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Résumé: 
Les analyses de Protéines, Lipides et Glucides (PLG) sont régulièrement pratiquées dans les laboratoires 
appartenant au département Ressources Aquacoles. Les méthodes tout d'abord employées pour les dosages de 
l'eau de mer ont été transposées au dosage de la chair des coquillages. Après plusieurs années d'utilisation de 
méthodes reconnues internationalement (Lowry et al., 1951 ; Dubois et al., 1956; Marsh et Weinstein, 1966), il 
convenait de faire un bilan et de réfléchir au bien fondé de leur utilisation. 

La table ronde a permis de réunir les chercheurs et techniciens d'Ifremer du département RA (Ressources 
Aquacoles) et VP (Valorisation des Produits) ainsi que nos partenaires extérieurs (Université de Caen). 
Différents exposés relatant des expériences anciennes ou récentes (travaux de méthodologie, nouvelles 
publications ... ) sont venus en soutien aux discussions. Les représentants du département VP spécialisés en 
biochimie ont pu apporter un regard critique et novateur en proposant des méthodes nouvelles. 
L'accent a été mis sur le fait qu'il convient de bien définir les cadres et objectifs. des études et d'éviter de 
programmer systématiquement l'analyse des PLG. Le dosage est un outil d'aide à la compréhension des 
phénomènes biologiques à condition de choisir le bon outil. 

Le constat est fait de notre incapacité à l'heure actuelle de donner la composition précise de la chair des 
coquillages alors que l'industrie agroalimentaire est en mesure de le faire. Les méthodes utilisées ont été 
remises en cause notamment celle du dosage des protéines. La méthode de Lowry peut être remplacée par celle 
de Bradford ou par l'analyse élémentaire (CRN). Le dosage par la méthode de KjeldaU semble difficile à mettre 
en œuvre pour un laboratoire réalisant de nombreuses analyses. Le dosage du glycogène doit être amélioré par 
une précipitation à froid. L'analyse des lipides doit être effectuée sur la chair humide. Une autre méthode par 
Résonance Magnétique Nucléaire sera à évaluer ultérieurement. 

Abstract: 
Proximate biochemical analysis (proteins, lipids and carbohydrates) are performed on a regular basis by the 
various laboratories fom the Aquaculture Resources Directorate. Methods initially developed to analyse 
hydrological parameters were firstly transfered to assess meat components.1t appears now important to review 
and update the commonly used methods (Lowry et al., (1951), Dubois et al.,(l956), Marsh et Weinstein, 
(1966)), for our specifie purposes. A round table was organized to facilitate discussion among researchers and 
technicians from both Directorates 'Aquaculture Resources' and 'Product Valorization'and external partners, 
University of Caen. Several communications reviewing former and recent studies were done. Colleagues from 
the Directorate 'Product Valorization', specialized on biochemical analysis brought new insights on curent and 
new methodologies. 

Over the course of the discussion, it was emphasized that while severa! analysis were carried out on a regular 
basis, no specific objectives and data treatment have been systematically developed. This should be 
reformatted accordingly for further programs. It was stated that biochemical analysis were considered as an 
appropriate tool to facilitate understanding of biological phenomenon assuming appropriate metodologies were 
used. 

It was reported that precise oyster biochemical composition was still difficult to estimate while it is do ne on a 
regular basis in other domains such as food industry. The current methods were discussed, with special 
emphasis on uncertainties resulting from protein analysis. The use of Bradford or CRN methods, rather than 
Lowry method, would improve significantly estimates. Although of interest, Kjeldall methodology appears 
difficult to implement at the laboratory level for numerous analysis. Glycogen assessment should be improved 
by a preliminary treatment using cold precipitation. Lipids analysis should be performed on wet meat rather 
than on dry meat. In the near future, the MNR methodology should be assessed as a possible alternative 
method. 

Mots-clés: composition biochimique, comparaison méthodes, protéines, lipides, carbohydrates, glycogène 

Keywords proximate biochemical composition, methods comparison, proteins, lipids, carbohydrates, 
glycogen 
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1. Introduction 
Nicole Faury 

Les analyses de Protéines, Lipides, Glucides ont été introduites dans les années 70. 
Pratiquées sur le matériel particulaire en suspension dans l'eau de mer, les 
méthodes ont été transposées à la chair de coquillages. 
Elles sont devenues un outil pour la compréhension et l'étude des cycles 
physiologiques notamment de la période de reproduction des animaux en élevage. 

A priori, les méthodes de dosages utilisées par les laboratoire!s qui travaillent sur 
des problématiques proches sont les mêmes, peut-être à quelques variantes près. 
Cependant, on peut faire sans risque un constat: les analyses sont réalisées et 
interprétées par des techniciens ou chercheurs qui ne sont pas forcément tous 
experts en Biochimie. 
D'autre part, malgré la qualification du personnel, n'y a .. ·t-il pas de dérive 
méthodologique d'autant qu'il n'existe pas de manuel de référence encore moins de 
norme. 

Quelques questions peuvent se poser: 
Le résultat obtenu est-il fiable? 
Qu'elle est sa précision? 
Savons-nous réellement ce que nous dosons? 

A cela, les réponses que nous pouvons apporter sont assez vagues: 
Fiabilité = peut-être 
Précision = aucune idée 
Savons-nous réellement ce que nous dosons: la comparaison est faite par 

rapport à un étalon qui n'est pas forcément un constituant de l'huître ou des 
coquillages (ex: albumine de bœuf). 

Dans ces conditions, les risques d'erreur d'interprétation des données ne sont pas 
nuls. 

S'il Y a eu des concertations sur les analyses réalisées sur l'eau lors des journées du 
GABIM en 1984 (Moal et al., 1985), à ma connaissance cela n'a pas été mené sur 
les analyses de la chair des coquillages. 
Les méthodes que nous utilisons sont reconnues internationalernent: Lowry et al., 
(1951) ou Bradford M.M., (1976); Dubois et al.,(1956), Marsh et Weinstein, (1966) ... 
Mais il n'est pas interdit de réfléchir au fait qu'elles sont adaptées ou non à nos 
besoins. Répondent-elles à nos attentes? 

« Y a t il mieux sur le marché? » 

Nous sommes réunis aujourd'hui pour faire le point. Peut-être Il'emettre en cause 
certains points méthodologiques ou même fondamentaux quant aux choix des outils. 

'lfumer Département Ressources Aquacoles 
DRV/RST/RAlLCPC/2003-49 sept 2003 
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2. Bref historique des évolutions de méthodes 
Daniel Razet 

Dans les années 70-80, les analyses étaient réalisées sur des chairs fraîches, 
finement broyées à l'ultra turax par exemple. Les aliquotes étaient de l'ordre du 
gramme et représentaient donc une proportion importante de l'animal. 
Les glucides étaient mesurés par la méthode spectrophotométrique à l'anthrone 
sulfurique. Les protéines étaient évaluées par le biuret. Les lipides étaient alors 
extraits par un solvant du type xylène et étaient évalués par pesée après séparation 
des phases et évaporation du solvant. 
Tous les résultats étaient exprimés en équivalent glucose pour les glucides, en 
équivalent albumine de bœuf pour les protéines et en poids pour les lipides. 

Dans le même temps vers 1976, les mêmes éléments biochimiques étaient dosés 
sur la matière organique particulaire de l'eau de mer. Nous me!ttions donc au point 
l'analyse des protéines par colorimétrie (méthodes issues des analyses sanguines). 
Le protocole de Lowry amélioré par nos soins permettait à l'époque de mesurer les 
protéines particulaires. Parallèlement, nous utilisions la méthode de Dubois pour 
évaluer les glucides. Les lipides particulaires étaient alors dosés après extraction au 
chloroforme-méthanol et purification selon le protocole décrit par Blight et Dyer 
(1959). Les mesures spectrophotomètriques étaient alors assurées selon la méthode 
de Marsh et Weinstein. Encore une fois, n'oublions jamais que les résultats étaient 
toujours exprimés en équivalent glucose pour les glucides, albumine de bœuf pour 
les protéines et glycérol tripalmitate pour les lipides. 

Les analyses de la chair fraîche d'huître étaient lourdes et laboriHuses. Le pas a été 
rapidement franchi d'appliquer ces méthodes pour les particules dans l'eau de mer 
aux chairs d'huîtres en adaptant les extractions, notamment pour l'étude des bilans 
énergétiques et des relations entre les compartiments « eau - animal ». 

L'extraction est réalisée sur quelques milligrammes de chairs séchées (par étuvage). 
Le séchage a été ensuite effectué au lyophilisateur. 
Les lipides sont dosés depuis déjà une bonne décennie selon le protocole de Marsh 
et Weinstein après extraction dans un mélange chloroforme méthanol pour assurer 
une purification décrite par Blight et Dyer. 
Les glycogènes sont cristallisés par le l'éthanol absolu depuis un aliquote de la 
solution ci-dessus. Glucides et glycogènes sont évalués selon la rnéthode ancestrale 
de Dubois et al. 
Les protéines sont mesurées d'après la méthode non moins ancienne de Lowry. 

~mer Département Ressources Aquacoles 
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Nous avions amélioré en 1995 avec Phillipe Geairon la méthode de dosage des 
glucides totaux et glycogène. Les glucides étaient extraits dans du TCA sur les 
culots d'extraction du dosage des lipides. Les résultats avaient été présentés aux 
journées conchylicoles de 1997 et décrites dans une excellente revue : les Notes 
techniques de l'URAPC RIDRV 96-11 La Tremblade. Devant un certain doute quant 
à l'assez faible quantité de glucides détectés, nous avions réfléchi et avions vérifié la 
fiabilité des résultats en dosant en parallèle les 2 extraits: le! premier sur le culot 
d'extraction des lipides, le second sur une prise d'essai de chair lyophilisée. 
Une nette perte de produit (près de la moitié) se produisait en suivant le protocole 
sur les culots délipidés. La reproductibilité des résultats statistiquement significative 
(plus de 100 mesures) n'etait pas que le fait du hasard. 

Nous sommes tous confrontés maintenant à l'utilisation des mêmes méthodes 
toujours discutables mais ayant au moins le mérite d'exister; toutes propositions de 
protocole prêt à l'emploi sont bien sur les bienvenues. 

IJ'hêmer Département Ressources Aquacoles 
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3. Utilisation au sein d'un laboratoire côtier, exemple du LCPC, de la biochimie 
PLG de la chair de Crassostrea gigas 

Patrick Soletchnick 

Introduction 
Au Laboratoire Conchylicole de Poitou - Charentes, les protéines, lipides et glucides 
sont mesurés à partir de la chair sèche de Crassostrea gigas, afin d'apporter des 
informations biologiques sur la qualité (teneur en glycogène, réserve en sucres) et 
l'état de maturation des cheptels (teneur en lipides). Des mesures sont effectuées 
depuis 1986 en particulier, année de création du réseau croissance de Crassostrea 
gigas dans le Bassin de Marennes-Oléron. Puis, des analyses ont été effectuées 
systématiquement sur les cheptels au cours des suivis des mortalités estivales 
depuis 1996 et pour d'autres programmes également. Les méthodes analytiques 
ayant été amenées à évoluer; les deux périodes, avant et après 1996 (date à 
laquelle le protocole d'analyse des sucres a été modifié) se distinguent donc dans 
l'analyse des résultats. 

Résultats 
Le taux de glycogène par rapport aux sucres totaux (y) de la chair est lié aux sucres 
totaux (x) par la relation suivante: 

y = 0,107 + 0,268 (In X) R2 = 46 0 , 

Si la teneur en sucre de la chair est inférieure à 2%, le ratio (taux de 
glycogène/sucres totaux) est de l'ordre de 40%. Si la teneur en sucre de la chair est 
supérieure à 8 % de la chair, le taux de glycogène dépasse alors les 60% et peut 
atteindre 95%. 
La teneur en sucre est un descripteur qui présente une très for1:e variabilité entre les 
individus. Selon les années précédant les cycles de mesures et les conditions 
trophiques de l'année d'étude, la teneur en sucres totaux peut varier de 2-3% en 
post ponte à 15-20% du poids sec au cours de l'automne. Ce descripteur, mesuré 
via un protocole rigoureux, permet de bien caractériser les cheptels (aspect 
"historique") et les conditions trophiques d'élevage. 

Dans le cas du Bassin de Marennes-Oléron, et quels que soient les cheptels étudiés 
depuis 1986, la teneur en lipides de la chair suit toujours un profil à peu près 
identique (variations inter annuelles). De 6-8% de lipides en hiver, la teneur en 
lipides de la chair augmente jusqu'à 14-16% avant la ponte. lLa ponte (fin juillet -
début août) est toujours marquée par une chute de la teneur en lipides de 4 à 8 %. 
Ce descripteur a permis par exemple de mettre en évidence des décalages de ponte 
ayant lieu entre les bancs ostréicoles ou sur un même banc, entre des parcs soumis 
à différents degrés d'émersion. 

Comme les 3 autres descripteurs (lipides, glucides et glyco!gène), la teneur en 
protéines est mesurée régulièrement sur les cheptels en 13xpérimentation. Ce 

~mer Département Ressources Aquacoles 
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descripteur a été très peu utilisé dans les analyses de données et présentations des 
résultats. 

Conclusion 
La teneur en lipides représente un bon indicateur de la maturation dans un bassin 
comme Marennes-Oléron, pour des cheptels issus de captage naturel. Elle se 
présente comme un descripteur insuffisant pour comparer dEis régions ostréicoles 
différentes (Normandie, Bretagne, Charente ... ) ou du matériel biologique présentant 
des profils de maturation contrastés (eg familles génétiques "sensibles" et 
"résistantes" du programme MOREST). Dans ces cas là, une solution alternative doit 
être trouvée (eg histologie quantitative). Dans le cas du Bassin de Marennes­
Oléron, l'indice de Walne et Mann et l'évolution du poids sec peuvent également 
constituer une solution alternative au contrôle de la gamétogenèse et à la ponte. 
La teneur en sucres de la chair montre des différences inter annuelles fortes. Elle est 
également associée aux types de cultures (eg plat/table). Les cycles de mise en 
réserve et utilisation des réserves fluctuent selon les régions et la disponibilité 
trophique. Depuis 1996, aucune relation de cause à effet n'est établie entre la teneur 
en glycogène (et ou les sucres totaux) et la mortalité printanière ou estivale de 
Crassostrea gigas. 

~mer Département Ressources Aquacoles 
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Réponses 

~ Perception des différences inter 
annuelles fortes 

~différences significatives entre les 
modes de cultures (eg plat/table ... ) 

~suivi de la maturation. Indicateur 
"relatif' (selon la saison) de 
l'abondance de la ressource trophique 
(compartiment "intégrateur" de 
l'énergie disponible) 

~ Recherche de méthodes alternatives 
en inter bassins pour l'obtention .. 

~des indicateurs de qualité 
... mais surtout ... 

~des indices de maturation ... 
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GV" Quid de pool ou pas pool? 

bD Exploitation des données sur les protéines? 

L de chair expliquée par les PLO 

c:Jr Effort de valorisation justifié ? 

•... etc ... etc 
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Les conséquences sont elles 
URAPC de 1996) 
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cr Comparaison inter bassins et variabilité plus 
biologique » utiliser des indicateurs plus 
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cr Nécessité de développer un effort supplémentaire dans la 
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- la mise à jour du protocole dfa.nàlyse 
1996 ... 

- Évolution méthodologique et perception de la 
sensibilité des méthodes d'analyses (cfNi(~oIE~~P,"îli'DrJ4,J 

> difficulté d'obtenir des séries historiques "qualifi6és" 

> soucis dans l'intercalibration entre labos 

> quasi impossibilité de comparer historiquement et 
géographiquement des résultats (niveau international) 

> [tip] : problème récemment rencontré dans MORE ST (later) .. .. 

Ifr t" r 

C1rprésentation pas du tout exhaustive.t . 

C1r analyses des données et valorisation tout 
incomplète à l'heure actuelle 

C1r quelques exemples d'application ayant donné lieu 
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4. La Biochimie et la Reproduction chez les Ostréidés et Ptériidés: Mes 
angoisses, Mes peurs, Mes doutes 

Stéphane Pouvreau 

Cet exposé cherchait à (1) rappeler les objectifs d'une analyse biochimique; (2) 
poser les problèmes et les questions qui peuvent émaner lors de l'interprétation de 
données biochimiques et (3) évaluer les limites de cette méthode en terme 
d'interprétation biologique et proposer des voies alternatives. 

Les objectifs généralement liés à la réalisation d'analyse biochimique chez les 
mollusques marins sont les suivants: connaître la composition des aliments ou de la 
chair d'un organisme, en déduire des sources de nourriture potentielle, identifier les 
organes et les types de réserves, suivre la croissance et la gamétogenèse, cerner 
les phénomènes d'émission de gamètes, puis plus généralement analyser les 
transferts d'énergie entre l'animal et le milieu afin de paramétrer ou valider des 
modèles. 

Le problème majeur réside dans le fait que généralement l'analyse biochimique 
sous-estime le contenu énergétique des tissus biologiques par rapport à des 
approches de type calorimétriques (parfois jusqu'à 30 % dans la chair, et encore plus 
dans la matière organique détritique). Donc toute approche quantitative (bilan 
énergétique, modélisation de croissance) à partir de données biochimiques est à 
éviter, tout au moins à vérifier. Par ailleurs, chez certains bivalves, la composition 
biochimique est fonction du sexe, et par conséquent, l'utilisation des moyennes sans 
discernement de la sex-ratio est non licite et peut masquer des phénomènes en 
terme de dynamique temporelle (suivi de gamétogenèse). Dans certains cas, un 
indice de condition peut donc apporter autant voir plus d'information qu'un suivi 
biochimique, et coûte mois cher. 

Ces lacunes nécessitent donc d'évaluer d'autres méthodes (notamment RMN-IRM), 
et on peut aussi se poser la question suivante: quels types d'analyse sont réalisés 
en routine dans les laboratoires agro-alimentaire lors de l'évaluation de la 
composition proximale d'un aliment, que donnerait notre méthode d'analyse dans ce 
cas? 

llfumer Département Ressources Aquaco]es 
DRV/RSTlRAJLCPC/ 2003-49 sept 2003 
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Groupe de Travail Biochimie 
• Nantes 11 mars 2003 • 

La Biochimie et la Reproduction 
chez les Ostréidés et Ptériidés: 
Mes angoisses, Mes peurs, Mes doutes 

Stéphane Pouvreau 

IFREMER 
UMRPE'M 

"Physiologie & écophyslologle des 
Mollusques Marins" 

Site expérimentai d'Argenton 
Presqu'ile du Vivier 

29840 Argenton en Landunvez "ijj •• ~ 

~ 

• Composition biochimique et objectifs 'fi 

> <!.!le8~ ci~nt or'.I ~ bjeGt4jjs Qj!JJZErodJ <J):/1J faH nies Oll'J2JllyséI:S d0Chafn~<ll e~ 
~éjjJé~) a~ (PLG) l' 

.;. Connaître la composition des aliments 

.:. Connaître la composition de la chair 

.:. Identifier des organes et des types de réserves 

.:. Suivre la croissance et la reproduction 

.:. En déduire des sources de nourriture 

.:. Analyser des transferts entre l'animal et le milieu 

.:. Paramétriser ou valider des modèles 
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Composition biochimique et bioénergétique 

Carbo- Total! Conversion Energy 
Espèce Protein 

hydrate, 
Lipid 

PSSC J!mg J!mg 
Perte Remarques Auteurs 

17 29 13 59 14 Gonade /rors repro Lid.t.JIJDIJ 

27 23 21 71 19 GOllade femelle 

9 23 7 39 9 GOllodemâle 

53 6 Il 70 18 20 10-30% I/~r"''' D,s/ous-Ptloli. 19111 

7 31 12 49 Il Huître elltière WJrytedlll. /990 

55 7 8 69 17 15% DtslolI$-PflOU" IImd, /966 

P. margaritifera 55 6 69 17 21 20% HIIÎtre entière PollvrH" ft Ill. 1'199 

42 21 68 15 22 310/. Chair entière Ors/oM· Paoli" lierai. 19" 

)o SQUE-agtjff~a'tion josqu'tl 30 '% t:JI fnatièr , <,:on1irmé p- r la~ approche 
c tor3métrique 
)oPtuArquol 1, .. ' et quoi c s30 % ? 

Composition biochimique et sexe 
~o\'ary 
____ 1e5 lis 

1. • ... 

'''j I"g:ce:: __ ~~ 
'{!1 f- --Y 

li~Ld~~ 
~ '(I] ph_'_'I-h""I""' 

rL i -r±-:~ 
1,) - .,----,--- j 

OG 1~,,).1 ~ :1 Ir~t falt~ ~~'Ids 
E 
., 

1~ /,. 

"!~ ~_.~-~ 
'\.0 nl _ --r __ ,. 

"- M J 
;9?~ 

- ~ - -1 

S 0 

{J-; 

)0 8§oohüM 

)0 Si eut 
NRJ 

!:': F j'lJGth~n du X l' 

l'utlH lion 

-~~-~~-

A M J J ,\ 

'''''' 

}\ M J 
1995 

" 

" 

O'après Li el al., (2000) 

Fisheries science. 66: 502-508 

o 

g disGem' J\J1)l$81lt fA $eX --ratio 
t d croÛssGl:l'llC ~ l' 
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Composition biochimique et MOP 

Type Protein 
Carbo-

Lipid 
Total/ 

Remarques Auteurs hydrates MOP 

Subartic bay 43 8 5 56 B/oom Navarro el Thompson (1995) 

13 3 17 HorsB/oom 

Tropical Lagon 9 6 7 22 AR/we/ Pou,'reau et aL (1999) 

Temperate bay 10 4 6 20 A""ue/ Des/ou-Paoli &: Heral (1984) 

~ SOU tiWé tjun trècl ' ~ - !léa dé~· Ml P jL! qu' 80 % 
~ Pourquoi? 
~ Quit! d la représentat.iv'~é de f;éUe me ur ~ 1 

.;onBrK)SI1:lon biochimique et modélisation 

1 1 FILTRE URS 1 
'--------' 

Risque de sous­
estimation> 70 % ! 

Risque de sous­
estimation> 30 % ! 
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Composition biochimique et 
diversité des méthodes· 

Fluorimétrie ou Colorimétrie ou 
~n"rtrnnt,ntnmétrie I"tm'3u,pn",hie Gravimétrie Autres Étalonnage 

rotéines Kjeldahl 

Solubles LO\H~ (1951) 5.8 x PON Albumine 
6.25 x PON 

Leucine 
Insolubles Stevenson 

& Cheng (1970) 
Stein et al. (1972) 

Soxhlett Acide 
palmitique 

Lipides J\larsh & FoIch et al. (1957) Bligh & Dyer (1959) 

Glucides 

Weinstein (1966) 

Dubois (1956) 

Horikoshi (1958) 

.. 8000 réf ASFA 

erlinéa 
IW-I'"a "··"·Œ"t""!·' -' -

12 BARRES DE RÉGIME 

de cfllc;um 

Suzuki et al. (1992) 

Glucose 

* Méthode IFREMER 

ÉQUILIBRE 
NUTRITIONNEL 
Le,> Barr('s .IYf)('rprotéinees 
Gerlinéa !>ont Ulnl..lI('<' pour 
ranllr un équilibre optimum 

tout pn rermettant 
un faible apport calorique. 

MACRO­
NUTRIMEN'r S 

J 
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PLG : un Paramètre pour suivre ta reproduction dans tous tes 

-1" ' . ' ' . ' .• l ' , . : ••••• , •• ' • 'jO 

f
- " A ' , . ~. '/' f .t"",·f; " --. 1 . • ;' .", '. ·~.I :1 •. \j " < 

f" ..... j,.ror..Y~ .... ~.gb'>:1I1.o.. .. r·~IP...,.. (jIordoI 
1II~~('~_'N~plI;.'!IIprAr:M1I;AG:II<:l'~l\1O' 

"" ~~e i :~; ~;!{.. ... _~.,.l., 

~'.'"''''1I<lM''-''~_''''''",""..II'S'' ... lIernJ''' 1~lrdoPI<Io'Q'''''-:'lfl~.i." 
(1'Jw.lC_aNl..wgç._II!I .. cIe' ...... "'IY,;lI~.,.F.....,-~ ... 
'*"*""'~""''' ...... ,Io\fB.~ ... ~fllll 

PLG (ensemble gonade/glande digestive), 
mais tout sexe confondu pour une sex·ratio de 60 "loF et 40 %. M. 

Mouais ..... . 

Histologie 
(composition ovocytaire) 

C'est beau, mais c'est que pour les femelles 

Un bête indice de condition, 

C'est pas dément, c'est plus riche que les PLG, dans ce cas présent. 

D'après Lango-Reynoso. . (1999) 

Thèse Univ. Brest. 
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5. Les« grands principes» avant d'entreprendre les dosages 
Jeanne Moal 

-_~"'f mer Département Ressources Aquacoles 
DRV/RST/RNLCPC/ 2003-49 sept 2003 



Grands principes autour d'un 
dosage quantitatif 

J.Moal, J.R.Le Coz, C.Quéré 

Laboratoirede Physiologie et Ecophysiologie des 
Mollusques marins, IFREMER, Brest 

Grands principes autour d'un 
dosage quantitatif 

o Conservation 

o Homogénéisation 
o Extraction 

o Dosage 

30 



Conservation 

o Stabilité de la molécule à doser 
o Organe entier/broyat : présence enzymes 
o Influence de la préparation de l'échantillon 

Frais 

Lyophylisé 

rehydraté 

Frais 

Lyophylisé 

• Lyophylisation sur l'extraction lipides 
(Dunstan et al 93) 

Totallipid TG 

% poids humide mg/g poids humide 

1,7 5,9 

1,3 3,1 broyat Iyophylisé 

1,6 5,4 

2,1 11 ,3 huitre entière 

1,2 0,9 Iyophylisée 

Homogénéisation 

o Représentativité de l'aliquot/échantillon 

Homogénéiser des grandes quantités 
Huître entière ou pool d'huîtres 

Héterogénéité de consistance des tissus 
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Extraction 

D Importance de Poids échantillon/volume 
extractant 

D Complexité des molécules 

- Cytosoliques 

- Tissulaires 
001 :> Variabilité du % explicatif de PLG dans MO au 

cours d'un cycle saisonnier 

Extraction 

D Solubilité des molécules 

-Ex protéines dans eau, dans soude 

-Sucres dans eau, acide 

Protéines de Platymonas suecica 

Seau ~ 

T eau 1----------' 

S NaOH f-------------I 

TNaOHt===~====~==~====~==~ 
o 20 40 60 80 100 
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Dosage 

o Choix de la méthode 
• Simplicité, faisabilité (appareillage) 

• Spécificité (±purification) 

• Linéarité ou proportionnalité 

• Sensibilité 

• Reproductibilité 

• Gamme de mesure 

• Robustesse (stabilité de la réaction) 

Étalonnage 
·Choix de étalon: le plus proche ou représentatif des 
molécules à doser 

-Protéines :coefficient d'extinction ± similaire entre protéines, 
selon le dosage 

-Lipides en CCM 
~sl.:rsdçslcroI5 _ 

wax esters '1 .......... 

I!SI I!r S m~lhy l lqUI!S 

d'acides gras 

g Iyceride eth.: r " .......... 

luglYCI!Tldcs _ 

AG libres -+ 

alcool _ 
Sh!T" ls -

Itptdcs pl1lalrc:s -+ __ .... _.... ..... ............ __ ... ___ _ 

-
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6. Discussion 1 : généralités 

Les analyses classiques de Protéines (Lowry et al., 1951), de Lipides (Marsh et 
Weinstein, 1966), de Glucides (Dubois et al., 1956) semblent jusqu'alors être 
systématiquement programmées dans les études menées par les laboratoires 
conchylicoles. Or, il apparaît souvent que les objectifs devraient être mieux 
précisés avant les expérimentations. Une habitude s'est installée d'utiliser les 
méthodes à disposition vraisemblablement en raison de leur relative simplicité. 

Les lipides sont utilisés pour estimer la période de ponte mais ne sont pas 
adaptés pour évaluer l'effort de reproduction. Les glucides permettent d'évaluer 
l'état des réserves; c'est un critère de qualité de l'animal. Les résultats des 
dosages de protéines sont peu exploités. 

" apparaît important d'être vigilant dans la manière de présenter les résultats qui 
seront soient qualitatifs (%) soient quantitatifs (en mg par équivalent animal). 
Ces deux manières d'exprimer les résultats de dosage ne relatent pas les 
mêmes informations. Les deux présentations paraissent complémentaires. A ce 
propos, il est rappelé que si l'on fait de la bioénergétique, le résultat est exprimé 
en joules. Les personnes ayant pratiqué la méthode calorimétrique soulignent 
que cette méthode était très efficace pour apprécier l'énergie. La traduction des 
PLG en joules n'est pas satisfaisante. 

L'étude réalisée par une équipe japonaise concernant les différences de 
composition biochimique des animaux selon leur sexe pendant la période de 
maturation interpelle les participants (Li et al., 2000). Actuellement les analyses 
sont réalisées sur des pools de plusieurs animaux (une dizaine). La variabilité 
individuelle est noyée. L'information est ainsi lissée. L'étude montre une plus 
grande variabilité selon le sexe pour les concentrations en protéines alors que 
dans nos études le taux de protéines est celui qui subit le moins de variation !. 

Actuellement, nous ne connaissons pas la composition exacte de la chair des 
coquillages. Une partie des constituants n'est pas extraite par les méthodes 
utilisées. " était couramment admis que la part d'inconnu représentait environ 
30% (total protéines, lipides, glucides et cendres de l'ordre de 70%). Jeanne 
Moal précise qu'à certaine période de l'année le pourcentage de matière 
expliquée peut atteindre 90%. " faut alors en tenir compte dans les 
interprétations des résultats. En effet, au cours de l'année, les constituants ne 
se situent pas dans les mêmes compartiments dans l'animal. Lorsque les 
constituants sont cytosoliques, ils sont très solubles et donc plus facilement 
extractibles. Lorsqu'ils sont tissulaires, liés au tissu conjonctif, l'extraction 
devient plus délicate (animal maigre). 

En conséquence, si l'extraction est dépendante de la saison il devient difficile 
d'interpréter correctement le résultat. 

---9I1rrê"-l. mer Département Ressources Aquacoles 
DRY /RST /RAlLCPC/ 2003-49 sept 2003 
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Les méthodes utilisées sont fortement critiquables, pourquoi ne sommes nous 
pas capables de donner la composition des produits que nous analysons (chair 
et matière organique particulaire) alors que le secteur Agroalimentaire y 
parvient? " est utilisé des méthodes normalisées AFNOR. L'azote totale est 
dosée par la méthode de Kjeldall. 

Pourquoi ne pas envisager la sous traitance ? Le laboratoire de la Trinité ne fait 
plus d'analyse de PLG. L'analyse des protéines a été abandonnée depuis 
longtemps. Ce laboratoire soustraite au laboratoire municipal de Brest. 
Cependant le coût est élevé. 

Pour information, les dosages réalisés par CoopAgri Bretagne (Laboratoire 
Central, 29206 Landerneau) coûtent 13 euros pour les protéines et 16 euros 
pour les glucides. " serait intéressant d'évaluer le coût des analyses réalisées 
par les laboratoires côtiers conchylicoles en incluant bien sur le temps agent. 

Les représentants du département VP analysent la chair de poisson. Thierry 
Sérot précise que la méthode de Lowry n'est pas une bonne méthode pour 
doser les protéines. La méthode de Kjeldall est idéale car elle dose les protéines 
totales. " faut cependant veiller à utiliser le bon coefficient de conversion 
spécifique à chaque produit. Cette méthode présente l'inconvénient d'être lourde 
à mettre en œuvre. Le nombre d'analyses réalisées par jour est faible (12/jour). 
Mais ne vaut-il pas en faire moins mais mieux? 

A VP, le dosage des lipides se faisait par la méthode de Folch et al., (1957). Elle 
a été remplacée par la RMN (Toussaint et al., 2001). Le choix de la RMN 
(Résonance Magnétique Nucléaire) a été justifié par soucis de Santé Publique. 
En effet, les solvants pour extraire les lipides sont dangereux. De plus le 
chloroforme est désormais interdit dans les laboratoires. " y a également des 
interférences possibles dans les dosages par la méthode de Marsh et 
Weinstein. La RMN est simple à mettre en œuvre, le coût d'utilisation est faible. 
L'appareil coûte de l'ordre de 46 000 euros. Les corrélations établies avec les 
méthodes chimiques sont satisfaisantes. 

La seconde partie de la table ronde est orientée vers l'aspect technique des 
méthodes. 
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7. Répétabilté, Reproductibilité des Protéines, Lipides, Glucides 
Nicole Faury & Philippe Geairon 

Depuis l'introduction des méthodes d'analyses biochimiques au sein des 
laboratoires conchylicoles, aucune mesure de la précision n'a été faite. Lors 
d'une analyse biochimique, les résultats peuvent être faussés par certaines 
erreurs: erreurs grossières (dues au non-respect du protocole expérimental. .. ), 
aléatoires (dues à l'imprécision d'une mesure à cause des incertitudes des 
appareils ... ) ou systématiques (dues au déréglage d'un appareil. .. ). La mesure 
est alors peu précise et l'interprétation n'a donc que peu d'intérêt. 

Des expérimentations menées au LCPC ont visé à évaluer la répétabilité et la 
reproductibilité des méthodes utilisées. 

La répétabilité a été évaluée à trois reprises à quinze jours d'intervalle. La 
reproductibilité a été déduite des résultats issus des expériences de répétabilité. 
Cette étude a concerné les dosages de lipides, protéines, glucides et glycogène. 
Les échantillons provenaient d'expérimentations réalisées antérieurement dans 
le cadre des études menées par le LCPC. Trois concentrations ont été choisies 
permettant de couvrir les concentrations faibles, moyennes et fortes rencontrées 
à Marennes Oléron. Trois manipulateurs ont procédé à la réalisation des 
dosages avec les mêmes échantillons, les mêmes pipettes, les mêmes réactifs 
et le même matériel. Ainsi, les erreurs éventuelles ont été imputables à la 
méthode ou au manipulateur. 

La répétabilité et la reproductibilité ont été évaluées par le coefficient de 
variation (CV). Pour un CV<5%, l'erreur est négligeable, pour un CV compris 
entre 5 et 10 % l'erreur est acceptable, pour un CV supérieur à 10 % l'erreur est 
inacceptable. 

Les méthodes de dosage des lipides et glucides totaux sont répétables. Le 
dosage de glycogène est peu répétable pour les faibles concentrations «5%). 
Le dosage des protéines est répétable pour deux manipulateurs. Le 
manipulateur a une incidence sur le résultat. 

Les méthodes de glucides et de lipides sont reproductibles. L'analyse du 
glycogène est reproductible pour un manipulateur mais douteuse pour les deux 
autres. Le dosage des protéines n'est pas reproductible. 

Il n'est pas permis de fractionner en plusieurs séries une même campagne 
d'échantillonnage lorsqu'une méthode n'est pas reproductible. De plus la 
comparaison de plusieurs séries d'échantillonnage est interdite. 

Il convient à l'issue de ces expériences d'identifier les déviances et de tester une 
nouvelle méthode de dosage des protéines. 
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8. Dosage des Protéines 
Nicole Faury 

Le dosage des protéines par la méthode de Lowry est parfois peu répétable 
pour certains manipulateurs. Mais surtout, elle n'est pas reproductible. 

Dans une première approche, des expériences ont été réalisées afin de tenter 
d'améliorer le dosage. L'hypothèse a été de comparer une quantité de chair à 
analyser comprise entre 7 et 9 mg, celle-ci diluée au 1/5 et une de 10 à 11 mg. 
Les résultats montrent une différence significative entre les pesées extrêmes. 
Lors d'une prise d'essai de 10 à 11 mg, il n'y a pas suffisamment de réactif pour 
révéler la totalité des protéines ou peut-être l'extraction n'est pas complète. Ce 
point constitue une nette amélioration de la méthodologie qui avait probablement 
dérivé en raison de l'imprécision du protocole. 

Dans un deuxième temps, la méthode de Lowry ainsi corrigée a été comparée à 
la méthode de Bradford . 

Les deux protocoles ne permettaient pas d'obtenir des concentrations similaires 
en protéines voisines de 48 % pour la méthode de Lowry et autour de 35 % pour 
la méthode de Bradford. L'hypothèse a été de vérifier s'il n'y avait pas un 
problème à l'extraction (à froid pour Lowry et à chaud pour Bradford). 

Différents modes et différents temps d'extraction pratiqués n'ont pas permis 
d'obtenir des concentrations de protéines par la méthode de Bradford proche de 
celle de Lowry. 

Le choix de l'étalon a donc été remis en question. L'albumine de poulet a permis 
d'obtenir des concentrations par la méthode de Bradford de l'ordre de 60 à 70 % 
teneurs qui sont proches de la composition réelle des animaux. Cela a conduit 
aussi à une somme Protéines, Lipides, Glucides et Cendres de l'ordre de 100 %. 

Au cours de ces essais, il a également été mis en évidence une influence 
notable des sucres sur la concentration en protéines lorsque l'on réalise un 
dosage par la méthode de Lowry. Les sucres interfèrent dans le dosage. Une 
corrélation inverse entre teneur en protéines et glucides a pu être établie. Cette 
relation ne se vérifie pas avec la méthode de Bradford. 

La méthode de Bradford paraît être un bon substitutif à la méthode de Lowry. /1 
conviendrait de tester la reproductibilité. 

~mer Département Ressources Aquacoles 
DR V /RST /RAlLCPC/ 2003-49 sept 2003 



52 

-



53 

-
-
-
-
-

-
-

-
-
-
-
-



54 

50 ~------------------------~~~= 

45 r-~==~--------~ 

=40 c 

i 
0. 
ait 35 



55 -

-

-
10 mL de NaOH -

-
-
-

-
-

Lowry 

• -45 

Bradford 

~ 40 -
1 • • 
135 -

-
-
-



56 

1 2a 

LOWRY 

Temp. Temp. Bain marie 100°C 
ambiante ambiante 

1 *** *** *** *** *** 

2a *** NS NS ** *** 

*** NS * 

*** NS * 

*** ** *** * 
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- 9. Dosage des Glucides Totaux et Glycogène 
Nicole Faury 

Le dosage du glycogène manque de précision notamment pour les faibles 
concentrations. Afin d'améliorer l'imprécision, une expérience a été réalisée à 
partir de glycogène d'huîtres type Il du commerce (Sigma®). 

Trois gammes étalons de 0 à 500 I-lg/mL ont été faites: 

Avec une solution de glucose 

A partir de glycogène sans précipitation par l'éthanol 

A partir du glycogène précipité à l'éthanol comme le sont habituellement les 
échantillons. 

Les trois droites de régression élaborées montrent des équations différentes. 
Les absorbances sont plus faibles dans le cas du glycogène. Elles sont d'autant 
plus faibles que les étalons ont subit la précipitation à l'éthanol. Or les 
échantillons sont traités selon ce protocole. Le glucose et le glycogène ne 
possèdent pas le même coefficient d'absorption molaire. En conséquence, 
utiliser le glucose pour étalonner le glycogène ne semble pas approprié car il 
conduit à sous évaluer les concentrations en glycogène. 

Dans les conditions expérimentales habituelles (glucose en référence), le 
dosage de quantités connues de glycogène montre une sous-estimation de 
l'ordre de 60 % lors de faible concentration (50 I-lg/mL). Pour des concentrations 
comprises entre 250 et 500 I-lg/mL, la sous estimation est de l'ordre de 22 %. La 
sous estimation des concentrations diminue progressivement avec 
l'augmentation de celles-ci. 

Outre le problème lié à l'étalonnage (glucose ou glycogène) une perte de 
matière se produit probablement lors du rejet du surnageant. 

Il conviendrait pour être rigoureux d'utiliser une gamme élaborée avec du 
glycogène précipité à l'éthanol. Ainsi les échantillons et la gamme seraient 
traités de la même manière. De plus, il faudrait améliorer la précipitation. 
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10. La préparation de l'échantillon: le broyage 
Michel Ropert et Charlotte Simone 

Depuis de nombreuses années, les laboratoires côtiers sont amenés à réaliser, dans 
le cadre des études et suivis dont ils ont la responsabilité sur le terrain, des analyses 
biochimiques destinées à évaluer les teneurs en Protides, Lipides et Glucides (PLG) 
dans des chairs d'huîtres et/ou de moules. 
Dès le début, des relations se sont établies entre les différentes équipes concernées 
dans le but d'homogénéiser les protocoles. En l'absence de coordinateur à l'échelle 
nationale, cette démarche de standardisation reposait essentiellement sur des 
initiatives et des volontés locales propres à chaque labo. Dans le même temps, si les 
résultats obtenus dans le cadre de ces analyses PLG apportaiient des éléments, ils 
n'en soulevaient pas moins de nombreuses questions sur le plan de l'interprétation 
du fait d'une variabilité parfois importante des résultats. 
C'est dans ce contexte que le LCN a été amené à essayer de mieux identifier la(les) 
source(s) de variabilité potentielle. Ce travail initié en début d'année 2003, a du être 
interrompu du fait de l'absence du technicien biochimiste du LCN. La présente note 
propose donc de présenter de manière informelle les premièrE~s tendances de cette 
réflexion reposant pour l'instant sur des hypothèses qui devront être validées par la 
suite. 

Principe des analyses. 
Le principe des analyses biochimiques PLG repose sur des dosages réalisés sur des 
quantités de chair de l'ordre de 5 à 10 mg (appelés « Prise}»). Ils sont prélevés sur 
des pools de 1 0 individus entiers lyophilisés puis broyés (appelés "Echantillons"). 
Ces "échantillons" représentent un poids moyen de l'ordre de 1 0 à 15 g. 
Le dosage est donc effectué sur une « prise}) qui représente 3 à 4 % de la masse 
totale de l'échantillon. Il est donc fondamental que « l'échantillon}) soit parfaitement 
homogène pour que la "prise" soit représentative. 
D'autre part, les dosages à proprement parlé sont doublés (2 prises par 
échantillions) et trois lectures successives sont effectuées par Ile lecteur microplaque 
sur chaque « prise ». Cette procédure permet 1) de s'assurer de l'homogénéité de 
l'échantillon par comparaison des résultats obtenus sur les deux prises ; 2) de 
s'assurer de la stabilité de l'appareil par comparaison des 3 lectures. 
A ce stade, nous avons identifié deux sources principales die variabilité dans les 
résultats observés. D'une part, une qualité médiocre de broyage qui peut induire une 
hétérogénéité dans l'échantillon. D'autre part, des différences ont également été 
observées au niveau des lectures entre les trois réplicats d'une même prise. 

Qualité du Broyage. 
L'homogénéité de l'échantillon est théoriquement assurée par le broyage des 10 
individus qui constituent le pool. Le protocole « standard}) prévoit que le broyage est 
réalisé au moyen de broyeurs à bille dans des bols en inox.. L'expérience nous a 
montré que cette étape fondamentale comporte une part aléatoire importante dans 
la qualité du broyage selon la quantité de chair, le nombre dl~ billes et la durée du 
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broyage. La qualité du broyage est évaluée de manière subjective, «à l'œil », la 
granulométrie du broyat devant être comparable à celle d'une farine sans perception 
de fibres ou de morceaux de chair visibles à l'œil nu. Dans les faits, il n'est pas rare 
de devoir prolonger l'utilisation du broyeur à bille sans garantie du résultat final. 
Cette particularité est incontestablement une source de variabilité importante dans 
l'analyse PLG qui doit suivre. Notre réflexion nous a donc amené à essayer d'évaluer 
les possibilités de fiabiliser ce travail de broyage en utilisant un autre matériel de 
type "moulin à café" issu du commerce. 

L'objectif, dans un premier temps, n'était pas de modifier la standardisation existante 
des protocoles de broyages. Les premiers essais réalisés visaient donc à essayer 
d'améliorer le résultat du broyage à bille en effectuant un pré-broyage de 
l'échantillon au moyen d'un moulin à café. Cependant, dès les premiers essais de 
pré-broyage, il nous est apparu que le résultat obtenu après seulement quelques 
secondes au « moulin à café» était bien supérieur, en terme de finesse, à la plupart 
des broyats obtenus avec les seuls broyeurs à bille classique. 
Rapidement, nous avons ainsi pu identifier les avantages et Iles inconvénients de 
ch techni ue: 

10.1. Broyeur à j 

bille : 

10.2. "Moulin à 
café" 

• Standard entre les 
différents Labo 

• Prix (30 à 50 € nC) 
• Durée de broyage 

maximum: 2 minutes 
(arbitrairement) 

• Qualité de broyat de 
type "poudre de 

farine" 
• Pas d'effet de monté 

en température 
pendant le broyage (à 
vérifier dans le cas de 
nombreux broyages 

• Durée minimum de 
broyage de 20 

minutes avec risque 
de prolongation. 
• Bruyant 

• Difficultés pour broyer 
des échantillons 

individuels 
• Résultats parfois 

imparfaits sur le plan 
qualitatif. 

• Prix élevé 
• Risque de montée en 

température du bol de 

• Non standard. 
• Difficile pour des 

échantillons 
individuels 

• Effet sur les résultats 
d'analyse inconnus 

A ce stade, il nous semble intéressant de nous interroger sur la pertinence de 
conserver l'utilisation des broyeurs à bille par rapport à des techniques plus 
"simples" du type "moulin à café". Cette décision passe bien évidemment par une 
analyse comparative des résultats obtenus sur un même échantillon (pool) traité par 
les deux techniques de broyage. Pour cela, différentes expérimentations peuvent 
être envisagées en fonction de la question posée. 
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Prébroyage au moulin à café? 
Deux échantillons de 10 individus sont prélevés dans un lot homogène d'huîtres 
(même origine, même historique ... etc). 
Les deux lots sont traités et lyophilisés selon le même protocole. Le broyage est 
réalisé au moyen d'un broyeur à bille durant 20 minutes, mais l'un des échantillons 
est préalablement pré-broyé au moulin a café. 
Les analyses sont réalisées sur les deux échantillons sur la base de 30 « prises» 
par échantillon afin d'évaluer la variabilité des résultats 
Abandon du broyage à bille au profit du moulin à café? 
Même principe que précédemment mais les échantillons sont broyés respectivement 
au moyen du broyeur à bille et du moulin à café exclusivement. 
Les analyses sont également réalisées sur 30 réplicats ("prises") par échantillon. 
Ce travail a été initié au LCN mais n'a pas pu être mené à terme avant le départ de 
la technicienne Biochimiste. Il devrait cependant être repris à son retour. 
Il est également prévu, dans le cadre de cette approche, d'évaluer les questions 
relatives aux températures subies par les échantillons au cours du broyage. 

Stabilité des lectures: 
Lors des lectures successives d'une même prise, une dérive des mesures effectuées 
par le lecteur microplaque est nettement visible. Ramenée au pourcentage de la 
quantité de prise, cette dérive est encore plus flagrante: 

% lipides 
14.5% . . - - - - - - - - - -

14.0% .. \ . .. .. . 

~~.~~ ~\\\\t \- tU \-, . ~.'li"·t\ 
12.0% - - - . : \ 1 ~ - \ ,\ -. -
11.5% +----~----=----.----

o 50 100 o 50 100 

Cette observation ne semble pas liée à l'appareil puisque dH telles dérives ne 
s'observent pas lors du dosage de protéines par exemple. Elles semblent donc liées 
à l'analyse elle-même. 
D'après les observations de l'opérateur, l'éventualité d'un biais lié au remplissage 
des puits de mesure sur la microplaque pourrait être envisagé. En effet, Les trois 
puits successifs sont systématiquement remplis dans le même ordre. D'autre part, la 
solution de réactif présente une viscosité importante. Le remplissage des cuves se 
fait à l'aide d'une pipette automatique, de ce fait le volume des trois puits à remplir 
est pris en une seule fois dans le tube à essai. Le premier puits est donc rempli alors 
que la pipette contient un volume de solution plus important que celui restant dans la 
pipette lors du remplissage des puits suivants. 
Cette particularité reste actuellement de l'ordre de l'hypothèse puisque là encore, 
aucune validation n'a pu être réalisée avant le départ du technicien analyste. 
A son retour il est prévu d'inverser systématiquement l'ordre dH remplissage des 
puits afin de vérifier que cette dérive est bien à mettre en relation avec la viscosité 
de la solution. Si cela est confirmé il serait alors suggéré de ne pas extrapoler les 
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résultats des mesures de DO à partir de la valeur moyenne des 3 lectures réalisées, 
mais de s'en tenir à une seule valeur définie au départ. 
De même, cette réflexion doit être étendue aux résultats obtenus dans le cadre des 
dosages des sucres qui utilisent des réactifs dont la viscosité est également 
importante. 
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11. Comparaison CHN-Analyses des PLG 
Daniel Razet 

En opérant l'évaluation de la matière organique de la chair des mollusques par PLG 
et en utilisant des équivalents discutables dans les unités nous n'avons jamais 
expliqué plus de 55 % de poids sec. Une autre méthode, l'analyse élémentaire de 
Carbone et d'Azote a été envisagée. Le Carbone et l'Azote expliquent jusqu'à 20% 
de plus que PLG, or dans C et N on néglige H et O. 
Le matériel d'analyse élémentaire CHN est onéreux mais facile d'emploi, les 
résultats sont répétitifs. Cette méthode permet de mieux 19xpliquer la matière 
organique. Nous évaluons également la valeur énergétique des matières en 
suspension et des sédiments par CHN. 
Des modèles ont été établis sur la chair de mollusques. 
Nous pouvons sans problème établir de solides corrélations entre CHN et PLG, C et 
N expliquent à eux seuls plus de matière que PLG. 
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12. Discussion 2 : la technique 

La lyophilisation ou l'étuvage: 

L'étuvage est la méthode officielle pour déterminer le pourcentage d'eau d'un 
produit (Thierry Sérot). Elle est réalisée à 103°C et ne permet donc pas de 
dosage biochimique ultérieur. Or la lyophilisation est quasiment généralisée aux 
laboratoires RA. 

Broyage aqueux: 

Il conviendrait de broyer le produit à analyser, de le répartir en différents tubes 
pour chaque dosage et de le stocker au congélateur. l.e broyage peut être 
réalisé à l'aide d'un broyeur type Ultra-turax ou au cryobroyeur. 

Dosage des lipides: 

Il ne convient pas de lyophiliser des produits destinés aux dosages de lipides 
(Dustan et Wolkman, 1993). Les analyses par les méthodes de Marsh et 
Weinstein doivent être réalisées sur du matériel frais. La lyophilisation entraîne 
une sous évaluation des teneurs en lipides, il faudrait réhydrater le produit à 
doser. Il faudrait que ce type d'information (délivrée par Jeanne Moal) soit 
transmise au laboratoire côtier. 

Dosage des protéines: 

Jeanne Moal est surprise de l'importante variabilité obtenue lors des 
expérimentations du LCPC. N'amène t'on pas une variabilité supplémentaire en 
réalisant les lectures par micro plaque d'une part et par photomètre d'autre 
part? Le plastique est une matière très absorbante. De plus, la longueur du 
faisceau sera plus ou moins importante selon la quantité de produit déposé. Le 
spectrophotomètre et la cuve en verre restent l'idéal. Les participants de VP 
précisent qu'aucune analyse n'est pratiquée avec du matériel plastique, seul le 
verre est utilisé. 

Jean-René Le Coz précise que des dosages réalisés en micro plaque par la 
méthode Bradford n'étaient pas satisfaisants. Il relate des expériences menées 
à l'Université de Brest concernant des dosages par Lowry sur l'hémolymphe et 
souligne qu'ils ont rencontré des problèmes. 

Nicole Faury ajoute qu'en raison de l'interférence des sucres dans le dosage de 
Lowry, il n'est pas permis de comparer les teneurs en protéines de deux sites 
aussi extrêmes en concentration en sucres que la baie des Veys et le bassin de 
Marennes-Oléron (eg programme MOREST). C'est une raison supplémentaire 
d'abandonner cette méthode de dosage. 

Lorsqu'une autre méthode de dosage des protéines aura été adoptée (à définir) 
il conviendra d'établir de nouveau cycle saisonnier sur les espèces huîtres et 
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moules suivies par les laboratoires côtiers. On peut considérer que ceux que 
nous avons sont faux (Stéphane Robert). 

Dosage du glycogène: 

Il est délicat de faire précipiter des petites quantités; des pertes importantes 
peuvent se produire. En biologie moléculaire, on aide ê3 la précipitation en 
ajoutant un entraîneur annexe. Chlotilde Heude a étudié l'incidence des volumes 
d'éthanol ajoutés et la durée de précipitation. Le glycogène précipite beaucoup 
mieux à froid: plus le temps de précipitation à froid (4"C) est long, plus la 
quantité de glycogène récupérée est importante. Mais elle n'est toutefois pas 
totale. 

Il conviendra donc de corriger le protocole utilisé dans les laboratoires côtiers. 
La centrifugation devra également être faite à 4 oC. C€~pendant, lors de la 
précipitation à l'éthanol, il est probable qu'une partie des protéines précipitent 
(Chlotilde Heude et Thierry Sérot). 

Ceci est l'occasion de souligner que les protocoles en vigueur ne sont pas 
suffisamment précis. Ils ont probablement dérivé. 

La question peut se poser de faire les deux dosages: sucres totaux et le 
glycogène (Jeanne Moal), la variation des sucres représente la variation du 
glycogène. Considérant les problèmes délicats de précipitations du glycogène, le 
dosage des glucides totaux suffirait à répondre aux questions concernant les 
réserves. Cependant selon l'objectif de l'étude, il apparaît intéressant d'avoir les 
deux dosages (Chlotilde Heude). Les écarts entre les deux composés à 
certaines périodes de l'année ne sont pas dénués d'intérêt. 

Dans une étude menée en 2000 au LCPC, le glycogène suivait les mêmes 
variations que les glucides totaux (Nicole Faury). Pendant la période printanière, 
le taux de glycogène représentait 80 % des glucides totaux. Il chutait à 40 % à la 
fin du printemps et au début de l'été. Il était près de 100 % en automne. Les 
conclusions énoncées en 2000 sont à revoir aujourd'hui en raison des nouvelles 
connaissances sur les biais méthodologiques. Il y a une incertitude majeure sur 
les valeurs estivales car c'est à ce moment précis que les taux sont les plus 
faibles (pertes à l'analyse et absence de précipitation à froid). 

Thierry Sérot propose une méthode par pesée après déshydratation pour 
évaluer le précipité de glycogène. Cependant, cela paraît délicat en raison de la 
faible quantité de l'ordre de quelques micro grammes et nécessiterait une 
balance de haute précision (Daniel Razet). 

Des essais de dosage par méthode enzymatique menés indépendamment par 
Chlotilde Heude et Jeanne Moal n'ont pas donné de résultats satisfaisants. 
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D'autre part, il conviendrait pour être rigoureux de multipllier les concentrations 
en glycogène obtenu par 0,9 (rapport entre une molécule de glucose et une 
molécule de glycogène) ou de choisir un étalon en glycogène d'huîtres. 

Broyage au moulin à café: 

En l'absence des collègues de Port en Bessin, il n'a pas été largement discuté 
sur leurs observations. 

Cependant, l'expérience antérieure et indépendante de Daniel Razet et 
Stéphane Robert montre que cet instrument ne permettrait pas de réaliser un 
broyage suffisamment fin. L'hélice du moulin se détériore et des particules se 
retrouvent dans le broyage préjudiciable au dosage. De plus, il se produit un 
échauffement. 

Dosage par spectrophotométrie ou photomètre: 

L'unanimité semble se faire sur ce point. Si le lecteur photomètre est plus 
rapide, il est moins précis. Le volume distribué est déterminant dans la valeur 
d'absorbance d'où l'obligation d'avoir une pipette (ou multipette) très précise est 
répétable. Une lecture au spectrophotomètre s'affranchit du volume. 

CHN 

L'analyse de l'azote par CHN offre une alternative intéressante par rapport à la 
méthode de Kjeldall: un plus grand nombre par jour d'échantillon peut être 
analysé. 

En terme d'échanges, de flux, d'écophysiologie et de modélisation, il serait 
intéressant de revenir à l'analyse au CHN. Par exemple, les relations Matière 
Organique et Carbone Organique Particulaire sont satisfaisantes, (Stéphane 
Pouvreau). 
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13. Conclusion et Perspectives: 

Actuellement, nombreux sont les participants à considéner que l'on est dans 
l'impasse avec les méthodes utilisées aujourd'hui dans les laboratoires RA 
(côtiers principalement). 

Il est rappelé que les objectifs doivent motiver la réalisation des dosages de PLG 
et non de les rendre comme par le passé, systématiques. 

A l'instar de l'industrie agroalimentaire, les laboratoires d'analyses de l'ifremer 
devraient être en mesure de déterminer précisément la composition biochimique 
des bivalves. 

• La méthode de dosage des lipides est à revoir (extraction sur matériel 
humide) ou à remplacer par la méthode RMN. 

• Le dosage du glycogène est à améliorer (précipitation à froid). 

• Le dosage des protéines par la méthode de Lowry est à oublier. Les 
solutions de remplacement qui se proposent sont l'analyse sur CHN ou par 
méthode de Kjeldahl. 

Il conviendrait d'avoir un manuel de référence du type de « Manuel des analyses 
chimiques en eau de mer)} (Aminot et Chaussepied, 1983) pour les analyses 
biochimiques. Réaliser ce document ne fait pas partie des attributions d'un 
laboratoire côtier RA. La décision de sa réalisation relève de la hiérarchie. 

Il a été convenu de procéder à une inter-calibration (automne 2003) à partir de 
quatre échantillons couvrant les quatre saisons de l'année (cf. variabilité 
saisonnière de l'extraction). 

Seraient concernés: 

Le LBBM Caen (Chlotilde Heude, Kristell Kelner et Katerine Costill) 

Le LPI Brest ( Jeanne Moal et Jean René Le Coz) 

Le LCN Port en Bessin (Charlotte Simonne et Michel Ropert:) 

Le LCPC La Tremblade (Philippe Geairon, Frédéric Blouin, Daniel Razet) 

Le Laboratoire VP Nantes (Thierry Sérot et Claire Donnay) 

Un laboratoire privé par exemple COOP AGRI 

Chaque laboratoire procède aux analyses selon les méthodes à sa disposition 
(revues pour certaines). 

Un nouveau bilan devra être fait à l'issue de ces anallyses. De nouvelles 
orientations ont été prises, d'autres seront à prendre. Il conviendra de ne pas 
laisser 30 nouvelles années s'écouler avant de se remettre en question ... 
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