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ULE.

PRINCIPES. .

La méthode est basée sur l1emploi de traceurs radioactifs.

Une dose connue (Chi à 1 pCi) de substrat radioactif est ajoutée à un échan­

tillon d’eau fraîchement prélevée. La radioactivité spécifique du substrat 

utilisé doit être suffisante pour que la quantité de substrat .radioactif 

ajoutée soit négligeable devant la concentration de ce substrat dans le mi­

lieu. Apres incubation, un volume connu de 1’ échantillon est filtré sur une 

membranne qui retient les bactéries. Le filtrat est recueilli dans un flacon 

en verre contenant de la soude pour fixer le GO^.

Le comptage dela radioactivité retenue sur le filtre permet 

d’estimer le pourcentage du substrat incorporé pendant le temps d!incubation., 

L’autre part, le 00^ radioactif produit est extrait par acidification et bul­

lage dufiltrat, puis piégé dans un flacon contenant un piège à C0Q dans un 

milieu scintillant. La mesure de la radioactivité de ce piège permet de cal­

culer le pourcentage du substrat respiré pendant le temps d1incubation.

MOLE OPERATOIREo

'I . Incubation.

radioactivité: 0.1 à. 1 pci par échantillon de pOO ml.

incubation: jusqu'à 4 h., à 1’ obscurité.

prélèvement de 10 à 20 ml; filtration sur membranne de 0.2 u 

de porosité; rinçage du filtre par env. 5 ml d’eau d.u point; récupération du 

filtrat dans un flacon de verro contenant 2 cc de Raoii 0.1 N (la soude a pour 

double fonction de fixer le C0o et d*empêcher le développement ultérieur de 

microorganismes qui pourraient retirer le substrat organique résiduel; pour se 

‘prémunir en ilo roman I; do eo danger, il y .lieu dis conserver lori f il hrn.t s lemoinei 

longtemps possible avant de Ios traitor, et en frigo.)

Il y a lieu, poro? chaque expérience de mesurer la radioactivité 

initiale solis forme part levii aino et solis forme do 20,, par um prélèvement au tps 0



2. Extraotion du CO .

L'extraction ce fait au moyen du dispositif représenté

dans la fi g. 1 .
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4

ripa 1 : Dispositif poux* 1* extraction 

du 00o dans Io filtrai.

Le bullage est réalisé directement dans le flacon de 

verro dans lequel ori h reçu» ; i Ui Io filtrat. Ila effet, un priei pi té de carbo­

nate reste en partie fixé à la paroi du flacon et serait perds par transvase­

ment. Le filtrat est acidifié., apres fermeture du dispositif d’extraction par 

1 nii d’ïfo30 concentré. 11 est nécessaire d'agiter le flacon apres cette ad­

dition, pour obtenir une bonne homogénéisation.

Le piège à C0o est constitué -par IO ml d'un mélange 

Carbosorb (Packard)-1 àpolurna (Lunae ) (1-4).

'Jio temps de bulla/ um oni, d'onv. IO miii. comme

le montre la Pig.
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3 . Traitement ries f litron.

Dissolution dans 1.5 nii de Limas o Ive (Limae). Attendre 1/V) h. 

en agitant de temps en temps.

Ajouter 0.1 ml d’JT ü . Attendre jusqu’à décoloration.

Ajouter 10 ml de Lumare1 (Limae) et O.04 ™1 d’acide ascorbique 

à 1 sp pour détruire l’oxeon d’il 0,’ C. c.
Laisser staMlisor 5 à /) jours avant de compter la radioactivi­

té (chemiluminescence).

4* Comptage de la radioactivité.

Sur un seint illateur Leckmann, dans la feae tre du ^0, ori a 

obtenu les rendements de comptage suivants:

filtres: SI 1

00 : ys'A

Hillii,ÏAÏH KT I N'I'l'ÜM d'K'l'AT I OU .

Appliquée e.i cinétique au cours du temps, la méthode- l'ournit 

des courbes ori fonction du temp:; soit parfaitement linéaires (o::: i’ig. é), 

soit lop.ù reni u it convexe pout* la. courte d ’ incur pound; i on et pu cement concave 

pour la courte de res pi rati. ori, pendant la. première Imum d1 incubation (bip;. 4 et 5).
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heures
heures

hl pu /| * I noo sporn, I, i ou (#) eb ros p ira bj on bip;. b. .1 incorporation (#) d® lactate

(O) de l’/lcétate par nii échantillon d’eau par tia échantillon d’ea.u de l’hscaut

de 1 ’ ICscaut (ïïansweert, octobre 1 977) • (haï isweert, octobre 1 977 ).

Ce dernier type de.résultat peut a ’ i uterpré ber lacilemont 

al l’on considère que Io système étudié est un système à J conrpart imeri ts; 1

metaboli- r 
tes bio- I 
ayuthé tri - f

1. Le pool extérieur du substrat, 1 

toi ops 7,é 1:0 nue r:\nh i one b 1 V i bn spanii i pii' a,, supposu? 1 

de 1’incubation.

auquel on donne au 

•(.«s b' rr conn bai rbo au coups



2. J je pool into on n du oui).s'brut libre, P1, dont Io, radioacti­

vité spécifique a* évolue au cours du temps selon la loi

do *P1 __ = V a - (Vine a Vresp) a1
. dt A ■

Ui situation otati ori riui re, Vine i Vresp ~ V ~ cto, et

suivante :

a* = a (1 - .Ve)

. P1
ou ^ = __ , temps de turnover du pool interne P* .

V *

p. La radioactivité du Gif. produit évolua alors de la façon

dOCfs.
dt Vresp. .* i »

CCP = Vresp*a.t 2 Vresp . a(l-e ■V*

Vresp.a

D1autre part, la radioactivité sur le filtre évolue selon

la loi:
x-

fil tre r'a' + Vine.a.t - Vinc.a.-^l ( 1-o b//c ) 

Vine.a.t - P'.a.(l-e )(1-Vinc/v)

Vine.a

Les cinétiques observées peuvent donc n'être linéaires 

qu!après un certain temps dépendant du temps de turnover du pool interne du

substrat considéré dans les cellules bactériennes*
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