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Résumé — Cet article de synthése présente successivement les phénoménes microbiologiques et chimiques corres-
pondant a la dénitrification ainsi que ceux conduisant a la production de N,O. Aprés une présentation critique des
méthodes utilisées pour les mesures, de nombreux résultats obtenus in sifu sont récapitulés. Les principaux modéles
prévisionnels de dénitrification et de production de N,O a partir du sol sont ensuite considérés. Enfin, I'article se termi-
ne par la proposition de différentes pistes de recherche sur la dénitrification et la production de N,O, incluant les
aspects méthodologiques et la nécessité d’approfondir les connaissances sur la répartition géographique des zones de
fortes activités dénitrifiantes et/ou productrices de N,O et sur 'impact des pratiques agricoles sur ces activités, dans
une perspective d'aménagement du territoire et de protection de 'environnement.

dénitrification / émission / protoxyde d’azote / effet de serre / sol

Summary — Quantification of denitrification and nitrous oxide production in soils. This review deals with the
microbiological and chemical phenomena involved in the denitrification and N,O emission processes in soils. The dif-
ferent methods of measurement, the major results of in situ measurements, and predictive models of denitrification and
N,O emissions are discussed. Important areas of future research including methodological aspects, the need for
knowledge concerning the spatial variability of high denitrification or N>O production activities, and the impact of agri-
cultural practices on these processes are described.

denitrification / emission / nitrous oxide / greenhouse gases / soil

INTRODUCTION

Mise en évidence au siécle dernier par 2 équipes
qui avaient particulierement bien compris le réle
de I'anaérobiose et de la disponibilité en matiere
organique sur cette transformation (Dehérain et
Maquenne, 1882) puis son origine microbiolo-
gique (Gayon et Dupetit, 1886), la dénitrification
a été initialement pergue comme un mécanisme
de pertes d'azote par le sol qu'il était important

* Correspondance et tirés a part

de maitriser (Dehérain, 1897, in Payne, 1990).
Les travaux sur la quantification de ces pertes se
sont peu développés, faute de méthodes de
mesure adéquates, jusqu’a la mise au point de
celles utilisant 1SN (Wijler et Delwiche, 1954 ;
Nommick, 1956 ; Woldendorp, 1963), et plus
récemment la découverte des effets inhibiteurs
de l'acétyléne sur la réduction de N,O (Federova
et al, 1973 ; Yoshinari et Knowles, 1976 ;
Balderston et al, 1976).
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Ces 15 derniéres anneées, les travaux sur la
dénitrification ont connu un regain d’intérét
important pour plusieurs raisons :

i) intensification de I'agricuiture accompagnée
du développement de I'utilisation des fertilisants
azotés de synthése conduit aujourd’hui a s'inter-
roger sur le fonctionnement équilibré du cycle de
l'azote. Depuis 1950, la quantité de ces fertili-
sants utilisée a I'échelle de la planéte est passée
de 3,54 70,106 t N par an (Aulakh et al, 1992) et
devrait atteindre de I'ordre de 100,108 t N par an
en I'an 2000 (Hauck, 1988). Au niveau du tertitoi-
re francais 'utilisation des fertilisants azotés
demeure déterminante pour la production agrico-
le malgré une diminution récente due au nou-
veau contexte agricole : (en 108 t N) 2,2 en
1980 ; 2,65 en 1990 et 2,22 en 1994 (source :
Syndicat national de I'industrie des engrais,
Paris). Dans une évaluation globale des transfor-
mations de l'azote a I'échelle de notre territoire,
on peut constater, comme I'avait fait Hénin
(1980), que les fertilisants minéraux représentent
de l'ordre du quart de I'azote minéral susceptible
d’étre mis a la disposition de la végétation
chaque année. Cela donne une idee de ce que
devraient étre les pertes par dénitrification pour
gue nos écosystémes ne s’enrichissent pas en
azote fixé, organique ou minéral, et pose la ques-
tion de I'existence de mécanismes de pertes,
compensateurs des entrées dans ce cycle géo-
chimique de l'azote.

ii) La mise au point de méthodes de mesure per-
mettant des approches quantitatives de la dénitri-
fication dans le milieu naturel a permis de souli-
gner le caractére fugace et aléatoire de cette
transformation et a, de ce fait, engendré un
besoin de mesures et d’intercomparaisons pour
affiner et valider les données obtenues.

iii) La dénitrification est pergue comme le moyen
naturel de protéger les eaux d’'une contamination
croissante par les nitrates principalement due a
intensification de l'agriculture (Hénin, 1980 ;
ministére de fa Santé, 1988). On est amené
aujourd’hui a s’interroger sur I'existence de la
dénitrification dans des écosystémes naturels ou
cette transformation s’effectuerait préférentielle-
ment (zones humides en bordure de rivieres,
marécages, zones de battement de nappes ;
Mariotti, 1994) et sur les possibilités de gérer de
tels milieux par des pratiques agricoles adaptees,
de fagon a favoriser la dénitrification pour élimi-
ner les nitrates excédentaires. Ainsi s’interroge-t-
on sur 'opportunité de recréer en Bretagne entre
les espaces cultivés et les ruisseaux qui drainent
le fond de toutes les zones dépressionnaires des
zones tampons qui pourraient dénitrifier les

nitrates en solution dans les eaux susceptibles
de les traverser.

iv} La dénitrification est géneratrice de dégage-
ments de N,O (oxyde azoteux ou nitreux, pro-
toxyde ou hémioxyde d’azote, ou gaz hilarant)
dont 'augmentation de 290 a 310 ppb dans les
couches de 'atmosphére au cours des 50 der-
niéres années et I'implication dans les méca-
nismes de décomposition de 'ozone ne sont plus
contestées (Smith, 1990 ; Bouwman, 1990).
Rappelons seulement que le coefficient d’absorp-
tion radiative de N,O est de 150 & 200 fois celui
de CO, : en prenant en compte la «durée de vie»
de ces gaz dans I'atmospheére, la contribution
d'une mole de N,O a l'effet de serre serait de
250 a 300 fois supérieure a celle d'une mole de
CO, (Rodhe, 1990 ; Robertson, 1993). Il s’avere
aussi que la dénitrification n’est pas la seule
transformation microbienne productrice de N,O
et que la nitrification assure vraisemblablement
une contribution non négligeable. Or, malgré la
multiplication actuelle des mesures d'émission de
N,O, on manque d’informations sur la repartition
entre les différents mécanismes de production et
sur les capacités du milieu naturel a réabsorber
et transformer ces gaz polluants, informations
nécessaires pour comprendre le fonctionnement
des émissions.

Alors que les problémes de gestion des fertili-
sants et de préservation, voire de restauration de
la qualité de I'eau, ont été a l'origine de I'attention
portée au fonctionnement de la dénitrification, la
prise de conscience récente des problemes de
pollution atmosphérique a déplacé le centre
d’intérét des travaux sur la réduction des nitrates
vers les émissions d’'oxydes d’azote gazeux par
les milieux naturels, comme Villustrent les
récentes revues de Bouwman et al (1993), de
Granli et Bockman (1994) et de Batjes (1994).
Dans ce travail de synthése, aprés un bref rappel
des transformations concernées par la dénitrifica-
tion et la production naturelle de N,O, nous
ferons une place particuliére a I'état des
méthodes de mesure et aux estimations quantita-
tives réalisées concernant la dénitrification dans
les sols ; nous examinerons de la méme fagon et
dans les mémes milieux la production naturelle
de N,O dont la mesure fait appel a des
méthodes utilisées, elles aussi, pour I'étude de la
dénitrification.

LES TRANSFORMATIONS CONCERNEES

La dénitrification biologique est un phénoméne
respiratoire, considéré encore jusqu’a récemment
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comme exclusivement bactérien ; la présence de
structures enzymatiques indicatrices d’'un meta-
bolisme dissimilatif des nitrates a été mise en évi-
dence chez certains champignons au cours de
ces derniéres années (Shoun et al, 1991) et
I'existence d'une dénitrification de type fongique a
été suggérée et fait actuellement I'objet de tra-
vaux (Shoun et al, 1992) ; sur la base des
connaissances établies, il semble cependant que
la dénitrification est essentiellement bactérienne.
Les bactéries dénitrifiantes utilisent comme
accepteur terminal d’électrons 'oxygéne en aéro-
biose et le nitrate ou I'un de ses produits dérivés
en anaérobiose, selon une chaine de réactions
qui conduit & N, (Payne, 1973 ; Pichinoty, 1973),
dont la présentation actuelle est la suivante
{Kroneck et Zumft, 1990) :

I\l(:):3_- —> r\J(:)zz—" —_—> pd:z(:) —> szz

N Ve
NO
Selon les bactéries ou les conditions du milieu, la
chaine de réactions est réalisée totalement ou
partiellement, ce qui peut conduire a des accu-

mulations variables des formes azotées interme-
diaires. Le passage obligé par I'intermédiaire NO
a été longtemps discuté : le schéma présenté
tient compte de I'existence de 2 nitrite-réduc-
tases et du caractére facultatif de I'apparition de
NO a I'état libre. Il est admis aujourd’hui que NO
est bien la forme intermédiaire entre NO,~ et
N,O, méme s’il ’apparait pas toujours a I'état
libre et peut demeurer combiné aux systémes
enzymatiques réducteurs (Garber et Hollocher,
1981 ; Payne, 1985). Aprés différentes démons-
trations de la production de NO a partir de cul-
tures dénitrifiantes ou d’extraits de culture, en
particulier a l'aide de 13N (Tiedje et al, 1978 ;
Firestone et al, 1979), un ensemble d’études
enzymologigues et génétiques a conduit a pen-
ser que NO est un intermédiaire obligatoire dans
la dénitrification respiratoire, au moins chez la
plupart des dénitrifiants (Ye et al, 1994). La mise
en évidence de la présence de NO dans des
milieux dénitrifiants est de plus en plus fréquente
depuis que les techniques de dosage de ce gaz
par chimioluminescence se sont fortement déve-
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Fig 1. Les principales étapes du cycle de I'azote (d’aprés Mariotti, 1982).
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loppées (Johansson et Galbally, 1984 ; Drury et
al, 1992 ; Jambert et al, 1993).

Les bactéries dénitrifiantes sont, dans leur
grande majorité, hétérotrophes et tirent leur éner-
gie et leur pouvoir réducteur de I'oxydation de
produits organiques, a I'exception de quelques
especes autotrophes capables de se développer
a partir de carbone minéral et de donneurs
d’électrons minéraux tels que I'’hydrogéne ou des
dérivés soufrés réduits. La plupart des bactéries
dénitrifiantes sont non fermentaires et sont
capables d’oxyder complétement en CO, des
composés non fermentescibles tels que I'éthanol
ou l'acétate, propriété largement utilisée dans les
systemes de traitement d’eau pour leur donner
un avantage sélectif vis-a-vis des bactéries fer-
mentaires indésirables. Dans le sol, les espéces
susceptibles de réduire le nitrate en nitrite peu-
vent représenter les 2 tiers de la microflore
totale ; en revanche la microflore dénitrifiante
sensu stricto, susceptible de réaliser la totalité de
la chaine de réactions n’en représente que
quelques pour cent (Gamble et al, 1977 ; Volz,
1977 ; Germon, 1985). Pseudomonas semble le
genre dénitrifiant prépondérant, Pseudomonas
fluorescens étant susceptible de représenter 1
tiers des espéces isolables (Gamble et al, 1977).
Des isolements de bactéries dénitrifiantes a partir
de différents milieux terreux ou aqueux confir-
ment cette prédominance (Dupain, 1992).

La dénitrification chimique a été I'objet
d’études beaucoup moins abondantes que la
dénitrification biologique : elle met en jeu des
composés minéraux fortement réducteurs tels
que HS~ ou FeS, (Haider et al, 1988), des
cations métalliques réduits tels Fe++ (Chalamet
et Bardin, 1977) ou des produits organiques phé-
noligues ou aminés (Bremner, 1977 ;
Christianson et al, 1979) susceptibles de réduire
spontanément le nitrate ou le nitrite. Les réac-
tions impliquées dépendent fortement du pH du
milieu, conduisent a la production de mélanges
de gaz Ny, N,O, NO et NO, et peuvent étre a
l'origine de pertes d’azote importantes et rapides,
notamment en sols acides (pH < 5,5) ou du nitrite
serait apporté, ou susceptible de se former, soit
par nitrification, soit par réduction biologique du
nitrate (Gerretsen et de Hoop, 1957 ; Van
Cleemput et Baert, 1984 ; Lagacherie et al,
1993).

La production biologique de N,O est générale-
ment associée a la réduction du nitrite par diffé-
rentes microflores :

i} au cours de la dénitrification et en fonction des
conditions de milieu, la microflore dénitrifiante

produit des proportions variables de N,O allant
de 0 4 100 % des produits gazeux formés
(Munch et Ottow, 1986 ; Aulakh et al, 1992) ;

ii) la microflore nitrifiante peut étre a I'origine
d’'une production de N,O qui a été mise en évi-
dence dans des milieux écologiquement plus
favorables a la nitrification qu’'a la dénitrification ;
la production de N,O est alors le fait des bacté-
ries oxydant 'ammonium en nitrite, telles
Nitrosomonas, Nitrosolobus, Nitrosospira,
Nitrosococcus et qui, en conditions de stress en
oxygéne, sont capables de réduire NO,~ en N,O
(Bremner et Blackmer, 1981 ; Knowles, 1982).
L’oxyde nitreux peut étre aussi produit lors de la
nitrification par les bactéries méthanotrophes :
cette production apparait cependant davantage
liée au métabolisme aérobie de ces bactéries
gu’a leur métabolisme anaérobie (Knowles et
Topp, 1988).

iii) la formation de N,O apparait aussi lors de la
réduction dissimilative du nitrate, et plus spécifi-
guement du nitrite, en ammonium, transformation
réalisée en concurrence a la dénitrification par
des bactéries fermentaires, dans des milieux
riches en matiéres organiques {Smith, 1982 ;
Fazzolari et al, 1990) ;

iv) enfin la littérature signale la possibilité de pro-
duction de N,O par divers microorganismes, au
cours de leur métabolisme azoté, sans que la
signification physiologique d’'un tel dégagement
soit bien définie (Yoshida et Alexander, 1970 ;
Bleakley et Tiedje, 1982 ; Tiedje, 1988).

LA MESURE DE LA DENITRIFICATION
DANS LES SOLS

Méthodes et résultats

Les défauts du bilan azoté

Les études sur la dénitrification dans le sol se
sont heurtées initialement a 2 difficultés intrin-
séques a cette transformation : la dénitrification
est rarement le seul mécanisme en jeu suscep-
tible de faire évoluer la teneur en nitrate (fig 1) et
les quantités d’azote perdues par ce mécanisme
sont d’'une importance marginale par rapport au
stock d'azote total du sol. Les premiéres études
systématiques sur le fonctionnement de la déni-
trification ont cependant été réalisées a partir de
cinétiques de transformation du nitrate dans des
conditions excluant en grande partie les autres
transformations {(Bremner et Shaw, 1958) tandis
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que les premieres estimations des pertes d’azote
au champ, réalisées a grande échelle, 'ont été a
partir de bilans d’azote total sur de longues
periodes. Les conclusions d'Allison (1955), chif-
frant ces pertes a 20% de l'azote minéral dispo-
nible au cours du cycle cultural en sols cultivés et
a 12% en sols non cultives, ont été abondam-
ment recitées par la suite, en les assimilant a de
la dénitrification, ce que l'auteur n’a pas fait dans
sa synthése, et ont conduit de nombreux agro-
nomes a considérer qu'en sols cultivés et fertili-
sés des pertes d’azote par dénitrification corres-
pondant & 15% de I'azote minéral disponible
étaient vraisemblables et difficlement évitables
(Broadbent et Clark, 1965 ; Hénin, 1980).

La mise au point des méthodes isotopiques
utilisant 15N a permis de caractériser les ciné-
tiques de dénitrification en dispositifs clos de
laboratoire (Wijler et Delwiche, 1954 ; Nommik,
1956 ; Guiraud et Berliet, 1970). Les bilans des
produits dérivant du nitrate montrent que, en sol
simplement saturé en eau et en absence de
plantes, la dénitrification peut étre quasiment la
seule transformation de ce nitrate avec une pro-
duction temporaire plus ou moins marquée de
N,O et sa transformation ultérieure en No.
L’étude cinétique peut cependant faire apparaitre
un défaut de bilan temporaire inexpliqué dans les
premiers jours et qui disparait par la suite (fig 2),
phénoméne observé par d’autres auteurs
(Mariotti et al, 1982). Le travail avec 15N réalisé
par Nommik (1956) lui a permis notamment de
dégager les conclusions suivantes :

i) le degré de saturation du sol en eau est déter-
minant, la dénitrification disparaissant dans les
sols exposés a I'atmosphére ambiante lorsque le
niveau d’humidité devient inferieur & 60-70 % de
la capacité de rétention ;

0 - 1 I r, Sl i PR )
4 6 8 10 12 jours

Fig 2. Production de N,O et de N, dans un sol & partir de
15NQ4-, et évolution du bilan 15N mesurable au cours de
Pincubation (mg N pour 100 g de sol) (d’aprés Nommick,
1956). O 15N-N,O ; [115N-N, ; B X 15N.

i) F'accumulation durable de N,O au cours de la
dénitrification est favorisée par les pH acides
(< 6) et les fortes concentrations en nitrate
(> 100 mg.kg_1 de sol) ;

iii) au cours de la dénitrification dans le sol, la
production paraliéle d’ammonium a partir du
nitrate est trés faible, sauf en milieu strictement
anaérobie et trés riche en matiere organique faci-
lement oxydable.

Les bilans 15N au champ, réalisés en fin de
cycle cultural, ont été largement utilisés comme
moyens d’estimer les pertes par dénitrification :
ils sont en régle générale déficitaires. En sols
cultivés, exondés et labourés, ces défauts de
bilan en azote marqué représentent couramment
de 10 a 20% des apports, valeurs en bon accord
avec les conclusions d'Allison (1955), et peuvent
aussi aller au-dela (Broadbent et Carlson, 1978 ;
Rémy, 1977 ; Dowdell et Webster, 1984 ; Recous
et al, 1988 ; Addiscott et Powlson, 1992). Tous
ces auteurs mettent en avant la dénitrification
pour expliquer ce déficit de la balance azotée.
Néanmoins, Hauck et Bremner (1976) ont rappe-
Ié les précautions a prendre pour faire une telle
transposition, tant au niveau de 'échantillonnage
et de l'analyse qu’'a celui de la prise en compte
des autres mécanismes possibles de pertes.
Parallelement, I'éventualité de dégagements
gazeux, notamment sous forme d’ammoniac, a
partir du matériel végétal est de plus en plus fré-
quemment avancée (Hooker et al, 1980 ;
Farquhar et al, 1983 ; Goulding et al, 1993). Des
essais directs de quantification au champ de ce
dernier processus ont été réalisés par mesures
micrométéorologiques : ainsi Harper et al (1987)
avec un apport au tallage du blé de 72 kg d’azote
margqué mesurent des pertes par volatilisation
d’ammoniac de 11,4% au cours des 20 j sui-
vants, et de 9,8% pendant la phase de matura-
tion de la récolte. De tels résultats demandent
cependant a étre confirmés, pour éviter qu'aprés
avoir attribué les défauts du bilan en totalité a la
dénitrification on les attribue tout aussi globale-
ment a ce type de dégagement.

Les mesures de dégagement gazeux
d’azote marqué

De méme que la mesure de la production de N,
et N,O a partir du nitrate marqué avec 5N a été
le moyen de caractériser explicitement la dénitri-
fication en systéme clos, la mesure d’un flux
d’azote marqué a partir d’'un sol enrichi en 1SN
peut apparaitre comme un moyen de quantifier la
dénitrification in situ. L'une des difficultés
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majeures de cette méthode concerne le fait que
les gaz produits a partir du nitrate ne sont pas en
équilibre isotopique avec les constituants de Fair
(Hauck et al, 1958) ; la détermination des quanti-
tés de produits formés ne peut se faire a partir du
seul rapport R — dans un systéme isotopique-
ment équilibré, le pourcentage de '°N dans le
produit azoté peut-étre calculé a partir du seul
rapport R & 'aide de la formule : % 15N =
100/2R+1 — des pics de masse 28 et 29, mais
necessite aussi de connaitre le pic 30 : étant
donnée la faible probabilité de formation de la
molécule «15N15N», cette détermination ne peut
étre effectuée que si:

i) le marquage initial est suffisamment important,

ii) la sensibilité du spectrométre de masse est
élevée.

L’estimation des flux d’azote marqué a d’abord
été tentée a partir de la caractérisation au cours
du temps des gradients de concentration de pro-
duits azotés marqués dans le sol et I'application
de la loi de Fick (loi de Fick : f: F/At: D, dc/dx
avec f: flux calculé ; F : quantité de gaz traver-
sant la surface A pendant le temps t; Dp : coeffi-
cient de diffusion apparent déterminé expérimen-
talement ; dc/dx : gradient de concentration du
gaz dans le profil) (Starr et al, 1974 ; Rolston et
al, 1976). Travaillant sur un sol enrichi en nitrate
sur la base de 300 kg N.ha—! marqué a 10% ces
derniers calculent des flux élevés, pouvant
dépasser 10 kg N.ha=1.jour-!, dont ils soulignent
le caractére incertain de la valeur absolue, a
cause de la difficulté d’estimer correctement le

gradient dans les 5 cm superficiels du sol. Ce
type d’approche n’a pas donné lieu a un dévelop-
pement important.

La mesure de 'accumulation des produits
marqués dans une enceinte placée a la surface
du sol a conduit & une méthode de mesure des
flux beaucoup plus utilisée : sur des parcelles de
1m?2 recevant 285 kg N ha-1 de KNO3 marqué a
prés de 60%, Rolston ef al (1982) détectent des
flux de 100 a 200 g N.ha-'.jour-!. Partant de la
démonstration de Hauck et al (1958), Siegel et al
(1982) proposent un mode de calcul prenant en
compte les 2 ratios r = 29N,/28N, et r =
30N,/29N,, ce qui leur permet d’estimer a la fois
la composition isotopique du gaz dégagé et celle
du nitrate subissant la dénitrification sans avoir a
la mesurer directement. A partir d'échantillons de
gaz prélevés dans une enceinte de 0,4 | placée
en surface d’un sol fertilisé a 100 kg N.ha—! de
KNO; marqué & 63 % et en utilisant un spectro-
meétre de masse a double entrée et double col-
lection ces auteurs s’estiment capables de détec-
ter des flux de l'ordre de 2,5g N.ha-1.jour!. Une
illustration de leurs résultats est indiquée dans le
tableau I.

Cette méthode a cependant plusieurs limites
d’utilisation :
i) elle nécessite de disposer d’'un spectrométre
de masse a haute sensibilité ;
ii) elle oblige a travailler avec une source d’azote

exogene dont il faut évaluer la dilution dans le
pool de nitrate du sol ;

Tableau I. Vitesses de dégagement de N, estimées au champ a I'aide des mesures des rapports isotopiques 29/28 et
30/29, a partir de microparcelles recevant 65,6 mg de N de KNO; (~ 100kg N.ha=1) marqué a 63,3% 15N. D’apres

Siegel et Hauck (1982).

Numéro de parcelle Temps aprés

l'apport de nitrate (j)

1 5

« 6

« 7

“ 13

2 13

“ 14

Durée de la période
de collecte des gaz (h)

Vitesses de dégagement
de N, (g.ha-1j7)

0,5 248 + 19
1 7512
1 66 + 11
23 51+£05
23 9+1
2,3 6+6
22 7+1
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i} le col(t de l'azote 15 et la nécessité de tra- L’utilisation des propriétés inhibitrices

vailler avec un produit fortement marqué condui- de ’acétyléne

sent a opérer sur des surfaces restreintes ;

iv) la nécessité de couvrir longuement le sol (une Parmi les différents effets qu'il est susceptible
journée) pour quantifier les faibles flux limite for- d’exercer sur les systemes biologiques, I'acétyle-
tement I'usage de la méthode en présence de ne a la propriété non encore expliquée d'inhiber
végétation. la réduction de N,O en N, (Knowies, 1990).

Cette propriété a été mise en évidence par une
équipe de chercheurs soviétiques intéressée par
la caractérisation de la vie extra-terrestre
(Federova et al, 1973) et a été confirmée indé-
pendamment par 2 équipes nord-américaines qui
percurent I'intérét de cette découverte pour
I'étude de la dénitrification (Yoshinari et Knowles,

Par ailleurs le seuil de sensibilité indiqué par
ces auteurs est certainement optimiste : un seuil
de détection de 50 g N.ha=1.jour-! parait plus
réaliste et plus conforme aux contraintes expéri-
mentales (Duxbury, 1986). Cependant cette
méthode est suffisamment fiable pour étre consi-
dérée comme l'une des méthodes de référence
reprise dans différentes comparaisons méthodo- 1976 ’ Bglderstgnlet al, 1976).,L.eurs !ra'vggx ont
logiques (Mosier et al, 1986 ; Mulvaney et démontré sur différentes bactéries dénitrifiantes

Vanden Heuvel,1998 ; Aulakh et al, 1991). Cette en culturel pure, I’iqhibition de !a '\!20 réductase a
méthode de mesure des isotopes produits par c‘jes pressnons partielles en gcgtylene a!lant de 10
dénitrification devrait aussi pouvoir progresser a moins de 1kPa, sans altération de vitesse des
dans les années qui viennent avec le développe- autres réactions de la chaine de réduction de
ment d’une technique permettant de randomiser nitrate, sans reQuctlon de l'acétyléne (a Ia’dlffe-
les différentes formes isotopiques dans les rence de ce qui est obtenu avec la nitrogénase

échantillons gazeux en les soumettant a la haute qui peut réduire racétylene en éthylene) et avec
tension d’un arc électrique (Craswell et al une conversion steechiométrique du nitrate en

1985). Cette approche a déja été appliquée a la N2O (fig 3).
caractérisation des gaz issus de la dénitrification L'utilisation de cette inhibition pour quantifier la
(Strong et al, 1987) et la sensibilité ainsi obtenue dénitrification dans les sols ou les sédiments a
en mesurant seulement les pics 28 et 29 est du été immédiatement développée (Yoshinari et al,
méme ordre que celle basée sur la mesure 1977 ; Klemedtsson et al, 1977; Sorensen,
directe des pics 28, 29 et 30 (Buresh et Austin, 1978 ; Smith et al, 1978 ; Ryden et al, 1979).
1993). Cependant quelques limites dans l'usage de
+ Nz() + NOZ- + N03-
pg N
600 | -
4
400 L L
200 s X
0 —o—— f— —
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0 —0-0-0/e /a
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Fig 3. Cinétiques de réduction de
N,O, NO,~ et NO5~ (1 g N / fiole) 200 L |
ajoutés a des suspensions denses
de Pseudomonas aeruginosa
incubées sous atmosphere
d’hélium a 24°C (in Yoshinari et 0 ) L Lk 0 - L -
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NO,~; : NO;~. (Heures)



328 C Hénault, JC Germon

'acétylene sont progressivement apparues.
Knowles {(1990) en a recensé 5 qui conduisent a
différentes précautions d’emploi :

i) aux faibles concentrations en nitrate, de I'ordre
de la ppm, l'inhibition par des concentrations en
acétylene de l'ordre de 1 a 5 kPa peut étre
incomplete et nécessiter des concentrations en
acétylene plus élevées (Smith et al, 1978 ;
Yeomans et Beauchamp, 1978 ; Oremland et al,
1984) ;

ii) 'inhibition parallele de la nitrification qui se
manifeste a de trés faibles concentrations en
acétylene, de 1 a 10 Pa (Hynes et Knowles,
1978). La différence de sensibilité vis-a-vis de
l'acétylene de la microflore dénitrifiante et de la
microflore nitrifiante autotrophe, inhibée au
niveau de I'étape ammonium —> hydroxylamine
(Hynes et Knwoles, 1982), a conduit
Klemedtisson et al (1987) ainsi que Robertson et
Tiedje (1987) a proposer une methode utilisant
différentes concentrations en acétyléene qui per-
met de distinguer la provenance de N,O entre la
nitrification et la dénitrification ;

iii} le métabolisme de I'acétyléne par la microflore
du sol aprés un temps de contact de plusieurs
jours et variable selon les sols a été mis en évi-
dence par Germon (1980) et confirmé par diffé-
rents chercheurs (Haider et al, 1983 ; Terry et
Duxbury, 1985). Ce métabolisme de Facétyléne
peut entrainer une accélération de la dénitrifica-
tion (Topp et Germon, 1986), ce qui a conduit a
des recommandations pour éviter les traitements
prolongés ou a répétition des sols par ce gaz
(Rolston, 1986) ;

iv) les interactions avec les sulfures. Ces compo-
sés présentent 2 types de propriétés : d’'une part
celle d’inhiber la réduction de N,O (Tam et
Knowles, 1979 ; Sorensen et al, 1980) et d’autre
part celle de lever au moins partiellement 'inhibi-
tion de la réduction de N,O par 'acétyléne : cette
interaction peut poser probleme dans les milieux
riches en sulfures ou contenant des composés
susceptibles d’en produire, tels que la farine de
luzerne (Yeomans et Beauchamp, 1982) ;

v) lacétylene peut contenir certaines impureteés,
notamment des vapeurs d’acétone, qui peuvent
interférer avec l'activité biologique du sol et quil
convient d’éliminer avant usage du gaz (Hyman
et Arp, 1987).

Malgré tous ces risques d’interférences, I'acé-
tylene a été trés largement utilisé pour étudier la
dénitrification dans les sols car il conduit a 4
avantages majeurs :

i) la mesure de N,O sur laquelle repose I'étude
des flux de dénitrification est particulierement
sensible : les analyses en CPG (chromatogra-
phie en phase gazeuse) avec détection en captu-
re d’électrons permettent de déceler des varia-
tions de concentration inférieures a 100 ppb et
de quantifier des flux de N,O de l'ordre 1 g
N.ha=1 jour-1 (Duxbury, 1986) ;

ii) les procédures analytiques sont simples et
rapides et le colt des analyses est faible par rap-
port aux analyses avec 15N, ce qui permet de
multiplier facilement les déterminations ;

iii) on peut travailler directement a partir du nitra-
te du sol, sans nécessité d'ajouter le substrat de
la réduction, a la différence des méthodes isoto-
piques, ce qui évite notamment toutes les ques-
tions sur 'lhomogénéité de la répartition entre un
substrat apporté et un substrat endogéne ;

iv) 'enrichissement de 'atmosphére du sol en
acétylene peut étre réalisé en respectant la struc-
ture du sol, dont le rble, et notamment celui de la
microstructure, est déterminant dans le fonction-
nement de la dénitrification.

Les principales précautions a prendre lors de
I'utilisation de I'acétyléne consisteront a atteindre
une concentration d’au moins 0,1 kPa dans
I'atmosphére du sol étudié et a éviter les traite-
ments renouvelés a l'acétylene ou prolongés au-
dela de 3 a 7 j (Rolston, 1986 ; Duxbury, 1986).
Trois types principaux de méthodologies ont été
utilisés.

Les mesures de dénitrification sur sol en place :
les enceintes de surface

La principale difficulté pour quantifier la dénitrifi-
cation sur un sol en place a 'aide de l'acétylene
est d’assurer une concentration suffisante de ce
gaz (0,1 %) dans toute la porosité du volume de
sol concerné sans perturber les transferts des
autres gaz. Plusieurs méthodes, avec de nom-
breuses variantes, ont été testées avec des suc-
cés divers.

Des mesures ont été réalisées sur des sols
dans lesquels I'acétyléne pouvait diffuser depuis
la surface a partir d’enceintes dont 'atmosphere
était fortement enrichie avec ce gaz et dans les-
quelles on a suivi 'accumulation de NoO
(Patriquin et al, 1978 ; Lensi et Chalamet, 1982 ;
Arah et al, 1991). Cette méthodologie a 'avanta-
ge de la simplicité : son efficacité dépend cepen-
dant en grande partie de I'état structural et de
Fhumidité du sol. Arah et al (1991) recomman-
dent un temps de traitement par l'acétyléne d’au
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moins 12 h et signalent le caractere aléatoire des
mesures obtenues par cette méthode.

Plusieurs auteurs ont introduit Facétyléne dans
la porosité des sols étudiés avec des techniques
perturbant la dynamique des gaz, parfois faible-
ment, parfois plus fortement : Rolston et al
(1982) introduisent P'acétyléne dans le profil de
leur microparcelle de 500 cm2, sur une profon-
deur de 1 m a l'aide de tubes perforés sur leur
longueur et alimentés en C,H, pendant 1 h avec
un débit de 1 L.h—1. Colbourn et al (1984) injec-
tent de lacétyléne avec un débit de 200 ml.mn—1
pendant 1 h puis de 40 ml.mn~1 pendant 2 h 4 40
cm de profondeur par un tube implanté oblique-
ment sous la surface étudiée de 700 cm?2. Apreés
avoir utilisé un protocole proche de celui de
Colbourn, Germon et al (1985) ont introduit C5H,
a 30 cm de profondeur a l'aide de 4 tubes
implantés sur une surface de 1 250 cm? et ali-
mentés pendant 24 h avant la mesure avec un
débit de C,H, de 1 L.h-1. Mosier et al (1986)
introduisent 70 ml de C;H, en une seule fois une
heure avant la mesure de N,O dans chacun des
3 tubes implantés a 35 c¢cm sous une surface de
175 cm2. Ces différentes méthodes permettent
d’obtenir une concentration suffisante en acétyle-
ne dans la macroporosité du sol et conduisent a
des mesures de flux de N,O importantes, avec
cependant des effets non estimés de la modifica-
tion des transferts du gaz.

La méthode qui semble la plus performante et
la plus respectueuse de I'atmosphére du sol est
celle proposée par Ryden et Dawson (1982),

Systeme régule
d'apport de CoHy

Eutrée d'air
dans l'enceinte

Enceinte implantée —
en surface du sol
(50x10x15¢m)

Fig 4. Schéma du dispositif utili-
sé par Ryden et Dawson (1982)
pour les meswres au champ de
la dénitrification & l'aide de la
méthode de blocage par C;H,.

dérivée de la méthode initiale de Ryden et al
(1979) et qui a éte reprise en I'état ou avec des
variantes par différentes équipes (Grundmann et
Rolston, 1987 ; Aulakh et al, 1991 ; Goulding et
al, 1993). Le dispositif, présenté figure 4, est
constitué d’une enceinte de 50 x 10 x 15 cm
enfoncée de 5 cm dans le sol, autour de laguelle
on a creusé 6 trous de 60 cm de profondeur et
7,5 mm de diamétre, dans lesquels 'acétyléne
est introduit a I'aide d’un tube d’injection avec un
débit de 0,4 .Lmn~1 pendant 15 min et 0,2 .Lmn~1
pendant I'heure suivante : dans ces puits I'acéty-
Iéne est a la pression atmosphérique et n’est
transféré que par diffusion dans la porosité du sol
située sous I'enceinte de mesure, supprimant
ainsi les transferts par convexion. Duxbury et
McConnaughey (1986) proposent un systéme
dérivé, avec un temps de diffusion de 24 h pour
CoH, avant la mesure de dégagement de N,O,
et des périodes de traitement continu par CoH, et
de mesure de N,O de 7 j. Aulakh et al (1991)
suggerent d’utiliser du carbure de calcium intro-
duit dans le sol et susceptible de libérer CoH5 au
contact de I'eau du sol : la dissolution aléatoire
du carbure peut faire douter de la fiabilité des
résultats de cette méthode qui n’a pas eu de
développement.

Au niveau de la mesure des flux de N,O a par-
tir des sols ainsi traités 2 types de méthodologie
ont été développés :

i) le balayage des enceintes par un flux d’air
contrélé (enceintes dynamiques), avec un pié-
geage de N,O en sortie des enceintes sur tamis

[ébitmetre Pompe
aspirante
Fiole contenant du tamis

moléculaire

Piége avec chaux sodée et
granulés de CaClg
anhydre

—
\’1‘1111(3 d'apport de Cylly

dans le sol

Trou assurant la diffusion
de Cytly
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moléculaire et dosage ultérieur aprés dégazage
du piége. Cette méthode, utilisée initialement par
Ryden et al (1979), a 'avantage de concentrer le
gaz produit et de permettre un dosage avec des
appareils de sensibilité moyenne ;

i) le suivi de la concentration en N,O sur des
prélévements de gaz étalés sur quelques
dizaines de minutes a partir d’enceintes closes
(enceintes statiques) (Colbourn et al, 1984 ;
Germon et al, 1985 ; Mc Connaughey et
Duxburry, 1986 ; Grundmann et Rolston, 1987),
ces enceintes pouvant étre, pour plus de rigueur,
en équilibre de pression avec l'atmosphére exté-
rieure (Hutchinson et Mosier, 1981) ; cela néces-
site cependant de disposer d’'un chromatographe
a haute sensibilité.

Les figures 5 et 6 tirées de Germon et al
(1985) illustrent les résultats obtenus avec cette
méthodologie et sont représentatives de ce que
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Fig 5. Etude du dégagement de N,O in situ sur un essai com-
prenant 25 répétitions, aprés traitement du sol par C,H, (in
Germon et al, 1985). A. Cinétique moyenne avec les inter-
valles de confiance a 5% et cinétiques extrémes. B.
Distribution des vitesses de dégagement (g N.ha-1j-1). C.
Distribution des valeurs log-transformées des vitesses de
dégagement. ®—@ Cinétique moyenne avec les intervalles
de confiance ; O— -O cinétiques extrémes ; [ ] distributions
observées ; &4 distributions théoriques normales correspon-
dant aux distributions observées ; N nombre d’'échantillons
(EN = 25).

I'on trouve dans la littérature : on observe a partir
du sol en place traité par 'acétylene des ciné-
tigues de dégagement de N,O généralement
linéaires avec le temps, et qui, dans la majorité
des cas, ne nécessitent pas d'utiliser le mode de
calcul proposé par Hutchinson et Mosier (1981)
pour prendre en compte un ralentissement du
transfert lié & I'accumulation du N,O dans
'enceinte ; les mesures sur une surface restrein-
te présentent une grande variabilité spatiale et la
distribution des mesures est en général, mais
pas toujours, de type log-normal. Cela conduit a
l'usage de modes de calculs adaptés prenant en
compte la distorsion des distributions (Parkin et
al, 1988 ; 1990). Ce type d'observation est parta-
gé par pratiguement tous les auteurs ; la variabili-
té est souvent bien supérieure a celle observée
ici, avec des coefficients de variation qui peuvent
atteindre de 100 a 500% (Folorunso et Rolston,
1984, 1985 ; Parkin et al, 1987 ; Myrold, 1988 ;
Aulakh et al, 1992). Cette variabilité apparait de
facon prépondérante a tres petite échelle (Parkin,
1990) et peut étre expliquée au moins en partie
par I'hétérogénéité de la distribution de la matiére
organique (Parkin, 1987 ; Christensen et al,
1990) ; la répétition des mesures au cours de
'année ou d’un cycle cultural permet de caracté-
riser le déroulement de la dénitrification qui se
manifeste souvent par succession de pulses for-
tement liés a '’humidité ou a des événements
dépendant de la gestion du sol (épandage de fer-
tilisants, travail du sol) ; les extrapolations quanti-
tatives, tirées de ce type de cinétiques, doivent
étre faites avec prudence dans la mesure ou I'on
passe de flux observés a un moment de la jour-
née sur quelques dm2, a des flux moyens rap-
portés a la journée (voire a la semaine) et a
I'hectare. Il importe notamment d’avoir a I'esprit
que les flux mesurés correspondent aux caracté-
ristiques de transfert du sol au moment de la
mesure et ne refletent pas forcément les quanti-
tés de N,O produites dans le sol au méme
moment ; le décalage entre la production et le
degagement peut aller au-dela de plusieurs jours
dans les sols ou les conditions de diffusion sont
difficiles : la seule fagon de quantifier correcte-
ment le phénomeéne serait d’effectuer un suivi de
mesures pendant toute la période ou N,O est
dégagé (Jury et al, 1982).

Les mesures de dénitrification
sur cylindres de sol non remanié, incubés
avec homogénéisation et recirculation des gaz

Les mesures sur sol en place se prétent mat a
I'étude analytique de la dénitrification et la varia-
bilité des résultats conduit & multiplier les répéti-
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tions, ce qui est difficilement réalisable au
champ. Cela a conduit a la mise au point de
méthodologies de laboratoire permettant des
mesures sur des échantillons de sol non rema-
niés : les soil cores de nos collégues américains.
Pour assurer 'homogénéité de la répartition dans
la porosité des sols étudiés de I'acétyléne d’'une
part et des gaz produits d’autre part, certains
auteurs ont adopté des systémes a circulation de
gaz a travers les échantillons prélevés.

Parkin et al (1984) ont décrit une méthode
dans laquelle des éprouvettes de sol de 4,7 cm x
20 cm sont prélevées a l'aide d'un carottier qui
permet de garder les échantillons dans ieur état
structural avec un compactage sinon nul du
moins réduit. Ces échantillons sont alors placés
dans un systéme d’incubation a atmosphére
recyclée dont la composition des gaz et le rythme
de fonctionnement peuvent étre régies.

En opérant sur 2 sols différents et en les sou-
mettant a un recyclage d’air enrichi a 20% de
C,H, et contenant 18% d'O, ces auteurs mon-
trent que :

2904 2905 2806 2807 2708 2609 dates

i} aprés une courte phase de latence correspon-
dant a la répartition de l'acétylene, la vitesse de
production de N,O apparait constante pendant
plusieurs heures ;

i) la vitesse de dégagement mesurée avec la
recirculation des gaz est plus élevée que celle
observée sur des échantillons sans recirculation,
la différence de vitesse pouvant étre expliquée
par une accélération des transferts de gaz et une
meilleure correspondance entre les quantités de
N,O produites et mesurées ;

i) le passage d'un rythme de circulation des gaz
intermittent (2 min durant chaque prélevement) a
une circulation continue ne modifie pas la vitesse
de dégagement du N,O ;

iv) la vitesse de denitrification des échantillons de
sol n'est pas altérée par une conservation des
sols plusieurs jours a 4°C, ce qui peut permettre
d’étaler les mesures dans le temps.

Ce type de dispositif a été utilisé pour étudier
I'effet du niveau d'oxygénation sur la vitesse de
dénitrification (Parkin et Tiedje, 1984). Celle-ci
apparait assez peu sensible aux variations de
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concentration en O, situées entre 20 et 5%, cor-
roborant ainsi les observations précédentes sur
I'effet de la circulation des gaz : en revanche elle
est trés fortement accélérée lorsque la concen-
tration descend en dessous de 2%.

Nous avons nous-mémes développé une
méthodologie semblable (Germon et al, 1985 ;
Germon et Jacques, 1990 ; Hénault, 1993 ; fig 7)
qui nous a permis de caractériser sur une méme
série d’échantillons les vitesses de production
naturelle de N,O et les vitesses de dénitrification
(fig 8), de réaliser des comparaisons de vitesse
sur des sols placés en conditions semblables, ou
de caractériser 'aptitude a dénitrifier de différents
horizons d’'un sol (fig 9). Cette méthodologie a
servi de support expérimental a la mise au point
d’un modele de prévision de la dénitrification
dans les sols (Hénault, 1993).

Cette approche, qui peut sembler assez lourde
a gérer, apparait cependant comme un outil de
choix pour conduire des études expérimentales
complétant les mesures faites au champ (Tiedje
et al, 1989).

Les mesures de dénitrification sur cylindres
de sol non remanié incubés statiquement

Plutét que de réaliser des mesures de dénitrifica-
tion sur sols en place traités par 'acétyléne, diffé-
rents auteurs ont préféré quantifier cette transfor-
mation en suivant 'accumulation de N,O a partir
d’échantillons de sol aussi peu perturbés que
possible structuralement et placés dans des

enceintes fermées dont 'atmosphére est enrichie
en acétylene. Aulakh et al (1982) ont décrit les
premiers une méthodologie de ce type, en faisant
incuber pendant 24 h a la température du terrain
des carottes de sol de 6 x 15 cm prélevées dans
des cylindres d’aluminium percés latéralement
pour améliorer les transferts de gaz, et placés
dans des bocaux fermés, dont I'atmosphére a été
enrichie & 5% en CoH,.

Cette méthode a été largement développée
avec des variantes pour réaliser des mesures
quantitatives dans différentes situations et
notamment par Burton et Beauchamp (1984), par
'équipe de Tiedje qui l'utilise parallélement a la
méthode avec recirculation des gaz (Robertson
et al, 1987 ; Groffman et Tiedje, 1989), par des
équipes qui font des comparaisons de méthodes
(Ryden et al, 1987 ; Aulakh et al, 1991 ; Arah et
al, 1991) ou des études statistiques nécessitant
un grand nombre de mesures (Pennock et al,
1992). Les principales variantes de la méthodes
portent sur le diamétre des échantillons traités
(1,7 4 6 cm), sur la concentration en acétylene (5
ou 10 kPa la plupart du temps) et le temps
d’'incubation (0 2a 6 h, 2 a 6 h ou souvent 0 a
24 h) ; les incubations sont réalisées tantét dans
le sol, tantdt & température contrdlée au labora-
toire.

La méthode a l'avantage de la simplicité : sa
principale limite tient a la capacité des gaz a dif-
fuser dans la porosité, ce qui a conduit a diffé-
rents aménagements pour faciliter cette diffusion
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Fig 7. Schéma du dispositif d’incu-
bation utilisé pour les mesures de
dénitrification sur des échantillons
de sol non remanié (in Hénault,
1993).
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Fig 8. Cinétique de production de N,O a partir de 33
cylindres d'un méme sol non remaniés incubant d’abord en
absence puis en présence de 2% de C,H, ; valeurs
moyennes et intervalles de confiance & 5% calculés selon
une distribution log-normale (in Germon et Jacques, 1990).
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Fig 9. Variation des vitesses de production de N,O dans des
cylindres d'un sol non remanié prélevés a différentes profon-
deurs, enrichis en nitrate et incubés en présence d’air recircu-
|é périodiqguement (in Germon et Jacques, 1990). ®—@ avec
acétyléne (2 %) ; O—O sans acétyléne.

a travers les surfaces latérales des échantillons
de sol, voire a des homogénéisations par des
pompages successifs, ou d’autres moyens de
faire varier la pression, lors de lintroduction de
I'acétylene puis lors des prélévements d’échan-
tillons, la méthode n’etant plus complétement
statique (Robertson et al, 1987 ; Myrold, 1988 ;
Groffman et Tiedje, 1989 ; Pennock et al, 1992).

Comparaison des différentes méthodes
de mesures utilisées :
validité des résultats obtenus

Il a été relativement aisé de démontrer la fiabilité
des méthodes d’étude de la dénitrification en dis-
positifs clos de laboratoire et de vérifier que
'usage de I'acétylene donnait des résultats beau-
coup plus faciles a obtenir et au moins aussi pré-
cis que ceux obtenus avec d’autres méthodes

(Yoshinari et al, 1977 ; Smith et al, 1978 ; Ryden
et al, 1979).

Il a été plus difficile de tester la validité des
méthodes de mesure au champ en 'absence de
méthode de référence réellement incontestée.
Quelques auteurs ont pris comme éléments de
base les défauts de bilan 15N auxquels ils ont
comparé les résultats obtenus avec les autres
méthodes de mesure disponibles (tableau Il). Les
résultats de ces comparaisons permettent rare-
ment de confirmer ou d’infirmer clairement les
hypothéses sous-jacentes :

i) ainsi Aulakh et al (1983, 1984) trouvent-ils un
bon accord entre les dégagements de N,O en
présence de CoH, et les défauts de bilan 15N ;
cependant ils ne prennent pas en compte l'azote
minéral fourni par le sol ;

ii) Parkin et al (1985) comparent la production de
N,O en présence d’acétyléne & 'évolution du
stock d’azote nitrique marqué au 15N. Si la réor-
ganisation du nitrate peut étre considérée
comme négligeable, les 2 quantités peuvent étre
comparées : cependant seule la large dispersion
des données permet de dire que les 2 méthodes
de mesure donnent des résultats non significati-
vement différents alors que, dans les 3 situa-
tions, le dégagement gazeux donne des valeurs
moyennes de 1,5 a 3 fois inférieures & celles des
défauts de bilan ;

iii) dans la comparaison que nous avons faite sur
une série de minilysimétres, la valeur moyenne
du défaut de bilan est 2,7 fois celle mesurée par
les pertes gazeuses, différence significative mais
proche du seuil de signification (Germon et al,
1985). En revanche, dans un essai réalisé direc-
tement au champ (Germon et Couton, 1989), le
niveau du défaut du bilan est tout a fait classique
(16,4 + / - 8,4 % de l'azote apporté), soit une
perte de 24,4 kg d’azote marqué alors que sur la
méme période les flux gazeux mesurés et cumu-
lés n'atteignent que 2,1 kg.ha=1 : la différence est
encore plus accentuée si I'on prend en compte
'azote minéral fourni par le sol ;

iv) Goulding et al (1993) arrivent a des conclu-
sions semblables dans la comparaison faite sur
un sol de prairie retourné, avec des pertes
gazeuses mesurées de 8 kg.ha=' et des pertes
calculées a partir du bilan de 32 kg.ha='. En
revanche dans une autre parcelle arable les 2
valeurs sont du méme ordre de grandeur.

Les comparaisons de résultats obtenus a par-
tir des différentes méthodes de mesure directe
des flux gazeux donnent dans I'ensemble des
informations plus convergentes entre elles : il en
est ainsi des mesures de dégagement des pro-
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duits azotés marqués et des mesures de N,O
aprés traitement par I'acétyléne (Ryden et al,
1979 ; Mosier et al, 1986 ; Aulakh et al, 1991). La
comparaison des resultats avec les enceintes en
place et les carottes de sol non remanié peuvent
conduire a des résultats tout a fait cohérents sur
une large gamme de vitesses de dénitrification
(fig 10 : Ryden ef al, 1987) : ce type de compa-
raison peut aussi mettre en évidence des diver-
gences susceptibles d’étre expliquées par les
propriétes défectueuses du sol ou un protocole
inapproprié et conduire a adapter les méthodes
de mesure. Ainsi des mesures sur plusieurs jours
sur des cylindres de sol non remanié ne permet-
tent pas de prendre en compte les variations
d’humidité du terrain et peuvent conduire a des
résultats erronés (Aulakh et al, 1991) ; de la
méme fagon, sur un sol trés engorgé, des
mesures sur des petits cylindres du sol non
remanié permettent de mieux rendre compte de
la dénitrification que les mesures in situ a l'aide
d’enceintes (Ryden et al, 1987).

Ces comparaisons conduisent a souligner plu-
sieurs points :

i) nous disposons actuellement d’'un ensemble de
méthodes qui permettent de quantifier correcte-
ment la dénitrification sous réserve d’étre utili-
sées a bon escient, et qui sont susceptibles
d’étre encore améliorées (homogénéisation iso-
topique des composés gazeux par arc élec-
trique). Le choix de ces méthodes, souvent com-
plémentaires, dépend des contraintes expéri-

1.0k
pente y = x
0.1L
® e site 1 :0
0.01 site 2 @
site 3 :w
0.001%, N . )
0.001 0.01 0.1 1.0

Fig 10. Comparaison des vitesses de dénitrification (kg
N.ha-1j1) mesurées a l'aide de la méthode d’inhibition par
l'acétyléne, d’'une part par mesure de 'accumulation de N,O
sous enceintes implantées a la surface du sol (x), d’autre part
par accumulation de N,O a partir de cylindres de sol non
remanié placés dans des vases clos a la température du
champ (y) dans 3 sites différents (in Ryden et al, 1987). O
site 1 ; @ site 2 ; ¥ site 3.

mentales et des objectifs poursuivis : ainsi la dif-
fusion de C,;H, sur sol en place avec enceintes
en surface doit plutdt étre utilisée dans le cas de
sols bien structurés tandis que dans le cas de
sols plus compacts le systéme a recirculation est
preférable avec un systeme de contréle éventuel
de la composition du gaz recyclé ;

i) quelle que soit la méthode retenue, il importe
d’avoir des éléments de comparaison avec une
ou plusieurs autres méthodes pour éviter des
erreurs systématiques ;

iii} les defauts de bilan restent la méthode de
base pour évaluer les pertes d’azote dans un
systeme, mais il est abusif de les identifier aux
seules pertes par dénitrification qui souvent n’en
représentent gu’entre un tiers et la moitié (Nieder
et al, 1989).

Les estimations disponibles
sur la dénitrification dans les sols

Les données rassemblées dans le tableau Il
sont issues de la littérature ou des résultats de
notre laboratoire et proviennent d’expérimenta-
tions au champ conduites sur des durées de
gquelques mois a un an. Elles nous amenent a
plusieurs conclusions :

i) la plupart des mesures de dénitrification en
sols cultivés de régions tempérées ont été réali-
sées sur culture de céréales. Dans ces condi-
tions, avec des sols en général correctement
drainés et des fertilisations azotées non exces-
sives, les pertes azotées mesurées se situent
entre quelques kg et moins de 30 kg.ha-1. Ceci
nous conduit a penser avec plusieurs autres
auteurs (Mosier et al, 1986 ; Duxburry et Mc
Connaughey, 1986 ; Nieder et al, 1989) que
limportance attribuée a la dénitrification dans de
tels milieux a vraisemblablement été surestimée.
Ceci n'exclut pas que, dans des situations parti-
culiéres (en présence d’amendements importants
en matiére organique ou en parcelles surfertili-
sées et contenant de forts excédents d’azote
nitrique) ou dans des milieux sensiblement diffé-
rents au niveau du fonctionnement hydrique, les
pertes par dénitrification puissent étre différentes.
Ainsi les quelques données sur les sols de
Californie en culture de légumes abondamment
irrigués et fertilisés (Ryden et Lund, 1980) ou
dans le systeme expérimental de Rolston et al
(1982) donnent des valeurs beaucoup plus éle-
vées, pouvant dépasser 200 kg N.ha-an-1 ;

ii) les mesures obtenues sur sols de prairie et
présentées dans ce tableau n’apparaissent pas
beaucoup plus importantes que celles sur sols
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cultivés ; cependant a partir des données dispo-
nibles et des comparaisons possibles au niveau
régional, la dénitrification semble avoir un fonc-
tionnement plus soutenu en sol de prairie qu’en
sol cultivé (Ryden, 1983 ; Germon et Couton,
1989 ; Jarvis et al, 1991). Nous manquons
cependant de données pour tenter d’apprécier
I'effet spécifique de I'enrichissement en matiére
organique dans ce type de sol, celui des épan-
dages d'effluents ou celui du retournement de la
prairie sur la dénitrification au cours du cycle cul-
tural suivant ;

i) les données de ce tableau sur les sols fores-
tiers sont peu abondantes mais soulignent que la
dénitrification ne doit pas étre négligée dans ce
type d’écosystéme (Groffman et Tiedje, 1989 ;
Struwe et Kjoller, 1991).

Estimation de la dénitrification a I'échelle de
la parcelle a I’'aide de modéles prévisionnels

L’examen de la littérature et nos propres expéri-
mentations nous ont montré I'extréme variabilite
des mesures de dénitrification et la difficuité
d’évaluer les quantités d’azote mises en jeu par
cette transformation a I'échelle d’'une parcelle au
cours d'un cycle cultural, surface et durée opéra-
tionnelles au plan agronomique. On peut obser-
ver cependant une grande cohérence de la litté-
rature sur les facteurs de régulation a cette
échelle : humidité ou état d'aération, disponibilité
en carbone organique ou activité respiratoire,
disponibilité en nitrates, température, éventueile-
ment pH (Rolston, 1990). Il apparait donc inté-
ressant de tenter une approche d'évaluation des
flux a partir des mesures des facteurs de régula-
tion sur le sol en place, mesures assez facile-
ment accessibles, plutét qu'une quantification
directe, généralement lourde a mettre en ceuvre.
La méthode de prévision sera d’autant plus opé-
rationnelle qu’elle sera extrapolable d’un site a
un autre. Rolston (1990) a passé en revue les
différents types de modeéles de prédiction qui ont
été proposeés :

i) les modéles stochastiques définissent des
fonctions de densité de probabilité d’une transfor-
mation étudiée a partir de distributions obser-
vées. Ainsi, Parkin et Robinson (1989) essaient
de prévoir l'activité dénitrifiante d’'un sol a partir
de 2 variables principales, 'activité dénitrifiante
enzymatique potentielle et la vitesse de produc-
tion de CO,, dont ils ont étudié les distributions.
Les fonctions de densité de probabilité établies
sont utilisées comme parameétres d'entrée dans
leur modele de simulation qui rend compte de

facon satisfaisante des distributions de fréquen-
ce, des valeurs moyennes et des variances, mais
qui ne permet qu'une médiocre prédiction point
par point (12 = 0,34). Cette approche prédictive
est jusqu’a maintenant peu utilisée ;

ii) les modéles déterministes ont pour objectif de
calculer les flux ou les quantités d’azote mises en
jeu a partir de lois ou de relations préétablies et
peuvent étre séparés en modeles mécanistes,
empiriques, ou mixtes.

Les modéles mécanistes essaient de décrire
la dénitrification a partir de lois physiques et bio-
logiques connues, prenant principalement en
compte les phénoménes de transfert, les ciné-
tiques enzymatiques et la croissance microbien-
ne. De tels modéles ont été proposés pour décri-
re le fonctionnement dénitrifiant d’agrégats de
sol, basé sur I'estimation de leur fraction en état
d’anoxie a partir de la description de l'activité res-
piratoire et des transferts d’oxygéne (Leffelaar,
1979, 1986 ; Smith, 1980 ; McConnaughey et
Bouldin, 1985 ; Myrold et Tiedje, 1985 ; Arah,
1989 ; Renault et Stengel, 1994 ; Renault et
Sierra, 1994). La description du fonctionnement
de cylindres de sol non remanié laisse penser
que de tels modéles devraient pouvoir étre trans-
posés a cette échelle moyennant des adapta-
tions (Parkin et Tiedje, 1984).

De nombreux modéles empiriques reposant
sur I'élaboration de relations statistiques ont été
fréquemment proposés pour décrire la dénitrifica-
tion a différentes échelles, de I'échantillon de sol
(Standford et al, 1975 ; Germon et al, 1983 ;
Reddy et al, 1982), a la parcelle cultivée (Lalisse-
Grundmann et al, 1983 ; Burton et Beauchamp,
1985 ; Myrold, 1988 ; Jarvis et al, 1991), ou a
celle d’entités plus larges (Groffman et Tiedje,
1989). Alors que, au niveau de I'échantillon de
sol, beaucoup de travaux ont caractérisé les rela-
tions entre la dénitrification et la disponibilité en
carbone, les paramétres généralement retenus
pour les modéles au champ sont ’humidité du
sol, la température, la concentration en nitrate, la
respiration ou la production de CO,. Ces derniers
modéles sont établis dans des situations détermi-
nées et leur généralisation a d’autres situations
est difficilement envisageable.

Plusieurs auteurs ont combiné les 2
approches précédentes pour mettre au point des
modeles mixtes, mécanistes-empiriques, inté-
grant des lois de fonctionnement a caractére uni-
versel et des relations définies statistiquement.
Appartiennent a ce type de modéle ceux propo-
sés par Hagin et al (1976), Rolston et al (1984),
Mosier et Parton (1985), Johnsson et a/ (1987),
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Elliot et de Jong (1993). Ces modeles conside-
rent généralement lactivité dénitrifiante comme
le produit de plusieurs fonctions (Rolston, 1990).
Ainsi celui proposé par Rolston et al (1984), est
de la forme :

F=ki.q.f,.f.cyy . N

dans laquelle F est l'activité dénitrifiante ; ky la
constante de vitesse du sol ; g, la teneur en eau ;
¢, la teneur en carbone assimilable ; N, la
teneur en nitrates ; fy et f; des fonctions empi-
riques sans dimension traduisant les effets spéci-
fiques de I'humidité, et de la température. La
fonction humidité, tirée initialement des observa-
tions de ces auteurs et du travail de Nommick
(1956), a été définie avec plus de précision par
Grundmann et Rolston (1987), qui confirment
que la dénitrification ne se manifeste qu’a un
niveau d’humidité supérieur a 60% de la satura-
tion et croit ensuite de fagon exponentielle avec
ce parametre. L’application de ce modele a 64
sites de mesure sur un méme transect d’'une par-
celle expérimentale montre qu'’il permet de décri-
re de facon satisfaisante le comportement
d’ensemble de la dénitrification dans I'espace,
mais ne permet pas de faire une estimation preé-
cise a chaque endroit (Grundmann et al, 1988 ;
Rolston, 1990).

Cette approche a été complétée par Hénault
(1993) pour décrire et quantifier la dénitrification
au cours d’un cycle cultural. La formulation rete-
nue intégre la disponibilité en carbone dans la
mesure d’activité potentielle K, et montre I'intérét
de définir une fonction expérimentale «nitrate»,
Fp, de type michaélien :

F=K F,.F.Fy

g N/ha/j
1200 |
1000 |

800 ]
600
400 |

200 {

o1 06 11 16 21 26
n° de la semaine de mesures

L’application de ce modele a différents jeux de
données expérimentales conduit a des ordres de
grandeur de quantités d’azote dénitrifié en
accord avec les estimations directes et montrent
que le comportement dénitrifiant du sol dans son
ensemble est correctement décrit au cours de
'année, mettant en évidence le caractére fugace
de cette transformation. Cependant des diver-
gences apparaissent au niveau des valeurs
ponctuelles qui pourraient étre expliquées par un
décalage chronologigue entre le flux réel et I'esti-
mation qui en est faite (fig 11 ; Hénault, 1993).

Les estimations obtenues avec ce type d’outil
prévisionnel confirment globalement les conclu-
sions précédentes sur la faiblesse des pertes
d’azote par dénitrification dans les sols cultivés
normalement aérés, malgré des niveaux d'activi-
té potentielle parfois trés élevés ; ceci traduit les
forts effets limitants sous nos climats de l'aéra-
tion pendant la période de végétation et de la
température pendant les périodes hivernales.

LA PRODUCTION DE N,O A PARTIR DU SOL :
METHODES DE MESURE ET RESULTATS

Dés leurs premiers travaux sur la dénitrification
dans la terre arable, Dehérain et Maquenne
(1882) ont mis en évidence la production de pro-
toxyde d’azote. L'origine de ce gaz a été long-
temps associée a la dénitrification, ce qui a
conduit a considérer la production de N,O
comme un indice de cette transformation suscep-
tible de permettre sa quantification (Burford et
Stefanson, 1973 ; Galsworthy et Burford, 1978 ;
Lensi et Chalamet, 1979). Depuis une quinzaine
d’années, la prise de conscience des problemes
posés par ce gaz au niveau de sa contribution a
I'effet de serre et a la destruction de la couche

Fig 11. Comparaison entre des
valeurs mesurées in situ et des
valeurs simulées de dénitrifica-
tion dans un sol de prairie (In:
Hénault, 1993). & Mesures de
dénitrification réalisées par
Ryden, 1983. — Simulation de
I'activité dénitrifiante réalisée a
partir du modele proposé par
Hénault (1993) et du suivi des
paramétres de régulation du sol
effectué par Ryden (1983).
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d'ozone (Pratt et al, 1977) et la mise en évidence
de voies de production autres que la dénitrifica-
tion ont conduit & de nombreux travaux portant
sur les conditions de sa formation et de son
dégagement, et sur les moyens de les contrdler.
L’acuité de ces questions a été renforcée ces
derniéres années par les difficultés rencontrées
dans I'établissement du bilan productions-trans-
formations au niveau de la planéte : les quantités
de N,O décomposées annuellement dans la stra-
tosphere additionnées de la variation annuelle de
stock de 'atmosphére sont supérieures a la
somme des différentes sources de N,O que I'on
est actuellement capable d’évaluer. Jusqu'a un
passé récent ce bilan entrée-sortie était équilibré
par les estimations de N,O produit lors de la
combustion des carburants fossiles. Il a été mon-
tré que I'importance attribuée a cette source était
la conséquence d'un artefact méthodologique
(Muzio et Kramlich, 1988). Ceci conduit actuelle-
ment a la présentation de bilans déséquilibrés
(tableau IV) et a des interrogations accrues sur le
réle du sol (Robertson, 1993) et des aquiféres
(Rice et Rogers, 1993), voire de tous les milieux
aquatiques.

La possibilité de mesurer la production natu-
relle de N,O a partir du sol dépend a la fois de
la précision des méthodes de dosage et de
'adéquation des méthodes d’échantillonnage
aux quantités mesurées. Etant données les
quantités mises en jeu, sensiblement plus
faibles que lors de la mesure de la dénitrifica-
tion, les exigences méthodologiques sont enco-
re plus drastiques.

Méthodes de dosage de N,O

Quatre principales méthodes de dosage sont
actuellement utilisées ou sur le point de I'étre
pour quantifier la production de N,O :

i) la spectrométrie infra-rouge a été initialement
utilisée pour mesurer la production de N>O en
surface du sol par Arnold (1954) : cette méthode
supplantée par la CPG demeure cependant
encore utilisable, notamment pour des travaux en
flux continu. Denmead (1979) décrit un dispositif
reposant sur cette méthode, avec un seuil de
sensibilité annoncé de 6 ppb qui lui permet de
détecter des flux de N,O aussi faibles que 36 mg
N.ha—1.jour-1. Ryden et Rolston (1983) ont préci-
sé les conditions d'utilisation de cette méthode ;

ii) la CPG est actuellement la méthode de réfé-
rence grace a sa fiabilité, sa grande sensibilité,
sa souplesse d’utilisation et son faible co(t.
Différents détecteurs sont utilisables : les catha-
rometres tres fiables ne sont pas assez sensibles
pour mesurer des variations de flux naturels, a
moins de concentrer les échantillons de gaz ; les
détecteurs ultra-soniques, plus sensibles que les
catharomeétres, ont été principalement utilisés a
cette fin par Blackmer et Bremner (1977) ; les
détecteurs a capture d’électrons sont actuelle-
ment les plus sensibles et les plus utilisés pour
les mesures de flux en conditions naturelles. Les
seuils de sensibilité atteints permettent de mesu-
rer correctement des variations de concentration
de 'ordre de 20 ppb ; cette sensibilité est amélio-
rée par rapport a celle obtenue lors des mesures

Tableau IV. Estimations des fonctions sources et puits de N,O au niveau de la planéte. Quantités en 108 /an. D'aprés

Watson et al (1990) cité par Smith (1990).

Fonctions sources
Océans
Sols
Foréts tropicales
Foréts tempérées
Combustion (carburants fossiles)
Combustion de biomasse (incendies de foréts...)

Biotransformations des fertilisants

Total des sources d'émissions
Fonctions puits

Absorption par le sol

Photolyse dans la stratosphére

Augmentation atmosphérique

1,4-2,6
2,2-3,7
0,7-1,5
0,1-0,3
0,02-0,2
0,01-2,2

4,4-10,56

7-13

3-4,5
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de dénitrification avec l'acétylene, par I'absence
decegaz;

iii) la spectrométrie de masse permet de diffe-
rencier et de doser les produits formés a partir
de nitrate marqué : Rolston et al (1976, 1978)
I'ont utilisée pour établir les gradients de
concentration de N,O marqué au 5N dans le sol
et mesurer directement les flux en surface du sol
avec une sensibilité médiocre (1 kg
N.ha—1.jour-1). Méme en utilisant des spectro-
métres de masse a plus haute sensibilité (Siegel
et al, 1982), le seuil de détection n’atteint pas
celui obtenu en CPG ;

iv) des détecteurs a diode laser accordable
(tunable diode laser) sont depuis peu commer-
cialisés et devraient permetire le développement
des méthodes micrométéorologiques, quasi
impossibles jusqu’alors faute de détecteurs suffi-
samment sensibles ; les caractéristiques de ces
détecteurs permettent des mesures a haute fré-
quence et donc des suivis de variations trés
rapides des concentrations et des flux des gaz
analysés. Ces détecteurs ont donné des résultats
sur le méthane (Kagawa et al, 1993) et ont été
testés pour N,O. Le seuil de sensibilité annoncé
pour des dosages en continu est inférieur a la
ppb (Cellier, communication personnelle).

Les méthodes de suivi des gaz dégagées

Mis a part la micrométéorologie, les autres
méthodes sont identiques ou trés voisines de
celles utilisées pour la mesure de la dénitrifica-
tion, avec une plus grande exigence de sensibili-
té et de précision sur le résultat final a cause des
plus faibles niveaux de flux mis en jeu.

L’accumulation passive du gaz dégagé sous
des enceintes placées en surface du sol est la
méthode la plus fréquemment utilisée. La surface
couverte est variable, de 0,01 m?2 (Hutchinson et
Mosier, 1981) a 0,6 m2 (Matthias et al, 1980). II
existe différentes variantes :

i) Matthias et al (1980) posent leur enceinte sur
la surface du sol, sans pénétration dans le sol,
pour ne pas modifier les flux par une perturbation
de I'état de surface, et avec un systéme de pro-
tection pour éviter les échanges gazeux périphé-
riques ;

ii) Hutchinson et Mosier (1981) insistent sur la
nécessité de garder I'enceinte en équilibre de
pression avec I'atmosphére et proposent une
méthode de calcul déja mentionnée prenant en
compte I'éventuelle modification du flux imposée

par I’accumulation du gaz dans I’'enceinte
(Hutchinson et Livington, 1993) ;

iii} les gaz dégagés dans 'enceinte peuvent étre
balayés par un courant d’air contrélé qui permet
de piéger et de concentrer N,O sur un tamis
moléculaire (Ryden et al, 1978), ou peuvent étre
directement échantillonnés dans I'enceinte pour
étre analysés en CPG, directement ou apres
concentration cryogénique (Blackmer et
Bremner, 1977).

Le seuil de détection des flux mesurés dépend
de la sensibilité des détecteurs : sous des
enceintes enfermant un volume d’air de 0,5
l.dm—2 au dessus du sol, une détection d’aug-
mentation de concentration de 20 ng.ml~! en 30
min correspond a un flux de 0,5 g.ha=1.jour1.

La production de N,O peut étre aussi mesurée
a partir de cylindres de sol non remanié placés
dans des systémes d’incubation statique ou a
recirculation de gaz. Bien que pratiquement non
utilisée pour caractériser les flux en milieu natu-
rel, cette méthodologie permet de quantifier la
production de N,O par le sol en laboratoire et
d’analyser le role des paramétres qui la condi-
tionnent (Germon et Jacques, 1990). La recircu-
lation des gaz permet d’abaisser le seuil de
détection; Tiedje et son groupe (1989) soulignent
ainsi leur aptitude a détecter des flux de 24 mg
N.ha=1.jour 1.

Les flux de N,O pourraient étre estimés aussi
a partir de la détermination du gradient de
concentration dans le sol et par I'application de la
loi de Fick (Rolston et al, 1976) ; cette méthode
n'a été que trés peu utilisée.

Les méthodes micrométéorologiques
devraient se développer aprés la mise au point
des capteurs mentionnés précédemment : leur
avantage est d'intégrer les variations de flux sur
une surface assez vaste (0,5 a 1 ha), ce qui
devrait permettre de régler au moins en partie les
probléemes d’hétérogénéité rencontrés dans les
mesures au niveau des parcelles. Plusieurs
approches sont proposées par les bioclimatolo-
gistes (Denmead et Raupach, 1993) : celles
n’exigeant des mesures qu’en un seul point géo-
graphique (méthode de corrélation eddy), mais
nécessitant une zone non perturbée relativement
importante autour du point de mesure et faisant
appel a des hypothéses, pas toujours vérifiées,
sur 'homogénéité du milieu gazeux ambiant, et
celles nécessitant plusieurs points de mesure,
sur des surfaces plus restreintes (méthode des
bilans de masse) : cette derniére méthode a
'avantage de reposer sur des bases théoriques
plus simples que la précédente et de nécessiter
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moins d’hypothéses sous jacentes sur le fonc-
tionnement du milieu (Cellier, communication
personnelle).

Ces méthodes devraient connaitre un deve-
loppement important : cependant les appa-
reillages actuellement disponibles permettent de
mesurer des flux de N,O de l'ordre de 10 g
N.ha=1.jour?, soit une sensibilité 10 fois moindre
que celle obtenue par les méthodes avec
enceintes et CPG ; la méthode de corrélation
eddy est en voie d’utilisation pour I'étude du
dégagement des NO, qui peuvent étre dosés a
trés faibles concentrations par chimioluminescen-
ce (Mosier, 1990).

L’état des connaissances sur les quantités
de N,O dégagées

La mesure des flux de N,O apparait relativement
aisée au niveau d’'une parcelle si I'on dispose
d'un détecteur suffisamment sensible. Comme
pour la dénitrification les mesures présentent une
trés grande variabilité spatiale avec des coeffi-
cients de variation souvent situés entre 100 et
200% et parfois au-dela (Matthias et al,1980 ;
Duxbury et al, 1982 ; Denmead et Raupach,
1993), des distributions de type log normal plutét
que normal (Germon et al, 1985) et une impor-
tante fluctuation journaliere en relation avec les
variations de température de la couche de surfa-
ce du sol (fig 12 ; Blackmer et al, 1982 ;
Denmead et al, 1979), et 'avancement de la
réaction (Letey et al, 1980).

Les quantités cumulées au cours de l'année
présentent aussi une grande variation en fonction
des situations. Dans son travail de synthése le

°C 'C
3oL cpqo 30
OW
15 15} 00000 0m00d®
1 1 L 1 n . 1 i 1
N-N,OF N-N,O
kg/ha/an kg/ha/an
254 251
12 18 24 6 12 12 18 24 06 12
Heures Heures

Fig 12. Variations de la température du sol a 2 cm et de la
vitesse d'émission de N-N,O au cours d'une journée de juin a
partir d'un sol de jachére fertilisé, sous un site non ombragé
(partie gauche) et sous un site ombragé (partie droite)
(d'apres Blackmer et al, 1982).

groupe du CAST (Pratt et al, 1977) avait accepté
comme base de dégagement moyen de N,O en
sols cultivés un flux de 1 kg N.ha-1.an-!. Cette
estimation semble devoir étre réévaluée au vu
des données plus récentes : ainsi, dans un article
qui a fait référence, Duxburry et al (1982) indi-
quent des flux annuels de 0,9 a 4,2 kg N dans les
sols limoneux de grande culture au nord-est des
Etats-Unis. ; en revanche, sur des sols orga-
niques de Floride cultivés ou en jachére, soumis
a des températures et une pluviométrie plus éle-
vées, les flux mesurés peuvent dépasser 150 kg
N.ha-1.an"1: I'importance de ces flux en climat
chaud et humide confirme les résuitats de Ryden
et Lund (1980) en Californie qui enregistraient
des flux annuels de 25 a 40 kg en sols de culture
legumiére.

Le travail de synthése d’Eichner (1990) ras-
semble un ensemble de valeurs collectées dans
la littérature entre 1979 et 1987 sur une centaine
d’'essais différents et qui, pour la plupart, s'éta-
lent sur une période de 3 mois a 1 an. Les flux
cumulés sur ces durées sont inférieurs & 1 kg
N.ha=! dans 32% des cas, compris entre 1 et 10
kg N.ha—! dans 51% des cas et supérieurs a 10
kg N.ha—1 dans 17% des cas, les valeurs les plus
élevées étant celles citées précédemment,
issues de régions a climat chaud et humide. Le
tableau V, tiré de ces données, rassemble les
valeurs des augmentations de flux de N,O
induits par I'apport des fertilisants dans différents
systemes d’exploitation du sol : globalement ces
augmentations de flux apparaissent plus régu-
lieres dans les sols de prairie que dans les autres
systémes et sont particulierement accentuées
dans le cadre d’épandage d’'ammoniac anhydre
qui est le fertilisant le plus frequemment utilisé en
Amérique du Nord.

Bouwman (1990) a fait une typologie plus
détaillée des sources de N,O, analysant séparé-
ment la production a partir des zones naturelles
et celle issue des zones cultivées. Dans les pre-
miéres, il souligne l'importante capacité contribu-
tive des foréts tropicales liee a I'intensité des
transformations microbiennes en milieu chaud et
humide (plus de 2% de l'azote des litieres fores-
tieres retourneraient a I'atmospheére sous forme
de N,O ; Keller et al, 1988) et a I'étendue des
surfaces couvertes (10% des terres émergées).
En zones tempérées, il mentionne les potentiali-
tés importantes de production des sols de prai-
ries humides (Denmead et al, 1979) et des sols
marécageux drainés (Goodroad et Keeney,
1984). Concernant les sols cultivés, il souligne
que l'intensification et le développement de la
fertilisation azotée sont générateurs d’émission
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Tableau V. Augmentations d'émission de N-N,O induites par la fertilisation dans différents systémes d'exploitation du

sol et avec différents fertilisants azotés. D'apres Eichner (1990).

Mode d'exploitation du so!

Prairie A 1
AN
N
U
Sol nu AA
A
N
U
Plante autre que céréale A
AN
N
Mais AA
Autre céréale AN

Forme de fertilisant appliqué 2
et nombre de sites

QO - NN O

- N

Suppléments moyens d'émission de N-N,O

Extrémes Meédianes  Moyennes
(g N-N,O.ha1.j1)
0,4-14,3 2,5/7,0 57
0,3-17,4 - 8.9
0,03-10,2 1,2 2,4
2,0 - =
10,5-123,0 23,4 43,7
0,5-2,9 15 1,6
0,3-0,5 0,3/0,4 0,4
0,9-3,0 1,4 1,6
1,3-12,5 - 6,9
0,6 - -
0,1-1,4 - 0,7
0,0-25,9 8,9/13,3 12,0
1,6-5,7 3,2 3,6

a A : fertilisant a base d'ammonium ; AN : nitrate d'ammonium ; N : fertilisants a base de nitrate ; U : urée ; AA : ammoniac anhydre.

de N,O. La figure 13 regroupe I'ensemble des
données recueillies a partir des sols cultivés et
de prairies : cette représentation ne permet pas
de conclure a une corrélation entre les quantités
de N,O émises et les niveaux de fertilisation pra-
tiqués. Cependant une analyse plus fine, aprés
élimination de données particulieres (parcelles
surfertilisées et zones humides), a permis de
dégager des relations significatives entre les
émissions et les apports de fertilisants :

N-N,O
kg/ha/an
30}
o
s} s]
20} a a}
A
10} oo
o a
= o a o 0O D a
D 00 ga A A
»
Oi Eﬁ E% %g 3| 'y 1
0 200 400 600 N kg/ha/an

Fig 13. Variation des flux de N,O en fonction du niveau appli-
qué de fertilisation azotée (/n : Bouwman, 1990). L] Parcelles
cultivées ; A parcelles enherbées.

— dans les seuls sols cultivés :
N-N,O = 1,88 + 0,0042 N (fertilisants)
— en regroupant les sols cultivés et les prairies :

N-N,O = 1,45 + 0,0075 N (fertilisants)

Cela revient implicitement a admettre qu’en
absence de fertilisation I'émission de N,O est de
Fordre de 1,5 4 1,9 kg N.ha—l.an-1! et que 0,4 &
0,7% des fertilisants utilisés sont transformés en
N,O : ces chiffres sont & rapprocher de ceux de
Bolle et al (1986) qui estiment que les pertes
moyennes en N,O en sols cultivés représentent
de 0,5 a 2% des fertilisants azotés utilisés.

L'analyse faite par Bouwman ne lui permet
pas de conclure a un effet marqué de la forme
des fertilisants azotés sur l'intensité des pertes
de N,O : il rappelle cependant les conclusions de
Bolle et al (1986) selon lesquelles les pertes
moyennes sous forme de N,O correspondent a
0,04% des apports de nitrates, 0,15 a 0,19% des
apports d’urée ou de produits ammoniacaux, et a
5% des épandages d’ammoniac anhydre. Cette
propension de NH5 anhydre & induire de plus
forts dégagements de N,O a été notamment
mise en évidence dans des travaux américains
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(Smith et Chaik, 1980 ; Bremner et Blackmer,
1981) et est reprise par différents auteurs (Smith,
1990 ; Granli et Bockman, 1994).

L’'importance des différents mécanismes
d’émission pourrait aussi étre dépendante des
facteurs climatiques. En zone de climat chaud et
humide, les liens démontrés ou fortement pres-
sentis avec les apports de produits ammoniacaux
d’'une part, ou les relations observées avec
'intensité des phénoménes de minéralisation
d’autre part (Matson ef al, 1989 ; Smith, 1990)
peuvent étre considérés comme les indices d'une
production fortement dépendante de la nitrifica-
tion. En région tempérée la production de N,O
semble plutét liée aux variations d’humidité des
sols et étre essentiellement issue de la dénitrifi-

Yo

IOOF [

801

g® o . n »
500 1000 1500 2000 g N/ha/jour

Fig 14. Variation du pourcentage d'oxyde nitreux dans les
produits de dénitrification en fonction des flux de dénitrifica-
tion mesurés dans 2 sites de prairies (in : Smith, 1990).
M d'aprés Eggington et Smith (1986) ; (1 d'aprés Arah et
Smith (1990).

cation (Smith et Arah, 1990). Cependant le pour-
centage de production de N,O au cours de cette
transformation est encore I'objet de trés nom-
breuses spéculations : alors que le groupe du
CAST (Pratt et al, 1977) a admis que 5 a 10% de
l'azote dénitrifié était émis sous forme de N,O,
d’autres auteurs soulignent le caractére excessi-
vement variable de ce taux (Arah et Smith,
1990 ; fig 14), allant jusqu’a conclure de fagon
(trop) prudente qu’il peut varier de 0 a 100%
(Aulakh et al, 1992).

Trés peu de données sont actuellement dispo-
nibles concernant les émissions de protoxyde
d’azote a partir des sols frangais. Le tableau VI
rapporte quelques résultats obtenus par notre
laboratoire dans 2 types de sol situés prés de
Dijon, au cours de 1985. Ces flux mesurés, qui
sous-estiment quelque peu les flux réels dans la
mesure ou les données journaliéres inférieures
au seuil de détection (1g N.ha='.jour-1) ont été
assimilées a 0, montrent cependant que les flux
de N,O dans ces situations de climat tempéré
sont probablement faibles, mais avec des valeurs
globalement plus élevées en sols de prairie qu’en
sols cultivés. Le faible niveau de ces émissions
dans ce type de situation a été confirmé par une
premiére série de mesures réalisée dans la
méme région pour estimer les émissions de N,O
sous culture de colza destinée a la production de
biocarburant et sous jacheres (Hénault et al,
1995). Ce tableau permet par ailleurs de situer le
taux de N»,O entre 3 et 15% de l'azote total déni-
trifié¢ avec une valeur moyenne proche de 10%,
correspondant a l'ordre de grandeur retenu par le
CAST (Pratt et al, 1977). En climat plus contrasté
et sur les sols des Landes dont le pH acide est
réputé favorable a la production de N,O, Jambert

Tableau VI. Productions mesurées de N-N,O entre le début mars et le 15 septembre 1985 dans 5 situations agricoles
différentes de la région de Dijon (F). /n Germon et Couton (1989).

Type de sol Exploitation du sol Nature du fertilisant  Dégagement Deénitrification
et quantité d'azote de N,O (N0 apres traitement par CoH,)
(kg N.ha-1.an-1) (kg N.ha=1) (kg N.ha=1)
Brun calcaire argilo-limoneux 2 Blé NH, NOgz 150 0,07 2,1
Prairie permanente NH, NO; 120 2,6 17,6
Brun calcique limoneux P Blé NH, NO; 160 0,09 0,8
Prairie temporaire Lisier 393 1,1 15,2
Prairie temporaire Lisier 393 1,6 19,1
NH; NO; 100

a Sol du domaine du lycée agricole de Quétigny, a Tart-le-Bas (21) ; b sol du domaine de I'abbaye de Citeaux (21).
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et al (1993) observent des flux dépassant 10 kg
N.ha=1 au cours d'un cycle cultural de mais irri-
gue, soulignant ainsi la nécessité d'évaluer les
risques d’émission en relation avec les caracté-
ristiques du milieu.

Prévision des dégagements de N,O
a l'aide de modéles

A la différence de la dénitrification, la production
naturelle de N,O a partir du sol a donné lieu a
beaucoup moins de travaux de modélisation. La
nécessité de connaitre et de prévoir ces flux a
cependant renforcé I'intérét pour de tels outils.

Quelques modeles expérimentaux ont été pro-
poseés ; ainsi Mosier et al (1983) rendent compte
de 50% de la variabilité des flux de N,O a partir
des variations de teneurs du sol en eau, en
ammonium et en nitrate. En distinguant les 2
sources potentielles de N,O, Mosier et Parton
(1985) puis Parton et al (1988) parviennent a
expliquer 80% de cette variabilité. Benckiser et al
(1987) obtiennent des résultats similaires a l'aide
de coefficients de régression multiple entre les
flux de N,O d'une part et la teneur en eau, la
température du sol, et les teneurs en carbone
organique, en ammonium et en nitrates d’autre
part.

Afin de disposer d’outils plus généralisables,
des travaux portent actuellement sur I'élaboration
de modeéles plus mécanistes ; 2 approches peu-
vent étre développées, suivant que I'on considé-
re que N,O est a la fois le produit de la nitrifica-
tion et de la dénitrification ou qu'il est issu préfé-
rentiellement de la dénitrification. Le premier cas
de figure est I'objet de travaux en cours et actuel-
lement nous ne disposons que d'exemples rela-
tifs a la seconde situation. Arah et Smith (1990)
partent du modéle de McConnaughey et Bouldin
(1985) qui considere qu’au cours de la dénitrifica-
tion, responsable de la production de N,O, les
cinétiques enzymatiques sont de type michaé-
lien, la réduction du nitrate est inhibée par I'oxy-
gene et celle de N,O par 'oxygene et le nitrate.
lls décrivent la production de N,O dans un micro-
site comme la résultante des phénomeénes de dif-
fusion et de réduction de 'oxygéne, du nitrate et
de N,O et montrent que la variation des para-
metres utilisés peut faire fluctuer la fraction de ce
gaz de 0 a 100%. Smith et Arah (1992) envisa-
gent I'extension de ce modele de production a
des échantillons de sols plus importants, voire a
I’échelle du champ, mais ces spéculations
demandent a étre validées. Le modéle proposé

par Grant et al (1993), pour décrire les émissions
de N,O lors du dégel des sols de la prairie cana-
dienne, présente des analogies avec le précé-
dent : la réduction des composés azotés est la
conséquence de la capacité globale de réduction
du milieu selon un ordre préférentiel
oxygene/nitrate/protoxyde d’azote et des caracté-
ristiques des cinétiques de réaction selon un
modéle michaélien ; la libération de N,O est la
resultante de sa production et de sa consomma-
tion sans qu’interviennent de phénomenes d'inhi-
bition par le nitrate. A ce modéle de production
les auteurs couplent un modéle de transfert et
comparent les cinétiques observées de dégage-
ment de N,O aux valeurs calculées. lls montrent
que malgré des différences, le modele rend
compte des ordres de grandeur des flux, de
I'effet accentué de la fertilisation, et de fa variabi-
lité avec le temps, la production de N,O étant la
plus importante au debut du ressuyage du sol
aprés le dégel lorsque s'effectue sa réoxygéna-
tion.

Afin de modéliser les émissions par le sol a
I'échelie de la planéte Bouwman et al (1993) sont
ameneés a des estimations plus globales reposant
sur des indices cartographiables a cette échelle ;
comme d’autres auteurs, ils considérent les
émissions de N,O comme des pertes en ligne du
cycle général de l'azote (Davidson, 1991) dont
l'intensité dépend principalement de la vitesse du
turnover dans la biosphére. lls prennent en
compte 5 indices considérés comme majeurs
pour la production de N,O : les entrées de matie-
re organique, la fertilité du sol, le niveau d’humi-
dité du sol, sa température et son état d’aération.
La combinaison de ces parameétres leur permet
d’élaborer un index de production de N,O dont la
comparaison avec les valeurs de flux disponibles
est jugée satisfaisante. La carte qui en résulte
conforte l'idée que les principales zones d’émis-
sion naturelle de N,O correspondent aux zones
tropicales et equatoriales. Une telle modélisation
demande cependant a étre confirmée et ne doit
pas dans l'immédiat conduire a considérer que
les émissions a partir des zones tempérées sont
de ce fait négligeables.

CONCLUSIONS : LES CHAMPS
DE RECHERCHE A DEVELOPPER

A lissue de cette synthése qui a concerné
essentiellement les problémes de mesure et
'estimation des flux de dénitrification et de pro-
duction microbiologique de N,O, nous pouvons
dégager les points suivants :
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Au niveau méthodologique

i) il Nexiste pas une méthode de mesure univer-
selle permettant de quantifier, de facon simple et
fiable, la dénitrification en milieu naturel. 1l en
existe en revanche plusieurs, susceptibles d’étre
utilisées de fagon complémentaire, et dont le
choix peut dépendre des caractéristiques des
sols étudiés. La mesure des émissions naturelles
de N,O est plus facile & mettre en ceuvre mais se
heurte aux problemes de sensibilité des analy-
seurs.

Les méthodologies de mesure peuvent conti-

nuer a évoluer ; la «démocratisation» de la spec-
trométrie de masse et la mise au point d’outils de
randomisation des isotopes en phase gazeuse
peuvent contribuer au développement des
méthodes de mesures isotopiques. La mise au
point de détecteurs de N,O a trés haute sensibili-
té peut aussi faire évoluer les technologies de
mesure de ce gaz. La veille technologique doit
étre poursuivie ;
ii) la principale difficulté dans I'’estimation des
flux, aprés les problemes analytiques, est la prise
en compte de I'hétérogénéité de la distribution
des valeurs obtenues, caractéristique a la fois de
la dénitrification et de la production de N,O. S'il
est nécessaire d’obtenir des ordres de grandeur
fiables et interprétables en terme de bilan
d’azote, il apparait indispensable de poursuivre
les travaux de modélisation permettant d’éviter la
multiplicité des mesures. La validation de
modéles prédictifs de terrain tels que celui que
nous proposons doit étre poursuivie de facon a
vérifier leur capacité a fournir des données quan-
titatives dans des situations diversifiées. L'utilisa-
tion de modéles stochastiques devrait étre testée
en association avec des biométriciens pour en
vérifier la pertinence.

Au niveau de I'étude de Ia dénitrification

iii) Les pertes d’azote par dénitrification dans les
sols de nos régions tempérées, cultivés selon les
pratiques agronomiques habituellement recom-
mandées, sont vraisemblablement faibles, plus
faibles que ce que laissaient penser les bilans
d’azote marqué. Il doit étre noté que des pra-
tigues agronomiques devenues traditionnelles
dans les sols humides ont eu certainement pour
effet de réduire la dénitrification sans gqu’on lait
intentionnellement recherché (labour en
planches, drainage de surface...). Il importe
cependant d’approfondir I'étude des liens entre

Pactivité dénitrifiante et la concentration en nitrate
de facon & mieux apprécier ce qui se passe dans
les situations nettement surfertilisées. Des tra-
vaux sur les bilans azotés doivent étre poursuivis
tant que 'on n’aura pas identifié de fagon satis-
faisante les causes des défauts de bilan ; les tra-
vaux sur les émissions d’ammoniac ou d’'autres
formes azotées en cours de végétation doivent
étre conduits notamment avec I'appui de biocli-
matologistes capables de quantifier de faibles
flux de NH5 ;

iv) les quelques travaux conduits sur les ripi-
sylves et les zones de bas-fonds montrent qu’il
existe des situations topographiques ou la déni-
trification peut étre importante naturellement pour
peu que l'eau chargée en nitrate puisse les tra-
verser. |l apparait judicieux de conduire des tra-
vaux sur les capacités dénitrifiantes des sols en
liaison avec les caractéristiques topographiques ;
ainsi le fonctionnement de ces zones tampons
doit étre quantifié et analysé de fagon a évaluer
leur impact sur le milieu naturel et a en tirer
d’éventuelles régles d'aménagement ;

v) la plupart des travaux sur la dénitrification
dans les sols a porté sur le fonctionnement des
horizons de surface et a négligé les horizons
plus profonds. Si I'on veut quantifier correcte-
ment cette transformation, il semble indispen-
sable de prendre en considération tout I'’horizon
labouré, et les horizons immédiatement infé-
rieurs encore enrichis en matiéres organiques.
Au-dela on peut aussi s’interroger sur la dyna-
mique de fonctionnement des horizons du sous-
sol, et plus particulierement de ceux concernés
par les battements de nappes, zones caractéri-
sées par des variations de potentiel d'oxydo-
réduction favorables a la dénitrification. Dans
ces horizons profonds on peut s’interroger sur la
constitution et le mode de fonctionnement de la
microflore dénitrifiante présente et étre amené a
distinguer le fonctionnement dénitrifiant hétéro-
trophe du fonctionnement autotrophe lié aux
bactéries sulfoxydantes.

Au niveau de I'étude des émissions de N,O

vi) Relativement peu de travaux ont été réalisés
en France sur les émissions de ce gaz, plutét
moins que chez nos voisins anglo-saxons. |
importe en premier lieu de développer des
approches quantitatives et surtout de caractériser
la typologie des zones d’émission de facon a éla-
borer une cartographie a usage quantitatif. Il est
vraisemblable en effet que lintensité des émis-
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sions et les mécanismes en jeu ne sont pas les
mémes selon que l'on se situe en zones de cli-
mat tempéré humide, de climat semi-continental
ou de climat méditerranéen. Cette typologie
pourrait étre réalisée en méme temps que celle
de la dénitrification ;

vii) il importe en second lieu de se faire une opi-
nion plus tranchée sur l'impact du type de cul-
tures et des pratiques agricoles sur ces émis-
sions. Un questionnement émerge actuellement
en terme de bilan écologique (écobilan) des prin-
cipales productions agricoles a destination non
alimentaire. Par ailleurs nous avons mentionné
les effets possibles des formes de fertilisants
azotés utilisés. Il importe donc de réaliser des
travaux tels que ceux conduits actuellement sur
les cultures énergétiques, de fagon a relier les
risques et les types de culture, et de vérifier
I'éventuel effet des fertilisants ammoniacaux ou
urédiques. Ces travaux devraient conduire a des
informations exploitables en matiére d’utilisation
de fertilisants azotés ;

viii) au niveau des mécanismes de production de
N>O, il importe de se faire une idée plus précise
des contributions respectives de la nitrification et
de la dénitrification a ces émissions de fagon a
en mieux connaitre la régulation et a permettre
I’élaboration d’outils de prévision. Il serait aussi
opportun de définir parallelement la variabilité de
la fraction de N,O dans les produits de dénitrifi-
cation, afin d’'une part de relier les valeurs de
cette fraction a certaines caractéristiques du
milieu, et d’autre part de définir une fourchette
des valeurs les plus probables ;

ix) au niveau de l'intensité de la dénitrification
dans les sols, la constitution de la microflore
dénitrifiante semble une variable de peu de
poids. En revanche I'aptitude a produire N,O est
un caractére peu stable et qui varie entre bacté-
ries : on peut s’interroger quant au réle de la
constitution de la microflore sur I'aptitude du sol a
produire plus ou moins de N,O au cours de la
dénitrification.
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