azotobacter Bei<jer incki i  B-8. 

I s o l é  d 'un sol  de f o r ê t  découvert (coupe à blanc d'un peu- 

plement de p i n  s y l v e s t r e ) .  

Donndes : pz = 5 , 1  

Humidité = 15 7; 
Azote organique = 0,30 75 
Carbone orsanique = 2 ,O5 ?A 

9. Azotobacter i 3 ~ i ) e r i n c k i  i B-9 --- -_.W. ----_-. --III- 

I s o l é  d 'un  t a i l l i s  de ch6nrs e t  de  châtaignes.  

Données : pI-I = 5 9 4  
1-km5 d i  t é = 9,O 7; 
Azote organique = 0,20 ?$ 

Cerboiie orgznique = 2 , l  2 
10,  Azotobacter Se i  j e r i n c k i i  B-10, -- -__Lw-.- 

I s o l é  d'une p r a i r i e  n a t u r e l l e  non pâ turée ,  

Données : pH = 6 , 5  

Humidit 6 = 1 2 , s  54 
Azote organique = 0,16 7; 
Carbone organique = 1 ?8 75 



Les souches i s o l é e s  ont é t é  é tudiées  morphologiquement avec 
l e s  milieux de cu-lture e t  l e s  méthodes d é c r i t s  page 27,  comme pour 

l e s  Azotobacter ch~ococcum.  
Le tcbleau III nous renseigne s u r  l a  mobil i té  des souches 

i s o l é e s ,  Le t ab leau  I V  ~ é s u m e  l e s  dimensions moyennes de 50 ce l -  
l u l e s  de chaque c u l t u r e ,  exprimées en microns. 
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Les observztions su r  l a  mobil i té  de ces  germes nous ont appr i s  
que l e s  Azotobacter 3eiJerincki.i sont dépourvus de tou te  mobil i té .  ---.---"--- --------.---- - ----- P 

On d o i t  donc conclure q u ' i l s  ne possèdent pas de c i l s ,  
3emûrquons également que t o u t e s  l e s  souches s e  développent bien 

su r  tous  l e s  n i l i e u x  de c u l t u r e s  u t i l i s é s ,  y compris l e  benzoate 

de soude. 
Les mesures des c e l l u l e s ,  dorades dans l e  tab leau  I V ,  sont tel- 

l e s  de b5-tonne-ts a r rondis .  Les dimensions moj-~nnes sont deS J r 9 6  x 

P&,iX.-. 

Les Azotobacter ---- Beiderincki i  ----.- sont donc généralement plus  grands 
que l e s  A ,  chroococcurg précéderment d é c r i t s ,  

Les cnrac tères  ph~rsiologiques des Azotobacter Bei t jer incki i  ont 

étE é tud iés  s u r  l e s  milieux d é c r i t s  pa<ye 7 1 .  
Sur l a  "gélose-mannit 01" , t o u t e s  l e s  soliches sont observables 

aacroscopiquement après  24 heures de développement à 28O C .  Les co- 
l o n i e s  sont visqueuses e t  produisent après  4 jours  une colora t ion  
jaunât re ,  Certaines souches produisent un pigment endogène légère-  
ment brun9tre en v i e i l l i s s a n t .  Les c e l l u l e s  jeunes de 24 heures, 
prennent p m f a i s  l e  Gram, Les germes p lus  âgés de 72 heures ,  ne 
prennent jarnais l e  Gram, 

Sur l e  mil ieu l i q u i d e  d ' a l c o o l  é thyl ique ,  t o u t e s  l e s  souciles 
produisent en abondance des kys tes ,  après  10  jours  de cu l tu re ,  Com- 

me pour l e s  A, cliroococcu~, l e s  kystes  sont sensiblement p lus  pe- 
t i t s  qiie l e s  c e l l ~ i l e s  jeunes ( 2 , 0  x l,e/rLde moyenne). 

Aucune croisscnce ne se  manif e s t e  su r  l e  "nrztrient agar" n i  su r  

l e  "nu t r i en t  broth" après  15 Joilir's de développement à 2G0 C. 
La "nutr ieL?t  ge la t ine"  ne pernet pas de croissance de l a  p a r t  

de ces  ,?erraes, Aucune l i q u é f a c t i o n  e s t  percept ib le  après 15 jours .  

Le "li-tmus rnilk" r e s t e  inchmg6 e t  il n 'y  a pas de production 

d ' indole ,  
Aucune souche ne manifeste de croissallce silr l a  gélose amidon --- 

à 1 ;;* 

Nous pouvons donc conclure qce t o u t e s  l e  souches i s o l é e s  se  
qomportent morphologiquement e t  physioloqiguement comme des Azote- -- 
bac te r  S e i j e r i n c k i i  Lipmûn, ------ ------ 



I V .  CO"TCLTJC,IOTTS GBTiE-?liUS SUR IdS AZOT03ACLER CIXOOCO~CTJIII ET LES ............................................................ 
A7OTOEACTER 3 E I  TERI?!CKII , ........................ 

Yn exzminant l e s  carac tères  qorphologiques e t  physiologiques 

des souches i s o l S e s ,  nous pouvons conclure q u ' i l  e x i s t e  des d i f -  

QE~ences  remarquables en t re  l e ?  d e ~ x  espèces. Le tab leau  V r6sume 

l e s  cziractères d i s t i n c t i f s  principaux : 

I i 
3imensions ?es 
c e l l u l e s  1 3 , 1  x 2,Qj i . .  

fgobili té pos i t ive  

Fornation ue 
kystes  

1 
1 abondante 

Croissance su r  
amidon B 1 75 pos i t ive  

Crois çance sur  I 
henzoate de 

I 

soude à 0 , 2 5  5 inconstante  

Pigment a t  i o ~  i brun î t r e  
à 

4,6 x Z 7 4 +  
I 

nSgat i v e  

abondante 

négative 

toujours  
p08i t  ive  

jaune h 

I legèrement 

i n o i r  brunStre , 

i 
-v 



Pour l ' i so lement  des Azotobacter ------ de l ' e a u ,  nous nous sommes in- 

s p i r é s  des p resc r ip t ions  de BeiJerinck --- ------ ( 2 )  e t  de i:Jinopzaadsky: (52)*  ---------- ,--- 2 ----- ----------- 
Le ~ r e n i e r  savant prétendai t  avoir  obtenu de r i ches  cu l tu res  d'ilzo- 
tobac te r  aquatiques à l ' a i d e  d ' ~ 1 c o o l  é thyl ique à 2 --- 
;'rinoaradsQ ----c----- d é c r i t  l ' i so lement  des Azotobacter de l ' e a u  de l a  ma- ----------- - 
n i e r e  suivante : " S ' i l  s ' a g i t  d 'espèces aquatiques,  on a jou te  à un 
échan t i l lon  d 'eau prélevé dans un étang ou r i v i è r e ,  q u e l q u % ~ s  cent i -  

cubes de l a  solu.-tion de s e l s  pour plaques,  une pincée de c r a i e  e t  
O,? ?4 d 'a l coo l  absolu,  Le l iqu ide  s e  t rouble  b ientô t .  S ' i l  devient  

jaune ou jaune ve rdâ t re ,  on s s t  sû r  d ' y  t rouver  l ' i ln  ou l ' a u t r e  des 
m i c ~ o b e s  d S c r i t s  dans ce mémoire (Azotobacter)",  

De son côté Dgrx (55) prétend qu'on peut e f fec tue r  un isolement ---- 
s i l e c t i f  d'Azotobacter a g i l i s  e t  d'Azotobacter Vinelandii ,  Pour f a -  
c i l i t e r  l e  développement des A ,  a g i l i s  on a joute  à un é c b n t i l l o n  - 
d'eau 0,05 de p h o s ~ h a t e  . bipotassique,  1 7; de benzoate de soude e t  
1 TS d'éthanol.  Par  contre ,  pour f a c i l i t e r  l e  dive?oppement des A, - 
Vinelandii  i-1 s u f f i t  d ' a jou te r  à l ' é c h a n t i l l o n  d î e a u  0,05 ?A de phos- 
phate bipotassique,  1 B de benzoate de soude e t  0 , 5  3 de mannitol. 
Dans l e s  deux modes opéra to i res ,  l e  benzoate de soude f a i t  f o ~ ~ c t i o n  

de substance i n h i b i t r i c e ,  t and i s  que l f d t h a n o l  e t  l e  mannitol four-  

n i s sen t  1' énergie.  
?Sous n'avons pas voulu appl iquer ,  dès l ' i so lement ,  des  milieux 

de cu l tu re  s é l e c t i f s  e t  nous pensons d ' avo i r  b i m f a i t ,  Les e s s a i s  

sur  l a  n u t r i t i o n  carbonée des Azotobacter aquutiques, d é c r i t s  plus 
l o i n ,  confirmeront notre  point de vue. 

La technique d'isolement que nous avons s u i v i  pour l e s  Azoto- 
bac te r  de l ' e a u  f u t  l a .  suivante : 
Les échai i t i l lons d 'eau,  environ 200 m l ,  sont addittonnées de 0 ,05  
de phosphate bipotassique e t  de 1 5 d ' a l c o o l  othylique absolu. 
Ensuite ces 200 m l  sor,t r é p a r t i s  par quan t i t é  de 50 m l  dans des  f i -  

o l e s  dlErlenmeyer de 250 m l  de volume, Bouchées avec de l ' o u a t e ,  
l e s  f i o l e s  dfErlenmeyer sont ensui te  placées à 2 8 O  C. Après 4 jours ,  
nous pouvons cons ta te r  que l e s  milieux se  sont t roublés  e t  qu'un 
v o i l e  apparaî t  à l a  surface.  



Une co lo ra t io r  jaune ou vesdU-tpe se  produit dans l e s  milieux, 
Avec une anse en p l a t i n e  nous pr6levons un xorceau de ce v o i l e  

que nous mettons en suspension dans de l ' e a u  du robine t  s t é r i l i s S e ,  
en tubes,  Des d ~ l u t i o n s  c ro i s san tes  sont pra t iquées  à p a r t i r  de 
c e t t e  preraière s ~ s p e n s i o n ,  De chaque d i l u t i o n  1 m l  e s t  t m s v a s é  
dans des b o ï t e s  de P é t r i ,  Le rnilieu n u t r i t i f ,  mentionné page 2 2 ,  

n a i s  dans l eque l  l e  n a n n i t d  e s t  remplacé par  l e  dext rose ,  e s t  mé-* 
lange avec les germes d i lués .  

Après 48 heures,  p a r f o i s  p lus ,  des colonies  s e  sont ddueloppées. 
Certaines  colonies sont pourvues d 'un pigment v e r t ,  d '  autl-es d'un 
pigment jaune ou r o s a t r e ,  d ' au t res  encore sont incolores .  Les pig- 
ments produi t s  d i f fusen t  dans l e  mil ieu de cu l tu re ,  

Tous avons, de c e t t e  facon i s o l é  des Azotobacter aquatiques 
des eaux de l a  Lys, de l 'Escaut  e t  de d i f f é r e n t s  canaux, Nous avons 
étqalement p r ~ i i q u é  des  isolements à p a r t i r  d ' a u t r e s  eaux s o u i l l é e s ,  

par exemple d'eaux d 'é tangs,  

VI, DESCRIPTIOTS DE J IiZ3TOBhCTER VI?CZLl"i2\TDII 2xQUATIQUES. -------.--- -- ........................................ 

Les.souches A ,  Vinelandi i  i s o l é e s  des eaux, f u r e n t  mises en - --.---- 
cul-ture, par  repiquage, s u r  l e  mil ieu mentionn6 page 2 2 ,  avec l e  
dextrose comme uoilrce énergét ique,  e t  s t é r i l i s é  en tubes,  Après 

24 à 48 heures de c u l t u r e  à 2 8 O  C ,  l e s  éléments composant t o u t e s  

l e s  souches i s o l e e s  manifestaient  une mobil i té  v ive ,  p a r f o i s  sur- 

prenant e ,  
Tous l e s  A ,  7 i n e l a n d i i  i s o l é s ,  sont des batonnets.  Le tableau 

s ~ l i v a n t  nous donne l e u r s  dimensions en microns. 

! Azotc,bacter Vinelandii  l L!iesures en microns s u r  
"gélose-dextrose". i 



Les dimensions moyennes sont donc sur  "gélose-dextrose" : 3 4 x1 ,5 j .~~  -- - -- P U - . .  ---------,--..--.--O- __.U__9*---.- 
d 

Les carac tères  physiologiques des A ,  Vinelandii  f u r e n t  é t u d i é s  
sur l e s  miljeux u t i l i s é s  pour l e s  A ,  chroococcum, mentionné page --- 
31, Sur l e  milieu "gélose-mannitol" t o u t e s  l e s  souches se dévelop- 
pent dé j$ t r è s  dis t inctement  après 24 heures de séjour  dans une 
6tuve 21 38O C .  La sur face  de l a  masse microbienne e s t  généralement 
blanche, L a  gélose rbes te  incolore ,  Après 8 jours  de croissance une 
t e i n t e  jaunatre  à brunât re  se  1-aisse apercevoir.  

Les c e l l u l e s  ne prennent jamais l e  Gram, auss i  bien l e s  ce l lu-  
l e s  jeunes, que l e s  ce1-lules plus  âgées, 

Sur l e  milieu l i q u i d e  à base d ' a l coo l  é thyl ique  t o u t e s  l e s  
souches produisent des  ce l l i l les  enkystées en abondance, après vne 
d iza ine  d t  jours, Le mil ieu s e  colore en ormD Sur l a  "nu t r i en t  
agar" aucune croissance n ' e s t  percept ib le  aprSs un mois, 

Aucune c r o i s s ~ n c e  non p lus  e s t  v i s i b l e  dans l e  "nut r ien t  
broth" après  4 semaines de sé jour  dans l ' é t u v e  à 28' C. 

La "nu t r i en t  g e l a t i n e "  n ' e s t  pas l i q u é f i é e  e ;  aucune croissan-  
ce ne se manlLrst,e à L a  température du l a b o r a t o i r e  après  4 semainese 

Le "li tL~iusmilk" ne f e r n ~ n t  e paso 
Les n i t r a t e s  ne sont pas r é d u i t s  en n i t r i t e s o  
Une bonne croissance s e  manifeste s u r  l a  "gélose-amidon", sans  

formation de pigments, 
La production d ' indo lc  e s t  négative sur l e  "trypton broth",  
Mous avons a j ~ u t é  l e  t e s t  de croissance s u r  gélose-benzoate dz 

soude à 1 ;;, Nous avons cons ta té  que s u r  ce mil ieu l e s  souches 

i s o l 4 e s  s e  d é v e l o p p ~ n t  t r è s  bien.  Ru début,  après  24. heures,  l e  
' 

mil ieu  e s t  coloré d'un pigment verd$tre ,  f luorescen t ,  qui  change 
rapidement au b, y ' ~ n  

De ces cons ta ta t ions ,  nous poilvons conclure que t o u t e s  l e s  
P -- 

scuckes ~ s o l - é e s  se  comportent morpho1 ogi quement e t  physiologique- - 
meLit corne des  Azotobacter Vinelandii  TJi~man, -- - -- ---- -- 

V I 1  , DZSCRIPTION DES AZOTOBACTER AGILIS A'JUL?TIQUES, ------------------------.----------------------- 

Comroe l e s  souches A e  TJInelandii ,  l e s  A ,  agi l is  f u r e n t  c u l t i v é s  
par  repiquage sur  l a  "gélose-de::trose? Les c e l l u l e s  de tou tes  l e s  



souches manifestent une t ~ è s  grande a o b i l i t é  aprés  une période de 

développement de 24-25 heures, 
Des colora t ions  de c i l s  ne nous ont pas permis de cons ta ter  

une Implantation p é r i t r i c h e ,  Les substances muqueuses entourantes  
ne p e r ~ e t t e n t  pas de p r é c i s e r ,  à l ' a i d e  du microscope optique,  

1 ' implantat ion exacte des c i l s .  

Les c e l l u l e s  sont o n ? . e s  ou cocciques.  Le tab leau  suivant ré-  

sume l e s  mesures observées s u r  La "gélose-dexLrose" après  un sé- 
jour de 48 heures dans l ' é t u v e  à 28' S, 

-------- - - - 
Azotobacter n g i l i s  1 iileeura~ en nicronv s u r  f 'gé lose-d~xt rose"  

r' 

L o s .  dimensions moyennes sont donc sl1r l a  "gélose-dextrose" : -- 
T 9 3  JE 279,440 

Les ca rac tè res  phj~si010,iz~ques des A ,  s g i l i s  :furent examinés --" - 
SIE l e s  n i l i e u x  u t i l i s é s  pour l e s  -11. chroococcurn, mentionnés 
Dage 31. 

Sur l e  mil ieu "g6lose-mannitol" aucune des souches s e  dévclop- 
pe après  un séjo7un de 4 semaines dans l ' é t u v e  à 28' C o  Le mannitol ---- 
e s t  donc une - soiIrce c7,'énergie non-ut i l i sable  pour l e s  Azotobacter - 

Sur l e  mil ieu "gélose-dzxtrose" une croisse-nce l iwur ian te  se 
manifeste,  La cu l tu re  e s t  blanche, l u i s a n t e  e t  grasse,  Aucune 
f or~zrkion de pfgnents n t  e s t  observable. La gélose E' e s t  pas colo-. 
rée .  Les c e l l u l e s  ne prennent pas  1 c  Gram.  

Sur l e  mi l ieu  l i q u i d e  zvec l ' a l c o o l  é thyl ique,  aucune formation - 



de kyste? ne 3e manifeste ,  rusme après  4 s e m a i ~ e s .  Les c e l l u l e s  
-I_ ---,--_II_- _.-Y - 
ovales ,  presque rondes s ' é l a r g i s s e n t ,  On ob t i en t  des c e l l u l e s  gé- 
an tes ,  Le a i l i e u  devient  légèrement jaunâtre ,  

Sur l e  "nu t r i en t  agar" aucune croiss~:,nce n ' e s t  pe rcep t ib le  

après  un &jour  de 4 semaines dans l ' é t u v e  à 28" C. 
Un léger  dépôt e s t  v i s i b l e  $an? l e  "nu t r i en t  broth" aprks 4 

semairies, 
La "nu t r i en t  g e l a t i n e "  n ' e s t  pas l iqué f iSe  e t  aucune croissan- 

ce ne peut ê t r e  observée à l a  température du l abora to i re  après  un 
mois, 

Le " l i tm~s-mi lk"  r e s t e  inchangé, 
Aucune rSduclion des n i t r a t e s  en n i t r i t e s  n' e s t  décelable .  
SU_- laifgélose-amidcn" une l égè re  croissance se manifeste, 
Lü production d ' indo le  e s t  n u l l e  s u r  l a  "trypton broth",  
Sur l a  "~yélose-benzoate" à 1 % aucune croissance ne s e  pro- 

d u i t ,  
Les - expériences d é c r i t e s ,  nous permettent de conclurn que 

t o u t e s  12s souches i s o l é e s  se  ccmportent morphologiquement e t  --.--- ---- 
physi.ologiquement comw Azotobacter a g i l i s  Bei jer inck,  ------- ---- ----- -.--- 



VIII. _______I___-_-___-_-----------------.~----.-------.-- COI\ICLULIOMS GEYFiIEPALZS S'uR LES A80TO.DnCTi:Z VINELANDII --.--- ET 

LES AZOTO3ACTE3 AGILIS 
-------.--a- ---.-------- 2 

pos i t ive  

3 ,7  x 2,8/w 

pos i t ive  

En examinant l e s  ca rac tè res  morphologiques e t  physiologi- 
ques des souches i s o l é e s ,  nous pouvons conclure q u ' i l  ex i s t f  dez 
d i f férences  remarquebles en t re  l e s  deux esp6ces. Le tab leau  sui-  
vant résume l e s  c=act Gres à i n t  i n c t i f  s principaux : 

-- 
AZOTOBACTER 
V1NE;'LATCU'DII 

T o r m ~ t i o n  de 

Croissance sua 
mannit o l  1 74 

Croissance sur  
benzoate de 
soude 8 1 ?2 

v e r t  à brun 

absence 

négat ive 

négat ive 

légèrement 
jaun8tre. 



C H A P I T R E  II 

ETUDE DE 1 PïNFLUENClr;: DES 1L'LJNEFtArjX SUF LA FIXATION 
- -------------------------------------- --- ---- ----- -.------------------------------------------------ 

DE L'AZOTE PAR LES AZOTOBACTER 
^ -._-.-.-_-- i---- _----- - -------- --._._._-Lr-___---_-_-_-------.----- 

En exzminant 1.a b ib l iographie  r e l z t i v e  aux mklieux de c-alture 

employée p2r l e s  d i f f é r e n t s  chercheurs pour l a  croissance des 

Azot3bzcter nous consta tons  que ces  milieux employés d i f f è r e n t  - -  ? 

beaucoup dans leur composition minérale,  
Ains i  ?*!inogradsky (62) e t  p lus  t a r d  Pochon (64) ,  u t i l i s e n t  ----------- ----------- ------ ------ 

surtou%, a u s s i  blen pour l ' i so lement  que pour des  é tudes  de 

croissaqce,  l a  s o l u t i o n  s a l i n e ,  mise ay p o i n t  pa r  l e  premier. 

Cette s o l u t i o n  e s t  composee comme s u i t :  

Phosphatz monopotassique -1 t3 S u l f a t e  de manganèse 0 ,01  g 
S u l f a t e  de rnagn6siurn 0,s t3 S u l f a t e  f e r r i q u e  O@ g 

Chlorure de sodium 095 g Eau du r o b i n e t  200 nl 
Pour l t isolernen.t  des  Azot~obacter, -- i ls  a jou ten t  du carbonate de calcium 

L'école  eméricaine u t i l i s e  surLout, s o i t  l e  mil i e u  de Ashby (65), ----- 
s o i t  c e l u i  de .- Burk --- (65) Ces milieux sont  cons t i tués  comme sui: : ---- 

Milieu de Ashby -*..-------- ---- Mil ieu  de Burk --- - ------------ -. -- - - -- 

MgSoho 7 H20 0,2 g KH2P04 O,2 €5 

CaSO4, 2 H2P O$ C> Casoh.. 2 H20 0 4  i3 

Cc?C03 5 ,o  g Mo, Fe (4 1 m l  

E a u  d i s t i l l é e  1000 m l  E a u  d i s t i l l é e  1000 m l  

Par cont re  Allen ( 6 6 )  p r e s c r i t  l ' emploi  du mi l ieu  s u i v a n t :  ----- ----- 
K2HP04 i)?5 g MnS04. 4 H20 t r a c e  

%SOI, 0 ? 2  C> FeC13. 6 H20 t r a c e  

NaCl 0,2 i3 Eau d i s t i l l é e  1000 ml .................................................................. 
( X I  1 m l  d'une s o l u t i o n  qui con t i en t  1 mg Ire e t  0 , l  mg No. 



Jensen ----.-- (19) f a i t  appel à une a u t r e  forriiule, mais dahs tous  s e s  -_ - --- 
travaux SUY' l e s  Azotobacter on re t rouve  l a  même composition au p o i n t  

de vue des  éléments, Cet te  composition e s t  l a  su ivan te :  

K21iP04 1 g FeS04. 2 H20 %os g 

MgsO4. 7 1420 0 , s  ?kS04. Hz0 0 4 5  g 

CaC12 075 g Na2r"i~O4. 2 H20 0,005 g 

Na2S04. 10  R20 0,25 g Eau d i s t i l l e e  1000 ml 

Nous pouvons donc c o n s t a t e r  qu' i l .  y a une assez  n e t t e  LIfférence 

dans l a  composit5.on des mil ieux de c u l t u r e  u t i l i s é s  p a i  l e s  chercheurc, 

c c g ~  ( l k 9 )  a trouve que l e s  Azotobacter c ~ n t i e n n e n t  e n t r e  4 e t  ----- p..-- 

8 $ de cendres. Nous savons que l e s  minéraux jouent un r ô l e  t r è s  

important e t  p s r f o i s  t r è s  spéc i f ique  dans 13 physiologie  de l a  

c e l l u l e  microbienne, 11 e s t  donc évident  q u ' i l  f a u t  a t t a c h e r  une 

gra~ide  inpor tacce  à l a  n u t r i t i o n  inorganique des  Azotobac-ber. 

La v i t e s s e  x.api.de de n u l t i p l i c a t i o n  de ces germes e t  l e u r  in tense  

capaci té  r e s p i r a t o i r e  exigent  une c o n ~ a i s s a n c e  a p p ~ o f o n d i e  de l e u r  

n é c e s s i t é s  en éléments inorganiques.  

Dans l a  mcl4cule des enzymes cont rô lant  l e s  mécanismes r e s p i r a -  

t o i r e s  e n t r e n t  d e s  minéraux, Le f e r  f a i t  p a r t i e  i n t 5 g r a l e  des 

cytochromes e t  cytochromes-oxydases dans l a  c e l l u l e  microbienne. 

Le magnwium e s t  un élément st imulateur '  pour l a  r e s p i r a t i o n  ce l lu -  

l a i r e .  Le phcsphore e s t  l a  c l e f  de voûte de l a  s t r u c t u r e ,  a u s s i  

bien pour l e s  a c i d e s  ribo-nuclkiques du cytoplasme, que pour l e s  

ac ides  desoxy-ribonucléiques q u i  cons t i tuen t  l a  p a r t i e  e s s e n t i e l l e  

des substances nucléaj  r e s ,  

Tl nous sernb1.e donc d'un i n t é r ê t  fondamental, avant  d'entamer 

des é tudes  physiologiques compliquées, d ' é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  d i rec-  

t e  des  pr incipaux minéraux s u r  l a  c ro issance  des Azotobacter. 

O r ,  l a  c ro issance  des Azotobacter e s t  faci lement  cont rô lable .  

El; absence d f a z o t e  atmosphérique, dans un mi l ieu  exempi; d 'azote  

combiné, aucune m u l t i p l i c a t i o n  n ' e s t  poss ib le  pour c e s  germes. 

3 ~ n s  ur, mi l ieu  n u t r i t i f  aérobie ,  OC l e s  Azotobacter s e  son t  multi-  

p l i é s ,  l ' a z o t e  f i x é  e s t  en r e l a t i o n  d i r e c t e  avec l e u r  v i t e s s e  de 

croissance.  Le  dos2.ge de l ' a z o t e  dans l e s  mil ieux n u t r i t i f s  exempts 



d 'azote  c o ~ b i n i  eilsemencés avec des  Azotobacte,r, e s t  en r e l a t i o n  - 
d i r e c t e  avec l e u r  croissance.  

Nous somrtlcs donc préoccup6 en premier l i e u  dans ce chap i t r e ,  

d ' é t u d i e r  l ' i n f l u e n c e  qufexcercerk  c e r t a i n s  c a t i o n s  s u r  l a  f ixa -  
t i o n  de l'azote, donc s u r  l a  croissance aes  Azo-bobacter. 
Nous avons exan,iné p lus  spécialement,  l e  r ô l e  du phosphore, du 
calcium, du f e r ,  du magnésium e t  du manganèse, dans des condi t ions 
bien d6terminées, sur  l a  f i x d t i o n  de l ' a z o t e  par  l e s  Azotohacter. 



IXFLVLTJCL DU I(rAT\TAGIUESE ET DU LAG:ESIlr",L SUR LA F I X h T I O G  DE 
__-__-_______--___------------------------------------------ __-_-_-__-___---__-------_------------------------------- 

ZJoubreux son t  l e s  a - ~ t e u r s  q u i  s e  s o n t  eYforcGs c?e p r é c i s e r  

l e  r ô l e  des d i l f s r e n t s  cations, tel yde i e  f e r ,  l e  c a l c i u n ,  l e  

r,,a.giSsltnlr, l e  c a b u l t ,  l e  cu iv re ,  l e  ~ io lybdèns ,  c l ans  l a  f i x a t i o n  

de l ' a z o t e  par l e s  Azotobacter.  --- -- 
L 6 tude b ib l iograph ique  de Je-sen (8 )  rassenîble tous  c e s  ------ 

t rav  aux. 
-. 

ce q u i  concerne plus sp6cialeii~en-t; l e  r ô l e  du mmg;uuièse, 

Les ohoervat ions son t  assez  c o n t r a d i c t o i r e s .  ITilson Ain e t  ------) --- -- ---- --- 
B ~ r s t r E n  ( 6 7 )  ont  okservé,  fieils des ex ré r i ences  de longue durée -------- - - y - - - - - 
(46 à 150 j o u r s ) ,  que le magnÉsiusi l ~ ~ u . t  Ct re  reaplac6 p a r  l e  

~ a n g a r è s v  dalîs l a  c ro i s sance  d 'Azotobacter  ckroococcun. Dans 
7 - 

une étude s u r  ;a ù6carJoxylase de l ' a c é t a t e  oxal ique ,  p r Q s e n t  

dans l ' kLzo tobac te r  ---_ Vine?an6.iij P h u t  e t  Lar6y (68)  ~ e n t i o n n e n t  ----- ----%- 
---A- 

que ce fenqent  e s t  acti-;é beaucoup p l u s  s a r  l e  nmgarièse, l e  

ccSa1t e t  l e  z i n c  que n a r  les i ons  de magnésiun. De l e u r  c ? t é ,  

Stone e t  Vi_il.gL (69)  n o t e n t  Que l e  iuangaaèse peut remplacer l e  --.-..-- ----- --W....--...- 

magnésium r'iarfi l 'oxgdation du fwriar-ite e t  du 1 -na la te  p a r  des  

e x + r a i t s  dtAzotobac-t;er V i n v l m d i i .  2 a r  c o n t r e ,  Jensen (19)  --- - ------ 
coilste'ie Que l e  nmganèse  fie peut pas r e n s l a c e r  l e  fiLagn6siu;;; dans 

l a  f i x a t i o n  de -L'azote p a r  Azotobacter chroococcm, nêxe & une - 
concent ra t ion  de 40 ppm de s u l f a t e  de nangazèse. 

Nous avons étrxdié, d m s  des corldit ions bien dé ten l iEées ,  

l1 iaf lue : ;ce  du ~:ang,=trr i&~e j u r  lc f . ixa t ion  de  l ' a z o t e  ,zr d i f f é -  
rei2tes espèces d f d z o t o b a c t e r ,  

Nous avons u t i l i s é  dans ces  recherches l e s  e s ~ e c e s  su ivan tes :  

Azotobacter  chroococcum ----- 
Azotobacter  E e i j  - e r i n c k i i  

Azotobacter  V i n e l a i d i i  -- - - 
Azotobacter  a g i l i s  



Les souches d i f f é r e n t e s  ont  é t é  conservées par  repiquage s u r  

l e  mil ieu su ivan t :  

K2HPCL, 1 t3 MnS04. HqO lu O,O5 g 

YgSO 7H20 4" 095 g NaZMoO & *  2 M20 0,005 g 

CaC12 0 ~ 5  flÇ Mannitol Io#  g 

Na2S04. 10  H20 0,25 g Gélose 16 ,o  g  

FeS04. 7 H20 0,05 g Eau d i s t i l l é e  1000 m l  

Le pH du mi l ieu  é t a i t  amené à 7,5. Pour l e s  souches dTA, 

a g i l i s  l e  mannitol f u t  remplace p a r  l e  dextrose,  puisque ces  
--I_ 

germes ne s e  développent pas s u r  l e  mannitol. 

Avant de  c o ~ ~ ï ~ e n c e r  l e s  e s s a i s ,  t o u t e  la v e r r e r i e  employée f u t  

net toyee d 'abord à l ' a c i d e  chromique, ensu i t e  à l ' a c i d e  n i t r i q u e  

bou i l l an t .  Après lavage à l ' e a u  b i d i s t i l l é e ,  l a  v e r r e r i e  é t a i t  

séchée e t  ccnservée à l ' a b r i  de l a  poussière ,  

Des s o l u t i o n s  ont é t é  préparées  à p a r t i r  de p rodu i t s  pro  

analyse Merck ou Analal, Les s o i u t i ~ n s  su ivantes  p-&parées dansde  

l ' e a u  b i d i s t i l l é e  ont é t é  employées x 
XaH2P04. 2 H20 1 % Na2S04 .10 H20 0,25 $ 

%504e 7 H20 0,s % FeS04 '7 H20 0,05 % 
CaC12 0 ,5  % Na,MoOk.2 H20 0,005 % 
?CC1 0 4  % Nannitol  ou dextrose 10 % 

Ces s o l u t i o n s  o n t  et6 t r a i t é e s  par  l e  charbon a c t i f .  A u  moment 

de 18 prépara t ion  du mi l i eu  n u t r i t i f ,  lqs s o l u t i o n s  s o n t  d i l u i e s  

d i x  f o i s  e t  mélangées. Ce mil ieu c o n s t i t u e  l e  mil-ieu l i q u i d e ,  

Des q u a n t i l é s  c r o i s s a n t e s  d'une s o l u t i o n  de MnS04. H20 son t  en- 

s u i t e  a joutées ,  de t e l l e  façon que f inalement  nous disposons de 

milieux de  c u l t u r e  contenznt respectivement: 0, 0,8, 1 , 6 ,  2,4, 

3 ,2 ,  4,8, 6,4, 9,6, 2  24 e t  48 j ig de par  ml .  
ces  

50 -Ki. da%i l i eux  de c u l t u r e  sont  i n t r o d u i t s  cians des  f i o l e s  

dTErlsnmeyer de 250 ml de  volume e t  s t é r i l i s é s  à 115O C pendant 

20 minutes. Le pH des mil ieux avant  s t é r i l i s a t i o n  f u t  amené à 7,5. 



TABLEAU 1, 
========== 

-- . '  

mg dtiizote fixés p a r  g de 1,iannitol 

SOUCHE Mn enpg/ml 

1 I 
,--- -+LI- 

A ,  chroococcum A-1  

A. chroococcur~ A-2 - -- 
A ,  chroococcl~m A-4 --- 
A, Beaer incki i  B-1 - --- 8 8 
A. Bel23rinckii B-2 

A ,  BeUerinckli B-3 1-6 1 1 5 , 5 1 1 6  
l 

A. Bejjerinckii  R-4 - -- 14 ; 1 4 7 5 i l l +  i 
A. Vinel a n d i i  C-l 18 1 18 

A. Vine lzndi i  C-2 
--W.- 1 3  

! 
1 3  ! 1 3  

! 
A, Vinelandi i  C-3 l 2 , 5  1 2  f 1 2  

A. Vine landi i  C-4 
1 

- 15 ,5  15,5 15 ,5  16 16 16 

6,4 9 , 6  1 8  16 / 24 1 48 

A. chroococcum A - 1  1 1 , 5  12  12  

A, chroococcum A-2 - 
A. chroococcum A-4 - 
A.  BeiJerinckii B-1 775 / 7,5 
A, Beï2eri~.cki i  B-2 

A. Beijerinckii  3-3 

A. Vinelandi i  C - 1  18 

A, Vinelandi i  C,-2 1 2  

A. Vine landi i  C-3 - 
A. Vinelandi i  C-li. 16  

1 - - - - - . . . -  i 
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2 ,  I N F L U E N C E  DU IGANGANESE S U R  LA F I X A T I O N  TOTALE DE 
---------------------------------------------------- 

L 'AZOTE PAR I.ES AZOTODACTER 

Nous avons préparé l~ inocu lu rn  de l a  façon su ivante .  Chaque 

souche dTAzotobacter é t a i t  ensemencé dans l e  mil ieu l iqu ide .  L T  
analyse sprectrographique ( + )  i n d i q u a i t  que l e  manganèse  étai^ 
totalement absent dans l e  mil ieu ain5.i cons t i tué .  Après une in -  

cubation de 48 heures à 280 C, dans un a p p a r e i l  à secousses thermo- 

s t a t7s6 ,  l a  c u l t u r e  obtenue s e r v a i t  d'inoculum pour un deuxième 

Erlenmeyer, Cet t s  opé ra t ion  é t a i t  répé tée  t r o i s  f o i s ,  Ltinoculum 

f i n a l  a i n s i  prépzré é t z i t  dépourvu de tou te  t r a c e  de manganèse. 

L'analyse spectrographique ne pouvait  déce le r  aucune t r a c e  de man- 

ganèse d m s  c e t t e  c u l t u r e ,  Cinq gou t t e s  de c e t  inoculum é t a i e n t  

a l o r s  i n t r o d u i t e s  dans l e s  f i o l e s  d'Erienmeyer r e m p l i e d e  50 m l  de 

mil ieu n u t r i t i f  l i q u i d e  contenant l e s  d i f f é r e n t e s  concentration; de 

,nanganèse, Apri3s 48 heures de c u l t u r e ,  dans l ' a p p a r e i l  à secoasses  

thermosta t i sé  à 2g0 C ,  l a  c ro issance  des c u l t u r e s  é t a i t  mesurée par 

l e  dosage de  liazo-:e t o t a l e  su ivant  l a  méthode micro-Kjeldahl de  

Parnasse. 

Le Tableau 1 nous montre l e s  r é s u l t a t s  obtenus, Ltaz0t.e trouvé 

e s t  exprime en mg paf  gramme de mannitol ou de dext rose ,  

11 r e s s o r t  de c e s  r é s u l t a t s  que dans ces  milieux où tous l e s  

ni iné~aux comme l e  calcium, l e  magnésium, l e  f e r  e t  l e  molybdène 

s o n t  p résen t s  en q u a n t i t é s  s u f f i s s n t e s ,  l e  manganèse ne joue aucun 

r ô l e  s t imula teur  dans l a  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  par  l e s  d i f f é r e n t e s  

espèces dTAzotobacter ,  Aucune des espèces soumises à l ' e s s a i  n T a  

besoin de l a  présence du manganèse pour a t t e i n d r e  une cro issance  

optimale,  

3 ,  INFLUENCE DU bffiWGANESE SUR LA V I T E S S E  DE CROISSANCE 
--------.,------------------------------------------- 

D E S  AZOTOBACTER 
W.--------------- 

D ~ n s  l e  but de nous rendre  compte de l f i n f l u e n c e  du manganèse 

s u r  l a  v i t e s s e  de c ro issance&sAzotohac te r ,  nous avons s u i v i  l a  

(+ )  Nous tenons à remerc ier  l e  Professeur  D r .  A. C O T T E N I E  du 

Laboratoire  de Chimie Analytique de 1 ' I n s t i t u t  Agronomique Sunérieu] 
de Gand pocr l e s  ana lyses  spectrographiques e f fec tuées  su r  nos m i -  
l i e u x  de culture, 
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f i x a t i o n  d'azote périodiquement t o u t e s  l e s  s i x  heures pendant deux 

jours. 

Nous a v o n s u t i l i s é  qua t re  souches: A. chroococcum A-l; -- 
A. B e l j e r i n c k i i  B-2; A ,  Vinelandi i  C - 1  e t  A. a g i l i s  D-3, Nous - 
avons e n s é ~ ~ e n c é ,  comme d é c r i t  ci-devant,  des  milieux l i q u i d e s  con- 

tenant  O ug e t  40 ug de mznganèse p a r  m i .  Les f i o l e s  dtErlenm3yer 

on t  é t é  secou6esà 2G0 C pendant 48 heures. La f i x a t i o n  d 'azote  e s t  

exprimée en mg d 'azote  pa r  granme de dextrose.  Le dext rose  é t a i t  

présent  comme sou.rce énergét ique pour- l e s  quat re  souches. Les 

courbes de cro issance  ob5enues s o n t  représentées  dans l e s  f i g u r e s  

1, 2,  3 e t  40 
Comme nous pouvons l e  cons ta te r ,  il nt  y a pas de d i f fe rence  

e n t r e  l e s  courbes de croissance obtenues pour lP&?tobacter 

chroococcum s u r  l e s  neux milieux c in tenan t  respectivement O p g  e t  --.- 

4.0 i 7g  de manganèse par  m l .  Le même phénomène s e  p r o d u i t  a u s s i  bien r 
pour l ' A ,  Beiierinckii que pour l ' A .  Vinelandi i  e t  A ,  a g i l i s .  - - 

Nous ~ l o ~ i v o n ~ d o n c  conclure de ces  r é s u l t a t s  qihe s i  l e  mi l ieu  

con t i en t  sx f f i s sam-en t  d ' au t res  m j n é r a u ,  t e l  que l e  calcium, l e  
aagnésium, l e  f e r  e t  l e  molybLène, l e  manganèse ne joue aucun r ô l e  

dans l a  v i t e s s e  de  croissance des  Azotobacter. 

4.. LE DU-NGANESE FEUT-IL REMPLACER LE MAGNBSIUM DANS LA ...................................................... 
FIXATION PAR LES AZOTOBACTER ? 

Avant de  pouvoir répondre à c e t t e  quest ion,  nous avons d'abord 

examiné l ' i n f l u e n c e  du magnésium sur l a  f i x a t i o n  d 'azote  par  l u s  

Les souches,examinées ont dPabord  é t é  c u l t i v é e s  s u r  l e  mi l ieu  
l i q u i d e  s u i v a n t :  

NaHzPO4. 2 Hz0 1 g  FeSOh. 7 Hz0 0,05 t; 

hQS04s '7 H20 O,5 g KC1 0 , 5  g  

Na2S04. 1 0  Hz0 0,25 t2 Dextrose 

Eau S i d i s t i l l é e  1000 m l  PH = 7 ,5  
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Le m i l i e u  é t a i t  r e p a r t i  d m s  l e s  f i o l e s  dTErlenmeyer. Après en- 

semenceriienc e t  un s é j o u r  de 24 heu re s  à 260 C d m s  un a p p a r e i l  à 

secousse s  t h e r m o s t a t i s é ,  l e s  ccr l tures  c n t  é t é  c e n t r i f u g é e s  pendant 

20 minutes  à 6000 t o u r s .  Les c e l l u l e s  f u r e n t  e n s u i t e  l a v é e s  deux 

f o i s  aseptlquement à l ' e a u  b i d i s 3 i l l é e  e t  s t é r i l e .  Finalement l e s  

c e l l u l e s  sont d i s ~ e r s é e s  dans de l ' e a u  b i d i s t i l - l é e  e t  s t é r i l e *  

Des f i o l e s  diErlenmeyer contenant  50 m l  du m i l i e u  n u t r i t i f  

l i q u i d e  exempt de ma~nés ium e t  d ' a u t r e s  f i o l e s  contenant  l e  meme 

m i l i e u  e n r i c h i  de q u a n t i t i s  c r o i s s a n t e s  de s u l f a t e  de ma~nés ium 

f u r e n t  ensemenc&s avec 0 ,5  ml de l a  suspension microbienne préa-  

l ab lement  p réparée .  Aprés 8 j ou r s  de c u l t u r e  . à  l ' é t u v e  à 280  C l a  
croissance fu-b déterminée p2 r  l e  dosa-e de l r a z o t e  t o t a l e .  

fJou.s avons s i n s i  exai~iiiié onze souches d'A, chrooocccum, d i x  - 
souches d'A, ---- Beger inck i i ,  s i x  souches clf!t, Vine lnnd i i ,  neuf sou- .- 
ches  d'A, ------- ~.cl.il.is, -.- - 

.Les  r é s u l t a t s  ob tenus  sont  r e p r é s e n t é s  dans l e s  t a b l e a u x  II, 
III, I V  e t  V, L a  f ixp- t ion  d l a z o t  e  e;t exprimée en mp p a r  pramme 

de clexbrose. 

Nous donnons l e s  r é s u l t a t s  ob tenus ,  avec l e s  souches A. - 
chroococcixn A-5 ,  A. BeS,jericckii B-1, A m  Vine land i i  C - 5  e t  A ,  
--W. - -O-- -- --.* - 
acril-is D-3 respect ivement  dans l e s  f i<qu re s  5 ,  6, 7 e t  f?. - --- J 

Noils c o n s t a t o n s  que pour 1 fAzotobac t  e r  chroococcum, l a  c r o i s -  -- 
sancs  en f o n c t i o n  de l a  concen t r a t i on  de  maynésium p r é s e n t e  daxs  

l e s  mi l i eux ,  s u i t  une courbe s iynoPda leo  Pour t o u t e s  l e s  souches 

d'A. chroococcuq examinées, l a  même forme de courbe f u t  obtenue. - 
Tous l e s  J, chroococcum -- e x i ~ e n t  l a  présence  d m s  l e  m i l i e u  n v t r i -  

tif àe  20 à 30 p z  de magnésium pour  a t t e i n d r e  une c r o i s s a n c e  maximum, 

Des a n a l y s e s  ~ u m t i t a t i v e s  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  mi l i eux  p a r  l a  mé- 

thode de ----- 1,uff-Schoorl -A------ 
(70) , i nd iqua i en t  c,ue ].es c u l t u r e s  ava i en t  ---- 

épi i i sé  l e  d e x t r o s e  dès  q u ' i l  y a v a i t  20 ~ ' y  r'e magnésium p a r  m l  

dans  l e  m i l i e u ,  

1 3 ? l z o t o b a c t e r  - Be2cr inck i i  ne  n é c e s s i . t i  qiie 8 - l O r p  de - 
ma~nésiuïn  p a r  ml dans l e  m i l i e u  pour a t t e h d r e  sa c r o i s s a n c e  

maxinum, 

Ces souches ,  mals ré  l e u r  ressemblance morpholo-ique avec li&. 

c27Y.oococcum exirvent donc 2 à 3 f o i s  moins de  magnésium que l e s  ,-------.  1 - 
précédentes .  Les d i x .  sogches A ,  Beye r inck i i  exuminées manifestlaic,nt - 
l e s  mêmes exi?cnces ,  c r e s t  à d i r e  e n t r e  8 e t  1 0 7 5  de magésium paru 



Les courbes de c ro i s sance  en fonct ion de l a  quan t i t é  de magné- 

sium présen te  dLms l e  mi l i eu  ont une forme parabol ique en opposi- 
t i o n  avec c e l l e s  obtenues pour l e s  A. chroococcum, - 

Les A, Vinelanclii e t  A,  a g i l i s  montrent une f i x a t i o n  d 'azote  - .-- 
maximuril en présence de 1 O p g  de magnésium par&.  ., Les s i x  souches 
df A, Vinelandi i  qui f u r e n t  examinées, présenta ient  l e s  mêmes ca- - 
r a c t è r e s ,  a i n s i  que l e s  neufs  souches dfA. a g i l i s .  - 

Nous avons voulu savoir s i  l e s  quat res  espèces manifes ta ient  
l e s  mêmes exigences envers  l e  ma,?nésium s u r  de s  mil ieux pourvus 
d l  a u t r e s  sources de carbone. Pour c e l a  nous avons employé l e s  
mêmes techniques e t  l e s  mêmes mi l ieux  de c u l t u r e  d é c r i t s  ci-devant,  
mais nous avons remplacé l e  dextrose par l e  benzoate de-soude e t  
par  l e  mannitol pour l e s  A. chroococcum e t  A. Viri.elandii e t  p a r  

l ' a l c o o l  é thyl ique  pour l e s  A. a g i l i s .  

Les courbes obtenus sont représentées  dans l e s  f i g u r e s  5 ,  6, 
7 e t  8. Nous pouvons conclure de c e s  r é s u l t a t s  que l a  source de 

carbone ne joue pas de r61e dans l e s  exizences des Azotobacter - 
envers  l e  magnésium, Les Azotobacter manifestent  l e s  mêmes néces- -.-- - 
s i t é s  pour l e  magnésium quelque s o i t  l a  source d 'Snergie présente  
dans l e u r  mil ieux de c u l t u r e ,  

l0 Nous avons d-ét srminé dans des condi t ions  s t r i c t ement  cont ro lées ,  
l ' i n f l u e n c e  du rilmganèse sur  l a  f i x a t i o n  de l f a z o t e  pa r  l e s  , 

Azotobacter, Il ressort;  des  r é s u l t a t s  obtenus que l e  manganèse 

ne joue aucun r ô l e  d m s  l a  f i x a t i o n  de l ' a z o t e  pa r  l e s  Azoto- 

bact e r ,  
Aucunedes espèces é t u d i é e s  n t  e s t  inhibée dans s a  f ixa t ion  

dr  azote  p a r  l 'absence t o t a l e  du man~anèse.  

2 O  Le magnésium e s t  un élément drune n é c e s s i t é  absolue p o u r - l e s  
Azotobacter. Cet te  n é c e s s i t é  v a r i e  suivant  Les espèces. Les 

A. chroococcum - e x i i t  - - . .  l a  a r é s e n c e  dans l eu r  - -- mil ieu  de 20 à 30 
ppm de magnésium_.-mi.ra1, quelque s o i t  l a  subst  ance -éner~é t  ique 
présente .  P a r  cont re ,  l e s  A ,  B a e r i n c k i i  attej->?nent l e u r  
maximum de f i x a t i o n  - d'azote  avec - - seulement. -- 8 à 10 ppm de magné- 

suim min&&. - , ,,,, Les A +O* , Vinelandi i  ,-., - - . - . - ,- e t  -- A. - - ---- - a g i l i s p r é s e n t e n t  - un 



maximum de f i x a t i o n  d ' a z o t e  avec 10 ppm de ma,ynCsium m i ~ é r a l  dans  -- e .-- ..- - - ------- 
l e  m i l i e u  n u t r i t i f ,  -- -- - -  - -  - - 

3 O  Le manganèse nr2. ~*uclme v a l e u r  pour remplacer  l e  magnésium dcms 

l a  f i x a t i o n  d ' a z o t e  par  l e s  l izotobacter .  - 
Le manranèse -IL--,- - _pre.?t donc être supprimé ent igrement  dans l e s  m i l i e u x  - -- - - * - -  

de c u l t u r e  Dour l e s  Azotobacter ,  - - -- -- - - - 



INFLUENCE DU FER SUR LA FIXATION DE LtAZOTE PAR LES AZOTOBACTER 
_-_-----_-_--_--___---------------------------- ----------------.-------------------------------================ 

De nombreuses recl ierches  o n t  é t é  e ï ' fec tuées  pour  déterminer  

1' i n f l u e n c e  du f e r  s u r  l a  c r o i s s a n c e  e t  l e  développenent d e s  

m i c r o o r ~ a n ~ s m e s .  Après l e  premiei* i so lement  d e s  Fermes n i t r i f i -  

c a t  e u r s  p a r  i:jinof;radsky, lui-même communiquait que 1 ' a d d i t i o n  du ----------- ----------- 
s u l f a t e  f e r r e u x  au mil ieu de c u l t u r e  act ivai - t  l ' o x y d a t i o n  de 1' 

ammoni.aque en n i t r i t e s  e t  de s  n i t r i t e s  en n i t r a t e s *  

P l u s  t a r d  St_g&nberc --------- (71) e t  R o b e r ~  _ _  -_ --. (72 )  t r o u v a i e n t  que L ' A s p e r ~ i l -  ------ - 
l u s  sp. n é c e s s i t a i t  6 - 1 0  mg ~ e / l  pour une c r o i s s a n c e  opi;imum. - 
Kin~rma =========r---z= Bol-Cjes (73) e t  Hamsk e t  ljeint_raub (7&) prévoya ien t  --- -- ------ --- 
2 mg ~ e / l  dans  l e u r  î i i l i e u x  de c u l t u r e  pour l e  Nitrosomonas sp. 

Les Btudeo de :Taring ( 7 5 )  ( 7 6 )  on t  démoctré que 1vAerobacter  --....--- ------ 
aeroyenes  l T A e r o b a c t e r  i r idolojenes  l e  Klebs ie l - l a  pneumont% e-5 

-.,*----- > P -- ,,, - 3  

lTEseEic.u.ichia -- -- c ~ l i . m a n i f e s t a i . i ~ n  une croissance.opt imum avec 

seulement 0,02 -. 0,03 my Fe/l .  Pa r  c o n t r e  xoz.>g, Bogg e t  Pen tz  (77)  ----- ----- ----- 
c o n s t a t a i e n t  que I ~ E s z n e r i c h i a  - ----- -- - - c o l i  - - demzndait 0,5 - 1 , 4 .  m(? ~ e / l  

pour une c r o i s s m c e  optimum dans un m i l i e u  05 l e  mavnésium é t a i t  

p r é s e n t  en q l i a t i t é  s u f f i s a n t e .  Des suspensions  microb iennes  mix- 

t e s  de l a  panse n é c e s s i t e n t  d ' a p r è s  &$gN~ght_, gwhvn e t  Smith (78) ---- ----- ---- ----- -.---- 

3ans  une é tude  remarquable,  1-Ieikle ----- - J o b  --- (79) c o n s t a t a i t  que 1 foxy- ---------- 
dat5an de  l'ammoniaque p a r  Nitrosomonas europaea e t  1 'oxydat ion de 

n i t r i t  e s  p a r  Mi t robac t  e r  ?Jinon..=adsky con t inua i en t  en milieux de ~ ~ 1 1 . -  - 
t u r e  p r é a b i e ~ e n t  t r a i t é s  p a r  l e  8-hydroxyquinoline, Ces mi l ie - lx  

e t d i e n t  donc ex2mpt de t o u t e  t r a c e  de f e r .  La produc t ion  de n i t r i t e s  

p a r  N i t r o b a c t e r  - -  europeae é t a i t  accé14 r é e  en présence de concentra-  

~ ~ O R S  c r o i s s a n t e s  c l . ~  f e r .  ;û. q u a n t i t é  optinlurn de f e r  é t a i t  de 

6 mp; ~ e / l ,  La t o l é r a n c e  f i p a l e  d e s  deux nermes se  s i t u a i t  à 122 nig 

~ e / l .  Dans un m i l i e u  con%enant 500 rnp ~ e / l  l t ox>da t i c .n  par  
NitroSac;-l;er Yino~radsk-y s e  r a l e n t i s s a i t ,  - .- - 

P l u s  spécialement en r appor t  avec l e s  Azotobacter  nous c i t o i i s  - - '  
l e s  t r a v a u x  de Bur!;, Linewcaver 3 t  i iqrner (80) e t  de Horner e t  Burk ---- ---- ------ ---- ----- ----- ------ ------ ------ ------ ---- ---- 
(81).  I ls  const~, t , tu ient  que l e  f e r  p r é s e n t  sous  forme de fer-humique 

é t a i t  p l u s  fac i lement  a s s i m i l a b l e  que l ' io .1  f e r r eux .  La q u a n t i t é  

de f e r  n é c e s s a i r e  pour une c r o i s s a n c e  optimum de l ' A z o t o b a c t e r  

a t t e i s n a i t  0,0034 - 0,01 mi l l imo l  (0,02 - 0,5 ppm*) 



B o r t e l s  ------ ( 8 2 )  e t  R i ~ r e l  ( e 3 )  t rouva i . en t  par  con tye  que 20 -. 40 ppm ---.---= -- ------ L-- 

d e  f e r  son t  nécessç?ire pour une f i x a t i d n  optimum d f z z o t e  p a r  

Azotobac te r ,  

En exliirni~aflt c e s  d.iff 6 r e n t s  r é s u l t c t  s conceman t  1' i n f l u e n c e  du. 

f e r  s u r  l a  c r o i s s a n c e  e t  l a  f i x a t i o n  de l t a z o t e  p2r  l e s  Azotobacter ,  

on a  I r i m p r e s s i o n  que l e s  d i t f é r e n c e s  ob tenues  l o r s  d e s  é t u d î s  

m e n t i o n ~ é e s  découl.,ent du f 2 i t  que l e s  chercheurs  ne  contrÔli?,ient 

p a s  r i ~ o u r e u s e i n e n t  l e s  a u t r e s  subs tances  n u t r i t i v e s  dans  1-es m i -  
l i e u x  de c u l t u r e ,  

Il nous semble n é c e s s a i r e  d f  i i i t r o d u i r e  dans l e s  mi!.iexx de c u l t u r e  

à chzque e s s a i  l e s  s e l s  minéraux n é c e s s a i r e s  à des  c o n c e n t r a t i o n s  

su f f  i s m b e s  en n o n - i a h i b i t r i c e s .  A lo r s  seulemerit il e s t  p o s s i b l e  

de 6.éterm-i-fier exactetnent 1 1  i n f l u e n c e  d'un a u t r e  élément,  comme l e  
f e r  par. exemple. 

L e  m i l i e u  de v u l t u r e  que nous avons employé con t  i c n t  suffis,?mrnen t 

dTnvdrate  de carbone à c ô t é  de p h c ~  phore,  de s o u f r e ,  de p o t a s s e ,  

de  calcium e t  de  nayrksium. Les micro élérgents ccmtne l e  molybdène 

é t a i e n t  éc.alemert t7.jou~és d2ns 1-eur c o n c e n t r a t i o n s  optimum. 

Nous n tavons  p.es a j o a t é  de c:rivre. En ef i 'e t ,  1 ------ uldc,r ( 84) a démon- -----.-- 

t r é  que c e t  élGment n ' e s t  p a s  s t r i c t e m a t  n é c e s s 2 i r e  pour l e  

dé-feloppement d e s  Azotohact er . Il s i r n a l e  que l e  c u i v r e  s t imu le  

seulement l a  p roduc t ion  d e s  p i ~ m e n t s  de c c s  rnerrnes. 

Le bore ne  f u t  pa s  a jouJé  Y U  a i l i e u  de c u l t u r e .  Lewis (65 )  a ----- ----- 
prouvé que c e t  é i é n e n t  n i a  aucune in f luence  sur  l a  c ro i s sance  d e s  

A z o t ~ b a c t e r .  P a r  c o n t r e  Ger re t sen  ( 8 6 )  e t  p l u s  t a r d  Ger re t sen  e t  ....------- -------- - - - - - - - - - 
b o p  ( 8 7 )  o n t  c o n s t a t e  que l e  bore s t imu le  l a  c r o i s s a n c e  des  ---- ---- 
Azotobacter  en m i l i e u  l i q u i d e  à cond i t i on  que l e s  e s s a i s  s o i e n t  - 
f a i t  dans d e s  v a s e s  en aluminium, La concen t ra t io i i  en bore  en 

m i l i e u  l i q u i d e  s e r a i t  de 2 mc 3/1 pour  o b t e n i r  une m u l t i p l i c a t i o n  

e t  une f i x a t i o n  d f z z o t e  max7mum. A 3 ppm l e  b o r e  exerce  une in-  

h i b i t i o n  sur- l e s  Azotobacter .  Vu l a  c o n t r e d i c t i ~ n  dcms l e s  r é -  

s u l t a t s  concernant  l i i l i î l u e n c e  du bore  nous n 'avons  p a s  a j o u t é  

c e t  é l é z e n t  sépmément dans  n o t r e  m i l i e u  de cul.ture. Puisque 

ndus t r a v a i l l o n s  uniquement avec du m a t é r i e l  en v e r r e  l e  bore  

peut  & t r e  p r é s e n t  d=ms l e  m i l i e u  d.e c u l t u r e  s o u s  forme de t r a c e s ,  



Metliodes -------- 
Cultures:  Nous avons u t i l i s é  dans ces  recherches:  

A. chu~oococcum V.T.-1 e t  A. chroococcum A-1; également A ,  Vinelandi l  ------- - 
C - 1  e t  A ,  Vinelandi i  KS-f+. Cet te  de rn iè re  souche nous a é t é  envoyée - 
par  = P,W, - IJilson ====-=  ni ni ver si té de Wisconsin, U .S .A) 

Ces c u l t u r e s  on e t6  ensemencées e t  repiquées s u r  l e  mili.eu suivant :  

K2HP04 14 e FeS04. 7 H20 O$? g 

N2W4, 7 H20 095 i2 Nû2iXo0 2 H20 4 * 0,005 E; 

CaC12 0,s g Na2SO4 0,25 g 

NnS O 4a H 2O 0905 g  Mannitol 20 g 

E&u distillée 1000 ml PH = ? ,5  
Les souches é t a i e n t  c u l t i v é e s  à 2g0  C ,  

Milieu d e  c~l_ti=: Toute l a  v e r r e r i e  employée dan..; l e s  expérien- 
P 

ces  Fut lavge avec de l f e c i d e  ci-irornique chaud, p u i s  b o ~ i l l i e  avec 

de l?aci .de n i t r i q u e  e t  ensu i t e  l ~ v é e  avec de l1ea.u b i d i s t i l l é e .  

Avant Li emploi, ?-a v e r r e n e  é t a i t  t r a i t e e  à l a  vspeur d'eau b id is -  

t i l l é e ,  e t  gardge à 1 ' 6 c a r t  de l a  poussière.  

Les s o l u t i o n s  su ivantes  ont  é t é  préparées: dext rose  200 g / l ;  phos- 

pha t s  monopotassique 1 0  g/l; s u l i a t e  ue soude 2,5 g/1; s u l f a t e  de 

magnésium 5 g/l; chloriire 5 g/l; s u l f a t e  de manganèse 0,5 g/l; 
m o l y b a ~ a t e  de soude 0,05 g/1, Ces s o l u t i o n s  é t a i e n t  mélangées aved 

du ~ h a r b o n  a c t i f ,  Fo~ir  l a  co.îiiposi.tion des  milieux n u t r i t i f s  ces  

s o l u t i o n s  é t a i e n t  d i l u e e s  d i x  fois e t  t r a i t é e s  a u  g-hydroxyquino- 

l i n ?  d l a p r è s  l a  p r e s c r i p t i o n  de  IJaring -- --- e t  SJerkman (75). Après a v o i r  
....-wu-- ------~- 

-Wh---- 

mélangé l e s  s o l u t i o n s  nous a lons  a jouté  des  q u a n t i t é s  c ro i s san tes  

de  Pesoq. 7 H20 d? t e l l e  manière que l e s  d i f férents rn i l ieux  conte- 

n a i e n t  respectivement O ,  1, 2,  5 ,  10 ,  20 et; 5 0 p g  ~e/rniL. Les 
mil ieux é t a i v n t  par tagés  en f i o l e s  d'Erlenmeyer d2 250 m l  de volume. 

Chaque Erlenmeyer contenai t  50 m l  de mil ieu l i q u i c e .  Après une 

s t L r i l i s a t i o n  à 120° C pendant 20 minutes chaque Erlenrneyer é t a i t  

ensemencé, 

L'inoculum é t a i t  préparé comme s u i t ,  Les c u l t u r e s  sur Ie s ~ i l i e u  
gélose  à base de mannitol é t a i e n t  d i spe r sées  dans de l ' e a u  b id is -  

t i l l é e  . Chaque c u l t u r e  é t a i t  centr i fugée e t  lav6e  aseptiqu-ement 

deux f o i s  dans de l ' e a u  b i d i s t i l l é e  e t  s t é r i l e .  Finalement l e s  



cell.uJ_es é t a i e n t  r e p r i s e s  dans de l ' e a u  b i d i s t i l l é e  e t  s t é r i l e ,  

De c e t  inoculum deux g o u t t e s  é t a i e n t  ve r sées  daas l e s  d i f f é r e n -  

t e s  f i o l e s  d1Erlenmeyer. L 1  incubat ion  des n i l i e u x  s e  f a i s a i t  

à S B 0  C. Après 2 ,  5 e t  7 jours  de c r o i s s a c e  nous avons dé- 

t e m i n 4  dans c h a q ~ e  E r l e ~ n e y e r  l a  q ~ a n t i t é  d '  azo te  f i x é e  p a r  

l a s  Azotobacter,  l a  q u a n t i t é  de àex t rose  u t i l i s é e  p a r  l e s  

gzrnîes, l a  quazti t6 de f e r  a s s i L z i l é e  y a r  l ~ s  germes. 

L1a.zote .- t o t a l  d m s  l e s  mi l i eux  de c u l t u r e  f u t  déterminé p a r  l a  

méthode micro-Kjeldahl de 3 a ~ c ~ a s s e .  Z 1 e z o t e  é t a i t  r e p r i s  l o r s  

ae l a  d i s t i l l a t i o n  dans àe  l ' e a u  d i s ~ i l l é e  e t  t i t r é  avec de  

l ' a c i d e  su1furiq.de 0,04 R en présence de l l i n d i c a t e u r  de 
clpc- L d u h i r o .  ------- 
----wu- 

Le f e r  f u t  déterminé p a r  co lo r imé t r i e  avec de l a  ortho-phénan- -- 
t r o l i n e  d ' ap rès  l a  méthode de Toth, P r i n c e  -- ----- 9 Wallace ------- e t  I i ikkelsen ---- - ----- - ------- --------- --- -- 
(86) .. Cet te  ;?,&thode peut  ê t r e  risumée comne s u i t .  MOUS avons 

euployé l e  s e l  de Kohr pour c o n s t i t u é  l a  courbe d lé ta lonage .  

0,280 g de F~(RH~)~. (sO ) -6 H20 son t  d i s s o u t  avec 4 d de H2S04 4 2 
dans un ba l lon  jau.gS, avec de l ' e a u  b i d i s t i l l é e ,  jusyul& 200 ml. 

De c e t t e  s o ~ u t i o o  type  noGs prenons esac tezen t  70 ml. e t  4 m l  

d ' a c i d e  s u l f u r i q u e  que nous d i luons  jusqu lk  200 ml avec de l ' e a u  

b i d i s t i l l é e ,  C e t t e  d e r n i è r e  s o l u t i o n  c o n t i e n t  10 ppm de Fe. 

Cas des ba l lons  Saugés de 25 m l  nous i n t r o d u i s o n s  exactenent :  

0 - 5  - 1 - 1 , S  - 2 -- Z , 5  - 3 - 3 , 5  - 4 - 4 , 5  e t  5 n1 de c e t t e  

s o l u t i o n ,  Nous a joutons : 

0 , 5  nI d'une s o l u t i o n  de l?iH20B.HC1 à 5 $ dails de 1' ezu b i d i s -  

d i s t i l l c k  + 1 r a l  d ' m e  s o l u t i o n  de O-phénszttroline (0,Z $ d a s  

l ' a l c o o l  é t l iyl ique à 25%) + 3 m l  dlacéta-tc? d'ammonium & 60 $ 
dûris de l f  eau b i d i s t i l l é e .  

Nous a joutons  ae  l ' e a u  b i d i s t i l l é e  jusqu 'au t r a i t .  Après a v o i r  

bien mél,angé l e  contenu des bal lor is ,  l a  c o l o r a t i o n  rouge e s t  

nesuré  au s p e c t r o p h ~ t o m è t r e  de Coleam avec f i l t r e  jaune à 
500 m)i. La courbe Gfé ta lonage  e s t  regrod-ai te  dans l a  fig-ure 9. 
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Courbe d'étalonnage pour /e dosage du fer 

FIGURE 9 



- 69 - 
Les milieux de c u l t u r e ,  avez e t  sans  f e r ,  sont  t roub les  à cause de 

de s e l s  minéraux qu i  s e  sont  p r é c i p i t é s .  Nous ~ V O I I S  cons ta té  que 

lo r squ ton  soumet ces  mil ieux de c u l t u r e s  à une cen t r i fuga t ion  à 
6000 toursirninute e t  qu'on f a i t  un e s s e i  de recherche du f e r ,  il 

n'y a  pas moyen de  mettre  en évidence c e t  ion  dans l e  vrsurna.geantsf. 

Après d i f f é r e n t s  e s s a i s  avec des a c i d e s  nous avons t rouvé quo 

1 m l  HN03 2 N ,  a.jout6 i 50 nl de mi l ieu ,  s u f f i s a i t  pour d issoudre  

complctement l e s  s e l s  minéraux p r é c i p i t é s .  De c e t t e  façon il nous 

a é t é  poss ib le  de f a i r e  l e  dossage du f e r  dans ces milieux l i q u i d e s ,  

Pour déterminer l a  auan t i t6  dc f e r  enlevée par l e 3  gefmes du 

mil ieu n u t r i t i f ,  nous avons s j o u t é  aux c u l t u r e s  après  l e u r  déve- 

loppement 1 ml HN03 2 N. Après d i s s o l u t i o n  des s e l s  minéraux noiis 

evons cen3rifugé à 4000 taurs/minute pour g r é c l p i t e r  l e s  c e l l u l e s  

microbiennes, Sur un a l i q u o t  du l i q u i d e  suraageanf;, l e  f e r  enuore 

présent ,  f u t  détermin6 par  voie  colorimé t r ique ,  

En déterminat a i n s i  l e  f e r  zvant e t  apres  l a  croissence des 

Azotobacter il nous 2 é t é  p o ~ ç i b l e  de connaî t re  l a  q u a n t i t é  de ------- - 7 

c e t  é l é m e ~ t  m6tabolisé pa r  ces germes, 

Le dext ross  f u t  dosé par  l a  métnode iodométrique de  J2uff-Schoox2: ---- ------- -- ---- 
(70). Pour é c a r t e r  l ' i n f l u e n c e  que p o u r r a i t  avoi r  l e s  p r o t é i n e s  des 

Rzctohacter sur l e  dosage du dextrose,  nous 2.vons d'abord pra t iqué  -- 
s u r  l e s  milieux de  c u l t u r e  une dé féca t ion  avec 20 ml de l a  so lu t ion  

défécante de Carrez. Après f i l t r a t i o n  e t  mise à volume, l e  dextrose 

pduvait  ê t r e  dosé quant i ta t ivement ,  

Résu l t a t s  ...-------- 

Les r é s u l t a ~ ~  obtenus sont  groupés pour l 'Azotobacter  chroocac- 
cum VT-1 dans l e  tab leau  1, pour l ' A ,  chroococcum A-1 dans l e  t a -  - -- .- 
bleau II pouis l ' A ,  - Vinelar-idii C - 1  dans l e  tab leau  III, pour 1 r A .  

7 - 
Vinelandi l  KS-.!+. dans l e  tab lezu  I V ,  

Puisque l e s  s o l u t i o n s  n ~ t r i t i v e s ,  pourales  des d i f f é r e n t e s  

conceritrztions de f e r  e t  de dextrose é t a i e n t  cons t i tuees  simulta- 

némeni pour l e s  t r o i s  pér iodes de c u l t u r e ,  ces  c h i f f r e s  ne son t  

mentionnés qu'une seu le  f o i s  dans l e s  tableaux. 
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TABLEAU 1 - 



Temps de 
c n l  t u r  e 

vn jours  

yg de Fer pg de Fei 
thgori- doses 
quenent 

8 résents ans 50 m i ,  

rile; Dextrose 

.- 

mg Dextro- 
se r~é tabo-  

l i s 6  
dans 

50 ml 

)ig d e  Fer 
r e s o r b é s  
dans 
5c 



TABLEAU III - 





Azotobacter chroococcum --------------.--------- 

. Il r e s s o r t  d e s  r é s u l t a t s  concernant l a  f i x a t i o n  de i l a z o t e  
tdolonne 4)  que l a  souche VT-1 possède un pouvoir d ' u t i l i s a t i o n  

p lus  prononcé du dext rose  que l a  souche A-1. La quan t i t é  maximum 

d 'azote  f i x é e  e s t  recpectivement 16 e t  11 mg  g gramme de dextrose.  

Jvsqu'A un c e r t a i n  taux,  l a  f ixat i -on d 'azote  e s t  fonct ion  de 
l a  quan t i t é  de f e r  présente  dans l e  milieu.  La î i x a t i o n  d ' azo te  
augmente pvec des  q u a n t i t é s  ~ ~ o i s s a n t e î  de f e r  e t  a t t e i n t  son maxi- 

mum l o r ~ q o e  10  - 2 0 p g  de f e r  par  ml. son t  p résen t s  dans l e  mi l i eu  
n u t r i t i f .  La concentratioii  de 1Oy.g de f e r  p a r  ml, donc par  20 m g  
de dextrose,  représenbe un ainimum pour o b t e n i r  une f i x a t i o n  o p t i -  - 
mum, dans l e s  condi t ions  données. Les concentrations de f e r  supér i -  

eures  à 20 )ig par  m l  nfexerceni;  aucune i n h i b i t i o n  s u r  l a  f i x a t i o n  
de l ' a z o t e .  

Le dosage du dext rose  u t i l i s é  (colonne 6) indique que c e t  hy- 

di'ate de carbone e s t  ass imi lé  complètement ap rès  7 jours  de c u i t u r e ,  
en présencz de l , u g  de f e r  p a r  m l ,  donc p a r  20 mg ae dextrose.  

Cet te  conc-iitrn-t,ion e s t  d é j à  s u f f i r a n t e  pour l a  dégradation com- 
p l è t e  du dextrose,  

La réso rp t ion  du f e r  p a r  l e s  c u l t u r e s ,  a t t e i n t  également son 

maxiinum après  7 jours  de cu l tu re .  La f i x a t i o n  de l ' a z o t e  e t  l a  r é -  

so rp t ion  du f e r  s u i v e n t  l e  même cours. Remzrquons t o u t e f o i s  que 1' 

ass imi la t ion  du f e r  a t t e i i i t  son maximum à 2 0 p g  de ~ e l n i l .  
Environ 25 '$ de l a  q u a n t i t é  de f 2 r  p résen te  son t  r e so rbés  par  l e s  

A. chrvococcum a p r t s  7 jours de cro issance  dans un mi l ieu  contenant - 
50 ug de ~ e / m l ,  
Azotobacter Vinelandi i  
u- -------.-------_ ----- 

Dûns l a s  c ~ n d i t i o n s  c rées ,  l e s  deux souches examinées, présen- 

t e n t  une f i x a t i o n  d T c z o t e  en fonct ion  de l a  concentrat ion en f e r .  
La f i x a t i o n  d ' azo te  a t t e i n t  son maximum avec 10 à 20 ug de Fe p a r  
m l  de mi l i eu  de c u l t u r e .  Une l égè re  i n h i b i t i m  dans l a  f i x a t i o n  de 

l ' a z o t e  s e  f a i t  s e n t i r  avec des q u a n t i t é s  de f e r  p lus  grandes dans 

l e  milieu.  Les A. Vine landi i  nous semblent sens ib le  à des concen- -- 
t r a t i o n  t r o p  é lévées  en f e r .  

La cousommation du dex+(rose e s t  complète à p a r t i r  de l p g  de  

~ e / m l  de cul ture .  La quan t i t é  de f e r  résorbée  par  l e s  A. Vine landi i  , 

n ' a t t e i n t  que 15 $ environ de l a  t o t a l i t é  présente ,  après  7 jours  



de c ro i s sa rce ,  

Conclusione 

Nous remarquons que l e s  q u a t r e s  souches examinées exigent  un - 
minimum cl. ?O pg de f e r  par  ml. de c u l t u r e ,  donc 500 ug de f e r  pa r  

gramme d i  dext rose  pour a t t e i n d r e  une f i x a t i o n  d T a z o t e  maximum. .-, ------- _. ... - - 
Cette  quan t i t é  e s t  r c l a t iv tmen t  grande en comparaison avec l e s  - 
exigence5 d t a u t r e s  microorga~iismes. Remarquons t o u t e f o i s  qi ie l e s  

Aechrooï:)ccum présen ten t  sous des  cand'tions normdes  de croissance - ̂ Y_--- - -.-- 
une va leur  Q d 'environ 2000. Lineweavrr ( 8 9 )  s i g n a l e  que c e t t e  

O2 --.- -_-- --^ -----.---.-- 
valeur  p e ~ t  a l l e r  jusqb'a 4000 pour l e s  A. Vinelaildii.  L ' i n t e n s i t é  

---__CI 

r e s p i r a t o i r e  des  microbes e s t  en rappor t  d i r e c t  avec l a  q u a n t i t é  

de cy~toc~x~ome e t  de cytochrome-.-oxydase dans l a  c e l l u l e ,  Il nÿus 

p a r a î t  1-oyique a l o r s ,  que l e s  Azotobacter présentent  un s i  grand _ ~-. A-- - -- 
besoin de  i e r .  

La quan t i t é  de f e r ,  nécessa i re  p u r  a t t e i n d r e  une f i x a t i o n  

d 'azote  maximum es t  cocsidérablement p l u s  grande que c e l l e  néces- 

s a i r e  pour l T a a s i m i l a t i o n  du daxtiSose présent  dans l e  milieu.  

Il nous senibie donc que Le f e r  e s t  u t i l i s é  par  l e s  b o t o b a c t e r  non 

seulement pour e f f e c t u e r  l e u r  r e s p i r a t i o n ,  r ~ w i s  éga.ienent pour 

f i x e r  de 1 ' azote  atmosphérique. 



INFLUENCE DU cnLcIuM sun LA FIXATION DE L~AZOTE PAR ................................................... --------------------------------------------------- 
LES AZOTOBACTER --------------- - - - - - - - - - -eV- - . -  

1,es premières recherches concer iant  l e s  besoins en calcium des 

kzotob;.- .-. .r - on t  étC ef fec tuées  pa r  ( 5  :-.zemieniewzka (90) en 1910, . ------ ---- "--- .-.------------ 
Ce ch-.:~: iir a trouvé qric l e s  &-.g'- F *  :nçoccum . - -- né ces si:,^ , t  O ,  36 mg 
de ce lc  i P I  !, comme Ca(H2p0 j , par  g; 2 .:*ne de glucose en présence dl 4 2 
acides  1- : ii-ques. Ces r6sul ta i ; s  o n t  CL& confirmés pa r  Sclzreder (91 ) .  --------- -------- 
Plus tefil ;'--pos&;o e t  s e s  c o l l a b ~ r n t , ~ i i ~ ~ ~  (92) o n t  trouvé que l e  -- ------ 
calcium ? ! e t a i t  pas nécessa i re  pour uyie f i x c t i o n  d ' azo te  normale 

cn prés:.!cs d 'azote  combiné sous forii?: de n i t r a t e s  ou d t  amrfloniaque. 

Bgcli e t  Hgw-gg (93 ) (94) indiquiiei; t , d m s  l e u r  première publi-  ----. ------ 
ce t ion  qiiien présence d 'azote  comtiiiié, l e  calcium ne joue aucun 

r ô l e  dens l a  f i x a t i o n  de I l a z o t e  par. l e s  Azotobacter, Dans l e u r  

deuxième reppor t  i l s  ont  dû r e v i s e r  l e u r  première opinion e t  i l s  
prétenderit que l e  calcium e s t  un elErnent e s s e n t i e l  dans t o u t e  

c i rcons t~ . rLce  de croissance des An9 i*obzcter, - 
En r a i s o n  des grandcs divergences concernant l7Fnf1uence des 

ions  calcium, nous zvons f a i t  des  e s s a i s  su ivants  r 
Lessolut ions su ivantes  ont  é t é  préperées:  dextrose 200 g/l; 

phosphate monopotassique 1 0  g / l ;  s u l f a t e  de soude 2 , 5  g / l ;  

s u l f ~ t e  de inrgnésiurn 5 1 s u l f c t e  de rnsnganèse 0,5 g / l ;  

molybdate de soude 0,05 g/l; s i ~ l f a t e  f e r r e u x  0,5 g/l-. 
Ces sol-utions E tz ien t  préparées  dans de l ' e a u  b l d i s t i l l é e .  L e s  

s o l u t ~ o n s  sont  mélsngées avec du charbon a .ct i f .  50 ml de chaque 

so lu t ion  son t  t ransvasés  d ~ n s  des  ba l lons  jauges de 500 ml. 

Ensuite iInC quailt5-té exacte de  ch lorure  de calcium anhydre f u t  

a joutée  dans chaque bnllon. En opérant  a i n s i  nous avons cons t i tu6  

des milieux n u t r i t i f s  conten-nt l e s  concentrat ions su ivan tes  en 

'3 de calcium par  m i :  0,O - 3 ,h l  - 7,22 - 10,83 - 14,44 - 1 8 , 0 5  - J- 
36,l.O - 90,25 e t  160,50. 
50 ml de cheque mi l ieu  sont  ensu i t e  s t é r i l i s é s  dans des  f i o l e s  d '  

Erlenmeyer de 250 m i  de volume à 120° C pendant 20 minutes. Chaque 

Erlenmeyer e s t  e n s e ~ e n c é  avec c i e w  g o u t t e s  d'une suspension d t  
1 

Azotobacter dans de I Tcüli htdi.stril.lBe, prnparés à p a r t i r  d 'une l 



TABLEAU 1 

Azotoba c t e ~  chroococcum A-2 
--_-----------------------w 

pg ~ a / m l  1 m g  d ' azo te  1 mg de C / m g  de C 

rctrouvbs 
dans 
50 fi 1 

Azotobacter Ee%r inck i i  B-2 
--------*------------ -.-.--- -- 

f i x é s  dzns 
j;O m l  

pïiaaents 
dans 

mg de C 

métûbolisés 
dcns 50 m l  

50 m l  --- C . - 

yg Ca/& mg d ' a z o t e  / rrg de C 
f i x é s  dzns presents  

50 fi 1 dans 

rilg de C 
re t rouvés  

dans 
50 rd -  

34.8,8 
219,8 , 

59,o 
623 
592 

573 
5 ? 4 

16,3 381,2 95,9 1 382,5 2097 # 

mg de !: $ de C 
rnétabolis&s 
dans 50 mi. 

6 ~ 2  
195,O 
342,3 
406,2 

' rnétabolisé 

892 
53,O 
85,3 
96,5 

392,3 
409,5 
41834 



Azotobacter Vinelzndi i  C - 1  -------------------------- 

Azotobccter  agilis D-4 --------------_-------- 
m g  d tazo te  . m g  de C mg de C i mg de C 1 % de C 
f i x é s  dans pcasents  r e t rouvés  métabo.: i:?s f rnétabolis4 

50 ml 1 dans 1 dans : dans 5(3. 217. 1 
5011-d 1 5 0 m l  i 1 i 

I 1 
Q,OO 1 $4 1 402,6 1 25,l 1 3?7,5 i t 93,Ef 
3 6  &OO,9 i 8 i 387,l 96,8 
7,%2 10,2 997 i 97$6 

? 
392,4 

1 iO,83 l 5f3 i 396,4 1 98,6 
14744 1 & Y  Ef ?90,3 i i 1 98,8 
18,05 5 , O  i 397,6 1 

i 98,g 
36,lO S,? 8,9 3 389+ : 

i 
: 9798 

90J5 11.1 4 390,9 1 

1 
97,2 

180,50 11,S 388,7 9 7 4  



c u l t u r e  i n c l i n é e  sur gélose--mannitol. 

Aprks 9 jours de c u l t u r e  à 28" C ,  l e s  dosages d 'azote  dans 

l e s  c u l t u r e s  son t  e f fec tués  comme il e s t  d é c r i t  précédemment. Les 

dosages de ca-bone dans l e s  milieux on é t é  f a i t s ,  après  c e n t r i f u -  

gatiori des  c u l t u r e s  à 6000 tourc,/i;iinute, s u r  un a l i q u o t  de 1 0  m l .  
LES tableaux 1 e t  II nous montrent l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec 

A. chroococcum A-2, A o  Be*rinckii B-2, A. Vinelandi i  C-1 e t  - - - -- - 
A, a g i l i s  D-4, - 

Nous constatons que les A, chroococcum ont  absolument besoin - 
de l a  présence du calcium pour a t t e i n d r e  l e u r  maximum de f i x a t i o n  

d 'azote .  La concentrat ion en calcium nécessa i re  à c e t  e f f e t  e s t  

de 1 5 y g  de calcium par  gramme de dextrose.  

Pour 1.e.j A, wrinckiL l a  concentrat ion en calcium nécessc i re  

pour une f i x a t i o n  d ' azo te  maximum e s t  de 3 6 y g  de calcium l jnr  
gramne d e  dextrose,  

Les - 14, .-- Vinelandi i  e t  A ,  affilis ne son t  pas  a u s s i  s e n s i b l e s  à - - 
l a  présence du ca lc iu2 ,  Drapr6s nos e s s a i s  l e u r  bc?soins S? 

c h i f f r e n t  à environ 7 p g  de Ca pr gramme de dextrose.  

Lrévolut ioi i  du carbone m6tabolisé sui-i; de  t r è s  :,,-.&s l a  fixa- 

t i o n  de l Y a z o t e  en fonct ion  des quan t i t é s  de  ~alc-!-~;i présentes  

dans l e s  milieux, 

Pendant c e t t e  é tude s u r  l e s  besoins en calcium des Azotobacter 

nous.avons eu connaissance des p u b l i c ~ t i o n s  de Norris e t  Jensen ------ 
---wu- 

------ ---,--- 

(P5)(96). Ces au teurs  on t  cons ta té ,  qu'en absence dyazote cornbiné 

l e  calcium e s t  un élément esser l t ie l  pour l e s  A ,  Vinelandii ,  A, - - 
cl-x-oocaccurn e t  A. B&drincki i ,  Le calcium n ' e s t  pas  e s s e n t i e l  pour 

les - A ,  a g i l i s .  Pour ce germe l a  présence du calcium exerce un ef- 
f e t  s t imula teurr  

Il nous semble que nos r é s u l t a t s  s faccorden t  assez  bien avec 

ceux pub l i é s  par  Norris e t  Jensen. ------ ------ -- ---- ------ 
Nous pouvons donc conclure: 

l0 - Le calcium e s t  un élément e s s e n t i e l  pour l e s  qua t re  espèces 

dtAzot30bacter examinés, -- 
2' - La concentrat ion minimum pour o b t e n i r  une f i x a t i o n  d 'azote  

maximum ?Our l e s  qua t re  espgces s f é l è v e  à 36 pg de Ca p a r  -----.. 

gramme de dextrose ou 190 p g  de CaCl2 par granme de dext rose ,  - 



INFLUENCE DU PHOSPHORE SUR LX FIXATION D% LrhZOTE PAR 
_-_-----__4____-_-_---------------------------------- _-------__- -,--- -_-------------------------------------- 

L%S AZOTOBACTER 
--------------- --------------- 

D e  nor!ikreuses r eche rches  su r  l a  composition chimique d e s  bac- 

t é r i e s  t éxoipen- t ;  d.e l û  p ré  sence de q u a n t i t é s  r e l a t i v e m e n t  é l e v é e s  

de pLosphore dans  l a  c e l l u l e  microbienne.  A ins i  Wade (97) s i m a l e  a --,- - -.-- 
q u ' i l  e x i s t e  de g randes  f l u c t u a t i o n s  dans  l a  t e n e u r  d e  phosphore 

d f E s c h e r i c h i a  - c o l i  peildant l e  c y c l e  de c ro i s sance ,  D 'après  c e t  au- -- 
t e u r ,  i a  concentrc..t~ion de phosphore c e l l l u l a i r e  augmente t . r è s  v i t e  

pendant l e  phase  de l a t e n c e  jusqu tà  un p o i n t  q u i  correspond à l a  

m o i t i é  de l a  p remière  ~ é n e r a t i o n .  L a  concen t r a t i on  en phosphore 

diminue jusau 'à  l a  l i n  de c e t t e  2énErabion e t  au~çrnente à nouveau 

ap rè s .  Toujours d i a p r è s  &$de l e s  d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  en - - - - J  

ac ide  r55onuclé ique s e r a i e n t  à l a  base de c e s  f l u c t u a t i o n s .  

Une 1 cdi=herche t r è s  appi?ofondie s u r  l e  métabolisme du phosphore 

f u t  effe::L-dée p a r  I,Iitcl?qll .- -- ----- e t  s e s  co l - labora teurs  (9$) à l ' a i d e  de --- ----- 
phosphore ~ ~ a d i o a c t r i - f ,  DI aprks  l 3 . t c h e l l  --- on peut  c o n s i d é r e r  q u a t r e  -------- 
substance:; tell-ulaires d m s  lesquel . l_es l e  ph-~)sphoî-~ est; in té ,yré :  

l e s  phosp:"~~,-l ipides,  l e s  a c i d e s  desoxyriboncLc16F-;i l e s  a c i d e s  

r ibcnuclé l . ,ues  e t  l e s  complexes pho ~pho-cl~c6ro-~pi~:~~cines. E l l e s  

 nt également é t é  t r o u v é e s  p a r  Batchman ------- - e t  F e t t y  ( 9 7 )  dans -------- ---- ----- 
Saccharomyces c e r e v i s i a e ,  

II -----. 
Pochon (100 )  ~ S p a l e  qu'on a pu c a l c u l e r  que pour f i x e r  5 mi: ------- ------ 

d' a z c t e  l e s  Azotobzcter  m é t a b o l i s e r a i e n t  1 mg de phosphore. -- 
Jcnciet ( 8 )  r e l a t e  que d ' a p r è s  KCgg&g~Gegslra, en p résence  d T  a c i d e  _ _ _ L -  ------ --,-- ------=== 

humique l e s  A.  chroococcun ex i cen t  2,46 mg de P par  Erarnme de 

~ l u c o s e .  DaCs ses p r o p r e s  r eche rches ,  Jensen (19) a é t a b l i  que ------ ------ 
4945 mE de phosphore son t  n é c e s s a i r e s  pour une f i x a t i o n  optimum 

d ' a z o t e  p a r  l ' A .  chroococcum. - 
Nous avons voulu  c v n n a f t r e  l e s  be so ins  en phosphore d e s  

q u a t r e 3  espèces  Azotobacter .  .- 



Les e s s a i s  ont  é t é  e n t r e p r i s  de l a  façon su ivan te .  
Des s o l u t i o n s  o n t  é t é  préparées  avec de l ' e a u  b i d i s t i l l é e :  
dext rose  'IO $ ; s u l f a t e  de magnésium 0 , 5  $ ; c h l o r u r e  de 
ca lc iuE 0, 5 $ ; s u l f a t e  de sodium 0,25 $ ; s u l f a t e  f e r r e u x  
0,05 $ ; s u l f a t e  de rnmganèse 0 ,05  % ; molybdate de sodi-iim 
0,005 $. 50 liii de chaque s o l u t i o n  s o n t  t r a n s v a s é s  dans des 
ba l lons  jaugés de  500 m l ,  Ensu i t e  des concen t ra t ions  c r o i s -  
s a n t e s  d ' m e  s o l u t i o n  de phosphate b ipo tass iyue  on t  é-tg 
a jou tées .  Les conce~itrat iovls  f i n a l e s  en phosphate b i 2 o t a s s i -  
que das Les mi l i eux  n u t r i t i f s  é t a i e n t  de ?O - 50 - 100 - 200 

- 300 - 500 - 800 e t  1000,ug de ~ ~ E P 0 ~ / m l .  Avant de r e ~ p l i r  
jusquf au  t r a i t  avec de Il eau b i d i s t i l l c e ,  l e  pH de chaque 
m i l i m  é t a i t  amené à 7.5. Des f i o l e s  dfFrlenmeyer  de 250 d 
de volume g a r n i e s  de 50 m l  des  d i f f é r e n t e s  3o lu t ions  n u t r i t i v e s .  
Après s t é r i l i s a t i o n  à 120° C pendant 15 minutes on passe à 
l l e n s e ~ ~ e n c e m e n t .  Des c u l t u r e s  jeunes de 48 heures  s u r  Ifgélose- 
mannitolIf é t a i e n t  inises en suspension dans de l ' e a u  s t é r i l e  
e t  b i d i s t i l l é e .  
Après une  pér iode  Ce c ro i s sance  de 9 jours à 280 G ,  l a  f i x a t i o n  

de 1 ' a z o t e  f u t  d é t e m i n é e  q u a n t i t a t i v e ~ e n t  sar l a  méthode de 

micro-Kjeldahl, - racédement  d é c r i t e ,  
Les r é s u l t a t s  obtenus s o n t  exposés daris l e  Pableau s u i v a n t ,  

r-- -- 
-- .- - ,  

------ 
! m g  d ' a z o t e  f i x é s  p a r  gramme de dex t rose  

Souches 
E 
l pg K2mo4/ml 

- -.---eu------- - ---- 
! - ?  - 1 A. chroococcum 

- i A. B e i j e r x i c k i i  9-3 

! A. V i n e l a n d i i  KS-4 - ---.-- 

! A. a g i l i s  D-4 
'- 

Nous pouvons donc conclure  de c e s  r é s u l t a t s  que l e s  q u a t r e  
espèces s o u r ~ i s e s  B l ' e s s a i  n é c e s s i t e n t  l a  présence dans l e u r  
mi l ieu  de c u l t u r e ,  en absence d f  a z o t e  conbiné, d 'un minimum de 
30 mg de K 2 m 4  par  g r m e  de dex t rose  ou de 4,s m g  de P p a r  

gramrae de dex t rose .  



RESUIE DU CHAPITRE II 
___-------------_---- ___-----_-------_---- 

En r a i s o n  des r é s u l t a t s  obtenus l o r s  des  e s s a i s  s u r  l e s  be- 

so ins  en 61-étîient rninérciux des  Azotobacter, nous pouvons donner 

l e s  conclusions ~ é n é r a l e s  suivant es: 

1" - Dans un mi l i eu  n u t r t i f ,  exernpt d 'azote  conbin6, l e s  Azoto- 

boct  e r  exigent,  pour f i x e r  m maximuni d t  azote  atmo sphériqus,  

4,5 mg de phosphore ou 30 me de K2HPOkpar vramme de dext rose  

mét abol i sé .  

2" - Dans un m i l i e u . n u t r i t i f ,  exempt d 'azote  .combiné, l e s  Azoto- 

b a c t e r  exi-ent , pour f i x c r  un maximum d f  azote  atrnosphéri que, -- 
O ,  3 mp de magnésium ou 3 , l  rn- de 1 1 ~ 5 0 ~ .  7 H20 par  cramme de 

dextrose né t  a b o l i s é ,  

3' - Dans un mi l i eu  n % ~ r i t i f ,  exempt d 'azote  .combiné, l e s  Azoto- 
bact er exiyént , pour f i x e r  un maximum dTz.zote atmosphérique, --- 
0,5 mp. de i e r  ou 1,63de F3S04. 7 H20 par rroriime de dext rose  
nétakolisG, mg 

4" - Dans un m i l i e u . n u t r i t i f ,  exempt d 'azote  combiné, l e s  Azoto- -- 
bac te r  exipent ; pour f i x e r  un maximum d ' azote  atmosphérique, 

0,036 mp de calcium ou 0,lC qp de CaCIZ p a r  gramme de dex- 
trqsi; i:,6GaboLi,c;4, 

5" - Dans u-n mi l ieu  n u t r i t i f ,  exempt d 'azote  combiné, l e s  Azoto- 
b a c t c r  nfexilyent pas l a  présence d e  l a  moindre t r a c e  de 
_LI_ 

nmganèse e t  c e t  éléinent e s t  incapable de remplacer l e  

magnésium dans l a  f i x a t i o n  d ' azote. 



ADijENDWi AU CHAPITRE II 
_- -_ - - - - - -_ - -_ - - -_ - -Y- -  _+__-------------_----- 

Après a v o i r  déterminé l e s  q u a n t i t é s  minimum des  d i f f é r e n t s  
minéraux, n é c e s s a i r e s  à une f i x a t i o n  optimum de l t a z o t e  p a r  l e s  

Azotobacter ,  nous  nvons c o n s t i t u é  d e s  mi l i eux  de c u l t u r e  conte- - 
nant  d i f f é r e n t  e s  concent ra t  i o n s  de chaque élément minéral. 

Les mi l i eux  s u i v a n t s  ont  é t é  cor is t i tués :  

Le pH de t o u s  l e s  milieu:: é t a i t  amené à 7,5. 
50 m l  f u r e n t  s t é r i l i s é s  en f i o l e s  dTErlenmeyer de 250 m l .  

LT ensemencement f u t  e f f ec tué  avec deux -out% es  d'une suspension 
microbienne d a ~ s  d e  l y e a u  s t é r i l e .  Après une c u l t u r e  d e  8 jou r s  

à 26" C l l a z o t e  t o t a l  f i x é  dans  50 m l  é t a i t  déterminé p a r  l e  mé- 
thoue  du m i c r o 4  jeldahl. Le t a b l e a u  su ivan t  résume l e s  r e s u l t  â t  s 
ob tenus ,  

I I m g  d ' a z o t e  fixés dans 50 ml 
1 

I --- 

lvïilicu 2 
*LI.--".-.-- --1- --- ---_( -- -I ---.r - i- - r --- 

A. chroococcum VoTe-1 - - - -  
A. B e i j e r i n c k j l  B-2 ----- -- 
A ,  V ine l and i i  C - 1  -- 
A ,  agilis D-3 

5 , 3  2 > 6  

2 , 8  
2,*  

2,5 

113 
1 , 2  
i , 8  

1 , 5  
1 > 5  

2 , 2  

312 

2,9  
3,4 

4>2 
4 3  
477 



Nous pouvons donc cons ta te r  que l e  mi l ieu  qui perri~et l a  p l u s  

gr*mde f i x a t i o n  d ' azo te  e s t  l e  m i l i e u  n o  5. Il comprend: 

K2HP0 0,3 3. p a r  l i t r e  

CaC12 0 , 1  E-, t t  

r:rso4. 7 ~ ~ 0  0 , 2  3 YI 

Ma2S04. 10 H20 0,2 U 11 

FeSOq. 7 H20 0,02 g 11 

Na2T:o0 2 H20 4' 0,005 tt  

Les q u a n t i t é s  d t2zote  f i x é e s  p a r  l e s  d i f f é r e n t e s  souchzs cor- 
resporidcnt exactement à c e l l e s  t rouvées  avec l e  mi l ieu  u t i l i s é  
primitivement.  Ces s z a n t i t é s  sont l e s  maxima pass ib les  avec ces  
souchesc 

En ex~x- inant  . l e s  c o n s t i t u ~ n t  s de ce mi l i eu  nous remaquons 
qut il ~ o ~ t i e n t  O,? g de phosphate d ipo t  assique.  Cet te  qua.ntit Ê 

corresjond rvec c e l l e  qui  cons t i tue  l a  q w n t i t é  nifiimum. La quan- 

t i t é  de 0 , l  de ch lo ru re  c?e calci lm écale a u s s i  l a  cp-mt i té  m i -  

nimum. Par cont re  0 , 2  ;rr, de s ~ x l f i t e  ?&:': m a ~ n e s i ~ ~ m  sont n é c e s s a i r e s  

,lu l i e u  de 0,03'1 g ,  dé-kerminés comme qu,u?tité rninlmum. Les a u t r e s  

 concentration^ en s u l f a t e  Ferreux, s u l f a t e  de soude e t  molybdztte 

de soude cor~esponden t  au Se so ins  minimuril. - 

Cette  d i f f é r e n c e  dans l e s  besoins de rna,gnésium e s t  b ien  carac- 
t é r i s t i q u e ,  Dans l e s  expériences d é c r i t e s  dans l e  c h a p i t r e  II, 

nous avons "Jouj~urs  déterminé l r in f l i=ence  dfulr élément en présen- 

ce d'un e r c e s  d ' a u t r e s  minérauxt e n t r l a u t r e  en présence de 1 y a m -  

me de  phosphate dipotassique.  Nous pouvons donc déduire que c e s  
excès d T  autr  e s  min&raux, influencent l a  détermination exacte  de 1-a 
co~zcent ra t ion  rr,inirnm drun élérnent d,ms un mi l i eu  composé, Ceci 

s e r a i t  p lus  spécialement l e  cas  pour l e  rnzynésiurn. .. 
Il e x i s t e  donc une i n t e r a c t i o n  détermin,ante ent re  l e s  concen- 

t r a t i o n s   es d i f f é r e n t e  éléments. Ce t t e  i n t e r a c t i o n  n ' e s t  pas 

exactement décelable  clans 12s expériences séparées,  Agrès avo i r  - 

dét  e r s i n é  l e s  concent ra t ions  minimum, il f a u t  examiner I f  inf luea-  
ce qu'exercent ces q u ~ a t i t é s  minimm e n t r e  e l l e s .  

Le mi l ieu  mentionné ci-dessus fil% u t i l i s é  acms tolr tes  l e s  
expériences qu i  su ivcnt  . 



C H A P I T R E  III 
.................... .................... 

ETUDE DE LA NUTRITION CARBONES DES AZOTOBACTER 
-__-_--_---._------_---------------------------- --__-___--___--_~__--------------------------- 

Après a v o i r  é tud ié  l ' i n f l u e n c e  des pr incipaux minéraux sur l a  

f i x a t i o n  de l ' a z o t e  par l e s  Azo tobac te~ ,  il nous semble logiqde de 

nous occuper maintenant de l a  n u t r i t i o n  carbonée de c e s  micro- 

organismes, 

Nous savons que l e s  Azotobacter s o n t  capables d T u t i l i s z r  un 
L__I_.---* 

grand nombre de p rodu i t s  organi.quescomme sources d 'énergie .  

D'après Pochon --- .---- (101) il e s t  poss ib le ,  avec 12 technique des cul-  ------ 
t u r e s  spontanées s u r  t e r r e ,  de c l a s s e r  l e s  ~ l i m e n t ~  carbonés en 

t r o i s  c a t é g c r i e s  : l e s  substances o r g a i l i q u ~ s  peuvent exercer  une 

inf luence  t r è s  favorable ,  peu favorable  ou nggative s u r  l a  orois-  

sance des  colonies  dTAzotobecter, Cet te  c l a s s i f i c a t i o n  des ali- -- -- 
men-cs peut  s e  f c i r e  cornriie s u i t :  

Très favor-ables -----------. ---_ Peu favorables  I n u t i l i s a b l e s  ..------------ 

Hexoses Pentoses Acide formique 
Ethanol Lactose Acide acé t ique  

Mannitol Butcznol Acide propio;lique 

Acide benzoïque Acide butyrrque 

Acide pyruvique Acide t a r t r i q u e  

Acide l i t r i q u e  Acide succinique 

Acide l a c t i q u e  

Acide s a l i c y l i q u e  

Phénol 

Par contre  quand on f a i ~  une étude en u t i l i s a n t  l e s  plaques 

de s i l i c o - g e l ,  imprégnées d'une s e u l e  substance énergét ique,  

ensemencées avec des  g r a i n s  de t e r r e ,  on obti.ent l e s  r é s u l t a t s  

su ivants  donnés pnr ordre  dc pnéférence: 

Sucres: Hexoses: glucose,  ga lac tose ,  l évu lose  

Pentoses: xylose,  a rsb inose  

Bioaes: maltose, saccharose,  l a c t o s e  

Polyoses: i n u l i n e ,  amidon, dex t r ine  
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Alcools: méthylique (non u t i l i s a b l e ) ,  é thyl ique ,  butyl ique,  

g lycé r ine ,  d u l c i t e ,  mannite 

Se l s  d ' ac ides  v o l a t i l s :  formique, acé t ique ,  propionique, 

butyr ique,  va.lérianique (non u t i l i s a b l e ) ,  ca.prolque 

S e l s  d ' ac ides  f ixes :  l a c t i q u e ,  malique, succinique, malonique, 

mucique, c i t r i q u e ,  f u m ~ r i q u e ,  glycol ique,  benzoïque, 

t a r t r i q u e ,  oxalique,  pyruvique 

Phénols: Acide s a l i c y l i q u e ,  phenol (non u t i l i s a b l e )  

Substances humiques: r é s u l t a t s  v a r i a b l e s  su ivznt  l e  made de 

prépara t ion .  

Cel lu lose ;  Oxycellulose: e l l e s  ne sont  pas u t i l i s a b l e s  d i r e c t e -  

ment par  l e s  -- Azotobacteq, mais seulement a p r è s  a c t i o n  

des b a c t e r i e s  ce l lu lo ly~t i .ques ,  

Erapr&s  Pg,chgg, 12 d i f ig rence  dans l T ~ ~ t i l i s a t i o n  des  substan- ------- 
ces éneigé t iques  par  l e s  ---- Azotobacter - 7 suivant  l e s  deux méthodes, 

e s t  un f a i t  cur ieux e t  paradoxal,  La t e r r e  a u r a i t  un v é r i t a b l e  

pouvoir i n h i b i t e u r  s u r  l ' u t i l i s a t i o n  ries acide2 par  l e s  Azoto- 

bac ter  tou* ?u nioins en présence des  a u t r e s  germes du. s o l .  - *  
Nous 6evons en e f f e t  nous rendre  compte que dans t o u t e  t e r r e ,  

l e s  Azotobacter son t  entourés d'une f l o r e  microbienne hé té ro t ro -  
ta. -IC 

phique ( organo t rophique)  . En presence de ré s idus  végétaux conte- 

nant  de p e t i t e s  q u a n t i t é s  d 'azote  l e s  germes organotrophiques of+  

f r e n t  une f o r t e  p r o l i f é r n t i o n .  Les composés organiques sont  dégra- 

des avec formation dThexosanes, a l c o o l s ,  ac ides  e t  gaz.  

C'est  pour c e t t e  r a i s o n  que ~Jinogradsky e t  Pochon pensent que l e s  ----------- ----------- ------ ------ 
Azo%obacter ne son3 jamais en présence dans l e  s o l ,  de  substances - - 
t e l l e s  que l e s  hexoses, l e s  pentoses ,  l e s  b ioses ,  Ces substances 

sont  métabolisées pnr l e s  germes o r g m o t r o p h i q u ~ s  a u s s i  longtemps 

q u T i l s  peuvent d isposer  d'une c e r t a i n e  quan t i t é  d ' azo te  combine, 

indi.aperrr,able à l e u r  ac t ion  e t  métabolisme. Lorsque l ' a z o t e  combi- 

n2 comrnence à m~nquer  zutdur des  germes organotrophiques, l e u r  

croissance s ' a r r ê t e ,  Alors l e s  Azotobacter peuevent e n t r e r  en 
ac t ion  e t  s e  développer grâce ahx substances l a i s s é e s  pa r  l e s  ger- 

mes organotrophiques t e l l e  que 1' a l c o o l  é thyl ique ,  1 'ac ide  ben- 

zoïque e t  d t a u t r e s ,  

Voilà pourquoi il e s t  r a i sonab le  de considérer  que c e r t a i n s  

al iments  s o n t  19normauxg9 e t  dlautresf~znormauxn pour l e s  Azotobacter, - 



Corne noraaux on d o i t  considérer  l e s  p rodu i t s  de dégradat ion 

abandonnés par l e s  germes organotrophiques, Comme anormaux on 
d o i t  considérer  l e s  p rodu i t s  dont l e s  Azotobacter ne pourront 

jamais s e  s e r v i r  clans l e  s o l ,  p a r  s u i t e  de 1s concurrence des 

au t res  germes, 

Il nous seniblc pourtant ,  que s i  on veut mieux conn2.ître l e  

mét~bol i smc des Azotobacter, en vue de l e u r  d i f f é r e n c i a t i o n ,  il - 
e s t  indispensable  d T u t i l i s e r  dans l e s  e s s a i s  a u s s i  b ien  des 

alimelit;s anormaux que des normaux, 

Nous sommes persuadés q u ' i l  n 'y  2 pas d e  comparaison p o s s i b l e  
en t re  une croissance u l A z o t o b ~ c t e r  dans une f i o l e  remplie d 'une 

so lu t ion  n u t r i t i v e ,  e t  c e l l e  dans une t e r r e  o rd ina i re .  Les con- 

d i t i o n s  de ddveloppement sont  t o u t  a u t r e s ,  $4ais, pas  contre ,  il 

f z u t  cons idérer  également l e  f a i t  que, p2r s u i t e  de l a  présence 

constante de germes hétérotrophiques,  l e s  A z o t o b z c t r  r e s t e n t  

pour l a  p l u p a r t  au s t s d e  enkysté dans l e  s o l .  Alors, en i n t r o -  

duisant  dans une t s r r e ,  une rnatikre énergétique,  sans  azote  combi- 

né,  on s t imule  l a  germination de; kys tes ,  ce qu i  déclenche une 

p r o l i f é r a t i o n  i n t e n s e  de jeuAles Azotobacter. Dans l a  prz t ique  on 

n 'appl ique pas une fumure des t e r r e s  avec dne seule  source d f  

énergie ,  s7éc i f ique  pour l ' u n  ou l ' a u t r e  groupe de germes. On 

i n t r o d u i t  dans l e  s o l  une masse de matière organique, dont on ne 

connaît  même pas encore actuellement l a  composition chimique 

exacte. 

Il nous semble donc qu'en e f fec tuan t  des  e s s a i s  au l a b o r a t o i r e ,  

dans des  f i o l e s  - ce q u i  e n t r e  parenthèses  e s t  inconcevable pour 

l e s  microbio logis tes  du s c l  e t  l e s  agrobio logis tes  - nous ne f a i -  

sons qu ' imi te r  l e s  tcchniqiies nouvel?-es de 12 microbiologie du s o l ,  

Seulenlent, en oy6rant a i n s i ,  nous nous trouvons dans des condi- 

t i o n s  b ien  déterminées,  q u i  nous permettent de su iv re  rigoureuse- 

ment l a  phys io logie  des  germes en ques t ion ,  

Notrc étude s u r  l a  n u t r i t i o n  carbonée peut ,  dans ce sens,  

ê t r e  r6sumée comme s u i t :  



1 "  - en t r a v a i l l a n t  avec des  souches pures,  en u t i l i s a n t .  des  

t e s t s  de c ro issance  e t  de f i x a t i o n  d tazo te  employant d i f f é -  

r e n t e s  substances énergét iques,  peut-on a r r i v e r  à une p lus  

grande d i f f é r e n c i a t i o n  e n t r e  l e s  Azotobacter? 

2' - par  q u e l l e  vo ie ,  c e r t z i n e s  substances,  spéc i f iques  e t  u t i l e s  

pour l a  d i f f  é r a n c i a t i o n ,  sont  e l l e s  métabol isées  par  l e s  

Azotobecter? 

Nous essayerons de répondre à l a  première ques t ion  dans ce 
chap i t r e  e t  à l a  deuxième ques t ion  dans l e s  c h a p i t r e s  su ivants ,  

1. CROISSAXCE DES AZOTUBACTER SUR LES GLUCIDES. 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -y- - - - - - - - - - - - . - - - - - - - -  .............................................. 

Cornie il e s t  indiqué dans l e  premier chan i t r e  l e s  souches 

d 'Azotobacter  chroococcum, A ,  Bei jer incki- i  e t  A ,  Vine landi i  o n t  --.- - ----- - *- ...- ---" --- ---- 
toujours  ét6 repiquées s u r  l a  gelose-mannitol; t ~ . n d i s  que l e s  A, 
a k i l i s  son t  toujours  repiquées sur gélose-dextrose ( v o i r  composi- 

t i o n  page 21) .  

Pour tous  l e s  e s s a i s  q u i  voiit su iv re ,  des  c u l t u r e s  jeunes 

d l A z o t o b ~ c t z  âgées de heures,  o n t  é t é  mises en suspension dans 

de l ' e a u  s t é r i l e ,  Deux à t r o i s  g o u t t e s  de ces  suspensions ont  se r -  

v i  c0.m-e inbculurn à. 50 m l  de mi l ieu  n u t r i t i f ,  s t é r i l i s é  dans des  

f i o l e s  d TErlennieyer, Ces milieux é t a i e n t  cons t i tués  comme il e s t  

d i t  page $4. Chaque mi l ieu  con tena i t  1 $ de substance énerg6tique.  

La c u l t u r e  s e  f a i s a i t  à 28" C ,  Le Tebleau 1 donne un apperçu des  

r é s u l t a t s  cbtenus avec des g luc ides  conme matières  énergét iques,  

Le dosage de l ' a z o t e  à é té  e f fec tué  s u r  20 ml de c u l t u r e ,  avec 

l a  méthode de micro-Kjeldahi d é c r i t e  pz.ge 23. 
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A. C ~ ~ O O C O C C U ~  

A-1 0 , 1  0 , l  ~ O , O  7 , O  1 ,  12,0  0,2 0,5 5 ,0  

A-2 0,2 0 ,2  13,O 8 , 2  12,2 9 , O  O > Z  g16 6,4 
A-3 Ot2 012 1290 7,5 1 4 ? 0  1 5 , O  0 , 1  793 6?3 
A-4 095 091 1375 937 1 4 , O  4 071 574 570 

A-5 0 , 1  012 1 5 , O  4 1 5 , 5  1 6 , O  0 , 2  6,5 6 , l  
A-6 0 ,2  0,2 14,7  10,8  L4,3 1 5 , 1  O , 1  4 . 8  t 4 ,  3 
A-7 095 072 4 4  975 1 5 , O  15,8 0 7 2  7,5 7 ,8  
A 7 8  0 ? 1  0 , l  15 ,3  1 0 7 6  15,5 6 2  0 , l  8,O 6,7 
A-9 072 091 1577 1170 1495 l 4 , 9  0 ,2  6 , k  691 
A-10 072 092 1575 1092 l 5 , 0  15,3 0 , 1  5,8 5,3 

A. Bei jerinckii 

B-1 092 11 ,2  993 9 $ 5  109'7 0,2 7,5 0>2  

B72 071 0,I- 833 728 7 , 3  8 , O  O ? l  6,4 091 

B-3 0,2 0 , l  10,8 9,O 8 ,2  9 , 9  0 ,2  G,2 0 ,2  

B-4 0,1 0,2 12,7 10,2 9,4  12,2  0 ,2  8 , 7  0,1 t 
3-5 0 7 2  0 , 2  9,2 8 ,7  8 , 2  9,2 OJ 7,5 0,2 

< J 
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Résul ta ts :  --------- 
En examinant l e s  r é s u l t e t s  obtenus avec l e s  A. chroococcum, - 

nous pouvons conclure que l e s  g luc ides  su ivan t s  ne peuvent ê t r e  

u t i l i s é s  par  ces  germes comme source énergétique: Arabinose, Xylose 

Par im:;crtance de l a  . f ixat ion d  y azo5e montrée par  l e s  d i f f é ren-  

t e s  souches, nous pouvons c l a s s e r  l e s  g luc ides  u t i l i s a b l e s  comme 

s u i t :  D e x t r o s e 2  I%ziltose >_ Sucrose > Fructose > Amidon ) Raffinose. 

L'amidon e s t  une bonne substance énergét ique pour l e s  A. c ~ ~ o o c o c c u r n ~  - 
Les 4. @el , j e r inck i i  zont incapables  d ' u t i l i s e r  l e s  g luc ides  

suivants :  Arabinose, Xylose, Lactose e t  ;Amidon, 

Les g luc ides  m é t a b o l i s ~ b l e s  peuvent ê t r e  c lüss4s  par  ordre  d  ' i r n p ~ r -  

tance: Dextrose 2 iilcltose >3 Fructose 24 Sucrose > Rcffinose.  

L t u t i l i s a t i o n  de l 'amidon --- -- - cornile s ~ ~ b s t a n c e  u t i l i s a l e  par l e s  

lie chroococc~r?:i? v s t  un pnilzt physiologiq,ue c a p i t a l  pour d i f f é r e n c i e r  - -"-- - 
l e s  A. chroococcum des A,  Bei jc , r incki i .  - ..- - - - 

Les -- A ,  -__- Vinel.andii sont  incapables  d f u t l l i s e r  : Arabinose, 

Lactose, da f f inose  ~t Xylose, Les a u t r e s  g luc ides  a s s imi lab les  s e  

c l a s s e n t  comme s u i t :  Dextrose > Maltose >, Rhamnose > ~ r u c t o s e  )/ 
Sucrosea 

Nous zvcns examiné, en complément, l e  comportement avec l e  

rhamnose. En e f i e t ,  à l a  f i n  de 1941? nous avons reçu une publica- 

t i o n  de V ,  --------- Jensen (102)  concernant l ' u t i l i s a t i o n  de ce pentose p a r  --------- 
l e s  Azotobacter. Jensen décl2.r-e que s e u l  l e s  A. Vinelandi i  son t  ------ ------ a 

capables de vont rer  une bonne croissance sur  l e  rhamnose. Ce carac-  

t è r e  semble un noyen permettant l ' i so lement  sp6ci f ique  de c e t t e  

espèce. 

Toutes l e s  souches A. Vlnelandi i  p résen ten t ,  en e f f e t  une bon- 

ne croissarice e t  une impressionante f i x a t i o n  d 'azote  s u r  c e  g luc ide*  

Les A, a , e i l i s  ne peuvent u t i l i s e r  l e  rhamncse com-ne source énergé- 

t ique .  

L 1 ? t i l i s ? t i o n  de l'amidon e t  du rhamnose comme substances 

énergét iques ppr l e s  A. Vine landi i  e s t  un p o i n t  physiologique ca- - 
, p i t a1  pour d i f f é r e n c i e r  l e s  A ,  Vinelandi i  des A, a g i l i s .  

En o u t r e  l a  croissants s u r  l e  rhaAmose e s t  un c a r a c t i r e  d i f f é -  

r e n t i e l  e n t r e  l e s  - A. Vinelandi l  d'une p a r t  e t  l e s  A ,  chrcococcum - 
e t  - A. B e i j e r i n c k i i  d ' a u t r e  p a r t .  





Les tableaux su ivzn t s  résument l e s  r é s u l t a t s  obtenus,  

Résul tats :  --------- 
Nous constatons que pour l e s  A. chroococcum e t  A. B e i j e r i n c k i i  - .- - 

l a  concenti-ation optimum en a lcoo l  é thyl ique  pour o b t e n i r  un 

maximumde f i x a t i o n  d ' azo te ,  v a r i e  su ivan t  l a  souche, 

Au-dessus de 2 $ une c e r t a i n e  i n h i b i t i o n  de l a  c ro issance  s e  

manifeste. A 3  % d f a l c o o l  é thyl ique  l n  croissnnce e s t  presque 

totalement a r r g t é e ,  

Par contre  l e s  A. Vjnelandii  o f f r e n t  un comportement assez  - . ------ 
uniforme vis-à-vis  de 1-a concentrat ion en 3lcool  é thy l ique  prés- 

s e n t  dansle  mi l ieu  de .  cu l tu re ,  

La concentrat ion de 2 ,50  % e s t  l'optimum pou2 a t t e i n d r e  une 

f i x a t i o n  maximum d 'azote .  

Les A .  a g i l i s  peuvent u t i l i s e r  3 ,00 $ d 'a l coo l  é thyl ique .  
L 

Leur crojssance maximiim s e  s i t u e  à 3 $ d'éthanol ,  e t  même à 
3,50 $ une borne f i x a t i o n  d 'azote  e s t  poss ib le  de l a  p a r t  de 

ces  germes, 

On peut  donc conclure que l e s  Azotobacter aqilatiques s o n t  -- - 
plus  r é s i s t a n t s  à l ' a c t i o n  de 1 ' ~ l c o o l  é thyl ique  e t  que d ' a u t r e  

p a r t  i l s  peuvent u t i l i s e r  de p lus  grandes concentrat ions de c e t  

adiment .pour f i x e r  l ' a z o t e  atmosphérique. 





L,'A?XOi;L ETIIYLIQUE COMME SOURCE DE CARBONE ------------------------------------------- 
E OTJii. LES AZOTOBACTER BEPJERLNCXII 
----*-l--."-.-----------------c------ 

Souche 

1 '  

mg d 'zzote f i x é s  après  8 jours de croissance dans 

50 m l  de milieu de cu l tu r e  

$I Alcool éthyl ique (vol /vol  ) 

L 7 ALCOOL EYHYLIQUE COhIMî3 SOURCE DE CARBONE -----..-------------------------------------- 

POUR LXS AZOTOBACTER V I N E L A N D I I  

Souche 

------- 
C-1 

C-2 

C-3 
C-4 
C-5 

KS-I+ 

- -- 
mg d'azote f i x é s  après 8 jours  de croissance dans 

50 m l  de milieu de cu l tu r e  

% Alcool éthyl ique (vol /vol)  

0,25 
..---- * 

1?65  

- I . .. . . .. 

0,50 0?75 i ------ ç -----.-- 
1 , O O  1 ,25  2 , 0 0 2 , 5 0  

8,75 9,70 3,6O 
2,35 4,95 9,25 l l , 4 5  

8,00 9,50 

8,7O 10,40 
9,ao 

10,OO 13,20 u , 9 0  17,05 18,a 21,OO 

6,10 
?,20 

'3,OO '3 ,50  
------ ----- C 
?,O0 
$745 

O p 5 0  
0950 

6,Oo 

6  9 50 
6,80 

7,90 

1 , 8 O  3,4O 
2 ? 1 0  

2,Oo 

2,40 

6,2O 

7,80 
10,30 

3 > 80 

4,20 

5,10 

0,5C 

O j 7 O  
0,80 

14 ,O ' j  0,8c 





.a 99 .. 
III. CROISSANCE DES AZOTOBACTER SUR DES ACIDES AROIWTIQUES. 
-------------.-.------------,----.---.---- ---.--.- - ---------------- -------------.-.---------.----------------------------------- 

L'importance de l ? u t i l i s a ' c i o n  des comp~s4s aromatiques par l e s  

f i x a t e u r s  d azote  f u t  envisagée pa r  Wi.nogr2dsky -.-.-- -- .--. - (103) en 1932, 

Ce savant  a v n i t  déja démontré que l e s  benzoates s e  r e l è v e n t  comme 

d f e x e l l e n t e s  substances énergét iques pour l e s  Azotobacter. 

nepuis l o r s ,  en parcourant  l a  b ib l iographie ,  nous trouvons seu- 

lement qua t re  pub l i ca t ions  à ce s u j e t  par  GgwLtjx~gag e t  CSgyal-fg: ---------- --------- 
( i 0 4 ) ( i 0 5 ) ( i 0 6 ) ( 1 0 7 )  (1936 e t  1939)o  Ces chercheurs on t  constat6 

en premier l j-ou, que l e  s a l i c y l a t e  de soude, apporté  à des t e r r e s ,  

coriLh1e seu le  substance énergétique: permet l e  diveloppcrnent de norn- 

breux ..- Al;ot,obac.ter, --- . - - .- - Une souche d fAzot,oiîacter p u r i f i é e .  mais non 
..*=--.*-. -. . A. 

déterminée, e t a i t  capable d i u t i l i s e r  directement l e  s a l i c y l a t e  de 

soude en s o l u t i o n  n .u t r i t i .ve ,  t a r a :  i l s  o n t  trc-iuvé que s e u l  1 * 
ortho- et l e  ?a-a-oxybsn-oate é t a i e n t  u t i l i s a b l e s  par  l e s  --- Azoto- 

bac te r  du sol  q u i  par cont re  n ' u t i l i s e i e n t  pas l e  meta-oxybenzoate, 

En p lus ,  i l s  prétendent  que l e  phénol à 0,05 % peut  ê t r e  a t taqué  

par l e s  Azotobacter, 

Malheureusement, G ~ i t ~ t o n e a u  ------- ----.-. e t  Chevalier n 'on t  jamsis donné de pré-  -------.-. -- ----.----.- ---------- 
c i s i o n s  su r  l a  nature des  Azotobac-ber q u i  peuvent s e  développer s u r  

ces  p rodu i t s  aromatiques. Nous ne savons donc pas  q u e l l e s  espèces 

dtAzotobacter p résen ten t  ces  ca rac tè res ,  

YAnogr-d~kg ---------- (62) p r é c i s e  l a  quest ion de l ' u t i l i s a t i o n  des com- 
posés aromatiques par les ---- Azotobacter, de l a  façon suivante:  

"Les -.- Azotobacter, en généra l ,  s e  c a r a c t é r i s e n t  par  f a  f a c u l t é  r a r e v  

q ld lass imi ler  l e  carbone des  p r o d u i t s  aromatiques, Outre l ' a c i d e  " 
"benzoïque, c e s  organismes, d ' a p r è s  l e s  recherches de ---------- Guittoneau t f  ---------- 
9qu t iL i sen t  I r a c i d e  s a l i c y l i q u e  e t  l e s  ac ides  oxybenzoïqueo or tho etv 

"para, mais non méta, a i n s i  que l e  phénol, Mais, d 'après  l e  même " 
"auteur,  l a  va leur  a l imen ta i re  de ces  produi ts  e s t  d i f f é r e n t e  chezu 

"d i f fé ren te , ;  souches, les  uns a c t i t . e s , l e s  aut,res i n a c t i v e s  aux dé- 91 

!lpens du mise composé. Ce t t e  a f f i n i t é  inégale  pour l e s  composés 91 

Fsbenzér~iques p o u r r a i t  s e r i r i r  à d i f f é r e n c i e r  l e s  souches e t  à l e s  tl  

" i s o l e r .  Il y là une étude à f a i r e s f .  





TJourj nousilsomines insp i - ré  dr  c e t t q  d&cl.ara.t;ion, pour entamer no+,re 

é tude  s u r  ? - ' u t i l i s a t i o n  d e s  a c i d e s  ai>o!ltl~,iques p a r  l e s  ~ ~ z o t o i ~ a c t ~ e r ,  

I,a c ro i s sance  d e s  roi3ck1es jsol6e.s a dTabord  6t6 contr:iI.ée dms des 

mi l ieux  de  c u l t u r e  renfermant  des  a c i d e s  aromct iques  cornnle s e u l  

:;uSstances Snergé t i ques ,  

Les s e l s  inln6.l-aux men-i;ionne:i, page 81$, a d a i t i o n n é s  de 0,l $ de 

s e l s  d e  soude de d i f f é r e n t s  a c i d e s  aromatiques et de 1 , 5  % de gé- 

l o s e ,  s t é r i l i s é s  en tubes ,  o n t  é t é  ensemencés avec l e s  d i f f é r e n t e s  

souches, Le t a b l e a u  s u i v a n t  nous donne l e s  r é s u l t a t s  obtenus ,  

Résu l t a t s :  
.L.-*--------,.. 

Les r e s u l t a t s  obtenus  ind iquent :  

1" Le méta-hydroxy-benzoate n ' e s t  u t i l i s a b l e  pa r  aucune espèce 

d7Azotrobacter ,  -.-- - ------ 
2' Le para-hydroxy-.benzoate s e  p r é s e n t e  comme une substance éner -  

g é t i q u e  permet tant  l a  c ro i s sance  des  - A ,  .-------.--- chroococc~rn,  -. A. i---t.- R e i j e ~ .  

r i r i c k i i  e t  A ,  Vine1andi.j. Seu l  l e s  A. a c i l i s  sont; i ncapab le s  
W. ------ - -* --. - --W..-- 

d r u t i l i s e r  c e t t e  source  de  carboyie, 

3" LTortho-hydroxy-.benzoa'te ou l e  s a l i c y l a t e  e s t  c t i l i s a b l e  un i -  

quement pa r  les-A,-B~i-j~~y:~.in~k~5~b Les a u t r e s  espèces  ne peuvent 

a s s i m i l e r  c e t  a c i d e  aromatique. 

k0 Des q u a t r e  di-hydroxy -benzoa'ces, seul. l e  3 ,  k-dihydroxy-benzo- 

a t e  se  presen' te  cornrile une source  de  carbone pour l e s  A. chroo- 

cqccurn l e s  A, E~?i. ierinclci- i  e t  l e s  A. TTineI.andii, Les A. a g i l i s  - - 9  

s o n t  i ncapab le s  d f a ~ s i m i l e r  l e s  3,&-dihydroxy-benzoate. 

5" Le c r t é c h o l  e s t  u t i l i s a b l e  ?a r  l e s  - A ,  ~hroococcurn -- q u i  s e  dé- 

veloppent  a u s s i  s u r  l e  benzoate de  soude; également p > r  l e s  

A ,  E e i i e r i n c k i i  e t  l e s  A,, V i n e l a n d i i ,  Aucune souche d'A. &IL& - - - 
ne p e u t  u t i l i s e r  ce dipll6nol. 

En examirant  l a  c r o i ~ s a r ~ c e  d e s  c u l t u r e s ,  nous remarqnons que 

s u r  l e  para-lijrdroxy-.benzoate 3.es co lon ie s  de  t o u t e s  l c s  souches 

son t  n o i r a t r e s ,  Le mi l i eu  de c u l t u r e  lui-rkme r e s t e  i n c o l o r é ;  

l e s  so.~cki_es ne p rodu i sen t  donc pas  de  pigrne,lt exogène s u r  c e t  

Sur  l a  s a l i c y l a t e ,  l e s  A ,  B e i j e r i n c k i i  s e  developpent en mas- - ------- 
s e s  1égSrement b r u n s t r e s ,  Un pigment exogène c o l o r e  l e  mi l i eu  en 
jaune-brun, Les souches d'A, . Rei,;cri.nckij- --.------... produ i sen t  d e s  co lon ie s  



k r i l l a n t e s ,  légèrement b r m a t r e s  s u r  l e  3,4..-di hyiiroxy-benzoate. 

La gBlose r e s t e  incnangée. F a r  con t re  l e s  A,  chroococcurn o n t  - - - 
une couleur  n o i r a t s e  e t  l e u r  p imen t s  exogènes son t  bruns,  

Les .- A- ---- Vine1and:î.i s e  comportent corne l e s  A. B e i j e r i n c k i i  s u r  - - 
l e  3,4-.dihydroxy-'aenzoate. 

Sur  l e  ca técho l  t o u t e s  l e s  souches q u i  peuvent s e  dévelop- 

p e r  l e  f o n t  avec production de ce.l.lules d 'm aspect  g r i s -  

no i - ra t r e  e t  d 'un pigment noir-foncé,  

D a n s  l e  bu t  de rious rendre  compte de l a  v a l e u r  énergét ique  

des d i f f g r e n t s  a c i d e s  a ronat iques  pour l e s  ----- Azotobacter,  nous 

avons f a i t  l e s  expériences s u i v m t e s .  

Pans cies f i o l e s  dlErlençleger contenai-lt 50 ml.  de l a  soli i-  

t i o n  n i n é r a l e  e t  d i f f ' e ren tes  concent ra t ions  d ' a c i d e s  aromâ-- 

t i q u e s ,  nous uvons ensemencé t r o i s  g o u t t e s  C'une suspension 

aqueuse des d i f f  s r e n t e s  souches, c u l t i v é e s  t o u j o u r s  s u r  L a  

gé lose  ma in i to l .  Après 8 jours  de c u l t u r e  nous avons d é t e r -  

miné l a  q u a n t i t é  d ' a z o t e  f i x é ?  dans l e s  c u l t u r e s .  Le t a b l e a u  

s u i v a t  nous donne l e s  r é s u l t a t s  obtenus,  

Les r é s u l t a t s  i n d i  quent que l e  para-hydroxybenzoat e e t  

l e  3,4--dihydroxybenzoate son t  de t r is  bonnes sources  dl  éne rg ie  

pour l e s  A. chioococcu~il A. B e i ' e r i n c k i i  e t  A,  Vine landi i ,  - . - -  . ,--& ---- - 
t a n d i s  que 1' ortho-hyaroxybenzoat e  e s t  uniquement métabol i sable  

p a r  1 l . " . ,  - Bei j e r i n c k i i .  

Fa e f f e t  en preliat une mo-enize Cie 1,25 mg d ' a z o t e  dosé dans 

50 m l  de s o l u t i o n  n u t r i t i v e ,  contenant 1 2 5  m g  (0 ,25 %) de 

p rodu i t  Gnergétique,  nous pouvons c a l c u l e r  que 7 grânme àe ce  

p rodu i t  p e ~ n e t t r a  aux Azo cobacter  de f i x e r  10 m g  d ' azo te .  Ce - 
c h i f f r e  correspond à peu près  de l a  quanki-é d ' a z o t e  f i x é e  p a r  

g r a r i e  de dext rose  ou de a a l i i i t o l .  Ce q u i  nous perriiet d 1  

a v m c e r  :Lue ces t r o i s  ac ides  ont  m e  v a l e u r  énerget ique  a u s s i  

i a p o r t a n t e  que l e s  g luc ides .  

Le cat6chol  s e  présen%? égalerdent corme xne bonne source  

de carbone de v a l e u t  énergét ique  presque é g a l e  à c e l l e  des 

ac ides  a r o r x t i q u e s  s o m i s  à 1' e s s a i .  





Finalement,  :mus avons étudié 1.2 va leu r  é n e r g é t i q u e  du benzoate  

de soude poxv l e s  ~ / . o t ; ~ b a c t e q o  

Dans des  f i o l e s  dT&-leni~ieyer d e  250 m l ,  noils avons i n t r o d u i t  50  n?l 

de s o l u t i o n  minerale e t  des  concentratnions c r o i s s a n t e s  de  benzoate  

de soude, Le pH de;; mi l i eux  é t a i t  arnqtié à 7,5, Après ensemencement, 

l e s  mi l ieux  é t a i e n t  p încés  à l ' é t u v e  à 28" C pendant 8 j ou r s ,  

Le dosage de l ' a z o t e  f i x é  f u t  e f f e c t u é  s u r  20 m l  de c u l t u r e .  

Les t ab l eaux  s u i v a n t s  résument l e s  r é s u l t a t s  obtenus ,  

Résu l t a t s :  --------- 
Des onze souches d'A. chroococcum soumises à l ' e s s a i ,  t - o i s  - --*-----. 

souches é t a i e n t  i ncapab le s  d ' u t i l i s e r  l e  benzoate de  soude. 

L 'ac ide  benzolque n ' e s t  donc pes  a s s i m i l a b l e  p2.r t o u s  l e s  A ,  - 
chrooco~cum,  Ln f i x a t i o n  d ' a z o t e  a t t e i n t  en s é n é r a l  son maximm ----- 
à 0 ,50  $ de benzoate d e  soiide. A p w t i r  de  1$ de benzoate ,  l n  

f l x z t i o n  d a z o t e  semble completement i n h i b é c ,  

T o ~ t e s  l e s  souches .A, &i,-@ei.~ck,ii peuvent mé tabo l i s e r  l e  

benzoate de soude, La corcen t raLion  optimum pou-  ob%en i r  une f i x a -  

t i o n  d ' a z o t e  m~.ximurn avec des  souches ,  semble s e  s i t d e r  e n t r e  0 ,25  

e t  0,~0$ dc benzoate .  Ai1 dcssui,  dc 1 5: ic. benzoate de soude è n t r z v e  

p z r f o i s  complktement l z  f i x a t i o n  de  l ' z z o t e ,  

Pour l e s  A. Vinc1~nd:l-i l a  conceritra-&ion optimum de benzoete de  

soude s e  s i t u e  e n t r e  0 ,75  e t  1 , 5 0  $ pour une f i x a t i o n  maximum d r  

a z o t e ,  La c o n c e n t r n t i a n  de 2% e s t  presque to ta lement  i n h i b i t r i c e ,  

LLS Le $silis s o n t  i n r a p a b l e s  d ' a s s i m i l e r  l a  moindre t r a c e  de 

benzoate de soude. Ce c ~ l r a c t è r e  d i f f é r e n c i e  to ta lement  l e s  A, 
. ~ ^ ~ i l i s  des  z - ~ t r e s  --- Azotobacter. - Le benzoatz  de soude d o i t  donc 

ê t r e  cons idéré  à 9remièr-e vue cornr:;e une subs tance  i n h i b i t r i c e  ou 

peu t - ê t r e  t ox ique  pour l e s  A, a g i l i s ,  
En p r e r ~ z n t  l a  i-noyenne dc: l a  f i x a t i o n  d ' azo t e  des  ;A. chroococcum 

à une concentrat j .on de 0 ,50  % de benzoate  de soude, cous  e r r i v o n s  à 
un c h j f f r e  de  3,35 mg ~ / 0 , 2 5  g de  benzoate dc soude. C ~ c i  correspond 

5 une v ~ l e u r  é n e r g é t i q u e  de 13 ,40  m g  ~/grammc de benzoate.  Pour l e s  

A. Bei,icrinclciT on crr i -c  e à envi ron  12 ,60  mg  gramme de bcnzonte. - ---- 
On peu t  conc lure  de c e s  c h i f f r e s  que l e  benzozte de  soude représen-  

t e  pour l e s  A, chroococcum e t  l e s  &, ?ei,ierinc'x,~s une v a l e u r  éncr-  

g é t i q u e  p l u s  i n p c r t ~ . n t e  que l e s  g l a c i d e s  , 





LE _ - I - ~ - - _ _ _ - _ - _ - _ - _ - - - - - - - _ - - - . - - - - - - - - - - - - - - -  BENZOATE DE SOUDE COLIME SOURCE DE CARBONE 



LE B3NZOOLTE DF: SO3DC CGI4i,h SOURCE DE CilRBONE: ---------- ----.------------------------- ------ 
POUR LES AZOTOBA{JTER AGILIS 
---..--------.-- ----. ---------- 

I l mg d ' a z o t e  fixés après 8 jours de croisssnce dans 1 
( Souche 1 50 ml de  mi l ieu  de c u l t u r e  I 
I I 5 de Benzoate de Soude (grjvol.) I 



Pour l e s  .- A ,  --- Vinelandii .  ---- l a  valeur- 4nergéi;ique du benzaote  de  

soude BE s i t u e  e n t r e  1 0  e t  1 2  mg ~/gramme de benzoate,  

P u r x  .- ..--- (56) s i ~ ~ ; : i e  que l ' A ,  a g i l i v  e s t  per t i cu l j -è rement  - -- . " 

r-cuïsi;arit  v is-2  f1.j  ciu Scnzoc,te de soude; il su rpas se  mcme ll., 

V i n s l a n d i i  2 c z t  égard ,  e t  c e l a  s ans  que 174. a g i l i s  s o i t  cûpable ----.. ---- 
d ' ~ ~ L a q u e r  1s benzoatevP,  Il prhLend é g ~ l e m e n t  qu'on peu t  i s o l e r  

l ' A .  a-gilzilg d 'une   PU? contenant  2 $ de  be~zo tz t ;  cie soude  et 1 
d ' é t h a n o l ,  

Il nous e semblé u t i l e  de f a i r e  avec d e s  souches pu re s ,  d e s  

expériences s u r  l f i n f L u e n c e  que peu t  exe rce r  l e  benzoate dc soude 

s u r  l a  f i x c t i o n  de l l z z o t e  pnr l e s  Azotobacteq E n e l a n d i i  e t  A. 
agilis en présence dTalcool  é t h y l i q u e ,  Pour ce l a  nous avons a j o u t é  

à l a  s o l u t i o n  minérale  d e s  q u a n t i t é s  c r o i s s 2 n t e s  de benzoate de  

soude e n t r e  O e t  2 $, Ces s o l u t i o n s  n u t r i t i v e s  f u r e n t  p a r t a g é e s  

en f i o l e s  dqErlenrneyer 5- r a i s o n  de 50 al. Après s t é r j - l i s a t i o n  e t  

r e f ro id i s semen t  nous avons a j o u t é  à chaque Erlenmeyer 0,5 m l  d1  

é thano l  abso lu ,  LYensemencernent é t ~ i t  f a i t  avec une suspension,  

dans  de  l ' e a u  s t é r i l e ,  d e  c e l l u l e s  c u l t i v é e s  s u r  gé?-ose-mznnitol 

( d e x t r o s e  gour l e s  &, %il is ) ,  AprSs 8 jours  de  c u l t u r e  nous 2vons 

dosé l ' a z o t e  3 x 6  dzns  l e s  inilLeux dc c u l t u r e ,  Nous avons égalelilent 

c o ~ t r ô l é  l a  c r o i s s a n c e  d e s  msmes souchcs SUT des  mi l ieux  minéradx 

c o n t e n a r t  clcs q u a n t i t é s  c r o i s s a n t e s  de  berizozte de soude, coiiii:le dé- 

c r i t  p r é c é à e m ~ e n t ,  

De c e t t e  façon,  il nous 2 é t é  p o s s i b l e  de  conna î t r e  l ' i n f l u e n c e  

d i r c c t c  du bcnzoate de soude sur 1 2  f i x s t i o n  d f a z o t e  en présence  

d'une sourcc  dTGnergie comme l l é t k z n o l ,  

Le t zb l zau  s ~ l i v ? n <  risurcc l c s  r é s u l t a t s  des  exphriences  avec 

d i f f e r c n t e v  q u s n t i t é s  d e  i enzoa te  en présence  de 1 $ d l é t h a n o l  

dans l e s  nLi l ieux  de c u l t u r e .  Dans l e s  f i g u r e s  1, 2, 3 e t  4 nous 

avons r c ~ r o d u i t  l e s  r é s u l t ~ t s  obtenus zvec l e s  A. V i r e l z n d i i  C - 1  e t  

C-2 e t  l e s  A, a g i l i s  D-4 e t  D-5. Les courbe? de  c ro i s sance  en 
f o n c t i o n  de  l a  concen t r a t i on  de  benzoate de soude, l e s  q u a n t i t é s  

d ' a z o t e  f i x é e s  en présence de  1 $ d r é t h c n o l  ( l i g n e  in terrompue)  

e t  l e s  q u a n t i t é s  d ' a z o t e  f i x é e s  en mil ieuxcontenant  1 $ d Y é t h a n o l  

e t  d c s  concen t r a t i ons  c r o i s s a n t e s  a e  bcnzoste  s o n t  r e p r é s e n t é e s ,  



En excminant l e s  r6sul . ta t s  ob2;cnus ftvec les A ,  Vinelandi i ,  

nous pouvons cons ta te r  que l e  benzoste de soude, présent d ~ n s  un 
mil ieu n u t r i t i f  en mêrne temps que lTalcool  é thyl ique ,  permet à 

ces serrnes de métabol iser  l e s  deux sources d 'énergie  e t  c e c i  jus- 

qu'à une concentrat ion de 1,50 L'azote fixé per les A, Vinelan- 
d i i  s u r  1 $ d 'a l coo l  é thyl ique  + 1. $ de benzoate de soude, éga le  - 
l a  sornrne de  1 ?azo te  fixé s u r  ces  deux substances séparement. 

s e  
I lvprésen tc  donc un effet; clrmuletif pour ces  deux sources  de car- 

bone, Nous pouvons donc en déduire que l o r s  des  isolements  à par- 

tir de l ' e a u ,  un mil ieu e n r i c h i  de  1 $ de benzoate & 1 $ l ' a l c o o l  

é thyl ique  permettre iinc f o r t e  croissance de l a  p a r t  des  A. Vine- 

l a n d i i  p résen t s ,  

Souches 

mg d 'azote  fixés dans 50 m l  
1 $ dTalcool é thyl ique  + 

Benzoace de soude en $ 
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Par cont re  en exzminant l e s  expériences f a i t e s  avec l e s  

A. a g i l i s ,  on remarque que que ccr tair ies  souches (D-1, D-2, D-5 )  - 
son t  inhibées  dans l e u r  c ro issance  dans des mil ieux pourvus dc 

1 $ d 'é thanol  e t  de q u a n t i t é s  c r o i s s a n t s  de benzoate de soude. La 
f i g u r e  4 nous montre bien c e t t e  ac t ion ,  Pour c e t t e  souche l e  ben- 

zoate  de soude s e  présente  vraiement comme une substance toxique. 

D t e u t r c s ,  comme l e  souche D-4, sont  p lus  r é s i s t a n t e s  au benzoate. 

Nous pouvons donc conclure de ces  expériences que l e s  A. 
Vinclandi i  . -- sont  capables de métabol iser  l f 2 l c o o L  e thyl ique  (1 $1 
e t  l e  b e n z ~ a t e  de soude ( j u s q u t à  l,5O $) simultanémeqt dans l e s  

mil ieux n u t r i t i f s ,  

Les 4, ~ i i 3~ i . s  sont  assez  hétSrogènes dans l e u r  comportement. 

Certxines souches pr6senten.t une ce r t a ine  r e s i s t a n c e  envers l e  

benzoate dans l e s  milieux à base d f a l c o o l  é thyl ique ,  d ' a u t r e s  

sont  très s e n s i b l e s  à l ' a c i d e  benzoïque q u i  inhibe  l e u r  c ro is -  

sance. 

Il nous semble donc que l ' a f f i r m a t i o n  de Derx n ' e s t  Das basée ---- ---- 
su r  des expériences exactes ,  Cer ta ines  souches p r j s e n t e n t  une 

c e r t a i n e  r e s i s t a n c e  envers l e  benzoate de soude, seulement on ne 

peut p2s considérer  ce phénomène comme un c ~ r a c t e r e  généra l  pour 

t o u t e s  l e s  souches d'A. a g i l i s ,  L'isolement des  A, a a i l i s  à par- 

tir d?une eau enr i ch ie  de 2 $ de benzoate de soude e t  1 $ d'étha-  

nol  e s t  impossible,  Nous ne sommes jamais a r r i v e r  à prc t iquer  des  

isolements  de  c e t t e  faqon dans des  eaux où l e s  4, a g i l i s  é t a i e n t  

présents .  

Dens l e  chap i t r e  1, page 39, nous ,nentionnons que pour l i  

isolement des  A. a g i l i s  il s u f f i t  d ' i n t r o d u i r e  dans-wie eau 1 $ 
d 'é thanol  comrne substance énergét ique,  

Les exp3riences c i t é e s  i c i ,  indiquent  l t i n t 6 r ê t  de cet te  

technique. Nous ne savons pas d'zvance que l l e s  s o ~ c h e s  d'A. 

~ ~ ~ l l i a  son t  présentes  dens une eau. L?enrichissernent avec du 

benzoate en présence d 'é thanol  d o i t  en é l iminer  une bonne p a r t i e ,  

De ce f a i t ,  on i s o l e  en généra l  des  souches q u i  possèdent une f o r -  

t,e r e s i s t a n c e  au benzoate, ca rac tè re  q u i  n ' e s t  pas  commun à tous  

l e s  A, ag-Uis ,  



En examin&~t 1-es expériences e f f e c t u é e s  s u r  l a  n u t r i t i o n  

carbonée des -.---..- Azotobacter ,  nous pouvons avancer  Les conclusions 

généra les  s - ~ i v m t e s  : 

1 Lour l e s  A. cliroococcurri nous cons ta tons  que,: -- -- - 
,-, l e  dex t rose ,  l e  maltose,  l e  suc rose ,  l e  f m c t o a e ,  l e  

r a f f  inose  e t  l f  araidon sont  a s s i m i l a b l e s ,  

- l e  xy ïose ,  l ' a r a b i n o s e  e t  3 . e  l a c t o s e  n e  sont  pas u t i l i s a -  
b l e s ,  

- l e  a i ? ; ~ , ~ i t o l ,  l e  s o r b j  t o l  e t  i - l  & t h m o l  sont  des ?ources 

d '  énerg ie .  

- l s : l t i 3  i s a t i o z  du ûenzoate Ge soude e s t  f acu l - t z t ivz .  
--------..-II- ------ - 

-- .--- l e  s a l i z l a t e  de soude n ' e s t  pas u t i l i s a b l e ,  -------- -- -- 

benzoafe s o n t  de bonnes sources  d t e n e r g i e e .  --... ----- ---- 

b e n ~ o a t e  n e  s o n + d a s  u t i l i s a b l e s ,  m...---- - .-....----- 

2" Pour l e s  A. B e i j e r i n c k i i  nous avons t rouvé  que: - - 
- l e  dex t rose ,  l e  maltose,  l e  f r u c t o s e ,  l e  sucrose  e t  l e  

r a i f  inose  s o n t  u t i l i s a b l e s ,  

- l e  xy lose ,  l ' a r a b i n o s e ,  l e  l a c t o s e  e t  l 'arnidon ne  s o n t  

pas tzt:i.7isables0 

,- l e  n m r i i t o l ,  Le s o r b i t o l  e t  l ' é t h a n o l  son t  de bonnes 

sources  d ' é n e r g i e .  

-. l q  Ses?eoste de soude e s t  tou,jours asaim_il6,, --- -.-- ----.-Pm-- 

. -  --- l e  s a l i c y l a t e  - de soude esy t o u j o u r s  a s s imi lé .  -- 

- -- l e s a r a - h g d r o x ~ b e n z o a t ; e  - __-_ -U_E_-- y l e  ___-_- ca técho l  e t  l e  3 ,4-d ih~droxy-  -- - 

benzoate s o n t  des sources dl energ ie ,  -- .----.--..-- 

- -..-- l e  S,5-dingdroxy- , l e  2,4-dihydroxy- e t  l e  3,5-dihydroxy- - 
benzoate ne s o n t  pas u t i l i s a b l e s -  -- 



j0 Pour l e s  - A. V ine land i i  nous cocs ta tons  que: 

- l e  dex t rose ,  l e  maltose,  l e  f r u c t o s e ,  l e  sucrose  e t  l e  

rhamnose s o n t  u t i l i s a b l e s .  

- l e  l a c t o s e ,  I ' a r a b i n o s e ,  l e  xylose  e t  l e  r a f f i n o s s  ne  l e  

son t  pns. 

- l s é thau io l  e t  l e  mannitol  s o n t  u t i l i s a b l e s ;  l e  s o r b i t o l  

n  ' e s t  pas u t i l i s a b l e .  

- l e  benzoate de soucie e s t  t o u j o u r s  u t i l i s é ,  a i n s i  que l e  

para-hydroxy-benzcate, l e  ca técho l  e t  l e  3, 4-dihydroxy- -- 
benzoate, 

- l e  2,4-dihydroxy- , l e  2,5-di'fiydroxy- e t  l e  3,5-di'ngdroxy- 

benzoate n e  s o a t  j m a i s  u t i l i s a b l e s ,  --"- 

- l e  s a l i c y l a t e  de soude n 1  e s t  j m a i s  u t i l i s a b l e ,  

4 O  Pour l e s  - A. a g i l i s .  nous avons t rouvé que: 

- l e  d s x t r o s e ,  l e  maltose,  l e  sucrose ,  l e  f r u c t o s e  s o c t  

u t i l i s a b l e s .  

- l 'amidon,  l ' a r a b i n o s e ,  l e  xy lose ,  l e  l a c t o s e ,  l e  r a f f i n o s e  

e t  l e  r h m o s e  ne sont  pas u t i l i s a b l e s .  

- l ' é t h a n o l  s e u l ,  de tous  l e s  a l c o o l s  essay6s e s t  a su in ï%able .  

- aucune subs tance  aromatique n ' e s t  u t i l i s a b l e ,  n i  l e  

benzoat2, ~i l e  s a l i c y l a t e ,  n i  l e  ca técho l  n i  l e  Tara- -.. ----- ? 

e r o x y - b e n z o a t g ,  n i  l e  2,4-dihydroxy- , n i  l e  3,4-dihy- 

benzoate. 



C H A P I T R E  IV 
--- ---------------.- --- ----------------- 

SUR LES PHENOPiENES DE D I A U X I E  CHEZ LES AZOTOBACTER 
-======-= ------------ - ---- - ---- -------- --- 

- - - - - - - - - O - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Dans ses  ??Recherches su r  l a  croissance des c u l t u r e s  bactér ien-  

nes'! h&md ----- (11-08) i n t r o d u i t  pour l e  première f o i s  en microbiologie 

l e  terme " d i a 1 ~ x i e ~ ~  (c ro i s sance  double) .  Par lsùiauxiefs,  )$mol en- 

tend ciuYuil germe cul t ivE s i n 7  un mi l ieu  n u t r i  t i f ,  contenant deux 

hydrates  de carbone, présente  deux cro issances  successives .  

En exzminsnt l a  c ro issznce  d'une c u l t u r e  en fonc t ion  du temps 

dans un mi l i eu  n u t ï i t i f ,  contenant un seu l  hydrate de carbone, nous 

obtenons une courbe sigiiio5ldale. Quand on niet deux hydrates  de car- 

bone à l a  d5spos i t ion  de ce germe, deux phhomènes peuvent s e  pré- 

sen te r ,  Dans c e r t a i n s  cas  on cons ta te  d a n s h  courbe de croissance 

deux p o u s s 6 ~ s  séparées  par im phase de ra lent i ssement  ou même de 

décroissance plus  ~~u moins accentuée. Dans d ' a u t r e s  c a s  on ne peut 

pas cons ta te r  c e t t e  phase de décroizsance e t  l a  courbe de croissan- 

ce garde s a  forme sigmoïdale entièrement,  Dans ces  d e r n i e r s  c a s  l e  
phénomène de d iauxie  ne se  rnani2es-t;~ donc pas ,  

Par d e s  dosages de g l u c i d ~ . s  p résen t s  dans le i ;  d L i e u x  de cul-  

t u r e ,  Monod constata  que dans l e  cas  de diau;cie, l ' u n  des  sucres  -.---- ------ 
e s t  dlkbord ass imi lé  complètement e t  seulement après  l e s  germes 

commencent l e  metabolisme du deuxi6me. 

S i  l e  phénomène do d iaux ie  ne s e  présente  pas l e s  deux g luc ides  

sont  métcibolisés simul_-t;mr5;~en t . 

Ces r e c h ~ r c h e s  permet ta ient  5 Monod de pa r t age r  l e s  g luc iues  .-.-.--- ----- 
en deux groupes,  A e% B a  Deux g luc ides  appartenant au groupe A,  

ne produisent pas de ph6noriiène de d iauxie ;  deux représen tan t s  du 

groupe B, nor  plus ,  P a r  contre ,  un mélange de g luc ides  appartenant  

réciproquefilent aux groupes A e t  B, produisent  une caurbe de cro is -  

sance avec phase de déc ro i s s~ .ncc .  On e s t  a i n s i  conduit  à c l a s s e r  

!es sucres  u t i l i s a b l e s  par chaque souche b ~ c t é r i e n n e  en deux 

ca tégor ies .  

Monod a  appelé  sucres  A,  ceux qui ,  a s soc iés  au glucose,  ne donne ----- ----- 
pas l i e u  au phénomène de d iauxie ;  suc res  B ceux qui,  dans l e s  

marnes condi t ions,  l e  provoquent. 



11 conclue que l e s  microbes possèdent deux s o r t e s  dyenzymes. 

Des enzymes qui  s o n t  tou jours  présent  e t  qui f o n t  p a r t i e  dc l a  

c o n s t i t u t i o n  des germes, Ce son t  l e s  enzymes c o n s t i t u t i f s .  

D'autres enzymes son t  formés ou a c t i v e s  p a r  l a  présence dtun 

s u b s t r a t  pendant l a  c ro issance ,  même s i  c c l l e - c i  e s t  f a i b l e ,  

Ce sont  l e s  enzymes a d a p t a t i f s .  

Nous avons recherché s i  l e  phénomène de d iauxie  s e  manifes-. 

t a i t .  a;zvsi chez l e s  Azotobacter, Pour ce la  nous avons e tudié  l e  -- --...---- - 
cornpor.ternen-i; de d i f f é r e n t e s  souches dzns des  milieux de cul tu i3es  

contenant des  mélanges de d i f£é ren tes  sources carbone à d ? s  con- 
c e n t r a t i o n s  v a r i a b l e s ,  

En preinie? l i e u  nous avons i n t r o d u i t  d a i s  des  f i o l e s  d fEr len -  

rneyer 50 m l  de l a  s o l u t i o n  minérale (page Gk) e n r i c h i s  de 1 $ de 
mannitol ou 1 $ de dext rose  ou uri me- ange de 1 $ de mannitol + 

1 % dc dextrose.  Après s t é r i l i s a t i o n ,  l e s  f i o l e s  dlErlenmeyer 

s o n t  ensemencées avec 1 m l  dPune suspension niicrobienne d'une 

c u l t u r e  s u r  gélose-dcxtrose,  La croissance des  b a c t é r i e s  f u s  

dé%ermir,ée pa r  l e  dosage de l t a z o t e  t o t a l  dans l e s  c u 1 t u i . e ~ ~  

Le tableau  I ncus donne un aperçu des r é s u l t a t s  obtenus avec 

1fAzoLobacter Vinelandi i  C-1. - - 

Les m&mes e s s a i s  o n t  é t é  e f f e c t u é s  mais avzc l e  mannitol à 1 
! 

1 $$ e t  l e  benzoate de soude à 0,5 k. Le t ab leau  II resume l e s  

r é s u l t a t s  ob-temus avec l tAzo tobac te r  Vinel-andii C-1, - 

TABLEAU 1, 

Jours  de cltazote dans mg d 'azote  dans mg d 'azote  dans 50 ml 
c u l t u r e  50 m l  avec 1 % avec 1 $ dc dext rose  

de dextrose + 1 % de mannitol 
'-------------- 

1 O, 95 2,45 

2 

3 
4 
5 
6 

2,?0 
l+. 20 

4,60 
4,50 

4,30 

4970 
8,20 

9,OO 

9,20 
g790 

G,oo 
12,60 

13, 80 
14900 

13 9 50 
7 9,OO t i k960 

8 9,20 4,55 t 
13 9 70 
13,90 

-----------, -- ----------------_-J--&--------------- ,,,,,,,,,,,,,,,-,-,,, 



TABLEAU II 
_IC 

50 ml avec 1 
de  manni tol  + 

Jours de  
c u l t u r e  

O,5 $ de  benzoa-te 1 
1 

Nous avoils également répété l e s  expér iences  avec l a  même  
souche &, -elandi& C-1, mais comme sou rces  éne rgé t iques  nous 

avons u-Ll l i sé  l e  d e x t r o s e  1 $; l e  benzoate $ 0,5 % et l e  mélange 
dex t rose  1 $ + benzoatc 0,5 $, Le t ab l enu  III nous donne les 
r é s u l t a t s ,  

TABLEAU III 

m g  d ' a z o t e  dans 
50 ml avec O,5 5 

de benzoate 

mg d ' a z o t e  dans 
50 m l  avec 1 $ 

de  mannitol  

50 r d  avec 1 % de 
dex t ro se  + 0,5 $ 

de benzoate  

------ 
1945 
4,40 
$ , G O  

9,OO 
9,20 
9,50 

1 
2 

Jours  de 
c u l t u r e  

O775 
2 90 
3,60 
5 p 95 
8,20 
8,50 
8,30 

i 
I E t ,  60 
l 

i 9,10 
8 3,60 

L 
9,20 

-----.--------------- ----------------- 

--*---------------.--,-------------.-------------- 

O,  65 
2,80 

mg d ' a z o t e  dans  
50 rnZ avec 0,5  % 

de benzoate  

3 
4 
5 
6 
7 

mg d ' a z o t e  dans  
50 ml avec 1 '$ 

de d e x t r o s e  

------- ----.- 
1 

2 

3 
4 
5 
6 
7 
8 

3,40 
3970 
3,gO 
3,60 
3,70 

.------------- .----- ----------------- 

O , ~ O  O ,  90 
3 4 5  2,80 
3,70 l 

Lk,lo 
3,50 
3,gO 
3,60 
3,70 
3,80 

49 50 
4970 
4,65 
-4785 
4,60 
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Les r é s u l t ~ t s  obtenus nous indiquent  que 1rAzotobacter Vine- 

l a n d i i  peut métabol iser  simultanément des  g luc ides ,  des  po lyo l s  

e t  des ac ides  zromatiques, La présence de deux de ces substances 

dans l e  même mil ieu n u t r i t i f  permet à ce germe d f u t i l i s e r  ces  

deux sources d ' éne rg ie  en même temps e t  de f i x e r  une q u a n t i t é  d t  

azo te  qui  e s t  l a  somme de cc qu ' e l l e  e s t  s u r  chaque substance 

sépai-ément, 

Avcc ces  r é s u - l t a t s  il nous e s t  impossible de déce le r  l e  phéno- 

mène de d iauxie  dans l e s  c u l t u r e s ,  m21gré l a  d i f férence  chimique 

des auastancos soumises à l ' e s s a i ,  

Mous nous somïlles occupé ensui te  dc l a  croissance des A. Vine- 

i < ? n ~ i i  s u r  l P a l c o o l  é thy l ique  e t  l e  benzoate, --- 
L e s  ex-ériences ont  é t é  menées dc 1 2  même façon que précédemment. 

Les milieux de c u l t u r e  contcnaicnt  tou jours  1 $ d'éthanol e t  

0,25  ou 0,50 ou 1 % de  benzoate de soude, 

Les r é s u l t a t s  s o n t  r e p r é s e n t j s  dans l o s  f i g u r e s  1, 2 ,  3 e t  i+. 
En excmlnant l a  f i g u r e  3 nous obscrvonô que 1 2  courbe de c r o i s -  

sznce su r  l e  mil ieu contcnap-t 1 $ d l e t h a n o l  s e  d i f f g r e n c i e  f o r t e -  

ment de c e l l e s  obtenus avec 0,25 2 t  0,50 $ de benzoate de soude 

dans l e  mil ieu,  

Le même phénomène s e  manif e s t e  avec 1 $ d 'é thanol  e t  1 $ dc bell- 

z o z t e  présec t s  séparément dans l e  mi l ieu  n u t r i t i f .  La d i f f é r e n c e  

dm.s l a  v i t e s s e  de cro issance  du m8me germe s u r  ces  deux substan- 

ces  ~ u t r i t i v e s  en fonc t ion  du temps, e s t  t r è s  remarquable. L e  ben- 

m a t e  e s t  zss imi lé  p l u s  lentement que l r a l c o o l  é thyl ique.  

En c o n ~ t i t u a n t  meintenant un milieu contenant 1 $ d'éthancl- 

e t  0,25 ou 0,50 de benzoate la courbe de croissance s u i t  dl  

abord c e l l e s  du benzozte à 0,25 ou 0,50 $ s e u l s  p résen t s  dans l e  

mi l ieu ,  -pur- évoluer e n s u i t e  de l a  même façon que c e l l e  de 1' 
éthanol .  

Ceci nous d e m ~ n t r e  que ce germe, en présence de 0,25 '$ ou de 

0,50 $ de benzocte, assimi1.e en premier l i e i l  t ou jours  l ' a c i d e  

bcnzoPque avant de s ' a t t a q u e r  à éthanol ,  Les enzymes oxyda t i f s  

r é g l û n t  l e  m5i;ûbolisme du benzoate sont  donc c ~ r ~ s t i t u t i f s .  Les 

enzymes in tervenant  dcns l e  mét~bol i sme de l ' é t h a n o l  l e  son t  

éga3cment. 



Lorsque l T é t h 2 n o l  à 1 $ e t  l e  benzoate à 1 $ s o n t  simultané- 
ment p résen t s  drns le milieu n u t r i t i f ,  l a  courbe de cro issance  

e s t  s i m i l r i r e  à c e l l ~  obtenue 2.vec l 'éth2noL à 1 % s e u l  dans 1-e 

milieu (figurk 4.). P o u r t a i ~ t  1 e f f e t  cumulatif r e s t e  en ce qu i  

concerne 12 f i x c t i o n  dTnzote .  

Le benzoate, d a ~ s  c e s  condi t icns  e s t  oxydé en d e r n i e r  ltcu. 

L e  i i g u r e  4 cxprime f o r t  bien ce phénomène, 

Ces processus s o n t  tr&s i n t é r c s s z n t s  au poin t  de vue enzyms- 

t ique .  En u t i l i s ~ n t  drabord  de f a i b l e s  c o n c e n t r a t i o ~ s  ( 0 ~ 2 5  à 
0,50 $) de benzoete dans un mél2nge d ' é thano l  c t  dç benzoate, l e s  

germes r é v ê l e n t  une i n h i b i t i o n  de l e u r s  enzymes nécessa i res  à 1' 

oxyd<:ticn d e  1 yéthanol .  Par con t re  avec un rnélange de 1 % d76 tha -  

no1 e t  de 3 $ de benzoate sa  s o n t  ILS enzymes provoquant lToxy- 
dzt ion  du bcnzoate q u i  sont  inhibés .  

La preference d e s  enzymes dans un microorg~nisme n ' e s t  donc 

non seulenient liée à l a  s t r u c t u r e  moléculaire du substrc'lt, mais 

égalerncnt à l a  concentrat ion de 12, substnnce, 

Ces expériences montrent é g ~ l c m e n t  que 1-2 gracdcur de l a  

molécule de Lê substance nutr i t i - ;e  i ~ c  joue pcs un r ô l e  prédominant, 

Lcs courbcs de  croissance rep résen tés  dans l e s  f i c u r e s  1 e t  2 le 
prouvent, Aussi  bien I T e t h a o l  que l e  benzoate sont  2ss imi lés  par  
l e s  c e l l u l c s  d 7Azotobecter, dans l c s  mêx~es proport ions.  Une f o i s  

que ?-es substcnces o n t  t r a v e r s é  l a  membrane c e l l u l a i r e  s e  s o n t  

l e s  cnzymes q u i  r è g l e n t  17assini i lc t i .on.  E t  cetee a s s i m i l a t i o n  e s t  

a s s u j e t t i e  à un é q u i l i b r e  qui  s ' é t a b l i t  e n t r e  1Tenzyme ou l e s  

enzymes dYupe p ~ r t  c t  l e  s u b s t r z t  d ' a u t r e  pa r t .  



ET DU SALICYLATE DE X O U D W m  LES AZOTOEACTER. -_------------_------------------------------ -_------------_------------------------------ 

En laA7, Stanier  ------- (109) d5veloppait pour l a  première f o i s  sa ------- 
nouvelle t h é o r i e  sur  1 adapta t ion  simultanée, conséquence d'une 

technique q u ' i l  u t i l i s a  p lus  t m d  pour déterminer l a  voie  nétabo- 
l i q u e  de ce r t a ines  substances par  des microbes, p lus  spécialement 

p a r  l e  Pseudornonas -- f luorescens ,  
Cette thBorie e s t  basée en premier l i e u  s u r  l 'axiome de IClqver --- ---- ------- 

(110). Dl après Kluyver --...--A-- , 1' assi ini la t ion d'une substance par des ------- 
bac td r i e s  e s t  l e  r 6 s u l t a t  d'une s é r i e  de r é a c t i o n s  c h i ~ i q u e s  ~ l m +  

p l e s ,  mais b ien  ordonnées. Il s '  en s u i t  que 1' oxy6ation cornpl è t e  , 
m@me d' une molécule crganique , relativement p e t i t e  , comprendra l a  
formation d 'un grand riambre de produi ts  i n t e r m é d i ~ i r e s ,  Dans l e  
cas  des microorganTsmes, l a  prubdbil i tg  e x i s t e ,  qu'au moins plu- 
s i e u r s  de c e s  produi ts  i n t e ~ n é d i a i r e s  so ien t  a t taqués  par des en- 
zymes . adap ta t i f s .  

Doaprès l a  théor ie  s u r  l ' z d a p t a b i l i t é  enzymatique de Karstr6m -------- -------- 
(Ill),  l e s  c e l l u l e î  adaptées  à at taquer  un s u b s t r a t  primaire,  
sont  ûdaptoes sirnultanPrnent pour  a t taquer  t o u s  l e s  produi t s  i n t e r -  
médiaires fo rmss  pendant 1' o:vdation du premier s u b s t r a t ,  Par ccn- 
t r e  l e s  cd ' -u les  adaptées sont incapables d 'a t taquer  dlr*utres sub- 
s t ances  dont l u  dégradation e s t  catalysée p a r  d ' au t res  enzymes 
a d a p t i f s .  Donc, en c u l t i v e n t  des c e l l u l e s  sur une substance p réc i se ,  
ou s u r  ues nrodui ts  interm6diaines supposés, il d o i t  ê t r e  poss ib le  
d 'obteni r  des  évidences concernant l e s  d i f f é r e n t e s  é tapes  de l a  

chnîne n6tabolique, 

S tan ie r  ------- a basé sa t h é o r i e  sur l e s  t r o i s  p o s t u l a t s  suivants  : ------- 
l0 SI l a  d é g ~ a d a t i o n  d 'une substance A se  f a i t  par  une s é r i e  de 

produi t s  in termédia i res  T3, C ,  D, E, i, G . . . e t  que chaque 
Stupe indiv iduel le  de c e t t e  chaîne de r é a c t i o n s  e s t  sous l e  con- 
t r ô l e  d'enzymes a d a p t i f s ,  a l o r s  l a  croissence sur  un mil ieu con- 



tenant  l e  produit  A produira des c e l l u l e s  qu i  sont simultanément 
adaptées aux substances B,C,D,E,F,G.o, .o,  
2 O  S i  l a  c i o i s s m c e  sur l a  substance A ,  n 'adapte  pas l e s  c e l l u l e s  
à un produit  supposé, X pa r  exemple, a l o r s  X ne f a i t  pas p a r t i e  
de l a  chaîne de réac t ion .  
3 O  La- croissance sur  l e  produit  E adapte les c e l l u l e s  aux substan- 
ces  F, G o a o e  mais pas nécessairement à A ,  B ,  C e t  De La p robab i l i t é  
que l a  croissance sur  E adaptera l e s  c e l l u l e s  aux précurseurs  de 

E ,  diminuera avec l e  nombre des étapes,  Une adaptat ion à 3 e s t  
p lus  probable qu'une adaptat ion à A. 

Nous ssvons maintenant que lorsque l e s  microbes sont c u l t i v é s  

sur une substance éneryét ique,  c e t t e  même substance e s t  oxydée en  

milieu a.5rsbi.e suivant u-ne l igne  d r ç i t e ,  C 'es t  à d i r e ,  quand on 

expose, en fonct ion  du temps, l e s  quantitës.d 'oxygène consommé 
par l e s  gernes,  on obt ien t  une l igne  d r o i t e ,  sans phase d1adap- 
t a t i o n .  Part cont re ,  quand on dvnne 5 des germes, c u l t i v é s  suia une 
substance A ,  un prodixit à r e s p i r e r ,  p  r exemple )i, ne f a i s a n t  pas 
p a r t i e  d~ l a  chaîne d ' ass imi la t ion ,  1s conso~mation d '  oxygène 

s u i t  pendant 40 à 70 minut es 1 ' au-to-respirction ( r e s p i r a t i o n  en- 
dogène ) des  c e l l u l e s  e t  cprès  c e t t e  période seulement augmente 
exponentiellement jusqusà  l 'épuisement du s u b s t r a t ,  

L'exemple donné p a r  S tan ie r  e s t  c e l u i  de c e l l u l e s  de Pseudo- -------- ------- 
monas fluoresce?sis cu l t ivées  s u r  une gé lose-ext ra i t  de l evures  e t  - 
de c e l l u l e s  cu l t ivSes  s u r  gélose-minérsle-benzoate. Dans l a  f i g u r e  
qui  s u j t  on remarque l a  courbe L qui  exprime l ' au to - resp i ra t ion  
( r e s ~ i r a t l o i i  endogère) des  c e l l u l e s  d e  ce g e r E  sur l e s  deux m i -  
l i eux .  La courbe 2 A représente  l a  consom?lation en oxygène sur  l e  
benzoate de c e l l u l e s  c u l t i ~ é e s  su r  l a  gélose-extrhi t  de levures ,  
La courbe 2 B représente  l a  consomation en oxygène sur l e  benzoate 
de c e l l u l e s  cu l t ivées  sur  l a  gélose-minérale-benzoate, 

On remarque donc c e t t e  longue phase (69 à 70 minutes) d'adap- 
t a t i o n  des c e l l u l e s  c ~ l t i v é e s  sans benzoate, 

hous pensons que l a  technique de l ' a d a p t a t i o n  sirnultanSe peut 
nQus a ide r  à obteni r  une meil leure m e  d'ensemble sur l ' a s s i m i l a -  
t l o n  de produi t s  qui  nous permet t ra i t  de mieux d i f f é r e n c i e r  l e s  

esp8ces PAzotobacteg. En même temps nous entrevoyons l a  possibi-  
lité de connaî t re  l e s  différents s t a d e s  du rn~tabolisme oxydatif  
de ces  subs t~ .nces  g a r  l e s  Azotobacter. 





IJous avons d é j à  nentioni26 qvie l e  mannitol  e s t  une soLrce 

de carbone qui nous pemet  de d i f f é r e n c i e r  l e s  - A. - Vinelandi i  

2es A. a p i l i s .  .- -- .----. 
Nous avons donc en p r e n i e r  l i e u  é t u b i é  l e  né tabo l i sne  de 

c e t  a l c o o l  iJdl 12s A, Vinelandi i .  pour c e l a ,  nous avons - 
u t i l i s é  l a  technique de 1 ' adap ta t ion  s imul tanée  préconisée 2 a r  

S t m i e r .  ------- ------- 
Avant d f  entarzer l e s  exp6riences s u r  l e  n a n n i t o l ,  nous avons 

voulu nous rendre coclpte de l a  v a l e u r  de l a  teckaique  en essayôat  

l e  dextyose corme s u b s t m c e  é n e r g é t i ~ u e  pour  l e s  c e l l u l e s .  

Stone e t  Kiison (112, 113) ont  d ' a - ~ o r d  c o n s t a t é ,  u t i l i s a n t  ----- ------- ------ 
l a  technique r e s p i r a t o i r e ,  q;;ie l e s  c e l l u l e s  de l e u r  souclle df  

A. V i n e l m d i i  v O r i g i i i a l t f ,  z u l t i v é e s  s u r  un xriilieu avec sucros e 
-* 

n ' é t a i e n t  p ~ s  capables  d10xy6er  l ' a c i d e  c i t r i q u e  e t  q u ' e l l e s  

p r é s e n t a i e n t  uce p é r i o c e  d f a d a ~ t n t i o n  a s s e z  v a r i a b l e  pour 1' 

oxydatioil des a c i d e s  succ in ique ,  fumârique, malique e t  a - c é t o -  

g l u t a r i q u e .  ? a l  c o n t r e ,  Iss c e l l u l e s  peuvent oxyder imi6diate- 

n e n t  (en l i gL ie  presque d r o i t e )  l e s  a c i d e s  ece t ique  e t  pyruvique. 

Bn essayant  des e x k r a i t s  c e l l u l a i r e s  de .es garnies (après  

broyage des  c e l l u l e s )  i l s  cons.tatent que t o u s  l e s  ac ides  du 

cyc le  "ac ide  c i t r i ~ u e q i  s o n t  oxyaés sans  phase d ' adap ta t ion .  

I,I$me 1 ' a c i d e  c i t r i q u e  é t a i t  oxydé ixri?édiatement. Les a ~ l t e u r s  

pré tendent  donc, que puisque l ' o x y d a t i o n  des ac ides  du cyc le  

"ac iâk  c i t r i q ~ e ' ~  s ' e f f e c t u e  sans  phase d ' a d a p t a t i o n  pa r  1' 

e x t r a i t  c e l l u l a i r e ,  1 'oxydation des g l u c i d e s  passe p a r  l e  c y c l e  

t r i c a r b o x y l i q u e .  

D1aprSs c e s  a u t e u r s ,  il senibie que l e s  c e l l u l e s ,  cu l t ivEes  s u r  

wl n i l i e u  z base de suc rose ,  s03t pourvues des e n z p e s  n6ces- 

s a i r e s  pour oxyder  l e s  ac ides  du cycle  t r i c a ~ L o x y l i q u e  e t  que 

l a  phase d f  a d û p d ~ a t i o r  mani fes tee  pa r  l e  mala te ,  l e  s u c c h a t e  

ou l e  c i t r a t e  s ' e x p l i q u e  par des phénome~es de p e r n é a b i l i t é  

c e l l u l a i r e .  

S c h u t t e r  e t  \Vilson (114) o n t  ensui te  é t u d i é  l e  comporte- -------- 
------kW 

------ ------ 
n e n t  de d i f f é r e n t e s  souches d'A. Vinelandi i  e t  d'A, 3 g ï i i s ,  - - 
c u l t i v é e s  sur i e  s u c r o s e ,  vis-&-vis des ;;roduits i n t ~ i ~ d i i i û i r e s  
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du cycle  t r icarboxyl ique .  Nous constatonsdans l e u r  r e s u l t a t s  que , ' 

l e s  c e l l u l e s  i n t a c t e s  de c e s  deux espèces produisent une oxydation 
- des acides du cycle  'cricarboxylique avec uqe c e r t a i n e  phase d'adap- 

t a t i o n  qui  ne  dépzsse jamais 60 minutes. L'oxydation du succ ina te  
p a r  l e s  A. VineLandii évolue en présentant  une phase d 'adapta t ion  - 
p l u s  longue que pour l e s  A. a n i l i s .  

Dans l e u r  pub l i ca t ions ,  &C&sggn e t  Barker (115 ) (116) préten- ' 
-----a-- 

------ ------ 
dent que l a  dégradct ion des g luc ides  pa r  l e s  A. Vinelandi i  ne s r  ' 

- - 
e f f  :ctue pas  en passant  par  l e  cyc le  t r icarboxyl ique .  Ils dedui- 
sen t  c e t t e  a f f i rmat ion  de l a  cons ta ta t ion  que l t a c é t a t e  e s t  oxydé 

avec un v i t  e s s e  p l u s  orande que t o u t  a u t r e  produi t .  
De l e u r  c e t é  Regaske e t  Iiilson (117) dans des  recherches 

8 '==-==== ====== 
t r è s  approfondies, o n t  t rouvé  t o u t  d'abord que des c e l l u l e s  in-  
t a c t e s  d'A. acilis n é c e s s i t e n t  une pér iode  d 'adaptat ion p a r f o i s .  - 
de 50 ninuLes avant de pouvoir oxyder l e s  p rodu i t s  in té rmédia i res '  
du cyc le  t r i ca rboxy l ique ,  excepté pour lT acé t  a t e  e t  l e  c i t r a t e .  

Lf a c d t a t e  e s t  oxydé immédi~ternent; l e  c i t r a t e  n ' e s t  pas oxydé, m@m 

a p r è s  une heure.  Les e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  par  cont re  peuvent oxy- 
d e r  ces .  ac ides  imlSdizbernent. 
~ n s u i t e ;  i l s  o n t  c o n s t a t é  que l e s  e x t r a i t s  d i a l y s é s  des  A. a ~ i 1 i . q  
néqess i t en t  des  coenzymes s i m i l a i r e s  à ceux des enzymes corres-  
pondants qu i  r èg len t  1 tévolut ion du cyc le  t r i ca rboxy l ique  t rouvé  

dans l e s  t i s s u s  animaux. Ceux-ci compo&t e n t  ; l a  tri-phospho- 
pyr id ine  nucléot ide  (T.T.N.) pour l 'oxydat ion du c i t r a t e ;  

l e  coenzyme A, l a  .di-phospho-pyridine nucléot ide  ( D.P.N. ) 
e t  l e s  ions de B i g  pour l 'oxydat ion de l rg -cé top lu ta ra te ;  l e s  i o n s  
de Ng, l e  coenzyme A et  l'adénosine-tri-phosph~te (A.T.P.) pour 
l 'oxydat ion d e  l ' a c é t a t e .  

De t o u t e s  ces  expériences i l s  concluent que l a  dkrradat ion  
des  lucides s e  déroule  chez les Azotobacter mi l i s  su ivant  l e  
cyc le  t r icarboxyl ique ,  

T l  e s t  généraleme*~t reconnu, ac tue l l enen t  , que l a  d é z r a d a ~ i o q  
du siicrose p a r  l e s  Azotobacter Vinelandi i  e t  A. a g i l i s  se fa i t  -- 
suivant  l e  schéma t r icarboxyl ique .  

Nous avons d'abord examiné l a  r e s p i r a t i o n  p a r  l a  technique de 
l a r b u r e  (118)~ de c e l l u l e s  dTAzotobact e r  Vinelandi i  C-4, c u l t i v é e s  
==tt==== - 
sur  l e  dextrose,  s u r  l e s  p r o d u i t s  in te rmédia i res  du cycle  t r i c a r -  
boxplique, donc sur  l e  cTextrose, l ' a c é t a t e ,  l e  pyruvate,  l e  
succinate ,  l e  malate, l e  fumarate e t  l e  c i t r a t e .  



Nous avons procéclé de  l a  façon su ivan te :  

Cultivé s u r  Dextrose 1 5 
Consommation d roxy jène  en pl. 
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Les A ,  V i n e l m d i i  C-4 sont c u l t i v 6 s .  dans  des f i o l e s .  dfEr len-  

d 
- 

rneyer contenant 50 m l  du mil ieu minéral ,  d é c r i t  page 84, e n r i c h i  

de 1 ;$ de dextrose.  Après une c u l t u r e . d e  24 heures à 280  C dans 

un appare i l  à secousses therrnostat isé ,  5 m l  de l a  c u l t u r e  se rva i -  

e n t  cornrie inoculum à un deuxième Erlenmeyer contenant l e  même 

mi l i eu  n u t r i t i f ,  Après une c u l t u r e  s i m i l a i r e  à 2e0 C, une c e n t r i -  

f u > ~ a t i z m  à 6000 tours/minut e pendant 20 minut es  rassemble l e s  ce l -  

l u l e s ,  Cel les-ci  sont  l a v é e s  deux f o i s  avec uqe s o l u t i o n  de KS1 

0,02 N, Fincllement e l l e s  sont mises en suspension dans une sol-u- 

t i o n  de K C 1  0,02 fi, 

Les c u v e t t e s  de Ilarbixrg sont remplies  de: 

0 , l  m l  de BIc;SO~.  7 H20  P C / ~ O  

0,4 m l  de s o l u t i o n  tamponnée phosphatée 0,067 TI de pH = 7,0 
O,5 ml de suspension microbienne 

0 , 2  n l  d'une so lu t ion  de soude caus t ique  à 20 5 
0,5 m l  diune so lu t ion  aqueuse de substance é n e r ~ ~ é t i  ue 

3 1,1710 * 

Le t ab leau  s u i v ~ m t  r é s ~ m e  l e s  r é s u l t a t s  obtenus, 

Les f i j u r e s  1 e t  2 reprGseritent l e s  courbes r e s p i r a t o i r e s .  - 

IVous pouvons c o ~ s t ~ t e r  que l e  dextrose,  l ' a c é t a t e  e t  l e  pyru- 

v a t e  sont ~ t i l i s é s  exponentiellement,  suivant une l i s n e  d r o i t e .  

Par  contre, l e  suçcinate ,  l e  maïate e t  l e  fumarate sont u t i l i s é s  

a p r è s  une phase d 'adapta t ion  qui  dans t o u s  l e s  cas  ne  dépasse pas 

30 minutes. Le c i $ r a t e  n t e s t  pas u t i l i s é  pendant l e s  70 premières  

iitinxte 
!les i-ésulta-ts analosues ont é t 6  obtenus avec l e s  a u t r e s  souches 

GlAzotobacter - -_- --- Vinelandii .  

En p l u s  nous avons exCuniné l e  rn,ulnitol e t  l e  benrjoate e t  nous 

remarquons que ces  deux sources de carbone présentent  une longue 

phase di adaptat ion de là  a e  70 minutes) pour l e s  c e l l u l e s  

c u i t  ivées  3ur l e  dextrose.  

Ces premières ex l~é r i ences  nous on t  permis de nous fa rn i l i a r i -  

s e r  avec l a  technique e t  nous ont con?r&cu de deux choses: , 

l0 - l e  con t rô le  de  la r e s p i r a t i o n  de c e l l u l e s  d '$zotobacter,  

c u l t i v e e s  sur  l e  dextrose,  avec l e s  d i f f é r e n t e s  substances 
f a i s a n t  p a r t i e  dy cycle  t r i ca rboxy l ique  e s t  p o s s i b l e  avec 

l a  technique préconisée par  S tan ie r ,  ------- ------- 



2 O  - l e s  substances,  comme l e  mannitol e t  l e  benzoate,  qui  ne 

f o n t  pas  p a r t i e  de l a  chafne de dégradation du dextrose ne 

sont pas  u t i l i s é e s ,  Il e s t  donc f a c i l e  de d é c e l e r  avec c e t t e  

technique s i  une substance quelconque s e  t rouve  s u r  l a  voie  

metabolique d'un p r o d u i t ,  

Après ces premières expériences nous noCs sommes occupés de 

l a  dégradat ion du mannitol  p a r  l e s  A .  Vinc'i-zndii. - W... - 
Conxernant l e  métabolisme du mannitol pa r  des  microorganismes 

e t  des t i s s u s  animaux, des reclierches ont d Q j h  é t é  e f fec tuées  par  

d i f f é r e n t s  chercheurs.  

Kunitz e t  si:.& co l i abora teur s  (119) ont pu i s o l é  e t  c r i s t a l l i -  ------ ------ 
s é  dans l a  même année que Berger e t  ses  co l l abora teur s  (120) une ------ -- ---- 
hexokinase de levure .  Ce ferment e s t  a c ~ i v é  par des  ions  de  mag- - 

nésium à environ 10-3 14 e t  c a t a l y s e  l a  phosphorylation du glucose, 

f r u c t o s e ,  mannose et glucosamine p a r  l?adénosine-tri-phosphate. 

Les v i t e s s e s  de r é a c t i o n  pour l e  glucose,  l e  f r u c t o s e  e t  l e  man- 

nose sont  respectiverneqt 1,0, l , 4  e t  0,3 ,  bien  quo l ' a f f i n i t é  

pour l e  f r u c t o s e  de l a  p a r t  de l'enzyme s o i t  moins pronocée que 

pour l e s  a u w e s  a ldoses .  

Plus t a r d  S l e i n  (121)  a i s o l é  de musclzs de l a p i n  l a  phospho- ----- ----- 
rnannolsomé~ase . Cet enzyme c a t a l y s e  l a  conversion du mannose-6- 

phosphate en un mélange de glucose-6-phosphate e t  fructose-6- 

Se basant s u r  ces  recherches,  Baldwin (122) accepte  que le ------- ------- 
manncse p e u ~  e t r e  pb.osphorylé p a r  l a  hexokinase e t  produi t  l e  

mannose-6.-phosphate, Qui, à son t o u r ,  donne, en présence de l a  

phospho-mannose-isomérase e t  l a  phospho-hexo-isonGrase, un mélan- 

ge é q u i l i b r 5  de 6-phosphates de glucose e t  de  f ruc tose .  Baldwin ------- ----...--- 

présente  a l o r s  l e  schima sï~.ivant : 

Xannos e Fructose Glucose 

hexokinase hexokinase hexokinase 

7 

I W 
Mannose-6-phosphat e Fructose-6-pliosphate L- Glucose-6- 

phospho- phospho- phosphate 

mannose- hexo- 
isomérase isomérase 



A p a r t i r  du glucose-6-phosphate l e  métabolisme prend l a  v o i e ,  

du cycle t r i ca rboxy l ique .  

La conversion du mannitol  en rna.nnose ou d ' a u t r e s  substances 

f u t  également é tudiée .  Ainsi  nous connaissons l e s  recherches ef-  

f ec tuées  p a r  l!c _-.-_______--_ Cnrkindale (123) s u r  l e s  polyol-déshydragénases. ------------- 
Ce chercheur a t rouvé que l e  nenn i to l  e s t  une substance n u t r i t i v e  

typique pour :Icn Acetobacter suboxydans. Il a t rouvé également que - - 
l e  mannitol e s t  oxydé p a r  l e s  Acetobacter -- suboxydans en f r u c t o s e .  

D'après l a  règ le  de Bertrand-Hudson, _ _ _ _ _ _ _ _  _ _  _ _ _ _  l e s  polyols  acycl iques sont ---_-_-- ---_-- 
oxydés en c:toses p a r  l ' A .  suboxydêns quand i l s  possèaent l e s  con- -- 
f i g v r a t i s n s  su ivantes  : 

CHZOH ' X HO-C-H 
1 

CHZOH ' X HO-C-H 
I 
1 

HO-C-H HO-C-H 
1 

H-C-OH HO-Cs-H I 
l 1 

L'oxydation s ' e f f e c t u e r a i t  au deuxième atonie de  carbone. 

bïc Corkindale a c o n s t a t é  que c e t t e  oxydation typiqiie s e  p résen te  ============= 
cheq l e s  - A. suboxydans e t  il donne l e  nom dd d-mannitol-déshydzo- 

génase à llenzyme responsable  de c e t t e  oxydation. Cet enzyme e s t  

so luble  e t  cont ien t  l e  diphospho-pyridine-nucléotide.  Ce coenzyme 

peut a t r e  e x t r a i t  des  c e l l u l e s  d'A. -- suboxydans. Le polyol-déshydro 

génase i s o l é e  du f o i e  de r a t s  s e r a i t  incapable de ca ta lyse r  c e t t e  

oxydation. D'après c e t  au teur  on peut donc p résen te r  l f e x y d a t i o n  

du mannitol pa r  des A. subgxydans suivant  l e  schéma : 

S ------...-------- 
HCOH 

3 I 

f 
HCOH 

1 
HCOH 

1 
Cr120H 



Les recherches e f fec tuées  p a r  Karmur e t  s e s  co l l abora teur s  ------ ------ 
(124) doivent également a t t i r e r  n o t r e  a t t e n t i o n .  Ces au teurs  on t  
t r a v a i l l é  avec des Diplococcus pneumoniae, u t i l i s a n t  l e  mannitol  

comme source énergét ique e t  des mutants n ' u t i l i s a n t  pas  ce polyol .  

Ils ont r é u s s i  à t r ansmet t r e  de l ' a c i d e  d6soxy-ribonucléique des 

souches o r i g i n a l e s  aux souches mutantes e t  ces d e r n i è r e s  é t a i e n t  
capables après  ce  t r a n s f e r t  de métabol iser  également l e  mannitol ,  

Par tant  de ces  nouvelles souches i l s  ont cons ta té  : 
lo - que l e s  c e l l u l e s  mutSntes, t ransformées,  se développent t r è s  

bien s u r  l e  mannitol e t  métabol isent  c e t  a l c o o l  sans  phase 
dtacïaptation. 

2 O  - que l u  mannitol  n r e s t  pas métabolisé par  des e x t r a i t s  c e l l u -  
l a i r e s  de  ces  germes, c u l t i v é s  s u r  l e  mannitol. L'oxydation 

du mannitol par  ces e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  nt é t a i t  p a s  déce lable  

dans l e s  expériences r e s p i r a t o i r e s .  La réduct ion de l a  diphos- 
pho-pyridine-nucléotide ou de  l a  t r i - p h o s p h o - p y r i d i n e - n u c l b  

t i d e  n ' é t a i t  pas  mesurable non plus .  I 

3" - l e  mannitol s e r a i t  donc phosphorylé avant d ' ê t r e  oxydé. En 
t 

e f f e t  l e s  e x t r a i t s  c e l l u l a i r e s  sont  capables d'oxyder l e  man-' 
n i t o l - p h o s p h ~ t e  en présence de  l a  diphospho-pyridine-nucléo- 

t i d e .  Le p rodu i t  d'oxydation f u t  déterminé. 11 s ' a g i t  du 
fructose-6-phosphate e t  non du mannose-6-phosphate. L'enzyme 
responsable de c e t t e  oxydation f u t  dénommé l a  mannitol-phos- 

pho-déshydrogénase, 
Nous pouvons donc dfeprès l e s  recherches de Fïarmur ------ c o n s t r u i r e  ------ 

l e  schéma suivant  : 

CH20H CHZOH CH20H 
i 

HOCH 
t 

HGCH 
I 
C=O 

f i 
HOCH A.T.P. HOCH 

l 
+ DPM+ HOCH 

I -,,,,,,,,- > 1 ------- 9 1 + DPN.H + H' 
H ~ O H  k inase  HCOH  déshydrogénase^^^^ 

i i I 

Iciannit 01-6-phosphat e Fruct ose-6-phosphate 
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Nous nous trouvons donc à première vue devant deux schémas 
c o n t r a d i c t o i r e s .  Remarquons t o u t e f o i s  que l e s  deux au teurs  ont 

t r a v a i l l é  avec deux microorganismes t o u t  à f a i t  d i f f é r e n t s .  
Pour l'examen de l a  dégrcldztion du rnannitol p a r  l e s  A ,  Vin% 

l a n d i i  nous avons u t i l i s é  deux souches : A .  Vinelandi i  C - 1  e t  C-4.  - 
Les techniques de c u l t u r e  e t  de r e s p i r a t i o n  é t a i e n t  l e s  mêmes 

comme pour l e  dextrose.  

Les f i g u r e s  3,  L i ,  5 e t  6 nous présentent  l e s  r é s u l t a t s  obtenus. 
Nous constatons t o u t  dlabord que l e  dextrose e s t  dégradé p a r  

l e s  c e l l u l e s  d'A. Vinelandi i ,  c u l t i v é e s  sur l e  mannitol ,  avec une - 
consommation d ? oxygèae q u i  s 'écoule  exponentiellement en fonct ion 
du temps. On peut donc admettre à première vue que l e  dextrose e s t  
un produi t  in termédia i re  dans l e  métabolisme du mannitol. D'putre 
p a r t ,  Le pyruvate ,  l ' a c é t a t e ,  1-e succ ina te ,  l e  malate e t  l e  filma- 

r a t e  sont  u t i l i s é s  sans  ou avec une lége're pha.se d 'adapta t ion .  Cet-- 
t e  phase d f a d a p t a t i a n  es t  moins longue pour l e s  c e l l u l e s  cu l t ivées  
s u r  l e  mannitol  que s u r  l e  dextrose.  

Il nous semble donc qu'on peut déduire de ces expériences que 
l e s  c e l l u l e s  d'A. Vinelandi i  c~ i lL ivées  sur  l e  mannitol  rné-i;abolisent - 
l e  mannitol en passant p a r  l e  dextrose e t  l e  cyc l?  t r icarboxyl ique .  

En tenant  compte des  observat ions des chercheurs mentionnés e t  

en exuminant l e s  r é s u l t a t s  que nous avons obtenu, nous pensons que 

l e  mStabolisme du mannitol  pa r  l e s  Azotobacter se  f a i t  de l a  façon 
su ivante  : 

Comme il e s t  généralement admis que l e  premier s t ade  dans l e  
métabolisme de  glucides ou de p rodu i t s  analogues c o n s i s t e  dans une 

p h o s p h o r y l ~ t i o r ~  du p rodu i t  en ques t ion ,  nous pouvons cons idérer  
que l e  mannitol ,  une f o i s  la  membrane c e l l u l a i r e  ~ a s s é ,  e s t  phos- 
phorylé pa r  une kinase e t  avec l ' i n t e r v e n t i o n  de l ' adénos ine - t r i -  
phosphate en mannitol-6-phosphate. Ensui te ,  sous l ' a c t i o n  d'une 
déshydrogénase e t  de l a  diphospho-pyridinc-nucléotide,  il s e  forme- 
r a i t  du fructose-6-phosphate. Les c e l l u l e s  d l A z o t o b ~ c t e r  c u l t i v é e s  
s u r  ie mannitol possedent donc deux enzymes i n i t i a u x  : une kinase 
p u i s  une déshydrogéncse. 

Examinons m a i n t e n ~ n t  l e  phénomène du métabolisme du dextrose 
par  l e s  c e l l u l e s  dtAzotcbacter,  c u l t i v é e s  sur  l e  m ~ n n i t o l .  Pour 
ces  c e l l u l e s ,  une f o i s  l e  dextrose en contact  Zvec l e s  enzymes du 



. -. 
cytoplasme, il serait phosphorylé par une kinase et avec lfaide de 
l'adénosine-tri-phosphate. On obtient ainsi le glucose-6-phosphate. 
Par l'action de la phospho-hexo-isomérose, le fructose-6-phosphate 
est formé. Il existe donc un équilibre entre le glucose-6-phosphate 
et le fructose-6-phosphate. 

Nous pouvons donc admettre le schéma suivant : 

Cellules cultivées sur le mannitol ----------------------------------z 

Premiers stades du métabolisme du mannitol : 

i .I-----i.c- 

HCOE-I kinase 
> 

I 
HCOH 

I 

HOCH 
E 

HOCH 
I 

HCOH 
I 

HCOH 
I ,OH 
CH20-P=C 

'OH 

+ DPN+ 
I 

...--------------- HOCH 
'3 i 

déshydrogénase HCOH 
i 

HCOH 

Premiers stades du métabolisme du dextrose : 

O 

i ' ~  
HCOH 
I 

HOCH A,T.P, 
I ---------- > 

HCOH hegokinase 
I 

dextrose 

(glucose) 

I phospho-hexo- 4 
H O C 3  isornért?se ------------..---h 

HOCH 
I HCGIj \-"----"'"------ 1 HCOH 
t 1 

HCCH 
i /OH 
C H 2 0 - P z 0  ' C H  

Les Azotobacter rultivds sur le mannifol possèderaient donc une 
phospho-hexo-isomérase qui leur permettrait de rnétaboliser le glu- 
cose-6-phosphate. Qunnd on donne à ces cellules le glucose, celui-ci 

serait phosphorylé en premier lieu et entrerait en équilibre sous 
1 f ac-kion de la phospho-hexo-kinase avec le fructose-6-phosphate. 



De c e t t e  manière l a  r e s p i r a t i o n  ex-ponentiel1.e du dext rose  p a r  des 

c e l l u l e s  dfAzotobaceer,  ---- cultivGc?s s u r  l a  mannitol, e s t  expl iquable  

Le c2.s des A ,  a g i l i s ,  ne s e  développant pas  s u r  l e  mannitol, d o i t  -- - 
donc e t r e  i n t e r p r e t é  pzr  une absence totci le  chez c e t t e  espèce de l a  

déshydrogénase c a t ~ l y s a n t  l e  passage du m~innitol-&phosphate au 

fructose-6-phosphate. 

L! absence de  c e t t e  déshydrogénase e s t  un c a r a c t è r e  physiologiqize 

e s s e n t i e l  des A.  a g i i i s ,  Ce c a r ~ c t c r e  l e s  diffi3rencie des  A.  Vinelan,- . - -.- - 
dii. -- 

II. P.TETABOL ISIJZ DU 6E-GZGATE , ------------------- --- -- ------------------------ 

Déja en 1932, Winogradsky ----------- (103) a v a i t  prouvé que l ' a c i d e  beneor- --- ----- ---- 
que e s t  oxyd~.ble pa r  les Azotobacter. Plus t a r d ,  Tchan (125) a montré ----- ----- 
que l e  terme f i n a l  de l 'oxydat ion de l i a c i d e  benzoîque p a r  l e s  Azoto- 

bac te r ,  -- s e r a i t  un "corps n o i r P P ,  apparenté à lthurnus du s o l ,  En ou t re ,  
'l'cl's (126) pensai$ que l e s  iizotobccter sécrètaieryt des exoenzymes ----- _i 

capables  d 'oxyder l ' a c i d e  benzorque en un corps analogue à llhurnus. 

L'zcide s a l i c y l i q u e ,  formé sous l ' i n f l u e n c e  d'une oxydase ( l a  ben- 

zoatase)  , s e r a i t  un terme in termédia i re  de c e t t e  oxydation. Flais 

Tchan ------ ne p réc i se  pas  avec q u e l l e  souche il a expérimenté. - -W. - -  

Dtz.utres recherches ont  6th e f fec tuées  avec d i f f é r e n t e s  b a c t é r i e s ,  

Signalons l e s  t ravaux de Stzg_igg ------- ( 1 2 7 ) ( 1 2 C ) ( 1 2 ~ ) ( 1 3 0 ) ,  de  Exwgs (131.) ---- -.- 
(132) (133) (134) de  l44p~dG -.------ (135) e t  de s j&by (136) .  Tous ces  cher-  ----- 
~ h e u r s  ont t r a v a i l l é  s o i t  avec des  VibrZo, s o i t  avec des Tsei~dornon~s. - 
Lc? pl~part de ces  rechvrches on t  6j;é résumées e t  cri t ; iquees p a r  

K~~pocd.~ (135) e t  Evms (134)-  ...------ ----.-- ------ 
Il  r e s s o r t  de ces  t r a v r u x  qu'on peut t rouver  dans l e  s o l ,  des 

b ~ c t é r i e s  organotrophiques qui  sont czpables de métabol iser  des pro- 

d u i t s  aromatiques, comme l e  phgnol, l ' a c i d e  benzorque, l f a c i d e  para- 

hydroxy-benzofque, l e  para-crésol  e t  meme l e  n q h t a l è n e ,  

En ce qu i  concerne l t a c i d e  benzoTque, on reconnai t  actuel lement  

que l e s  germes organotrophiques,  u t i l i s a n t  l ' a z o t e  sous forme arnrno- 

n i a c a l e ,  metabolisent c e t  ac ide  orgaraique su ivant  l e  schéma mention- 

né c i - j o i n t ,  

En examinant c e  schéma, nous remarquons d'?.bord que 1taci.de ben- 

zoTque e s t  oxydé en premier l i e u  en c ~ . t é c h o l .  Ce d e r n i e r  produi t  

s u b i r ~ . i t  ensul te  une oxydotion e t  on o b t i e n d r a i t  l ' a c i d e  c i s - c i s  



OH 
I 

/ COOH 
HC 

11 
CQCH 

i I I 

HC. c i s - c i s  

C H  \ //CH a c i d e  rno.conique CH 

/ COGH 

HC COOH + H20 H 2 C  
/JOoH 

COOH 
____71 H2f 

/OoH 

r I I I j ---+ 
H C \  //CH HCOH \ Hc" COH 

BOOH 

CH CH 
\\ 

CH 
a c i d e  8-hydroxy a c i d e  A 8-hydroxy- 

muc orlique muconique 

COH 

C H  

6 a c i d e  -c6to- 
s a t u r é  adépique 



muconiaue, Cat te  de rn iè re  rnolScixle p i ? s s e r ~ i t  pnr une s e r i e  de pro- 
d u i t s  in termédia i res  à l 'acide/-céto--dépique.  d p a r t i r  de ce pro- 

d u i t  1 foxyd2tion con t inuera i t  en pr.ss?nt p3.r l ' a c i d e  succinique vers  

finalement l e  CO2 e t  HZO, 

Nous n'avons pas  t rouvé d m s  l a  b ib l iographie ,  à p a r t  l e s  re -  

cherches ef fec tuees  pa r  Tchm, -..- de t r svaux s u r  l e  métabolisme de 1 7  ---- - 
ac ide  benzoPque p2r  l e s  A z o t o b ~ c t e r .  

Il nous a semblé important é t ~ n t  donn6e l a  d i f f é r e n c i a t i o n  qui. 

e x i s t e  e n t r e  l e s  A .  Vinelandi i  e t  l e s  A .  a g i l i s  dzns ?-e comportement 

vis-à-vis de l ' ? c i d e  benzozque, de nous rendre compte des s t ades  

n5 tabo l i t iques  de l a  degradat ion d e  c e t  ac ide  aromatique Dar l e s  

Azotobacter. -----. - L'emploi des Azotobacter - comme r n ~ t é r i e l  biologique - 
pour l t é t u d e  de l a  d é g r ~ d a t i o n  du benzoate nous semble l og ique  pour 

l e s  r a i sons  suivan,tes : 

lo - Ces germes sont  ên t i è renen t  o x y d ~ t i f s ,  c e  qui  élimine lz. pré- 

sence simultanée de système fe rmenta t i f ,  

2 O  - Les Azotob8ctxr peuvent oxyder un gmnd  nombre de produi ts  or- -- 
g ~ n i q u e s ,  

3 O  - Les oxydations sont. coin?pl.Et;es, 

- Les A z ~ t o b ~ c t e r  nr0n.t p a s  besoin de l a  présence d'azote combiné, 

n _ i  de fac teurs  de  c i30issarce ,  pour ~ c c o m p l i r  ces  oxydations, 
Un mi l ieu  rninérnl simple l e u r  permet de rnétaboliser des pro- 

d u i t s  organiques p résen t s ,  

Kous w o n s  d'abord examiné l e  métabolisme des A ,  chroococcum - 
e t  des A ,  - B e i j e r i ~ c k i i  c u l t i v é s  s u r  l e  benzoate,  -. 

Les germes c u l t i v é s  s u r  gSlose-m~nnitol  i n c l i n é e ,  sont m i s  en 

suspension dc?ns de l ' e a u  s t é r i l e .  Des f i o l e s  d'Erlenmeyes contenant.;, 

50 n i 1  de  l a  s o l u t i o n  rninérc"l1e pourvue de O,25 5; de benzoate de soude, 1 

sont  ensemencees, après s t é r i l i s ~ t i o n ,  2vec 1 m l  de l a  suspension 

microbienne, Les c u l t u r e s  son t  placees dzns un a p p a r e i l  à -secousses  

t .hermostatis6 à 2G0 C pendant 48 heures.  Ensui te  e l l e s  sont c e n t r i -  

fugées à SOOG tours/nlinut e pendant 20 rninut es. Les c e l l u l e s  rnssem- 

b lées  s o n t  l2vées  deux f o i s  rvec une solutl 'on s t b r i l e  de KCL O,C2 M, 

F i n ~ l e m e r t  e l l e s  sont misas ep suspension dans une s o l u t i o n  s t é r i l e  

de K C L  C,02 ;tif Les cuvet tes  de Warburg sont remplies de l a  façon 
s u i v ~ n t e  : 
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0 , l  m l  de so lu t ion  h!gS04. 7 H20 

0 ,4  m l  de so lu t ion  tampon phosphatée 0,067 iVI (pH = 7,O)  

0 , 2  m l  de so lu t ion  de  KOH 20 % 

0 ,5  ml de suspension microbienne 

0 , 5  m l  de so lu t ion  de substance énergétique 0,05 Pd$ 

La consommation d'oxygène e s t  contrblée tou tes  l e s  10 minutes, 
à une température de 2 8 O  C a  

Les f i g u r e s  7 ,  8 ,  9 e t  10 présentent l e s  r é s u l t a t s  obtenus. 

Nous pouvons cons ta ter  que l e  benzoate de soude e s t  u t i l i s é  
suivant  une l i g n e  d r o i t e ,  en fonct ion du temps. Ceci e s t  également 
l e  cas  pour l e  catéchol,  Par contre  l e  s a l i c y l a t e  n ' e s t  pas con- 

sommé, n i  l e  mannitol. 
Ces r é s u l t a t s  nous permettent de proposer que l e  catéchol ,  e s t  

un produit  intermédiaire  dans l e  métabolisme du benzoate p a r  l e s  

A ,  chroococcum e t  l e s  A. B z j e r i n c k i i ,  Nous pouvons donc prGvoir 
Y 

que l e  s t ade  suivant peut s e  r é a l i s e r  dans ce métabolisme : 

Le s a l i c y l a t e  ne f i g u r e  pas à premibre vue sur l a  voie métabo- 

l ique  du benzoate par c e s  Azotobacter. 
L'examen du métabolisme du benzoate par l e s  A o  Vinelandii  C-1 - 

e t  C-4 f u t  effectué de l a  même façon que pour l e s  A. chroococcum - 
e t  - -  A .  Bei je r inck i i .  Les f i g u r e s  11, 12,  13  e t  14 présentent  ' l e s  ré- 
s u l t a t s  o b t e n ~ s .  Pour ces  deux germes nous avons t rouvé que l e  ben- 
zoate ,  l e  catéchol e t  l e  s a l i c y l a t e  sont métabolisés avec une con- 

sommation en oxygène qu i  se déroule d'une façon exponent iel le ,  On 
peut donc déduire de ces  expériences que pour l e s  A .  Vinelandi i ,  - 
l e  cs téchol  e t  l e  s a l i c y l a t e  sont des p rodu i t s  intermédiaires  dans 
l e  métabolisme du benzoate- Ceci nous permet de proposer que l e s  
s tades  su ivants  se  présentent  dans ce métabolisme, 



?Tous pouvons donc conclure que l e  m6tsbolisme du benzoate par 
l e s  - A. chroococc~u II_--- e t  A. Be i j e r inck i i  C'une p a r t  e t  des A. Vinelan- - - - -*--.-*-- - 
d i i  d.'autre pa r t  d i f f e r e  profonl '  - e ~ e n t .  

Zn e f f e t ,  l 'oxydat ion  du benzoate par  l e s  A. chroococcum e t  - - 
A. 'Bei jer ' incki i  p a r a î t  abou t i r  directement à l a  formation du cotg- - -  
chol. 

Cet te  r é a c t i o n  implique l ' in-Lroduction simultnn6e de deux p o u -  
pes h.ydroqles.  Théoriquement c e t t e  conversion d i r e c t e  de benzoa-t e 

en cot6chol peut se  f a i r e  en deux s tades  : une h y d r o q l a t i o n  s u i v i  
d t  une d5carboxylation o q d a t i v e .  Les r éac t ions  suivan-tes expliquent 

c e t t e  p o s s i b i l i t é  : 

EC ' 
/L\ 

k> cii 
il 

WC 
1 

\ CIE )CH 

/3 -03gdat i o n  
-------------.' 7 

Pcr contre l e s  A. Vinelnndii  prssentent  un aspect nouveau dans -- -.1_1_-- 

l n  conversi9n du benzoî-te en cat4cliol. I c i  on a s s i s t e  à une i n t r o -  
duction. succesive des groupes hydroxyles dans l n  mol6cule banzénique. 
11 r e s t e  naturellem.ent à v o i r  s i  l a  d8carbox;~lation de l ' a c i d e  sa- 

l i c y l i q u e  s 'accomplit  en une ou deux Btapes. 

Pour l e s  t r o i s  espèces,  I e  cntéchol e s t  un produit  "c le f "  dans 
l e  m6tsboiisnie du benzoate. C 'est  à p a r t i r  du ca-ttechol que l e  &ta-  
Dolisme continue e t  nous observons ( f igure  l i t )  q71e l e s  produi t s  du 
cycle t r i c î rboxy l ique  sont ùtilisé~exgonentiellenent p a r  l e s  ce l lu -  
l e s  cu l t ivges  sur  l e  benzoate. On peut donc prévoir  qu'à p a r t i r  du 
c ~ t 4 c h o l  13 nolécule  aromatique d o i t  ê t r e  scindée pour donner na is -  
sance à un produ-it r l iphzt iq-1,  , par  exczple 1' acidep--c6to-adipique. 

Ce de rn ie r  ocide e s t  l e  point  de  dépcrt  pour l 'acconplissement du 

cycle t r i c a r b o x y l i q u e  par ces  gerroes. 



Les courbes r e s p i r a t o i r e s  du succ ina te ,  ûcStûte , pyruvate e t  
malate nous procivent indiscut2blenent  que ces  produi ts  f o n t  p a r t i e  
du métabolisme du benzoate. Corne pour l e  cycle  t r icarboxyl ique  des 
c e l l u l e s  cu l t ivées  sur l e  dextrose ou l e  mannitol, nous constatons 
q u ' i c i  auss i  l e  c i t r a t e  n ' e s t  p3s u t i l i s é  suivant  une l igne  d r o i t e ,  

h l a  s u t t e  de  ces  expériences manonétriques, nous avons voulu 
nous rendre compte de l a  prSsence des substances in termédia i res  par 
voie  chinique. Pour c e l a ,  nous wons  c u l t i v é  des A ,  Vinelandi i  C-1 - -"- 
en &grandes q u s n t i t é s  su r  du benzoate e t  nous wons  essayS d ' i d e n t i -  

f i e r  par l a  chromatographie de partage sur  papier ,  la présence de 
ces  produi ts  d m s  l e  mi l ieu  de cul ture ,  

Dans un grand ba l lon  de 5 l i t r e s  nous avons s t é r . i l i s6  4. l i t r e s  
de l a  solu+ion n in6ra le  additionliée de 0,S 7; de benzoate de soude. 
Le mil ieu f u t  e n s e ~ e n c é  avec 200 m l  d 'une cu l tu re  A ,  V i n q l n n d i ~  C-1 - 
cu l t ivée  sur  l e  même mi l ieu  pendant 48 heures en f i o l e s  d f Z r l e m e y e r  
secou6eso L 'aéra t ion  du n i l i e u  fut effec tuée  par  de l ' a i r  s t a r i l i s é  
sur mélange coton-charbon ~ c t i f ,  Après une cul turd à 28' C pendant 

48 heures ,  l e  mil ieu e d t  a c i d i Î i é  avec de l ' a c i d e  sulfur ique à pH=3 
e t  ensui te  c e n t r i f  u.g6 à 6000t oms/nrinut e. Le l i q u i d e  surnageant e s t  
ensui te  ext-ai t  avec de l ' é t h e r  su l fur ique  dans un ex t r sc teu r  1i- 

quide-liquide,  
$Tous avons a i n s i  obtenu une poudre blanche ( I I o  Nous avons 

consk;ti;é que c e t t e  poudre contenait  encore de l ' a c i d e  benzoïque, 
Pour aca r t e r  ce t  ac ide ,  nous avons d issout  c e t t e  poudre dans du 
tStrrach1ori;re de carboneo Znsuite c e t t e  s o l u t i o n  f u t  e x t r a i t e  par  
de l ' e a u  ? . i c t i l l é e ,  L ' e x t r a i t  aqueux f u l  ensui te  évaporé sous v ide ,  
Il nous r e s t a i t  une deu::iè~e poudre blanche (11). Cette poudre f u t  

d issoute  dans de l ' a l c o ~ i  6thylique.  
Yous avons é t a b l i  l a  dc tec t ion  des ac ides  organiques par l a  

c'nromat og-xphie de purtage s u r  papier Les t ccliniqus s su ivantes ,  

d é c r i t e s  p 3 ~  '310ck ----- (1371, L e c ~ y g y  (138) e t  Linskens (139) ,  ont étS ----- ------- .----- --- ...------- 

emplojr5eso Des cyl indres  en ve r re  de 18 cn de diamètre e t  25 cm 
de hautevr serva ient  conteni r  l e  papier f i l t r e ,  

Conne papiar nous avons u t i l i s é  l e  \!lmtaann M o  ï. 

Deux solvants  fu ren t  essayés : dans 
a) l e  m4lange benzènc + acide propionique + eauVdes proport ions 

2 : 2 : 1, Après séps ra t ion  des deux couches, l a  phase su- 



périeure (organique) e s t  u . t i l i sée .  
b) l e  mélarl-e iso-propanol + ammoniaque +- eau dans des propor- 

t i o n s  8 : 1 : 1. Ce rnélmge e s t  u t i l i s é  in tég ra lezen t ,  
. Le révé la teu r  cons i s t e  du mglange suivant : para-n i t roani l ine  

O,Sr) 7: dans de lti-:C1 8 25 p m t i e s  + n i t r i t e  de soude 5 :$ dans de 

I - ' em 1 , 5  p a r t i e s ,  
Les so lu t ions  d ' a c i d e  benzoïque, acide s a l i c y l i q u e ,  ca téchol ,  

ac ide  malique, acide c i t r i q u e ,  ac ide  succinique e t  acide fumarique 
ont é t é  pr4psrSes en dissolvant  100 m g  de chaque acide daris 25 m l  

d ' é t:l<ariol 0 

Les >ou t t e s  fusent  d6posées s u r  l e  pepicr f i l t r e  à r a i s o n  d e  

50)~ 1 de chaque s o l u t i o n  acide. Ls papier  rut enroulé e t  m i s  en 
contact &v+c l e s  s o l v m t s  se  trouvant sur l e  Ton6 des c y l i n d ~ e s  en 

v e r r e ,  TTne clwonat ographie ascendante f u t  donc appliquSe , Après 
16  heures d 1  essa i ,  l e  papier es t  ssché,  On pulvérise  ensui te  une 
so lu t ion  du r é v é l a t e u r ,  Après sèchage, on imbibe l e  chrom:3togramme 

alune so lu t ion  de carbonate de soude à 20 76 dans de l ' e a u  d i s t i l l é e ,  
On peut a l o r s  instantanément observe 1 ' emplacement des  taches ,  

Des essais  p r é l i z i n ? i r e s  nous ont indiqué que l e  meil leur  so l -  
vant pour c ~ s  acides,  c e l u i  qui  permet donc l a  p lus  n e t t e  sépwa- 

t i o n  sur l e  papier  f i l t r e  , e s t  l e  mélange isopropznol-armoniaque-eau, 
Le catEchol e s t  facilement dstectatsle;  il forme des  taches g i s -  
n o i r â t r e s ,  entourées d'une siur6ole Jaune. La couleur de l ' a c i d e  
s a l i c y l i q c e  e s t  orange s u r  l e  chronat ogra~me,  Les a u t r e s  ac ides  
sont  1SgSrernent rougeât res ,  Le fond de t e i n t e  du papier  e s t  jaune, 

LI-: tableau suivent nous donne un aperc;u des va leurs  R, (x )  Ob- 

t e n u s  avec l e s  p rodu i t s  ernploy6so 
P r  o d ~ i i  t s -------- Valeur R ,,,,,,,- P 

A. 

Acide s a l i c y l i q u e  

Acide mnlique 
Acide c i t r i q u e  
Acide fumarique 
Acide succinique 

Acide benzolque non d ice lab le  
Caté ch01 0,90 ................................................................... 

( x )  .if e s t  1 1 ~ b r 4 v i a t i o n  de " r e l a t e  t o  f r o n t "  ou "Running fac ior" .  
- di-stance du poiat  de d6pm-L ju3quS;lll cen t re  de l a  teche  La vnleur 'f- d i X n c e  du point de d6pnr-t jusqulÛ l a  l i g n e  de frontw- 

du solvant ,  



En apsliqu3nt 171 technique de chromatdgraphie su r  une so lu t ion  
de 1 2  poudre b l ~ n c h e  (II) dans l ' a l c o c l  étl-gvlique nous avons obte- 

nus des  taches  possédant l e s  va leurs  R, su ivantes  : 
4. 

Valeur 2, 
-=------- l. 

Cat6cho'E 
Acide sa l i cy l ique  

? 
a 

Acide succinique 
Acide furnsrique 
Acide c i t r i q ~ e  
Acide aaliqile 

Pour e t r e  sûr de l ï e ~ ! ? p l a c e ~ e n t  exact Ues taches  obtenus sur  
l e s  chrom3t c sranmes nous avons r5pLJ- ? L C  ' p lus ieur s  fois l e ç  expérien- 
ces e t  sur  chaque c h o ~ z l t o g ~ : ~ m r n ~ e  nous avons ~ p p l i q i r é  en temps 
que l a  mbstance  incoimue ( p u d r e  II) l a  s é r i e  dcs produi ts  orga- 

niques ~ c n t i c n n é e ,  
Ces expériences nous ont p e r ~ i s  de déce ler  Lacileacnt l n  prS- 

sence d m s  l a  soudre e x t r a i t e  de l a  cu l tu re  ds l 'Azotobacter 

Vinelandi i  p l ,  des  produi t s  su ivants  : -..- 
Ca5échol - sc ide  s a l i c y l i q u e  - acide succinique - acide 

m-alique - ac iae  furnarique - acide c i t r i q u e ,  

Les rS s u l t a t s  obt entis par  l a  voie chromat ographique pour 1 'A, - 
VinclzrliJLii C-1  confirrrtent ceux obtenus avec l a  technique de 1' adap- 
t a t i o n  simultanée, 

bJous pouvons donc é t a b l i r  que l 'oxydat ion du benzoate de  soude 
par 12s A, clir~ocoecun e t  A ,  S e i j e r i n c k i i  abou t i t  en prenier  l i e u  - - -- -- -- 
h l a  formation du catéchol.  Pour l e s  A,  Vinelandii  c e t t e  oxydation -- - 
p a s , ~ e  G ' ztoord par l1 i n t e r n é d i z i r e  de 1' acide sa.licylique uvant 

d lz . t te indre  l e  cc,tSchal, R p u r t i r  du catSchol l e  mdtabolisme con- 
t inue  suivant  l e  cycle t r i ca rboxÿ l ique ,  après un scindzge de lïan- 
n e m  a r o r a ~ . t i q u e ~  

En utillsmt 13 technique de 1 ' ~ d a p t c t i o n  s i inul t ,xée,  S$t~&br ---- ---- 
(109) formulai t  sa th6orie  sur  1' oxydation microbienne de 1' acide 

benzoYque en considérant l e  cztéchol corne l e  p e m i e r  proauit  &ns  

l a  chg.îne métcibolique, Il t r o u v a i t  que l e s  ddr ivés  mono-hydroxy 



de l l a c i ? e  benzoïque n '&aient  pas  des produi ts  interméd?.izires 
dans 1' orcydation microbienne de 1' acide benzoïque. 

IJQS r S s u l t a t s  sont  donc en cont r3dic t ion  avec ceux de SC-qmgc. ------- 
Remarquons t o u t e f o i s  que nous avons à f a i r e  B des Azotobacter 
dont l a  physiologie e s t  totalement d i f f é r e n t e  de c e l l e  des  Pseu- 

domonas, 
Xous terreinions rlos recherches su r  l e  rnStabolisme de l ' a c i d e  

benzoïque par  l e s  Azotobactey, quand nous avons reçu une publica- 
t i o n  de Bhat e t  de s e s  co l labora teurs  (140). Ces chercheurs ont ---- ---- 
constaté  que des  c e l l u l e s  Pseudononas convexa var, h-ippuricun, --- 
cu l t ivées  sur un milieu à base d 'h ippura te ,  sont capables d'oxyder 
l ' h i p p u r a t e ,  l e  benzoate, l e  s a l i c y l a t e  e t  l e  catéchol.  I l s  sug- 
qèrent  que l e  s a l i c y l a t e  e s t  un produi t  intermédiaire dans l e  dB- 

gracia-Lion du benzoate. Le catéchol s e r a i t  forme après  l e  sa l icy-  

l a t e ,  
Nos r é s u l t a t s  sont donc en concordance p a r f a i t e  avec ceux de 

Shat e t  de s e s  col laborateurs ,  ---- ---- 
Ceci prouve encors que l e s  microbes sont  spécif iques dans l e u r  

mode m é t ~ b o l i q u e  e t  q u ' i l  e s t  par fo is  dangereux de généra l i se r  

c e r t a i n s  a spec t s  métaboliques dans l e  monde micrcbien, 

III e lIF,T~BOLISI.'E PJ SALICYLATX . ----- ---------------------a----- ------------------------------- 
Il e s t  évident que nous sommes passés  ensui te  aux expériences 

devant doceler l a  voie  m6tabolique du s a l i c y l a t e  u t i l i s a b l e  unique- 
ment par l e s  Azotobacter B e l j e r i n c k i i ,  --- -. 

Les c u l t u r e s  obtenues sur  la gélose-mannitol, ont é-t;& erlse- 
mencoes sur l e  milieu n i n é r a l  e n r i c h i  avec 0 ,25  7:) de s a l i c y l a t e .  
La prépcrat ion des c e l l u l e s ,  a i n s i  obtenues, f u t  e f fec tuée  de l a  

même fhyon comme pour c e l l e s  c u l t i v é e s  sur l e  benzoate* 

Rocs avons a ~ p l i q u é  l e s  techniques de 1' adaptat ion s inul tanée ,  
Les cuvet tes  de :irarburg fu ren t  remplies également de l a  même façon, 

Les tableaux 15 e t  16  représentent  l e s  r é s u l t a t s  obtenus, 
Xous remarquons que l a  consomation en oxygène sur l e  sa l i cy -  

l a t e  s u i t  une l i g n e  d r o i t e *  Ceci e s t  également l e  cas  pour Le caté-  
chol,  Par con t re ,  l e  benzoate n ' e s t  pas u t i l i s é ,  Les deux souches 
dt Azotobacter R d  j e r i n c k i i  examinées réagissent  exactement de l a  
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Nous pouvons donc conclure que l e s  Azotobacter B e i j e r i n c k i i ,  - -- 
c u l t i v é s  sur l e  s a l i c y l a t e ,  sont cap~ .b les  d t  oygder l e  s a l i c y l a t e  

en catéchol.  Le benzoate n ' e s t  pas du t o u t  un produit intermédi- 
a i r e  de ce cycle oxydat i f ,  

Ces expériences nous permettent donc de proposer l e  schéma 

suivant pour l e  premier s tade  de l 'oxydat ion  du s a l i c y l a t e  p a r  

l e s  -- A, Be i j e r inck i i .  

COOH 
I 

HC COH 

, COH 



Les expdriences r e l a t S e s  dans ce chapi t re  nous ont procuré des 
renseignements complézentaires dans l e s  d i f férences  physiologiques 
des  &o$ob3c32~, 

Les e x p é ~ i e n c e s  sur  l e  mStabo7isme du mannitol par l e s  Azotobac- - 
t e r  - nous révè len t  que ce polyol e s t  métnbolisé suivant  l e  cycle tri- 
carboxylique. La r e sp iya t ion  exponentielle du glucose, par l e s  
Azotobacter, CU-ltivds s u r  l e  mannitol, s 'expl ique par 13 présence 
d'une k inase ,  d'une dzs?wdrogénase e t  d'une phospho-hexokinase, 
&près l a  phosphorylûtion du m a m i t 0 1  avec l ' a i d e  de l 'adénosine- 
tr i-phosphdte e t  une dxsl iydr~génat ion qui  s e  déroule en présence 

de l a  dishospho-pyridine-nuc16otide, l e  fructose-6-phosphate e s t  
formS. Cet te  substance in termédia i re  e s t  en é q u i l i b r e  sous l ' a c t i o n  
de l a  phospho-hexo-isom6rase Jvev l e  glucose-5-phosphate, La respi -  
r a t i o n  du dextrose ne s e r 3 i t  qu'un " ' ? r t e fac tn0  Zn f a i t ,  c ' e s t  l e  

glucose-6-phosrhate qui e s t  u t i l i s é  e t  non l e  glucose, Le glucose 
n' e s t  pas un produit  tntermédiaixae du mital3olisme du mannitol pour 
l e s  A z ~ t o b a : t e ~ ,  

Le d t s b o l i s m e  du benzoate par  l e s  Azotobscter nous a permis de 

f a i r e  l e s  cons ta ta t ions  su tvantes  : 
Tour l e s  - A ,  - chroococcu.m 1' or jda t ion  du benzoat e abou t i t  directe  m n t  
au cat  S c h ~ l  , Vous observons une implantation siix1ultan6e de deux 
srounes hydroxyles sur  l e  noycu benzsnique, s u i v i  d'une décarboxy- 

l a t i c n  oxvdütive, LPS expériences ef fec tuées  avec 13 technique d e  

1' adants t ion  simultanée nous indiquent c e t t e  voie nétabolique.  
Par contre  nous constatons que l e s  A, f& j e r i r - ck i i  s e  dévelop- 

pent t r è s  b ien  sur l e  s a l ~ c y l a t e  de soude, 
Le rietabolisme des & PE3ijerincki.i sw l e  benzoate e t  si-r l e  

s a l i c y l a t e  prdsente donc h première vue une cer ta ine  c o n t r a d i d i o n .  

En e f f e t ,  l e s  -- A. - Bei jepincl.-Li, cu l t ivées  sllr le benzoate, vont 
o ~ ~ d e r  l1 acide  benzoïque directement en catéchol,  Le s r l l icy la te  
n 'apaaraât  pas conme substance intermédiaire ,  Par contre l e s  mêmes 

Termes peuvent s e  ~ u l t i p l i e r  sur  l e  s a l i c y l a t e  e t  oxyder l ' a c i d e  



sa l i cy l ique  en catéchol, 
Cul t ivds sur l e  benzoate ces  germes ne s e r a i e n t  pas adaptée simul- 
t anément au s a l i c y l a t e ,  
- IZ nous semble donc que l a  dé tec t ion  de l a  r e s p i r a t i o n  du sali- 

cy la te  pûr l e s  & -- 9ei j e r i n c k i i ,  cu l t ivé8  s u r  l e  benzoâte, f a i t  dé- 

f an t  avec l a  technique de 1 l adaptat ion simultanée, 
Le f a i t  que l e s  memes souches, peuvent s e  développer sur l e  snl icy-  
l a t e  e s t  une preuve quasi  ce r t a ine  qu ' e l l e s  peuvent u t i l i s e r  l e  
sal . icylate  e t  nos expériences l t o n t  prouvé, 
Comme nous avons pu l e  constatel., avec l b c i d e  c i t r i q u e ,  plaque 
t o ; ~ n a n t a  du cycle  t r icarboxyl ique  des c e l l ~ l e s  cu l t ivées  sur l e  

dextrose,  nous pensens q u ' i l  faut expliquer ce phénomène par  l a  
f a c u l t é  d' absorpt ion des molécule s par l e s  c e l l u l e s ,  
Les expériences avec l e s  A, B A  j e r i n c k i i ,  concernant l e  métabolisme 
du benzoate, indiqueraient  que l e s  c e l l u l e s  q u i  ont cornmene6 l e u r  
génèse sur l ' a c i d e  benzor'que sork inpénét rables  pour l ' a c i d e  sali- 

cylique* Par contre  l e s  c e l l u l e s  cu l t ivées  s u r  l e  s a l i c y l a t e  sont 
parfaits-rrient p h é t r a b l e s  par  c e t  acide aromatique, Le passé de l a  

c e l l u l e ,  l e  r r i l ieu  de ci l l ture  su r  l eque l  e l l e  a e f fec tué  son déve- 
loppement, e s t  un f a c t e u r  déterminant d m s  sa s t r u c t u r e  ce l lu7ai re ,  
E t  c e t t e  s t r u c t u r e  déterrrnlne sa capaci té  d 'absorption e t  dPassimi- 

l a t i o n ,  
Ces expériences nous prouvent que l a  teciinique de l ' adap ta t ion  

simultanés,  malgr4 s.1 grande valeur  poura 1' i t u d e  physiologique &es 

microo~ganismes,  n ' e s t  pas t o ~ t  à f a i t  s a t i s f a i s a n t e ,  

Zn opérant avec cetJbe techr,ique nous potivons obteni r  des  r e n ~ e i g n e -  
ment spré l iminai res  dans l e  m.étabolL~ne des microorganismes, Des 
analyses chimiques complémentaires, sont pourtant  nécessa i res  pour 

t r a c e r  d6 t i i l i t  ivement une voie  métabolique, 
L'absence t o t a l e  de capaci té  de croissance sur l e  s a l i c y l a t e  

des Azotobacter ~hroococcurn, e t  l 'oxydation d i r e c t e  du benzoate en 
catochol,  d i f l6 renc ie  complètemnt ces  souches des Azotobacter 

Be t j e r inck i i ,  - 
L'oyydation du benzoate par  l e s  8. Vinelandii  n 'about i t  pas . 

dans son premier s tade ,  à 1î formation du catéchol ,  Au con t ra i r e ,  

nous avons constaté  que l a  première modif icat ion que s u b i t  l e  



benzoat e cons is te  dans une transformation en ac ide  sa l i cy l ique ,  
Répétons i c i ,  que l e s  expériences manométriques à ce s u j e t  ont  é t é  

confirmées par l t a n a l y s e  chimique (chromatographie) sur l e s  mi l iew 

de c u l t u r e ,  Le benzoate s u b i r a i t  une inp lan ta t ion  d'un seul  poupe  
hydroxyle, Le deuxième s tade  de ce métabolisme présente  l a  foïwa- 
t i o n  du catechol,  C2ci implique donc une deuxiéme impl<antation 

d'un ,groupe hydroxyle, s u i v i  dPune décarboxylation oxydative. 

, Cette  d i f férence  dans l e s  premiers s t a d e s  de l a  dégradation de 

l * a c i d e  benzofque e n t r e  l e s  Azotobacter c~ïeoococcwn d9une pûs t  e t  
l e s  -.- Azot  bact ter Bel j e r i n c k i i  e t  A,  Vinelandii  d1  a u t r e  par t  , cor- . -\-- - 
reespond poi~ir nous un aspect physiologique e s s e n t i e l  dans l a  d i f -  

férencia- t lon des Azo-tob2.cter0 - 
TJa présence des produi ts  intermédiaires  du c y c l e  t r i c w b o x y l i -  

que dans l e s  cu l tu res  dfAzotobacter ,  c u l t i v é s  sur l e  benzoate 
prouve que ce métzboliçme abou t i t  par c e t t e  voie à l 'oxydat ion 

complète, 



C H A P I T R E  VI --_----------------- 
------------a-----,-- 

INFLUENCE DES ANTIBIOTIQUES SUR U S  AZOTOBACTER ............................................... _^__-_-_------_---------------.------------------ 

Dans 1 9  but de nous ~ e n d r e  compte de l a  suscept ibi l5- té  des 
qua t res  espèces d Azotobacter, vis-à-vis des an t ib io t iques ,  nous 
avons u t i l i s é  l n  technique suivate : 

Les souches ont é t é  c u l t i v é e s  su r  l a  gélose-dextrose inc l inée  
en tubes ,  pendant 48 heures h 28" C e  Puis ,  l e s  c e l l u l e s  smt mises 
en suspenslon e t  mélangées h 10 m l  de gé lose-dext~ose  tenue à l ' é t a t  
l i q u i d e  à 4S0 C d  

- Environ 10  m l  de gélose-2extrose s t é r i i e  sont  coulés en bof te s  
de P é t r i ,  Après s o l i d i f i c a t i o n ,  4 m l  de l a  suspension microbienne 

dans l a  gxlose-dextrose sont coulés au dessus de l a  gélose-dextrose 
s o l i d i f i é e  dans l e s  bof t e s  de P é t r i ,  Ainsi nous avons deux couches 
de gé lose ;  13 première qu i  e s t  s t é r i l e  e t  qu i  e s t  couvert€ pzr une 
deuxième contenant des c e l l u l e s  hzot obacter en masse, 

Les b o f t e s  de P é t r i  sont enduite mises RU f r i g i d a i r e  pendant 4 
heures,  On n e t  ensui te  s u r  chaque b o t t e  6 disques contenant des 
concent ra t ions  d i f f é r e n t e s  d 'ant ibiot iques.  Nous avons u t i l i s é  les 
"Bacto-Sensit ivity Disks" des Difco Laborator ies  (U,S,A,) .  

Chaque disque p o s ~ è d e  un d i m è t r e  de 0,6 cml Après une culture 
de 48 heures à 28' C on mesulzor; l e  diamètre de l a  zone d ' inhib i t ion ,  

PJous avons u t i l i s é  l e s  an t ib io t iques  su ivants  : 
F b n i c i l l i n e  (disques v e r t s )  : 2 ,  5 e t  10  Uni tés  In te rna t iona les  
Polyqyxine B (disques b leus  foncé) : 50, 100 e t  300 U,I, 
Chloromycétine (disques bleus pa le )  : 5,  10 e t  30 mcg 
Auréomycine ( d i ~ q u e s  jaunes pa le)  : 5 ,  10  e t  '40 rncg 
Terramycine (disques jaunes brunStre) : 5 ,  1 0  e t  30 mcg 
Di-hydro-streptowcine (disques. roses;  : 2, 10 e t  100 rncg 
Erythromycine (disques rouges) : 2 ,  5 v t  1 5  mcg 
Tétracycl ine (disques jaunes fonc4) : 5 ,  10 e t  30 mcg 

Les disques contenant l e s  concentrat ions l e s  p l u s  f a i b l e s  ne por ten t  
pas d r i n s c r i p t i o n ,  Les disquss  contenant les concentrat ions moyennes 
sont pourvus de p e t i t s  po in t s  no i r s ,  Les disques contenant l e s  p l u s  



hautes  concentrations portent  des l ignes no i res ,  
. D t ~ p r é s  Difco -----  l a  susceptLbi l i té  d o i t  e t r e  i n t e r p r é t 6 e  comme 

-M.--- 

1' indique l e  schéma suivant  : 

Concentration de 1' an t ib io t ique  ............................................... 
Faible 1 In te rned ia i re  1 For te  

---,-,,,,-,---L,------------------------------- 

Très sens ib le  zone zone zone 
Sensible  pas de zone zone zone 
LBgèr ement 
sens ib le  pas de zone pas de zone zone 

, Résis tant  pas de zone pas de zone pas de zone 
i 

Les r é s u l t a t s  obtenus avec quat re  souches de c h q u e  espèce 
sont reprSsentés  dans l e s  tableaux qu i  suivent ,  

Il r e s s o r t  d.e ces  r 6 s u l t a t s  : 
1') Que l e s  quntre  espèces sont entièrement r 6 s i s s a n t e s  à 13 p h i -  -- 

c i l l t n e  e t  3 l a  chlo~om.vcétine.(> -- 
2') Les quat re  espèces sont s e n s i n l e s  à 13 solyrnyxine, 
9') Tous l e i  Azotobacter sont t r è s  sens ib les  à l ' a u r é o q c i n e  l a  -> 

terrLaqycine, --- - I n  t é t r ~ c y c l i n e ,  -- 13 d i h y d r o - s t r e p t o ~ c i n e  e t  - -- 
1 ' c5gythrorqvcine ,, 

- Leur rSs i s t ance  simultanée envers l a  p é n i c i l l i n e  e t  l a  chloro- 
snycétine e s t  assez surprenante, En e f f e t ,  la p é n i c i l l i n e  e s t  un 
ant iofo t ique  exersant son a c t i o n  envers l e s  cocci  G-mm-positifs, 
t a n d i s  que l a  chlorouaycétine e s t  p l u t 8 t  ac t ive  envers l e s  bfltonnets 
Gram-négat if S. 

L 1 u t i l i s a t i 3 n  de ces deux an t ib io t iques ,  sépar6ment, dans un 
mil ieu de cu l tu re  peut ê t r e  p r i s e  en considérat ion comme moyen 
s é l e c t i f ,  dans l ' i s o l e n e n t  e t  13 p u r i f i c a t i q n  des s a c h e s  dtAzoto- 
bacter .  

Nous constatons q u ' i l  n . y  a pas  de d i f f é r e n c i a t i o n  poss ib le  
entre  l e s  qua t res  espèces en s e  basLant s u r  l e u r  s e n s i b i l i t é  envers  
l e s  an t ib io t iques  couramment employés, 
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C H A P I T R E  V I 1  
.................... -----_------------_- 

ETUDE CHRO?G~TOG'-I:IPHLQUE SUR LA C0; :POSITIQN EN ACIDES APIINES 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

DES AZOTOBACTER --------------- --------------- 

La synthése pro té in ique  des  & l ; o b a c t ~  s e  f a i t  2 p i  ,r tir de 

l ' a z o t e  ztmosphérique e t  dc produ i t s  de dégradation de substances 

organiques. A ce p o i n t  de vue l e s  Azotobacter sont  des  microorga- 

nismes except ionnels ,  

Il nous c semblé u t i l c  d'examiner, l a  c o n s t i t u t i o n  en ac ides  

cmines des  protéines cics d i f f é r e n t e s  espèces dfAzotobactcr ,  Nous 

avons u t i l i s é  à c e t t e  f i n  l e s  techniques de  cllromatogrzphie de par- 
tage s u r  papier ,  d e c r i t c s  pas  Broc& ----- (137)-&~!dgw-r --,-.----y- (138) e t  &>ES- ----- 
kens (139). ---- ---.- 

Descr ip t ion  dcs Technii!jes: 
- Une srmoire  pour chromtogrc?phie ?'ShandonU, munie d'un réservoi r  

en v e r r e  f u t  u t i l i s é e .  Les dirncnesions é t a i e n t  de 68 c m ,  s u r  68 
cm s u r  2.; cm. Puisque l e  r é s e r v o i r  s e  trouve en haut  dc  l l a r m o i r e  

12. chromatographie decendante f u t  employée, 

- Le pap ie r  f i l t r e  é t a i t  l e  7;hatrmnn No 4. - Deux s o l v a n t s  son t  prgparés de l a  façon suivante:  

a ,  bf6lange Butp.no1 -, Acid,e acé t ique  - Eau d i s t i l l é e  dans l e s  

proport ions:  125 : 30 : 125,  Apres sépa ra t ion ,  des  deux 

couches, 1 2  phzse organique supér ieure  e s t  u t i l i s é e  comme 

s o l v ~ n t  de sépara t ion  dos zc ides  aminés, 

b. PhérLol-, 5 00 g de phénoldissouts  dans 225 m l  d 'eau,  Seule- 

ment l a  couche i n f é r i e u r  e s t  u t i l i s é e .  

- Le révé2-steur comportait: 0 , l  $ dc so lu t ion  de n ~ n h y d r i n e  dans 

du chloroform addi t ionnée de 0 , l  $ de collidinc. 

- Les ac ides  aminés: des s o l u t i o n s  contenants 25 mg d'un ac ide  

aminé d i s s o u t s  dans 25 ml d 'é thanol  s o n t  employéée 

Nous avons u t i l i s é  comme so7utions ? ' typesPg l e s  

ac ides  aminés suivants :  

Almine  - Acide aspa r t ique  - Acide glutaminique - Acide &'- 
- ?min~-butyrique - Arginine - Cystine - Glycine - 
H i s * b i C f n û  - Leucine - Lysine - Méthionine - Pro l ine  - 
Serine - Thréonine - Tyrosine e t  l a  Glucos~mine. 



Avec une micropipe t te  de 0 , l  ml, gr~dilGe,  nous déposons l e s  

gou t t e s  su r  l u  f i l t r e  !Jhûtrnz.nri No 4e 23 )il de chaque ac ide  aminé 

sont  a i n s i  z ~ p l i q u é s  sur l e  p ~ p i e r .  

Nous mono d'abord é tud ié  l c  cornportcinent des ac ides  aminés 

en présence d'un s e u l  solvent .  Ensui te  des  chromatogramics I l i -  

dimensionols o n t  é t é  préparés .  Sür ccs  d e r n i e r s  nous avons spp l i -  

qué dams lc première d i r e c t i o n  l e  méla~lge butanol-acbtique-eau 

pendant 16 heures. Après séchage à l n  tcmpérsturc du l a b o r a t o i r e ,  

l e  papier  é t a i t  soumis dans l a  deuxième d i r e c t i o n  à l ' a c t i o n  du 

deuxièrie so lvan t ,  l e  phénol, pendent 8 heures. La température 

pendent l e s  e s s a i s  chromatogrcphiquçs é t a i t  de 21° C. 

Les va leur s  Rf obtenues, pour l e s  a c i d e s  aminés examinés, 

nvcc des çhronatogrami;i~,s à une s e u l c  dimersion, son t  groupées 

dans 16 tab leau  su ivant :  - 

Acides zmin6s 
P 

V&eurs R~ trouvées 

Eiutûnol-aci-de ecétique-eau 

--l 
Phénol 

l 

1 Acide aspa r t ique  

Acide glutamiqiie 

Acide &'-amino- 
bu byr i ~ u e  

Arginine 
Cys5ine 

O, 4-2 025@ 

Glycine l 0, 37 1 0,40 

I 0,3b O, 36 
0 ,  39 0, 35 

His t id ine  

Leucine 

Lys i n  e 

Mé thioniile 

Pro l ine  

Çérine 

Thréoviine 

Tyrosine 

Glucosamine 

0,58 0~89 

f l 1 

C ,  23 

0 2 7 6  

0,25 

O, 63 
0, 48 
O, 36 
O, 39 
0, 58 

0,33 

0, 67 
O,@ 

0, 53 
O, 80 

O, 93 
0, 37 
0, 50 
0 ,  60 

0,20 

0,31 

0, 17 
0, 59 
0, 27 



Le d i z p o s i t i f  qu i  accompagne ce chzp i t r e  r ep résen te  llemplnce- 

ment s u r  l e  chromatograrnrne des d i f f é r e n t s  ac ides  aminés, 

Acides zminés des ~ ~ z o t o b a c t e r ,  ------- ---------- 
Les Azotobacter .Pm- o n t  é t é  c u l t i v é s  s u r  50 m l  de mi l ieu  minéral  

e n r i c h i s  avec 1 % de mannitol ou 1 $ de dextrosc (pour l e s  &, &Li-). 
Après 48 heures de c u l t u r e  dans un a p p a r e i l  à secousscs thcrmosta- 

t i s é ,  l e s  c u l t u r e s  s o n t  cent r i fugées  à 6000 tours /ml~ .u te ,  Après 

deux lavages s u c c e s s i f s  avec de l ' e a u  s t é r i l e ,  l c s  c e l l u l e s  son t  

finalement, mises en suspension dans de l ' e a u  s t é r i l e ,  Cet te  suspen- 

s ion  cel_lulai.i-e e z t  soumise à un doscge d T z z o t e  par  l a  methode 

micro-K jeldz'nl , 

Un a l i q u o t  do  c o t t e  suspension, contenant 1 , 6  m g  d ' azo te  e s t  

melangé à 1.0 in1 de HC1 6 N e-t chauffé sous r c i ' i ~ x  pcndznt 20 heures. 

I;;. liquiciv e s t  ensui te  évaporé sous v ide ,  Dans l e  ba l lon ,  l e  r é s i d u  

contenant l e s  ac ides  aminés, e s t  m i s  en so lu t ion  dans 1 0  ml d T e a u  

d i s t i l l é e .  La so lu t ion  e s t  Jaun$tre ,  E l l e  e s t  soumise à une ,en t r i -  

fugat ion  e t  l e  l i q u i d e  surnageant e s t  à nouveau évaporé sous vide. 

:je r é s i d u  r e s t a n t  e s t  d i s s o u t  d ~ m l  m l  dPea.u d i s t i l l é e .  

Cer ta ins  ruter:rcj pré tendent  q u ' i l  f a u t  mieux de reprendre  l e  

r é s idu  d9acid t . s  aminés avec 1 ml d' isopropanol  à 10 $, Nous avons 

cons ta té  que l l iuopropano l  provoque des tzches génantes s u r  l e s  

chromatogramcs, kJcus zvons p ré fé ré  u t i l i s e r  1 feou d i s t i l l é e  pour 

1 2  mise en s o l u t i o n  des  zc idcs  aminés. 

Environ 2 0 0 p l  de c c t t c  s o l u t i o n  s o n t  appliqués au même po in t  

s u r  l e  pap iz r  f i l t r e ,  Le papier  f i l t r e  e s t  ensu i t e  soumis à l a  

chrornctopraphie bidimensionnel16 e t  r é v é l é  ensui te ,  

Les chrornatogranxnc,s ont é t é  photographiés e t  l e s  photos en 
couleur accorq9agnenG ce c h ~ p i t r e ,  

Résu l t e t s  - ----- 
Nous pouvans cons ta te r  s u r  l e s  chromatogr~mrnes que l e s  Azotg- 

bac tér  cpntiennent dans  l e u r  masse c e l l u l a i r e  l e s  15 ac ides  aminés --- 
s u i v ~ n t s :  Alanime - Acide ~ s p a r t i q u e  - Acide glutamique - Arginine - 
qys t inc  - Glycine - H i s t i d i n z  - Leucine - Lysine - Néthionine - 
Pro l ine  - Serine - Thréonine - Tyrosine - Glucosamine, 

Ces ac ides  sont  p r é s c n t s  d n s  b u t e s  l e s  cspèces, a u s s i  bien 

d a n s k s  --- r i ,  ~ h r ~ o c o c c u m ,  - il, BezJerincE-ii --=--I .- A ,  ---... Vinelandi i  que A, 
a f i i l i s ,  La c o n s t i t u t i o n  qua l i t z . t ive  en ac ides  aminés ne permet pzs 

dc  d i f i ' é rencier  ].es qua t re  espèces dl&otobacter. 



C O i V C L U S I O M S  G E N E R A L E S  
_--_______---_-----~---------------------- __----__-_-------_-_ _-------_------_----- 

Dans l e  but d 'é laborer  une meil leure d i f f é r e n c i a t i o n  e n t r e  l e s  

d i v e r s  Azotobacter, nous evons entamé une s é r i e  d 'expériences s u r  

des  germes i s o l é s  de 12 t e r r e  e t  de cours d 'eau,  

Lfisolemcnt  des  souches, e f fec tué  avec l e s  méthodcs préconi- 

sées  par  YM.nogradûky, -__  Bcijer inck e t  Pochon nous a  permis de grou- ------- ----- =======.=== ------ ------- 
per  d'abord en suivail t  H.L, Jensen, e t  provisoirement,  l e s  &mto.- - -" .--.--- - .- - --.---- 
bac te r  en quatre  espèces.  Il f a l l a i t  évidemment s e  boser s u r  un 

c e r t a i n  nombre dc c a r a c t è r e s  pour c a r a c t é r i s e r  l e s  souches. E t  

nous ûvons u t i l i s é  pour ce la  l e s  ca rac tè res  suivants :  

- diaens ions  dcs c e l l u l e s  

- mobi l i té  

- formatjon de kys tes  

- croissance  s u r  l e  be r i -~a te  de soude 0,25 % 
- ixigmcnt~t ion 

Vu l a  divergence dails l e s  r 6 s u l t a t s  obtenus par  l e s  d i f f é r e n t s  
chercheurs sur l a  n u t r i t i i o n  minérale des Azotobacter, nous avons 

dynbord voulu é t c b l i r  l e s  q u a n t i t é s  minimum de chaque minéral pour 

ob ten i r  l e  maximum de l a  Pixs Lion d 7 e z o t e  pa r  l e s  Azo tobac t r .  

Nous avons pii déterminer e i n s i ,  que dnns l e s  circo.istances créées, 

l e s .  ̂ zotobC7.c&_er o n t  besoin de: 

- 4?5 ii1g de phosphore ou 30 m g  de K2HP0 par  gramme de dextrose 
4 - O,: mg de magn6sium ou 3 , l  mg de 14gSO . 7 H20 par  gramme de 4 

dext rose  

- 0,5  mg de f e r  ou 1.,6 mg de PeSO 7 H20 p a r  gramme de dext rose  4" - 0?036 mg de calcium ou 0 , l  m g  de CaCl par  gramme de d e x t r o s ~  2 
Le mon,ganèse n ' e s t  pas  nécessa i re  dans l e  mil ieu de c u l t u r e  

pour o b t e n i r  un maximum de f i x z t i o n  d 'azote .  

Les q u a n t i t é s  minimum on t  toujours  é t é  déterminée en ~ é s e n c e  

d lexès  d ' a u t r e s  éléments minéraux, s o i t  l e  phosphore, s o i t  l e  

rnagrlésium, s o i t  l e  calcium ou l e  f e r ,  

En c o n s t i t u e n t  un mil ieu,  contenant l e s  q u n n t i t é s  minimum de chaque 

minéral ,  nous n t  obtenons pas une f i x a t i o n  d ' azote  ~iaximum, Nous 

svons pu é t a b l i r  e i n s i  q u ' i l  f a u t  au moins 012 g de JYlS04. 7 II2O 

au l i e u  de 3,J- mg. Les quariti-kés rniiliinum des a u t r e s  éléments s o n t  
s u f f i s a n t e s ,  



Nous 2,vons a'bouti. à la constitution d'un milieu qui permet aux 
Azotobacter une fixztion mcximum dTzzo5e: ----- 

1C2 HP Ob 0,3 g .  par litre 
cacL2 0 4  y? 

filgSOI+ 0 7 H2 O Oi2 !Z P T  

Na2SO4 0 ; 2  YI 

FeSOi,. 7 H20 0902 g 11 

Mr,Mo04, 2 H20 0,005 g 01 .- 

Dans toutes les expériences suivantes, cPest ce mélange d'éléments 

minéraux qui fuP; toujours uti-li-sé , 

Lvétude de la nutrition carbonée, des Azo-cobacter nous a permis 

d'obsei-ver les difféisences suiv~ntes: 

Amidon 

Salicyla.te de soude 

Para-hydi-oxybenzoate 

Catéchol 

3,&-dihydroxybenzoate 

2,5-dîhydroxybenzoate 

2,4-dihydroxybenzoate 

3,5-dihydroxybenzoatc 

assimilable 

non assimilable 

assimilable 

assimilable 

non assimilable 

non assimilab3.e 

non assimilable 

A, Vinelandii --.----------- 
Rhamno s? 

Ma.nnito1 

Senzoate de soude 

Pnra-hyaroxybensoate 

3,4-dihydroxybenzonte 

2,5-dihydroxybY ~nzoate 

2,4-dihydroxybenzoate 

3,5-dihydroxybenzoate 

assimilable 

assimilable 

assimilable 

assimilable 

assimilable 

non assimilable 

non assimilable 

non assimilable 

A, Bei jerinck5i 
L---i--i------- 

non assimilable 

assimilable 

assimilable 

assimilable 

assimïiable 

non assimilable 

non assimilable 

non assimilable 

non assimilab!.e 

non assimilable 

non assimilable 

non assimilable 

non assimilable 

non assimilable 

non assimilable 

non assimilable 



La recherche des phénomènes de d iauxie  chez l e s  A ~ o t o b a c t ~ e ~  

nous 2. amené à l a  conclusion que deux substsnces n u t r i t i v e s ,  p a r  
exemple 1 ta l .cool  é thy l ique  e t  $e benzoate de soude, s o n t  métabo- 

l i s é e s  sirnul-Lanément pa r  l e s  A, IJLnelandii, La f i x a t i o n  d ' azo te  

dans un t e l  mil ieu e s t  l a  somme de l ' a z o t e  fixé séparément s u r  

chacune des substances,  

Par l a  technique de l ' a d a p t a t i o n  simultanée,  nous avons é t u d i é  

l e  métabolisme des substances q u i  s e  r é v è l e n t  comme é t a n t  des  sour- 

ces  d 'énergies  d i f f é r e n t i e l l e s  e n t r e  l e s  Azotobacter, c ' e s t - à -d i re  

l a  lnannitol, l e  benzoate e t  l e  s a l i c y l a t e ,  

Bien que l e s  techniques d tévalua t ion  deséchanges r e s p i r a t o i r e s  

nous i n c i t e n t  à cons idérer  l e  dext rose  comme produi t  in t e rmédia i re  

dans l e  métabolisme du mannitol chez l e s  Azotobacter, nous avons 

p l u t ô t  evisagé que l e  dextrose ~ b s o r b é  p2r  l a  c e l l u l e  s u b i t  d f  

abord une phosphorylation e t  que c ' e s t  en f a i t  l e  glucose-6-phos- 

phate  qui e s t  u t i l i s é  exponentiellement par l e s  Azotobacter c u l t i -  

vés  s u r  l e  mannitol. Le métabolisme du mannitol par l e s  Azotobacter 

s e  poursui t  ensu i t e  à p a r t i r  du fruztose-6-phosphate, su ivant  l e  

cyc le  t r i c ~ , r b o x y l i q u e ,  Comme pour l c  glucose, l e s  hzotobacter  cul-  

t i v é s  su r  l e  r~lannitol  ne présentent  pas une oxydation d i r e c t e  de  

l r a c i d e  c i t r i q u e ,  

Les e s r a i s  d ' évo lu t ion  de l a  r e s p i r a t i o n  eu I'farburg nous o n t  

révé7é que l e  catéchol  e s t  un p rodu i t  in termédia i re  dans l 'oxyda- 

t i o q  du bcnzoate par  l e s  - A, Vine landi i ,  - A ,  chroococcum e t  &. 
B e i j e r i n c k i i .  --iC- Pour les -- A, ----- Vinelandi i  ces  e s s a i s ,  complétés p a r  1' 

analyse chimique des mil ieux a e  c u l t u r e  à b2se de benzoate, ncus 

apprennent que c e t t e  oxydation sweffectue en passant p a r  l ' a c i d e  

s a l i c y l i q u e ,  L'oxydation du benzoate se présente  donc en deux pha- 
ses :  d  abord une hydroxylation s u i v i  d  'une a u t r e  hydroxylation e t  
d 'une décarloxyl8t,ion, La découverte do l T o c i d e  s a l i c y l i q u e  comme 

premier p rodu i t  in tcrmédini re  dans 170xydat ion  du benzoate par  d e s  

microorganismes (141) a é t é  confirmée par  d 9 a u t r e s  chercheurs, 

Chez l e s  A. ,chroococcum nous observons une oxydation d i r e c t e  

du benzoate en catéchol .  Ceci n 9 e s t  pas  l e  cas  pour les A. 
B e i j e r i n c k i i  pour l e s q u e l s  l e  s a l i c y l a t e  c o n s t i t u e  l a  première é t ape  

dans l a  dégradation du bcnzoa-Le. La d i f f é r e n c e  dans l e  mécanisme 

dfoxydûtion du benzoate peut s e r v i r  comme ca rac tè re  différentiel 



- 167 - 
e n t r e  l e s  A ,  chrococcinm e t  A ,  Be i j e r inck i i .  - ----- "Ta -.--.-- 

A p ~ r ~ i x -  du catéchol ,  il nous semble que tous  l c s  Azotobacter; 

pouvant s e  développer s u r  l e  benzoate, su ivent  l e  cycle  t r i c a r -  

boxylique Jusqu ' à  1 'oxydation complè.c;e, Ltana.l.ysc e1-llimique des 

milieux de c u l t u r e  à bcise de x n z o a t e  nous a r é v é l é  l a  présence 

des produit:, e s s e n t i e l s  du cycle  tricarbo::ylique. 

L f é t i d e  de l t i n h i b l t i o n  des Azo-L,obacter par  l e s  anJcibiotiques 

nous a montré qua l c s  différentes espèces présentent  une s o n s i b i -  

l i t é  (ou r e s i s t a n c e )  éga le  envers l ~ s  mêmes a n t i b i o t i q u e s .  Une 

d i f fénenc iz t ion  des Asotobactcin s u r  c e t t e  base n ' e s t  pas poss ib le ,  

Des ex9"oriences q u a l i t a t i v e s  pour déce ler  l a  présence des 

?c ides  nminés dans l a  masse c e l l u l a i r e  des d i f f é r e n t e s  espèces 

dTAzotobccter nous ont  permis de cons ta te r  l a  présence d~ 15 a c i -  
Y 

des zminbs ( y  compris l a  glucosamine), Toutes l c s  souches exami- 

nees p résen ten t  l a  même composition q u z l i t a t i v e .  

Avec l e s  r é s u l t s t s  obtenus dans ces  d i f f é r e n t e s  expériences 

nous pensons pouvoir d i f f é r e n c i e r  les f l z o t o b ~ c t e r  d'une manière 

p lus  p r é c i s e  qu'auparavant, 

La c7-ass i f i ca t ion  d e  Hmcgg -- . - - - - ( v o i r  page ll+) nous semble inac- 

ceptable ,  ~&r i i è rement ,  l a  présence dus P - z o t s o b g ~ ~ ~  i n d i c u s  dans 

l e  genre ~zotoQact ,eg  cons t i tue  uns grave e r r e u r ,  En e f f e t ,  ces  

gcrmes s o r t  des  producteurs d ' ac ides  organiques, Leur métabolisme 

des gl-ucidcs n ' abou t i t  nas  à une oxydation complète avec produc- 

t i n n  de CO3 .. e t  HsO, Leur physiologie  e s t  donc entièrement d i f f é -  

r e n t e  des n u t r e s & o l ; ~ ~ g ~ ~ t e r ,  En p lus ,  l e u r  présence seulement 

dans d z s  s o l s  t ropicaux cons t i t i le  un c2rac tère  géographique ?ut ,  

s ' a j o u t a n t  aux ca rac tè res  morphologiques e t  pnysiologiques,  per- 

met d f e n  P a i r e  un genre à p a r t ,  Nous pouvons fac i lement  accepter  

l f o p i n i ~ n  de - K,L. - Jensen, -..-.---- dc V, Jensen e t  de Tchan e t  é t a b l i r  poui - - ------ - -.....--.-- - ------ --..--- ----- 
l e s  Azotobzcter ind icus  un genre p a r t i c u l i e r ,  c e l u i  des  

Beijerinckj.a, 

Deuxièmement;, l a  supprcssion des espèces A, Bei.ierincki e t  A, 
Vineiandi i  c o n s t i t u e  une socondc e r rcur .  Ces deux germes s e  d i f -  

f é renc ien t  for tement  des &, ~ o o c o c c u m  e t  des  A. z g i l i s  a u s s i  

bien au p o i n t  de vue morphologique que physiologique, 



La c l a s s i f i c a t i o n  d ' ap rès  H.L. Jensen ( v o i r  page 15)  nous sem- ,.. - -----.Y - - ------ 
b l a i t  à première v u e  zcceptable.  La d i f f é r e n c i a t i o n  c n t r e  l e s  A. 
chroococcum e t  l e s  A. B e i j e r i n c k i i  -- p a r a î t  logique. Par  contre  l a  

présence des  souches A. a g i l i s  dans l e  même genre ne nous semble 

pas c o r r e c t e ,  En e f f e t ,  l ' absence  t o t a l e  de croissance s u r  des ac i -  

des  organiques l e s  d i f f é r e n o i e  des  z u t r c s  kzotobzcter  e t  s u r t o u t  - 
des  &. V i n e l m d i i .  En ou t re ,  l ' absence  de forrrmtion 2e kys tes  pré- 

sen te  un c a r a c t è r e  obsolu, 

Ces observat ions  nous amènent à proposer unc c l a s s i f i c a t i o n  des 

Azotobacter qu i  dappuie su r  c e l l e  do rc&ag mais avec quelques v a r i -  - ----- 
an tes ,  

Nous proposons deux genres;  Azotobacter e t  Azotoroccus, 
v- - 

Genre AZdTOBACTER Beijer inck 
-----3------i.-i-- ==--====== 

Cel lu le  ovale  ou en forme de b?tonnet,  Mobile ou immobile. Dans 

des  milieux avec l ' é t h a n o l  e t  des  ec ides  organiques, comme sources 

d 'énergie ,  dcs  k y s t e s  sont  formés. Des ac ides  ne sont  pas  p r o d u i t s  - 

s u r  dos m i l i e -  à base d e  glucides.  L'azote atmosphérique e s t  fixé 4 en m i l i s n i d  azote  combiné, Typiquement aérobies ,  
- 1. Azotobacter chroococcum Bei jerinck ----------------------, ==="====== 

Organisme mobile ou légèrement mobile, produisant  des  pigments 

endogènes bruns ou n o i r l t r e s ,  i n s o l u b l e s  dens l ' e a u .  Habite l e  s o l .  

U t i l i s e  l 'amidon; également l e  para-hydroxybenzoste, l e  catéchol  e t  

l e  3,h-dihydroxybrnsoate. L ' u t i l i s a t i o n  du benzoate O , 5  % e s t  fa-  

c u l t a t i v e ,  L'oxydation du benzoate a b o u t i t  directement au catéchol.  

Fas de mé-Labolisme du s e l i c y l a t e ,  

2. Azotobacter Eei j e r i n c k i i  Lipman 
- - - y - - - - - - -  --------i--- ==-=== 

Organisme ncn-mobile, produisant  des  pigments endogènes inso- 

l u b l e s  d.ans Lieeu. Lcs pigments quand i l s  sont  p rodu i t s  s o n t  jau- 

nâ t res .  Habite l e  s o l .  U t i l i s e  l e  s a l i c y i n t e ,  l e  para-hydroxybenzo- 

a t e ,  l e  ca téchol  e t  l e  3,4-dihydroxybenzoate. U t i l i s e  tou jours  

0,5 % de benzoate. L'oxydation du benzoate passe par l ' a c i d e  s a l i -  

cyl ique s u  catéchol .  Métabolise l c  s a l i c y l a t e ,  



O r &  nnisrm mobile,  p roduisan t  d c s  pigments jaunes verdâtres e t  

f l u o r e s c e n t s ,  Habi te  l e  s o l  e t  l ' e a u ,  U t i l i s e  l e  rhamnose, l e  para-  

hydroxybenzoate, l e  cc7téchol e t  l e  3 ,b-dihydroxybnzoate .  U t i l i s e  

1 $ de b t n z o ~ t e .  I JToxyd~ . t ion  du  bcnzoate s c  fsii; p a r  l t ac i .de  s a l i -  

cyl ique e t  l o  ca t écho l ,  

Genre AZOTOCOCCUS Tchan 
_)_---W._-----.---_.__ ----- ----- 

C e l l u l e  ovale e t  mobile, Des k y s t e s  nu sont pas  formés. 

Y 2 s  de producbion d ' a c i d e s  sur mi l ieux  à base de g l u c i d e s .  L 'azote  

atmosphérique e s t  f i x é  en mi l ieux  exempts d ' azo te  combiné. Typique- 

ment a é r o b i e s .  

1. h z o % o ~ o c c u s  c g i l i s  Tchan .---- -- 
l- .-CI.------ -.---*.- --_--- 

Nyut i l iue  pas l e  mannitol ,  n i  l e  benzoate n i  aucun ac ide  aroma- 

t i q u e ,  L ' i n h i b i t i o n  de 1 '$ de bcnzoate e s t  f z c u l t a t i v e ,  Hzbite 

l t e z u .  

Les Azotococcus v2 r ,  a t y p i c a  e t  R z o t o c o c ~ u s  in s igne ,  - 
espèces c r e é e s  par  gcha~  nous semblent des  souches anelogues  à 1' ---..-- 
_Azotococc~xs - a g i l i s  t ype ,  

L ' a p o e l l a t i o n  Azomonas IJïnogradsky, proposé p2.r V, Jensen comme ----------- - ------ - ---.--- 

genre  séparé à c5t6 d e s  Arotobacter  ( v o i r  page 16) nous ~ a m b l e  s 2 . n ~  

fond~mcnt ,  YJinogradsky en proposant  l e  non Azomonas d e v a i t  i gnore r  - --------- *- --------- -- .--- 
que fPazosr ne s i g n i f i e  p a j  97azoteqP en f r s .nçs i s  ( ~ c h a n  ( 5 4 ) ) ,  mais -----.- ----- 
nous adoptons donc, sans rc~;"c i ; t ion ,  q 'A~otococcustg proposé par* 

Tchan ---.--A -.- ---- 

>Tous cspéron; que c e t t e  é tude  s u r  l e s  c a r a c t 6 r e s  morphologi- 

ques e t  s u r t o u b  physiologiques  des Azotobacter a  é c l î i r c i  un c e r -  

t e i n  nombre dc  p o i n t s  l i t i g i e u x  de l a  phys io logie  de  c e s  germea, 
e t  que l a  c l a s s i f i c a t i o n  des  Azotobacter que nous proposons e s t  - 
simple,  l og ique  e t  fondGe s u r  d e s  c a r a c t è r e s  s p 5 c i f i q u e s  n e t s .  
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