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Résumé 

-L'étude de  l a  nutrition, de  l a  production et  de  l'éco- 
logie du  zooplancton, basée sur  la détermination de  
l'activité specifique de  l'amylase des individus, a nécessité 
la mise au  point d'un système d'analyse simultanée e t  
automatique de l'activité amylasique et  des protéines 
solubles du  plancton. 

L'automatisation a été effectuée sur  auto-analyseur, en 
fonction des propriétés physico-chimiques de l'amylase 
ét~idibc; elle pcrmct de traiter  1.5 échantillons à l'heure 
avec une précision de 5 % ; la sensibilité du dosage permet 
de iiiesiirer directement l'activité d'une Artemia, de 
quelques Copbpodes ou, aprcs dilution, d'un Euphausiacé 
oii du zooplancton total. - 

La préparation des échantillons et  des réactifs q u i  
peuvent être conservés plusieurs mois a u  congélateur est 
décrite. La methode permet de faire des mesures in situ 
avec des résultats obtenus en 10 minutes. 
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A bstract 

Automatic and simultaneous measurement 
of zooplanktonic amylase and proteins. 

- A niethod fo r  nutrition, production and ecological stu- 
dies hy calculation of amylase specific activity of zoo- 
plankton is  describcd. The method's adjustment i s  based 
on the  biochemical properties of t he  enzyme. The acti- 
vity measiirement of a single Artemia salina,  a fcw 
Copepods, or of the  whole contents of a net i s  possible 
with 5 % accuracy. Up to  15 saniples can be analysed 
mithin one hour  with good reproducible results. The 
method is well suited t o  in situ studies aboard oceano- 
graphie vessels. ,, 

1. - INTRODUCTION 

Une iiiétliode d'approche de  l'étude de  ln produc-  bilan é~iergéticliie. Dans un preiriier tenips nous avons 
tion aniriiale consiste à mesurer les taux pliysiolo- étudié la nutrition du  zooplancton sous u n  double 
giques de  nutrition, de  respiration et d'excrétion à aspect, qualitatif et quantitatif.  Ceci nécessite la 
différents niveaux t rophiques pour  e n  dkduire  u n  caractérisation des régiiiies aliriientaires des  zoo- 
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planctontes, de leur iiiode d'alimentation, et la me- 
sure de la quantité de nourriture ingérée dans les 
coriditions du iiiilieu. 

IAes rnétliodes directes de la physiologie et de l'éco- 
logie sont insuffisantes pour rnerier à bien un tel 
projet. En effet, les résultats obtenus par une étude 
de « grazing » sont difficiles a extrapoler au domaine 
océanique, car les aniiiiaux en élevage s'adaptent & 
des conditions de vie différentes de celles du niilieu 
marin. De mênie, les riiesures de bioriiasse ou de 
noiiibre d'individus sont statiques et corrcsporideiit 
à une intégration des processus de développenient 
des organisriies. 

Les niécanisines de régulation, en particulier au 
niveau des synthèses enzymatiques, permettent d'éva- 
luer les taux de nutrition dans une échelle de temps 
co~iiparable à celle des variations du niilieu. Nous 
avons étudié l'activité spécifique d'une enzyrrie diges- 
tive : I'u-amylase. Une analyse statistique des rela- 
tions quantitatives de I'activité spécifique de cette 
enzynie et des paramétres riiesurables de la nutrition : 
jeûne, régiriie alimentaire, quantité de nourriture 
disponible, a permis de vérifier sa valeur d'indice 
de la nutrition (BOUCHER et SAMAIN, 1973). 

En ce qui concerne les organisriies ~iiarins,  BOND 
(1934) a été l'un des preniiers a mettre en évidence 
l'équipeiiient enzyriiaticpe digestif de Copépodes. 
Une riiise à jour des problèmes de la digestion des 
Crustacés a été présentée par VAN WEEL (1970); 
VAN M'ORMHOUDT et al. (1972) publient une étude sur 

les enzyiiies digestives des crevettes Perlaeus liern- 
tlit~rus et Palzn~oiz serratits. 

Les méthodes de dosage décrites sont très souvent 
qualitatives et nianuelles. Elles rendent difficiles les 
études concernant les pliénoiiiènes de régiilation des 
sécrétions digestives et des propriétés pliysico-clii- 
iiiiclues des enzyiiies concerrii.es. Celles-ci nécessitent 
la riiise au point d'un systi.iiic d'analyse présentant 
les caractères suivants : 

-- rapidité et iioiiibre élevé des iiiesures perniet- 
tant de suivre les fluctuations des sécrétioiis (liges- 
tives; 
- sensibilité élevée clu fait de la petite taille des 

organisriies (iiiésozooplaricton); 
- possibilité d'effectuer les iiiesures en nier de 

façon fiable. 
Le principe des systériies d'analyse en continu de 

type auto-analyseur répond à ces critères. 
Quelques niéthodes autoniatiques de dosages d'eri- 

zynies digestives ont été développées dans le domaine 
clinique : SCHEIDT (1964); CHARIOT et al. (1966); 
HAHMES et CAMFIELD (1966); MORITA et al. (1966); 
RAMET et SIROTTEAU (1966); BUCHTA (19G7); SUDAKA 
(1969); TRACHMAN et CAYCLE (1970). Ces méthodes ne 
sont pas adaptées à notre riiatériel biologique. Nous 
avons été conduits à mettre au point le dosage siniul- 
tané d'une activité digestive et de sa référence pon- 
dérale : I'activité amylasique et les protéines solubles 
du  zooplancton. 

II. - MATERIEL BIOLOGIQUE 

Les niesures sont effectuées sur des extraits de zou- de I'écliantillon. L'extraction peut être effectuée dans 
plancton & partir de quelqties individus triés d'unc de l'eau distillée avec les niémes résultats; elle per- 
niéme espèce ou d'un préléveiiient entier. niet la iiiesure de l'activité estérasique du méiiie 

extrait par titriiriétrie. 

1. Extraction. 
2. Conservation. 

1,'écliantillon est filtré sur des iile~iibranes en fibre 
de verre et broyé i 4" dans un Potter, en présence Les érliaritillons ainsi obtenus peuvent éventuelle- 
de  2 & 4 ni1 de tanipon phospliate 0,l M pH 6 3 .  Cette ment être coriservés congelés; pendant plus d'un 
opération doit être rapide. La niesure du  volume du mois, la congblatiori n'afi'ecte pas l'activité aniy- 
broyat perriiet par la suite de iricsiirer l'activité totale lasique. 



D O S d G E  DE L'AJIYLASE ET IIES P R ~ U ~ " S  DU ZOOPLASCTON 

III.  - DOSAGE DE L'AMYLASE 

1. Principe. 

Les aiiiylases catalysent l'liydrolyse des liaisons 
a - ( l - l ) -g l~ icos id i (~~ies  de l'aniitlon en résidiis d e  poirls 
iiiolécii1;iires iiifi.rieurs et en sucres rilrlucteiirs. Le 
tlosage peut 6t1-e cfïcctué p a r  la Iiiesurc tle la dispa- 
rition (lu poiivoir tie coloration de l'ariiidon p a r  
l'iode ou (les sucres rédiicteurs libilrés. Ida prcniière 
iiiCt1iotle est iilieus a(1apti.c aux propri6ti.s pliysico- 
cliiiiiiques d e  l'aiiiylase (S.\YAIS, 1974) et 1 l'auto- 
iiiatisatiori dit dosage. 

2. Conditions physico-chimiques. 

2.1. Ide pH, la tenipbrnture d'incubation, les cfïcc- 
tcurs de  la réactiori cnzyiiiatic~uc corresponderit aus  
conditioris optiiiialcs de  l'activité aiiiylasiquc. Les 
ions Cl- sont  tiéccssaires 3 l'ohtcntion de  cinéticlues 
nor~iiales. 

2.2. I)e fortes conceritrations en siibstrat provo- 
quent des  dépbts d'aiiiiclon dans le système d'ana- 
lyse. Cri co~iiproiiiis est adopté eritre la saturation 
d e  l'enzyiiie e t  le seuil d e  concentration iitilisahlc. 
Les iiieillcurs résultats ont  été o l~ tenus  1 une  con- 
centration d e  1 nig/riil corresporidant à une vitesse 
d'liydrolyse de  l'ordre de  1 /2  V nias. La pcrte  dc  
sensibilité est cor i i~~ensée  p a r  une aniplification du  
sigiial au niveau du  colori~iiètre. 

2.3. Le teiiips d'incubation de 5 niinutes permet  
d'obtenir uric sensibilité siiffisante pour  les études 
:rctuelles. 1,'enzyiiie n'étant pas  saturée coiiiplètc- 
nient, la linéarité des cir i i~t i<~ues n'est niaintenue pour 
ce t e i i i p ~  d'incubation qiie pour les f:iil~lcs concen- 
trations en enzyiiie (fi& 1) .  

2.4. 1.e (1os;ige de  l'aniitlon par I'ioclc dciiiancle 
urie forte tliliition du  substrat restant pour  conser- 
ver une gaiiiiiie (le co1or:rtion coiiil)atit)lc :ivec le 
coloriiiiètre. (:ette dilution, cfïcctu6e B 1:i sortie (lu 
bain-niai-ie, sert en iii'iric teiiips ti'arrct tlc 1:1 ciné- 
tique eiizyiii:rlicliic; i l  est ro.iitplété ail riiveaii (le 
1';itltlitioii (l'iode. 

2.5. Vr1iti.s erizyiii:iticliics : (le iioiiil)rcuscs iiiiit's 
csistciit pour le t1os:igc (le I'~iiiiyl~ise. 1-llcs sont liises 
au  l)ri~~iii.il)c tlii t1os:ige tle l'iiiiiitloii par  l'iode (\Yoiir.- 

UEML-TH, 190S), OLI des sucres réducteurs  (SOMOUYI, 
1938) .  Ces conventions arbi t raires  sont conservées 
dans  le iiiilieu riiédical iiniclueiiient des fins corii- 
paratives. I I  est i i i i~~oss ib le  de dhfiriir iine unité inter- 
natioti:ilc stricte pour  cette enzyme, piiis(~ue soli acti- 
vité varie suivant les produits  de rcaction considérés 
(tlestrirics ou  sucres réducteurs).  Pour u n  dosage h 
I'iodc, l'unité eiizytriatic~ue est l a  quantité d'enzyiiie 

% échelle en 5 '  

'O4 1 COURBE B 

1:ic. 1. - C o i ~ r h e  etalon dzi dosage de I'uctiuifP nmylu-  
s ir l i~r  : y i i (~nt i t é  d'nmidort hydro lysée  en fortciion d e  la 
cluc~ntite d'ciiriglase. 

Fir.. 1. - Cnlibrcifion riiroe f o r  nnzglnse n c f i o i f y  assag : 
h!/diol: /sed qiiciritily of sfrrrch in terrns o f  nmglrise 
coricen trntiori. 

nhcessoire pour  << dextririiser >> 1 mg d'aniidon p a r  
iiiiniite dans les conditions d u  dosage. C'est l'unité 
adiiiise pour  le dosage de  I'ariiylase bactérienne (BAU 
Unit) (Fvw.4, 1954). 

2.6. 1.a standardisation eiizyiiiati(1ue est n6ces- 
sairc pour l'ohtcntion de  niesiirrs coiiiparativcs et le 
coiitrcile de 1'i.vnliition tlcs rbüctifs. Elle est faite à 
1)artir d'iine solution étalon de diastase l lerck.  

3. Particularités du diagramme d'analyse. 

1,es iiicsurcs sont ef'f'ectiiL:es i 660 iiiii. 1,'aiiil)lifi- 
c:ition (lu signal est de  1 ,1  (rhglnge 0,4 siir le colori- 
iiièti-c 'l'ccliiiicon). I,e s(:lii~tii:i cotiij)let de niontage 
tlcs dciis dos:igcs est 1)ri.scrilh d é c o u ~ ~ l é  poiir 111us clc 
cl:irt6 (lig. 2). 



IV. - DOSAGE DES PROTEINES 

1. Principe. 
alin (le rendre iiisignifiatites les variations de  pH 
1)ossit)les si Irs écliantillotis sont diliits dans 1'e:lu. 

2.2. Ide dosage est effectué dans une gainnie de  
I,e dosage des protciiies soliibles est efectiii. selori concentrations d e  à i i ig~i l l l  de proti.iries, coril- 

la iiiétliotle de  I.o\vnv (1931) adaptée aux conditions l)atil,le avec le dosage crizyiliatique~ fin, 
d e  iiiesiire. Ides groupenients des  résidus tyrosines gaiiiiiie Gtnlon cie sérmii-albuiiiine bovine est diliiée 
dcs protbiiies sont dévoilés en iiiilicu alcalin. E n  dans le t:tiiipon pliospliatc 0 , l  JI et pH G.8, ou dans 
prcsence (l'ions c u i ~ r i ( l u e s ,  i ls sont  colorés en bleu l'cau suivurit la teclinique d'estractiori utilisée. 
p a r  la rkaction de  Folin ct Cioccalteus. 

2. Conditions physico-chimiques. 3. Particularités du diagramme d'analyse. 

2,1. Ida réaction de Folin s u r  le coiiiplese protéo- Les iiiesiires sont el'l'ectui.es k 660 niil dans le  
cuivric[iie est t rés  sensible au pH. Soiiç avons con- second coloriiiiètre (cellule de  15 nitil de  clieniin 

centré  Ic tanipon bicarbonate du  rbactif de  IAo\vry optique) sans aiiil)lificatiori (fig. 3) .  

V. - TECHNOLOGIE 

est nécessaire de  reporter  la solution à ebullition 
et (l'en rbajuster lc voluiiie avec de  I'eaii, de fayori 
i la diluer 4 fois. Conser\.ation 24 heures ii 4" .  

Ioilr .  - Solution stock di1iii.e au  1/20 (0.5.10-2s). 
1.1. Solutions stock. (;onîer\:ition : en boutrille iriactinicliie plusieurs 

\ciiiaines. 
Slock onlido~t .  - Aiiiidon : 4 iiig/iiil dans un taiii- 

pon plios1)liate I<HcI'O, - S:i,Hl'O,, 0,4 JI pH B,G et 2. P I I O T ~ I X E S  
Sa(:l  0,4 31. 

Préparat ion : verser I'aiiiidon (:iiiiitlon soluble 
JIerck) dans le tuiiiljoii porté à Cbiillition, laisser 2.1. Solutions stock. 
boiiillir jiisqu'à clarification de la  solution, laisser 
refroitlir, réajuster le volunie. T:iiiil>on bicarbonate 1111 13 , l ;  Sa2(:0, 0.9 JI + S a  

Stockage : ri.l)artir ln solution en (jii:iiitités con- 011 0.43 S. 
(:llso4 4 . l ( l -2  31. nues dans  des llacons de l ~ l a s t i c ~ ~ i e  et congeler. 
Tar t ra te  Sa -K 7 , l  10 -2  JI. 

Stock iode 0,Z S. - IK 0 , lS  XI + I2  0.05 JI. Réaclif de Folin et  Cioccalteus d u  ~ ~ l i é n o l  (JIerck). 
Stockage : à 4"  ou congelé et B l 'abri de la luiiii6re. 

2.2. Solutions de travail. 
1.2. Solutions de travail. 

Iléactif de Idowry : 1 100 1111 d e  taiiipon bicarbo- 
dmirlori. - Soliition stock diliiée 4 fois avec de  natc, ajouter 5 iiil de  la solution CuSO, et 5 1111 de  

l'eau distillée, l e  pH final est de 6,8. solution de tartrate Sa-K.  
Reniarque : l'aiiiidoii en solution est rciiiis e n  sus- Réactif de Folin : diluer au 1 / 3  avec de  l'eau dis- 

pension p a r  la coriçélation. Après décorigélatioii, i l  tillée. 



DOSAGE DE LIAAIfI'LASE ET IIES P R O T É I S E S  DU ZOOPLASCTOS 

AMYLASE 

Echontil\onneur 
15/h Evier 

i Substrat 0,42 - 
Air 0,32 , ---- - 

Reprise 0 ,32 r  Evier 
Eau 1,20 , 1 
Air 0,32 -1 I * 
Iode 0,16 , 

I --- A Enregistreur 
Reprise 0,80r - 

Debits en ml/mm - ~ v i e r  

1 : Ampli 0,40 
2 : Cuve 
3 : Colo 15mm 660nm 

FIG. 2 .  - lliagramnie d u  montage de l'auto-annlyseur pour le 
dosage de l'amylase. 

FIG. 2 .  - Aiitoannlyrer manifold flow diagrarn for amylase assay.  

PROTEINES 

Echant 0,16 
Echontillonneur 
15/h Ev ie r  

R.Lowry A i r  0,32 0 , 3 9 ? m T j  

R.Folin 0,32 12  3 ~ i m  
--- - 

Reprise 0,32 r - Enregistreur * 
Débits en ml / mm Evier 

I : Ampli 
2 : Cuve 
3 : Colo 15mm 6 6 0  nm 

Fi(;. 3.  - Diagramme de montage de l'u~tlo-crnalysc~ar polir le 
dosage des protéines. 

FI<;. 3. - Ai~toanalyzer manifold flow diagram for proteins assciy. 

3. GAMMES ÉTALONS 

3.1.2. Etnloilr~ages e n z y r ~ l a t i q i ~ e s .  - l'asser une 
~aillille de dix concentratio~is linéaireiiierit crois- 
santes d'extrait plaiictonique concentré, de fayon a 

3.1. Amylase. 
couvrir toute I'Cclielle cie l'enregistreur. Le dél~iit de 
la courhe I)O = f (cnzyilie) est une droite (fig. 1, 

3.1.1. ~ t ~ i ~ ~ ~ ~ ~ a g e  du colorimétre. - Passer une courbe n); on calciile à partir de cette portion de 

galriine de 0 , l  a 1 nig/nll de substrat rn  tanipoli pllos- (lroite l'activité de l ' cnz~nle  en llnités. 

pliate 0,l  hi NaCl, 0, l  M pH G,8, trnccr la courbe EXE\IPLE. - Si Irs points de dilutiori 0,1, 0,2, 0,3 
I ) O  = f (concentration cn substrat) (fig. 4, courbe A ) .  sont aligiiCs, on ])eut faire correspondre a la dilution 
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0.1 une difïbrcncc de  densité optique ADO,. Ce ADO, 
correspond,  d'après la courbe A (DO = f [substrat]) ,  
a une variation de  coricentraticrn du  substrat AC,. 
1.e cnlciil (le la conceritration enz>riiatic~iie (le la 
dil~itiori 0.1 tient coiiipte clu rappor t  des  clibbits en t re  
l'écliantillon et le substrat e t  du teiiips d'liytlrolyse. 

0.43 1 
[ clilution 0,1! = AC, x - X -- 

0,lG r> 
= ilu' unités/iiil d'extrait. 

% echellc? ( D O )  

t 

COURBE A 

FIG. 4. - Courbe élulon di1 dosaye de l 'amidon pur 
l'iode. 

Les points de dilution s i i i ~ a i i t s  sont (les iiiultil)les 
ent iers  d e  ces N iiriitks p a r  iiiillilitre. 

Ides lectures des iiiesurcs rcportPes sur  cette coiirl>e 
clo~irierorit directeiiient la conceritr;~tioii cnzyiii:~ticliic 
e n  iiriiti.s/iiil. 

3.2. Protéines. 

Passer une gaiiiiiie étalon de  si.ruiii-albuiiiiiic 
bovine (fraction .'> d e  Colin) de  0 , l  h 1 iiig/iiil dans 
le taiiipon pliospli;ite 0 , l  'il pII G,8 oii clans l'eau tlis- 
tillée, suivant le protocole a<lopti.. Ida courl)e ()\)te- 
nue (fig. 5, coiirbe C) (loiiiiera p a r  lectiirc 1:i coric1.n- 
tratiori cri protéines par ilil de  l'écliantillori. 

3.3. Standardisation. 

P o u r  vérifier et étalonner les rkactifs, passer uii 
s tandard aiiiylasc-protéine coiiriii : diastase 'i1crc.k 
(0,G nig/iiil) + sbruiii-albuiiiine bovinc (0,4 iiig/iiiI). 

On obtient un  stuntlard dont  on  peut calciilcr 1:i 

terieiir e n  unités aiiiylase par  rappor t  i la c o i i r l ) ~  13, 
et la tcricur en protéines par  ra11l)ort B la c o ~ i r l ~ e  (:. 

La soliitiori est rkpartie dans (les godets fcriiiks qiii 
sont conservis  coiigel6s. 1.a diir6c de  coriscrvalioii 
est supérieure à 1 iiiois. 

Fic. 4. - Calibral ion criri~e for sturch f i l ra t ion  b y  iodine.  4. JlESUItES 

50 - 

COURBE C 

1 1 I I I I I ~  
O 0,2 0 , 4  0,6 0,s I z m é / m l  S . A . B .  

4 . 1 .  Sbqite1lc.e. - Pour obtenir le iii:ixiiiiuiii tie scn- 
sibilité e t  (le précision, noiis iitilisons une siclirciicc 
lerite qui pcrriiet d'atteindre le  p1:iteau de color:itioii 
correspoiitlaiit h chaque dosage. Le systèiiic pcriiict 
de  doser 15 Ccliaritillons a l'heure. Il est possil)lc 
d'accélkrer 1:i cadence à 30 ou GO/heure aux dkpeiis 
de  la prkcision; la scrisibilité est r a t t r n y ~ ~ e  p a r  les 
aiiiplifirntriirs (les coloriiii8trcs. I T n  cliangciiicrit tlc 
cadence nécessite Lin ktelonriage dii systéiiie. 

4 . 2 .  dllcil!lse. I x ï  bcliaritilloris sont poiiipks p a r  iiric 
aiguille double dans  le iii'iiie godet h la sCcjucnce pro- 
graiiiinée par  la cariic. I,;i ligric rle base (le I'aiiiitloii 
dérive d'cri\ i ron 2 % par  Iiciire, rii.cessit:int I'iritro- 
duction régulière d'un lavage de  coritrî)le. Au di.part 
de  l'analyse, la valeur de  la ligne de  base ariii<lon 
periiiet (l'cri tester la valitlité. Ides lectiireî tffectukes 
sur  l'cnrcgi\treiiieiit sont tradiiitcs en coriceritr:ition 

FIG. 5 .  - Coilrbe hfnlon dii doscige des prothines : polo- pilrlir des coilrbes i.t:i!oil R et C .  
rntion de  la  sérum-albnrriine boijine selon lu rr~t;fhode de  
Folin-Cioccnlteiis. 4 . 3 .  Ca lc i t l s .  - 1,a dGteriiiination siiiiu1t:irii~e (le la 

concentration enzyiii;iticliic ct protkiclue de clinclue 
I:ic,. 5 .  - C(rl i l~rntion ci ir i~e of proteins nssnq : booirie écliantillon ,,eriiiet dtcn ()1,tenir :ivec pr6cision l'ac- 

.serirn?-crlhi~mirle colorrttion ncrordiny to  tlie Folin-  
(:ioccrillelis nietliod. tivité spkcific[iie, r:ipport d r s  d e u s  iiicsures. 



VI. - CONCLUSION 

1. IAa nieilleurc précision est obtenue si les échan- 
tillons sont dilués de favon iI donner ilne activité 
correspondant iI la partie nioyerine de la courbe. Ide 
dosage est effectué sur le surnageant obtenu, après 
centrifugation, de  la dilution de la solution initiale. 
Ida prbcisiori des niesureï est de 5 %, le teiiips de 
réponse de l'appareil est de 10 niinutes. 

2. Ordre de grandcur des concentrations enzyma- 
tiques rencontrées : 

- un broyat de plancton total est dilué environ 
40 fois; 

- le dosage perniet de  inesurer I'activitb aiiiy- 
lasicllie de qlicl(1ues Copépodes 4 à 10, d'une Artenîia 

salina; pour un Eiipliausiacé, il est necessaire de 
diluer 2 à 5 fois l'extrait. 

3. IJerforrriances : Le principe de l'auto-analyseur 
pcrnict de riiodifier les circuits de faqon à obtenir des 
cinétiques directes ou de  fairc varier des paramètres 
pour l'étude des propribtés de l'enzyiiie. Des modifi- 
cations du  teriips d'incubation et de l'aniplification 
dcs colori~iiètres perriietteiit d'augiiienter la sensibi- 
lité de la iiiétliode. 

Cet ensenible a été iitilisé avec entière satisfaction 
au cours d'une carilpagne de qiiatre seniaines au large 
du Maroc et par mer très agitée (Cirzeca-Charcot IV,  
1973). Toutes les solutions stock préparées à terre et 
congelées se sont conservées parfaitenient. 
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