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4BSTRACT:

The paper presents results of amylase cxiraction from
hepatopanoreas and whole soft tissue of Nys aremaria L.,
as well as biochemical characterization of the extraci.
Experimental data attest remarcable amylase activity at
pH 6.9 ~ 7.15 and 33°C temperature.

Les premldres données sur certalnes activités amylasi-
ques chez Mytilus gallogrbvtnclalls TAM, et Rapana thomasiana
GROSSE du littoral roumain de la mer Nolre étalent obtenues Ll y
a quelques années (g; g; 2). C'est pourquoi NOuUS nous SORMmEeS Dro-
posé d'étudier aussi l'amylase chez liys arenaria L. (espdce abon-
dante au littoral roumain). Pour le début, l'ouvrage ci-présent
veut révaler les conditions d'extraction de 1'amy lase du hépato-
pancréas et du corpé entler, ainsi que quelgues paramdtres enzy-
matigues. '

Bien qgue d4'autres espéces de mollusques bivalves solent
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fréquemment étudiées 3 ce polnt de vue (l-33 2), en l1ittérature
les Gonnées concernant l'activité amylasique chez lMya arenaria
manguente

MATERIEL ET METHODES

On a effectué les expérimentations sur l'extrait pro-
télque obtenu en falsant mmcérer le hépatopenceréas ou L'entiler
corps mou, provenant au moins de lo exemplaires de mollusques,
dans un mélangeur Potter (1l g tissu par lo ml milfeu d'extraction),
maintenu pendant 1 heure & 4° c, puis mis au centrifugueur 15 mi-
nutes & 10.000 Gepole

Le dosage de 1'activité enzymatique fut effectué par
ls méthode de METAIS et BIETH (2). Le milien de réaction contilent
4 mg amidon soluble préparé en tampon phosphate 6 2 M, pH 6,9 ot
0,040 - 0,lo0 ng protéine extraite. On conduit la réaction & 35°C
pendant lo minutes, aprds on l'arréte avec 5 ml CH,COOH 6%. Ensu-
{te on réalise la photocolorimétrie & 540 nm, aprés réaction &
fode, solution N/l.500.

Ltactivité enzymatique fufb calculée de méme fagon que
dans l'article anterieur (§); en s'exprimant en mU/ml/min, et
l'activitée spécifigue en ull/mg/min.

La concentration protéigue fut déterminde par la métho-
de de IOWRY et al.'(g).

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Afin d'établir les meilleures conditlons d'extraction
des protéines & activité amylasique du corps entier oa du hépa-
topancréas, on & testé plusieurs milleux d'extraction et la con-—
clusion en fut que la solutlon de Ca012 0,15 M et l'eau de mer
sont aptes & extraire sélectivement la plus grande quantlte de
protéine a activite amylasique (& petite concentration protéigue
et grande capaclté catalytique (Tableau 1) :

En étudlant l'influence des solutions de CaCl, de dif-
rérentes concentrations, utilisées comme milleux d'extraction,
sur l'activité amylasique, on & observé une augmentation propor-
tiomnelle de l'activité enzymatique jusqu'd o0,4%, sulvlie d'une
faible diminotion et d'um palier (Fig.l). IORDACHESCU et coll.(g)
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Tableau 1
Activité amylasique A un pH de 6,9 et & 55°C, dans lea extralts
protéiques totaux de Mya arenaria, réalises en diverses milieux d'extraction (sub-
strat:s 4 mg amidon soluble dens le milisu de réaction)

P o s e o

Milleu d'extractionBiotElas  RotTvith sasyaailyss PRoTBle orontr igoess ot
mg/ml  wl/ml/min nU/mg/min ug/ml  al/ml/min  wU/mg/min
eau distillée 2,03 154 75,9 2,43 295 121,3
eau potable 1,94 143 52,4 2,40 205 85,4
eau de mer 2,78 2lo 25,5 2,95 312 lo7,4
KBr 0,15 M 2,30 1351 57,0 2,61 222 85,0
KCl 0,15 M 2,35 145 61,7 2,94 256 87,0
NaCl 0,15 M 2,16 133 61,6 2,38 264 1llo0,9
caCl, 0,15 M 2,00 233 116,5 2,30 334 45,2
CHzCO0K 0,15 M 2,45 81 33,0 2,61 146 55,9
CHBC'OONa 0,15 M 1,85 61 33,0 2,31 138 59,7
NaHCO; 0,15 M 3,48 70 20,1 3,63 89 24,5
Natrium tetraboratum 3,20 70 21,9 3,23 95 29,4
0,15 M ' .
Natrium t%;rochol.loun 2,31 114 49,4 2,75 130 47,2,
. 0y ;
(NH,),80, 0,15 M 2,55 70 27,7 2,89 124 42,9
Tampon NaZHPoqlNaHEPo4
0,01 M, pH 7 2,39 143 59,8 3,25 186 57,2

Tampon Tris-HC1
0,0l M, pH 7 2,90 4 1,4 5,54 49 13, 8




ont également trouvé que les solutions de CaCl, solubilisent le
mleux l'amylase du hépatopamcréas de la moule, la température
dtextraction n'ayant pas ume {nflaence significative sur 1l'ascti-
vité de la préparstion obtenue.
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Figo 1 = Inf luence des solutions de 01012
de différentes concentrations
sur 1l'activité amylasique de Mya
srenaria. ,

En testant aussi 1l'influence du temps dtextraction et
de la température sur la solubilisation de l'amylase de Mya, mous
avons constaté qu'd 4°C on extralt, pendant une heure, le maximum
de protéine & activité catalytique.

Quant & l'activité amylasique de 1*extralt protéique to-
tal obtenu du corps entler de Mya en utilisant 1'eau distillée
comme milieu d'extraction, elle augmente directement proportion-
nelle & la concentration d'enzyme dans le domaine o,12-0,48 ng/ml
protéine (Fige2)e

En réalisant une série de valeurs du pH comprises entre
% ot 9,5 en divers tampons (tampon CH5G00H[CHBCOON3 Bxlo'an, ten-
pon Ne HPO,/NaH, PO, 0,2M et Tris-HCl 0,2 M), on a testé l'activi-
té smylasique &insl dams les préparations enzymatiques obltenues
par l'extractlion avec de l'eau distillée, que dans celles obtenues

par l'extraction des protéines solubles en 03012 0,4%. Nos don-
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Fig.2 -~ Evolution de ls réaction enzymatique em
fonction de la concentratlion protéique
(extralt protéique obtenu du corps emntier
de Mys arensria en ntilisant l'esu dis-
t1115e¢ comme milieu d'extraction).

nées révdlent que le pH optimum d'action de 1'extrait protéique
obtenu du corps entler de gzg réallsé en eaun distillée eaf de 6,9
et de celul réallsé en CaCl, 0,4% est de 7,15 (Pigs. 3-4). D'un
autre c8té, l'extralt protélque provenant du hépatcpancréas de
Mya en utilisant l'eau distillée comme milieu dtextraction, pré-
sente la meilleure activité toujours & un pH de 6,9, tandls que
celui réalisé en caCl, 0,4% prdsente deux maxima d'activité amyla-
sique, le premier & un pH de 6,2 et le second, rédult comme va-
leur, & un pH de 6,9 (Figs. 5-6). Tous les extraits enzymatlques
étudies ont une activité amylesique durant l'entier intervalle
de pH testé. :
ALRMANY ot al. (;) détermine chez Mytilus edulis deux
activités amylasiques différentes, & pH acide (4,9) et neutre
(7), toutes les deux étant du type o, tandis que d'autres (5) dé-
montrent la présence, chez la m8me espece, 4'une amylase'de_pH
6,2¢ ’

En déterminant la eempérature optimale d'action de
l'enzyme, en mettant 3 1'incubateur le mélange de réaction & di-
verses températures, on a établi gue l'amylase extralte en eau
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Fig.3 - Influence du pH sur la vitesse de la réaction ca-
talysée par l'amylase extraite du corps entier de
tion: eau distillée).
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Fig.4 - Influence du pH sur la vitesse de la réactlon ca-

talysée par l'amylase extralte du corps entler de

Mya arensria (miliem d'extraction: CaCl, 0,4%)
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Fig.5 = Influence du pH sur la vitesse de la
réaction catalysée par l'amylase ex-

traite du hépatopancréas de Mya are-
naria (milieu d*extraction: eau dle-
GlII%e).

distillée, ainsi celle du hépatopancréas que celle du corps en-
tler de Mya arenaria, a une activité maxima & 33°C et un haut
degré de thermostabilité (Flg.?). Les données obtenues par
ATEMANY et al. (;) sont intéressantes elles-aussi & ce polnt de
vue, en constatant les activités amylasiques chez lMytilus edulis
avec l'optimum d'activité aux températures de 25°C (amylase de
pH 4,9) et 32°C (amylase de pH 7=8)e

Les données expérimentales concernant la saturation en
substrat de l'amylase impurifiée, sont inscrites dans la Fig.8.
La vitesse de réactlon augmente aprds une fonction hyperbolique
Jusqu'd 4 mg amidon en milieu, en observant emnsuite des phénomd-

nes d'inhibition & de grandes concentrations de substrat. (Dans
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Fige6 - Inf luence du pH sur la vitesse de la
réaction catalysée par L' emylase extraite
du hépatopancréas de Mys arenaria (milieu

dtextraction: CaCl, 0,4%) e

le milieu de réaction, la concentration en amidon fut augnentée
petit & petit depuls 0,4 ug & 12 mg)e

Conformément & la méthode de dosage de 1tactivité amy-
lasique utilisée, on estime que chez Mya arenaria, de méme que
chez Mytilus galloprovincialls et Rapana_thomasiana (85 2)» 1'a-
uylase qu'on a décellée est du type K.

En conclusion, on peut affirmer qu'on & uis en évi-
dence chez lija areparia une intense acsivité amylasique. Les
données obtenues par extraits protélgues réalisés du hépatopan-—
créas et du corps entler, {ndiquent la présence, chez Mya, d'une
euylase du type® & un pH optimum d'action de 6,9-7,15 et tempé-

rature optimale de 33°G.
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Fig.7? ~ Influence de la température sur la
vitesse de la réaction catalysébe

par l'amylase extralte du corps ens
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