
M-Illl 
Elements chlmiques dans l'hemolymphe 

de Mytllus qa!loproylnclalls Lamarck 

Maria MIRZA*, Domnica RUGHINIS .. et Cornelia PALIVAN .. 

• lnstitut Roumain de Recherches Marines, Constantza {Roumanie) 
••.lnstitut de Recherches Chimico-Pharmaceutiques, Bucarest (Roumanie) 

ABSTRACT 
The concentr-ation of ten hydrosoluhle elements and ol igoelements fr:·om the soft 
tissues of Hytilus qalloprovincialis Lamarck was determined by atomic absorpllon 
spectrophotometry. With a few exceptions, the concentrations are similar to tho­
se in the human serUJII. High values were registered in spawning animals. 

RESUME 
On a determine la concentration de 10 macro- et micro-elements hydrosolubles 
dans les tissus mous de Mvti !us galloprovincial is rjama.rck par spectroscopie .i ab­
sorption atomique_ A quelques exceptions pres, ces concentrations sont voisines 
des valeurs normales du serum humain. Des valeurs superieures ont ete enregis­
trees chez les animaux en etat de reproduction. 

Hvtilus galloprovincialis a ete preleve sur le littoral roumain de la mer Noire 
(Constantza Nord) au printemps et en ete 1987. Les animaux se trouvaient a deux sta­
des physiologiques distincts, celui de reproduction (en mail et celui de 1 'apres pon­
te (en juin) . 

Le materiel biologique a ete libere de tout organisme epibiotique, lave a 1 'eau 
d€:sionisee et, apres avoir ouvert les valves, on a 8carte le liquide intervalvaire, 
on a lave les tlssus a 1 'eau desionisee en les tamponant ensuite avec du papier fil­
tre, et apres on a recueilli 1 'hemolymphe par des coupes longitudinales du corps de 
l'animal. L'hemolymphe a ete deproteinee et delipidee avec de l'acetone 1:3 V/V et, 
apres avoir ecarte le solvant par distillation sous vide, on 1 'a encore delipide avec 
du benzene V/V. Le produit obtenu apres la separation du sol\•ant a ete utilise pour 
les determinations. 

La presence, dans I' extrai t d' une large qamme de cat ions en di verses concentra­
tions, depuis des dizaines jusqu' a des milliers de ppm, a cote de differents compo­
sants organ.iques, a necessite un procecte d'€-limination des interferences par des­
truction par voie humlde, en deux variantes, en utilisant le melange d 'acides HN0

3
-

~~g~C~t HClO 4-HN03 respectivement, a une pression de 1.5 at et a la temperature. de 

Quant aux interfe~ences chimiques, les perturbations des elements analyses ont 
ete insiqnifiantes a l'exception du Ca et du Mg, oil l'on a utilise le tampon spectral 
Sr. Les micro-elements ont ete determines a l 'aide d' un spectrophotometre AAS IN 
Zeiss Jena, par deux procedes : emission et absorption atomique a la flamme, les con­
ditions experimentales etant choisies de telle manier-e que l 'on obtienne le maximum 
de sensibilite. 

Les courbes d'etalonnaqe ont ete calculees analyt.iquement par la methode des plus 
petits carres, selon un programme de calcul LSDRQ utilise sur un calculateur CORAL 
4030. L' equation des droi tes a la forme Y=ax+b, oii les parametres a et b calcules 
seton le programme LSDRQ sunt presentcs dans le tableau 1, a cote des coefficients 
de cocrelation qui attestent la concordance avec !es resultats experlmentaux. 

TABLEAU .1 
Calcul des droites d'etalonnage par la methode des plus petits carres 

Element Cu ZN Ca Hg Mn Co 

a 

coeff1c~ent de 
correlation 

0.024 
-0.001 
0. 999 

0.126 
-0.010 

0.99.1 

0.02?. 
-0.002 

0.994 

0.623 
0.017 
0. 998 

0.028 
0.004 
0.996 

0.015 
0.002 
0. 998 

Cr Ni Fe Na 

4.23 0.033 0.010 0.016 9.840 
coe£fi1?ient de 2.89 0.002 0.001 -0.001 3.700 

ggH~~gHgg============~~~-===~~~~-=-~~::==~~::~-==-~. :~~--=~~= 

TABLEAU 2 
Composition des elements chim1ques dans le ser:um humain 

et dans 1 'hemolymphe de Mytilus 
==============;===--;;=;============--=========== 
Elements Valeur-s normales dans le ser:um {1 l Hemolymphe de Mytllus 

Fer 0.700 
Cuivre 0.850 
Zinc 0.800 
Nickel 0.001 
Cobalt 0.001 
Chrome environ 
Sodium 1. 332.000 
Potassium 
Calcium 90.000 
H.aqn€-sium 18.200 

1. 700 
1.500 
1. 400 
0.005 
0.036 
1.000 

-1.378.000 
183.000 

- 100.000 
22.000 

Spectroscopie a absorpt lon 
atomique 

0.13 - 0. 70 
0.20- 0.66 
0.30- 0.91 
O.lJ - 0. 70 
0.13 - 0.30 
0.13-0.JO 

2. 400.00 
1.030.00 

21.00 -71.60 
19.00 -30.78 

Les donnees mettent en evidence une ressemb.lance, de l 'ordre de grandeur des con­
centrations des elements chimlques, du serum humain, et de 1 'hemolymphe de Myt llus; 
a l 'exception du N.l, Co, Na et K tTableau 2i. 
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ABSTRACT 

The paper presents several parameters of partiallY purified proteases from Enqrau­

lis encrasicolus ponticus : optimua pH and temperature, the effect of the enzyme (par­

tially purified) concentration on the reaction speed as well as the optimum substra­

te concentration and the substrate specifity. The existence of some natural inhibi­

tors for these proteases in the blood, heart and pig spleen is noticed. 

RESUME 

Ce travail presente plusieurs parametres des proteases partiellement purifiees 

d'Enqraulis encrasicolus wnticus : pH optimal, temperature optimale, influence de 

la concentration des enzymes partiellement purifies sur la vitesse de reaction, con­

centration optiaale du substrat et specificite du substrat. On signale la presence 

de certains inhibiteurs naturels de ces proteases dans le sang, le coeur et la rate 

du pore. 

Les travaux ont ete effectues sur l 'anchois - Enqraulis encrasicolus ponticus -

preleve sur le littoral roumain de lamer Noire en juin 1980, dans la zone d'Agigea 

(Constantza Sud). Les poissons ont ete homogeneises et extraits a l'aide d'eau 

desionisee 1:1 V/G, pendant deux heures a 4°C. Les enzymes furent obtenus par la 

precipitation en acetone 1:4 V/G de la phase aqueuse. Apres avoir seche le precipi­

te proteique, on a procede a une purification sur co1onne de Sephadex G 50 avec elu­

tion en gradient de concentration de NaCl. Les pro.teases furent dosees par la metho­

de Anson (1), et les proteines par la methode de Lowry et coll. (2). En vue d'effec­

tuer les determinations on a utilise les tampons acide citrique - phosphate bisodique 

(pH 3.30-7.10), Tris (hydroxymethyl) aminomethane- HCl (pH 7.2-8.6), et le pH 2.0 a 

ete obtenu avec HCl 0.2 N. 

Les caracteristiques biochimiques des pro teases partie llement purifiees obtenues 

de EMraulis encrasicolus ponticus, sont les suivantes : 

1. A la concentration optimale des enzymes de 0.2 - o.•; mg proteine/ml, la vites­

se des reactions catalysees augmente d'une facon lineaire. 

2. Les pH optimaux sont : 2.1; 6.1; 8.0. 

3. La concentration optimale du substrat est : pH - 6.1/15 mg hemoglobine Anson; 

pH - 8.0/20 mg hemoglobine Anson; pH 8.0/15 mg caseine Hammersten; pH - 2.0/20 mg he­

moglobine Anson. 

4. La temperature optimale de reaction est de 33"C a un pH de 6.1 et de 51°C pour 

le pH de 8.0. 

5. La specificite du substrat est presentee dans le tableau ci-dessous : 

Acti vite proteolytique 

Substrat nmol tyrosine.m]nute - 1 .9 proteine-1 

H 6.1 H 8.0 

Serumalbumine bovine (BDH) 25.529.9 7. 508.0 

Albumine ovi (Here!<) 25.529.9 36.642.9 

Hemoglobine Anson (UCB) 12.013.0 30.003.5 

Pepton aus Fleisch Triptisch Verdant (Here!<) 12.015.0 7.508.0 

Bacto tripton (Difco) 19.222.8 52.561.0 

Bacto beef extract (Difco) 90.105.0 3.003. 5 

Tripticar (1nst.Cantacuzino) 18.621.8 24.328.0 

Les proteases obtenU!"S de 1 'anchois hydrolysent egalement les proteines a grande 

aasse aoleculaire (serumalbumine, ovalbumine, beaoqlobine) et les peptones obtenues 

par hydrolyse bacterienne ou tryptique, ce qui met en evidence la possibilite de ces 

enzyaes extraites du poisson, d'hydrolyser un large spectre de liaisons peptidiques. 

Les proteines degradees partielleaent par !'ebullition, extraites de divers orga­

nes de pore, ont ete hydrolysees par les prot eases de 1 'anchois comme suit ( les resul­

tats sont exprimes en JlliiOl tyrosine. ainute-1 .g produit-l):foie-54.063; sang-Q.OO;ro­

gnon-66.377; coeur;-0.00; pancreas-78.091; duodenum-52.861; rate-O.OO;ovaire-30.035; 

langue-5.105; poUIIOns-36.342. Les detelllinations ont ete faites a des valeurs du pH 

de 8.0. Des effets similaires ont ete observes au pH 6.1. 

Les donnees ci-dessus suggerent la presence d'inhibiteurs naturels de proteases 

dans le sang, le coeur et la rate du por-e. 
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