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PRINCIPES.

La méthode est basée sur 1l'emploi de traceurs radioactifs.
Une dose connue (0.1 & 1 PCi) de substrat radioactif est ajoutée & un échan-
tillon d'eau fralichement prélevée. la radioactiviteé spécifique du substrat
utilisé doit &tre suffisante pour que la quantité de substrat radioactif
ajoutée soit négligeable devant la concentration de ce substrat dans le mi-
lieu. Apreg incubation, un volume connu de L'échantillon cot [iltré sur une
membranne qui retient les bactéries. Le filtrat est recueilli dans un flacon

en verre contenant de la soude pour fixer le CO?.

Le comptage dela radioactivité retenue sur le filtre permet
d'estimer le pourcentage du substrat incorporé pendant le temps d'incubation.
D'autre part, le 002 radiocactif produit est extrait par acidification et bul-
lage dufiltrat, puis pidgé dans un flacon contenant un piége & CO? dans un
milicu scintillant. La mesure de 1o radionctivité de ce piege permet de cal-

culer le pourcentage du substrat respiré pendant le temps d'incubation.

MODE OPLRATOIRE,

1. Incubation.

radioactivité: 0.1 & 1 Pci par échantillon de %00 ml.

incubation: jusqu'a 4 h., & l'obscurité.

prélovement de 10 a2 20 ml; filtration sur membranne de 0.7 u
de porosité; ringcage du filtre par env. 5 ml d'ecu du point; récupération du
filtrat dans un flacon de ve re contenant ¢ cc de NaOH 0.1 ¥ (la soude a pour
double fonction de fixer le (O, et d'empacher le développement ultérieur de
nicrooreanismes qui pourraient reyirer le substrat organique rdésiduel; pour se
prémunie enticrement de co dinger, i1y Tien do conperver Tog Tilbeats Temoing
longtemps possible avant de len tiniter, et eon frigo.)
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2. Fxtraction du 00?.

L'extraction se fait au moyen du dispositif reprdsenté
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Le bullage cot réalisd directement dans le flacon de
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vorre dong lequel on a rocusilli Lo Cilteat. b i e b, w pricipiteé de corlbo-
nate reote en partie fixd & la parceil du flacon et serait perdu par transvase-
ment. Le filtrat est acidifié, aprds fermoture du dispositif dlextrnction par
1 ml d'H?804 concentrd. Il est nécespaire dtogiter le flacon apris cette ad—

dition, pour obtenir une bonne homosdénéisntion.
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7. Praitement des filtre

2l
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Dissolution dans 1.5 ml de Immasolve (lamec). Altendre 1/4 h.
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en agitant de temms en temps.
Ajouter 0.1 ml @'l o

Ajouter 10 ml de Tumagel (Immac) et 0.04 ml d'acide ascorbique

4 1h pour détruire 1'exets

Lodss

té (ohomiluminosccnco).

4. Comvtage de la radioactivite.
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stabiliser 3 0/ jours avant de comnpter la vadiocactivi-

IS
)

- . .- - - N ~ ’] /‘ -
Sur un scintillatenr Declmasn, deags 1 fenéti du IG, on a

obtenu les rendements de comptage suivanti:
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2. Te pool interne du substeat libre, I'', dont 1la radioachi-

vité spécifique a' évolue au cours du temps selon la loi
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D'autre part, la radiocactivitd sur le filtre évolue selon
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Les cinétiques observées peuvent donc n'dtre linéaires
qu'aprés un certain temps dépendant du temps de turnover du pool interne du

substrat considérd dans les cellules bactéricmmes.




